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RESUMO

A tuberculose pulmonar (TBP) ¢ uma doenca infecciosa causada por micobactérias do
complexo Mycobacterium tuberculosis. Estima-se que 25% da populagdo mundial esteja
infectada por este bacilo, que dispde de varios mecanismos que conferem sua adaptabilidade a
partir da interagdo com o hospedeiro humano. A partir dessa interacao, esse patdogeno € capaz
de modular a expressdo génica de miRNAs (sequéncias curtas de RNAs reguladores que atuam
em diferentes vias de sinalizag¢do), a fim de sobreviver e persistir com a infec¢cdo. Em algumas
pessoas infectadas, a resposta imune € capaz de eliminar o bacilo através dos mecanismos
inatos, ou até mesmo com o desenvolvimento de resposta imune adaptativa. Em outros
individuos, no entanto, o bacilo pode permanecer vivo e confinado em granulomas, podendo
reativar-se em algumas situagdes da vida dessas pessoas, causando a doenga ativa. Os fatores
imunogenéticos individuais podem ser um dos responsaveis por esta variedade de desfechos
que ocorrem a partir da interagao patdégeno-hospedeiro. Desse modo, visando contribuir para a
elucidacao desta dinamica, este estudo avaliou em pacientes com TBP e em individuos
saudaveis, a frequéncia das variantes de base tinica (SNVs) em genes de miRNAs rs6505162
(MIR423), rs4713693 (MIR1275), rs2910164 (MIR146A) ¢ 1s895819 (MIR274), bem como as
possiveis associagdes destes SNVs com a suscetibilidade a doenca. Foram incluidos 457
pacientes com TBP e 429 controles recrutados em Manaus-AM. As genotipagens dos SNVs
pela técnica de qPCR foram realizadas com sondas TagMan. Adicionalmente, avaliaram-se as
concentracgoes de citocinas inflamatorias (IL-6, IFN-y, IL-1P e IL-18) no plasma dos individuos
estudados para averiguar se esses SNVs podem interferir na producao destas moléculas.
Identificou-se que a frequéncia dos alelos minoritarios dessas variantes foi superior a 0,30 na
populagdo estudada. Observou-se uma associagdo inicial de rs4713693 com protecdo contra a
TBP no modelo dominante (C/T + C/C vs. T/T; p = 0,0278; OR = 0,73; 1C95% = 0,55-0,97);
entretanto, apos a correcdo para multiplas comparagdes, essa associagdo nao permaneceu
estatisticamente significativa (pB°"™n = 0,556). Foi identificada interacdo entre as variantes
r$6505162 (gendtipo A/C) e rs895819 (gendtipo C/C), associada a protecdo contra TBP
(pBenferroni = 0,0466; OR =0,13; 1C95% = 0,04—0,42). Observou-se ainda associagio do gendtipo
C/C de rs4713693 com menor concentragdo plasmatica de IFN-y nos pacientes. Esses
resultados contribuem para a compreensao do papel de variantes genéticas em miRNAs na

suscetibilidade 8 TBP em uma regido altamente endémica para a doenga.

Palavras-chave: Tuberculose; miRNA; Variantes de Base Unica (SNV); Mycobacterium

tuberculosis; Imunogenética.



ABSTRACT

Pulmonary tuberculosis (PTB) is an infectious disease caused by the Mycobacterium
tuberculosis complex. It is estimated that 25% of the world’s population is infected with this
bacillus, which possesses several mechanisms that confer adaptability through interaction with
the human host. Through this interaction, the pathogen is able to modulate the gene expression
of miRNAs (short regulatory RNA sequences that act in different signaling pathways) in order
to survive and persist during infection. In some infected individuals, the immune response is
capable of eliminating the bacillus through innate mechanisms or even through the development
of an adaptive immune response. In other individuals, however, the bacillus may remain alive
and confined within granulomas, with potential reactivation under certain conditions, leading
to active disease. Individual immunogenetic factors may account for this diversity of outcomes
arising from the pathogen—host interaction. Thus, aiming to contribute to the elucidation of this
dynamic, this study evaluated, in patients with PTB and healthy individuals, the frequency of
single nucleotide variants (SNVs) in miRNA genes 156505162 (MIR423), rs4713693
(MIR1275), 152910164 (MIR146A), and rs895819 (MIR27A), as well as the possible
associations of these SNVs with disease susceptibility. A total of 457 PTB patients and 429
controls were recruited in Manaus, Amazonas, Brazil. SNV genotyping was performed by
gPCR using TagMan probes. Additionally, the concentrations of inflammatory cytokines (IL-6,
IFN-y, IL-1pB, and IL-18) were measured in plasma samples to investigate whether these SNV
may interfere with the production of these molecules. The frequency of the minor alleles of
these variants was higher than 0.30 in the studied population. An initial association of
rs4713693 with protection against PTB was observed under the dominant model (C/T + C/C
vs. T/T; p = 0.0278; OR = 0.73; 95%CI = 0.55-0.97); however, after correction for multiple
comparisons, this association did not remain statistically significant (pBoem™n = (.556). An
interaction between rs6505162 (A/C genotype) and rs895819 (C/C genotype) was identified
and associated with protection against PTB (pBnemon = 0.0466; OR = 0.13; 95%CI = 0.04—
0.42). The rs4713693 C/C genotype was also associated with lower plasma IFN-y
concentrations in patients. These findings contribute to understanding the role of genetic

variants in miRNAs in susceptibility to PTB in a region highly endemic for the disease.

Keywords: Tuberculosis; miRNA; Single Nucleotide Variants (SNV); Mycobacterium

tuberculosis; Immunogenetics.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga infectocontagiosa responsavel por mais de 1 milhao
de mortes anuais em todo o mundo (WHO, 2025). Estima-se que cerca de 25% da populagao
mundial esteja latentemente infectada pelo Mycobacterium tuberculosis (Houben; Dodd, 2016).
No Brasil, pais que figura entre os 30 paises com mais elevada carga de TB no mundo (WHO,
2025), o estado do Amazonas destaca-se por apresentar a maior taxa de incidéncia da doenga
entre os estados (94,7 casos/100 mil habitantes) além disso, Manaus ¢ vice-lider em incidéncia
de TB entre as capitais brasileiras, com incidéncia de 127,3 casos de TB/100 mil habitantes,
atras do municipio de Belém-PA, que registrou 133 casos/100 mil habitantes em 2024,

evidenciando a relevancia desse problema na regido (Brasil, 2025).

Apds a exposicao a M. tuberculosis, diferentes desfechos podem ocorrer, variando desde
a eliminacdo do patdgeno até o estabelecimento de uma infeccdo latente, que pode permanecer
assintomatica ou evoluir para a doenca ativa. Esses desfechos sao influenciados por multiplos
fatores, incluindo condi¢des imunossupressoras, determinantes sociais € caracteristicas

imunogenéticas individuais, nas quais podemos destacar as variantes de base unica (SNVs).

Embora cerca de 76% do genoma humano seja transcrito em RNA, menos de 2% desses
transcritos codificam proteinas (Lee et al., 2019). O restante se constitui de sequéncias
intronicas e demais sequéncias ndo codificadoras. Tais sequéncias eram consideradas sem
funcao conhecida até que, na década de 90, foram descobertos os microRNAs (ou miRNAs),
os quais tém a capacidade de regular a expressdo génica, fun¢do que era majoritariamente

atribuida as proteinas (Watson et al., 2015).

Cada miRNA ¢ capaz de regular multiplos alvos de RNA mensageiro (mRNA),
enquanto um mesmo mRNA pode ser regulado por diferentes miRNAs, conferindo elevada
complexidade e integracdo entre as redes regulatérias nas células (Watson et al., 2015;
Machowska et al., 2022). Apesar do avanco no entendimento dessas vias, diversos aspectos
carecem de maiores elucidagdes, incluindo o impacto das variantes nos genes de miRNAs nas

diversas doengas humanas.

A atuacao dos miRNAs depende do reconhecimento complementar de sequéncias-alvo
no mRNA e de um processo de biogénese altamente regulado, mediado por enzimas RNAse,
como DROSHA e Dicer, que reconhecem as sequéncias especificas dos precursores de miRNA.

Nesse contexto, SNVs podem alterar tanto o reconhecimento dos alvos, quanto o processamento
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do miRNA, resultando em alteracdes quantitativas e funcionais, que interferem na agdo dessas

moléculas (Watson et al., 2015; Machowska et al., 2022).

SNVs em genes de miRNA ja foram associadas a diversas doengas humanas,
especialmente canceres, bem como doencas ndo infecciosas, como asma, endometriose,
doengas cardiovasculares e autoimunes. No entanto, o papel dessas variantes nas doencas
infecciosas, particularmente na TB, permanece pouco explorado, apesar de evidéncias
indicarem que determinadas variantes podem influenciar a suscetibilidade ou resisténcia a
infeccdo, de forma dependente da populagdo estudada (Li et al., 2016a; Dai et al., 2018; Liu et
al., 2021a; Machowska et al., 2022).

Estudos demonstraram que M. tuberculosis ¢ capaz de modular a expressao de diversos
miRNAs envolvidos em vias biologicas relevantes para a sua patogénese, incluindo inflamagao,
morte celular e autofagia, a fim de favorecer a sobrevivéncia do bacilo e a persisténcia da
infeccdo (Davuluri; Chauhan, 2022). Essa interacdo dindmica entre hospedeiro e patdgeno
reforca a importancia dos miRNAs como elementos centrais da resposta imunologica contra a

TB.

Diante desse contexto, o presente estudo propde avaliar a frequéncia de SNVs em genes
de miRNAs em pacientes com TB e em controles sem a doenga, investigando sua possivel
associacdo com a suscetibilidade a doenca e com a produgdo de citocinas inflamatérias
relevantes para a resposta imune contra o M. tuberculosis. Além disso, ao focar em uma
populagdo altamente endémica no estado do Amazonas, essa tese busca contribuir para a
compreensdo do papel desses SNVs em um contexto epidemioldgico de elevada carga de TB
pulmonar, especialmente em uma populagdo pouco explorada em estudos envolvendo esse

tema.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Aspectos gerais da TB

A tuberculose (TB) ¢ uma doenga infecciosa causada pelo complexo Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis). Em 2024, a World Health Organization estimou que cerca de
10,7 milhdes de pessoas desenvolveram a TB em todo o mundo, entretanto, somente 8,3
milhdes de pessoas receberam o devido diagnostico da doenga neste periodo. Esses dados
evidenciam a continua problematica da TB em nossa sociedade, na qual 1,23 milhdo de pessoas
morreram da doenga neste referido ano, e o Brasil se mantém entre os 30 paises com mais

elevada carga de TB (WHO, 2025).

No Brasil, no ano de 2024, foram diagnosticados mais de 84 mil novos casos de TB, o
que representa uma incidéncia de 39,7 casos a cada 100 mil habitantes, e em relagdo ao numero
de 6bitos, os dados mais atualizados do Boletim epidemiologico da TB indicam que em 2023
ocorreram mais de 6 mil mortes em razdo dessa doenga em todo o pais (2,8 6bitos/100 mil

habitantes) (Brasil, 2025).

No ano de 2024, o Amazonas registrou mais de 4 mil casos de TB e taxa de incidéncia
de 94,7 casos a cada 100 mil habitantes, sendo o estado com maior taxa de incidéncia entre as
unidades da federacdo. A cidade de Manaus registrou 127,3 casos a cada 100 mil habitantes,

sendo a capital vice-lider em incidéncia no pais (Brasil, 2025).

Dados atualizados do painel epidemioldgico da tuberculose da Fundacao de Vigilancia
em Saude do Amazonas (FVS-RCP), indicam que em 2025 mais de 4,4 mil casos de TB foram
registrados no estado com 265 Obitos registrados, e a capital Manaus apresentou a maior
incidéncia do estado com 3,2 mil novos casos (155,1 casos/100 mil hab.) e 188 dbitos pela
doenca (FVS-RCP, 2026), revelando a persisténcia da TB como importante problema de saude

publica no Amazonas.

O complexo Mycobacterium tuberculosis € um grupo de micobactérias que compreende
as espécies M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG,; M. africanum, M. microti, M. caprae e
M. pinnipedii. (Brasil, 2022). Apesar da espécie mais importante para a satde publica ser M.
tuberculosis (Brasil, 2019), as demais espécies do complexo podem ter ocorréncia mais elevada
entre certos grupos populacionais e regides do globo. M. bovis, por exemplo, acomete mais
frequentemente trabalhadores que lidam com gado em relagdo a outros grupos (Esteban;

Muiioz-Egea, 2016), e M. africanum esta mais restrito ao continente africano, sendo que o
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primeiro caso no Brasil, de TB pulmonar por este patdogeno, foi registrado em 2020 no estado

do Para (Rabahi et al., 2020).

Historicamente, M. tuberculosis também recebe o nome de bacilo de Koch, em
homenagem a Robert Koch, médico e cientista alemdo que descobriu a micobactéria causadora
da TB em 1882 (Sakula, 1982). M. tuberculosis ¢ fino e ligeiramente curvo, o seu tamanho foi
avaliado em macrofagos alveolares isolados de pacientes, nos quais se identificou variagdes na
morfologia, podendo apresentar um formato oval mais curto, com aproximadamente 0,5 a 1 um
de comprimento e hastes classicas com comprimento médio de 2 a 4 um, chegando a formas

filamentosas longas com mais de 6-7 pm de comprimento (Ufimtseva et al., 2019).

E um bacilo aerdbio, alcool-acido resistente (BAAR) que se cora em tom avermelhado
em esfregagos corados com carbolfuccina e, por apresentar uma parede celular espessa rica em
lipidios, ndo ¢ corado pelo método de Gram, pois a composi¢ao da parede micobacteriana nao
permite a absor¢do do corante cristal violeta. Além disso, esses lipidios sdo importantes para o
reconhecimento da micobactéria pelo sistema imunologico, contribuindo também para que o
bacilo consiga evadir ndo somente os mecanismos imunes, mas também a agdo dos
antimicrobianos (Procop et al., 2018; Brasil, 2019). O tempo de crescimento de M. tuberculosis,
em meios de cultivo a base de ovos ¢ de 12 até 25 dias a 37°C, porém, dependendo da espécie
e da carga micobacteriana presente no espécime clinico, este tempo pode variar, chegando até

60 dias de cultivo (Procop et al., 2018).

A transmissdo da TB ocorre normalmente quando individuos com a doenca ativa, que
apresentam acometimento dos pulmdes e/ou a laringe, eliminam bacilos através da tosse,
espirro ou fala (pacientes baciliferos). Essas goticulas contendo o agente etiologico podem
ressecar € manter-se suspensas no ar por varias horas, possibilitando a inalacao por individuos
suscetiveis que entram em contato com esta carga infecciosa. O bacilo inalado chega aos
alvéolos pulmonares, onde pode se estabelecer e se multiplicar, causando infecg@o neste sitio

primario de entrada no organismo do hospedeiro (Brasil, 2019).

A partir da entrada dos bacilos pelas vias aéreas superiores, diferentes desfechos podem
ocorrer. E possivel que os bacilos ndo consigam se estabelecer no tecido pulmonar, mesmo que
os individuos estejam sujeitos a uma longa exposicao ao caso indice, e essas bactérias sdao
eliminadas pelos mecanismos de defesa do sistema imune inato. Tais individuos sdo
considerados “resisters” (resistentes) e estima-se que correspondam a até 10% da populagao
(Simmons et al., 2018).
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Outro possivel desfecho ¢ a permanéncia dos bacilos em um estado quiescente no
interior dos granulomas, o qual se constitui de uma estrutura compacta composta de diversos
tipos celulares, especialmente macrofagos, que atuam para manter o bacilo confinado,
prevenindo sua disseminagdo. Esse desfecho ¢ conhecido como infeccdo latente

(Ramakrishnan, 2012).

Em uma parcela dos individuos infectados, entretanto, fatores diversos como doengas
ou tratamentos imunossupressores, dentre outros, levam o sistema imune a falhar na
manuten¢do dos granulomas, e os bacilos, que estavam confinados € em um estado metabolico
basal, sdo reativados, multiplicando-se continuamente até que a infec¢do assintomatica torna-
se clinicamente aparente (Ramakrishnan, 2012; Boom; Schaible; Achkar, 2021). Estima-se que
entre 5-10% dos individuos latentemente infectados irdo desenvolver a TB em algum momento

de suas vidas (Vynnycky; Fine, 2000; WHO, 2025).

Além da infeccdo pulmonar, a forma extrapulmonar da TB também pode ocorrer.
Algumas espécies sdo mais associadas a forma extrapulmonar, como M. bovis (Esteban;
Muiioz-Egea, 2016) e M. africanum (Sharma et al., 2016), entretanto, M. tuberculosis também
pode ser agente de formas extrapulmonares da doenga, sendo estimado que entre 15 ¢ 20% dos
casos de TB ocorram fora do sitio pulmonar (Baykan et al., 2022). No Brasil, dados do
Ministério da Satde apontam que cerca de 13% dos casos de TB diagnosticados no pais em

2024 eram de TB extrapulmonar (Brasil, 2025).

Diversos sitios anatdomicos podem ser acometidos pela TB extrapulmonar, como
linfonodos, espaco pleural, peritonio, pele, ossos, entre outras localidades (Baykan et al., 2022).
Porém, a identidade do patogeno e a rota de infecgdo, bem como o “status” imunologico do
hospedeiro sdo determinantes nesse processo. Por exemplo, M. bovis que acomete
principalmente gado: a ingestdo de produtos lacteos ndo pasteurizados oriundos de animais
infectados pode ocasionar formas gastrointestinais da TB (Esteban; Mufoz-Egea, 2016; Xu et

al., 2021).

Outras maneiras de transmissdo para formas extrapulmonares além da via oral
compreendem a inoculacdo traumadtica do bacilo (Hadj et al., 2014) e o contato direto com
ferimento infectado (Esteban; Mufoz-Egea, 2016). Uma das formas mais relevantes, porém,
ocorre através da inalagdo do bacilo, ndo somente para a espécie M. tuberculosis, mas também
para M. africanum (Sharma et al., 2016). A disseminacdo da micobactéria para outros 6rgaos e
tecidos geralmente ocorre por via hematogénica ou linfatica, especialmente quando
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comprometimentos no sistema imunologico impedem que os granulomas mantenham os bacilos
confinados, possibilitando sua evasdo e proliferagdo, podendo atingir diversas regides do
organismo (Moule; Cirillo, 2020; Baykan et al., 2022). E por essa razio que individuos
imunocomprometidos, como aqueles com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, sdao
especialmente suscetiveis a TB extrapulmonar (Golden; Vikram, 2005; Sharma et al., 2016;

Rodriguez-Takeuchi et al., 2019).

Os sintomas da doenga irdo depender dos oOrgdos acometidos, entretanto, as
manifestagdes clinicas cldssicas da forma pulmonar da TB compreendem a tosse seca ou
produtiva persistente, febre vespertina, sudorese noturna ¢ emagrecimento. Nos casos em que
a tosse ¢ produtiva, a expectoracdo pode ser purulenta ou mucoide, com ou sem sangue, € a
febre vespertina que geralmente ¢ sem calafrios, ndo costuma ultrapassar os 38,5°C (Brasil,

2019).

Um outro ponto de destaque que impacta inclusive o diagndstico e a cadeia de
transmissibilidade da doenga ¢ a carga bacilar dos individuos acometidos na forma pulmonar.
Na TBP paucibacilar, os pacientes apresentam uma menor carga de M. tuberculosis, o que leva
a baciloscopia de escarro frequentemente negativas, além de elevar o tempo para a positivagao
da cultura, e comprometer a sensibilidade dos testes moleculares (Zhao et al., 2022). Essa menor
carga de bacilos pode ser atribuida a uma maior capacidade do hospedeiro em conter a
proliferagdo bacteriana através dos mecanismos imunologicos efetores, como producao de IFN-
Y, TNF-a e resposta Thl predominante (Arriaga et al., 2002). Por outro lado, na TBP
multibacilar, a carga bacilar ¢ mais elevada, consequentemente hd maior deteccio do M.
tuberculosis nas amostras de escarro e tempo menos longo para as coldnias se tornarem visiveis

nos meios de cultura (Brasil, 2022).

Na TB pleural, que ¢ a forma mais comum de TB extrapulmonar em individuos HIV-
negativos, o sintoma mais frequente € a dor toracica, bem como a triade astenia, emagrecimento
e anorexia que ocorre em cerca de 70% dos pacientes, € a febre com tosse seca, que ocorre em

cerca de 60% dos pacientes com essa forma clinica (Brasil, 2019).

De grande importancia para a saude publica estd o diagnostico dos casos de TB
pulmonar, uma vez que sao os baciliferos que sustentam a cadeia de transmissao ao eliminarem
bacilos viaveis pelas vias aéreas. Logo, ¢ fundamental que os individuos sintomaticos
respiratorios (pessoa com tosse por periodo > 3 semanas de duracdo) realizem a investigagao
através da baciloscopia direta de escarro ou Teste Rapido Molecular para TB (TRM-TB),
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quando disponivel (Brasil, 2019). Além desses métodos, outras técnicas bacterioldégicas como
o exame de cultura (Procop et al., 2018), além de métodos de imagem como radiografia de
torax, podem ser empregados para aumentar a eficiéncia diagndstica (Bombarda et al., 2001;

Brasil, 2019).

Apesar de grandes avancos, o diagndstico da doenca permanece desafiador,
especialmente em casos paucibacilares e extrapulmonares, em virtude das limitacdes de
sensibilidade dos métodos convencionais, especialmente da baciloscopia, com sensibilidade
reduzida em criangas, individuos com HIV, com baixa capacidade de expectoracdao, ou com
baixa carga bacilar. Outro desafio consiste na auséncia de ampla disponibilidade dos métodos
moleculares (em razao do elevado custo e maior demanda de equipamentos quando comparado
a baciloscopia), além de questdes como a estrutura da rede laboratorial no Brasil, que muitas
vezes ¢ desigual entre cidades de menor porte e grandes centros urbanos (Brasil, 2019; Brasil,

2022).

Embora o diagnoéstico deva alcancar as pessoas sob suspeita de infec¢do, ¢ fundamental
que agdes especiais sejam tomadas para garantir o acesso ao diagnéstico a populagdes que
vivenciam epidemias concentradas, como povos indigenas, a populagdo privada de liberdade,
pessoas em situacdo de rua, pessoas vivendo com o HIV e aqueles vivendo em situacdo de
extrema pobreza. Esses grupos apresentam maior risco de adoecimento por TB e contribuem
de forma mais elevada para a manutencdo da cadeia de transmissdo. Estima-se que essas
populagdes podem ter até 56 vezes mais chance de adoecimento em razdo de problemas
imunologicos inerentes a condi¢do clinica que possuem, ou mesmo problemas nutricionais em
razdo da escassez de recursos, além disso, dada a caracteristica do M. tuberculosis de ser
transmitido por aerossois gerados pela tosse, € de manter-se suspenso no ar, as aglomeracgoes
encontradas em moradias precdrias, ou penitenciarias, favorecem a persisténcia do ciclo

infeccioso (Brasil, 2019; Brasil, 2022).

O tratamento da TB no Brasil ¢ padronizado e disponivel no Sistema Publico de Satde,
com o tratamento correto, virtualmente todos os casos de TB podem ser curados. O esquema
basico para adultos e adolescentes possui duas fases: a fase intensiva, com duracdo de 2 meses,
composta pela associacdo entre rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol (RHZE), e a
fase de manutencao, com duracdo de 4 meses, composta por rifampicina e isoniazida (RH). A
fase intensiva tem como objetivo reduzir rapidamente a carga bacilar e eliminar bacilos com

resisténcia natural a algum medicamento, resultando na diminui¢do da transmissibilidade,
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enquanto a fase de manutencao visa eliminar bacilos persistentes e reduzir a possibilidade de

recidivas (Brasil, 2019).

Os medicamentos utilizados apresentam diferentes propriedades terapéuticas, incluindo
atividade bactericida precoce, esterilizante e agdo bacteriostatica, que em associagdo
contribuem para o sucesso da terapéutica. Entretanto, para um tratamento eficiente, ¢ necessario
um acompanhamento clinico e a correta adesdo para se obter a cura da doenga, destacando-se
o tratamento diretamente observado, que constitui na observacao por parte de um profissional
da satde ou pessoa capacitada, da tomada do medicamento pelo paciente, para fortalecer a

adesdo e prevenir falhas terapéuticas (Brasil, 2019).

Grandes desafios fazem com que a TB permaneca como uma das principais doencas
infecciosas causadoras de morte no mundo, por exemplo, a resisténcia aos antimicrobianos que
muitas vezes ocorre em decorréncia da falta de adesdo ao tratamento por parte do paciente
(Barreira, 2018; Brasil, 2019; Brasil, 2022). Segundo o Ministério da Saude, somente 62,3%
dos novos casos de TB em 2023 tiveram desfechos de cura confirmados, ao passo mais de 18%

dos individuos interromperam o tratamento (Brasil, 2025).

Desse modo, todas as estratégias que podem ser adotadas no controle dessa doenga
devem ser empregadas, desde o acolhimento do paciente pelo profissional de saude, fornecendo
a ele orientacdes sobre o tratamento para se diminuir as chances de falhas na adesdo (Brasil,
2019), até o investimento macigo em pesquisa basica e aplicada e em desenvolvimento
tecnoldgico, voltado a descoberta de novos farmacos anti-TB com esquemas terapéuticos mais
curtos € menos toxicos, a elaboracdo de novos testes diagndsticos mais rapidos, sensiveis e
acessiveis, e ao desenvolvimento de vacinas efetivas contra as diferentes formas da doenca

(Barreira, 2018).

2.2. Resposta imunologica frente a TB

Na forma clinica pulmonar, a mais comum da TB, as células alveolares da imunidade
inata atuam de modo muito importante na interagdo inicial com a micobactéria apds sua
inalagdo, podendo eliminar o bacilo por mecanismos efetores acionados por macrofagos
alveolares, neutréfilos, mastécitos, eosindfilos, células NK, entre outras células que compdem
a primeira linha de defesa imunologica. Essas células comunicam-se por mediadores soltveis
(principalmente quimiocinas e citocinas) que coordenam o recrutamento, a ativacdo € a

polarizagdo celulares. A dindmica da produgdo das citocinas determina em grande parte se o
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hospedeiro conseguira conter a infec¢ao ou se havera progressdo para a doenga ativa (Schorey;

Schlesinger, 2016; Herrera et al., 2022).

Além das citocinas € quimiocinas, cuja produgdo ¢ induzida pela interagdo entre os
Padrdes Moleculares Associados ao Patégeno (PAMPs) e Receptores de Reconhecimento de
Padrao (PRRs), com a finalidade de amplificar a reagdo imunologica, outras moléculas
antimicrobianas como lisozimas, defensinas e catelicidinas presentes no liquido localizado na
superficie do limen das vias aéreas, atuam conjuntamente na tentativa de controlar e eliminar

o patogeno (Ferluga et al., 2020).

As acdes efetoras do sistema imune inato tém inicio a partir do reconhecimento dos
PAMPs de micobactérias pelos PRRs presentes nas células imunes do inato. A espessa parede
celular de M. tuberculosis contém uma grande diversidade de PAMPs passiveis de serem
reconhecidos pelos receptores da imunidade inata, tais como os peptidoglicanos e as
arabinogalactanas covalentemente ligadas a uma grande quantidade de 4cidos graxos de cadeia
longa denominados de 4cidos micoélicos, localizados na camada mais interna da parede celular.
Além destes, ha também véarios lipidios complexos como glicolipidios fenolicos,
dimicocerosato de fitiocerol (PDIMs), trealose-6,60-dimicolato, lipoarabinomananas (LAM),
lipomananas (LM) e manosideos de fosfatidilinositol (PIM), dentre outros, localizados na
camada mais externa dessa parede, e por fim, uma ultima camada que envolve a superficie
micobacteriana, referido por alguns pesquisadores como “envelope”, constituida
majoritariamente de a-glucanas além de outros actcares, lipidios e proteinas (Ishikawa; Mori;

Yamasaki, 2017; Ly; Liu, 2020).

Além dos lipidios associados ao bacilo, M. tuberculosis € capaz de secretar varios
produtos antigénicos de natureza proteica através de sistemas de secre¢do, por exemplo o
sistema ESX/T7S, que ¢é responsavel pela secre¢do das proteinas ESX-1, ESX-3 e ESX-5,
dentre outras. Também tem a capacidade de secretar lipidios, proteinas e lipopolissacaridios

através da liberagdo de vesiculas membranosas (Majlessi et al., 2015; Ly; Liu, 2020).

Esses componentes antigénicos, tanto os associados a superficie micobacteriana como
aqueles liberados por mecanismos de secre¢dao sao parte do arsenal molecular disponivel pelo
bacilo para evadir o sistema imunoldgico e, consequentemente, sobreviver, multiplicar-se e
provocar doenca, por exemplo, o0 ESX-1 esta envolvido na modulagdo do pH dos fagossomos
tornando-os menos acidos, contribuindo para o escape de M. tuberculosis dos fagossomos no
interior de macrofagos, enquanto os PDIMs estdo associados a protecao do bacilo contra a acao
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de espécies reativas de nitrogénio no interior de macréfagos ativados, e ao escape do bacilo do

interior de fagdcitos (Majlessi et al., 2015; Ly; Liu, 2020).

Apesar de serem importantes fatores de viruléncia de M. tuberculosis auxiliando na
sobrevivéncia deste patégeno nas células do hospedeiro, esses componentes também sao
fundamentais na interagdo com as células imunoldgicas via PRRs. Por exemplo, o PDIM pode
ser reconhecido por fagbcitos através do Receptor de Complemento 3 (CR-3) induzindo a
fagocitose da micobactéria, outro exemplo decorre da secrecdo de componentes antigénicos
pelas vesiculas membranosas da micobactéria, que ao serem reconhecidos por Receptores
Semelhantes a Toll tipo 2 (TLR2) induzem uma intensa resposta pro-inflamatéria com o
objetivo de eliminar o agente invasor (Majlessi et al., 2015; Ly; Liu, 2020; Augenstreich et al.,

2020).

Sao diversos os receptores da imunidade inata capazes de reconhecer os PAMPs de M.
tuberculosis. Dentre esses receptores os TLRs estdo entre os mais estudados e nos humanos, 10
diferentes tipos de TLRs ja foram identificados. Estes receptores constituem um grupo de
proteinas transmembranares que reconhecem moléculas derivadas de patdogenos, e quando
ativados, induzem a expressdo de fatores de transcri¢do que atuam no material genético para
favorecer a producdo de citocinas, quimiocinas e 6xido nitrico (Peroval et al., 2013; Murphy,

2014; Ishikawa, Mori, Yamasaki, 2017).

Os TLRs podem estar localizados na membrana plasmatica da célula (TLR1/TLR2,
TLR2/TLR6, TLR2, TLR4 e TLRS), ou localizados nas membranas endossomais no interior
das células (TLR3, TLR7, TLRS, TLR9 e TLR10), dessa maneira, esses receptores siao
importantes no reconhecimento tanto dos PAMPs bacilares que estdo fora, quanto daqueles que
sdao liberados no interior das células (Peroval et al., 2013; Murphy, 2014; Ishikawa, Mori,
Yamasaki, 2017).

Dentre os PAMPs reconhecidos pelas células do hospedeiro estdo as lipomananas e as
lipoproteinas triaciladas reconhecidas pelo heterodimero TLRI1/TLR2; as lipoproteinas
diaciladas reconhecidas pelo heterodimero TLR2/TLR6; os manosideos de fosfatidilinositol, as
lipomananas, lipoarabinomananas, peptidoglicanas e lipoproteinas por TLR2; lipomananas tri
e tetra aciladas, proteinas do choque térmico 60/65 (60- ¢ 65-HSP), e proteina ribossomal da
unidade 50S por TLR4; e os motivos CpG nao metilados do DNA micobacteriano por TLR9
(Murphy, 2014; Mortaz et al.,, 2015; Ishikawa, Mori, Yamasaki, 2017; Faridgohar;
Nikoueinejad, 2017).
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A partir desse reconhecimento, diferentes vias de sinalizagdo sdo ativadas para gerar as
respostas efetoras da imunidade inata. Uma dessas vias ¢ dependente da molécula adaptadora
MyD88, que ¢ recrutada até¢ o dominio TIR citoplasmatico do TLR, apos este se dimerizar
diante da ligacdo do PAMP micobacteriano a regido do TLR rica em leucina, responsavel por
esta ligacdo antigénica. Com isso, ocorre a transdu¢do do sinal, que compreende uma via
intracelular baseada no recrutamento e ativagdo de diversas proteinoquinases que levam a
degradacao do inibidor IxBa, e consequente translocagdo nuclear do Fator de Transcrigdo NF-
kB. Esse fator induz a transcrigao de genes de moléculas envolvidas na inflamag¢do, como das
citocinas IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a, das quimiocinas CXCL-8, CCL2, das moléculas de adesao
endotelial e das moléculas coestimulatérias (CD 80 e CD 86) para a ativagdo de linfocitos T

(Kleinnijenhuis et al., 2011; Mortaz et al., 2015; Poladian et al., 2023).

Outras vias de sinalizacdo também podem ser ativadas a partir da ligacao do ligante aos
TLRs, por exemplo, a via das Proteino-quinases Ativadas por Mitogenos (MAPK ou MAP
quinases), que também ¢ dependente da molécula adaptadora MyD88 para ocorrer. Inclusive a
degradacdo da proteina MyD88, que ¢ ocasionada pelo fator de viruléncia PPE36, uma proteina
associada a parede celular de M. tuberculosis, leva a inibigdo da ativagdo das vias MAPK e
NF«xB, com consequente redugdo da resposta inflamatoria necessaria para eliminar o bacilo

(Peng; Yue; Xiong, 2022).

A via de sinalizacdo genérica das MAP quinases ¢ compartilhada por quatro cascatas
sinalizadoras distintas que sdo nomeadas de acordo com a MAP quinase envolvida, sendo elas
a ERK1/2, INK1/2/3, p38-MAPK e ERKS, e podem ser ativadas por diversos sinais além dos
receptores TLRs, como radiagdo ultravioleta, agentes genotoxicos, estresse oxidativo, fatores
de crescimento, estimulacdo inflamatéria e de citocinas, o que leva a diversas respostas
celulares como proliferacdo, diferenciacdo, ampliacdo da inflamagdo e morte celular (Sui et
al., 2014; Sun et al., 2015). Tanto TLR2, quanto TLR4, que sdo reconhecidamente receptores
capazes de ligarem-se a PAMPs de M. tuberculosis ja foram demonstrados como ativadores

dessa via de sinalizagdo (Zhou et al., 2018; Wang et al., 2020).

As quinases da familia MAPK (ERKSs, P38 e JNK) também podem ativar o fator de
transcri¢do Proteina Ativadora-1 (AP-1) (Kong et al., 2022), responsavel por estimular a
expressao de genes pro-inflamatorios como das citocinas IL-18, TNF-a e IL-6. Além disso, a
ativacdo da via de sinalizacdo das MAP quinases, bem como do fator AP-1, esta relacionada a

regulagdo da maturacdo do fagossomo durante a infeccdo pelo M. tuberculosis, e a regulagdo
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da morte celular programada, incluindo a apoptose, além da autofagia, que sdo dois mecanismos
celulares efetores no combate a este patdogeno intracelular (Lefkir et al., 2004; Sui et al., 2014;

Mortaz et al., 2015; Mishra et al., 2017; Wu; Nicoll; Ingham, 2021; Nisa et al., 2022).

Uma outra sinaliza¢do, que € capaz de ativar e promover a translocacdo nuclear dos
Fatores Regulatorios de Interferons (IRFs), também pode ocorrer a partir da ligagdo do PAMP
micobacteriano aos TLRs, especialmente TLR3, TLR4, TLR7 e TLR9, promovendo a produgao
dos Interferons tipo I (IFN-a e IFN-B) (Nguyen et al., 2020).

Embora os IFN tipo I estejam amplamente relacionados a resposta contra virus,
induzindo um estado celular antiviral, o aumento da expressdo de MHC classe | e a ativagdo de
células NK, na TB, os Interferons tipo I estdo relacionadas a diversos efeitos deletérios ao
paciente, como a progressao da doenga e a gravidade das lesdes pulmonares (Berry et al., 2010;
Mundra et al., 2023). Acredita-se que os efeitos prejudiciais ao paciente ocorram pela acdo dos
IFNs tipo I na diminui¢ao da produgao de citocinas pré-inflamatérias necessarias para controlar
M. tuberculosis, como IL-1B, TNF, IFN-y, e IL-12, favorecendo a sobrevivéncia do bacilo

(Novikov et al., 2011; de Paus et al., 2013).

Além dos TLRs o reconhecimento de M. tuberculosis pode ocorrer por meio de
receptores NOD (NLRs), os quais compdem um grupo variado de receptores citoplasmaticos
capazes de reconhecer PAMPs, e DAMPs (produtos oriundos do dano e estresse celular) (Liu
et al., 2019; Platnich et al., 2019). Os membros dessa familia de PRRs possuem estrutura e
mecanismos de a¢do diferentes, alguns NLRs possuem a capacidade de levar a formagdo de um
complexo multiproteico denominado inflamassoma, que culmina com o recrutamento de varias
Pro-caspases-1, e suas respectivas autoclivagens, gerando duas subunidades (p10 e p20) que se
unem para formar um heterodimero, este que por sua vez corresponde a forma ativada da
caspase-1, responsavel pelo processamento da pro-IL-1f e pro-1L-18 gerando as formas ativas

dessas citocinas pro-inflamatorias (Platnich et al., 2019).

Além da via canonica de ativacdo de NLRs, que envolve a montagem do inflamassoma
e consequente producdo de IL-1f e IL-18, alguns NLRs podem também atuar como reguladores
de vias de sinalizagdo importantes no processo inflamatério, como a via de ativacao de NF-«xB,
aviadas MAP quinases, € via dos IFN tipo I, além da autofagia e da geracao de espécies reativas

de oxigénio (ROS) (Tuladhar; Kanneganti, 2020).
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Alguns exemplos de reconhecimento de PAMPs micobacterianos por NLRs ja foram
descritos, por exemplo, moléculas derivadas de peptidoglicanas como o Muramil Dipeptideo,
que ¢ reconhecido por NOD-2, ativando a via NF-xB, com consequente produgdo de citocinas
inflamatérias TNF-a e IL-6 (Coulombe et al., 2009), ao passo que outro PAMP micobacteriano,
0 acido meso-diaminopimélico ¢ reconhecido por NOD-1, também ativando as vias pro-
inflamatérias como aquelas das MAP quinases com a ativa¢ao do fator NF-«B (Franchi et al.,

2008).

Além do reconhecimento dos PAMPs micobacterianos, o dano celular ocasionado pela
infeccdo por M. tuberculosis também pode ser detectado pelos NLRs, por exemplo, tanto a
fagocitose da micobactéria, quanto a ruptura de fagossomos no interior de macrofagos, levam
a translocac¢do das micobactérias para o citosol, produzem dano celular, com efluxo de K* e
consequente ativagdo de NLRP3, levando a formacao do inflamassoma e a liberagdo de IL-1p.
Tal processo de dano celular, ¢ mediado por proteinas secretadas pelo sistema secretor ESX-1
de M. tuberculosis, que além de estarem envolvidas na ruptura do fagossomo, também parecem

ser importantes ativadores do inflamassoma (Beckwith et al., 2020).

Os Receptores de Lectina tipo C (CLRs) também s3o muito importantes no
reconhecimento inicial de M. tuberculosis. Os CLRs compdem um grupo heterogéneo de
receptores que reconhecem carboidratos presentes na superficie microbiana, induzindo a
producdo de respostas inflamatdrias e fagocitose, estes receptores podem estar localizados na
superficie das células de forma transmembranar, ou soliveis em fluidos corporeos, tais como o
soro ou fluido pulmonar, permitindo a montagem de resposta imunoldgica contra tumores e
patdgenos diversos tais como virus, fungos e micobactérias (Goyal; Klassert; Slevogt, 2016;

Abbas; Lichtman; Pillai, 2023).

Dentre os CLRs soluveis, encontramos, no grupo das colectinas, as proteinas
surfactantes A e D (SP-A e SP-D), além da proteina do complemento Lectina Ligante de Manose
(MBL) com capacidade de reconhecer variados tipos de PAMPs, dentre os quais estdo os de M.
tuberculosis. SP-A e SP-D sao proteinas do surfactante pulmonar e sdo capazes de reconhecer
LAMSs de M. tuberculosis (Goyal et al., 2016), entretanto SP-A ja foi identificada na promog¢ao
da fagocitose de uma cepa virulenta de M. tuberculosis por macrofagos derivados de monocitos
humanos (Gaynor et al., 1995; Goyal et al., 2016), e no aumento da expressao de Receptores
de Manose em humanos (Beharka et al., 2002) em face do reconhecimento do bacilo. J& SP-D

também ¢ capaz de reconhecer LMs e LAMs revestidos com fosfatidilinositol (PILAMs),
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conduzindo a aglutinagdo do bacilo, porém parece nao favorecer a fagocitose da mesma forma

que SP-A (Fergusson et al., 2002; Goyal; Klassert; Slevogt, 2016).

Outro CLR soluvel, a MBL, encontrada no soro € em outros tipos de liquidos corporais,
¢ frequentemente encontrada como hexamero na circulacdo, sendo capaz de reconhecer
carboidratos como D-manose e L-fucose de diversos patdogenos, e a partir desse
reconhecimento, MBL pode agir diretamente como uma opsonina (ligando-se simultaneamente
ao patogeno e ao receptor de Clq do fagocito), ou através da ativagdo do sistema complemento
pela via das lectinas independente de anticorpo, que culmina com a clivagem de C3 gerando o
fragmento C3b, o qual também funciona como opsonina potencializando a fagocitose (Goyal;

Klassert; Slevogt, 2016; Abbas; Lichtman; Pillai, 2023).

MBL ja foi identificada atuando no reconhecimento do PAMP de M. tuberculosis,
lipoarabinomanana manosilada (ManLAM), e tal reconhecimento induziu a ativagdo do
complemento bem como aumentou a opsonizagdo e a fagocitose de M. tuberculosis por uma
linhagem de macrofagos (U937) (Bartlomiejczyk et al., 2014). Evidenciando o papel da MBL
e da ativagdo do complemento pela via das lectinas, algumas mutac¢des nos genes que codificam
estes componentes (Zhang et al., 2020; Shen et al., 2020; Li et al., 2021), bem como deficiéncias
na producao destes componentes tem levado a maior suscetibilidade no desenvolvimento da TB

(Nisihara et al., 2017).

Dentre os CLRs associados a célula no reconhecimento de M. tuberculosis, ha os
receptores de Manose (MR), um tipo de proteina transmembranar, cuja por¢do N-terminal
extracelular possui além de outros dominios, oito dominios de lectina-C (CTLDs), seguido por
um dominio transmembranar € um motivo citoplasmatico envolvido na internalizacdo do
ligante. MRs estdo localizados abundantemente na superficie de macréfagos alveolares,
reconhecendo agtcares terminais presentes em carboidratos da superficie microbiana tais como
L-fucose, D-manose e N-cetil-D-glicosamina, a partir deste reconhecimento ocorre a fagocitose

do microrganismo ligante (Goyal; Klassert; Slevogt, 2016; Abbas; Lichtman; Pillai, 2023).

No pulmao, as primeiras células a encontrarem os bacilos sdo os macréfagos. Existem
diversos tipos de macrofagos neste 6rgao: os alveolares, residentes no pulmao e oriundos de
precursores da medula 6ssea; os residentes oriundos do figado fetal; e os macréfagos alveolares
com capacidade de autorrenovagdo, oriundos do saco vitelino. Além destes, em resposta a

infecc¢do, macrofagos diferenciados a partir de monocitos circulantes também sdo direcionados

27



até o pulmio. Entretanto essa diversidade de células apresenta caracteristicas de respostas

distintas em face da interagdo com o patogeno (Ahmad et al., 2022).

Ainda que os diferentes tipos de macréfagos localizados no mesmo microambiente
imunologico sejam expostos ao patdgeno, as diferencas na ontogenia desses tipos celulares
determinam caracteristicas significativamente diferentes entre eles. Os macréfagos oriundos de
mondcitos que foram atraidos até o pulmao apresentam como caracteristica 0 aumento nos
transcritos relacionados a glicolise, a sinalizagao via IFN-y, e as respostas inflamatorias, sendo,
portanto, mais ligados ao combate contra M. tuberculosis e classificados no subtipo M1

(macréfagos classicamente ativados) (Huang et al., 2019; Ahmad et al., 2022).

Por outro lado, os macrofagos residentes possuem aumento nos transcritos relacionados
ao metabolismo de acidos graxos e colesterol, essencial para o metabolismo micobacteriano,
sendo mais permissivos a sobrevivéncia bacilar, logo, sdo classificados no subtipo M2
(macréfagos alternativamente ativados). Embora o conceito de macroéfagos M1/M2 seja qtil
para contextualizar os tipos de respostas exercidas por estas células, in vivo, essa classificagao
¢ pouco aplicavel, pois existem células com marcadores de subtipo M1 e M2 sendo expressos

concomitantemente (Huang et al., 2019; Ahmad et al., 2022).

Além da ontogenia das células, a medida que a resposta adaptativa ¢ montada a partir
da apresentacdo dos antigenos micobacterianos por células dendriticas nos 6rgaos linfoides
secundarios, o tipo de resposta adaptativa gerada também ird influenciar o tipo de fungdo que
os macrofagos irdo desempenhar, no caso de predominio de resposta Thl, que possui como
caracteristica o combate aos patdgenos intracelulares, o aumento da producdo de IFN-y
promove maior ativagdo dos macrofagos, potencializando sua agdo fagocitica. Por outro lado,
citocinas como IL-4 e IL-13, advindas da resposta Th2, direcionam os macrofagos ao subtipo
M2, que ¢ mais ligado ao reparo tecidual e mais favoravel sobrevivéncia do bacilo (Ahmad et

al., 2022).

Outro fator importante, que faz com que essa bactéria seja altamente capaz de sobreviver
aos mecanismos de defesa do hospedeiro humano, ¢ o rico arsenal molecular que permite ao
bacilo subverter as estratégias imunologicas, impedindo, por exemplo, a fusdo do fagossomo
com o lisossomo, ou mesmo causando rupturas na membrana dessa organela, além de impedir
a acidificacdo do fagolisossomo maduro quando este ¢ formado, mantendo um pH em torno de

6,5 e favorecendo a replicacao bacteriana (Thakur; Muniyappa, 2023).
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Uma das ferramentas de controle da infeccdo por M. tuberculosis ¢ a morte celular.
Embora haja relatos conflitantes de que M. tuberculosis poderia atuar na ativagdo ou no
bloqueio da apoptose, este tipo de morte celular ¢ considerado como uma importante ferramenta
do hospedeiro para combater a infec¢do micobacteriana, enquanto a indu¢do a necrose seria
uma estratégia do bacilo, levando a proliferagdo e a disseminacdo da infecc¢do, além de dano

tecidual (Amaral et al. 2016; Nisa et al., 2022).

Os mediadores inflamatoérios envolvidos, os aspectos genéticos do hospedeiro, bem
como a viruléncia do patdogeno em questdo, sdo fundamentais para se definir qual o destino do
macrofago infectado. Normalmente, o reconhecimento do bacilo intracelular na fase inicial da
infeccdo pode ativar a morte celular, antecipando a destruicdo das células infectadas e
contribuindo para o controle da carga infecciosa através da apoptose. Por outro lado, uma vez
que a infeccdo progrida e a carga micobacteriana aumente, os efeitos citotdoxicos de M.
tuberculosis promovem o aumento da morte de macroéfagos por necrose, ocasionando a
formacgdo de lesdes caseosas em razdo da ruptura dos granulomas, gerando a dissemina¢do do
bacilo (Amaral et al., 2016). Da mesma forma, a apoptose que ocorre nos estagios avancados
da infec¢ao também pode favorecer a sobrevivéncia do bacilo e sua disseminacao (Nisa et al.,

2022).

Durante a apoptose, as vesiculas formadas ou corpos apoptoticos podem ser captados
por macrdofagos vizinhos num processo chamado eferocitose. Ja na necrose os DAMPs sdo

liberados, e podem ser reconhecidos por outras células inflamatdrias (Amaral et al., 2016).

Um destes DAMPs ¢ o proprio ATP que no meio extracelular pode ser reconhecido por
receptores como P2X7 de células vizinhas e, apds a ativagao deste receptor, ocorrem distirbios
na concentracao de ions na cé€lula, ativando o inflamassoma NLRP3 e levando a producao e
liberagao de IL-1. Entretanto, quanto mais extensiva e prolongada ¢ a ativa¢ao do P2X7, poros
sdo formados na célula que reconheceu o DAMP, amplificando a morte celular. Ou seja, a
magnitude e a duracdo desse estimulo contribuirdo para o tipo de morte que se sucede, apoptose
ou necrose, sendo que baixas quantidades de ATP extracelular podem induzir a morte celular
por apoptose, e elevadas quantidades podem acelerar a morte necroética das células (Fairbain et

al., 2001; Amaral et al., 2014; Amaral et al., 2016).

Viérios outros mediadores imunoldgicos estdo envolvidos no desenvolvimento da morte
celular. Ressalta-se que nao somente o tipo de mediador quimico que determina os tipos de

morte celular, mas também a quantidade produzida e a extensdo do estimulo gerado. Por
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exemplo, a detecgdo micobacteriana por PRRs induz a produc¢ao de TNF-a, que por sua vez ¢
capaz de induzir tanto apoptose quanto necrose. TNF-a, apos liberado, pode ser reconhecido
pelo receptor TNFR1 que induz a ativagdo de vias apoptoticas, porém, producao excessiva e

desregulada dessa citocina contribui para elevada indugdo de necrose e disseminagdo do bacilo

(Rodrigues et al., 2013; Amaral et al., 2016).

O proprio bacilo consegue produzir diversas proteinas com capacidade de impedir a
apoptose dos macréfagos infectados, por exemplo, através da secre¢do de TNF-R2, inativando
e impedindo a apoptose mediada por TNF-a (Balcewicz-Sablinska et al., 1998), e aumentando
suas taxas de sobrevivéncia. A autofagia também pode ser bloqueada pelo bacilo, impedindo
seu clearance, como demonstrado por Quadir et al. (2023), que identificou uma proteina do
bacilo denominada de MoxR1 (um ligante de TLR-4), capaz de bloquear a autofagia a partir da
inibi¢do da quinase reguladora da autofagia ULK1, além de inibir a apoptose pela inibi¢ao da

via pro-apoptotica MAPK JNK1/2.

Em razao dessa capacidade de M. tuberculosis de evadir ou subverter, ¢ at¢ mesmo
modular os mecanismos imunologicos envolvidos no combate inicial a micobactéria, a infec¢ao
tende a se estabelecer e persistir (Herrera et al., 2022). Como consequéncia da persisténcia do
patdgeno, o estimulo antigénico permanece atraindo células até o foco infeccioso levando a
formacdo do granuloma, que ¢ a marca histopatologica da TB, e consiste em um agregado
organizado e compacto de células que envolve o bacilo. Este agregado de células imunologicas,
inicialmente formado por macrofagos até¢ a chegada de outros tipos celulares, pode levar a
eliminagdo do bacilo com mineralizagdo da estrutura granulomatosa, ou a morte das células
participantes por necrose, formando areas de degeneragdo caseosa que, além do dano tecidual
gerado, permite a liberagdo e a dissemina¢do do bacilo (Russell et al., 2009; Ramakrishnan,

2012).

Logo, ¢ possivel notar o papel ambiguo do granuloma na imunopatogenia da TB, pois a
deficiéncia na formacao do granuloma leva a alta suscetibilidade ao desenvolvimento da forma
ativa dessa doenca. Por outro lado, o granuloma também pode contribuir com a disseminagao
do bacilo e a destruicdo do tecido pulmonar a medida que o hospedeiro falha em conter a
replicacdo micobacteriana, pois a crescente inflamacao tecidual e injuria celular que ocorrem

levam a formagao dos granulomas necrotizantes (Ramakrishnan 2012; Sawyer et al., 2023).

De maneira geral, a caracterizagdo de granulomas em necrotizantes e ndo-necrotizantes

embora util, ¢ bastante limitada, pois os granulomas sdo bastante diversos em termos de
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composicao celular. Sawyer et al. (2023), ao analisar lesdes granulomatosas de 13 pacientes,
identificou uma elevada heterogeneidade na densidade populacional de cada tipo de célula
imune investigada entre os tipos de granuloma (necrotizante ou ndo-necrotizante), observando
que, nas lesdes necrotizantes, os macrofagos CD86+ sao mais abundantes, enquanto linfécitos

B CD20+ e linfoécitos T CD4+ sdo mais abundantes nas lesdes nao-necrotizantes.

Nas lesdes necrotizantes, em razdo da destrui¢do caseosa, o centro do granuloma
apresenta estrutura acelular, ao passo que nas lesdes nao-necrotizantes ha uma distribuicdo
espacial das células imunes de forma desigual, onde em algumas lesdes a maioria das células
se dispunham na regido central, enquanto outras lesdes do mesmo tipo, as células se

organizavam de forma mais periférica (Sawyer et al., 2023).

Na composi¢do dos granulomas, embora os macréfagos representem a populagao celular
chave para o seu desenvolvimento em razdo do carater intracelular do patégeno, e da
caracteristica fagocitica dessas células, outras células também fazem parte de sua estruturagao
inicial, como por exemplo neutrofilos e células dendriticas (Ramakrishnan, 2012). Outras
células também sdo atraidas a medida que moléculas inflamatdrias sdo produzidas, como as
quimiocinas, que amplificam a migracao celular ao foco granulomatoso. Nesse contexto, os
neutrdfilos sdo fundamentais para a formagdo do granuloma uma vez que sdo uma das principais
células produtoras de quimiocinas, potencializando a migracdo de mais células imunes ao

granuloma (Alcantara et al., 2023).

Conforme o granuloma progride, os macrofagos presentes podem passar por processos
de alteragcdes morfologicas significativas como a formagao de células gigantes multinucleadas,
formadas a partir da fusdo de varios macrofagos, ou podem se transformar em células
epitelioides que possuem membranas interdigitadas capazes de se ligar as células adjacentes,
contribuindo para o carater compacto do granuloma. Outra mudanga pela qual os macrofagos
podem passar € a transformacao em células espumosas, que ocorre pelo acimulo de lipidios em
seu interior. Essa alteracdo se da principalmente pela desregulacdo do metabolismo lipidico
promovida por M. tuberculosis nos macréfagos do hospedeiro, contribuindo para a formagao

de necrose caseosa e sobrevivéncia da bactéria (Russell et al., 2009; Ramakrishnan, 2012).

Ao longo da evolugao da resposta granulomatosa, e consequentemente da exposi¢ao e
estimulagdo antigénica, a resposta imune adaptativa também comegca a ser produzida através do
acimulo de células dendriticas nos linfonodos adjacentes. Com isso, linfocitos especificos
comecam a ser produzidos e direcionados até o granuloma e comegam a fazer parte dessa
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estrutura. De maneira geral, respostas de células Thl sdo preponderantes para o controle da
proliferacdo micobacteriana, mas outros tipos de respostas adaptativas também sdo
fundamentais neste combate, como a resposta das células Th17 que contribui para potencializar
o recrutamento de mais células imunoldgicas ao foco infeccioso (Russell et al., 2009;

Ramakrishnan, 2012; Alcantara et al., 2023).

Conforme a resposta adaptativa surge € compde o granuloma, a proliferacao
micobacteriana atinge um plato, evidenciando a importancia de uma resposta especifica para o
controle da infeccdo, ainda que os eventos-chave de formagdo do granuloma sejam
primordialmente compostos por elementos da imunidade inata (Russell et al., 2009;

Ramakrishnan, 2012; Alcantara et al., 2023).

Estima-se que cerca de Y4 da populagdo mundial esteja latentemente infectada pelo M.
tuberculosis (Houben; Dodd, 2016; WHO, 2025), e cerca de 10% dos individuos com a infec¢do
latente acabam por desenvolver a TB ativa em algum momento de suas vidas, especialmente
em razao de falhas no sistema imunoldgico e a consequente perda da capacidade de contengdo
da micobactéria (Schorey; Schlesinger, 2016; Herrera et al., 2022). O granuloma ¢é parte

fundamental nessa contencdo do bacilo e na manutencao da infec¢ao assintomatica (laténcia).

Uma vez que em muitos individuos que sdo infectados, a TB pulmonar ndo se
manifestard, e em outros, a doenca se desenvolvera em algum momento de suas vidas, certos
fatores atuam na determinagdo do desfecho que se sucede apos a formagao do granuloma: se a
eliminagdo do bacilo, a conten¢do em um estado latente, ou o desenvolvimento da forma ativa.
Dentre esses fatores, a atuacdo das células que compdem o granuloma ¢ fundamental, bem como
aresposta inflamatoria e os aspectos genéticos da cepa de M. tuberculosis envolvida na infecgao

e do proprio hospedeiro (Rao et al., 2019).

Chowdhury et al. (2018) identificou células NK atuando na manutencdo da infeccao
latente pelo M. tuberculosis, de maneira que a porcentagem dessas células ¢ elevada em
individuos latentemente infectados, e diminuida nos individuos com a forma ativa da doenca.
Os autores também identificaram que nos individuos que tinham a doenca ativa e que
respondiam ao tratamento contra TB, a porcentagem de células NK voltava a ser elevada, ao

passo que os nao respondedores ao tratamento, mantinham baixos numeros de células NK.

Corroborando com esses achados, a presenca de células expressando granzimas B e

perforinas € significativamente mais elevada em individuos com TB latente, compativel com o
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elevado numero de células NK nesses individuos, e com o papel efetor dessas células, que
atuam controlando a infecgdo através da agdo toxica nas células infectadas por M. tuberculosis,

levando-as a morte (Chowdhury et al., 2018).

Sao muitos os fatores que contribuem para que diferentes desfechos ocorram face a
infeccao por M. tuberculosis, variando da eliminagdo do bacilo pela imunidade do paciente até
o desenvolvimento da forma sintomatica da doenca. Ja outras pessoas sao expostas ao bacilo e
sequer tornam-se infectadas. Os fatores imunogenéticos individuais de cada hospedeiro estao
no centro desses diferentes desfechos, e dentre os componentes que formam o arcabougo
genético dos individuos, os RNAs reguladores, como miRNAs, podem ser elementos-chave
nessa dindmica, uma vez que atuam regulando diversas vias imunes que fazem parte do combate
contra o M. tuberculosis. Além disso, variacdes nos genes que codificam os miRNAs podem
determinar diferencas na funcionalidade dessas moléculas, levando a maior ou menor
suscetibilidade ao adoecimento por TB, a depender do tipo de miRNA envolvido e do tipo de

variante presente.

2.3. Citocinas importantes na TB

A infeccdo pelo M. tuberculosis desencadeia uma resposta imune complexa e
coordenada, onde citocinas e quimiocinas assumem papel central como mensageiros entre os
componentes do sistema imunoldgico, organizando o recrutamento celular, a ativagcdo dos
macrofagos, a diferenciagdo de linfocitos e a formagdo do granuloma. As citocinas e
quimiocinas regulam a intensidade, duragdo e tipo de resposta, sendo decisivo o equilibrio entre
sinais pro-inflamatorios e regulatérios para contencdo da micobactéria sem provocar dano
pulmonar excessivo. Ha evidéncias de que a deficiéncia ou disfun¢do de certas citocinas esta
associada a incapacidade de controlar a infec¢do, enquanto o excesso ou desregulacdo pode
levar ao dano tecidual grave (Cooper et al., 2011; Domingo-Gonzalez et al., 2016; Boni et al.,

2022).

Diversas citocinas tém sido implicadas nas respostas contra M. tuberculosis, entre elas
estdo os membros da familia IL-1, IL-6, IL-12 e TNF, além das citocinas da via Th1, como o
interferon-gama (IFN-y), e as citocinas processadas pelo inflamassoma como a interleucina-
Ibeta (IL-1P) e a interleucina-18 (IL-18), por seus papeis que vao desde a ativacdo microbicida
de macrofagos, regulacdo e amplificagdo da inflamagdo e modulagdo da resposta adaptativa

(Cooper et al., 2011; Hossain; Norazmi, 2013; Domingo-Gonzalez et al., 2016).
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Dentre as citocinas mencionadas, a IL-12, que ¢ produzida por macrofagos e células
dendriticas se destaca por atuar na diferenciacdo de células T CD4+ no padrio de Thl,
contribuindo para a producdo de IFN-y e aumento da atividade citotdxica de células NK
(Hossain; Norazmi, 2013; Domingo-Gonzalez et al., 2016; Abbas et al., 2023). Ao mesmo
tempo, IL-1PB e IL-18, apds processamento via inflamassoma, contribuem para a ativagao de
células inatas e adaptativas, intensificando a defesa inicial (Domingo-Gonzalez et al., 2016;

Zhang et al., 2021a).

Outra citocina critica ¢ TNF-a que atua tanto na fase inicial da infeccdo quanto na
contencdo do bacilo durante a laténcia. Produzida principalmente por macrofagos, células
dendriticas, mondcitos e linfocitos T ativados, o TNF-a atua sinergicamente com IFN-y para
ativar a acdo microbicida de macrofagos, estimulando a producgdo de intermediarios reativos de
nitrogénio e oxigénio, fundamentais para a restri¢do do crescimento intracelular do bacilo. O
TNF-a também modula a permeabilidade endotelial, favorecendo o recrutamento de células
efetoras, e regula vias de morte celular (apoptose), e autofagia, o que impacta diretamente o
destino do macréfago infectado e a carga bacilar (Hossain; Norazmi, 2013; Sia; Rengarajan,

2019).

Outro papel do TNF-a envolve o remodelamento metabdlico de macrofagos para um
fenotipo M1, caracterizado por aumento da glicdlise aerdbica, producdo de lactato e expressao
de iNOS, IL-1p, IFN-y e quimiocinas, contribuindo para a amplificagdo da resposta bactericida.
Niveis adequados de TNF-o também sdo necessarios para preservar a organizagao celular do
granuloma, controlar inflamacdo e evitar a dissemina¢do do bacilo, enquanto niveis
insuficientes levam a desestruturacdo do granuloma e a reativacdo da doenca. Evidéncias
também apontam que ndo apenas a deficiéncia, mas também o excesso de TNF-a compromete
a estabilidade do granuloma pois leva a respostas exacerbadas com producdo excessiva de
espécies reativas, e desencadeamento de necroptose, culminando com dano tecidual, liberagdo
de bacilos e piora clinica. Isso evidencia a necessidade de uma regulagdo fina da producao e

liberacdo dessa citocina ao longo de toda a infec¢ao (Yuk et al., 2024).

O equilibrio dessas respostas ¢ regulado por citocinas regulatérias (muitas vezes
descritas como anti-inflamatorias), por exemplo IL-10 e TGF-B, que ajudam a evitar dano
tecidual excessivo e promovem o controle da inflamagdo, embora em um contexto de TB
prolongada possam favorecer a persisténcia bacilar (Sasindran; Torrelles, 2011; Yuk et al.,

2024).
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2.3.1. Interferon-gama (IFN-y)

IFN-y € produzido por células Th1l, CD8+, células NK e ILCs, estimuladas por IL-12,
IL-18 e outros sinais de ativagdo (Abbas et al., 2023). A combinagao de IL-12 com IL-18 ou
IL-1B intensifica a producao do IFN-y pelas células T e NK fortalecendo a resposta celular
(Tominaga et al., 2000; Yang et al., 2018a).

O IFN-y apos se ligar ao seu receptor, que ¢ formado por dois polipeptideos homodlogos
(IFN-yR1 e IFN-yR2), ha a indug¢do da dimerizacdo destas subunidades, isso leva ao
acoplamento das quinases JAK1 e JAK2, que fosforilam STATI, levando a formacdo de
homodimeros que migram ao nucleo para induzir a transcri¢ao de varios genes importantes que

medeiam atividades biologicas desta citocina (Ghanavi et al., 2021; Casanova et al., 2024).

Dentre as atividades induzidas pelo IFN-y estdo a ativagdo dos macrofagos para a
destruicdo de patogenos intracelulares através da acidificagdo lisossomal e aumento das
enzimas lisossomais, a producao de espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico, a privagao de
ferro (nutriente vital para M. tuberculosis), a execugdo da apoptose via 6xido nitrico/caspase, a
ativacdo da autofagia, e o redirecionamento do metabolismo para glicdlise aerdbica via HIF-
la, tais mecanismos sdo fundamentais para a limitagao da proliferagdo do bacilo. A importancia
dessa sinaliza¢do ¢ evidenciada pela suscetibilidade observada em individuos com defeitos
genéticos em IFN-y, IFN-yR1/IFN-yR2, STAT ou moléculas indutoras como IL-12 (Ghanavi et
al., 2021; Casanova et al., 2024).

IFN-y € um dos principais determinantes da capacidade dos macrofagos de conter M.
tuberculosis, revertendo o bloqueio induzido pela micobactéria e promovendo a fusdo
fagossomo-lisossomo. Além de ativar intensamente os macrofagos, o IFN-y também estimula
células dendriticas a produzirem citocinas pro-inflamatorias como TNF, IL-1 e diversas
quimiocinas que amplificam a resposta imune do hospedeiro ao recrutar novos leucocitos para
o sitio infeccioso. Essas células ativadas (macréfagos e DCs) também secretam IL-12,
fortalecendo o desenvolvimento de linfocitos Thl e regulando positivamente a propria
producdo de IFN-y. (Ghanavi et al., 2021; Shanmuganathan et al., 2022; Abbas et al., 2023;
Casanova et al., 2024).

O IFN-y desempenha papel central na indugdo de uma resposta adaptativa eficiente ao
intensificar a apresentacdo de antigenos e promover a ativagao de linfécitos T, sustentando a
imunidade celular necessaria para o controle de infec¢des intracelulares. Essa citocina aumenta

a expressdo de moléculas do MHC classe I e II (HLA), de componentes do processamento
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antigénico e moléculas coestimulatorias (CD80 e CD86) nas células apresentadoras de
antigenos. Desse modo, O IFN-y intensifica a ativacdo tanto de células T CD4+ quando de
CD8+ aumentando a resposta imune adaptativa. Além disso, as quimiocinas induzidas por IFN-
y favorecem o recrutamento de linfocitos T para o local da infec¢do potencializando os
mecanismos efetores mediados por células T (Jaruga et al., 2004; Rakityanskaya et al., 2020;

Abbas et al., 2023).

Outra funcao vital do IFN-y na imunidade contra TB envolve contribuir para a
montagem e manuten¢do do granuloma. O IFN-y mantém a ativagdo sustentada de macréfagos,
aumentando sua capacidade microbicida e preservando a estrutura granulomatosa, a auséncia
de IFN-y resulta em granulomas pouco efetivos na contencao do bacilo, com necrose e influxo
excessivo de neutrofilos, bem como elevadas cargas micobacteriana. IFN-y também atua na
inducdo da produgdo de indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO-1) e consequentemente inibindo a
secre¢dao excessiva de IL-17 prevenindo granulomas neutrofilicos. Ao mesmo tempo IFN-y
sustenta o recrutamento de macrofagos e células T contribuindo para a contengdo da bactéria,
desse modo o IFN-y age como um regulador que organiza e modula a evolu¢do do granuloma

(Ramakrishnan, 2012; Cavalcanti et al., 2012; Lyu et al., 2024).

2.3.2. Interleucina-6 (IL-6)

Outra citocina importante na TBP ¢ a IL-6, uma citocina pleiotrdpica, ou seja, que ¢
capaz de exercer multiplas funcdes distintas dependendo do tipo celular e do contexto
inflamatoério. Ela se liga ao seu receptor (IL-6R), presente na forma de receptor de membrana,
especialmente em hepatocitos e leucdcitos, ou na forma solavel, e recruta a subunidade gp130,
iniciando cascatas de sinalizagdo JAK/STAT que resultam em respostas inflamatorias,
metabolicas, de fase aguda e até mesmo reparo tecidual. Essa pleiotropia decorre ndo apenas da
ampla variedade de células que produzem ou respondem a IL-6, mas também do fato de que
diferentes modos de sinaliza¢do que ela desencadeia ativam programas funcionais distintos que
podem ser protetores ou prejudiciais a depender do cendrio (Schaper; Rose-John, 2015;

Murakami et al., 2019).

Viérias células produzem IL-6 durante a infeccdo, como macrofagos alveolares,
monocitos, células epiteliais respiratorias, células dendriticas entre outras. Sua secrecdo pode
ser induzida tanto por PAMPs (via TLR e NF-kB) quanto por citocinas como IL-1 ¢ TNF
(Schaper; Rose-John, 2015; Abbas et al., 2023). Como a IL-6 pode sinalizar por meio da via
classica (dependente de IL-6R de membrana) ou da trans-sinalizacao (via IL-6R soluvel), que
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desencadeiam programas funcionais distintos, sua acdo na TB se mostra ambigua e altamente
dependente do contexto (Schaper; Rose-John, 2015). H4 relatos de que essa citocina esta
associada a fendtipos nao-cavitarios de TB (Domingo-Gonzalez et al., 2016), por outro lado, a
elevada concentragao circulante desta citocina tem sido associada a maior gravidade da doenga

e pior prognostico (Gupte et al., 2022).

A via classica de sinalizacao da IL-6 est4 associada a respostas regulatdrias e protetoras,
incluindo indugdo de fase aguda e em alguns relatos, atuando na potencializa¢ao da IFN-y, de
modo que a auséncia de IL-6 pode aumentar a suscetibilidade inicial a TB (Schaper; Rose-John,
2015; Domingo-Gonzalez et al., 2016). Em contraste, a trans-sinalizagdo estd ligada a
inflamacdo elevada e a imunopatologia pulmonar, pois amplia o recrutamento de neutrofilos,
monocitos, inibe a apoptose de células-T e a diferenciagdo de células T-reg, e induz a formacao
de macréfagos permissivos ao bacilo piorando o controle da infec¢do (Schaper; Rose-John,
2015; Schmok et al., 2017; Ritter et al., 2020). Fato ¢ que o excesso de IL-6 é capaz de inibir a
resposta Th1, prejudicando a acdo do IFN-y, e favorecendo a sobrevivéncia do bacilo (Dutta et

al., 2012; Schmok et al., 2017).

Uma das principais fungdes da IL-6 ¢ de induzir proteinas de fase aguda, ativando
hepatdcitos a produzir mediadores como proteina C reativa, haptoglobina, ferritina,
ceruloplasmina entre outros (Schaper; Rose-John, 2015; Choy; Rose-John, 2017). Na TB, esses
componentes ndo apenas refletem a intensidade da inflamagdo sistémica, mas participam do
metabolismo do ferro como parte da resposta imunometabodlica a infec¢do, evidenciada, por
exemplo, pela elevacdo da ferritina e da ceruloplasmina e redu¢do da ferroportina observadas

em TB ativa (Kaushik et al.,2023).

Estudos mostram que proteinas de fase aguda se elevam de forma marcante na TBP ativa
e diminuem conforme a inflamagdo ¢ controlada pelo tratamento (Peresi et al., 2008). Além
disso, niveis persistentes altos dessas proteinas associam-se a maior gravidade e pior
progndstico da TB, com maior extensao do acometimento pulmonar e maior probabilidade de
falha terapéutica (Unsal et al., 2005; Kumar et al., 2021). Esses achados convergem com
evidéncias de que concentragdes basais elevadas de IL-6 constituem um forte indicador de

desfecho desfavoravel incluindo falha, recidiva e mortalidade (Gupte et al., 2022).

Em sintese a IL-6 exerce um papel amplo na TB, funcionando como mediador para
montagem inicial da resposta imune, mas também como potencial amplificador da inflamagao
e dano tecidual quando sua sinaliza¢do se torna excessiva ou desregulada. Seus efeitos que
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incluem desde a inducdo de proteinas de fase aguda até modulagdo do metabolismo do ferro, a
diferenciagdo de células imunes e a permissividade de macréfagos evidencia que a IL-6 atua
como um ponto central entre a imunidade, inflamagdo e patogénese da TB. Além disso, a sua
capacidade de influenciar a imunidade adaptativa modulando o equilibrio entre respostas Thl
e Th17, interferindo na eficicia de mediadores como o IFN-y, reforca como seu equilibrio ¢

importante no curso da infec¢@o pelo M. tuberculosis.

2.3.3. Interleucina 1p (IL-1pB)

Interleucina-1 compreende principalmente a IL-1a e IL-1, citocinas pro-inflamatoérias
produzidas majoritariamente por monocitos, macrofagos e células dendriticas, e em menor
escala por neutrofilos. A IL-1a tem papel principal como alarmina em danos estéreis, enquanto
a IL-1P ¢ classicamente induzida por infec¢des apds o reconhecimento de PAMPs microbianos
por PRRs (TLRs) e ativagdo de NF-kB, resultando na sintese do precursor pro-IL-1p3, que requer
processamento proteolitico para maturagao. A IL-1 sinaliza através do receptor IL-1R1, que
utiliza o adaptador MyD88, desencadeando vias pro-inflamatdrias (por exemplo NF-kB e
MAPK) amplificando respostas imunolodgicas locais e sistémicas (Lopez-Castejon; Brough,

2011; Domingo-Gonzales et al., 2016).

A geracao de IL-1p funcional envolve duas etapas, o priming via TLR/MyD88 que leva
a transcri¢ao de /L-1B e produgao da pro-IL-1p e posteriormente a clivagem dessa pro citocina
em sua forma ativa (IL-1P). Este processamento ocorre principalmente via inflamassoma
NLRP3 (Lopez-Castejon; Brough, 2011). Este inflamassoma pode ser ativado por multiplos
sinais, como dano lisossomal mediado por ESX-1/ESAT-6, elevacao das espécies reativas de
oxigénio mitocondrial, queda de potassio intracelular e a presenga de DNA citosolico. Apds a
montagem do complexo multimérico NLRP3, que inclui a proteina adaptadora ASC, ocorre a
producdo proteolitica da caspase 1 ativa, que por sua vez processa pro-IL-1p e pro-IL-18 em

IL-1B e IL-18 ativas (Lopez-Castejon; Brough, 2011; Jo et al., 2016; Jung et al., 2021).

Embora o NLRP3 seja importante, alguns estudos indicam que rotas alternativas
também podem atuar na producdo da IL-1f ativa, incluindo a caspase 8, serinoproteases e
granzimas (Krishnan et al., 2013; Domingo-Gonzalez et al., 2016; Llibre et al., 2022). Além
disso, vias de secre¢do ndo convencionais como a piroptose também podem ocorrer. A escolha
entre liberagao vesicular ou piroptotica depende da intensidade e do tipo de estimulo, em certas
condig¢des a célula pode secretar IL-1B sem morte, enquanto estimulos intensos, decorrente de
elevada carga infecciosa, promovem liberagdo explosiva associada a poros na membrana e
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agravamento da inflamac¢do (Lopez-Castejon; Brough, 2011; Semino et al., 2018; Silverio et
al., 2021). As diferentes cepas de M. tuberculosis também influenciam no tipo de resposta
mediada por IL-1p, por exemplo, alguns isolados sdo capazes de induzir a autofagia dependente
de IL-1PB, mas escapam do processo de degradacao autofagica, mantendo sua sobrevivéncia e

replicagdo intracelular (Romagnoli et al., 2018).

Na TB, a IL-1 exerce papel protetor fundamental, pois modelos genéticos mostram que
a auséncia dessa citocina, ou do receptor IL-1R1, ou de MyD88 leva a alta suscetibilidade,
carga bacilar aumentada, inflamacdo desorganizada e necrose pulmonar. Um mecanismo
protetor importante envolvendo a IL-1p inclui a estimulag@o da prostaglandina E2, que por sua
vez atua limitando efeitos patogénicos de interferons tipo I e permite o recrutamento excessivo
de macréfagos permissivos. IL-1 também participa da coordenagdo do recrutamento celular
(por exemplo recrutando mondcitos e células T que participam do granuloma), ¢ da indugdo de
respostas Th17 (Domingo-Gonzalez et al., 2016; Silverio et al., 2021). Outro mecanismo
protetor induzido por IL-1p ¢ a inducdo da autofagia que restringe a replicagdo do bacilo no

interior de macrofagos (Romagnoli et al., 2018).

Contudo, IL-1 quando encontrada em niveis excessivos ou desregulada, contribuem
para imunopatologia na TB. A inflamagao intensa mediada por esta citocina favorece infiltragao
neutrofilica, necrose caseosa e cavitagdo pulmonar, que leva a piora clinica e maior
transmissibilidade da doenca, ou seja, os sinais que promovem controle inicial da doenca,
organizando a resposta imunologica e o recrutamento celular, podem, quando exagerados ou
prolongados, causar dano ao tecido pulmonar (Domingo-Gonzalez et al., 2016; Romagnoli et

al., 2018; Silverio et al., 2021).

A propria bactéria € capaz de modular a atuacao da IL-1p por multiplos mecanismos.
Fatores de viruléncia micobacteriano como ESX-1/ESAT-6 promovem efluxo de K* e sinais
que ativam o inflamassoma, mas também induzem vias que aumentam interferons tipo I, o qual
suprime IL-1B por mecanismos regulatérios. Alguns genes bacterianos como o ZMPI e
miRNAs induzidos pelo M. tuberculosis também podem inibir a ativacdo do inflamassoma
(Silverio et al., 2021), além disso, o hospedeiro contribui com mediadores como SAA3 que em
resposta a ESAT-6, amplificam a ativagdo do inflamassoma e a producdo de IL-1B (Jung et al.,
2021). Esses mecanismos sobrepostos € por vezes antagdnicos mostram a natureza complexa

da interagdo entre hospedeiro e o M. tuberculosis.
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2.3.4. Interleucina-18 (IL-18)

A IL-18 ¢ uma citocina da familia IL-1 cujo papel cléssico ¢ funcionar como um potente
indutor de IFN-y, participando da polarizagao da resposta Thl e da ativacdo de células NK e T
citotoxicas. Essa citocina ¢ um importante mediador pro-inflamatério que amplia a imunidade
contra patdgenos intracelulares, como ¢ o caso do M. tuberculosis, onde propicia a ativacao de
macrofagos e a organizagdo do granuloma (Sugawara et al., 1999; Akira, 2000; Vecchié et al.,

2020).

A producao de IL-18 exige processamento intracelular onde a pro-IL-18 precisa ser
clivada por caspase-1 (ativada pelo inflamassoma) para formar a molécula madura ativa que
sera secretada. Este precursor por sua vez tem sua transcricdo aumentada durante a infecgdo e
ativacdo de TLR e do fator de transcricdo NF-kB. Apos a produgdo da IL-18 ativa ela se liga a
seu receptor (IL-18R) levando a sinalizagao intracelular que culmina com a transcrigao de genes

pré-inflamatorios (Vecchié et al., 2020).

A produgdo da IL-18 madura na TB ¢ consistentemente atribuida ao NLRP3, cuja
ativacdo depende de sinais celulares como efluxo de potassio, dano lisossomal e estresse
mitocondrial. Além do NLRP3, destaca-se também outras vias como o inflamassoma AIM?2,
que reconhece DNA micobacteriano no citosol apds a permeabiliza¢do do fagossomo mediada
por fatores de viruléncia como ESX-1, resultando também em ativagdo de caspase-1 e liberacao
de IL-18. E importante notar que vias ndo-canonicas independentes de caspases-1 também
podem contribuir com a maturagdo da IL-18 (Saiga et al., 2012; He et al., 2016; Kaplanski,
2018; Feng et al., 2022).

Uma grande variedade de células sao produtoras de IL-18 como monocitos, macréfagos,
células endoteliais, células dendriticas e cé€lulas de Kupffer, dentre outras (Akira, 2000;
Domingo-Gonzalez et al., 2016). Macréfagos humanos e de modelo murino infectados com M.
tuberculosis aumentam significativamente a transcricdo e a liberagdo de IL-18, refletindo a
ativacdo inflamatodria induzida pela infec¢do intracelular (Sugawara et al., 1999; Song et al.,
2002). Além disso, as células produtoras de IL-18 apresentam a pro-IL-18 constitutivamente no
citosol, o qual ¢ rapidamente processado e convertido na forma ativa apds estimulo
micobacteriano, servindo como uma rapida fonte celular da citocina frente a infec¢ao recém-

instalada (Domingo-Gonzalez et al., 2016).

Em nivel celular, a IL-18 atua principalmente sobre linfocitos T CD4+ ¢ CD8+, bem

como sobre células NK e macrofagos. Sua a¢ao mais relevante na infec¢do pelo M. tuberculosis
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consiste em induzir e amplificar a produ¢do de IFN-y, especialmente em coopera¢do com IL-
12, promovendo a ativagdo cléssica de macrofagos, o aumento de mediadores microbicidas,
como 6xido nitrico, e a expressao de genes efetores associados ao controle do bacilo, bem como
quimiocinas ¢ moléculas de adesao celular (Kaplanski, 2018; Vecchié et al., 2020). Esse eixo
entre [L-18 e IFN-y ¢ determinante para a formacdo de granulomas organizados e para a
restricdo da replicacdo intracelular do bacilo, constituindo um mecanismo fundamental da

imunidade protetora contra a TB (Sugawara et al., 1999; Schneider et al., 2010).

Alguns dados experimentais confirmam a importancia da IL-18 na TB. Camundongos
deficientes dessa citocina apresentam redugdo significativa da producao de IFN-y, bem como a
formacgao de granulomas desorganizados, elevada carga bacilar e maior mortalidade (Sugawara
et al., 1999; Schneider et al., 2010). De forma complementar, a administragdo exdgena de IL-
18 em modelos murinos reduz o niumero de bacilos vidveis e restabelece a arquitetura
granulomatosa, indicando um efeito restaurador da resposta imunoldgica (Sugawara et al.,
1999). Em humanos, uma meta-analise mostrou concentragdes séricas elevadas da IL-18 em
individuos com TB ativa. Conjuntamente esses achados indicam que a IL-18 ¢ indispenséavel

para uma imunidade eficiente contra M. tuberculosis (Song et al., 2002; Zhang et al., 2021a).

Entre os aspectos potencialmente negativos, a producdo excessiva ou desregulagdo da
via IL-18 pode amplificar a inflamacdo e contribuir para dano tecidual, incluindo necrose e
desorganizacao granulomatosa, além de favorecer o recrutamento exacerbado de neutréfilos
quando a resposta imune fica desequilibrada (Schneider et al., 2010; Kaplanski, 2018). A
modulacdo exercida pelo bacilo também influencia esse cenario, pois M. tuberculosis é capaz
de atenuar a ativacdo do inflamassoma e, consequentemente, o processamento de IL-18,
reduzindo a disponibilidade da citocina funcional, enfraquecendo a resposta Thl (Feng et al.,
2022). Dessa forma, IL-18 atua como componente protetor quando adequadamente regulada,
mas sua relacdo com o patdogeno no curso da infeccdo pode determinar se seus efeitos serdo

benéficos ou patogénicos.
2.4. Variantes de base unica (SNVs) em genes imunologicos associados a TB

A suscetibilidade a TB ¢ fortemente influenciada por fatores genéticos do hospedeiro,
como ¢ o caso dos SNVs em genes envolvidos na imunidade inata e adaptativa. Esses SNVs,
além de em alguns casos determinar maior suscetibilidade ao desenvolvimento da TB, podem
também modular a probabilidade da progressao da infeccao latente para a doenca ativa, bem
como a gravidade clinica, a organizagao da resposta inflamatoéria e a capacidade de resposta ao
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tratamento farmacoterapéutico. Variantes genéticas podem alterar a intensidade e a qualidade
da resposta imune frente ao M. tuberculosis, interferindo em processos-chave como
reconhecimento do patdogeno, ativacao dos macrofagos e producao de citocinas (Azad et al.,

2012; Bukhari et al., 2015; Schurz et al., 2015; Barliana et al., 2023; Wodelo et al., 2024).

Diversos tipos de SNVs tém sido implicados nesse processo. Variantes em receptores
de reconhecimento de padrao como TLRs podem modificar a ligagdo a componentes
micobacteriano e a ativacao de vias de sinalizag¢do intracelular, afetando a inducao de fatores
de transcrigdo e a produgdo das citocinas necessarias para a polarizagdo da resposta Th1. SNVs
em genes de citocinas e seus receptores como a IL-1fB, IL-6, IL-10, IL-18 dentre outras,
influenciam diretamente o balango entre a inflamacao protetora e a patoldgica, determinando
se a resposta serd eficaz no controle bacilar ou mesmo associada ao prejuizo funcional. Além
disso, variantes em genes efetores como NOS2 (iNOS), podem alterar a producao de 6xido
nitrico comprometendo a capacidade de macréfagos em conter a replicagdo intracelular do

bacilo em seu interior (Azad et al., 2012; Schurz et al., 2015; Wodelo et al., 2024).

Os ecfeitos dessas variantes podem mudar entre as populagdes refletindo as
particularidades genéticas de cada grupo, como as diferentes frequéncias alélicas, as estruturas
de hapldtipos e os padroes de desequilibrio de ligacdo. Fatores evolutivos, como pressoes
seletivas exercidas pela TB em determinadas regides, contribuem para a manutencdo ou a
eliminagdo de variantes especificas ao longo do tempo. Além disso, aspectos ambientais e
epidemiologicos, que inclui coinfecgdes, estado nutricional, exposi¢cdo prévia ao bacilo e
diversidade genética das cepas circulantes interagem com o arcabougo genético do hospedeiro,
modulando o impacto funcional dos SNVs. Assim, o envolvimento de aspectos genéticos na
TB ¢ complexo, dependente do contexto populacional e caracterizada por multiplas variantes
que muitas vezes apresenta somente um efeito modesto, mas que podem atuar de forma

integrada em redes imunologicas (Azad et al., 2012; Schurz et al., 2015).

Dentre os principais genes estudados quanto ao papel das variantes genéticas na TB,
estdo os TLRs. O TLRI1, por exemplo, tem sido amplamente estudado e os resultados obtidos
demonstram associagdes que variam de acordo com a populagdo analisada e o modelo do
estudo. Por exemplo o genotipo T/T da variante rs5743618 foi associado com risco para TB em
individuos hispanicos e afro-americanos, mas ndo teve qualquer associagdo com TB entre
caucasianos (Ma et al., 2007). Em outro estudo com individuos caucasianos europeus foi

identificado a associagdo do alelo C e do gendtipo C/C com risco para TBP (Ocejo-Vinyals et
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al., 2013). Em contraste, um estudo realizado com individuos recrutados no Amazonas (Brasil),
demonstrou que tanto o alelo C quanto o genotipo C/C de rs5743618 foram associados com
protecao contra TBP (Rodrigues et al., 2025). Estes achados evidenciam como os resultados de
um mesmo SNV podem variar entre diferentes grupos populacionais, além de demonstrar a
influéncia de aspectos metodologicos, como o tamanho amostral e as caracteristicas da coorte,

nas analises de associacdo genética.

Sao muitos os estudos envolvendo variantes em genes de TLR e a TB, algumas revisdes-
sistematicas e meta-analises sdo realizadas periodicamente com o intuito de consolidar aquelas
variantes que realmente apresentam significado estatistico importante, como os trabalhos
realizados por Zhang et al. (2013), Schurz et al. (2015), Zhou e Zhang (2020) e Varshney et al.
(2022). Estes estudos demonstram que o efeito associativo das variantes de TLR depende
fortemente do contexto populacional onde o estudo foi desenvolvido, podendo uma mesma

variante apresentar efeitos distintos em diferentes grupos étnicos.

Outros exemplos de SNVs em genes de TLR que apresentaram associagdes
estatisticamente significativas incluem o rs4833095 em TLRI, em que o gen6tipo heterozigoto
A/G, bem como o modelo dominante (A/A+A/G) foram associados com efeito protetor contra
a TB. O SNV 1s5743708 de TLR2 apresentou associagdes dependentes do contexto
populacional, sendo o alelo A, o gendtipo heterozigoto A/G e o modelo dominante (A/A+A/G)
associados a maior risco de TB no subgrupo asidtico, enquanto no subgrupo hispanico a
associacdo identificada foi com prote¢do. De forma semelhante, o rs4986791 de TLR4
apresentou associagdo do alelo T, do gendtipo heterozigoto T/C, e do modelo dominante

(T/T+T/C) com risco aumentado para TB em individuos asidticos (Schurz et al., 2015).

Embora os TLRs sejam os PRRs mais amplamente estudados na TB, outros receptores
também tém sido investigados, como ¢ o caso do receptor de manose (MR), que desempenha
papel fundamental na fagocitose do bacilo por macrofagos. Nesse contexto, o SNV rs34039386
foi associado a TB, sendo o genotipo heterozigoto (A/G), bem como o modelo dominante

(A/A+A/G) associados a protegao em uma populacao recrutada na China (Zhang et al., 2012a).

Outro receptor estudado ¢ o DECTIN-1, uma molécula transmembrana que também
reconhece e induz a internalizagao do bacilo da TB por macrofagos e células dendriticas. O
alelo C e o gen6tipo heterozigoto C/A do SNV rs16910526 do gene CLEC7A foram associados

com o maior risco de desenvolvimento de TB em populacdo recrutada na Argentina. Além disso,
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os portadores desse alelo possuem menor expressao do receptor e menor producdo de espécies

reativas de oxigénio, o que prejudica no combate ao M. tuberculosis (Cufré et al., 2024).

Além desses receptores, a MBL, um receptor soluvel codificado pelo gene MBL2 ¢
sintetizado pelo figado, tem suas variantes amplamente investigadas. A MBL ¢ capaz de
reconhecer carboidratos da superficie de M. tuberculosis favorecendo a fagocitose e a ativacao
do sistema complemento. Segundo a meta-analise realizada por Mandal et al. (2019) o gendtipo
homozigoto (A/A versus C/C) de rs1800451 esta associado a menor risco de TBP, enquanto o
alelo D (D versus A) da variante rs5030737 estd associada ao maior risco de desenvolvimento

da TBP (Mandal et al., 2019).

Variantes genéticas em componentes do inflamassoma também tém sido estudadas no
contexto da TB. Em um estudo com macréfagos derivados de mondcitos oriundos de individuos
da Suécia, os portadores de variantes que induzem ganho de funcdo de NLRP3 (M299V ou
0705K) em combinagao com a variante C/0X em CARDS, que introduz um c6édon de parada
prematuro, apresentaram maior capacidade de restringir a multiplica¢do intracelular de M.
tuberculosis. Esse efeito foi associado a maior produgdo de IL-1p e maior eficiéncia da fusao
fagolisossomal, quando comparado a individuos sem essas variantes génicas (Eklund et al.,

2014).

Em outro estudo, a variante de ganho de fungdo rs10754558 de NLRP3, que atua na
estabilizacdo do mRNA desse gene, apresentou o gen6otipo G/G associado com protegdo contra
TBP em individuos recrutados no Amazonas (Brasil) (Souza de Lima et al., 2016). Por sua vez,
em um estudo realizado com individuos da Etiopia, a variante rs35829419 (Q705K) de NLRP3
foi associada ao pior prognoéstico clinico, sendo o genotipo heterozigoto (C/A) relacionado a
desfechos desfavoraveis durante o tratamento, embora sem associacdo direta com

suscetibilidade ao desenvolvimento da doenga (Abate et al., 2019).

Assim como em NLRP3, variantes genéticas em outros componentes do inflamassoma,
como AIM2, também tem sido investigadas. Em estudo realizado com outra populacdo
recrutada no Amazonas (Brasil), o gendtipo C/C da variante rs1103577 foi associado com
maiores concentragdes da citocina IL-1p, por outro, lado o modelo dominante (T/C+T/T) foi
associado com menor risco de TB na populagdo estudada. Em conjunto, esses achados reforgcam
a importancia do eixo do inflamassoma na regulacdo imunoldgica € no controle da infecgao

pelo M. tuberculosis (Figueira et al., 2021).
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Além dos receptores e sensores imunoldgicos, moléculas envolvidas nas vias de
sinalizacdo intracelular também podem abrigar SNVs relevantes para a suscetibilidade a TB e
para os desfechos clinicos da doenga. Nesse contexto, as variantes rs78872571 e rs4647992, no
gene NFKBI que codifica a subunidade p50 do NF-kB, foram associadas a maior risco de
hepatotoxicidade induzida por drogas antituberculose (Zhang et al., 2019). Além disso, foi
demonstrado em um estudo que interagdes envolvendo o rs230487 em NFKBI, em combinagao
com variantes em outros genes inflamatorios, aumentam significativamente o risco de TB (Leu
et al., 2017). Esses achados reforcam a importancia do NF-xB como regulador central da
resposta inflamatéria na tuberculose, cuja modulacdo genética pode influenciar tanto a

suscetibilidade a infec¢@o quanto a resposta ao tratamento.

Quanto as citocinas, estudos indicam que variantes genéticas nos genes que as codificam
estdo envolvidas com o desenvolvimento, a progressdo ¢ o desfecho da doenga. Uma das
citocinas mais estudadas neste contexto ¢ o [FN-y. A variante +874 A>T (rs2430561) tem sido
a mais investigada, uma meta analise identificou a associacdo do alelo T, bem como dos
genotipos homozigoto (T/T), heterozigoto (A/T), e do perfil dominante (T/T+A/T versus A/A),
e recessivo (T/T versus A/A+A/T) com a diminui¢do do risco de TBP. Entretanto, na analise
por subgrupos, a redug¢do do risco foi observada entre os caucasianos, mas entre os asiaticos,

nenhum efeito foi observado (Areeshi et al., 2019).

O Efeito associativo da variante rs2430561 ocorre em razdo da troca de nucleotideos
proporcionar o bloqueio do sitio de ligacdo do fator de transcricdio NF-xB, o que afeta a
producdo do IFN-y. O genotipo A/A esta relacionado com a menor producdo da citocina

prejudicando a resposta contra o M. tuberculosis (Priyanka et al., 2021).

Em relagdao a IL-6, um estudo conduzido na China identificou que o gendtipo
heterozigoto (G/A) da variante rs2069837 do gene /L6 foi associado com prote¢do contra o
desenvolvimento da TBP ativa a partir de um quadro de infeccdo latente pelo M. tuberculosis,
evidenciando o papel das variantes genéticas na progressao da doenca (Wu et al., 2018). Outra
variante de IL-6, rs1800796 localizada na regido promotora do gene da citocina, estd associada
com a suscetibilidade a TB. No estudo, os autores detectaram que o gendtipo G/G foi associado
a um menor risco de desenvolvimento da doenca, além disso, monocitos isolados de individuos
portadores desse genotipo, apresentaram uma producao reduzida de IL-6. Esse achado sugere
que para um melhor controle e desfecho clinico da doenga, concentracdes elevadas de citocinas

inflamatorias, como a IL-6, ndo sdo necessariamente benéficas, pois uma produgdo mais
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controlada e menos exacerbada dessa citocina pode resultar em menor estimulo inflamatdrio,
contribuindo para limitagdo do dano tecidual, e at¢ mesmo para um perfil mais protetor da

resposta imune (Zhang et al., 2012b).

Na citocina TNF-a, a variante -308G/A do gene TNFA ¢ uma das mais estudadas quanto
a sua associacdo com a TB. Em um estudo conduzido no Para (Brasil), foi identificado que os
portadores do alelo A tem maior probabilidade de desenvolver formas disseminadas
(extrapulmonares) de tuberculose, porém nao foi identificada associagdo com a forma pulmonar
da doenca (Sousa et al., 2023). Por outro lado, outros estudos realizados identificaram que essa
variante esta associada com a TBP, onde o modelo dominante (G/G+G/A) foi ligado a protecao
contra a doenga em uma andlise geral, e especificamente no subgrupo de pacientes africanos
(Yietal., 2015). Esses achados evidenciam a influéncia do contexto populacional e reforcam a

importancia de estudos conduzidos em diferentes grupos étnicos.

No gene /L1B, que codifica a citocina IL-1p, a variante rs1143643, localizada em uma
regido intronica, foi investigada em diferentes populagdes. Em um estudo conduzido na
Uganda, verificou-se que o modelo dominante deste SNV foi associado com maior risco de
desenvolvimento da TBP (Hall et al., 2015). Entretanto este mesmo SNV ndo apresentou
associacdo significativa com TB entre individuos de etnia tibetana (Wang et al., 2018). Em
contraste, neste mesmo estudo de Wang et al. (2018), uma outra variante intronica em /LIB,
rs1143623, teve o alelo G associado com maior risco de TB. Esse conjunto de achados
demonstra que variantes localizadas em regides ndao-codificantes também podem influenciar a
suscetibilidade a doencas, uma vez que tais regides podem abrigar elementos reguladores (como
miRNAs), podem ser relevantes para a estabilidade do mRNA, ou mesmo interferir no processo

de splicing (Joynt et al., 2020).

Quanto as variantes na IL-18 (outra citocina que ao lado da IL-1p ¢é processada por
NLRP3), o modelo dominante (C/G+C/C) da variante intronica rs187238 foi associada com
efeito protetor contra TB em individuos recrutados no norte da india. Além disso, os individuos
homozigotos C/C possuiam uma concentracao plasmatica de IL-18 maior em comparacio aos
portadores do alelo G, evidenciando o papel regulador dos SNVs na producdo de citocinas e,

consequentemente na capacidade de combater o patdgeno (Gupta et al., 2025).

Os genes de diversos componentes imunologicos envolvidos direta ou indiretamente na
resposta contra a TB podem abrigar variantes genéticas associadas a suscetibilidade a doenga.
As variantes no gene NOS2A que codifica a enzima o6xido nitrico sintase induzida,
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demonstraram suscetibilidade com TB em individuos recrutados na India. O alelo A e o
gendtipo A/A de rs8078340, bem como o alelo T de rs2274894, ambos localizados em NOS2A4
estdo associados com maior risco de desenvolvimento da doenga, além disso, os pacientes
portadores do gendtipo A/A da variante rs8078340 apresentaram maior produgdo de oxido

nitrico (Pandey et al., 2025).

Diversas outras variantes em genes que codificam proteinas envolvidas na resposta
imune também tém sido associadas a suscetibilidade a TB. Entre elas podemos citar variantes
em P2X7, um canal i6nico que contribui para a ativacdo do inflamassoma NLRP3; em
SLCI1IA1, uma proteina transportadora de cations divalente e que contribui para a resisténcia
contra patdgenos intracelulares; e em genes de quimiocinas, que desempenham papel central
no recrutamento de células inflamatorias para o sitio de infeccao (Azad et al., 2012). Além
desses exemplos, variantes em genes de miRNAs, que regulam diversos mecanismos da
imunidade inata e adaptativa, também tém sido descritas como moduladoras da suscetibilidade
a TB. Essas variantes, no entanto, serao discutidas de forma mais aprofundada na sessao

seguinte, dedicada especificamente ao papel dos miRNAs na TB.

2.5. MicroRNAs na TB

Dentre as estratégias utilizadas pelo M. tuberculosis para colonizar e invadir os tecidos
do hospedeiro e persistir na infec¢do, mesmo diante do microambiente hostil de fagdcitos,
destaca-se a capacidade do patogeno de induzir ou inibir certas moléculas reguladoras do
hospedeiro, tais como miRNAs. Esses pequenos RNAs nao codificantes participam ativamente
no controle e regulacio de inimeros processos biologicos, como a proliferacdo celular,
autofagia, apoptose, processos inflamatérios e a manutengdo da homeostase. Eles exercem
essas funcdes por meio do silenciamento de genes em nivel pds-transcricional, tendo como alvo
moléculas de RNA mensageiro, o que permite que o bacilo interfira na resposta imunoldgica

do hospedeiro (Davuluri; Chauhan, 2022).

A partir da interagdo entre M. tuberculosis e a célula hospedeira, o bacilo desencadeia
mudangas no ambiente celular por meio de estratégias epigenéticas, incluindo metilacdo do
DNA e modificacdes de histonas, como acetilagdo, desacetilagdo, fosforilagao e ubiquitinagao.
Esses processos resultam em mudangas na organizagdo da cromatina, modulando a expressao
génica do hospedeiro, incluindo os genes de miRNAs. Além disso, diante da infec¢@o pelo M.

tuberculosis ocorre a ativacdo de diversos fatores de transcricdo que atuam sobre regides
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promotoras e reguladoras do genoma, incluindo os loci de miRNAs, promovendo ou reprimindo

a expressao dessas moléculas (Qin et al., 2021; Looney et al., 2021; Abbasnia et al., 2024).

Os miRNA sao sequéncias curtas, de 19 a 25 nucleotideos, que se ligam a sequéncias de
mRNA de maneira complementar e entdo regulam a expressdo de proteinas, sendo centrais no
controle de uma série de vias biologicas de sinalizagdo. Os miRNAs atuam principalmente

silenciando genes através da inibi¢ao da tradugdo (Watson et al., 2015; Machowska et al., 2022).

ApoOs a transcricdo dos genes de miRNA pelas RNA polimerase II/III, o transcrito
resultante (miRNA primario ou pri-miRNA) passa pelo processo de biogénese. Inicialmente,
no nucleo celular, o pri-miRNA ¢ clivado pelo complexo microprocessador composto pela
RNAse III DROSHA, liberando uma estrutura secundaria em forma de haste-al¢a (grampo)
conhecida como pré-miRNA. Em seguida, ap6s sua exportacdo para o citoplasma, o pré-
miRNA sofre uma clivagem na regido alga-terminal pela RNAse III Dicer, gerando o miRNA
dupla-fita (duplex). Esse duplex ¢ incorporado ao Complexo de Silenciamento Induzido por
RNA (RISC), onde ocorre a separacdo das fitas, sendo que a fita guia ¢ mantida no complexo.
O RISC, guiado pelo miRNA maduro, reconhece mRNAs alvo especificos, promovendo a
repressao da traducdo e/ou degradagdo desses transcritos (Watson et al., 2015; Machowska et

al., 2022).

A modulagdo na expressdo de miRNAs a partir da interagao entre M. tuberculosis e
células imunolodgicas do hospedeiro tem sido evidenciada nos tltimos anos, com a identificagao
de miRNAs que estdo expressos em quantidades distintas em individuos com TB ativa, em
comparagdo com individuos saudaveis, ou individuos com infec¢do latente. Além de serem
identificados miRNAs que atuam de maneira importante nas redes de regulagdo e viruléncia do
bacilo da TB, favorecendo a sobrevivéncia do patdégeno e causando efeitos prejudiciais ao
hospedeiro (Davuluri; Chauhan, 2022; Wang et al., 2022).

Uma vez que a infec¢do por M. tuberculosis desencadeia uma resposta inflamatoria
intensa com o objetivo de eliminar o patdgeno, um dos principais grupos de miRNAs cuja
expressdo se encontra alterada durante a interacdo entre o hospedeiro e a micobactéria
compreende aqueles envolvidos na regulagdo de processos inflamatérios. MiRNAs
previamente descritos na literatura como moduladores da inflamagdo foram detectados em
niveis elevados no soro de pacientes com TBP quando comparados com individuos saudéaveis

(Chakrabarty et al., 2019). Além da inflamacao, modelos experimentais baseados na infec¢ao
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de camundongos com cepas de M. tuberculosis induziram a expressio de miRNAs que

modulam a autofagia, o que favorece a sobrevivéncia intracelular do bacilo (Liu et al., 2018).

Um dos exemplos de miRNA que atua direcionando processos bioldgicos que podem
ser favoraveis a persisténcia da infec¢do por M. tuberculosis ¢ o miR-21-5p, que € capaz de
inibir respostas inflamatérias mediadas por TLR, regula a apoptose, € se encontra superexpresso

em face da infecg¢ao por M. tuberculosis. (Sinigaglia et al., 2020).

Em um estudo conduzido com mondcitos humanos transfectados com este miRNA ou
com um oligonucleotideo controle, posteriormente infectados com a cepa H37Ra do bacilo e
estimulados com ligante de TLR2/TLR1, observou-se que a viabilidade de M. tuberculosis foi
significativamente maior nas células que superexpressavam o miR-21-5p, em comparacdo aos
controles, possivelmente por este miRNA comprometer a atividade antimicrobiana induzida por

TLR2/TLR1 favorecendo a sobrevivéncia intracelular do patdégeno (Liu et al., 2012).

Outro estudo conduzido em macrofagos murinos, bem como em mondcitos e células
dendriticas derivadas da medula dssea e geradas in vitro, demonstrou que o miR-21 estd
aumentado em um contexto de estimulacdo com BCG, sendo a sua expressao regulada por vias
dependentes de TLRs e de NF-kB. Nesse contexto, o miR-21 exerce um efeito imunomodulador
negativo ao reduzir a resposta mediada por células T, especialmente a resposta Thl, por meio
da ligagdo direta ao mRNA de IL-12p35, levando a diminui¢ao da producdo de IL-12, o que
causa prejuizo na ativagao de células Th1 e redugdo da producao de citocinas importantes como
o IFN-y. Além disso, o miR-21 € capaz de promover a apoptose de células dendriticas ao ter
como alvo também o gene Bcl-2, comprometendo a sobrevivéncia dessas APCs, o que prejudica
também a apresentacdo de antigenos e a montagem de uma resposta Thl eficaz (Wu et al.,

2012).

Assim como observado por Wu et al. (2012), outro estudo conduzido em macrofagos
humanos e murinos infectados com M. tuberculosis demonstrou que a infeccdo induz o miR-
21-5p, e que essa modulagdo promove a sobrevivéncia do bacilo no interior dos fagécitos. Essa
permissividade ao patdogeno ocorre através da reducgdo da viabilidade celular dos macrofagos,
associada a reducao da produgao de citocinas como IL-6, IL-1 e TNF-a. Esses efeitos ocorrem,
ao menos em parte, pois 0 miR-21-5p tem os genes Bcl-2 e o TLR4 como alvos, reprimindo a

tradugdo de suas proteinas efetoras (Zhao et al., 2019).
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Outro estudo corrobora com esses achados. Yang et al. (2021) demonstraram em um
modelo murino que a disbiose intestinal leva a uma maior producdo de miR-21 tanto nos
pulmdes quanto no intestino, € esse aumento causa uma redugao na producao de IFN-y durante
a infeccdo por M. tuberculosis. A administragdo sist€émica de um antagonista de miR-21 foi
capaz de restaurar os niveis de IFN-y nos animais. Além disso, os autores identificaram que o
miR-21 ¢ capaz de se ligar diretamente ao /FNG promovendo a repressdo pos-transcricional

desse gene e gerando prejuizo na resposta anti-TB.

Um outro miRNA que tem sido bastante estudado na TB ¢ o miR-155-5p, o qual também
¢ induzido na infecgdo pelo M. tuberculosis. Em um estudo como modelo murino, foi
demonstrado que o miR-155 ¢ fortemente induzido em macrofagos apds infecgdo pelo M.
tuberculosis, sendo ativado precocemente durante a infeccdo. Este miRNA atua na imunidade
inata promovendo a sobrevivéncia de macrofagos infectados por meio da modulagdo do eixo
SHIP1-Akt, reduzindo a apoptose e favorecendo a replicagdo bacteriana. Em contraste, no
contexto da imunidade adaptativa, o miR-155 exerce um papel protetor ao sustentar a
sobrevivéncia, a expansdo e funcdo efetora de células T CD4+ e CD8+ especificas para M.
tuberculosis, sendo importante para a producdo de IFN-y e TNF-a. Corroborando com esses
achados, camundongos miR-155 -/- apresentaram melhor controle da carga micobacteriana de
forma precoce, mas pior controle na fase cronica da infec¢do, o que pode ser revertido com a

transferéncia de células T wild-type (Rothchild et al., 2016).

Assim, o miR-155 tem papel dual, sendo essencial para a resposta adaptativa protetora
na fase cronica da TB, mas permissivo a replicagdo do bacilo nas células inatas especialmente

nas fases iniciais da infec¢do onde o papel dos macrofagos € critico (Sinigaglia et al., 2020).

Outro mecanismo explorado pelo M. tuberculosis para favorecer sua sobrevivéncia, no
contexto das acdes do miR-155, ¢ a reducdo da formacdo de autofagossomos. Em um estudo
realizado em células dendriticas humanas, foi demonstrado que a infec¢do por M. tuberculosis
induz a expressao desse miRNA. Os autores mostraram que o miR-155 reprime pos-
transcricionalmente o gene A7G3, que codifica uma enzima importante para o inicio do
processo autofagico, essa repressdo diminui a formacgao de autofagossomos. Essa interferéncia
compromete a maturacdo do compartimento fagossomal/autofdgico em células dendriticas,
configurando um mecanismo de evasdo imune que favorece a sobrevivéncia intracelular do
bacilo, uma vez que a autofagia constitui um importante mecanismo celular de controle da

micobactéria (Etna et al., 2018).
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E interessante notar que enquanto o miR-155 atua inibindo a apoptose via repressio de
SHIP-1, mantendo o nicho intracelular necessario para a replicacao do bacilo, o miR-21 atua
promovendo apoptose por meio da inibicdo de Bc/-2. Embora esses dois miRNAs sejam
positivamente modulados pelo M. tuberculosis e induzam respostas antagdnicas a primeira
vista, ¢ importante destacar que esses mecanismos sdo muito dependentes do contexto,
incluindo fatores como a carga bacilar, as vias moleculares diferentes em que atuam, e o
momento da infeccdo. No caso de miR-155, por exemplo, o efeito benéfico da apoptose
impedida ocorre nos momentos iniciais da infec¢ao garantindo a sobrevivéncia do macrofago
infectado e a proliferagdo imediata do bacilo, ao passo que o miR-21 atua de forma mais
proeminente no contexto das APCs, incluindo ndo apenas macrofagos, mas também células
dendriticas, comprometendo a ativagao de células T naive e reprimindo a inflamag¢ao necessaria

ao combate da infeccao pelo M. tuberculosis.

A infeccdo pelo M. tuberculosis ndo apenas induz a expressao aumentada de miRNAs,
ele pode também reduzir a expressao, ¢ o caso do miR-26a, que teve a diminuicdo de sua
expressdo detectada em alguns estudos envolvendo pacientes com TB, em relagdo ao grupo
controle. Por exemplo, Kleinsteuber et al. (2013) identificou em seu estudo a expressao
reduzida deste miRNA em linfécitos T CD4+, bem como na circulagdo sanguinea de pacientes

com TB em compara¢d@o com pacientes com a infec¢ao latente e com contatos saudaveis.

Este mesmo miRNA foi detectado com a expressdo reduzida em diferentes modelos de
infeccdo por M. tuberculosis, como em culturas de células RAW?264.7, de macrofagos derivados
da medula dssea murina e de macrofagos derivados de mondcitos humanos (Sahu et al., 2017).
Os autores também identificaram que o fator de transcri¢do KLF4 ¢ um alvo do miR-26a, e que
durante a infecgdo por M. tuberculosis, a diminui¢do dos niveis de miR-26a permite a regulagao
positiva do KLF4, que por sua vez, favorece o aumento da arginase-1 e a diminuicdo da
atividade da Oxido Nitrico Sintetase induzida (iNOS). Além disso, foi demonstrado que o
aumento do fator KLF4 impede o transporte do bacilo para os lisossomos favorecendo a

sobrevivéncia do M. tuberculosis.

Por outro lado, um trabalho realizado por Ni et al. (2014) identificou que o miR-26a
bem como o miR-132 tém suas expressdes aumentadas durante a infecg¢do por M. tuberculosis
em macrofagos humanos primarios, além disso, esse indugdo reduz a expressdo da proteina
p300, o que ocasiona a reducao da transcricdo de genes induzidos por IFN-y e a capacidade de

resposta dos macrofagos a infecgao.
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Nos exemplos citados, nota-se diferengas marcantes nos resultados obtidos. Enquanto
alguns autores relatam a diminui¢do do miR-26a, outro autor aponta para sua indugdo em
resposta a infecgdo pelo M. tuberculosis. Essas discrepancias podem ocorrer devido a diferengas
metodologicas empregadas (por exemplo no uso das plataformas de screening de miRNAs).
Conforme mencionado por Gunasekaran et al. (2024), estudo de expressao de miRNAs sao
sensiveis a variabilidades individuais, uma vez que o perfil dessas moléculas pode ser
fortemente influenciado por comorbidades e pelo estado imunolégico de cada individuo. Dessa
forma, a baixa reprodutibilidade entre estudos pode ser atribuida a heterogeneidade dos
experimentos realizados nos diferentes trabalhos, incluindo variagdes no tamanho amostral,
diferengas étnicas e de ancestralidade genética, faixa etaria dos participantes, além do emprego

de metodologias distintas para deteccao e analise destas moléculas.

Diversos miRNAs atuam na patogénese da TB em processos que envolvem a imunidade
inata e adaptativa. Outros exemplos de miRNAs sdo o miR-99b e miR-132-5p, que sdo
induzidos durante a infecg¢ao pelo M. tuberculosis e exercem a fungao de atenuar a inflamagao
do hospedeiro estimulada por TLRs. Outros miRNAs como o Mir-33, o miR-125 e o miR-144-
5p, assim como o miR-155, sdo capazes de inibir a formagao do autofagossomos e interferir na
autofagia. Além desses, o0 miR-325 que afeta a apoptose e ¢ induzido pelo M. tuberculosis
também contribui para a evasdo imune do bacilo (Sinigaglia et al., 2020). Nesse contexto, a
seguir serdo abordados os miRNAs nos quais se localizam os SNVs estudados nesta tese. Sao
eles 0 miR-423 (rs6505162), o0 miR-1275 (rs4713693), o miR-146a (rs2910164) e o miR-27a
(rs895819).

2.5.1. miR-423

A variante rs6505162 esta localizada exatamente na base 30,117,165 do cromossomo
17, de cordo com o genoma humano de referéncia GRCh38 (Dyer et al., 2025). Esse SNV esta
no pré-miRNA-423, especificamente a 12 pares de base de distancia da extremidade 3’ do
miRNA-423-3p maduro. Tal miRNA ¢ codificado pelo gene MIR423, e a presenga dessa
variante nessa localizagdo do gene pode impactar o processamento do miRNA, ao interferir na
acdo das endonucleases responsaveis pela clivagem da molécula durante as etapas da
biossintese. Como consequéncia, essa variante pode afetar a maturacdo desse miRNA e a
quantidade das isoformas de miR-423 produzida, o que afeta a acdo da molécula (Hendawy et

al., 2025).
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Em um modelo de cultura de células humanas (HEC-1b), foi identificado que o alelo A
do rs6505162 esta associado a uma maior produ¢do do miRNA-423 maduro em comparacao
com o alelo C, evidenciando que variantes localizadas fora da sequéncia do miRNA maduro

podem influenciar a eficiéncia do processamento e expressao da molécula (Su et al., 2015).

Na TB, a atuagdo do miRNA maduro miR-423-5p ja foi descrita. Foi identificado em
um estudo conduzido na China, que esse miRNA apresentou expressao aumentada no soro de
pacientes com tuberculose, bem como em células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) isoladas desses individuos, em comparacdo com controles saudaveis, sugerindo sua

associa¢do com a doenga ativa, além de seu potencial como biomarcador (Tu et al., 2019).

Analises de bioinforméatica indicaram o miR-423-5p como potencial regulador da
maturacdo do autofagossomos. Essa fun¢do foi averiguada em modelos de culturas de
macrofagos humanos, em que foi demonstrado que a superexpressao desse miRNA inibe a
maturacdo do autofagossomos, especialmente por meio do bloqueio da fusdo entre o
autofagossomos e lisossomos. Esse efeito ocorre pela regulagdo negativa do gene VPS334,
identificado como alvo direto do miR-423-5p, sendo este gene codificador de um componente
essencial do complexo que medeia a fusdo autofagossomo-lisossomo. Dessa forma, ao
comprometer a autofagia, o miR-423-5p favorece a sobrevivéncia intracelular de M.

tuberculosis e sua patogénese (Tu et al., 2019).

Outro estudo com o miR-423-5p, conduzido no Uruguai com pacientes com TB grave
internados em unidade de terapia intensivo (UTI), identificou achados semelhantes aos
descritos por Tu et al. (2019), no que se refere a concentragdo desse miRNA. Os autores
observaram que os niveis séricos de miR-423-5p estavam mais elevados nos pacientes com TB
em comparagdo com o grupo controle. Além disso, os niveis de miR-423-5p também estiveram
mais elevados entre os pacientes que sobreviveram em comparagdo com aqueles que evoluiram

a Obito durante internagdo (Hurtado et al., 2024).

Os autores também identificaram que a razdo de contracdo entre o miR-423-5p/miR-
378a-3p foi aproximadamente 6 vezes maior entre os pacientes que sobreviveram em
comparagao com aqueles que evoluiram a dbito durante a internagdo, evidenciando o papel de

miR-423 como biomarcador da tuberculose e indicador de progndstico (Hurtado et al., 2024).

Corroborando esses achados, Hashimoto et al. (2020) demonstraram em um estudo

realizado no Japao, que o miR-423-5p encontra-se aumentado em pacientes com TB, quando
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analisado em frag@o sérica enriquecida em exossomos. Nesse estudo, 0 miR-423-5p integrou
um painel de oito miRNAs com capacidade de discriminar a doenca ativa da infecgdo latente,
reforgando o seu papel como biomarcador da TB. Os autores observaram também maior
expressao do miR-423-5p em células epiteliais das vias aéreas de pacientes com tuberculose
em comparagdo com individuos latentemente infectados, sugerindo que essas células

constituem uma fonte importante de producao desse miRNA no contexto da TB.

Apesar de muitos estudos indicarem a produgao aumentada do miR-423 na TB, apenas
o estudo de Tu et al. (2019) descreveu até¢ o0 momento um mecanismo funcional desse miRNA
na patogénese da doenca, demonstrando a repressdo do gene VPS334 e o consequente
comprometimento da autofagia. No entanto, o miR-423 possui multiplos alvos moleculares que
ainda ndo foram investigados no contexto da TB e que poderiam eventualmente desempenhar
papel importante nessa doenca. Um exemplo ¢é o gene FKBP4, que foi estudado em um contexto
de cancer de mama, no qual apresentou expressao diferencial e foi identificado como alvo
potencial do miR-423 (Xiong et al., 2020). O FKBP4 codifica uma imunofilina envolvida em
processos de imunorregulagdo, bem como no controle da expressdo génica em linfocitos Be T
(NCBI, 2026), sugerindo que sua modulagao pelo miR-423 pode impactar respostas imunes nao

exploradas ainda na TB.

Um outro estudo também em modelo oncoldgico demonstrou que o miR-423 encontra-
se aumentado em cancer de mama humano, estando associado a um pior progndstico.
Utilizando cultura de células de linhagem oncoldgica, foi demonstrado que o miR-423
superexpresso promove a ativagdo do NF-kB através da repressdo poOs-transcricional do gene
TNIP2, que ¢ um regulador negativo do NF-kB. Embora o estudo tenha sido realizado em um
contexto de cancer de mama, esses achados sdo relevantes para a tuberculose, uma vez que o
miR-423 também se encontra superexpresso na tuberculose e a via NF-kB ¢€ central na resposta
contra M. tuberculosis, induzindo a producdo de citocinas inflamatorias como IL-6 e TNF-a.

Entretanto, essa hipotese carece de validagdo direta na TB (Dai et al., 2020a).

Fato ¢ que a maioria dos estudos envolvendo o miR-423 s3o referentes ao seu papel
regulatorio no cancer. O miR-423 pode participar na proliferacdo celular e no crescimento
tumoral, na migracdo e invasao tecidual, na apoptose, no escape imunoldgico e na resisténcia a
quimioterapia através da regulacdo de multiplos genes (Ke et al., 2020). A variante estudada

nessa tese rs6505162 tem sido inclusive amplamente estudada nos cénceres, sendo associada
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em alguns estudos, por exemplo, com cancer de mama (El-Ashry et al., 2022), cancer de

esofago (Yin et al., 2013), cancer colorretal (Jia et al., 2018), dentre outros.

Na TB a variante rs6505162 de miR-423 ja foi investigada em alguns estudos. Em um
estudo conduzido no estado do Para com pacientes com TBP, foi encontrado associagdo do alelo
C com protecdo contra a doenga (p = 0,021; OR = 0,33; 1C95% = 0,13 — 0,84) (Leal et al.,
2022). Esse efeito € coerente com estudos prévios que identificaram o alelo C com a menor
producao desse miRNA em comparagao com o alelo A (Su et al., 2015). E considerando que o
miR-423 pode favorecer a sobrevivéncia do bacilo, niveis menores dessa molécula podem ter

um efeito protetor contra a infec¢ao pelo M. tuberculosis.

Em outro estudo realizado com individuos recrutados em Belém, avaliou-se se o SNV
rs6505162 esta associado ao risco de desenvolvimento de TB multidroga resistente (MDR). Os
autores identificaram que o gendtipo A/A dessa variante estava associado ao maior risco de
desenvolver (TB MDR) (p = 0,02; OR = 14,03; IC95% = 2.66-74.06) (Athayde et al., 2024).
Apesar de ambos os trabalhos conduzidos com amazdnidas convergirem, ¢ importante citar que
o numero amostral foi bem limitado no trabalho de Athayde et al. (2024), que contou apenas

com 12 participantes no grupo de MDR, gerando um 1C95% extremamente amplo.

Na populagdo chinesa, Zhang et al. (2021b) ndo detectou associagao significativa entre
0 SNV 156505162 ¢ a TBP quando analisada essa variante de forma isolada. Entretanto, os
autores identificaram que combinag¢des de SNVs envolvendo rs6505162 e outras variantes em
um haplétipo, estiveram associados ao desenvolvimento da doenga, dependendo da combinacao

do haplotipo, conferindo risco ou efeito protetor em relacdo a tuberculose pulmonar.

Em outro modelo de infec¢do, em um estudo com individuos portadores de Hepatite B,
a variante rs6505162 também foi associada aos desfechos clinicos da doenga. O alelo A foi
identificado como protetor (p<0,0001; OR = 0.432; 95%IC = 0,28-0,68) contra a progressao
para formas mais graves, como cirrose e carcinoma hepatocelular. Ja na analise referente a
capacidade de clearance viral, observou-se que modelo dominante envolvendo o alelo C
(C/C+A/C) foi associado com maior capacidade de eliminagdo do virus (p <0.0001; OR = 0.35;
95%IC = 0,246-0.505), resultado compativel com o trabalho de Leal et al. (2022) no contexto
da TB (Al-Qahtani et al., 2017).

Esses resultados reforcam o potencial protetor do alelo C no controle de infecg¢des

intracelulares, possivelmente em razdo da menor expressdo do miR-423. Entretanto, o fato de
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o alelo A conferir prote¢do contra a progressao para as formas graves, evidencia que os efeitos
funcionais das variantes genéticas sao dependentes do contexto celular, do estagio da infecgo

e do patdgeno envolvido.

2.5.2. miR-1275

A variante rs4713693 esta localizada exatamente na base 33,850,152 do cromossomo 6,
de acordo com o genoma humano de referéncia GRCh38 (Dyer et al., 2025). Esse SNV
encontra-se em uma regiao regulatoria associada a expressao do miR-1275 (que ¢ codificado
pelo gene MIR1275) especificamente o enhancer (intensificador) GH06J033850 (Fishilevich et
al., 2017). Enhancers sdo sequéncias regulatorias que, ao se ligarem a proteinas especificas
(fatores de transcri¢do), aumentam a expressao dos genes associados (Thomas; Buecker, 2023).
Logo, variantes génicas presentes nessas regides podem impactar a atividade regulatéria do
enhancer, modular a produ¢do do miRNA maduro e, consequentemente, afetar a agdo nas

doengas e demais processos biologicos onde este miRNA esta envolvido.

O miR-1275 ja foi identificado com expressdo aumentada na TB, em macrofagos da
linhagem THP-1 infectados com a cepa virulenta de M. tuberculosis (H37Rv), em comparagao
com os mesmos tipos celulares infectados com a cepa avirulenta (H37Ra). Neste estudo, os
autores utilizaram a técnica de microarray, a partir do RNA total extraido das células, para
identificar diferencas na expressio de miRNAs entre esses dois modelos de infecgdo,
encontrando, além do miR-1275, outros miRNAs com produ¢do elevada nas células, como

miR-4668-5p, miR-30e, miR-30a e miR-3178 (Das et al., 2013).

Sdo limitados os estudos envolvendo o miR-1275 no contexto da TB, entretanto, esse
miRNA tem sido estudado em outros modelos de infec¢do. Em um estudo com pacientes de
Hepatite B, foi identificado que a concentragdo sérica de miR-1275 estd aumentada na
circulagdo dos pacientes em comparagdo aos individuos saudaveis, mostrando que o HBV

também ¢ capaz de modular a expressdo de miR-1275 (Akamatsu et al., 2015).

Em outro modelo de infec¢ao envolvendo o virus da Influenza A, foi identificado que
esse miRNA apresenta expressdo aumentada em células do epitélio pulmonar infectadas. Nesse
estudo, o miR-1275 foi identificado como regulador negativo de genes da imunidade inata
MAPK3 e IRAK 1, que sao importantes em vias de sinalizagdo envolvendo TLRs, JAK-STAT,
TNF, IL-1 e IL-7. Os autores demonstraram que as proteinas MAPK3 e IRAK1 encontram-se
em niveis reduzidos na infec¢do por Influenza A, e essa diminui¢ao ¢ mais pronunciada apds o

tratamento das células com um mimetizador de miR-1275 (Buggele et al., 2012). Tal
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mecanismo, embora demonstrado no contexto da infec¢do pelo virus Influenza A, sugere que
esse miRNA e os mecanismos mencionados, mediados por ele, também podem estar envolvidos
na TB, uma vez que ambas as infec¢des acometem primariamente os pulmoes e compartilham

vias centrais da resposta imune.

O miR-1275 tem sido amplamente descrito na literatura como regulador da progressao
tumoral, podendo atuar como regulador pré- ou antitumoral conforme o tipo de cancer e os
alvos moleculares envolvidos. Estudos pré-clinicos e clinicos associaram a desregulacao do
miR-1275 a neoplasias como cancer de mama, figado, pulmio trato gastrointestinal e
geniturinario. Funcionalmente, o0 miR-1275 tem sido implicado em vias de sinalizagdo como
MAPK, ERK/JNK e Whnt, influenciando processos como apoptose, proliferacdo celular e
progressao tumoral (Chong et al., 2022).

Além de estarem presentes no contexto oncoldgico, essas vias reguladas por miR-1275
(MAPK, JNK e Wnt) também desempenham papel central na resposta imune contra o M.
tuberculosis, onde a infeccao por esse bacilo ativa inicialmente vias classicas de sinalizagao
como MAPK e NF-kB, resultando na producao de citocinas pro-inflamatorias como IL-1, TNF
e IL-6. Por outro lado, a via Wnt, induzida durante a infec¢do, atua como um modulador da
resposta inflamatoria, inibindo a producdo de IL-12, TNF e IFN-y. Apesar disso, essa via pode
ser protetora na tuberculose ao contribuir com a prevencao da disseminag¢do da doenga, uma
vez que Wnt3 promove a apoptose de macréfagos infectados pelo M. tuberculosis limitando a

proliferagdo bacteriana (Villasefior et al., 2017).

Em outro estudo que trata do papel oncologico de miR-1275 e que pode ser considerado
no contexto da TB, Ou et al. (2023) identificaram, a partir de ferramentas de bioinformatica,
que esse miRNA estd correlacionado com a atividade de células NK. Os autores demonstraram
que a regulacdo negativa do miR-1275 esté associada a diminuicao da efetividade dessas células

em pacientes com cancer de pancreas, afetando também a sobrevivéncia desses individuos.

Os autores também demonstraram, por meio de andlises em cultura de células NK-92,
que ocorre a redu¢do da expressio do miR-1275 no interior das células NK quando o
submetidas a condigdes de hipoxia, ocorrendo também a inibicao da expressao de perforina,
IFN-y e TNF-a nas células NK-92 nessas condi¢des. Além disso, foi identificado que a
capacidade do miR-1275 em promover a atividade citotoxica das células NK-92 ocorre através
da inibi¢do da AXIN2, a qual se encontra altamente expressa em células NK de individuos com

cancer em comparagao ao grupo controle, e que esta molécula possui a capacidade de reverter
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a acdo do miR-1275 na promocao da morte das células tumorais pelas células NK (Ou et al.,

2023).

Esses achados indicam que a diminuicao da expressao do miR-1275 esta associada a
reducdo da produgdo de mediadores imunoldgicos importantes para o controle de patdégenos
intracelulares, como IFN-y e TNF. Em paralelo, o estudo de Das et al. (2013), indicou o aumento
desse miRNA durante a infec¢do por M. tuberculosis, o que sugere que em face da infeccdo, a

indugdo do miR-1275 possa integrar o repertorio molecular envolvido na resposta imune contra

o bacilo da TB.

Por fim, o SNV 154713693 (localizado em um enhancer de miR-1275), que esta sendo
investigado no presente estudo pela primeira vez quanto ao seu impacto no desenvolvimento
da TB, ndo possui dados na literatura acerca de sua associagao com qualquer doenca infecciosa,
desse modo, localizou-se somente um trabalho com individuos japoneses, que identifica o alelo
T (p = 0,0015; OR = 1,20; 1C95% = 1.07-1.35) associado ao risco de desenvolvimento da

Doenca de Graves, um processo autoimune (Nakabayashi et al., 2011).

2.5.3. miR-146a

A variante 152910164 esta localizada na posicao 160,485,411 do cromossomo 5, de
acordo com o genoma humano de referéncia GRCh38, no gene MIRI46A4, que codifica o
miRNA miR-146a (Dyer et al., 2025). Esse SNV se encontra no precursor do miR-146, no qual
o alelo G favorece a formagdo de uma estrutura mais estavel na sequéncia do pre-miRNA,
enquanto o alelo de menor frequéncia C, promove a formagdo de um mismatch na haste-alca, o
que gera uma estrutura menos estavel e interfere no processamento da molécula. Alguns estudos
demonstram que esse alelo estd associado a reducdo da produg¢do do miR-146a maduro,
enquanto outros apontam que o alelo C leva a maior produ¢do da molécula madura (Jazdzewski

et al., 2008; Ali et al., 2024).

O efeito do miR-146a diante da infec¢ao pelo M. bovis (BCG) foi avaliado por Li et al.,
(2016b). Nesse estudo, os autores identificaram que a indugdo da expressao de miR-146a em
macrofagos levou a redugdo da expressdo da enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) e,
consequentemente, a diminui¢ao da producdo de 6xido nitrico (um mediador essencial no

combate a patdgenos intracelulares).

Além disso, a superexpressdao do miR-146a levou a maior proliferacio micobacteriana

ao longo de 48h no interior dos macrofagos. Esse efeito foi mediado através da inibi¢do do alvo
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molecular desse miRNA, o gene TRAF6. Ao se reestabelecer a expressdo de TRAF6 por meio
da transfeccao com plasmideo, a producdao de NO foi reestabelecida, bem como a capacidade
de controle da replicacdo micobacteriana. Nesse contexto, foi identificado que a inibicao de
TRAF6 atenua a ativacao das vias NF-kB e MAPK, essenciais na producao de mediadores pro-

inflamatérios na TB (Li et al., 2016b).

Em um estudo no qual foi realizada a transfec¢ao de miR-146 em um modelo de cultura
de macrofagos THP-1 infectados com TB, verificou-se que esse miRNA foi capaz de promover
a autofagia nas células infectadas, um mecanismo essencial para o controle da infec¢do
intracelular ocasionada pelo M. tuberculosis. Além disso, os autores identificaram que o miR-
146a atua na TB por meio da inibicdo do gene TRAF6, afetando a sinalizacdo via NF-kB, e
levando a redugdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e TNF-a. Ou seja, o0 miR-146a
exerce um papel duplo, agindo como um modulador negativo da inflamag¢do, bem como um
indutor da autofagia na TB. Esse efeito pode parecer ambiguo, mas ¢ protetor no contexto da
TB, pois uma inflamagao controlada ¢ fundamental para evitar dano tecidual, enquanto a
autofagia € necessdria para o controle da proliferacao intracelular do bacilo (Sheikhpour et al.,

2025).

Além dos mecanismos citados previamente, em que miR-146a afeta a via TLR-TRAF6-
NF-kB, reduzindo a inflama¢do na TB, outro mecanismo que pode impactar a resposta
imunoldgica na TB ¢ o papel de regulador negativo do inflamassoma NLRP3. Em um modelo
experimental de inflamacao induzida por gota, Zhang et al., (2018) identificou que a expressao
de NALP3, ASC e caspase-1 esteve significativamente aumentada nos monocitos derivados da
medula 6ssea oriundos de camundongos knockout para miR-146a em comparagdo com
camundongos wild type expostos a cristais de urato monossddico. Nos animais knockout
também se observou que a producdo das proteinas IL-1f e TNF-a também estiveram
aumentadas (Zhang et al., 2018). Esse efeito ressalta o papel modulador negativo da inflamagao
mediado por miR-146a, e, apesar de a IL-18 madura ndo ter sido diretamente avaliada nesse
estudo, € possivel que ela também seja impactada pelo miR-146a pois também depende da

clivagem por NLRP3.

Em consonancia com o trabalho de Zhang et al. (2018), o estudo de Chen et al. (2021)
também identificou o miR-146a-5p, como regulador negativo dos elementos moleculares do
inflamassoma NLRP3 em cultura de macréfagos THP-1. Nesse trabalho, a expressao de

Caspase-1, e a produgdo de IL-1PB e IL-18 foram significativamente reduzidos diante do
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tratamento das células com mimetizador de miR-146a-5p, em um modelo de ativagdo de
NLRP3 induzido por LPS/ATP. Interessantemente, essa regulagdo s6 ocorreu quando as doses
de LPS eram baixas, enquanto doses elevadas de LPS nao resultaram na regulagdo negativa do
NLRP3, indicando que a carga infecciosa pode influenciar a capacidade do miR-146a de regular

a inflamacao (Chen et al., 2021).

Alguns autores indicam que o miR-146a encontra-se altamente expresso em pacientes
com TB. Um estudo conduzido com pacientes recrutados na India identificou que o miR-146a
tem a concentra¢do aumentada em pacientes com TBP, em comparagdo com o grupo controle,
destacando-se o papel dessa molécula como biomarcador da doenga (Chakrabarty et al., 2019).
J& em outro estudo conduzido com amostras de pacientes da Indonésia, identificou que o miR-
146a encontra-se superexpresso na circulagdo plasmatica de individuos com TB ativa, e
diminuido na circulag@o dos individuos com infec¢do latente, evidenciando que esse miRNA
tem potencial como biomarcador dos diferentes estagios da infeccdo pelo M. tuberculosis

(Rusmariza et al., 2025).

Outro estudo que reforca o possivel efeito do miR-146a como biomarcador da TB foi
conduzido com pacientes recrutados na China. Foi identificado que esse miRNA esta
superexpresso tanto na circulagdo sérica quanto no escarro de pacientes com TBP em
comparac¢do com os individuos com infeccao latente, ou com controles sem doenga. Além disso,
o miR-146a esteve aumentado também nos pacientes com desfecho terapéutico desfavoravel,
quando comparados aos pacientes que tiveram boa resposta ao tratamento. Esse achado indica
que o miR-146a possui potencial como biomarcador tanto da doenga ativa quanto da resposta

ao tratamento (Wang; Xu, 2025).

Diferentemente dos estudos previamente citados, um trabalho realizado com pacientes
e controles sérvios identificou que o miR-146a apresenta expressao diminuida em amostras de
células mononucleares derivadas do sangue periférico de individuos com TBP, em comparagao
com as amostras oriundas de controles sem TB (Buha et al., 2022). Esse achado, contrastante
com os estudos previamente mencionados que apontam para a expressao aumentada do miR-
146a em pacientes com TB, pode ser explicado, em parte, por questdes metodologicas, por
exemplo, o estudo com a populagdo sérvia analisou o conteudo de células mononucleares,
enquanto os demais estudos analisaram o contetido de miRNAs circulantes no soro/plasma ou
no escarro. Ademais, a questao populacional pode impactar esses diferentes resultados, uma

vez que os estudos que indicaram a expressdo aumentada de miR-146a foram realizados com
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populagdes asiaticas, enquanto o estudo de Buha et al., (2022) foi conduzido com individuos

de origem europeia.

A variante 1rs2910164 localizada no miR-146a tem sido estudada quanto a sua
associacdo com a TB em diferentes populacdes. Naderi et al. (2015) ndo identificou em seu
estudo envolvendo individuos iranianos com TBP, associacdo entre o rs2910164 com
suscetibilidade a essa doenca. Da mesma forma, outro estudo realizado com essa variante nao
identificou a associagao desse SNV com TB em individuos recrutados na China (Wang et al.,
2016). Assim como o estudo de Zhang et al. (2021b) que também nio identificou associagdo de

rs2910164 com TBP em pacientes recrutados na provincia Zhejiang, China.

No estudo conduzido por Buha et al. (2022) na populagdo sérvia, também nao foi
identificado associacdo de rs2910164 com TB. Nesse mesmo estudo os autores também nao
encontraram diferengas na concentracdo do miR146a nas amostras dos portadores do alelo C

em comparacdo com o alelo G.

Em outro estudo conduzido com diferentes grupos étnicos da China, identificou-se que
0 SNV 152910164 foi associado ao risco de TBP entre o subgrupo cazaque chinés, em que o
alelo C (p =0,023; OR = 1,33; IC95% = 1,04 — 1,69) e o gendtipo C/C (p = 0,013; OR = 1,84;
I1C95% = 1,14 — 2,98) foram associados a maior suscetibilidade de desenvolvimento de TBP. J&

nos subgrupos Uygur e Han, ndo foi observada diferencas significativas (Zhang et al., 2015).

Evidenciando ainda mais a importancia do contexto populacional nos estudos de
associacdo de variantes genéticas, o estudo conduzido por Li et al. (2011) identificou que o
alelo G estéd associado com a TBP em dois grupos étnicos diferentes estudados, a populagao
Han e a populagdo Tibetana. Entre os Han o alelo G foi associado com protegdo contra a TBP
(p = 0,000; OR = 0,58; IC95% = 0,45-0,73) ao passo que nos tibetanos esse mesmo alelo foi
associado ao risco aumentado de desenvolvimento de TBP (p = 0,031; OR = 1,51; IC95% =
1,10-2,07). Esse efeito aparentemente antagonico reforca que essas variantes genéticas podem
modular fenodtipos em conjunto com outros caracteres populacionais como o arcabougo

genético particular de cada grupo e possiveis mecanismos epigenéticos.

Na populagdo amazodnica, essa variante foi estudada por Leal et al. (2022), com
individuos recrutados no Para, entretanto, nenhuma associacao foi encontrada. Em outro estudo
conduzido com individuos recrutados no Para envolvendo essa variante, mas dessa vez em

pacientes acometidos pela hanseniase (uma outra doenca micobacteriana), da Silva et al. (2022)
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identificou associagdo do alelo C com protecao contra a forma paucibacilar da doenga (p = 0,04;

OR =0,14; IC95% = 0,01-1,36).

Ja o estudo de Cezar-de-Mello et al. (2014) também realizado com pacientes com
hanseniase no Brasil (Rio de Janeiro), identificou associacdo dos gendtipos C/G (p = 0.041; OR
=1.44; 1C95% = 1,02-2,05) e C/C (p = 0.0091; OR = 2.18; IC95% = 1,21-3,93) do rs2910164
com risco aumentado para a hanseniase, identificando o alelo C como alelo de risco, o que foi
confirmado por teste de desequilibrio de transmissao (p = 0.003). Paralelamente, os autores
detectaram que portadores do alelo C apresentam maior expressdo do miR-146a maduro, bem
como menor produ¢do de TNF, em comparagdo aos portadores do alelo G (Cezar-de-Mello et

al., 2014).

2.5.4. miR-27a

A variante rs895819 localiza-se na posi¢ao 13,836,478 do cromossomo 19, de acordo
com o genoma humano de referéncia GRCh38, no gene MIR27A, responsavel pela codificagao
do miRNA miR-27a (Dyer et al., 2025). Esse SNV esta localizado no loop (al¢a) terminal do
pre-miRNA-27a, uma regido importante para o processamento dessa molécula precursora, pelas
endonucleases envolvidas na biogénese de miRNAs. Alteracdes nessa regido podem
comprometer a atuagdo das endonucleases e consequentemente afetar a producdo do miRNA
maduro. Inclusive, alguns estudos apontam que o alelo C e o gendtipo C/C, estdo associados a
uma menor produ¢do do miR-27a em comparagdo ao alelo T (Yang et al., 2022; Ragia et al.,

2024).

Um estudo chinés identificou que o miR-27a encontra-se expresso de forma aumentada
nos exossomos séricos de pacientes com TBP ativa em comparagdo com individuos com
infecgdo latente, ou com controles sem tuberculose. Além disso, niveis elevados desse miRNA
foram associados a resisténcia aos farmacos antituberculose, especialmente nos individuos
multidroga-resistentes, bem como a piores sinais clinicos da doenga. Dessa forma, a alta
expressdao de miR-27a em exossomos séricos pode funcionar como potencial biomarcador da

doenca e do prognostico clinico da TBP (Zheng et al., 2023).

Em contraste com o estudo de Zheng et al. (2023), o trabalho de Furci et al. (2013)
demonstrou, em um modelo in vitro de macrofagos derivados de mondcitos infectados com a
cepa virulenta de M. tuberculosis H37Rv, que o miR-27a encontra-se com a expressao reduzida
no interior dessas células. Esses achados contrastantes podem ser explicados em parte, pelas

diferengas nos modelos experimentais testados, pois, o estudo de Zheng et al. (2023) avaliou a
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expressdo do miR-27a em exossomos secretados, enquanto Furci et al. (2013) analisou a
expressao em culturas celulares. E possivel que a modulacdo negativa do miR-27a pelo bacilo
ocorra predominantemente no interior dos macrofagos visando sua sobrevivéncia, exercendo

menor efeito no quantitativo de miR-27a circulante transportado em exossomos.

Em concordancia com o trabalho de Furci et al. (2013), Wang et al. (2017) também
identificou que o miR-27a encontra-se negativamente regulado no interior de macrofagos THP-
1 infectados com a cepa virulenta H37Rv. Além disso, identificou-se que a transfeccao de
mimetizador de miR-27a nos macréfagos infectados leva a reduc¢ao da produgdo de [FN-y, IL-
1B, IL-6 e TNF-a. Subsequentemente, foi demonstrado que esse efeito anti-inflamatdrio decorre
do fato de o miR-27a ter como alvo a quinase IRAK4, que ¢ um componente central da via de
sinalizacdo TLR-MyD88-NF- kB. Dessa forma o miR-27a atua como regulador negativo da
inflamacao e a sua superexpressdo em macrofagos infectados favorece a replicagdo aumentada
do bacilo no interior dessas células, evidenciando um mecanismo de modulagdo imune no qual

os miRNAs desempenham papel importante na imunopatogenia da TB (Wang et al., 2017).

Outro estudo que indica o papel do miR-27a na resposta imunolégica frente a TB foi
realizado por Ahluwalia et al. (2017). Nesse trabalho, foi identificado através de analises
bioinformaticas, que o miR-27a apresenta como alvo putativo a regido 3’-UTR do fator de
transcricdo IRF4, o qual contribui para a polarizagdo dos macrofagos para o fendtipo M2,
caracterizado por um perfil anti-inflamatério e mais permissivo a sobrevivéncia do bacilo.
Logo, em consonancia com os achados de Furci et al. (2013) e Wang et al. (2017), que
demonstraram a reducdo da expressdo do miR-27a nos macréfagos infectados, € possivel que
tal reducdo contribua para o aumento da expressdo de IRF-4, favorecendo a formagdo de

macrofagos permissivos, que contribuem para a cronificagdo da infecgado pelo bacilo da TB.

Além das vias citadas acima, o miR-27a também atua modulando a autofagia diante da
infeccdo pelo M. tuberculosis. De acordo com o estudo de Liu et al. (2018), a expressdo desse
miRNA encontra-se aumentada em macrofagos peritoneais de camundongos infectados com a
cepa H37Rv, bem como nos pulmdes desses animais, além de células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com TB. De acordo com esse estudo, 0 miR-27a tem como alvo direto
o gene Cacna2d3, e ao reprimi-lo, prejudica a sinalizagdo mediada por Ca?*, comprometendo a
formacdo de autofagossomos e diminuindo a capacidade autofagica. Adicionalmente, foi

observado que camundongos knockout para o miR-27a possuiam menor carga bacilar nos
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pulmdes, indicando que, ao contribuir para o bloqueio da autofagia, a presenga desse miRNA,

favorece a sobrevivéncia bacilar (Liu et al., 2018).

Esse estudo de Liu et al. (2018) contrasta-se com os de Furci et al. (2013) e Wang et al.
(2017), que relataram a reducdo da expressdo do miR-27a em macrofagos in vitro. Por outro
lado, resultados semelhantes aos de Liu et al. (2018) foram observados no trabalho de Zheng et
al. (2023), que identificou niveis elevados de miR-27a em exossomos séricos de pacientes com
tuberculose. Essas divergéncias podem ser atribuidas, ao menos em parte, as diferengas
metodologicas e aos modelos experimentais empregados. Enquanto Furci et al. (2013) e Wang
et al. (2017) utilizaram modelos de cultura celular in vitro, os estudos de Liu et al. (2018), Zheng
et al. (2023) analisaram amostras clinicas € in vivo, nas quais fatores como tempo de infecgao,
compartimentalizacdo dos miRNAs e interacdes de multiplos processos imunoldgicos e

moleculares podem influenciar a dindmicas dos perfis de expressao observados.

A variante rs895819, do miR-27a, tem sido amplamente investigada no contexto
oncoldgico e tem sido associada a diferentes tipos de cancer, de forma dependente do tecido e
do modelo genético. Uma meta-analise realizada em 2020 ndo identificou associagcdo do
rs895819 com o risco global de cancer, entretanto, efeitos significativos foram encontrados em
cancer de mama em que o alelo C foi associado a protecao (p = 0,021; OR = 0.89; 95%IC =
0.80-0.98) e em cancer colorretal onde o alelo C foi considerado de risco (p<0.001; OR =1.22,
95%IC =1.10-1.34) (Dai et al., 2020b).

Na TB, até o momento poucos estudos tém sido realizados com a variante rs895819. Em
um recente estudo caso-controle com populagdo recrutada no Ira, foi identificado o alelo C (p
=0,001; OR = 2.77; 95%IC = 1,61-4,79) e o gendtipo C/C (p = 0,008; OR =4.21; 95%IC =
1.54-11.41) estdo associados ao risco de desenvolvimento de TBP (Arabshahi et al., 2025). Ja
no estudo conduzido por Zhang et al. (2021b) com individuos chineses, ndo foi observada
associagdo entre o rs895819 e a populagdo geral estudada, entretanto, quando estratificado por
sexo, observou-se a associacdo do modelo dominante dessa variante (CC+C/T) no sexo

feminino com redugdo do risco contra TBP (p = 0,045; OR = 0.45; 1C95% = 0.23-0.98).

Esses estudos apontam que a variante rs895819 pode estar associada tanto ao risco
quanto a prote¢dao contra TB, dependendo da populacdo estudada, uma vez que resultados
opostos foram identificados entre iranianos e chineses para o mesmo alelo. Além disso, tem
sido identificado que o alelo C ¢é responsavel pela reducdo da expressdo do miR-27a maduro
(Ragia et al., 2024). Enquanto alguns trabalhos apontam que a expressdao aumentada de miR-
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27a favorece a sobrevivéncia do bacilo, outros apontam que a redugdo desse miR-27a pode
contribuir para vias favoraveis ao bacilo, como a polarizagdo de macréfagos para o fenotipo

M2.

Os mecanismos descritos ao longo desta revisdo evidenciam a complexidade da
regulagdo imunologica mediada por miRNAs na TBP. A expressao e a fun¢ao dessas moléculas
dependem do contexto celular, da carga bacilar, do estagio da infec¢do, do arcabougo genético
do hospedeiro, e da interacao entre multiplos miRNAs, SNVs e vias de sinalizagao imunologica.
Apesar do avanco no entendimento do papel de diversos miRNAs na TBP, ainda sdo escassos
os estudos que investigam SNVs em genes de miRNAs, especialmente em populagdes com
elevada carga dessa doenca. Logo, a andlise de variantes em miR-423, miR-1275, miR-146a e
miR-27a ¢ uma abordagem relevante para elucidar lacunas sobre os determinantes
imunogenéticos da TBP, especialmente no contexto amazodnico, contribuindo para a
compreensdo de mecanismos de suscetibilidade e caracteristicas clinicas da doenca, como a

carga bacilar.
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3. JUSTIFICATIVA

Diante da interagdo entre M. tuberculosis e o hospedeiro humano, diferentes desfechos
podem ocorrer apés a exposi¢do ao bacilo da TB, variando desde a sua eliminagdo por
mecanismos da imunidade inata até o estabelecimento de uma infec¢ao latente cronica, que
pode permanecer assintomatica ou evoluir para a doenga pulmonar ativa. Esses diferentes
desfechos nao dependem exclusivamente da intensidade da exposi¢do ao patdgeno, mas
também de caracteristicas individuais do hospedeiro, incluindo fatores imunogenéticos. Diante
disso, a presenga de variantes genéticas, como variantes de base tnica (SNVs), pode conferir

maior resisténcia ou maior suscetibilidade ao desenvolvimento da TB (Simmons et al., 2018).

Genes de miRNAs normalmente apresentam baixa densidade de SNVs na regido haste-
alca que abriga o precursor do miRNA em comparagdo com outras regides adjacentes, o que
sugere que variantes de base Unica ndo sdo bem toleradas nas sequéncias génicas que codificam
miRNAs. Esse padrio refor¢a a importancia da conservagdo dessas regides para a
funcionalidade dessas moléculas. De forma semelhante, observa-se baixa densidade de SNV
tanto na regido “seed” (responsavel pela ligacio complementar do miRNA com o mRNA),
quanto na regido do “loop”, e nas demais da sequéncia de dsSRNA, indicando que a conservagao
das sequéncias em todas as regides do precursor do miRNA maduro, ¢ fundamental para a

obten¢dao de um miRNA funcional (Saunders et al., 2007; Machowska et al., 2022).

Apesar desse grau elevado de conservacao, diversos SNVs tém sido descritos em genes
de miRNA, podendo ocorrer em diferentes regides da molécula. Variantes na regido seed podem
determinar que o miRNA passe a reconhecer outros alvos, ou nao reconhecer os seus alvos
candnicos, acarretando alteragdes na regulagdo das vias originais. Ja as variantes em outras
regides podem causar alteragdes estruturais que impecam as enzimas que clivam o pré-miRNA,
como as enzimas DROSHA e Dicer, de se ligarem e exercerem sua func¢do, afetando a

maturacao e a expressao do miRNA (Machowska et al., 2022).

Considerando que M. tuberculosis ¢ capaz de modular a expressdo de diversos miRNAs
para direcionar vias biolodgicas que favorecem a infeccao e a persisténcia do patogeno, € que a
compreensao das caracteristicas moleculares da patogénese micobacteriana € necessaria para o
desenvolvimento de novos biomarcadores e estratégias terapéuticas, torna-se relevante a
investigagdo do papel das variantes genéticas em genes de miRNA nesse contexto. Além disso,
a associagao de SN'Vs em genes de miRNA com doengas micobacterianas, como a tuberculose,

ainda ¢ pouco explorada.
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Nesse sentido, esta tese de doutorado propde analisar a frequéncia de variantes de base
unica em genes de miRNA envolvidos na regulacdo de vias imunologicas relevantes para a TBP,
bem como avaliar se essas variantes estdo associadas a suscetibilidade ao desenvolvimento da
doenga e a producao de citocinas relacionadas a inflamacao. Adicionalmente, considerando que
o estado do Amazonas e, em especial, a cidade de Manaus, tém registrado as maiores taxas de
incidéncia de TB do Brasil, o estudo se justifica por gerar dados relevantes sobre a ocorréncia
dessas variantes genéticas em uma populacao altamente endémica e pouco estudada nesse
contexto, permitindo avaliar de forma especifica o papel desses SNVs na suscetibilidade a TBP

em uma localidade de elevada carga da doenca.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

Avaliar a frequéncia de variantes de base Uinica em genes de miRNAs em pacientes com
tuberculose pulmonar (TBP) e sua possivel associagdo com a doenga em individuos recrutados

em Manaus-AM.

4.2. Objetivos especificos

* Avaliar a frequéncia das variantes de base tinica (SNVs) nos genes de miRNAs MIR423
(rs6505162), MIR1275 (rs4713693), MIR146A (rs2910164) e MIR27A (rs895819), em

pacientes com tuberculose pulmonar e em controles sem tuberculose.

» Avaliar se existe associacdo destes SNVs com a suscetibilidade a TBP nos individuos

estudados, bem como com a carga bacilar.

* Avaliar a concentragdo de citocinas envolvidas na TBP como IL-1, IL-6, IFN-y e IL-

18, no plasma de pacientes e de controles.

* Verificar se os SNVs avaliados dos genes de miRNA estudados estdo associados as

concentragdes de citocinas no plasma dos individuos estudados.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Aspectos éticos

Este projeto de doutorado foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal do Amazonas sob o numero de CAAE: 19021519.9.0000.5020,
e numero do parecer: 3.530.854. Também foi submetido ao CEP da Fundagao de Hematologia
e Hemoterapia do Amazonas — HEMOAM para a utilizagdo de amostras de 128 doadores para
compor o grupo controle sob o niimero de CAAE: 51257921.2.0000.0009, e nimero de parecer:
4.982.395.

5.2. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo do tipo caso/controle que visa avaliar se as variantes de base inica

(SNV), nos genes que codificam microRNAs estdo associados com TBP.

5.3. Populagao de estudo

Para a realizag¢@o deste projeto foram selecionados individuos residentes em Manaus ou
em outros municipios da regido Norte, de ambos os sexos, com idade entre 18 e 69 anos. Dentre
estes individuos, foram incluidos pacientes com tuberculose pulmonar recrutados na Policlinica

Cardoso Fontes, e controles sem TBP.

Os controles sdo individuos sem parentesco consanguineo com 0s pacientes, esse grupo
¢ composto por: I) contatos, que s@o os acompanhantes dos pacientes com tuberculose pulmonar
ou individuos que convivem com esses pacientes, bem como profissionais da saude que
atendem na policlinica, ou alunos e profissionais que atuam ou frequentam laboratérios com
pesquisa na area de TB; II) doadores, que sao individuos saudaveis admitidos como doadores

de sangue na fundagdo HEMOAM, sem historico conhecido de TBP.

5.4. Critérios de inclusio

a) Pacientes com Tuberculose Pulmonar (TBP)

Foram incluidos os pacientes com TBP, sintomadticos respiratorios, que apresentaram
diagnostico por pelo menos 1 dos seguintes critérios: I) resultados positivos (M. tuberculosis
detectavel) para o Teste Rapido Molecular (TRM, GeneXpert M. TUBERCULOSIS/RIF); 1I)
baciloscopia de escarro positiva em pelo menos uma amostra e/ou cultivo do escarro com
isolamento de M. tuberculosis; 11I) ou diagnostico de TBP baseado em critérios clinicos e

radioldgicos, com achados de imagem classicos compativeis com a doenga em radiografia ou
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tomografia computadorizada de torax, nos casos em que foi iniciado o tratamento

medicamentoso especifico para TBP.

b) Contatos sem TBP (controles)

Os contatos incluidos foram individuos sem diagnostico prévio de TBP, e que nao
possuem qualquer sintoma respiratorio. Esses individuos tiveram contato com pacientes com
TBP, sendo acompanhantes desses individuos na ocasido do diagnostico laboratorial ou
tratamento na policlinica Cardoso Fontes, sem parentesco consanguineo. Também foram
incluidos profissionais de satde envolvidos no atendimento a pacientes com tuberculose, bem
como estudantes e pesquisadores que atuavam em ambientes de assisténcia e pesquisa
relacionada a TBP, caracterizando um grupo de individuos expostos ao bacilo, porém sem

manifestagao clinica da doenca.
¢) Doadores (controles)

Nesse grupo foram incluidos individuos saudaveis que realizaram doacao de sangue na
Fundagio HEMOAM. No momento da inclusdo, os participantes foram submetidos a
entrevista, na qual relataram auséncia de diagndstico prévio de TBP e auséncia de historico
conhecido de contato com individuos com tuberculose confirmada, conforme informagdes

fornecidas informadas no momento da doacgao.

5.5. Critérios de exclusao

Foram excluidos os individuos que apresentam outras comorbidades como cancer, Aids,
hepatites, diabetes e doengas autoimunes, bem como os individuos HIV positivos, gestantes,
transplantados ou que estiverem fazendo uso de algum imunorregulador; pacientes com
resultados de cultivo com identificagio de micobactérias ndo causadoras de TB (NTM);
pacientes diagnosticados com TB (por exames clinicos e de imagens), mas que no decorrer da
execucao do projeto ndo responderem aos medicamentos para o tratamento de TB; e controles
que, no decorrer do projeto, apresentaram sintomas respiratorios e/ou resultados da baciloscopia

e/ou cultivo positivo para M. tuberculosis.

5.6. Recrutamento dos participantes

O recrutamento dos individuos com TBP e contatos ocorreu na Policlinica Cardoso
Fontes, na cidade de Manaus, durante o periodo de realizagdo do projeto. A abordagem foi

realizada no setor de Aprazamento 1, local onde os pacientes recebem rotineiramente as
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orientacdes sobre o tratamento da doenca e a autorizacdo para retirada dos medicamentos. Os
individuos com TBP e contatos foram convidados a participar do projeto e aqueles que
consentiram em participar, foram fornecidos a explicagdo e o esclarecimentos sobre a pesquisa
e posterior coleta dos dados. As coletas das amostras foram realizadas em ambientes adequados
e para cada procedimento e sempre com a autorizagdo dos participantes. Os contatos na maioria
dos casos foram os acompanhantes dos pacientes (sem consanguinidade) e estes sdo convidados
a participar do projeto, antes ou apds a entrevista com os individuos com TBP no setor de
Aprazamento 1 da Policlinica Cardoso Fontes. Os doadores foram entrevistados em sala
apropriada da Fundagdo HEMOAM. Esses individuos foram submetidos a testes soroldgicos
para HIV, HCV, HBV, HTLV-1/2, Sifilis ¢ doenga de Chagas, para garantir que fossem
considerados saudaveis. Além disso, foram entrevistados para identificar a presenca de doengas

e outros fatores de risco, seguindo as normas técnicas do Ministério da Saude.

5.7. Calculo amostral

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

controles.

5.8. Amostras biologicas

As amostras de escarro e de sangue total (SmL) foram coletadas em local ou salas
apropriadas da Policlinica Cardoso Fontes. Nesta policlinica, as amostras de escarro sao
analisadas por exames rotineiros como a Baciloscopia direta e/ou TRM (GeneXpert M.
TUBERCULOSIS/RIf). Para esta pesquisa também foram solicitadas ao paciente amostras de
escarro que foram encaminhadas ao Laboratorio de Micobacteriologia do Instituto de Nacional
de Pesquisas da Amazonia (INPA) para cultura de micobactérias. As amostras de sangue
coletadas, na Policlinica Cardoso Fontes, foram encaminhadas ao Laboratorio de Imunologia
Molecular (LIM), do Instituto de Ciéncias Bioldgicas/ICB, da Universidade Federal do
Amazonas, onde foram registradas e codificadas na forma de sequéncia numérica com a
finalidade de preservar o sigilo dos participantes do estudo. Além disso, no LIM, as amostras
foram processadas e realizados testes rapidos sorologicos para HIV (virus da Imunodeficiéncia
Humana), HCV (virus da hepatite C), HBsAg (Antigeno de superficie da Hepatite B) e para

sifilis.
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5.9. Exames micobacteriologicos nas amostras de escarro

Nas amostras cujo diagnéstico ocorreu por meio de baciloscopia e exame de cultura, foi
utilizada a técnica de baciloscopia direta e baciloscopia pos-concentracdo. O cultivo foi
realizado segundo Salem et al. (2007), pelo método PKO (Petroff, Kudoh e Ogawa). A
identificacao de M. tuberculosis ocorreu por PCR, utilizando-se primers especificos para o

elemento de insercao IS6110 (Hermans et al., 1990; Van Embden et al., 1993).

Normalmente, nas amostras analisadas pelos métodos microbioldgicos convencionais,
eram realizadas 2 baciloscopias na Policlinica Cardoso Fontes e 2 baciloscopias no Laboratorio
de Micobacteriologia do INPA. A definicdo de amostras paucibacilares ocorreu quando 2 ou
mais exames de baciloscopia de escarro apresentavam resultados negativos, apesar da
confirmacao do caso de TBP por exame de cultura ou método molecular; foram consideradas
multibacilares as amostras de pacientes que apresentaram positividade nas baciloscopias de
escarro. Esses dados foram obtidos a partir dos livros de registro e planilhas disponiveis no

Laboratério de Imunologia Molecular (LIM).

5.10. Processamento das amostras de sangue

Foram coletados 5 mL de sangue periférico em tubos contendo EDTA (anticoagulante).
Estas amostras foram imediatamente registradas e codificadas no LIM, em seguida,
centrifugadas para separagdo e armazenamento a -20°C do plasma, e a camada de leucocitos

foi coletada para extragdo de DNA.

5.11. Extracao de DNA a partir da amostra de sangue

A partir da amostra de sangue, apds centrifugagdo, foi coletada a camada de leucdcitos
para extragdo de DNA que ¢ feita pelo método descrito por Gustincich et al. (1991) com
modifica¢des, baseado na precipitacio do DNA por sais de brometo de tetrametilamonio
(DTAB/CTAB). As amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotometro de luz UV e
armazenadas a -20 °C no LIM/ICB/UFAM em tubos de polipropileno, devidamente codificados

e datados até o momento do uso.

5.12. Critérios de selecao das variantes (SNVs) e dos miRNAs

Foram selecionados miRNAs envolvidos em respostas relevantes para o combate ao
bacilo da TB (por exemplo, inflamacao e autofagia). Além disso, estes miRNAs selecionados
possuem a expressdao aumentada ou diminuida em face de infec¢do por M. tuberculosis. Quanto

aos SNVs escolhidos, foram selecionados aqueles que apresentam frequéncia superior a 10%
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na populacdo das Américas, segundo a plataforma Ensembl (https://www.ensembl.org/), e que
possuiam estudos disponiveis em bancos de dados publicos quanto a sua funcionalidade na TBP

ou outras doengas, para fins de comparagao e discussao de resultados.

5.13. Ensaios de genotipagem por qPCR

O ensaio de genotipagem das variantes foi realizada pela técnica de PCR Quantitativa
em Tempo Real (qPCR) em equipamento QuantStudio 3 Real-Time PCR (Applied Biosystems).
Neste estudo, foram utilizadas sondas fluorescentes de hidrolise TagMan com sequéncias alelo-

especificas, as quais permitem a genotipagem de individuos para um SNV especifico.

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos, incluindo-se para maior seguranga
nos resultados, um controle negativo constituido do mix da reagdo e 4gua ultrapura, além de
dois controles homozigotos para cada alelo e um heterozigoto. As condi¢des de preparo do mix
das reagdes de qPCR se encontram no Quadro 01, ¢ as caracteristicas das sondas utilizadas se

encontram no Quadro 02.

Quadro 1. Condigdes do mix utilizado nas reacdes de qPCR para genotipagem.

Reagentes Concentrac¢ao Volume para 1 reacio (ul)
TagMan Genotyping Master Mix 2x 0,5X 3
Sonda TagMan® SNP Genotyping 20x 0,8X 0,5
H,O ultrapura - 6,5
VOLUME FINAL DO MIX - 10
DNA adicionado 50ng/uL 2

Quadro 2. Caracteristica das sondas utilizadas no experimento.

Localizaca
Gene oca 11?9230 ID SNV Sequéncia da sonda 5“-[VIC/FAM]-3* Alelos
cromosséomica
MIR146A4 ) CATGGGTTGTGTCAGTGTCAGACCTI[C/G] G: ancestral
5:160485411 1| 152910164 | 15 ) A ATTCAGTTCTTCAGCTGGGAT C: menor
MIR27A4 ) CTTAGCCACTGTGAACACGACTTGGIC/T] T: ancestral
19:13836478 15895819 GTGGACCCTGCTCACAAGCAGCTAA C: menor
MIR423 TGAGGCCCCTCAGTCTTGCTTCCTAJA/C] C: ancestral
17:301171 162
7:30117165 15650516 CCCGCGCTTGAGTTTCTCCCCGCTT A: menor
MIRI275 6:33850152 rs4713693 | GGGTAGAACCTCCTGGTCAAATTCC|[C/T] T: ancestral
' GTCAAATTCAAGACCTGAAGGAAGC C: menor

Legenda: ID SNV: identificagdo da variante de nucleotideo unico; menor: alelo minoritario na populagdo global
segundo Ensembl.org.

5.14. Quantifica¢do de citocinas por ProQuantum Immunoassay

A quantificacio das citocinas IFN-y e IL-18 foi realizada pelo método ProQuantum™
(Invitrogen), utilizando-se 2 puL das amostras de plasma sanguineo de pacientes e de controles,

conforme as instrucdes do fabricante. As amostras estavam previamente armazenadas a -20 °C.
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Este método se baseia na deteccdo de analitos através da ligacao de anticorpos conjugados com
oligonucleotideos (um anticorpo com oligonucleotideos 3’-terminal, e outro anticorpo com
oligonucleotideos 5’-terminal), que ao se ligarem no analito de interesse, sao unidos e formam
uma fita simples de 100 pb que serve de molde para a amplificacdo, e deteccdo de sinal pelo
método de qPCR. As concentragdes das citocinas foram determinadas a partir da conversao do
cycle threshold (Ct) gerado na curva de amplificacdo, para pg/mL, conforme o manual do

fabricante.

5.15. Quantificacio das citocinas por ELISA

As citocinas IL-6 e IL-1P foram quantificadas por ensaio imunoenzimatico do tipo
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) em amostras de plasma previamente
armazenadas a -20 °C, seguindo rigorosamente os protocolos fornecidos pelo fabricante. Para
a dosagem, foram utilizados kits comerciais ELISA MAX™ Deluxe Sets (BioLegend),
conforme especificagdo do fabricante. A leitura das placas foi realizada em espectrofotometro
de microplacas (Bio-Rad), utilizando filtro de 450 nm. Os valores de densidade optica obtidos
foram convertidos em concentracdes (pg/mL) a partir das curvas padrdo geradas para cada

citocina.

5.16 Analises estatisticas

As frequéncias genotipicas das variantes na populagdo investigada foram avaliadas
quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) através do software R, versao 4.4.1 (R Core
Team, 2024), usando o pacote SNPassoc, versdo 2.1-2 (SNPs-Based Whole Genome
Association Studies) (Moreno et al., 2024). Foram considerados em equilibrio as frequéncias
genotipicas que apresentaram valor de p > 0,05.

As andlises de associacdo entre os gendtipos, considerando diferentes modelos
genéticos, e a TBP, bem como entre os genotipos e a carga bacilar (classificada como
paucibacilar ou multibacilar), foram realizadas por regressao logistica, utilizando o software R,

versao 4.4.1, (www.r-project.org), o pacote SNPassoc, versao 2.1-2. O nivel de significancia

foi de p<0,05, com o intervalo de confianca de 95%. Valores de Odds Ratio (OR) inferiores a 1
foram interpretados como efeito protetor, enquanto valores superiores a 1 foram interpretados
como fator de risco. O critério de informagao de Akaike (AIC) foi utilizado para a sele¢ao do
modelo genético que melhor explica a associacdo observada, esse método considera a qualidade
de ajuste do modelo aos dados, e a sua complexidade, sendo o modelo com menor valor de AIC

considerado o mais adequado (Lucambio, 2020).
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A andlise de associacdo alélica com a doencga foi realizada por meio do teste de qui-
quadrado (i), utilizando o software GrahPadPrism (versdo 10.6.1). Também adotando-se o
nivel de significancia de p<0,05, com o intervalo de confianga de 95%.

Para as analises das concentracdes de citocinas e associacao aos diferentes genotipos,
foram aplicados testes de Andlise de Variancia ndo paramétricos, empregando o programa
GraphPadPrism (versdo 10.6.1). O nivel de significancia considerado foi de p<0,05. Essas
analises foram conduzidas com carater exploratorio e nao foram submetidas a corre¢ao para
multiplas comparagoes.

Para controle do erro do tipo I decorrente de multiplas comparagdes, foi aplicada a
correcdo de Bonferroni, considerando conjuntos independentes de analises. Nas analises de
associacao entre TBP e controles, bem como nas analises estratificadas (TBP versus contatos e
TBP versus doadores) e na andlise de associagdo com a carga bacilar, foram considerados 20
testes em cada conjunto (4 SNVs x 5 modelos genéticos), em que os valores de p obtidos
originalmente foram corrigidos pela multiplicacdo por 20. Para as analises de interacdo entre
SNVs, foram consideradas as combinacdes genotipicas par a par entre quatro variantes (3
genotipos % 3 genotipos), totalizando 54 comparacdes, sendo aplicada a corre¢dao de Bonferroni
correspondente a esse valor. Para as andlises alélicas, foram considerados quatro testes
independentes, correspondentes aos quatro SNVs avaliados, aplicando-se a correcdo de
Bonferroni pela multiplicagdo dos valores de p por 4. Valores de p corrigidos < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Caracteristicas gerais da populacio estudada

Nesta pesquisa foram inicialmente selecionadas 487 amostras de pacientes com TB,
dentre as quais 30 eram de pacientes com TB extrapulmonar, entretanto, para evitar viés nas
analises, uma vez que ha diferengas imunoldgicas entre as formas pulmonar e extrapulmonar
da doenga, optou-se por incluir no estudo somente individuos com acometimento pulmonar,

dessa forma, o grupo de pacientes analisados foi composto por 457 individuos com TBP.

Entre esses pacientes, foi possivel recuperar dados de baciloscopia de 116 individuos,
correspondendo aqueles diagnosticados por métodos convencionais como baciloscopia de
escarro, cultura e exames de imagem. Desses 116, 27 foram considerados paucibacilares e 89
multibacilares. A recuperagao parcial dos dados deve-se ao fato de que a maior parte dos casos
mais recentes foram diagnosticados pelo método molecular GeneXpert, e os dados de Ct (Cycle
Threshold) ndo sdo arquivados rotineiramente pela Policlinica Cardoso Fontes, enquanto os
pacientes mais antigos dispdem principalmente de resultados de baciloscopia registrados nos

livros de registros do LIM.

O grupo controle por sua vez, foi formado por 429 participantes, sendo 128 doadores
de sangue que relataram na triagem nao possuir histérico pessoal de TBP, ou contato com
pessoas diagnosticadas com a doenca, e 301 contatos sem TBP ativa. Ao todo 886 participantes

foram incluidos neste estudo.

A média de idade dos pacientes foi de 40,1 anos, enquanto do grupo controle a média
foi de 32,2 anos de idade. No que diz respeito ao sexo, 57,6% dos pacientes eram do sexo
masculino e 42,4% do sexo feminino, ja no grupo controle a distribui¢do foi semelhante, com
58,7% de homens e 41,3% de mulheres. Além dessas variaveis, também foram coletadas
informacdes sobre tabagismo, etilismo e vacinagdo com BCG, embora nem todos os

participantes tenham respondido essas questdes.

Entre os pacientes, 270 individuos informaram se fumam ou nao, desse total 24,8% eram
tabagistas. Essa proporcao foi superior a observada nos controles, no qual a taxa foi de 11,3%
entre os 230 que responderam sobre essa questdo. Em relacdo ao etilismo 180 pacientes
forneceram essa informacao, e 43,9% relataram fazer consumo de 4lcool, enquanto entre os 218
controles que responderam, apenas 22,9% declararam consumi-lo. Quanto a vacina¢do com

BCG, 292 pacientes informaram a situagdo vacinal, sendo 86,6% de vacinados, ja entre os 230
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controles que responderam, essa propor¢ao foi maior (94,8%). As caracteristicas gerais da

populagdo estudada estdo na Tabela 01.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos grupos estudados.

’ PACIENTES | CONTROLES

CARACTERISTICA | (n=457), (n=429), OR 95% CI p-valor
completude completude

IDADE (anos) 100% 100% ] ) <0.0001

(média+DP) 40,1+13,9 32,2+11,4

SEXO 100% 100%

Masculino n. (%) 263 (57,6%) | 252 (58,7%) 0,95 0,73 - 1,25 0,7193

Feminino n. (%) 194 (42,4%) 177 (41,3%)

TABAGISMO 59,1% 53,6%

Sim n. (%) 67 (24,8%) 26 (11,3%) 2,59 | 1,57-420 0,0001

Nio n. (%) 203 (75,2%) | 204 (88,7%)

ETILISMO 39,4% 50,8%

Sim n. (%) 79 (43,9%) 50 (22,9%) 2,63 | 1,71-4,01 <0,0001

Nio n. (%) 101 (56,1%) | 168 (77,1%)

VACINACAO BCG 63,9% 53,6%

Sim n. (%) 253 (86,6%) | 218(94.8%) | 0,36 | 0,19-0,70 0,0019

Nio n. (%) 39 (13,4%) 12 (5,2%)

Legenda: As associac¢do entre sexo, tabagismo, etilismo e BCG entre pacientes e controles foram avaliadas pelo
teste de qui-quadrado (¥2). A comparagdo das idades entre os grupos foi realizada pelo teste Mann-Whitney.
Valores p<0,05 foram considerados significativos e destacados em negrito. OR: odds ratio; IC95%: intervalo de
confianga de 95%. Completude refere-se a proporgdo de individuos com informagao disponivel para cada variavel

em relagdo ao total de participantes de cada grupo.

No grupo de individuos com TB, 444 participantes informaram sua naturalidade.
Desses, 385 eram provenientes do estado do Amazonas (86,7%) sendo a maioria natural da
capital Manaus (232 individuos; 60,3%), enquanto os demais eram oriundos do interior do
estado. Além disso 40 pacientes (9,0%) declararam ser do estado do Pard, e 19 eram naturais
de outros estados, correspondendo a 4,3% do total pacientes. Quanto a naturalidade dos
participantes do grupo controle, foi possivel obter essa informagdo apenas para os contatos
saudaveis. Entre eles, 228 declararam ser naturais de municipios do Amazonas (75,7%), sendo
173 provenientes de Manaus e 55 do interior do estado. Os demais participantes do grupo

controle (24,3%) eram oriundos de outros estados.

Quanto ao sexo dos participantes, embora nao tenha havido diferenca estatisticamente

significativa entre o grupo de pacientes e o grupo controles, a maioria dos casos de TBP
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incluidos neste estudo sdo em homens (57,6%). Dados epidemiologicos diversos confirmam
esse perfil que indica que a maioria dos casos de tuberculose, em geral, ocorrem em homens.
Segundo dados da Organizacdo Mundial de Sauade, em 2024, cerca de 54%, ou
aproximadamente 5,8 milhdes dos casos de tuberculose ocorreram em homens adultos (maiores
que 15 anos de idade), enquanto 35%, ou aproximadamente 3,7 milhdes ocorreram em mulheres

adultas (WHO, 2025).

No Brasil, dados do Ministério da Saude apontam que dos mais de 84 mil novos casos
de tuberculose detectados em 2024 no pais, cerca de 57 mil foram diagnosticados em homens
(68,2%), enquanto aproximadamente 26,7 mil (31,8%) foram em mulheres (Brasil, 2025).
Localmente, dados disponibilizados pela Fundagdo de Vigildncia em Saude do Amazonas,
informam que no ano de 2025, 64,6% dos novos casos de TB foram diagnosticados em homens,
ao passo que 35,4% foram registrados em mulheres. J& em Manaus, uma das capitis lideres em
incidéncia de TB no Brasil no ano de 2024, 64,7% dos novos casos de TB registrados em 2025

foram em individuos do sexo masculino (FVS-RCP, 2025).

Essa ligacdo da TB com o sexo masculino pode ser atribuida a alguns fatores, desde
aspectos biologicos, como caracteres genéticos € hormonais inerentes ao sexo masculino
(Dabitao; Bishai, 2023), até questdes socioculturais e comportamentais da nossa sociedade, por
exemplo, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, os homens compdem a maior
parte da forga de trabalho no Brasil (Brasil, 2024), o que os coloca em maior risco de contato
com o bacilo da TB nos diferentes ambientes em que circula, como transportes publicos,
terminais de Onibus, entre outros tipos de aglomeragdes. Além disso, praticas de risco para a
TB como tabagismo e etilismo sdo mais praticados por homens em comparacdo as mulheres
(Margoa et al., 2018). Dessa maneira, € possivel que esse conjunto de fatores ajudem a entender,
ainda que em partes, porque em todo o mundo mais casos de TB ocorrem em homens do que

em mulheres.

Em nosso estudo, houve diferenca significativa entre os grupos no que diz respeito a
idade. A idade mais elevada foi no grupo de pacientes (média de 40,1 anos) e esta de acordo
com outros dados epidemiologicos publicados no mundo. Dados da WHO (2025) apontam que
os novos casos de TB diagnosticados em 2024 foram mais prevalentes na faixa etaria entre 25
e 54 anos de idade, sendo que 89% dos casos ocorreram em adultos (maiores que 15 anos de
idade) (WHO, 2025). No Brasil as faixas etarias mais acometidas foram, respectivamente, de

20-34 anos, seguidas da faixa de 35-49 anos (Brasil, 2025). No Amazonas, ¢ em Manaus, as
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faixas mais acometidas pelos novos casos de TB sao de 20-39 anos, seguido da faixa de 40-59

anos, respectivamente (FVS-RCP, 2025).

Esses dados reforcam que a TB ¢ principalmente associada aos individuos em idade
economicamente ativa (Brasil, 2025), por conta da maior exposicdo ao agente etioldgico nos
ambientes de transporte, trabalho, entre outros contextos de aglomerac¢ao. A maior concentragao
de casos de TB em adultos também pode ser explicada pelo desenvolvimento de infec¢des
latentes ao longo da vida, associada ao declinio progressivo do sistema imunoldgico, que
favorece a reativacdo do M. tuberculosis e a progressdo para a doenca ativa. Esse declinio
imunoldgico acomete diversos setores da imunidade, especialmente os linfocitos T, que sdo

essenciais para a resposta e controle do bacilo (Caraux-Paz et al., 2021; Olmo-Fontéanez et al.,

2022).

O tabagismo (p = 0,0001; OR=2,59; IC95% = 1,57-4,20) e o etilismo (p <0,0001; OR=
2,63; 1C95% = 1,71-4,01) foram detectados no presente estudo como fatores de risco ao
desenvolvimento de TB. E amplamente conhecido que tanto o consumo de 4lcool quanto de
cigarro pode favorecer o desenvolvimento da TB, em que varios estudos identificaram a
associa¢do do consumo dessas substancias com o desenvolvimento da doenga inclusive aqui no

Brasil (Barletta-Naveca et al., 2016; Silva et al., 2017; Navya et al., 2019).

Possivelmente a associacao dessas praticas com o desenvolvimento da TB ocorre em
razao dos prejuizos imunoldgicos causados pela acao do alcool e dos componentes quimicos
do cigarro, que podem favorecer o bacilo ao causar prejuizos no sistema imune dos individuos,
por exemplo, o dlcool é capaz de diminuir a sobrevivéncia e a funcionalidade de células
imunologicas (Szabo; Saha, 2015). Enquanto o tabagismo pode diminuir o clearance
mucociliar de microrganismos, além de prejudicar nos macrofagos a fusao do fagossomo com
o lisossomo, reduzindo o poder de eliminagdo do bacilo por parte desse fagocito (Chan et al.,
2014; Strzelak et al., 2018). Paralelamente, o tabagismo tem sido associado ao desbalango da
polarizacdo M1-M2 dos macrofagos alveolares, onde a exposicao ao fumo ¢ capaz de diminuir
a expressao de genes do fendtipo M1, essenciais para a resposta anti-TB, seguido de aumento

da expressao de genes do fendtipo M2 (permissivos ao bacilo) (Shaykhiev et al., 2009).

Em relagdo a vacinacao BCG (p = 0,0019; OR= 0,36; 1C95% = 0,19-0,70), ainda que
tenha sido identificado um efeito protetor dessa vacina contra a TB no presente estudo, ¢
necessario destacar a real indica¢do dessa vacina que tem sua administracdo recomendada em
criangas de até 5 anos com o objetivo de prevenir formas graves da TB como a meningite
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tuberculosa e TB miliar, ndo possuindo eficacia elevada na prevencdo das formas mais comuns

de TB como a forma pulmonar em adultos (Sociedade Brasileira de Imunizagdes, 2021).

A diferenga na eficiéncia da vacina de BCG contra TBP entre adultos e criancas esta
associada principalmente as diferencas imunologicas entre esses dois grupos. Nas criangas a
BCG induz uma resposta imune robusta tipo Thl, caracterizada pela ativagdo de linfocitos T
CD4", produgio de IFN-y e ativagdo de macrofagos. Em adultos a resposta vacinal pode ser
atenuada por fatores como a exposi¢ao prévia a micobactérias ndo tuberculosas, bem como em
razdo do envelhecimento imunologico, que possui uma capacidade menor de produgdo de
células T de memoéria, o que compromete a durabilidade e a intensidade da prote¢ao conferida
pela BCG. Em individuos idosos esse cenario ¢ agravado em razdo do processo de

imunossenescéncia (Naqvi et al., 2024).

Entretanto, uma vez que a TB ¢ uma doenga multifatorial (incluindo fatores sociais,
bioldgicos e ambientais), a vacina de BCG pode, em conjunto com demais fatores, contribuir
para que individuos imunizados possam ter uma prote¢ao maior contra o desenvolvimento de
TB. Isso ocorre porque a BCG ¢ capaz de induzir respostas imunes tanto inatas quanto
adaptativas, promovendo a ativacdo de macrofagos, células dendriticas e linfocitos T com
producdo de citocinas essenciais para o controle do M. tuberculosis. Além disso, evidéncias
demonstram que a BCG pode induzir um estado de imunidade treinada, caracterizado por
reprogramagdo epigenética de células da imunidade, que contribui para respostas mais rapidas
e eficazes em face de infecgdes repetidas. Ou seja, mesmo que ndo produza protecao duradoura
contra a TB, essa vacina pode modular a resposta imune do hospedeiro, reduzindo a
probabilidade de desenvolvimento de doenga ativa, e contribuindo em parte para desfechos

mais favoraveis (Naqvi et al., 2024).
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6.2. Analise das variantes génicas

Na genotipagem da variante rs6505162 todas as 457 amostras do grupo de pacientes
amplificaram adequadamente. No grupo controle, 427 das 429 amostras apresentaram
amplificacdo, resultando em um total de 884 genodtipos obtidos para essa variante (rendimento
de 99,8%). Para as variantes rs4713693, rs2910164 ¢ rs895819 todas as amostras de pacientes
e controles amplificaram (100%). Os gendtipos de cada amostra foram definidos segundo as

curvas de amplificacdo geradas (Figuras 01, 02, 03 e 04).

A partir dos resultados das genotipagens, foram realizadas as analises de associagao
considerando os diferentes modelos genéticos, bem como a anélise de associacao entre os alelos
das variantes e a TBP. Além disso, avaliou-se a possivel associa¢do entre os gendtipos dos SNVs

e a forma multibacilar da doenga.

Tanto o grupo controle, quanto o de pacientes de todas as variantes estudadas estavam
em equilibrio de Hardy-Weinberg (p-EHW>0,05) (Quadro 03), indicando que a amostragem
foi adequada para a realizac¢ao das analises de associagdo. A presencga de amostras em equilibrio
sugere auséncia de distor¢des importantes nas frequéncias dos genotipos, ocasionadas, por
exemplo, por erros de genotipagem e problemas de selecdo de participantes, como na inclusao

de individuos oriundos de pools genéticos diferentes (Saadat, 2024).

Quadro 3. Avaliagdo do Equilibrio de Hardy Weinberg (p-EHW) dos grupos de controles e de pacientes para as
variantes estudadas.

SNV p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor Casos
(Todos) Controles contatos sem TB doadores TBP
rs6505162 0.5006 0,6977 0,8173 0,7211 0,6400
rs4713693 0.4912 0,2060 0,3824 0,4285 09115
rs2910164 0.7621 1,0000 0,8981 0,8453 0,6695
rs895819 0.2906 1,0000 0,5188 0,4478 0,1351

Legenda: Resultado do teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para as variantes genéticas estudadas. O
HWE foi avaliado no conjunto total de participantes, no grupo controle, e, separadamente, nos contatos saudaveis,
nos doadores, e nos casos de TBP. Todas as variantes apresentaram p > 0,05 em todos os grupos, indicando auséncia

de desvio do equilibrio.
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Figura 1. Curvas de amplificacdo geradas para a variante rs6505162.
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Legenda: Curvas de amplificagdo geradas para a variante 1s6505162. (A) Curvas de amplificagdo geradas para

varias amostras de uma placa de 96 pocos; (B) Curva de amplifica¢do do gendtipo heterozigoto (A/C); (C) Curva

de amplifica¢do do gendtipo homozigoto para o alelo C (C/C); (D) Curva de amplificagdo do gendtipo homozigoto

para o alelo A (A/A).
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Figura 2. Curvas de amplificacdo geradas para a variante rs4713693.
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Legenda: Curvas de amplificagdo geradas para a variante 1s4713693. (A) Curvas de amplificagdo geradas para
varias amostras de uma placa de 96 pogos; (B) Curva de amplificagdo do gendtipo heterozigoto (C/T); (C) Curva
de amplifica¢do do genotipo homozigoto para o alelo T (T/T); (D) Curva de amplificacdo do genodtipo homozigoto

para o alelo C (C/C).
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Figura 3. Curvas de amplificacdo geradas para a variante rs2910164.
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Legenda: Curvas de amplificagdo geradas para a variante rs2910164. (A) Curvas de amplificagdo geradas para
varias amostras de uma placa de 96 pocos; (B) Curva de amplificagdo do gendtipo heterozigoto (C/G); (C) Curva
de amplificacdo do genotipo homozigoto para o alelo G (G/G); (D) Curva de amplificagdo do gendtipo

homozigoto para o alelo C (C/C).
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Figura 4. Curvas de amplificacdo geradas para a variante rs895819.
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Legenda: Curvas de amplificagdo geradas para a variante rs895819. (A) Curvas de amplificagdo geradas para
varias amostras de uma placa de 96 pogos; (B) Curva de amplificagdo do gendtipo heterozigoto (C/T); (C) Curva
de amplificacdo do genotipo homozigoto para o alelo T (T/T); (D) Curva de amplificagdo do gendtipo homozigoto

para o alelo C (C/C).

Embora os ensaios de genotipagem por sondas TagMan utilizem sondas alelo-
especificas, ¢ importante considerar que as diferentes sondas para cada alelo de um SNV
diferem entre si apenas em uma Unica base nitrogenada, enquanto o restante da sequéncia
flanqueadora ¢ idéntica. Dessa forma, segundo informagdes disponibilizadas pela Thermo
Fisher Scientific (2014), dependendo do contexto da sequéncia ao redor da variante, pode
ocorrer ligacdo residual da sonda ndo correspondente ao alelo presente, resultando em uma
amplificacdo de menor intensidade desse fluor6foro, mesmo em amostras homozigotas. Isso
ocorre em menor ou maior grau para cada sonda, dependo das caracteristicas quimicas da

sequéncia, por exemplo, o contetido de GC e a posicao da base polimoérfica na sequéncia.
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Nesse contexto, a amplificagdo da sonda ndo correspondente tende a ser fraca ou
residual, enquanto a fluorescéncia correspondente ao alelo verdadeiro apresenta um sinal mais
forte e predominante. Assim, a defini¢do do gendtipo ndo se baseia na auséncia absoluta do
sinal da sonda oposta, mas na razao da intensidade dos fluor6foros e na formagao de clusters
(Thermo Fisher Scientific, 2014). E por essa razio que na amplificagio dos SNVs rs4713693,
rs2910164 e rs895819 pode-se observar a presenca de curvas residuais nas amostras
homozigotas exemplificadas nas Figuras 02, 03 e 04, respectivamente, ao passo que, nas curvas
de amplificacdo do alelo rs6505162, podemos observar que as amplificacdes residuais

apresentam fluorescéncia menos significativa.

6.2.1. Analise da variante rs6505162

Apds ajuste pelas varidveis sexo e idade, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nas distribuigdes genotipicas do SNV rs6505162 entre os grupos
controle e pacientes, resultado que permaneceu nao significativo apos corre¢io para multiplas
comparagdes pelo método de Bonferroni (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados das andlises de associagdo do SNV rs6505162 com TBP segundo diferentes modelos
genéticos, apos o ajuste por “sexo” e “idade” e valor de p com e sem correcdo de Bonferroni.

Controles TBP - - - .

Modelo n (%) n (%) OR (IC95%)™ Vall:)r"“1j Valf;r"‘"‘f AlC
Codominante
C/C 116 (27,2) 118 (25,8) | 1,00 0.9087 1.000 1154.1
A/C 218 (51,1) 234 (51,2) | 0,99 (0,71-1,37) ’ ’ ’
A/A 93 (21,8) 105 (23,0) | 1,06 (0,72—-1,58)
Dominante
Cc/C 116 (27,2) 118 (25,8) | 1,00 0,9567 1,000 1152,3
A/C-A/A 311 (72,8) 339 (74,2) | 1,01 (0,74-1,38)
Recessivo
C/C-A/C 334 (78,2) 352(77,0) | 1,00 0,6684 1,000 1152,1
A/A 93 (21,8) 105 (23,0) | 1,08 (0,77-1,50)
Overdominante
C/C-A/A 209 (48,9) 223 (48,8) | 1,00 0,7571 1,000 1152,2
A/C 218 (51,1) 234 (51,2) | 0,96 (0,73-1,26)
Log-aditivo
0,1,2 427 (48,3) 457 (51,7) | 1,03 (0,84-1,26) 0,719 1,000 11522

Legenda: TBP: tuberculose pulmonar; OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianga de 95%; AIC: Akaike

information criterion; adj: valores ajustados pelas variaveis “sexo” e “idade”; p-valor®™': valor de p ap6s correcio

de Bonferroni.

Também foi testada separadamente a possivel associa¢do desse SNV com os dois

subgrupos que compdem o grupo controle: contatos sem TBP e doadores. Da mesma forma que
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na analise conjunta dos controles, ndo foi observada associagdo significativa em nenhuma

dessas comparagdes (Tabela 03).

Tabela 3. Resultados das analises de associagdo do SNV rs6505162 com TBP, considerando separadamente os
subgrupos controle (contatos saudaveis e doadores), com valores ajustados por “sexo” e “idade” e valor de p
corrigido por Bonferroni.

Modelo TBP Contatos OR(IC95%) p-valor p- Doadores OR((IC95%) p-valor D-
n (0/0) n (0/0) Contatos Contatos Valorbnnf n (%) Doadores Doadores Valorbonf

Codominante N=457 N=299 N=128
C/C 118 (25,8) | 78 (26,1) | 1,00 38 (29,7) | 1,00
A/C 234 (51,2) | 152(50,8) | 0,97 (0,67-1,39) 0,9829 1,000 66 (51,6) | 1,10 (0,68-1,77) 0.6132 1,000
A/A 105 (23,0) | 69 (23,1) | 0,98 (0,63-1,52) 24 (18,8) | 1,34 (0,74-2,43)
Dominante
Cc/C 118 (25,8) | 78 (26,1) | 1,00 0,8637 1,000 38(29,7) | 1,00 0,5053 1,000
A/C-A/A 339 (74,2) | 221(73,9) | 0,97 (0,69-1,37) 90 (70,3) | 1,17 (0,74-1,83)
Recessivo
C/C-A/C 352 (77,0) | 230(76,9) | 1,00 0,9909 1,000 104 (81,2) | 1,00 0,3646 1,000
A/A 105 (23,0) | 69 (23,1) | 1,00 (0,70-1,44) 24 (18,8) | 1,26 (0,76-2,10)
Overdominante
C/C-A/A 223 (48,8) | 147 (49,2) | 1,00 0,8727 1,000 62 (48,4) | 1,00 0,8859 1,000
A/C 234 (51,2) | 152 (50,8) | 0,98 (0,72-1,32) 66 (51,6) | 0,97 (0,65-1,46)
g‘;gz'ad"‘v“ 457 | 299(39.,6) | 0,99 (0,80-1,23) | 0,9198 1,000 | 128(21,9) | 1,15(0,86-1,55) | 0,3382 | 1,000

Legenda: TBP: tuberculose pulmonar; OR: odds ratio; [C95%: intervalo de confianca de 95%. A tabela apresenta
os resultados das analises de associacdo do SNV rs6505162 com os subgrupos do grupo controle analisados

separadamente: contatos saudaveis ¢ doadores. Os valores apresentados ja sdo ajustados pelas variaveis “sexo” e

“idade”; p-valor®: valor de p apés correcdo de Bonferroni.

Na andlise realizada para verificar se algum gendtipo ou modelo genético estaria
associado a carga bacilar, ndo foi identificada qualquer associagdo entre esse SNV e o padrdo

da baciloscopia (Tabela 04).
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Tabela 4. Associacdo do SNV rs6505162 com a carga bacilar sob diferentes modelos genéticos, com valores de p
antes e apos correcao de Bonferroni.

Modelo P ““If‘(t(’,zc)“ar M“:‘(lf,zc)‘lar OR(IC95%) | p-valor | b | AIC
Codominante
C/C 10 (37,0) 25 (28,1) 1,00
A/C 11 (40,7) 44 (49,4) 1,60 (0,60—4,29) 0,6483 1,000 1310
A/A 6(22,2) 20 (22,5) 1,33 (0,41-4,30)
Dominante
C/C 10 (37,0) 25 (28,1) 1,00 0,3811 1,000 129,1
A/C-A/A 17 (63,0) 64 (71,9) 1,51 (0,61-3,73)
Recessivo
C/C-A/C 21 (77,8) 69 (77,5) 1,00 0,9782 1,000 129,9
A/A 6(22,2) 20 (22,5) 1,01 (0,36-2,86)
Overdominante
C/C-A/A 16 (59,3) 45 (50,6) 1,00 0,4266 1,000 129,2
A/C 11 (40,7) 44 (49,4) 1,42 (0,59-3,40)
Log-aditivo
0,1,2 27 (23,3) 89 (76,7) 1,19 (0,65-2,18) 0,5607 1,000 1295

Legenda: OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianga de 95%; AIC: Akaike information criterion. O modelo

estatistico considerou a forma multibacilar como desfecho, tendo a forma paucibacilar como referéncia. Os valores

de OR indicam o risco de ser multibacilar segundo cada modelo genético; p-valor®™': valor de p apds corregdo de

Bonferroni.

A variante rs6505162 estd localizada no pré-miR-423, um miRNA previamente
implicado na modulagdo da autofagia na infeccdo pelo M. tuberculosis (Tu et al., 2019), além
de ter sido encontrado superexpresso em pacientes com tuberculose (Hashimoto et al., 2020;
Hurtado et al., 2024). Estudos realizados com a populacdo amazonica (Pard) associaram a
variante rs6505162 tanto com a protecdo contra a TBP (Leal et al., 2022), quanto com o risco
de desenvolvimento de TB multidroga resistente (Athayde et al., 2024), sugerindo um papel

complexo dessa variante no contexto da doenca.

Considerando o aspecto funcional, poderia se esperar que o alelo C pudesse conferir
algum grau de prote¢do contra a tuberculose, uma vez que esse alelo foi associado a menor
producdo do miR-423 maduro (Su et al., 2015), e que 0o miR-423 ¢ capaz de favorecer a infecgao
pelo M. tuberculosis ao prejudicar a maturagao do autofagossomo (Tu et al., 2019). No entanto,
no presente estudo ndo foi encontrada associagdo entre a variante rs6505162 e a tuberculose
pulmonar na populagdo estudada, em nenhum dos modelos genéticos avaliados, assim como no
trabalho de Zhang et al. (2021b), o qual também nao identificou associa¢do dessa variante com

a tuberculose pulmonar em individuos recrutados na China.

Quanto a anélise de associa¢do de rs6505162 com a carga bacilar (paucibacilar ou

multibacilar), também nao foram identificadas associagdes com essa caracteristica clinica no
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presente estudo. Embora um estudo tenha identificado que o alelo C dessa variante contribui
para um melhor clearance viral em individuos infectados com HBV (Al-Qahtani et al., 2017),
esses achados nao foram reproduzidos no contexto da tuberculose pulmonar. Essa diferenca
pode ser explicada, em partes, por fatores populacionais, uma vez que o trabalho de Al-Qahtani
et al. foi realizado com pacientes iranianos, e, principalmente, pelas diferentes entidades
clinicas envolvidas, ja que os efeitos de SNVs sobre fenotipos sdo altamente dependentes tanto

da populagdo de estudo quanto do agente etiologico analisado.

Apesar de o estudo de Leal et al. (2022) ter identificado associagdo de rs6505162 com
a TBP em individuos recrutados no Para, uma populacio geograficamente proxima a estudada
na presente tese, os resultados foram distintos. Uma possivel explicagdo refere-se a diferencas
no desenho do estudo, incluindo tamanho amostral, pois no trabalho de Leal et al. (2022) foram
incluidos 190 pacientes com tuberculose, e 172 individuos do grupo controle, enquanto em
nesse estudo, foram incluidos 457 pacientes e 427 individuos no grupo controle, o que pode

impactar as analises de associagao e os resultados obtidos.

Além do tamanho amostral, outras causas que podem interferir na reprodutibilidade de
estudos de associagdo genética incluem falhas técnicas como erros de genotipagem ou de
classificagdo dos individuos nos grupos analisados. Ademais, fatores populacionais e
contextuais também podem impactar na reprodutibilidade, por exemplo, o efeito de um SNV,
mesmo que verdadeiramente associado com uma determinada doenga, pode depender de
interacdes com outros genes, que, caso possuam uma frequéncia diferente entre as populagoes,
resulta em achados diferentes, além disso, a interacdo gene/ambiente também pode ocorrer,
onde o efeito de um determinado SNV s6 ocorre sob certas condi¢des ambientais (Li; Meyre,

2012).

6.2.2. Analise da variante rs4713693

Ao se considerar os genotipos obtidos apos o ajuste pelas varidveis “sexo” e “idade”,
foi observado uma associagao inicial nos modelos dominante (p = 0,0278; OR=0,73; IC95% =
0,55-0,97) e log-aditivo (p = 0,0291; OR = 0,79; 1C95% = 0,64-0,98). Entretanto, apds a
aplicacdo da correcao de Bonferroni, essas associagcdes ndo permaneceram estatisticamente

significativas (Tabela 05).
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Tabela 4. Resultados das andlises de associacdo do SNV rs4713693 com TBP segundo diferentes modelos
genéticos, apos o ajuste por “sexo” e “idade” e valor de p com e sem correcdo de Bonferroni.

Modelo COI:'IE/‘:I;S nT(]f/l:) OR (IC95%)1 | al’:)radj valocbont | AICH
Codominante
T/T 174 (40,6) 224 (49,0) | 1,00 0.0798 1.000 1150.8
C/T 208 (48,5) 191 (41,8) | 0,75 (0,56—1,00) ’ ’ ’
C/C 47 (11,0) 42 (9,2) 0,67 (0,41-1,08)
Dominante
T/T 174 (40,6) 224 (49,0) | 1,00 0,0278 0,556 1149,0
C/T-C/C 255 (59,4) 233 (51,0) | 0,73 (0,55-0,97)
Recessivo
T/T-C/T 382 (89,0) 415 (90,8) | 1,00 0,2680 1,000 1152,6
C/C 47 (11,0) 42 (9,2) 0,77 (0,48-1,22)
Overdominante
T/T-C/C 221 (51,5) 266 (58,2) | 1,00 0,1254 1,000 1151,5
C/T 208 (48,5) 191 (41,8) | 0,80 (0,61-1,06)
Log-aditivo 0.582
0,1,2 429 (48,4) 457 (51,6) | 0,79 (0,64—0,98) 0,0291 ’ 1149,1

Legenda: TBP: tuberculose pulmonar; OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianga de 95%; AIC: Akaike

information criterion; adj: valores ajustados pelas varidveis “sexo” e “idade”; p-valor®™": valor de p apds corregdo

de Bonferroni.

Realizou-se posteriormente a analise comparando individualmente o grupo de pacientes
com cada um dos dois subgrupos que compdem os controles: contatos e doadores. Observou-
se um padrao inicial de associacdo na comparagdo entre pacientes € contatos nos modelos
codominante (OR =0,69; IC95%: 0,50-0,96; p = 0,0413), dominante (OR = 0,68; 1C95%: 0,50—
0,92; p = 0,0132) e log-aditivo (OR = 0,75; 1C95%: 0,59-0,95; p = 0,0149); entretanto, essas
associagcdes ndo permaneceram significativas apos a correcdo de Bonferroni. Também nao

foram observadas associa¢des na comparagdo entre pacientes e doadores (Tabela 6).
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Tabela 5. Resultados das andlises de associacdo do SNV rs4713693 com TBP, considerando separadamente os
subgrupos controle (contatos saudaveis e doadores), com valores ajustados por “sexo” e “idade” e valor de p
corrigido por Bonferroni.

Modelo TBP n Contatos ORIC95%) p-valor - Doadores n ORIC95%) p-valor -
(%) n (0/0) Contatos Contatos valorhonl (%) Doadores Doadores Valorbonl

Codominante N=457 N=301 N=128
T/T 224 (49,0) | 120(39,9) | 1,00 54 (42,2) 1,00
C/T 191 (41,8) | 146 (48,5) | 0,69 (0,50-0,96) 0,0413 0.826 62 (48,4) 0,82 (0,54-1,27) 0,6593 1,000
C/C 42 (9,2) 35(11,6) | 0,61(0,36-1,04) 12 (9,4 0,83 (0,40-1,74)
Dominante,
T/T 224 (49,0) | 120(39,9) | 1,00 0.0132 0,264 54 (42,2) 1,00 0,3616 1,000
C/T-C/C 233 (51,0) | 181(60,1) | 0,68 (0,50-0,92) i 74 (57,3) 0,83 (0,55-1,25)
Recessivo
T/T-C/T 415 (90,8) | 266 (88,4) | 1,00 0,2279 1,000 116 (90,6) | 1,00 0,8122 1,000
C/C 42 (9,2) 35(1,6) | 0,73 (0,44-1,21) 12 (9,4 0,92 (0,45-1,85)
Overdominante
T/T-C/C 266 (58,2) | 155(51,5) | 1,00 0,0808 1,000 66 (51,6) 1,00 0,4382 1,000
C/T 191 (41,8) | 146 (48,5) | 0,76 (0,56-1,03) 62 (48,4) 0,85 (0,57-1,28)
g‘;gz'ad"‘v“ 457 | 301(39,6) | 0,75 (0,59-0,95) | 0,0149 | 0298 | 128(21,9) | 0,88 (0,64-120) | 04178 | 1,000

Legenda: TBP: tuberculose pulmonar; OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianga de 95%. A tabela apresenta
os resultados das analises de associacdo do SNV rs4713693 com os subgrupos do grupo controle analisados
separadamente: contatos saudaveis ¢ doadores. Os valores apresentados ja sdo ajustados pelas variaveis “sexo” e

“idade”; p-valor®: valor de p apés correcdo de Bonferroni.

Em seguida foi realizada a analise dessa variante para avaliar sua possivel associacao

com a carga bacilar, e verificou-se que essa associagao nao ocorre (Tabela 7).

Tabela 6. Associagdo do SNV rs4713693 com a carga bacilar sob diferentes modelos genéticos, com valores de
p antes e apés corregdo de Bonferroni.

Modelo Pa“:‘(tf,zc)‘lar M“:‘(lf,zc)‘lar OR (1C95%) vzl:lor valomont | AIC
Codominante
T/T 12 (44.,4) 46 (51,7) | 1,00
C/T 10 (37,0) 35(39.3) | 0.91(0,35-2,35) | &H70 | 1,000 130.1
c/C 5(18,5) 8(9,0) | 042(0,12-1,51)
Dominante
T/T 12 (44.,4) 46 (51,7) | 1,00 0,5095 | 1,000 129,4
C/IT-C/C 15 (55.,6) 43 (48,3) | 0,75 (0,31-1,78)
Recessivo
T/T-C/T 22 (81,5) 81(91,0) | 1,00 0,1910 | 1,000 128,2
c/C 5(18,5) 8(9,0) | 043(0,13-1,46)

Overdominante
T/T-C/C 17 (63,0) 54(60,7) | 1,00 0,8304 | 1,000 129,8
C/T 10 (37,0) 35(39,3) | 1,10 (0,45-2,68)
gzgz'ad‘t‘v" 27 (23,3) 89 (76,7) | 0,70 (0,38-1,30) | 02667 | 1,000 | 128,6

Legenda: OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianga de 95%; AIC: Akaike information criterion. O modelo
estatistico considerou a forma multibacilar como desfecho, tendo a forma paucibacilar como referéncia. Os valores
de OR indicam o risco de ser multibacilar segundo cada modelo genético; p-valor®: valor de p apés correcio de

Bonferroni.
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A variante 154713693 esta no enhancer que interfere na expressao do miR-1275. Esse
miRNA ja foi encontrado superexpresso em cultura de macrofagos infectados com M.
tuberculosis (Das et al., 2013). Apesar de limitados estudos envolvendo esse miRNA e a
tuberculose, um trabalho realizado com modelo de infec¢do por Influenza A mostrou que o
miR-1275 ¢ capaz de modular negativamente a via de sinalizagao envolvendo MAPK3 e IRAK,

comprometendo a inflamagao (Buggele et al., 2012).

Em canceres o miR-1275 tem sido implicado em vias de sinalizagdo como MAPK,
ERK/JNK e Wnt, influenciando processos como apoptose, proliferacdo celular e progressao
tumoral (Chong et al., 2022). Tais vias, também estdo relacionadas com a TBP, por interferirem
na produgao de citocinas-chave, como IL-1p, TNF e IL-6, IL-12 e IFN-y, além de promover a

apoptose de macréfagos infectados por M. tuberculosis (Villasenor et al., 2017).

Ja em um estudo com cancer pancreatico, foi identificado que ambientes de hipoxia
reduzem a produgdo de miR-1275 em células Natural Killers (NK-92), o que leva a redugdo da
atividade citotoxica dessas células, com a diminui¢ao da produgdo de IFN-y, TNF-a e perforina
nessas células (Ou et al., 2023). Esses achados apresentam caracteristicas paralelas com a TBP,
pois a hipoxia também ¢ uma caracteristica das lesdes granulomatosas do tecido pulmonar,
causado pelo M. tuberculosis, além disso, a acdo das células NK sdo fundamentais para o

controle da infec¢ao.

Nas andlises ajustadas do presente estudo, encontrou-se associagdo do alelo C com
protecdo no modelo genético dominante (C/T+C/C vs. T/T) contra a TBP (p = 0,0278; OR =
0,73; 95%IC = 0,55— 0,97), o que indica que os portadores de pelo menos uma copia do alelo
C teriam uma reducao de 27% na odds de desenvolverem a doenga em comparagdo com os nao
portadores. Esse foi o modelo genético que melhor explicou a associagdo, por apresentar o
menor valor de AIC entre os modelos avaliados (AIC: 1149,0). Além disso, no modelo log-
aditivo também foi encontrada associagdo com protecao contra a TBP (p = 0,0291; OR =0,79;
95%IC = 0,64-0,98). Entretanto, ap6s a aplicacdo da correcao de Bonferroni, essas associacoes

ndo permaneceram estatisticamente significativas.

No modelo dominante os portadores de pelo menos uma cépia do alelo de menor
frequéncia sao agrupados, e comparados aos homozigotos do alelo de referéncia, indicando que
uma unica copia do alelo ¢ suficiente para influenciar o risco a doenca. Ja o modelo log-aditivo
assume que cada copia a mais do alelo de menor frequéncia (0, 1, 2) aumenta ou diminui a log-
odds de desenvolver a doenca (Zeng et al., 2015; Liu et al., 2021Db).
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Embora a associacdo com efeito protetor do alelo C tenha sido observado nos modelos
dominantes e log-aditivo, essa associa¢do ndo foi detectada no modelo recessivo e nao se
manteve apos a correcdo para multiplas comparagdes. No modelo dominante, com o
agrupamento dos heterozigotos e homozigotos do alelo C, ocorre o aumento do poder estatistico
da anélise. Por sua vez, 0o modelo recessivo compara exclusivamente os individuos homozigotos
C/C com os portadores do alelo T (T/T+C/T), diminuindo o poder estatistico, pela baixa
frequéncia do gendtipo C/C na populagao estudada. Além disso, € possivel que o efeito de
protecao se manifeste predominantemente em heterozigose, ¢ a adigao de uma segunda copia
do alelo C nao resulte em um efeito mais potente. Nesse contexto, o modelo log-aditivo é capaz
de perceber principalmente a diferenc¢a entre T/T (0) e C/T (1). Mesmo que o efeito C/C (2) nao
seja tdo forte, o fato de o heterozigoto ja apresentar protecdo permite que esse modelo detecte

a associacdo (Zeng et al., 2015; Liu et al., 2021b).

Na comparagdo separada entre pacientes e contatos sem TBP, observou-se um padrao
inicial de associagdo com protecdo, além dos modelos previamente citados nas analises gerais
(dominante e log-aditivo), também no modelo codominante (T/C vs. T/T) (p = 0,0413; OR =
0,69 95%IC = 0,50-0,96), ressaltando o papel do genotipo heterozigoto na modulagdo do efeito
exercido por essa variante. Entretanto, apos a correcdo de Bonferroni, essas associagdes nao
permaneceram significativas. Também nenhuma associacdo foi observada na andlise
comparativa entre pacientes e doadores de sangue, em nenhum dos modelos testados, esse fato
pode ter ocorrido pois o subgrupo de doadores era menor (n = 128) o que impacta os resultados
obtidos nas analises de associagdo por reduzir o poder estatistico. Além disso, diferentemente
dos contatos sem TBP, que apresentam exposicao conhecida ou provavel ao bacilo, os doadores
representam uma populagdo sem historico de contato documentado ao M. tuberculosis. Dessa
forma, caso o efeito protetor do alelo C esteja relacionado a resposta do hospedeiro frente a
infeccdo ou a progressdo da doenga apds exposicdo, a comparacdo com individuos

possivelmente ndo expostos pode prejudicar a detec¢do da associacdo genética.

Esse conjunto de achados permite hipotetizar que a presenca do alelo C na regido do
DNA indutora da expressao do miR-1275, poderia alterar a quantidade do miRNA maduro
produzido, o que afetaria as respostas imunologicas ja descritas em associagdo com esse
miRNA, como modulagdo da produ¢do de IFN-y, TNF-a, MAPK dentre outras, conferindo
maior resisténcia ao adoecimento. Entretanto, como as associagdes observadas nao
permaneceram significativas apds a corre¢ao para multiplas comparagdes, esses achados devem

ser interpretados com cautela. Além disso, nenhum trabalho realizado até o0 momento associou
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os alelos de rs4713693 com a maior produ¢do de miR-1275, o que configura esse tipo de estudo

COMO um campo promissor.

Neste estudo, nao foi identificada associacdo entre a variante rs4713693 com a carga
bacilar, mesmo tendo sido detectada associacdo com a prote¢do contra a doencga. Isso pode
ocorrer pois, embora a variante influencie a suscetibilidade ao adoecimento, ela ndo
necessariamente interfere no controle da carga bacilar quando a doenca ja esta instalada.
Estudos prévios apontam nesse sentido, indicando que variantes genéticas associadas a
suscetibilidade a tuberculose nem sempre afetam a gravidade clinica da doenga, uma vez que

esses desfechos podem envolver vias genéticas e imunolédgicas distintas (McHenry et al., 2023).

Sao raros os estudos que abordam o SNV rs4713693, o que constitui um dos pontos
fortes desta tese, ao contribuir para compreensdo do possivel impacto dessa variante na TBP,
uma doenga altamente prevalente no estado do Amazonas. De forma compativel com os
achados presentes nesse estudo, Nakabayashi et al. (2011) identificou o alelo T associado ao
risco de desenvolvimento de doenca de Graves, assim, o alelo C, em contraposi¢do, pode ser
considerado protetor nessa doenca autoimune, de maneira semelhante ao padrao de associagao
observado nas analises iniciais da TBP na populacdo aqui investigada, embora sem

significancia ap0ds a correcdo de Bonferroni.
6.2.3. Analise da variante rs2910164.

Para o SNV 152910164, ndo foram observadas diferencas significativas nas distribuicdes
genotipicas entre os grupos controle e de pacientes, indicando auséncia de associa¢do dessa

variante com o desenvolvimento da TBP no presente estudo (Tabela 08).
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Tabela 8. Resultados das andlises de associagdo do SNV rs2910164 com TBP segundo diferentes modelos
genéticos, apos o ajuste por “sexo” e “idade” e valor de p com e sem correcdo de Bonferroni.

Modelo (C(,Z‘)‘t""es“ :'(301/’0 ) OR (IC95%)™1 | P | s | ATCH
Codominante
G/G 186 (43,4) | 211 (462) | 1,00
C/G 193 (45.0) | 196 (42.9) | 0.92 (0,69-1,23) | 06985 | 1,000 | 11552
c/C 50(11,7) | 50(10,9) | 0.83 (0,52-1,32)
Dominante
G/G 186 (43,4) | 211 (462) | 1,00 04633 | 1,000 | 11533
C/G-C/C 243 (56,6) | 246 (53,8) | 0,90 (0,68-1,19)
Recessivo
G/G-C/G 379883) | 407 (89,1) | 1,00 0,5247 | 1,000 | 1153,5
c/C 50(11,7) | 50(10,9) | 0.87 (0,56-1,35)
Overdominante
G/G-C/C 236(550) | 261 (57,1) | 1,00 0,7402 | 1,000 | 11538
C/G 193 (45,0) | 196 (42,9) | 0,95 (0,72-1,26)
Log-aditivo
0,12 429 (484) | 457 (51,6) | 091 (0,74-1,12) | 3978 | 1,000 1 11532

Legenda: TBP: tuberculose pulmonar; OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianga de 95%; AIC: Akaike

information criterion; adj: valores ajustados pelas variaveis “sexo” e “idade”; p-valor®™': valor de p ap6s correcio

de Bonferroni.

Também foi testada separadamente a possivel associagao do rs2910164 com os dois
subgrupos que compdem o grupo controle: contatos saudaveis e doadores. Da mesma forma
que na analise conjunta dos controles, ndo foi observada associagdo significativa em nenhuma

dessas comparacdes (Tabela 09).

Tabela 7. Resultados das analises de associacdo do SNV rs2910164 com TBP, considerando separadamente os
subgrupos controle (contatos saudaveis e doadores), com valores ajustados por “sexo” e “idade” e valor de p
corrigido por Bonferroni.

Modelo TBP Contatos OR((1C95%) p-valor p- Doadores OR(1C95%) p-valor -
n (OA)) n (0/0) Contatos Contatos valorhonf n (%) Doadores Doadores Valorbonf

Codominante N=457 N=301
G/G 211 (46,2) | 131 (43,5) | 1,00 55(43,0) | 1,00
C/G 196 (42,9) | 134 (44,5) | 0,94 (0,68-1,30) 0,6665 1,000 59 (46,1) | 0,91 (0,59-1,40) 0.8936 1,000
C/C 50 (10,9) 36 (12,0) | 0,79 (0,48-1,32) 14 (10,9) | 0,89 (0,45-1,78)
Dominante
G/G 211 (46,2) | 131 (43,5) | 1,00 0,5294 1,000 55(43,0) | 1,00 0,6379 1,000
C/G-C/C 246 (53,8) | 170 (56,5) | 0,91 (0,67-1,23) 73 (57,0) | 0,91 (0,60-1,37)
Recessivo
G/G-C/G 407 (89,1) | 265 (88,0) | 1,00 0,4166 1,000 114 (89,1) | 1,00 0,8406 1,000
C/C 50 (10,9) 36 (12,0) | 0,82 (0,51-1,32) 14 (10,9) | 0,93 (0,48-1,80)
Overdominante
G/G-C/C 261 (57,1) | 167 (55,5) | 1,00 0,9079 1,000 69 (53,9) | 1,00 0,7291 1,000
C/G 196 (42,9) | 134 (44,5) | 0,98 (0,72-1,33) 59 (46,1) | 0,93 (0,62-1,40)
(])_4(Ig2-adlth0 457 301 (39,7) | 0,91 (0,72-1,14) | 0,3948 1,000 128 (21,9) | 0,93 (0,69-1,27) | 0,6545 1,000

Legenda: TBP: tuberculose pulmonar; OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianga de 95%. A tabela apresenta
os resultados das analises de associagdo do SNV rs2910164 com os subgrupos do grupo controle analisados
separadamente: contatos saudaveis e doadores. Os valores apresentados ja sao ajustados pelas variaveis “sexo” e

“idade”; p-valor®™: valor de p ap6s corregdo de Bonferroni.
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Na analise realizada para verificar se algum gendtipo ou modelo genético desse SNV
estaria associado a carga bacilar, ndo foi identificada qualquer associag¢ao entre rs2910164 e o

padrao da baciloscopia (Tabela 10).

Tabela 8. Associagdo do SNV rs2910164 com a carga bacilar sob diferentes modelos genéticos, com valores de
p antes e ap6s corre¢ao de Bonferroni.

Modelo P a“:'(lf%‘lar M“:lt‘('f,zc)"ar OR (IC95%) | p-valor | b | AIC
Codominante
G/G 13 (48,1) 42 (47,2) 1,00
C/G 11 (40,7) 36 (40,4) 1,01 (0,40-2,54) 0,9843 1,000 1318
C/C 3(1L1) 11 (12,4) 1,13 (0,27-4,70)
Dominante
G/G 13 (48,1) 42 (47,2) 1,00 0,9305 1,000 129,9
C/G-C/C 14 (51,9) 47 (52,8) 1,04 (0,44-2,46)
Recessivo
G/G-C/G 24 (88,9) 78 (87,6) 1,00 0,8604 1,000 129,8
C/C 3(1L1D 11 (12,4) 1,13 (0,29-4,38)
Overdominante
G/G-C/C 16 (59,3) 53 (59,6) 1,00 0,9785 1,000 129,9
C/G 11 (40,7) 36 (40,4) 0,99 (0,41-2,37)
Log-aditivo
0,1,2 27 (23,3) 89 (76,7) 1,05 (0,56-1,97) 0,8834 1,000 1299

Legenda: OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianga de 95%; AIC: Akaike information criterion. O modelo

estatistico considerou a forma multibacilar como desfecho, tendo a forma paucibacilar como referéncia. Os valores

de OR indicam o risco de ser multibacilar segundo cada modelo genético; p-valor®™': valor de p apds corregdo de

Bonferroni.

A variante rs2910164 esta localizada na regido precursora do miR-146, podendo alterar
a estrutura do pre-mi-RNA e, consequentemente, a eficiéncia de seu processamento. Estudos
demonstram que o alelo C estd associado tanto a reducdo (Jazdzewski et al., 2008; Ali et al.,
2024) quanto ao aumento da producao do miR-146a maduro (Morales-Gonzalez et al., 2025),
dependendo do modelo experimental, evidenciando a complexidade funcional dessa variante.
Tal caracteristica sugere que o efeito biologico do rs2910164 sobre a expressdo do miR-146a
ndo ¢ uniforme, sendo dependente do contexto celular e das condi¢des bioldgicas especificas
em que cada miRNA ¢ expresso, o que pode dificultar a detec¢ao de associagdes reproduziveis

em estudos genéticos com diferentes grupos populacionais.

Em modelos de infec¢gdo micobacteriana, o miR-146a tem sido descrito como um
importante regulador negativo da resposta inflamatoria, atuando principalmente por meio da
atenuagao de vias de sinalizacdo NF-kB ¢ MAPK. Esse mecanismo resulta na reducao da
producdo de 6xido nitrico, e das citocinas IL-6 e TNF-a, além de interferir positivamente na

autofagia (Li et al., 2016; Sheikhpour et al., 2025). Essa dualidade refor¢a o papel do miR-146a
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como um modulador fino da resposta imune, e evidencia a complexidade de se estabelecer

relacdes diretas entre variantes associados a sua expressao, e desfechos clinicos na TBP.

Alguns estudos de expressao génica indicam que o miR-146a encontra-se aumentado
em pacientes com TB recrutados em diferentes localidades da Asia (Chakrabarty et al., 2019;
Rusmariza et al., 2025), estando também aumentado nos pacientes com desfecho terapéutico
desfavoravel, sugerindo potencial como biomarcador do miR-146a (Wang; Xu, 2025).
Entretanto, resultados divergentes também foram reportados, como em um estudo conduzido
com individuos sérvios, em que foi encontrada redugdo da expressdo do miR-146a em amostras
de células mononucleares derivadas do sangue periférico (Buha et al., 2022), ressaltando a

influéncia das questdes populacionais nesses tipos de estudo.

Na presente tese, ndo foram encontradas associagdes entre a variante rs2910164 e a
tuberculose pulmonar em nenhum dos modelos analisados, além disso, apesar das evidéncias
funcionais indicarem que o miR-146a pode favorecer a sobrevivéncia de M. tuberculosis, bem
como evidéncias cientificas apontarem que os diferentes alelos dessa variante interferem com
a produgdo da molécula madura, também nao foram encontradas associa¢des entre esse miRNA
e a carga bacilar. Esses achados podem ser explicados, em parte, pelo fato de que o miR-146a
atua como regulador negativo da inflamagao, cujo papel ndo necessariamente se reflete na carga

bacilar dos individuos infectados.

Diferentes estudos com 1rs2910164 apresentaram associacdo com TBP de forma
dependente da populagdo. O alelo G foi associado com prote¢do contra a TBP em individuos
da populagdo Han chinesa, enquanto esteve associado ao aumento do risco entre os chineses
tibetanos (Li et al.,2011). De modo semelhante, Zhang et al. (2015) também identificou a
associacao do alelo C e do genotipo C/C com o maior risco de TBP em populagdes chinesas
especificas, enquanto nos subgrupos Uygur e Han, ndo foram observadas diferencas
significativas (Zhang et al., 2015). Esses achados ressaltam o papel central do contexto
genético-populacional nos estudos de associagdo. Populagdes, ainda que proximas, podem

apresentar resultados divergentes para um mesmo SNV.

Nesse estudo, assim como no trabalho de Leal et al. (2022), conduzido em individuos
com TB recrutados no Para, ndo foi observada associagdo entre a variante rs2910164 ¢ a TB,
corroborando os achados apresentados nesta tese. Resultados semelhantes foram descritos por
Naderi et al. (2015) em individuos iranianos com TBP; por Wang et al. (2016) em individuos
com TBP recrutados na provincia de Jiangsu na China (Wang et al., 2016); por Zhang et al.
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(2021b), em individuos com TBP recrutados na provincia Zhejiang, China; e por Buha et al.
(2022) em uma populagdo sérvia, em que também nao foi identificada associagdo dessa variante
com a doenca, corroborando a hipotese de que o impacto funcional dessa variante esta
fortemente ligado a fatores genéticos, ambientais e imunologicos especificos de cada

populagdo.
6.2.4. Analise da variante rs§95819.

Para o SNV rs895819, ndo foram observadas diferengas significativas nas distribui¢des
genotipicas entre os grupos controle e de pacientes, mesmo apds ajustes por “sexo” e “idade”

indicando auséncia de associacdo no presente estudo (Tabela 11).

Tabela 9. Resultados das analises de associacdo do SNV rs895819 com TBP segundo diferentes modelos
genéticos, apos o ajuste por “sexo” e “idade” e valor de p com e sem corre¢do de Bonferroni.

Modelo C‘I’l“(t(f/(‘)’)les nT(]f/I:) ORACO5%) 1 | P o | AICH
Codominante
T/T 184 (42,9) 216 (47,3) | 1,00
C/T 194 (45,2) 186 (40,7) | 0,82 (0,61-1,10) 0,3609 1,000 11538
C/C 51(11,9) 55 (12,0) 0,82 (0,52-1,29)
Dominante
T/T 184 (42,9) 216 (47,3) | 1,00 0,1534 1,000 1151,8
C/T-C/C 245 (57,1) 241 (52,7) | 0,82 (0,62—1,08)
Recessivo
T/T-C/T 378 (88,1) 402 (88,0) | 1,00 0,6452 1,000 1153,7
C/C 51(11,9) 55 (12,0) 0,90 (0,59-1,39)
Overdominante
T/T-C/C 235 (54,8) 271(59,3) | 1,00 0,2555 1,000 1152,6
C/T 194 (45,2) 186 (40,7) | 0,85 (0,64-1,12)
Log-aditivo 1.000
0,1,2 429 (48,4) | 457 (51,6) | 0,88 (0,71-1,07) 0,2030 ’ 11523

Legenda: TBP: tuberculose pulmonar; OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianga de 95%; AIC: Akaike

information criterion; adj: valores ajustados pelas variaveis “sexo” e “idade”; p-valor®™': valor de p ap6s corre¢do

de Bonferroni.

Também foi avaliada, de forma independente, a associacdo com cada um dos subgrupos
que integram o grupo controle: contatos ¢ doadores. Foi observada apenas associagdo com
protecdo contra TBP no modelo dominante no subgrupo de doadores (p = 0,0348; OR = 0,64;
1C95% = 0,42—0,97); entretanto, apds a correcdo de Bonferroni, a associagdo ndo permaneceu
significativa. Na andlise do subgrupo contatos também nao foram observadas associagdes

(Tabela 12).
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Tabela 10. Resultados das analises de associagdo do SNV rs895819 com TBP, considerando separadamente os
subgrupos controle (contatos saudaveis e doadores), com valores ajustados por “sexo” e “idade” e valor de p
corrigido por Bonferroni.

Modelo TBP Contatos OR(IC95%) p-valor - Doadores OR(IC95%) p-valor p-
n (0/0) n (0/0) Contatos Contatos valorhonl n (%) Doadores Doadores Valorbonf

Codominante N=457 N=301 N=128
T/T 216 (47,3) | 136 (45,2) | 1,00 0.7914 1.000 48 (37,5) | 1,00 0.1055 1.000
C/T 186 (40,7) | 129 (42,9) | 0,91 (0,66-1,25) ’ ’ 65 (50,8) | 0,63 (0,41-0,98) ’ ’
C/C 55 (12,0) 36 (12,0) | 0,88 (0,53-1,45) 15 (11,7) | 0,68 (0,34-1,34)
Dominante
T/T 216 (47,3) | 136 (45,2) | 1,00 0,5001 1,000 48 (37,5) | 1,00 0,0348 0,696
C/T-C/C 241 (52,7) | 165 (54,8) | 0,90 (0,66—1,22) 80 (62,5) | 0,64 (0,42—0,97)
Recessivo
T/T-C/T 402 (88,0) | 265 (88,0) | 1,00 0,7376 1,000 113 (88,3) | 1,00 0,6490 1,000
C/C 55 (12,0) 36 (12,0) | 0,92 (0,57-1,48) 15(11,7) | 0,86 (0,45-1,63)
Overdominante
T/T-C/C 271(59,3) | 172 (57,1) | 1,00 0,6424 1,000 63 (49,2) | 1,00 0,0695 1,000
C/T 186 (40,7) | 129 (42,9) | 0,93 (0,68-1,27) 65 (50,8) | 0,69 (0,46-1,03)
(I)A;gz-admvo 457 301 (39,7) | 0,93 (0,74-1,16) | 0,5126 1,000 128 (21,8) | 0,76 (0,56-1,03) | 0,0755 1,000

Legenda: TBP: tuberculose pulmonar; OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianga de 95%. A tabela apresenta
os resultados das analises de associacdo do SNV rs895819 com os subgrupos do grupo controle analisados
separadamente: contatos saudaveis ¢ doadores. Os valores apresentados ja sdo ajustados pelas variaveis “sexo” e

“idade”; p-valor®: valor de p apés correcdo de Bonferroni.

Na analise feita para verificar se algum gendtipo ou modelo genético desse SNV estaria
associado a carga bacilar, ndo foi identificada qualquer associacdo entre rs895819 e o padrao

da baciloscopia (Tabela 13).

Tabela 11. Associagdo do SNV rs895819 com a carga bacilar sob diferentes modelos genéticos, com valores de p
antes e ap6s corre¢do de Bonferroni.

Modelo Pa“:‘(lf,zc)‘lar M“:‘(‘f,zc)‘lar OR (IC95%) | p-valor | P AIC
Codominante
T/T 11 (40,7) 45 (50,6) 1,00
C/T 14 (51,9) 33 (37,1) 0,58 (0,23-1,43) 0,3713 1,000 1299
C/C 2(74) 11(12,4) 1,34 (0,26-6,96)
Dominante
T/T 11 (40,7) 45 (50,6) 1,00 0,3697 1,000 129,1
C/T-C/C 16 (59,3) 44 (49,4 0,67 (0,28-1,61)
Recessivo
T/T-C/T 25(92,6) 78 (87,6) 1,00 0,4566 1,000 129,3
C/C 2(7,4) 11 (12,4) 1,76 (0,37-8,49)
Overdominante
T/T-C/C 13 (48,1) 56 (62,9) 1,00 0,1737 1,000 128,0
C/T 14 (51,9) 33 (37,1 0,55 (0,23-1,30)
Log-aditivo
0,1,2 27 (23,3) 89 (76,7) 0,90 (0,48-1,69) 0,7441 1,000 129.8

Legenda: OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianga de 95%; AIC: Akaike information criterion. O modelo

estatistico considerou a forma multibacilar como desfecho, tendo a forma paucibacilar como referéncia. Os valores
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de OR indicam o risco de ser multibacilar segundo cada modelo genético; p-valor®™"': valor de p apds corregdo de

Bonferroni.

A variante rs895819 localiza-se no pre-miRNA-27a. Estudos apontam que o alelo C e o
genotipo C/C, estdo associados a uma menor produgdo do miR-27a (Yang et al., 2022; Ragia et
al., 2024). Estudos de expressdao demonstraram que o miR-27a encontra-se aumentado no soro
de pacientes com TBP, estando essa maior expressao associada a piores desfechos clinicos em
pacientes chineses (Zheng et al., 2023). De forma semelhante, um estudo utilizando modelos
murinos e amostras de pacientes com TBP também identificou o aumento da expressdo do miR-

27a (Liu et al., 2018).

Em contraste, diferentes estudos conduzidos em cultura de macréfagos infectados
identificaram a reducdo da expressdo do miR-27a (Furci et al., 2013; Wang et al. 2017). Esses
achados sugerem que o modelo experimental exerce impacto significativo sobre os resultados,
uma vez que estudos in vivo tendem a demonstrar superexpressao do miR-27a, enquanto
modelos com macréfagos infectados frequentemente apontam para resultados opostos,
possivelmente porque nos modelos de cultura de células o ambiente ¢ experimentalmente mais
controlado, ao passo que estudos com amostras humanas envolvem interagdes entre multiplos
miRNAs, dentre outros genes e demais moléculas regulatérias que participam da resposta

imunoldgica contra a TB.

Os mecanismos pelos quais a miR-27a pode interferir na imunopatogenia da TB incluem
a modulagdo na polariza¢do de macrofagos para o fendtipo M2, de carater anti-inflamatdrio
(Ahluwalia et al. 2017). O mir-27a também pode comprometer a autofagia favorecendo a
proliferagdo micobacteriana (Liu et al., 2018). Além de interferir na via TLR-MyD88-NF-xB

atuando como regulador negativo da inflamacao (Wang et al., 2017).

Na presente tese, nas analises gerais, nao foram encontradas associagdes entre rs895819
e a TBP, tampouco com a carga bacilar entre os individuos estudados. Existem poucos estudos
na disponiveis avaliando o impacto dessa variante na tuberculose. Em um recente estudo caso-
controle com populagdo recrutada no Ira, foi identificado que o alelo C e o genotipo C/C estao
associados ao risco de desenvolvimento de TBP (Arabshahi et al., 2025). Por outro lado, no
estudo conduzido por Zhang et al. (2021b) com individuos chineses, ndo foi observada
associacdo entre o rs895819 e a populacdo geral estudada, entretanto, quando estratificado por
sexo, observou-se a associacdo do modelo dominante dessa variante (CC+C/T) e a redugdo do

risco de TBP no sexo feminino.
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Considerando que o alelo C est4 associado a uma menor producdo do miR-27a, e que a
redu¢do de miRNA pode resultar em maior atividade inflamatéria via TLR-MyD88-NF-xB
(Wang et al., 2017) e aumento da autofagia (Liu et al., 2018), esses dados sugerem um possivel
papel protetor do alelo C, em concordancia com os achados de Zhang et al. (2021b). Por outro
lado, uma vez que a menor produ¢do do miR-27a pode levar a maior produ¢do de macréfagos
permissivos (Ahluwalia et al. (2017), essa variante pode estar ligada ao risco em certos

contextos, o que pode justificar os achados de Arabshabhi et al., (2025).

Esse aparente antagonismo reforca a complexidade das vias regulatérias mediadas por
miRNAs, nas quais uma mesma molécula pode modular multiplas vias de sinalizaco,
resultando em efeitos distintos a depender do contexto genético, imunoldgico e ambiental.
Assim, a auséncia de associacdo observada na populagdao avaliada nesta tese pode refletir
particularidades da populagdo recrutada no Amazonas, bem como interagdes genéticas e
ambientais especificas da regido, conforme discutido por Li; Meyre (2012), que destacam a

influéncia dessas variaveis nos resultados obtidos em diferentes coortes.

A associacdo observada na andlise entre doadores e pacientes no modelo dominante (p
=10,0348; OR = 0,64; 95%IC = 0,42-0,97) se assemelha ao achado de Zhang et al. (2021b), que
encontrou efeito protetor no mesmo modelo genético. No entanto, a detec¢do dessa associagao
restrita a esse subgrupo deve ser interpretada com cautela, uma vez que a correcdo para
multiplas comparagdes ndo manteve significancia estatistica. Além disso, o menor tamanho
amostral pode aumentar a probabilidade de associagdes espurias, somado ao fato de o grupo de
doadores apresentar caracteristicas particulares, como menor exposi¢ao, bem como melhor
estado geral de satde, o que ¢ mandatdrio para ser aceito como doador de sangue e pode
influenciar os resultados. Dessa forma, a confirmacdo desse achado requer a ampliagdo do
tamanho amostral e a replicacdo em outras coortes independentes, a fim de se obter resultados

mais robustos e confiaveis.
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6.3. Analise da interacio entre SNVs

Analisou-se a interacdo entre os SN'Vs para verificar se havia sinergismo entre eles na
associagdo com risco ou prote¢do contra TBP. Com o intuito de preservar a robustez estatistica,
foram consideradas apenas interagdes de segunda ordem (pares de SNVs), pois interagdes entre
mais SNVs simultaneamente reduziriam bastante o nimero de individuos por combinagdo de
genotipos, comprometendo a confiabilidade dos resultados. A interacdo significativa esta

apresentada na Tabela 14.

Tabela 12. Interagao entre genotipos dos SNV e sua associagdo com TBP ajustado por “sexo” ¢ “idade”.

Interacio o OR o i p-
SNVs Wb (0] (exp(Estimate)) 1SERh0 || el valorPnf

rs6505162A/C: | Controles: 31 (7,2)

rs895819C/C | Pacientes: 19 (4,2) 0.13 0,04-0,42 1 0,00086 | 0,0466

Legenda: N.(%): numero de individuos com a combinagdo genotipica indicada e sua porcentagem dentro do grupo
controle ou de pacientes; OR: Odds ratio; 1C95%: intervalo de confianca de 95%. Os valores de OR foram obtidos

pela exponenciacdo do coeficiente B (Estimate), que indica a magnitude com que a combinagdo dos gendtipos

altera a odds de desenvolver TBP. p-valor®™: valor de p ap6s corregio de Bonferroni.

Uma vez que a TBP ¢ uma doenga multifatorial que envolve diversos genes em sua
imunopatogénese, variantes genéticas individuais podem apresentar um efeito modesto ou
inconsistente quando analisadas isoladamente (analise univariada), logo, a auséncia de
associacdo nas analises individuais dos SNVs ndo significa que tais genes ndo possuam
associagdo com a TBP, uma vez que o efeito dessa variante na suscetibilidade ao adoecimento
pode ocorrer a partir da interag@o entre varios genes atuando em redes regulatorias (Azad et al.,

2012).

A andlise de interagdes genéticas possui desafios metodologicos importantes,
principalmente em fungdo da necessidade de uma tamanho amostral bastante elevado para
garantir namero suficiente de individuos portadores de combinagdes genotipicas especificas, o
que ¢ essencial para a deteccao robusta das interagdes SNV-SNV. Em razao dessa limitagao, no
presente estudo apenas a intera¢do entre o genotipo A/C da variante rs6505162 e o genotipo
C/C da variante rs895819 apresentou associagdo estatisticamente significativa com protegao
contra a tuberculose pulmonar (p*°™ = 0,0466; OR = 0,13; 1C95% = 0,04-0,42). Outras duas
interagdes que atingiram significincia estatistica foram excluidas da andlise por apresentarem

frequéncia inferior a 10 individuos portadores da combinacao genotipica avaliada, uma vez que
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tamanhos amostrais muito pequenos aumentam substancialmente o risco de resultados pouco

confiaveis.

Interessantemente, as variantes que interagem conferindo prote¢ao no presente estudo
ndo apresentaram associagdes significativas com a TBP nas andlises univariadas,
exemplificando que interagdes entre SNVs podem ser determinantes para a deteccao de efeitos
imunologicos relevantes que nao sao observados quando analisados separadamente. Esse efeito
interativo reflete o fato de que, em ambiente fisiologico, os genes ndo atuam de forma isolada,
mas sim de maneira integrada, regulando-se mutuamente ¢ modulando vias bioldgicas comuns
ou complementares, o que pode resultar na amplificacdo ou atenuacdo da resposta do
hospedeiro. Como exemplo, tanto o miR-423 onde esta localizada o rs6505162, quanto o miR-
27a, associado a variante rs895819, participam da modulagdo do processo de autofagia, uma

via central na resposta imune contra o M. tuberculosis.

O alelo C, presente na interacdo SNV-SNV identificada nesse estudo na variante
rs6505162 (A/C), tem sido associada a reducdo da produ¢do do miR-423 maduro (Su et al.,
2015). Esse miRNA, por sua vez favorece a replicacdo micobacteriana ao comprometer a
autofagia (Tu et al., 2019), logo, a presenca desse alelo tem potencial protetor na TBP.
Paralelamente, o gen6tipo C/C da outra variante envolvida na interacdo, rs§95819, também esté
ligado a menor producdo do miR-27a (Ragia et al., 2024), o qual, em quantidades elevadas
modula negativamente o Cacna2d3 comprometendo a maturacao de autofagossomos (Liu et
al., 2018), portanto, o efeito interativo aqui detectado possui plausibilidade biologica, que

converge para a modulagdo da autofagia, de acordo com dados disponiveis na literatura.

Diversos estudos tém sido conduzidos com o objetivo de investigar interagdes entre
SNVs, demonstrando que analises univariadas frequentemente ndo detectam associagoes
significativas, enquanto modelos de interagdes revelam efeitos genéticos importantes. O estudo
de Abhimanyu et al. (2023) encontrou interagdes SNV-SNV significativas entre variantes de
genes de citocinas, incluindo /ILIRA, IL4, IL12 e TNFB, afetando a suscetibilidade a TBP. De
forma semelhante, Collins et al., (2013) identificou uma interacdo entre 3 SNV de genes
distintos: rs2305619 (PTX3), rs187084 (TLRY), e rs11465421 (DC-Sign), também aumentando
a suscetibilidade a TBP, sendo que o efeito individual de cada uma dessas variantes ndo foi
associado a doenca. Esses achados em conjunto reforcam o papel das interagdes gene-gene,
inclusive entre genes localizados em diferentes regides do genoma, atuando de maneira

integrada em redes imunologicas, modulando a suscetibilidade a doenca.
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6.4. Frequéncia alélica e comparacio populacional das variantes

Avaliando a associacdo dos alelos das variantes estudadas e o desenvolvimento da TBP,
observou-se que o alelo de menor frequéncia (alelo C) de rs4713693 esteve associado a protegao
contra TBP (p = 0,0218; OR = 0,79; 1C95% = 0,65-0,97), confirmando os resultados
identificados nas andlises de associacdo dos modelos genéticos, em que o modelo dominante e
o modelo log-aditivo indicaram que os individuos portadores de ao menos uma cdpia desse
alelo possuem menor chance de desenvolvimento de TBP. Em contraste, os alelos de menor
frequéncia das variantes 16505162 (alelo A), rs2910164 (alelo C), e rs895819 (alelo C) nao
apresentaram associacdo com TBP nas andlises alélicas apresentadas na Tabela 15, em

concordancia com a auséncia de associacdo identificada previamente nos modelos genéticos.

Tabela 13. Frequéncias alélicas das variantes rs4713693, rs6505162, rs2910164 ¢ rs895819 nos grupo de pacientes
e de controles, ¢ analise de associagdo com TBP.

SNV ID Alelo Tuberculose Controles p-valor valf)) ;bonf OR 1C95%
n=914 alelos n=858 alelos
rs4713693 T 639 (0,70) 556 (0,65)
C 275 (0,30) 302 (0,35) 0,0218 0,0872 0,79 0,65-0,97
n=914 alelos n=854 alelos
rs6505162 C 470 (0,51) 450 (0,53)
A 444 (0,49) 404 (0,47) 0,5930 1,000 1,05 0,87-1,27
n=914 alelos n=858 alelos
152910164 G 618 (0,68) 565 (0,66)
C 296 (0,32) 293 (0,34) 0,4308 1,000 0,92 0,76-1,13
n=914 alelos n=858 alelos
5895819 T 618 (0,68) 562 (0,66)
C 296 (0,32)) 296 (0,34) 0,3644 1,000 0,91 0,75-1,11

Legenda: SNV ID: identificagdo do SNV; OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianga de 95%. Em negrito os

valores estatisticamente significativos e os alelos de menor frequéncia; p-valor®: valor de p apds corregio de

Bonferroni.
As frequéncias dos alelos dos SN'Vs analisados no grupo controle foram superiores a

0,30 em todos os SNVs estudados. Essas frequéncias foram comparadas as frequéncias
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populacionais de diferentes grupos ao redor do mundo disponibilizadas pela plataforma
Ensembl.org, com o objetivo de contextualizar a amostra estudada, no sentido de verificar se o
grupo controle do nosso estudo apresenta padrdes alélicos compativeis com alguma outra

populacdo, além de demonstrar que as frequéncias observadas sao plausiveis (Tabela 16).

Tabela 14. Frequéncia dos alelos dos SNVs rs4713693, rs6505162, 152910164 e rs895819 na populacdo estudada
e em outras populagdes do mundo.

Populacio estudada Outras populacgoes
ro. Y . Leste Sul
SNV ID Alelos Controles | Global | Africa | Américas e r e sy Europa
asiatico | asiatico
C 0,53 050 | 023 0,54 0,82 0,44 0,56
rs6505162 A 0,47 050 | 0,77 0,46 0,18 0,56 0,44
T 0,65 0,60 | 045 0,64 0,74 0,69 0,54
rs4713693 C 0,35 040 | 055 0,36 0,26 031 0,46
G 0,66 074 | 0.60 0,69 0,38 0,73 0,77
rs2910164 C 0,34 026 | 0.40 0,31 0,62 0,27 0,23
T 0,66 0.64 | 0,52 0,62 0,72 0,68 0,68
rs895819 C 0,34 036 | 048 0,38 0,28 0,32 0,32

Legenda: SNV ID: identificacdo do SNV. Em negrito, estdo as frequéncia do alelo menor na populagdo controle
do estudo e na populacao das Américas, segundo a plataforma Ensembl.org.

Na analise alélica, observou-se associagao inicial entre o0 SNV rs4713693 e a TBP, com
menor frequéncia do alelo T entre os pacientes em comparagao aos controles (p = 0,0218; OR
= 0,79; 1C95% = 0,65-0,97). Entretanto, apds a aplicacdo da corre¢do de Bonferroni
considerando os quatro SNVs avaliados, essa associacdo ndo permaneceu estatisticamente
significativa. Para os demais SN'Vs (rs6505162, rs2910164 e rs895819), ndo foram observadas

associagdes com a doenca, tanto antes quanto apos a corre¢do para multiplas comparacdes.

Evidéncias funcionais sugerem que o miR-1275 desempenha papel relevante na resposta
imune. Segundo Das et al., (2013) o miR-1275 esta aumentado em culturas de macrofagos THP-
1 infectados com cepas virulentas de M. tuberculosis. O aumento de miR-1275 esta associado
a menor resposta inflamatoria devido a regulagdo negativa exercida nos genes MAPK e IRAK4,
importantes para a resposta mediada pelos TLRs e para a producdo de mediadores inflamatdrios
(Buggele et al., 2012). Por outro lado, a hipdxia, uma condi¢do encontrada em granulomas
maduros na TBP (Qualls; Murray, 2016), induz nas células Natural Killers a menor produ¢ao
do miR-1275, o que leva a menor atividade citotoxica, e producdo em menores niveis de TNF-

a e IFN-y (Ou et al., 2023).

105



Ambas as células (macrofagos e células NK) sdo fundamentais para uma resposta
imunologica eficaz contra o bacilo da TB, através de suas fun¢des inflamatoérias diretas, ou pela
atuacao sinérgica, por exemplo, as células NK promovem a agao bactericida dos macrofagos a
partir da producao de IFN-y, citocina chave na resposta contra o bacilo intracelular. Dessa
forma, ainda que estudos indiquem efeitos aparentemente opostos, em que o aumento do miR-
1275 em macrofagos pode modular negativamente a inflamacao, enquanto a reducdo de miR-
1275 leva a redugao da agao citotoxica em células NK, esses achados precisam ser interpretados

a luz dos diferentes modelos experimentais e tipos celulares estudados.

Além disso, um mesmo estimulo pode induzir diferentes niveis de expressao do mesmo
miRNA em células distintas, assim como a a¢ao desse miRNA pode ser diferente em cada tipo
celular (contexto célula-especifico) (O'Brien et al., 2018). Dessa forma, a avaliagdo especifica
do impacto do alelo C de rs4713693 sobre a expressao do miR-1275 em diferentes modelos
celulares, bem como sobre a produg¢ao de citocinas inflamatorias-chave, ¢ um campo promissor

para pesquisas futuras.

Em relacdo as analises alélicas realizadas para as demais variantes, rs6505162,
rs2910164 ¢ rs895819, nao foram observadas associagoes individuais com a TBP. Esse achado
¢ consistente com as analises realizadas nos modelos genéticos, entretanto, conforme discutido
previamente nessa tese e descrito em outros trabalhos na literatura, a auséncia de associa¢do em
analises isoladas nao implica, necessariamente, a auséncia absoluta de efeito bioldgico. Isso
ocorre porque o impacto de determinadas variantes pode depender da acdo conjunta entre
diferentes genes ou alelos. Nesse sentido, o, presente estudo identificou uma interagdo com
efeito protetor entre as variantes rs6505162 e rs895819, reforcando a importancia de

abordagens que considerem interagdoes génicas nas analises de associacao.

Quanto as frequéncias alélicas das variantes estudadas, os dados obtidos para o grupo
controle no presente estudo mostraram-se semelhantes aqueles disponiveis no banco
Ensembl.org para populacdes das Américas. Essa concordancia indica que as frequéncias
genotipicas e alélicas observadas sdo consistentes com dados populacionais de referéncia, ndo
sugerindo a presenca de problemas sistemdticos relevantes na inclusdo de participantes ou erros

na determinacdo dos genotipos.

Observa-se que o r1s6505162 apresenta uma grande heterogeneidade entre as
populacdes. Enquanto na populacdo estudada a distribui¢do alélica foi equilibrada (C=0,53;
A=0,47), nas populacdes africanas ha predominancia do alelo A (0,77), ao passo que no Leste
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asiatico o alelo C ¢ predominante (0,82). Essa inversao do alelo mais frequente sugere forte
diferenca na distribui¢ao genética entre os continentes, possivelmente decorrente de processos

historicos e evolutivos.

Comparando-se os dados da frequéncia alélica com dados previamente publicados no
Brasil, apenas resultados para a variante rs6505162 e rs2910164 estdo disponiveis. No estudo
realizado por Leal et al. (2022), a frequéncia dos alelos encontrado na populagdao controle
recrutada no estado do Pard para a variante rs6505162 foi de 0,49 para o alelo A e 0,51 para o
alelo C, ao passo que nessa tese, a frequéncia para A foi de 0,47, e para o alelo C foi de 0,53.
Esses valores proximos indicando um grau de reprodutibilidade entre os estudos, € sugerem

similaridade genética entre as populacdes analisadas.

Em relagdo a variante rs2910164, no estudo de Leal et al. (2022), a frequéncia alélica
para o alelo C foi de 0,34, enquanto para o alelo G foi de 0,66. Esses valores sao idénticos aos
encontrados no presente estudo, indicando elevada proximidade genética entre a populacao
recrutada no Para, e a recrutada no Amazonas. Em contraste, o estudo de Cézar-de-Mello et al.,
(2014), identificou, em um grupo controle recrutado no Rio de Janeiro, frequéncias de 0,74 para
o alelo G, e de 0,26 para o alelo C, evidenciando uma maior discrepancia em relacdo as

populacdes da regido Sudeste em comparagdo a populagdo da regido Amazonica.

Quanto as variantes 1s895819 (C = 0,34; T = 0,66) e rs4713693 (C = 0,35; T = 0,65),
nao foram localizados estudos prévios que descrevam suas frequéncias alélicas em populagdes
da regido Amazodnica ou em outras populacdes brasileiras, desse modo, os dados apresentados
na presente tese representam as primeiras estimativas dessas frequéncias no contexto nacional,

podendo servir como referéncia para futuros estudos genéticos conduzidos no Brasil.

6.5. Quantificacio das citocinas I1L-6, IFN-y, IL-1p e IL-18

A quantificagdo da IL-6 entre os grupos de pacientes e de controles ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa, embora o valor de p encontrado (p = 0,0582) tenha
ficado proximo do valor estipulado previamente como significativo. A concentracdo média da
IL-6 entre os pacientes foi de 30,71 pg/mL, e a mediana desse grupo foi 18,35 pg/mL, enquanto

do grupo controle a concentragdo média foi 19,96 pg/mL e a mediana foi 17,09 pg/mL.

Avaliou-se a concentragdo da IL-6 nos individuos com base nos diferentes gendtipos de
cada um dos 4 SNVs, rs6505162, rs4713693, rs2910164 e rs895819, ndo sendo observadas

diferengas significativas (Figura 5).
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Figura 5. Concentracdo plasmatica de IL-6 nos grupos controle (em azul) e de pacientes (em verde), bem como
segundo os diferentes gendtipos dos SNVs analisados.
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Legenda: (A) Comparagdo da concentragdo plasmatica de IL-6 entre o grupo controle ¢ o grupo TBP, realizada
por meio do teste de Mann-Whitney. Circulos azuis representam individuos do grupo controle (N=75) e circulos
verdes representam os pacientes (N = 63). (B-E) Comparacdo da concentracdo plasmatica de IL-6 entre os
diferentes gendtipos dos SNVs analisados separadamente para pacientes e controles conduzidas pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido do pés-teste de Dunn. (B) SNV rs6505162: Controles: C/C (N =21); A/C (N =35); A/A
(N =19). Pacientes: C/C (N = 16); A/C (N = 33); A/A (N = 14). (C) SNV rs4713693: Controles: T/T (N = 36);
C/T (N =30); C/C (N =9). Pacientes: T/T (N =31); C/T (N =26); C/C (N =6). (D) SNV rs2910164: Controles:
G/G (N = 32); C/G (N = 30); C/C (N = 13). Pacientes: G/G (N = 32); C/G (N = 25); C/C (N = 6). (E) SNV
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rs895819: Controles: T/T (N = 36); C/T (N =27); C/C (N = 12). Pacientes: T/T (N =28); C/T (N=29); C/C (N =
6). Control.: grupo controle; TBP: tuberculose pulmonar.

Testou-se também a existéncia de diferengas nas concentragoes de IL-6 em fungdo dos
diferentes modelos genéticos (Figura 6), avaliadas separadamente nos grupos de pacientes e
controles. Para o SNV rs6505162, observou-se que no modelo dominante os pacientes
portadores de a0 menos uma copia do alelo A (A/C+A/A) apresentaram maior concentragdo da
IL-6 (35,52 pg/mL) quando comparados aos homozigotos do alelo C (16,57 pg/mL) (p =
0,0130). Nos demais modelos genéticos avaliados para esse SNV, ndo foram observadas
associagdes entre os gendtipos e a concentracdao da IL-6. Adicionalmente, nenhum dos outros
SNVs analisados apresentou associagdo com a concentracao dessa citocina, independentemente

do modelo genético testado.
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Figura 6. Concentragdo plasmatica de IL-6 distribuida de acordo com os modelos genéticos dominantes,
recessivos e overdominantes para cada SNV, estratificada nos grupos controle (em azul) e de pacientes (em verde).
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Legenda: Concentragdo plasmatica de IL-6 no grupo controle e no grupo com TBP, distribuida de acordo com os

modelos genéticos dominante, recessivo e overdominante para os SNVs analisados. Cada ponto representa um
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individuo; controles estdo representados de azul e pacientes em verde. As comparagdes entre os grupos foram
realizadas por teste de Mann-Whitney. Linhas e asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas (p <

0,05). (A-C) SNV rs6505162; (D-F) SNV rs4713693; (G-I) SNV 1s2910164; (J-L) SNV rs895819.

A comparacao da quantificacdo de IFN-y entre o grupo de pacientes € o grupo controle
(Figura 7) apresentou uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001). A concentragao
média de IFN-y entre os pacientes foi de 3,11 pg/mL, e a mediana foi 1,72 pg/mL, enquanto no
grupo controle a concentragdo média foi de 0,53 pg/mL e a mediana foi 0,29 pg/mL. Na analise
da concentracdo de IFN-y estratificada pelos diferentes gendtipos dos 4 SNVs avaliados
(rs6505162, rs4713693, 152910164 e rs895819), observou-se associagdo significativa apenas
para o rs895819, com maior concentragdo de IFN-y em individuos portadores do gendtipo T/T

(3,73 pg/mL) em comparagdo aos homozigotos C/C (0,72 pg/mL) (p = 0,0462).

Figura 7. Concentracdo plasmatica de IFN-y nos grupos controle (em azul) e de pacientes (em verde), bem como
segundo os diferentes gendtipos dos SNVs analisados.
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Legenda: (A) Comparacdo da concentragdo plasmatica de IFN-y entre o grupo controle e o grupo com TBP. A
analise estatistica foi realizada por meio do teste de Mann-Whitney. Circulos azuis representam individuos do
grupo controle (N=76) e circulos verdes representam os pacientes (N = 86). (B-E) Comparacgido da concentragdo
plasmatica de IFN-y entre os diferentes genotipos dos SNVs analisados, com as analises realizadas separadamente
para pacientes ¢ controles. As comparagdes foram conduzidas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste
de Dunn. (B) SNV rs6505162. Pacientes: C/C (N = 22); A/C (N =43); A/A (N = 21). Controles: C/C (N = 24);,
A/C (N=36); A/A(N=16). (C) SNV rs4713693. Pacientes: T/T (N =39); C/T (N =32); C/C (N = 15). Controles:
T/T (N = 30); C/T (N = 32); C/C (N = 14). (D) SNV rs2910164. Pacientes: G/G (N = 39); C/G (N =37); C/C (N
=10). Controles: G/G (N = 38); C/G (N =27); C/C (N=11). (E) SNV rs895819. Pacientes: T/T (N =43); C/T (N
=37); C/C (N = 6). Controles: T/T (N=31); C/T (N =31); C/C (N = 14). Linhas e asteriscos indicam diferenc¢as

estatisticamente significativas (P < 0,05). Control.: controles; TBP: tuberculose pulmonar.

Na analise da concentracao de IFN-y estratificada de acordo com os diferentes modelos
genéticos para cada SNV (Figura 8), foram observadas associagdes estatisticamente
significativas apenas em modelos recessivos. Para o SNV 154713693, o modelo recessivo
mostrou diferenga significativa na concentragao do IFN-y (p = 0,0146), com maiores niveis nos

pacientes portadores do alelo T (T/T+C/T) (3,48 pg/mL) em comparacdo aos pacientes
homozigotos C/C (1,35 pg/mL).

De forma semelhante, para o SNV rs895819, o modelo recessivo também apresentou
associacdo significativa com a concentragdo de IFN-y (p = 0,0218), sendo observada maior
concentracdo da citocina nos pacientes portadores do genotipo T/T+C/T (3,29 pg/mL) em
relacdo aos pacientes homozigotos C/C (0,72 pg/mL). Para os demais modelos genéticos, bem
como para os outros SNVs (156505162 e rs2910164), ndo foram identificadas associagdes

significativas com a concentra¢cdo de [FN-y tanto no grupo controle quanto de pacientes.
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Figura 8. Concentragdo plasmatica de IFN-y distribuida de acordo com os modelos genéticos dominantes,
recessivos e overdominantes para cada SNV, estratificada nos grupos controle (em azul) e de pacientes (em verde).
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Legenda: Concentragdo plasmatica de IFN-Y no grupo controle e no grupo de pacientes com TBP, distribuida de

acordo com os modelos genéticos dominante, recessivo e overdominante para os SNVs analisados. Cada ponto
representa um individuo; controles estdo representados de azul e pacientes em verde. As comparacgdes entre 0s
grupos foram realizadas por teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Linhas e asteriscos indicam diferengas
estatisticamente significativas (p < 0,05). (A-C) SNV rs6505162; (D-F) SNV rs4713693; (G-I) SNV rs2910164;
(J-L) SNV rs895819.

A comparacao da quantificagcdo de IL-1 entre o grupo de pacientes € o grupo controle
(Figura 9) apresentou diferenca significativa (p = 0,0054). A concentragdo média de IL-1B
entre os pacientes foi de 1,06 pg/mL e a mediana foi 1,05 pg/mL, enquanto do grupo controle,
a concentracdo média foi 0,90 pg/mL e a mediana foi 0,85 pg/mL. Também foi analisada a
concentragdo dessa citocina entre os diferentes gendtipos que compdem cada SNV (Figura 9)
e entre os diferentes modelos genéticos (Figura 10), ndo sendo detectada associagdes

significativas em nenhuma dessas analises.
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Figura 9. Concentracdo plasmatica de IL-1f nos grupos controle (em azul) e de pacientes (em verde), bem como
segundo os diferentes gendtipos dos SNVs analisados.
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Legenda: (A) Comparagdo da concentragdo plasmatica de IL-1f entre o grupo controle e o grupo com TBP. A
analise estatistica foi realizada por meio do teste de Mann-Whitney. Circulos azuis representam individuos do
grupo controle (N=39) e circulos verdes representam os pacientes (N = 52). (B-E) Comparagdo da concentracio
plasmatica de IL-1P entre os diferentes genotipos dos SNVs analisados, com as analises realizadas separadamente
para pacientes e controles. As comparagdes foram conduzidas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste
de Dunn. Linhas e asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05). (B) SNV rs6505162.
Pacientes: C/C (N = 13); A/C (N = 25); A/A (N = 14). Controles: C/C (N = 10); A/C (N = 18); A/A(N =11). (C)
SNV rs4713693. Pacientes: T/T (N = 19); C/T (N =27); C/C (N = 6). Controles: T/T (N =19); C/T (N=16); C/C
(N =4). (D) SNV rs2910164. Pacientes: G/G (N =31); C/G (N =17); C/C (N =4). Controles: G/G (N = 15); C/G
(N=17); C/C(N=7). (E) SNV rs895819. Pacientes: T/T (N =27); C/T (N = 20); C/C (N = 6). Controles: T/T (N
=17); C/T (N=17); C/C (N =4). Control.: controles; TBP: tuberculose pulmonar.
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Figura 10. Concentragdo plasmatica de IL-1p distribuida de acordo com os modelos genéticos dominantes,
recessivos e overdominantes para cada SNV, estratificada nos grupos controle (em azul) e de pacientes (em verde).
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Legenda: Concentragdo plasmatica de IL-1f no grupo controle e no grupo de pacientes com TBP, distribuida de
acordo com os modelos genéticos dominante, recessivo e overdominante para os SNVs analisados. Cada ponto
representa um individuo; controles estdo representados de azul e pacientes em verde. As comparagdes entre 0s
grupos foram realizadas por teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Linhas e asteriscos indicam diferengas
estatisticamente significativas (p < 0,05). (A-C) SNV rs6505162; (D-F) SNV rs4713693; (G-I) SNV rs2910164;
(J-L) SNV rs895819.

Na comparagao da quantifica¢ao de IL-18 entre o grupo de pacientes e o grupo controle
(Figura 11) foi detectada diferenca significativa entre os grupos controle ¢ com TBP (p <
0,0001). A concentragdo média de IL-18 entre os pacientes foi de 293,17 pg/mL, e a mediana
foi 213,63, enquanto no grupo controle a concentracao média foi 91,10 pg/mL e a mediana foi
36,69 pg/mL. Entretanto, nas analises entre a associacdo da concentra¢do da IL-18 com os
gendtipos de cada SNV (Figura 11), ou com os modelos genéticos, nenhuma associagao

estatistica foi identificada (Figura 12).
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Figura 11. Concentragdo plasmatica de IL-18 nos grupos controle (em azul) e de pacientes (em verde), bem como
segundo os diferentes gendtipos dos SNVs analisados.
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Legenda: (A) Comparagdo da concentragdo plasmatica de IL-18 entre o grupo controle ¢ o grupo com TBP. A
analise estatistica foi realizada por meio do teste de Mann-Whitney. Circulos azuis representam individuos do
grupo controle (N=76) e circulos verdes representam os pacientes (N=78). (B-E) Comparagdo da concentragio
plasmatica de IL-18 entre os diferentes genotipos dos SNVs analisados, com as analises realizadas separadamente
para pacientes e controles. As comparagdes foram conduzidas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste
de Dunn. Linhas e asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05). (A) SNV rs6505162.
Pacientes: C/C (N = 18); A/C (N =40); A/A (N = 20). Controles: C/C (N =22); A/C (N =36); A/A(N =18). (B)
SNV rs4713693. Pacientes: T/T (N =37); C/T (N =32); C/C (N =9). Controles: T/T (N =33); C/T (N =30); C/C
(N =13). (C) SNV rs2910164. Pacientes: G/G (N =37); C/G (N = 31); C/C (N = 10). Controles: G/G (N = 33);
C/G (N =31); C/C (N =12). (D) SNV rs895819. Pacientes: T/T (N = 38); C/T (N = 34); C/C (N = 6). Controles:
T/T (N = 34); C/T (N =28); C/C (N = 14). Control.: controles; TBP: tuberculose pulmonar.
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Figura 12. Concentragdo plasmatica de IL-18 distribuida de acordo com os modelos genéticos dominantes,
recessivos e overdominantes para cada SNV, estratificada nos grupos controle (em azul) e de pacientes (em verde).

IL-18 (pg/mL)

IL-18 (pg/mL)

IL-18 (pg/mL)

rs6505162 - Dominante
1200
1000~ e o
® ®
800 ?
600 o
400 g 8
2004
o &
T T T I T
& & &
& o
rs4713693 - Dominante
1200
i Q
1000 . 8 o
800 o @
600~ o o
400- 8
g
200 §
0_
1 I
o &L
ﬁs} & xg
65 &
rs2910164 - Dominante
1200
o
1000
o o 8
800 8
o
600 ©
4004 © o
o
200+
0_
1 I 1 ) I
o ,5}0 o x<'.\c.-
Y 69
rs895819 - Dominante
1200
1000
; § o
800 ® )
©
600 ©
400- 6
°)
200 %
0_
1 1 1 1 I
N &
A Ke A &
(z<\ (}‘

IL-18 (pg/mL)

rs6505162 - Recessivo

IL-18 (pg/mL)

IL-18 (pg/mL)

IL-18 {(pg/mL)

1200-
1000 o
o
800
()
600- ®
400
200
0_
1 1 1
o W
o o
rs4713693 - Recessivo
1200
1000
o
800
600
400 8
200 8
0- %
1 1 1
N
,(a o Ke) [9)
«6 «é
rs2910164 - Recessivo
1200
Q
1000
N 8
800 é
600 © p ©
y e]
4004 © o R
o o
200 i Po
0_
1 1 1 1 1
&L &L
o o
rs895819 - Recessivo
1200
1000
(o]
800
600 ©
4004 B
200 0
0_. &
1 1 1 1 1
L L NI
K o K o)
N N

IL-18 (pg/mL)

rs6505162 - Overdominante

1200+
[0}
1000 o
° (o]
800 8
600 8
400
200—
0_
‘y s & @°
o c>°

rs4713693 - Overdominante

1200
1000
) o]
800 .
600 S o
4004 8
200 %
0._
T 1 T 1
& & o &
& &

r$2910164 - Overdominante

1200-
(¢}
1000-
o o
800 8
@]
600 8
400- 8
8
200 E
0_
1 1 1
& &
o e

rs895819 - Overdominante

1200
1000
; 8 o
800 e °©
©
600
400- B
]
200-
B d
T 1 T 1 T
<~ ¢ 0 ¢

119



Legenda: Concentragdo plasmatica de IL-18 no grupo controle e no grupo de pacientes com TBP, distribuida de
acordo com os modelos genéticos dominante, recessivo e overdominante para os SNVs analisados. Cada ponto
representa um individuo; controles estdo representados de azul e pacientes em verde. As comparagdes entre 0s
grupos foram realizadas por teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Linhas e asteriscos indicam diferengas
estatisticamente significativas (p < 0,05). (A-C) SNV rs6505162; (D-F) SNV rs4713693; (G-I) SNV rs2910164;
(J-L) SNV rs895819.

No geral, as concentracdes das citocinas investigadas foram maiores entre os pacientes
com TBP em comparagdao aos controles. Esse resultado ja era esperado, e ¢ altamente
compativel com a ativacdo de multiplas vias de sinalizacdo induzidas pela infec¢do por M.
tuberculosis, incluindo TLRs, MAPK e NF-kB, culminando em uma resposta inflamatéria com

maiores concentragdes de IL-6, IL-1f3, IFN-y e IL-18.

Essas analises foram conduzidas com carater exploratério, com o objetivo de
contextualizar possiveis perfis imunoldgicos associados as variantes genéticas investigadas,
nao representando testes funcionais diretos. Dessa forma, os resultados devem ser interpretados
com cautela, nao tendo sido aplicada correcao para multiplas comparagdes, sendo utilizados

principalmente para apoiar a discussdo biologica dos achados imunogenéticos.

Em relacao a IL-6, evidéncias acumuladas em modelos murinos e humanos, evidenciam
que essa citocina possui um papel importante no desempenho da resposta imunologica
antituberculose, bem como na imunopatogénese da doenca. Dados indicam que a IL-6 pode ser
protetora, como em modelos experimentais com animais knockout para IL-6, que possuiam
maior suscetibilidade a TB e maior mortalidade frente a infeccdo, bem como menor producao
de IFN-y (Ladel et al., 1997). Ao mesmo tempo em que concentracdes muito altas de IL-6 tém
sido relacionada com lesdes cavitarias e exacerbagdo inflamatdria (Oh et al., 2018). Logo, a
atuacdo da IL-6 na TB nao ¢ linear, podendo exercer um efeito protetor no inicio do processo

infeccioso, mas deletério a medida que a infecgdo se cronifica.

A associacao da IL-6 com o gendtipo rs6505162 (miR-423) identificada nesse estudo,
em que, no modelo dominante (A/C+A/A vs. C/C), pacientes portadores de a0 menos uma copia
do alelo A tiveram maior concentragdo plasmatica de IL-6 detectada em comparacdo aos
portadores do gendtipo C/C, pode ser interpretada com base em uma hipotese mecanistica

plausivel envolvendo a regulacao da biogénese do miR-423 por essa variante genética.

Segundo os trabalhos de Su et al. (2015) em células HEC-1b (adenocarcinoma do

endométrio) e de Zhao et al. (2015) em células MDA-MB-231 (cancer de mama humano), o
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alelo A induz a maior produ¢do do miR-423 maduro. Adicionalmente, no estudo de Dai et al.
(2020a) foi identificado que o miR-423 tem como alvo o gene TNIP2, que ¢ um regulador
negativo da via NF-kB. Desse modo, sugere-se que niveis aumentados de miR-423 poderiam
favorecer a ativagao dessa via pro-inflamatdria e, consequentemente, a producao de citocinas

inflamatorias.

Embora até o momento nao tenha sido identificado nenhum estudo indicando a atuagao
direta desse SNV no contexto da TB, pois os estudos identificados nesse sentido t€m maior
enfoque em modelos de cancer, os achados identificados nessa tese permitem inferir que o alelo
A de 16505162 possa contribuir para um perfil inflamatério mais intenso, possivelmente
mediado pela maior expressao de miR-423 e maior ativagao de vias mediadas por NF-kB, com
a consequente producao aumentada do IL-6. No entanto, esse mecanismo carece de elucidagao

em modelos de infec¢do pelo M. tuberculosis.

O miR-423 tem sido descrito em alguns estudos positivamente relacionado com a
producdo de IL-6, por exemplo, em um estudo sobre o papel do miR-423 no glioma, Tang et al.
(2024) identificou que astrocitos humanos transfectados com mimetizador de miR-423-3p
tiveram maior producgdo de IL-6 e IL-8, e essa resposta foi mediada pelo processo de autofagia
induzido por esse miRNA. J4 em um estudo com pacientes portadores de periodontite grave,
Constantini et al. (2023) identificou que as concentra¢des de IL-6 e de miR-423-5p se
encontram aumentadas, € positivamente correlacionadas, no fluido gengival dos pacientes,
especialmente naqueles com maior gravidade. Por outro lado, em um estudo com pacientes
asmaticos, foi identificado que a circulagdo sérica de IL-6 ndo estd positivamente
correlacionada com os niveis do miR-423-5p (Qiu et al., 2022), refor¢ando o carater contexto-

dependente dessa interagdo e a necessidade de investigacoes especificas na TB.

Em relagdo ao IFN-y, sua atuag@o na resposta imunoldgica na tuberculose ¢ central,
sendo a citocina chave na ativa¢do de macrofagos e no controle da infeccao intracelular. Na
presente tese, identificamos a associacdo de rs895819 (miR-27a) com a concentragdao
plasmatica dessa citocina, onde os pacientes homozigotos para o alelo T tiveram maiores niveis
detectados em comparacdo aos homozigotos para o alelo C. Além disso, no modelo recessivo,
os portadores de ao menos uma cépia do alelo T (C/C vs. T/T+C/T) também tiveram maior

producao de IFN-y detectada.

Alguns mecanismos ja descritos na literatura podem embasar a hipotese para esse
achado. O alelo C ja foi descrito em diferentes estudos interferindo na biossintese do miR-27a
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e levando a menor produg¢ao dessa molécula em comparacao ao alelo T (Yang et al., 2022; Ragia
et al., 2024). Em outro estudo, identificou-se que o miR-27a ¢ capaz de atuar na polarizagdo de
macrofagos M1/M2, tendo como alvo o fator de transcricdo IRF-4, que ¢ importante para a
polarizacdo M2, de modo que a repressao desse fator pelo miR-27a pode contribuir para a

manuten¢do do fendtipo M1 (Ahluwalia et al., 2017).

O fenotipo M1, ou macrdéfagos classicamente ativados, possuem alta capacidade de
eliminacdo de patogenos intracelulares. Essas células respondem ao IFN-y produzido
principalmente por células NK e T CD4" ativando seus mecanismos microbicidas, como a
produg¢do de espécies reativas, a acidificacdo do lisossomo e a potencializacio do
processamento e apresentacao antigénicos via HLA-II. Paralelamente, macréfagos M1 também
contribuem com a producdo de IFN-y nas infecgdes micobacterianas (Jun Wang et al., 1999),
além de serem fonte de IL-12, retroalimentando positivamente as resposta Thl e levando a

maior producdo global dessa citocina (Leopold Wager et al., 2014; Khan et al., 2016).

Desse modo, hipotetizamos que o alelo T de rs895819 proporciona maiores niveis do
miR-27a maduro, o qual regula negativamente o fator de transcricdo importante para a
polarizagdo M2, sustentando o fendtipo M1, e, consequentemente, levando a maiores niveis
gerais de producdo do IFN-y. Entretanto, assim como ja mencionado para o rs6505162, tal
mecanismo envolvendo o rs895819 carece de validacdo direta no contexto da infec¢ao pelo M.

tuberculosis.

Entretanto, apesar do mecanismo supracitado, estudos tem apontado resultados opostos.
Em um trabalho com células THP-1 infectadas com a cepa H37Rv de M. tuberculosis, foi
identificado que a transfecgdo com miR-27a levou a diminui¢ao da producao celular de IFN-y
(Wang et al., 2017). De forma semelhante, outros estudos em diferentes modelos patologicos
relataram associacdo do miR-27a com a reducdo da producao dessa citocina, como no trabalho
de Luo et al. (2024) em cancer de pulmao, no qual um cluster de miRNAs que inclui o miR-
27a bloqueia a produgao do IFN-y por células T, e no estudo em glioblastoma de Weber et al.

(2024), no qual inibidores do miR-27a aumentaram a producdo dessa citocina.

Esses dados contrastantes com o0 nosso pressuposto, especialmente no trabalho de Wang
et al., (2017), que usou uma modelo celular infectado com o bacilo, podem ser explicados pela
complexidade da acdo do miRNA in vivo, em que a molécula ndo atua isoladamente, mas em
conjunto com diversas outras moléculas reguladoras na modulagdo da producao de citocinas.
Nesse sentido, um estudo conduzido por Cruz et al. (2017) demonstrou que, embora em nivel
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celular a superexpressdao de miR-27a esteja associada a menores niveis de IFN-y, os niveis
circulantes e teciduais dessa citocina estavam elevados, em razdo do comprometimento de
células T regulatérias mediado por este miRNA, resultando em uma produgao desregulada e
exacerbada de IFN-y (Cruz et al., 2017). Esse conjunto de dados demonstra que estudos in vivo
com o miR-27a na TB, especialmente no que se refere a atuagdo da variante rs§95819 nesse

processo, € um campo promissor.

Quanto aos rs6505162 e rs895819, essas variantes nao apresentaram associacao com a
TB quando analisadas isoladamente, entretanto, na analise de interagdo génica, ambas em
conjunto estiveram associadas a prote¢do contra a doenca. A identificacdo dessas variantes
associadas com a producao de citocinas inflamatorias como IL-6 e IFN-y, refor¢a a hipotese de
que essas variantes, podem interferir na resposta imunoldgica contra a TB. Esses achados
evidenciam que variantes génicas, mesmo nao afetando diretamente a suscetibilidade a doenca
de forma isolada, podem atuar de maneira combinada com outros genes, modulando a

concentragdo de citocinas e contribuindo para o desfecho imunopatologico da infecgao.

Em relacdo as variantes rs4713693 (miR-1275), neste trabalho foi identificado que o
perfil homozigoto para o alelo C no modelo recessivo (C/C vs. T/T+C/T ) esta associado a
menor producao de IFN-y em comparagdo aos portadores de a0 menos uma copia do alelo T no
grupo de pacientes. Poucos estudos tém sido realizados envolvendo essa variante, de modo que
nao foram identificados trabalhos indicando se algum dos alelos interfere diretamente na

quantidade produzida de miR-1275.

A modulag¢do de miR-1275 na produgdo de IFN-y ja& foi descrita por Ou et al. (2023),
em estudo com cancer de pancreas no qual a presenga de microambiente com hipdxia modulou
negativamente a expressao de miR-1275 em células NK, levando a redu¢do da produgdo ndo
apenas de IFN-y, mas também de perforinas e de TNF-o. Esse mecanismo ocorre pois o miR-
1275 tem como alvo a AXIN2 componente da via Wnt/ B-catenina, e estd associada a inibi¢do
da produgdo dessas citocinas. Em contraste, em um estudo in vitro com macrofagos THP-1
infectados com M. tuberculosis, o miR-1275 foi encontrado com expressao aumentada quando

comparado a infeccdo com uma cepa avirulenta (Das et al., 2013).

Logo, uma vez que a AXIN2 é um gene amplamente expresso € envolvido em programas
moleculares associados ao perfil M2 de macréfagos (Yang et al., 2018b), pode-se hipotetizar
que uma concentragdo aumentada de miR-1275, como a identificada por Das et al. em
macrofagos infectados, leve a uma maior repressdo pos-transcricional da AXIN2, resultando,

123



consequentemente, na maior produ¢do de citocinas, especialmente IFN-y. Por sua vez, no
contexto do alelo C, a hipdtese ¢ que esse alelo seria responsavel por induzir a menor expressao
de miR-1275, o que conduziria a menor repressao da AXIN2 e, consequentemente, a menores
niveis séricos de IFN-y encontrado nos portadores desse alelo em homozigose. Entretanto, essa
hipdtese precisa de validagdo experimental, pois a acdo moduladora de miR-1275 no gene
AXIN? foi avaliada em contexto oncoldgico, e a modulagdo mediada pelos miRNAs ndo ¢

uniforme em todos os tipos celulares e contextos fisiopatologicos.

O presente estudo também identificou que o alelo C de rs4713693 esteve inicialmente
estd associado a protecdo contraa TBP (p =0,0218; OR =0,79; IC95% = 0,65-0,97), 0 que nao
foi mantido apds corre¢do de Bonferroni. Paralelamente, o genotipo C/C foi associado a
menores niveis detectados de IFN-y no plasma dos pacientes com a doenga ativa ja
diagnosticada. Esses achados podem parecer antagbnicos a primeira vista, pois, dada a
importancia central do IFN-y na resposta contra M. tuberculosis, seria esperado que a presenga
desse alelo associado a protecdo nas analises preliminares, pudesse levasse a producao de
maiores concentragdes dessa citocina. Entretanto, isso pode ocorrer pelo fato de que a atuagao
de um gene nem sempre ¢ linear ao longo do curso de uma doenca, podendo exercer efeitos
distintos em diferentes fases do processo infeccioso, por exemplo, conferindo a resisténcia ao
desenvolvimento da doenga ativa, mas nao necessariamente modulando de forma favoravel a
resposta inflamatdria sistémica quando a TB ja estiver estabelecida. Essa interpretacdo também
¢ corroborada pela auséncia de associacao do alelo C de rs4713693 com a carga bacilar nos

pacientes avaliados.

Além disso, alguns trabalhos na literatura apresentaram achados parcialmente
semelhantes aos observados nesta tese. Rolandelli et al., (2016) identificou que o genotipo A/A
do SNV 152275913 do gene IL17A estd associado a prote¢do contra a TBP em uma coorte
argentina, entretanto, esse mesmo genotipo esta associado a concentragcdes menores de IFN-y
entre os pacientes, bem como associado a maior carga bacilar e maior gravidade clinica. De
forma complementar, Barletta-Naveca et al. (2018), embora nao tenha identificado associagao
entre o 155743618 de TLRI e a suscetibilidade a TB, demonstrou que essa variante estd
associada a carga bacilar dos pacientes, evidenciando a noc¢ao de que variantes genéticas podem

nao influenciar o risco de adoecimento, mas modular desfechos clinicos na doenca.

A variante rs2910164 (miR-146a), no presente estudo, ndo apresentou associagdo com

a concentra¢do de nenhuma citocina detectada no plasma dos individuos avaliados. Apesar
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dessa variante ja ter sido associada com a producao de diferentes niveis de expressdo de miR-
146a, ¢ esse miRNA ter sido implicado na modulagdo do inflamassoma NLRP3, e,
consequentemente, relacionado a producao de IL-1PB e IL-18, tais evidéncias provém de
modelos experimentais de doencas. Diante da via do NLRP3 na regulagdo dessas citocinas,
seria esperado observar associagdo semelhante no contexto da TB, contudo, tal relagdo ndo foi
identificada nesse estudo. Uma possivel explicacdo ¢ que, na TB, o miR-146a nio exerce o
mesmo papel identificado em outros tipos de doengas. Ademais ¢ possivel que a variante
12910164 ndo provoque alteragdes funcionais suficientes para resultar em diferengas
detectaveis nas concentragdes plasmaticas dessas citocinas. Dessa forma, o papel do especifico
do miR-146a na modulacdo do inflamassoma em modelos de TB permanece uma lacuna no

conhecimento que demanda mais investigacdes.
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7. CONCLUSAO

A TBP ¢ uma doenca multifatorial, cuja ocorréncia e progressao resultam da interacao
complexa entre fatores sociais, ambientais, imunologicos e genéticos. No presente estudo,
conduzido em uma populacdo recrutada no estado do Amazonas, foi possivel confirmar que
fatores comportamentais, como tabagismo e etilismo, estdo associados a maior risco de
desenvolvimento da doencga, enquanto a vacina¢ao com a BCG, embora ndo seja determinante
na prote¢do contra a forma pulmonar em adultos, integra o conjunto de elementos que podem

modular a suscetibilidade individual a TBP.

No que diz respeito aos dados imunogenéticos, os resultados desta tese reforcam o papel
dos miRNAs como reguladores da resposta imune contra M. tuberculosis, especificamente
quando analisadas as interagdes SNV-SNV. Demonstrou-se também que a variante genética
rs4713693, localizada em um elemento regulatério do gene MIRI1275, embora inicialmente
associada a protecdo contra a TBP, ndo manteve significancia apos a corre¢do de Bonferroni,
indicando que esse SNV pode ndo impactar a suscetibilidade a TBP de forma individual. O
genotipo C/C dessa variante também foi associado a niveis reduzidos de IFN-y em pacientes

com a doenga ativa.

As demais variantes estudadas, rs6505162 (MIR423), 152910164 (MIR146A4) e rs895819
(MIR274) ndo apresentaram associa¢cdo com a TBP no presente estudo, além disso, nenhuma
das quatro variantes analisadas apresentou associacdo com a carga bacilar da doenca.
Entretanto, isso nao significa que esses SN'Vs nao impactam o desenvolvimento ou progressao
da doenca, uma vez que em ambiente fisiologico, diversos genes e moléculas atuam em
conjunto na determinagdo dos desfechos de diversas doengas, mesmo que em analises

individuais tais associagdes ndo sejam detectadas.

Nesse contexto, este estudo demonstrou que variantes genéticas podem atuar de forma
combinada, por meio de interagdes SNV-SNV (156505162 A/C: 1895819 C/C; pBonferroni —
0,0466; OR = 0,13; 1C95% = 0,04-0,42). Esse achado reforca a importancia de abordagens que
considerem a interacdo entre multiplos genes, o que reflete de maneira mais realista a

complexidade de redes regulatorias envolvidas na resposta imune na TBP.

Observou-se ainda que SNVs em miRNAs, mesmo na auséncia de associacao direta
com a suscetibilidade a doenca, podem modular a concentragdo de citocinas inflamatorias,
como IL-6 e IFN-y, contribuindo para a manutencao da resposta imunoldgica e, potencialmente,

para diferentes desfechos clinicos da infeccdo. Esses resultados indicam que a influéncia
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genética na tuberculose nao se limita a suscetibilidade, estendendo-se também a regulacdo da

resposta inflamatoria apos a doenga ser estabelecida.

O presente trabalho contribui com dados inéditos sobre as frequéncias alélicas de
variantes de miRNAs em uma populagdo recrutada no Amazonas, area ainda pouco explorada
em estudos genéticos no Brasil envolvendo essa tematica. Todos os alelos de menor frequéncia
das variantes analisadas apresentaram frequéncia superior a 0,30 nesse estudo, tais valores
mostraram-se consistentes com dados populacionais de referéncia e com estudos prévios
conduzidos na regido Norte, ¢ no caso de rs895819 e rs4713693, os dados apresentados
constituem as primeiras estimativas de frequéncia no Brasil. Esses dados ampliam o
conhecimento cientifico acerca do papel de SNVs em miRNAs na tuberculose pulmonar, e
podem servir como base para investigacdes futuras, incluindo estudos funcionais e analises em
outras popula¢des, visando aprofundar a compreensao do papel dos miRNAs e de suas variantes

genéticas na interacao entre o M. tuberculosis e o hospedeiro.
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8. LIMITACOES DO ESTUDO

Uma das limitagdes deste estudo refere-se a auséncia de testes imunologicos especificos,
como IGRA ou PPD, para confirmacgdo da auséncia de infeccdo latente pelo Mycobacterium
tuberculosis no grupo controle. Essa abordagem nao foi adotada devido ao custo elevado do
IGRA e as limitagdes inerentes ao PPD, como reagdes cruzadas com a vacinacao por BCG e
exposi¢do a micobactérias ambientais. Ainda assim, os controles incluidos ndo apresentavam
sintomas respiratorios ou diagndstico prévio de TBP, e as frequéncias genotipicas observadas
encontravam-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, além de compativeis com dados
populacionais de referéncia, sugerindo adequada representatividade da amostra e reduzindo a

probabilidade de viés relevante na sele¢do dos participantes.

Além disso, embora o tamanho amostral tenha sido adequado para as analises principais,
a avaliacdo de interagdes entre variantes genéticas pode demandar amostras ainda maiores para
detectar efeitos de menor magnitude, e garantir maior confiabilidade dos resultados

encontrados.

Por fim, ndo foram realizados estudos funcionais para avaliar diretamente o impacto
bioldgico das variantes analisadas sobre a expressdo dos miRNAs ou sobre vias imunolédgicas
especificas. Dessa forma, os achados apresentados devem ser interpretados como evidéncias de
associacdo genética, que necessitam de validacdo em outras populagdes e em modelos
experimentais funcionais, a fim de elucidar os mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos

observados.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudos futuros podem incluir analises funcionais para avaliar o impacto desses SNVs
investigados sobre a expressao dos miRNAs correspondentes, bem como sobre a regulagao de
genes-alvo e a producgdo de citocinas relevantes na resposta ao Mycobacterium tuberculosis.
Ensaios em modelos de cultura de celular, como macréfagos ou PBMCs, poderao esclarecer se
diferentes genotipos estdo associados a alteragdes na expressdo dos miRNAs e na resposta

inflamatoria.

Outra perspectiva consiste na ampliagdo do tamanho amostral, especialmente para as
analises de interagdo SNV-SNV. Amostras maiores permitirdo aumentar o nimero de individuos
com as combinagdes genotipicas avaliadas, possibilitando resultados mais robustas e maior
poder estatistico para a deteccdo dessas interagdes. A inclusdo de outras amostragens
independentes também pode ser importante para validacdo dos achados em diferentes

populagoes.

Estudos futuros podem integrar as variantes genéticas com fenotipos clinicos e
imunoldgicos mais detalhados, como a gravidade da doenga e o desfecho clinico, além de
explorar redes regulatorias envolvendo multiplos miRNAs e andlises de interacdo gene-gene,

contribuindo para melhor compreensao do papel dessas variantes na suscetibilidade a TBP.
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10. ORCAMENTO E FONTE DE FINANCIAMENTO

Este projeto teve apoio financeiro do Laboratdrio de Imunologia Molecular (LIM) e do

Laboratdrio de Micobacteriologia do INPA, com projetos aprovados pela FAPEAM CAPES e

CNPq cuja verba ja foi liberada. Além de bolsa de estudos concedidas pela CAPES entre margo
de 2023 e outubro de 2024, e bolsa CNPq entre maio de 2025 e margo de 2026.

ITENS Descriciao dos materiais para Identificacio dos SNVs e Citocinas Vé{lg;l;;)ﬁ
01 Oligonucleotideos e sondas TagMan 9.560,00
02 TagMan Genotyping Master Mix 1x 10mL 9.500,00
03 MicroAmp Optical Adhesive Film Kit 470,00
04 MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate (20 plates) 2.530,00
05 Material para coleta de amostras 1.012,50
06 Kit para citocinas 10.660,20
07 Kit para pesquisa de anticorpos 5.890,00
08 Placas de alta ligag@o para ELISA 1.750,00

Total R$ 41.372,70
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11. CRONOGRAMA

Ano (meses)
2023 2024 2025 2026
Atividades MAMJ JASOND|(JFMAMJ JASOND|JFMAMJ JASOND|JFM

Atualizagao e leitura de
artigos cientificos
Realizagdo das disciplinas
obrigatorias e optativas do X X X X X XX X X X X X XX XXX X X X X XXX XXX
PPGIBA
Realizagdo do estagio em
docéncia
Coleta e processamento das
amostras bioldgicas
Extracao do DNA das
amostras bioldgicas
Genotipagem por qPCR
dos SNVs de miRNA
Dosagem de citocinas por
ProQuantum
Analise estatistica dos
resultados obtidos
Elaboragao do manuscrito
para Defesa
Elaboragao do artigo

X X X XXX XXX XIX X XXX XX Xi XX XiXIX X XiXiXi XX XiXiXiX XIXiXiX

cientifico X XX
Defesa da tese de X
doutorado
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12. EQUIPE DO PROJETO

Ordem Nome Titulo Funcao
Marcos Henrique Gurgel Executou: coleta de amostras,
Rodrigues Doutorando extragao de DNA h~urna¥1(‘) ©
| Farmacéutico PPGIBA/ICB/UFA qPCR, dlscrlmlna}(;ao alélica,
, ensaios de quantificagdo de
Area de atuagﬁo: M citocinas, analise e
Imunologia interpretagdo dos resultados.
Aya Sadahiro
Docen‘{ngFAM- Coordengq e participou fie
) Area de atuacio: Doutor todas as at1v1dades do projeto
Imunologia e pesquisa.
Microbiologia
Mauricio Morishi
Ogusku .
3 (Pesquisador - Presjcou assessoria nos exames
INPA) Area de Doutor bac1loscép1<?os, gultwo € nos
atuaco ensaios de biologia molecular.
Micobacteriologia
Luciana Botinelly .
Fujimoto Prestou c'olabora(;ao para
4 Docente UFAM-FM Doutor . avaliar osdados
Area de atuacio: epidemiologicos e clinicos da
Patologia B
Joycenea da Silva
s Matsuda Pesquisadora da Mestre Pres;tou colaboragdo na
ILMD-Fiocruz/AM selecdo dospacientes com
e Médicglljré?&llr\l/[lologista Tuberculose.
Colaborou no processamento
Mariana Brasil de e organizag?lq das amostras
Andrade Figueira - clinicas. .
Doutora Auxiliou nos ensaios de
6 _Farmacéutica genotipagem e quantificagdo
Area de atuagdo: de citocinas.
Imunologia Auxiliou nas analises dos
dados.
Gilberto Ferreira Colaborou na coleta,
Bazé Janior processamento € organizagao
L das amostras clinicas.
Farmaceéutico Mestre Auxiliou nos ensaios de
Area de atuagio: genotipagem e quantificagao
Imunologia de citocinas.
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Colaborou na coleta,

Alliny Almeida S
Queiroz processamento € organizagao
. ) das amostras clinicas.
8 Biotecnologa Mestre Auxiliou nos ensaios de
Area de atuagio: genotipagem e quantificagdo
Imunologia de citocinas.
Laianne Lopes
Rocha Colaborou no processamento
9 Biologa Doutora e orgamzaC ?r?i (%ass amostras
Area de atuacio: '
Imunologia
Renata
Gualberto da
Cunha Doutoranda %Oé%lg)gﬁ?gaggop(rigge;glaélslterggo
10 Odontéloga Area PPGIBA/ICB/UF | clinicag. Auxifiou hos ensaios
de atuacao: AM quantifica¢ao de citocinas.

Patologia e
Imunologia
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