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RESUMO

A tuberculose (TB), causada por Mycobacterium tuberculosis, permanece como um
dos principais desafios da saude publica global, com altas taxas de incidéncia
especialmente em regides como o Norte do Brasil. Em 2024, o estado do Amazonas
liderou os indices nacionais, com 94,7 casos por 100 mil habitantes. A suscetibilidade
a TB é influenciada por fatores sociais, ambientais e genéticos, sendo a vitamina D e
seu receptor (VDR) reconhecidos como moduladores importantes da resposta imune
frente a infeccdo. Este estudo teve como objetivo investigar a associagado entre
variantes de nucleotideo unico (SNVs) no gene VDR e a ocorréncia de tuberculose
pulmonar. Foram incluidos 640 individuos, sendo 321 pacientes e 319 controles,
submetidos a genotipagem por qPCR para os SNVs rs2228570, rs7975232, rs731236
e rs1544410. A variante rs2228570 apresentou associagao significativa no modelo
log-aditivo (p=0,046; OR = 1,26; 1C95% = 1,01-1,57), sugerindo aumento de risco com
a presenga crescente do alelo A. Observou-se efeito protetor estatisticamente
significativo para as variantes rs731236 (modelo dominante: p = 0,012; OR = 0,67;
IC95% = 0,49-0,92) e rs1544410 (modelo recessivo: p = 0,0002; OR = 0,33; 1C95% =
0,18-0,61), cujos alelos G e T, respectivamente, estiveram associados a menor risco
da doenca. Em contraste, a variante rs7975232 nao apresentou associagao
significativa com a TB nos modelos avaliados. A analise de haplétipos revelou que a
combinagdo ACCA esteve significativamente associada ao risco aumentado de TB (p
=0,0099), enquanto o haplétipo GATG esteve associado a efeito protetor (p = 0,0151).
Além disso, a dosagem de 25(OH)D indicou hipovitaminose D em parte expressiva
dos individuos, com concentragbes mais baixas observadas nos pacientes. Esses
achados reforcam o papel potencial da vitamina D e das variantes do gene VDR na
imunorregulacado da TB, contribuindo para o entendimento da suscetibilidade genética
a doenca em uma populacao de alta carga endémica. Tais evidéncias podem orientar
futuras investigagcbes sobre biomarcadores genéticos e fatores modificaveis de risco

em contextos similares.

Palavras-chave: Tuberculose; SNVs; Vitamina D; VDR; Imunogenética.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis, remains one of the major
global public health challenges, with high incidence rates particularly in regions such
as Northern Brazil. In 2024, the state of Amazonas recorded the highest national
incidence rate, with 94.7 cases per 100,000 inhabitants. Susceptibility to TB is
influenced by social, environmental, and genetic factors, with vitamin D and its receptor
(VDR) recognized as important modulators of the immune response to infection. This
study aimed to investigate the association between single nucleotide variants (SNVs)
in the VDR gene and the occurrence of pulmonary tuberculosis. A total of 640
individuals were included, comprising 321 patients and 319 controls, genotyped by
gPCR for the SNVs rs2228570, rs7975232, rs731236, and rs1544410. The rs2228570
variant showed a significant association under the log-additive model (p = 0.046; OR
=1.26; 95% CIl = 1.01-1.57), suggesting increased risk with higher frequency of the A
allele. A significant protective effect was observed for rs731236 (dominant model: p =
0.012; OR = 0.67; 95% CIl = 0.49-0.92) and rs1544410 (recessive model: p = 0.0002;
OR = 0.33; 95% CI = 0.18-0.61), with the G and T alleles, respectively, associated
with reduced disease risk. In contrast, the rs7975232 variant showed no significant
association with TB in the tested models. Haplotype analysis revealed that the
combination ACCA was significantly associated with increased TB risk (p = 0.0099),
whereas the GATG haplotype was associated with a protective effect (p = 0.0151).
Additionally, 25(OH)D quantification indicated hypovitaminosis D in a substantial
proportion of individuals, with lower concentrations observed in TB patients. These
findings reinforce the potential role of vitamin D and VDR gene variants in TB
immunoregulation and contribute to the understanding of genetic susceptibility to the
disease in a highly endemic population. Such evidence may guide future research on

genetic biomarkers and modifiable risk factors in similar settings.

Keywords: Tuberculosis; SNVs; Vitamin D; VDR; Immunogenetics.
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1. INTRODUGAO

A tuberculose (TB) permanece como uma doencga infecciosa de elevada
magnitude e representa um problema significativo de saude publica global. Apesar
dos avangos no diagnostico e tratamento, o controle da morbimortalidade por TB
continua sendo um desafio para a comunidade cientifica e os programas de saude
publica em diferentes paises. Em 2023, a TB permaneceu entre as principais causas
de morte por um unico agente infeccioso, destacando a necessidade de intensificar

estratégias para prevengao, diagndstico precoce e tratamento eficaz (WHO, 2024).

Segundo o relatério global da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), foram
notificados 10,8 milhdes de novos casos de TB e cerca de 1,25 milhdo de mortes em

2023 (WHO, 2024). Estima-se que um quarto da populagcdo mundial esteja infectada.

Segundo o Ministério da Saude, foram registrados 84.308 casos novos de
tuberculose no Brasil em 2024, resultando em um coeficiente de incidéncia de 39,7
casos por 100 mil habitantes, o que mantém o pais entre os 30 com maior carga da
doenga no mundo (Brasil, 2025). A regido Norte, especialmente o estado do
Amazonas, apresenta taxas significativamente superiores a média nacional, refletindo

desigualdades socioeconémicas e desafios estruturais no enfrentamento da TB.

Além dos fatores socioecondmicos, diversos elementos intrinsecos ao patdégeno
e ao hospedeiro influenciam a suscetibilidade e a evolugdao da TB. Do lado do
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), aspectos como a carga bacilar, a presenca de
infeccdo policlonal, o genodtipo especifico da bactéria e o desenvolvimento de
resisténcia aos medicamentos antituberculose desempenham papéis cruciais na
patogenicidade e nos desfechos clinicos da doenga. Quanto ao hospedeiro, fatores
genéticos e comorbidades, como coinfeccdo HIV/TB e diabetes mellitus, s&o
determinantes na resposta imunoldgica e na vulnerabilidade a TB (Caws et al., 2008;
Abbadi et al., 2009; Casanova et al., 2011).

Dessa forma, tanto os fatores relacionados ao patégeno quanto aqueles
intrinsecos ao hospedeiro tém papel determinante na imunopatogénese e nas
manifestagbes clinicas resultantes da tuberculose. Essa interagcdo ressalta a

complexidade da relagdo entre o Mtb e o organismo humano, a qual ainda nao foi
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completamente elucidada. (Vannberg et al., 2011; Cohen et al., 2012; Shaler et al.,
2012; Ford et al., 2013). Estudos tém demonstrado que variantes de nucleotideo unico
(SNVs), presentes em diversos genes do hospedeiro, influenciam a suscetibilidade a
infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis, sendo o0 componente genético
progressivamente reconhecido como um fator-chave na modulagéo da resposta imune
(Moller et al., 2018; Santos et al., 2014).

Nesse contexto, ha crescente interesse na influéncia da vitamina D, um horménio
esteroide com reconhecida funcdo imunomodulatéria. Na era pré-antibidtica, a
vitamina D e a exposigao solar foram historicamente utilizadas no tratamento da TB.
Além disso, evidéncias crescentes provenientes de estudos in vitro sugerem que a
vitamina D tem o potencial de aumentar a atividade antimicobacteriana (Martineau et
al., 2012). A forma ativa da vitamina D, 1,25(0OH),D, atua no sistema imune inato ao
estimular a expressao de peptideos antimicrobianos como a catelicidina (LL-37), além
de regular a produgédo de citocinas pro e anti-inflamatérias, como IFN-y, IL-10 e IL-2,
promovendo uma resposta mais eficiente a infeccdo micobacteriana (Liu et al., 2006;
Meng-Shiuan et al., 2024).

A atividade da vitamina D € mediada pelo receptor de vitamina D (VDR), uma
proteina nuclear expressa em diversos tipos celulares, incluindo mondcitos,
macrofagos e células T. O gene VDR localiza-se no cromossomo 12q13.11 e possui
diversas variantes de nucleotideo unico (SNVs) que podem influenciar a transcrigao,

estabilidade do mRNA ou a fung¢éo da proteina codificada (Agliardi et al., 2025).

Dentre as variantes de nucleotideo unico (SNVs) mais investigadas do gene
VDR, destacam-se: rs2228570 (Fokl), rs1544410 (Bsml), rs731236 (Taql) e
rs7975232 (Apal). Estudos sugerem que variagdes genéticas nesse gene estdo
associadas a suscetibilidade ou resisténcia a TB, embora os resultados ainda sejam

inconsistentes entre diferentes populag¢des (Uitterlinden et al., 2004; Wang; Li, 2019).

Pesquisas sobre o perfil genético dos pacientes tém desempenhado um papel
significativo na compreensao da variabilidade na resposta a infeccdo pelo M.
tuberculosis (Paramel et al., 2015). Consequentemente, a comunidade cientifica tem

direcionado sua ateng¢ao para os estudos moleculares, os quais podem contribuir para
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um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na interagao entre o patégeno

e o0 hospedeiro (Cooke; Hill, 2001; Coscolla; Gagneux, 2014).

Apesar de sua relevancia, ha uma escassez de estudos sobre essas variantes
em populagdes amazdnicas, que apresentam diversidade genética propria, elevada
carga de TB e peculiaridades ambientais que podem influenciar tanto os niveis séricos
de vitamina D quanto a dinamica de transmissao da doencga. Neste contexto, investigar
a influéncia de variantes genéticas relacionadas a via da vitamina D nessas
populagdes representa uma oportunidade estratégica para compreender melhor os

determinantes regionais da TB.

Diante do exposto, este estudo tem como objetivo avaliar a associagao entre
variantes de nucleotideo unico (SNVs) em genes da via da vitamina D e a ocorréncia

de tuberculose pulmonar em individuos residentes na regido amazonica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais da tuberculose

A concepcao de que a tuberculose pudesse ser uma doenga infecciosa foi
inicialmente proposta por Benjamin Marten, em 1720 e, posteriormente, corroborada
por Antoine Villemin, que demonstrou a transmissibilidade da doencga entre animais
(Doetsch, 1978). Evidéncias arqueoldgicas apontam para a presenga de lesbes
tuberculosas em mumias egipcias e peruanas, sugerindo que a TB acomete a

humanidade ha milhares de anos (Balows et al., 1991).

Em 1882, o bacilo foi identificado por Robert Koch, um renomado cientista
alemao (Bechler, 2012). Sua descoberta, que ficou conhecida como o bacilo de Koch,
representou um marco no entendimento da doenga e pavimentou o caminho para
avancgos no diagnéstico e tratamento (Barberis et al., 2017). Em 1883, Zoppf o nomeou
como Bacterium tuberculosis, porém, em 1886, Lehmann e Neumann o renomearam
para Mycobacterium tuberculosis, nomenclatura ainda vigente, atribuida a sua
morfologia semelhante a de fungos e ao crescimento lento em cultura (Balows et al.,
1991).

As micobactérias pertencentes ao Complexo Mycobacterium tuberculosis
(MTBC) compartilham elevada identidade genética, mas diferem quanto a
patogenicidade, espectro de hospedeiros e distribuicdo geografica. Aléem do M.
tuberculosis, responsavel pela maioria dos casos em humanos, o complexo inclui
outras espécies clinicamente relevantes, como M. bovis, M. africanum, M. caprae, M.
microti e M. pinnipedii (Tientcheu et al., 2017; Galagan, 2014). Essas espécies
integram a familia Mycobacteriaceae, na ordem Actinomycetales.

A origem evolutiva do M. tuberculosis tem sido amplamente estudada, e acredita-
se que tenha resultado da adaptagao de micobactérias ambientais ao hospedeiro
humano, acompanhando a expansao demografica e o surgimento de aglomerados
populacionais com condigdes sanitarias precarias, contexto que favoreceu a
disseminagdao da doenga (Gagneux et al., 2006; Wirth et al., 2008). Evidéncias

moleculares baseadas em marcadores genéticos tém contribuido para estimativas
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mais precisas sobre o tempo de divergéncia, diversidade e distribuicdo das espécies

do complexo.

Estudos genémicos modernos, como os de Comas et al. (2013), que analisaram
259 genomas de cepas de M. tuberculosis, identificaram sete linhagens humanas
principais, com distribuicdes geograficas especificas, reforcando a origem africana e

a adaptacao global a medida que os humanos migraram para outros continentes.

Avangos mais recentes expandem essa compreensdo, Bahk et al. (2024)
propuseram uma referéncia pan-gendmica construida a partir da analise de 3.614
genomas de M. tuberculosis pertencentes as principais linhagens globais (L1-L4).
Essa referéncia incorporou regides anteriormente nao capturadas pela cepa que era
tradicionalmente usada como modelo, adicionando 1,18% de sequéncia gendémica e
recuperando mais de 60% das leituras antes descartadas. Essa atualizacdo amplia a
visdo da diversidade evolutiva do bacilo e fortalece as evidéncias de sua origem

ancestral comum.

Complementarmente, Segretier et al. (2024) aplicaram algoritmos evolutivos
sobre dados protedmicos, demonstrando que padrbes de presenca ou auséncia de
determinadas proteinas sao suficientes para classificar linhagens filogenéticas do
bacilo com elevada acuracia. Esses achados indicam que a evolugédo de M.
tuberculosis reflete ndo apenas mutagdes genéticas, mas também pressodes seletivas
sobre seu repertorio proteico, reforcando a hipétese de coevolugao com o hospedeiro

humano.

2.2 Constituicao geral do bacilo

As diferentes espécies pertencentes ao complexo MTB compartilham
caracteristicas genéticas e bioquimicas, embora possam exibir variagbes em termos
de patogenicidade e distribuicdo geografica (Tientcheu et al., 2017). Sao classificadas
como bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), uma caracteristica fundamental para

sua deteccao laboratorial e relacionada a sua estrutura celular peculiar.

Morfologicamente, s&o bacilos retos em forma de bastonete ou levemente

curvos, de crescimento lento, aerdbios obrigatdrios, iméveis, ndo esporulados e néo
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encapsulados, com dimensdes que variam entre 1 a 10 ym de comprimento por 0,2 a
0,6 ym de largura (Brasil, 2002). Seu tempo de geracgao prolongado (15 a 20h)

contribui para a dificuldade no cultivo e no diagndstico laboratorial.

A estrutura da parede celular das micobactérias € singular e complexa, composta
por proteinas, lipidios e carboidratos, incluindo componentes altamente virulentos que
representam alvos terapéuticos promissores (Smith, 2003). Mais externamente, é
composta por uma espessa camada lipidica rica em acidos micdlicos,
arabinogalactano e peptidoglicano, além de glicolipidios como a lipoarabinomanana
(LAM) e fosfatidilinositol mannosideos (PIMs), que atuam como PAMPs reconhecidos
por receptores Toll-like (TLRs). Essa estrutura proporciona uma barreira hidrofébica
altamente resistente a agentes antimicrobianos, a dessecagéo e a acdo de enzimas
lisossomais, favorecendo a persisténcia intracelular nos macrofagos hospedeiros e
dificultando o reconhecimento e a destruigdo por mecanismos imunolégicos do
hospedeiro (Dulberger et al., 2020; Abdalla et al., 2012) (Figura 1).

Além disso, a parede celular do M. tuberculosis é um importante PAMP (padréo
molecular associado a patdgeno), reconhecido por receptores do sistema imune inato,
como TLR2 e Dectin-1. Essa interacado inicial € essencial para a ativacdo de
mecanismos inflamatdrios, fagociticos e antimicrobianos, sendo também alvo de

pesquisas para desenvolvimento de novas terapias e vacinas (Cambier et al., 2014).

Estudos recentes tém destacado a relevancia de sistemas adicionais que
favorecem a adaptacao e a viruléncia do bacilo. Dentre eles, destaca-se o sistema de
secrecao tipo VIl (ESX-1), responsavel por mediar a interagdo com células fagociticas
e contribuir para a evasao imunoldgica e formacéao de nichos permissivos a replicacéao

bacilar no tecido pulmonar (Stewart et al., 2019).

Possui também sistemas genéticos especializados que regulam sua
sobrevivéncia em condi¢cdes de estresse e desempenham papel na viruléncia. Esses
sistemas auxiliam o bacilo na adaptacdo a ambientes hostis, como a hipdxia e o
ataque oxidativo dentro dos macrofagos. Eles atuam interrompendo temporariamente
processos metabdlicos, contribuindo para a persisténcia do bacilo no hospedeiro.

Além disso, variagdes na expressiao desses sistemas modulam a resposta imune do
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hospedeiro e influenciam a expressao de proteinas de viruléncia (Belardinelli et al.,
2025; Dutta et al., 2019).

Recentemente, novas abordagens biofisicas, como a espectroscopia Raman
aprimorada por superficie (SERS), tém sido aplicadas para caracterizar, em nivel
celular, as variagbes estruturais associadas a resisténcia medicamentosa,
identificando assinaturas moleculares que reforgam a heterogeneidade fenotipica do
bacilo (Zyubin et al., 2025).
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Figura 1 — Esquema representativo do envelope celular de Mycobacterium

tuberculosis, destacando os principais componentes estruturais. Fonte: Adaptado de
Kinatukara, P, 2014.
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2.3 Aspectos epidemioldgicos da tuberculose

2.3.1 Cenario mundial

Em 2023, a tuberculose (TB) voltou a ocupar o primeiro lugar entre as causas de
morte por um unico agente infeccioso, com um total estimado de 1,25 milhdo de obitos,
incluindo 1,09 milh&do entre pessoas HIV-negativas e 161 mil entre pessoas vivendo
com HIV. No mesmo ano, cerca de 10,8 milhndes de pessoas adoeceram por TB em
todo o mundo. A Figura 2 ilustra a distribuicdo geografica dos casos incidentes, com
a maioria dos casos concentrados nas regides do Sudeste Asiatico (45%), Africa
(24%) e Pacifico Ocidental (17%) (WHO, 2024).

Estimated number of incident TB cases in 2023, for countries with at least 100 000 incident
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Figura 2 - Distribuicdo estimada dos casos incidentes de tuberculose em 2023, por
paises com =100.000 casos. Os circulos representam o numero relativo de casos
novos. Fonte: Global Tuberculosis Report - OMS 2024.
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2.3.2 Situagao nacional

No Brasil, foram registrados 84.308 casos novos de TB em 2024, o que
representa uma taxa de incidéncia de 39,7 por 100 mil habitantes. Esse numero reflete
um aumento de 21% no periodo pds-pandemia (2020-2024). Em relacdo a
mortalidade, 6.025 ébitos foram notificados por TB em 2023, com uma taxa de 2,8
mortes por 100 mil habitantes, representando um aumento de 3% em relagao a 2022
(Brasil, 2025).

A doenga apresenta uma distribuicdo heterogénea no territério nacional, com
maior concentracdo de casos nas regides Norte, Sudeste e Nordeste. Em 2024, as
taxas de incidéncia mais elevadas foram registradas nos estados do Amazonas
(94,7/100 mil habitantes), Rio de Janeiro (84,6/100 mil) e Roraima (64,3/100 mil),
todos com valores significativamente superiores a média nacional de 39,7 casos por
100 mil habitantes (Figura 3) (Brasil, 2025).

Casos novos de tuberculose
por 100 mil habitantes

13,2 a 27,8
2792499
50,0 a 94,7

Figura 3 — Coeficiente de incidéncia de tuberculose (casos por 100 mil hab.) por

Unidades da Federagao. Fonte: Brasil, 2025.
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2.3.3 Perfil sociodemografico dos casos

A maioria dos casos notificados ocorreu entre individuos do sexo masculino
(68,2%) e entre pessoas autodeclaradas pardas ou pretas (63,8%) (Brasil, 2025). Os
homens apresentaram um risco maior de contrair TB em praticamente todas as faixas
etarias (Brasil, 2024). Enquanto que pessoas pretas e pardas historicamente possuem
menor escolaridade, menor renda e acesso mais limitado aos servigcos de saude
(Chiavegatto Filho; Laurenti, 2013). A pobreza representa um fator de risco
significativo para a tuberculose, como resultado, € mais prevalente em grupos

populacionais com baixa renda.

E importante ressaltar que houve uma reduc&o na cobertura da vacina BCG nos
ultimos anos (Brasil, 2023), destacando a necessidade de vigilancia diante da possivel
manifestacdo de casos mais graves da doenca nessa populacado. Observa-se ainda
um cenario preocupante de coinfec¢ao TB-HIV: 11,4% dos casos novos apresentaram

sorologia positiva para HIV no momento da notificagéo.

Quanto ao diagnéstico, 73,9% dos casos pulmonares foram confirmados por
métodos laboratoriais em 2024, com aumento de 60% no uso de testes rapidos
moleculares (TRM-TB) em relagédo a 2020. Os dados também revelam vulnerabilidade
social importante: 8,1% dos casos ocorreram em pessoas privadas de liberdade, 3,0%

em situacao de rua e 1,0% em indigenas (Brasil, 2025).

2.3.4 Epidemiologia Regional da Tuberculose na Amazdnia

A regidao Norte do Brasil, caracterizada por vastas areas geograficas, acesso
limitado aos servigos de saude e presenca significativa de populagdes vulneraveis,

apresenta os maiores coeficientes de incidéncia de TB do pais (Brasil, 2025).

Em 2024, o estado do Amazonas destacou-se com o maior coeficiente de
incidéncia do pais, registrando 94,7 casos por 100 mil habitantes, totalizando 2.463
casos novos e 212 6bitos por TB. A capital, Manaus, historicamente figura como um
dos principais epicentros da doencga na regido, registrou 127,3 casos por 100 mil

habitantes no mesmo ano (Brasil, 2025). Nos seis primeiros meses de 2025, ja foram

28



notificados 2.236 novos casos e 146 obitos, evidenciando a persistente transmissao
ativa na area urbana e a influéncia de determinantes sociais e estruturais na

manutengao da elevada carga da doenca (FVS-AM, 2025).

A distribuicdo desigual reflete ndo apenas o impacto da doenga em areas
endémicas, mas também a influéncia de fatores socioecondmicos e estruturais como
aglomeracao domiciliar, dificuldade de acesso aos servicos de saude, e maior
vulnerabilidade em populagdes indigenas, ribeirinhas e privadas de liberdade,

fortemente presentes na regi&o amazénica (Brasil, 2025).

Além disso, o Amazonas apresenta desafios adicionais relacionados a
interiorizagdo da doenga, uma vez que parte expressiva da populagao reside em areas
rurais, de dificil acesso, onde o diagndstico oportuno e a continuidade do tratamento

ainda enfrentam barreiras logisticas e operacionais importantes.

Esse cenario reforca a necessidade de estratégias de enfrentamento
adaptadas as especificidades da regido, incluindo ag¢des intersetoriais voltadas a
reducdo das desigualdades sociais, ampliagdo da cobertura de diagndstico
laboratorial e fortalecimento das redes locais de atencdo primaria a saude com

enfoque na vigilancia ativa e no acompanhamento dos casos.

2.3.5 Resposta do Brasil

Para enfrentar esses desafios, o Brasil langcou a iniciativa Brasil Saudavel,
posicionando-se como referéncia internacional ao propor a eliminagao ou redugao de
14 doencas e infecgdes relacionadas a vulnerabilidade social, em alinhamento com
metas da OMS, OPAS e os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da
Agenda 2030.

Como parte dessa estratégia, o Comité Interministerial para a Eliminagédo da
Tuberculose e Outras Doencgas Determinadas Socialmente (CIEDDS) selecionou 175
municipios prioritarios, com base em altas incidéncias de doengas socialmente
determinadas. No estado do Amazonas, foram priorizados 12 municipios, incluindo
Manaus, Tefé, Labrea e Coari, entre outros (Brasil, 2024). A priorizagao reflete o
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reconhecimento da necessidade de estratégias adaptadas as realidades locais e

intersetoriais.

2.4 Aspectos imunopatogénicos da tuberculose

A transmissao da tuberculose ocorre de pessoa a pessoa, quando pacientes
baciliferos, ao falar, espirrar ou tossir, lancam no ar goticulas contaminadas de
tamanhos variados. As goticulas mais pesadas sedimentam rapidamente, enquanto
as mais leves permanecem em suspensao no ar. A maioria das particulas contidas
nas goticulas sao retidas pela mucosa do trato respiratorio superior através do
mecanismo muco-ciliar. Apenas 0s nucleos secos das goticulas (nucleos de Wells),
com didmetros de até 5 ym (micrémetros) e contendo 1 a 2 bacilos em suspenséao,
podem atingir os bronquiolos e alvéolos pulmonares, iniciando o processo infeccioso
(Brasil, 2008).

No local de entrada do patdgeno, os macréfagos alveolares residentes,
acompanhados por neutréfilos e células dendriticas, realizam a fagocitose dos bacilos
(Behar et al., 2014). A ativagao do sistema imune inato € mediada por receptores de
reconhecimento de padrao (PRRs) que reconhecem os PAMPs presentes na parede
celular da micobactéria e realizam sua internalizacao pelas células fagociticas (Amaral
et al., 2016). Essa interagdo € responsavel por ativar as cascatas de sinalizagéo
intracelular, como a via do NF-kB, induzindo a transcricdo de citocinas pro-
inflamatadrias, ativagdo do inflamassoma e mecanismos de autofagia (Dey; Bishai,
2014).

Caso o bacilo escape dos mecanismos iniciais de contencdo mediados por
macrofagos e células dendriticas, a infeccdo progride para a fase de ativagao da
resposta imune adaptativa, que se torna crucial para o controle da infecgéo a longo
prazo. Os bacilos séo internalizados por células apresentadoras de antigenos (APCs)
e migram para os linfonodos, onde interagem com os linfécitos T helper naive. A partir
da ativagdo por dois sinais (reconhecimento antigénico e coestimulagdo), ocorre
expansdo clonal e diferenciacdo celular guiadas pelo perfil de citocinas do

microambiente (Behar et. al., 2014).
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Ao longo da infecgéo, ocorre a formagédo do granuloma, uma das principais
caracteristicas imunopatolégicas da TB. Trata-se de uma estrutura composta por
macroéfagos, neutrofilos, células dendriticas, linfocitos e fibroblastos, organizados ao
redor de uma regido necroética central, chamada de tubérculo de Ghon (Cheever;
Hinkle, 2016). Ele representa ndo apenas uma barreira fisica, mas um microambiente
imunoldgico dinamico, onde citocinas como TNF-a, IFN-y e IL-10 modulam a ativagao
ou supressdo de macrofagos, influenciando o destino da infeccdo enquanto a

eliminag&o, contengao ou reativagéo do bacilo (Flynn & Chan, 2004).

Esse equilibrio imunologico pode ser comprometido por condigbes de
imunossupressao ou por alteragdes genéticas do hospedeiro, favorecendo a
reativagcao da infeccao latente. A capacidade do M. tuberculosis de modular a resposta
imune e adaptar-se ao ambiente intracelular, aliada a variabilidade genética e ao
estado imunoldgico dos individuos infectados, contribui para a complexidade do

controle imunoldgico da TB (Stucki; Gagneux, 2013).

Apods a infecgdo inicial, o sistema imunologico do hospedeiro pode eliminar o
bacilo, manté-lo sob controle em estado de laténcia, com auséncia de sintomas
clinicos, ou permitir sua multiplicagdo e progressao para a forma ativa da doencga
(Aguilar-Ayala et al., 2016). Na maioria dos casos, a infeccdo primaria acomete os
pulmdes, caracterizando a forma pulmonar da TB, a mais prevalente. No entanto, em
aproximadamente 25% dos casos, observa-se a forma extrapulmonar, resultante da
disseminagao hematogénica do bacilo para outros tecidos e 6rgaos, como linfonodos,
pleura, sistema geniturinario, sistema nervoso central, ossos e meninges (Angela
Houston, 2014; Ruan et al., 2012).

A resposta ao M. tuberculosis varia consideravelmente entre individuos. Apos a
exposicao ao bacilo, estima-se que cerca de 30% dos individuos sejam infectados.
Desses, aproximadamente 90% desenvolvem uma resposta imune eficaz, levando a
forma latente da infeccdo. Menos de 10% desenvolvem TB ativa, geralmente por
falhas na contengdo imunoldgica. Contudo, mesmo na laténcia, existe risco de
reativagao (estimado entre 5% a 10% ao longo da vida), especialmente em cenarios

de imunocomprometimento (Ahmad, 2011; Vannberg et al., 2011; Shaler et al., 2012).
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Fatores como pobreza, desnutricdo, comprometimento do sistema imune,
diabetes, tabagismo, coinfecgdo com HIV e falhas nos programas de controle tém sido
associados ao aumento da incidéncia e gravidade da TB, inclusive a forma
multirresistente (MDR) (Kritski, 2007; Warner et al., 2015).

Estudos gendmicos tém revelado importante diversidade genética dentro do
complexo MTBC, com implicagdes na viruléncia, resisténcia a drogas e resposta
imune. A compreensao dessas variagdes é fundamental para o desenvolvimento de
estratégias eficazes de diagndstico, tratamento e prevencédo da TB (Queval et al.,
2017).

Além dos mecanismos celulares classicos, o papel do IFN-y destaca-se como
um dos principais mediadores da resposta protetora contra o M. tuberculosis (Cooper,
et al., 1993). Estudos demonstraram que sua produgao precoce por linfocitos T CD4*
e células NK é crucial para a ativagdo dos macrofagos e contengdo da infecgao.
Recentemente, foi evidenciado que o momento da exposicéao ao IFN-y é determinante,
sua presenca antes da infecgdo promove uma resposta antimicrobiana mais eficaz,
enquanto a exposicado tardia, apdés a infeccao estabelecida, apresenta eficacia
reduzida (Sarti et al., 2025).

Em infecgbes cronicas, observou-se que as células T CD4" passam por um
processo de exaustao funcional, com reducéo da capacidade de producao de IFN-y e
TNF-a, além da expressédo de receptores inibitérios, comprometendo a contengao
bacilar e favorecendo a reativagado da infeccdo (Chang et al., 2025). A quantificacéo
de IFN-y e de proteinas induzidas por ele, como a IP-10, tem sido explorada como
ferramenta diagnostica. Embora ambos estejam elevados tanto na TB ativa quanto na
latente, ainda ndo se demonstrou diferencga estatisticamente significativa entre essas
formas clinicas em criancas vacinadas com BCG; no entanto, o IFN-y permanece
como um biomarcador de interesse para investiga¢des futuras (Druszczynska et al.,
2025).

O papel funcional das células T CD8" na contencdo da TB latente também tem
ganhado destaque. Estudos em modelos murinos demonstraram que, mesmo na
auséncia de células T CD4* funcionais, a vacinagdo com cepas recombinantes de

BCG promoveu contengdo da TB latente no sistema linfatico, evidenciando o papel
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essencial das células CD8* T na prevengado da reativagéo da infeccdo (Miranda-
Hernandez et al., 2025).

A suscetibilidade ou resisténcia a tuberculose apresenta variagbes
interindividuais e interpopulacionais, refletindo uma complexa interagao entre fatores
ambientais, imunoldgicos e genéticos. Estudos em genética populacional tém
demonstrado que variantes em genes envolvidos na resposta imune podem influenciar
significativamente o risco de desenvolvimento da doenga (Ahmad, 2011; Vannberg et
al., 2011; Shaler et al., 2012).

Dentre os genes candidatos, destaca-se o gene do receptor da vitamina D
(VDR), cuja expressao influencia a ativagdo de macréfagos e indugao de peptideos
antimicrobianos, como a catelicidina (LL-37). Variantes no gene VDR tém sido
associadas a modulacao da resposta imunolégica frente ao M. tuberculosis e a maior
ou menor suscetibilidade a doenga, dependendo do perfil genético da populagéo
analisada (Liu et al., 2006; Babb et al., 2007). Essas observagbes reforcam a
importancia do estudo das variantes genéticas no entendimento da imunopatogénese
da TB.

2.5 Variantes genéticas

As variagbes de nucleotideo unico (SNVs) representam um dos principais alvos
de estudo para compreender como fatores genéticos do hospedeiro influenciam a
resposta imune frente ao M. tuberculosis. Essas variantes correspondem a alteragdes
na sequéncia do DNA que ocorrem naturalmente entre os individuos. A variante de
base unica, conhecida como SNV (single nucleotide variant), consiste na substituicdo
de um unico nucleotideo em uma posicao especifica durante a replicagdo do DNA.
Essa substituicdo € considerada uma variagdo comum quando presente em mais de
1% da populagao; abaixo desse limiar, é classificada como mutagao rara (Kim; Misra,
2007; Frazer et al., 2009).

Os SNVs representam a forma mais frequente de variabilidade genética no
genoma humano e tém sido amplamente estudados por sua relevancia na diversidade
fenotipica, na resposta a farmacos e na predisposicao a doencas. Essas variantes

podem ocorrer em regides codificantes, promovendo alteragdes na estrutura e fungao
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de proteinas, ou em regides regulatérias, influenciando a expressao génica
(Calabrese et al., 2009).

Quando localizadas em regides codificantes, as SNVs podem ser sinbnimas
(sem alteragdo do aminoacido) ou nao sindnimas, como mutag¢des de sentido trocado
(missense) ou sem sentido (nonsense), que impactam diretamente a estrutura e a
funcao das proteinas. Ja em regides regulatérias, podem comprometer a estabilidade
do RNA mensageiro, a ligagao de fatores de transcrigdo e a eficiéncia da expressao

génica (Wang et al., 2020).

Estima-se que cerca de 80% dos SNVs patogénicos causem doenga por
desestabilizagdo da estrutura proteica, enquanto outros 10% afetam a formacgéo de
complexos ou a interagao entre proteinas (Ferrer-Costa et al., 2002). Diversos estudos
associam SNVs a doengas complexas, como diabetes tipo 2 (Ban et al., 2010), lupus
eritematoso sistémico e outras doengas autoimunes (Sirota et al., 2009). Além disso,
essas variantes interferem na eficacia e toxicidade de medicamentos, tornando-se

ferramentas valiosas em farmacogenémica (McKinney et al., 2009).

No contexto das doencas infecciosas, os SNVs tém sido amplamente
investigados por sua capacidade de influenciar a resposta imunoldgica inata e
adaptativa, modulando desde o risco de infecgao até a gravidade do quadro clinico e
a eficacia terapéutica (Pontillo et al., 2012). No caso da TB, SNVs em genes
envolvidos na sinalizagdo de citocinas, reconhecimento de patégenos e no
metabolismo da vitamina D vém sendo associados a suscetibilidade ou resisténcia ao

M. tuberculosis.

Além disso, variantes em genes reguladores da ativagao de linfécitos T podem
alterar a fungado de moléculas coestimuladoras, impactando a magnitude da resposta
inflamatdria frente ao patégeno (Funke et al., 2010). Mecanismos bacterianos, como
componentes do sistema toxina-antitoxina (por exemplo, genes vapB35) também
estdo envolvidos na dindmica de transmissdo de M. tuberculosis, conforme
demonstrado em associagdes significativas entre SNVs nesses sistemas e a

disseminacgao global de TB multirresistente (Li et al., 2024).

Evidéncias recentes indicam que essas variantes genéticas nao influenciam

apenas a imunidade, mas também a coevolugdo entre patégeno e hospedeiro. Por

34



exemplo, SNVs em genes envolvidos no reparo, replicagao e recombinagdo do DNA

foram associados ao surgimento de cepas multirresistentes (Zein-Eddine et al., 2025).

A caracterizacao desses alelos de risco € fundamental ndo apenas para elucidar
a diversidade genética relacionada a TB entre diferentes populagdes, mas também
para subsidiar o desenvolvimento de estratégias terapéuticas individualizadas
(Malinga et al., 2025).

Nesse contexto, os SNVs configuram-se como potenciais biomarcadores
imunogenéticos, com ampla aplicabilidade em estudos de associagdo genémica e em
abordagens de medicina personalizada. Sua identificagdo pode auxiliar na
estratificacdo de risco, orientar decisdes clinicas e contribuir para intervencées mais
eficazes no tratamento da TB (Shen et al., 2015). Essa abordagem é especialmente

relevante em populag¢des expostas a alta carga bacilar, como na regido amazénica.

2.6 Vitamina D

O termo "vitamina D" refere-se a um grupo de moléculas secosteroides derivadas
do 7-deidrocolesterol (7-DHC), que estao interconectadas por uma série de reagdes
fotoliticas e enzimaticas ocorridas em células de diversos tecidos (Bouillon et al.,
1995). Nos anos 1930, foi descoberto que a exposigéo da pele a luz solar e aos raios
ultravioletas (UV) artificiais tem a capacidade de estimular a produgao de vitamina D3
(colecalciferol) por meio da conversdo de um precursor conhecido como 7-
deidrocolesterol (7-DHC ou provitamina D) (Holick, 2007).

A exposicao a luz UV na faixa de comprimento de onda entre 290 e 315 nm
desencadeia um processo de clivagem fotoquimica que leva a formagéao de pré-
vitaminas D. Este processo ocorre nha membrana plasmatica de queratinécitos e
fibroblastos, localizadas nas camadas basal e suprabasal da epiderme (Holick, 2007).
Essas pré-vitaminas D sofrem isomerizagao térmica, sendo convertidas em vitamina

D (colecalciferol) ao longo de aproximadamente 24 horas (Wacker & Holick, 2013).

Apods a sintese, a vitamina D é liberada dos queratindcitos para os capilares
sanguineos presentes na derme. Como todas as vitaminas lipossoluveis, circula ligada

a proteina transportadora de vitamina D (DBP), uma globulina que facilita o transporte
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dessas moléculas hidrofébicas para diversos 6rgaos-alvo do corpo (Jones et al.,
2018). A DBP também regula sua biodisponibilidade tecidual. Em estados
inflamatdrios, como infeccdo tuberculosa, seus niveis podem estar alterados,
comprometendo a disponibilidade de vitamina D para conversao local em calcitriol por
macrofagos. Além do transporte, a DBP exerce fung¢des imunoldgicas, como a
promogao da migragao de neutrofilos e a facilitagao da fagocitose, contribuindo para

a defesa contra patogenos intracelulares (Chun et al., 2012).

A vitamina D também pode ser proveniente da dieta, sendo absorvida no
intestino delgado, incorporada aos quilomicrons e transportada para o figado, onde
ocorre um processo de hidroxilagdo, convertendo-a em 25-hidroxivitamina D
(25(0OH)D), forma circulante predominante, embora biologicamente inativa (Holick,
2007). Posteriormente, nas células dos tubulos contornados proximais renais, a
25(0OH)D sofre uma segunda hidroxilagdo catalisada pela enzima 1-a-hidroxilase
(CYP27B1), originando a 1,25 di-hidroxivitamina D (1,25(OH),D), também conhecida
como calcitriol, que é a forma biologicamente ativa da vitamina D. Esta ultima tem alta
afinidade e especificidade ao se ligar ao receptor da vitamina D (VDR) (Realegeno;
Modlin, 2011).

Estudos recentes reforcam a importancia da sintese e metabolismo extrarrenal
da vitamina D. Além da classica ativacao renal, a expressao funcional da CYP27B1
também foi identificada em macréfagos, epitélio pulmonar, queratinécitos e tecidos
linfoides (Artaza et al., 2010). Essa converséo local da 25(OH)D em sua forma ativa é
regulada por estimulos inflamatorios e permite ag¢des intracrinas e autdcrinas,
influenciando diretamente processos como proliferagao celular, imunorregulagao e

diferenciagao (Meyer et al., 2024; Adams; Hewison, 2024).

Em um estudo recente com modelo murino, Meyer et al. (2024) demonstraram,
por meio de espectrometria de massa por imagem (MALDI-MSI), a produgao
extrarrenal de 1,25(OH),D em 6rgaos como bago e timo, onde foi observada alteragéo
na expressao de citocinas como IL-4 e TNF-a. Esses achados reforcam o papel
imunorregulador local da vitamina D em tecidos inflamatdrios. Essa plasticidade
metabdlica contribui para a compreensao do envolvimento da vitamina D ndo apenas
na homeostase mineral, mas também na resposta imune adaptativa e inata
(Ghaseminejad-Raeini et al., 2023).
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Essa capacidade de conversdo local de vitamina D em sua forma ativa,
especialmente por células imunes como os macréfagos, € particularmente relevante
em contextos infecciosos como a tuberculose, onde a ativagdo do receptor VDR

influencia diretamente mecanismos antimicrobianos e inflamatérios (Liu et al., 2006).

A ativacao do receptor da vitamina D (VDR) promove a transcricdo de diversos
genes imunorregulatorios. Estudos moleculares e analises in silico demonstram que
mais de 900 genes podem ser regulados diretamente pela 1,25(OH),D, incluindo
genes relacionados a inflamagéo, diferenciagdo celular, autofagia e resposta

antimicrobiana (Wang et al., 2005).

A via VDR/CYP27B1 regula positivamente a producdo de peptideos
antimicrobianos como catelicidina (LL-37) e [B-defensinas, além de genes que
participam da inibicdo da inflamacao como TNFAIP3 e do metabolismo da prépria
vitamina D como o gene CYP24A1 (Sassi et al., 2018).

A ligacao do calcitriol ao VDR forma um complexo heterodimérico com RXR
(receptor X retinoide), que se liga a elementos responsivos a vitamina D (VDRESs) no
DNA, ativando a transcricdo de genes que modulam fungdes como a diferenciacao de
monacitos, a ativagdo de macréfagos e a expressao de 6xido nitrico sintase (Selvara;,
2004; Leandro et al., 2009).

Recentemente, também foi proposta a investigacao de variantes em genes
relacionados a via da vitamina D, como CYP2R1, CYP24A1 e GC (gene da DBP),
dado que alteracbes nestes pontos podem influenciar o metabolismo e a
biodisponibilidade da vitamina D e, consequentemente, sua fungdo imunoldgica
(Wilkinson et al., 2000; Elsalahaty et al., 2024; Galvao et al., 2020).

2.7 Influéncia da Vitamina D na imunidade contra TB

A vitamina D, além de suas fungcbes primarias, exerce efeitos
imunomoduladores, sendo capaz de influenciar a fungcdo de diversas células do
sistema imune inato e adaptativo. Estudos demonstram que a sua forma ativa,
1,25(0OH),D, regula diretamente a atividade de linfocitos, macréfagos e células natural

killer (NK), afetando a produgéao de citocinas tanto in vivo quanto in vitro (Jones, 2008).
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A Tabela 1 resume os principais efeitos imunolégicos da vitamina D com base

em evidéncias cientificas, relacionando suas acbes com a imunidade celular

envolvida.

Tabela 1 — Efeitos imunologicos da vitamina D sobre diferentes células do sistema

imune.
Tipo Celular/
Efeito da Vitamina D Referéncias
Citocina
Supressao da resposta Th1/Th17 Jeffery et al., 2009
Linfécitos T
Reducgao de IFN-y e IL-17 Marques et al., 2010
Reducgao da secrecao de
Rosenkranz et al., 2015
Linfocitos B autoanticorpos
Toniato et al., 2015
Inibicao da diferenciagao
Células T Estimulo a diferenciagdo e aumento Jeffery et al., 2009

reguladoras (Treg)

de Treg

Marques et al., 2010

Ativacao fagocitica

Inducao de catelicidina (LL-37) e B-

Liu et al., 2006

Macrofagos defensinas Martineau et al., 2007
Promocao de autofagia e fusao Fabri et al., 2011
fagossomo-lisossomo
Células NK Modulagao da citotoxicidade e Leung, 1989

ativacao

Ghaseminejad, 2023.

Células dendriticas

Inibicdo da maturagéo e
diferenciacao

Inducao de fenétipo tolerogénico

Barragan, 2015

Mondcitos

Inibicdo da diferenciagao em células

dendriticas

Marques et al., 2010

Citocinas pro-

inflamatorias

Reduz expressao de TNF, IL-1, IL-
2, IL-6 e IFN-y via inibigao das vias
NF-kB e MAPK

Fenercioglu, 2024
Rosenkranz et al., 2015

Citocinas anti-

inflamatorias

Estimulo a producéo de IL-10 e IL-4

Toniato et al., 2015
Jeffery et al., 2009
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A deficiéncia de vitamina D tem sido associada a reducgao da atividade fagocitica,
da producédo de anticorpos, da resposta linfocitaria e de componentes do sistema
complemento, comprometendo a imunidade contra infecgdes intracelulares (Liu et al.,
2006).

A vitamina D, principalmente isolada do 6leo de figado de peixe, tem sido usada
para o tratamento da TB desde 1930. Embora o mecanismo preciso que liga a
vitamina D ao tratamento da TB ainda nao esteja claro, essa vitamina pode encurtar
a duracao do tratamento da infecgao ao contribuir para o aumento das respostas

imunoldgicas contra M.tuberculosis (Sabin et al., 2020).

O principal metabdlito circulante da vitamina D, 1,25-hidroxivitamina D (1,25
(OH) D), apoia as respostas imunes antimicrobianas inatas, sugerindo um mecanismo
potencial pelo qual a vitamina D adjuvante pode aumentar a resposta a terapia anti-
tuberculose (Martineau, 2012). A 1,25(OH) D esta envolvida na homeostase de varios
processos celulares, entre eles a modulacdo da autoimunidade, a sintese de
antibidticos naturais pelas células de defesa dos mamiferos (Hewison, 2010) e sintese
de interleucinas inflamatodrias (Cantorna; Mahon, 2005). Esses efeitos integram um
amplo espectro de agdes transcricionais da vitamina D, com impacto em multiplas vias

imunoldgicas e inflamatérias.

A capacidade da 1,25(0OH),D de ativar macréfagos humanos para eliminar M.
tuberculosis intracelular foi identificada ha mais de duas décadas, mesmo sob
concentragbes suprafisioldgicas (Rook, 1986). A importancia funcional dessa via
antimicrobiana foi corroborada posteriormente pela demonstracdo de que tanto
estimulos do sistema imune inato, como a ativacao de receptores do tipo Toll (TLRs),
quanto da resposta adaptativa mediada por IFN-y, induzem a expressao das enzimas
CYP27B1 e do receptor de vitamina D (VDR) em mondcitos e macrofagos (Liu et al.,
2006; Martineau et al., 2007; Fabri et al., 2011).

De modo geral, a vitamina D atua como um modulador imunoldgico duplo:
promove a ativagdo da imunidade inata, ao mesmo tempo em que regula a resposta
adaptativa de forma multifacetada, contribuindo para a manutengao do equilibrio
imune (Liu et al., 2006). Evidéncias experimentais e clinicas demonstram que o eixo

VDR/CYP27B1 é sensivel a sinais inflamatorios, como o reconhecimento de padrdes
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moleculares associados a patdogenos (PAMPs) por receptores tipo Toll (TLRs). Esse
estimulo desencadeia a conversao intracelular da 25(OH)D em sua forma ativa,

mesmo em tecidos extrarrenais como os pulmdes (Martineau et al., 2007).

Estudos clinicos demonstram que a suplementagcdo de vitamina D pode ter
efeito auxiliar no tratamento da tuberculose. Em meta-analise conduzida por Hong et
al. (2018), foi observada melhora na contagem de linfécitos, elevagao de niveis séricos
de 25(0OH)D, incremento da concentragdo de calcio e melhora em exames de imagem
apdés a suplementacdo em pacientes com tuberculose pulmonar. De forma
complementar, a revisao sistematica de Kearns et al. (2014) destacou que a maioria
dos ensaios clinicos identificou beneficios da suplementagao, incluindo melhora na
conversdo de culturas, redugdo de marcadores inflamatérios e ganho de peso em

pacientes com TB.

Uma outra revisao sistematica demonstrou que 45,45% dos estudos relataram
beneficio da dieta rica em vitamina D no tratamento da TB; 27,27% mostraram relagao
entre niveis séricos de 25(0OH)D e agao antimicobacteriana; e 18,18% apontaram que
a expressao positiva do gene VDR esta associada a eficacia do tratamento (Pequeno
et al., 2019).

A vitamina D exerce suas funcdes bioldgicas através da sua ligacao a receptores
nucleares, os receptores para vitamina D (VDR), que regulam a transcricao do DNA
em RNA, semelhante aos receptores para esteroides, horménios tireoidianos e
retinoides. Esses receptores sao expressos por varios tipos de células, incluindo
epitélio do intestino delgado e tubular renal, osteoblastos, osteoclastos, células
hematopoiéticas, linfécitos, células epidérmicas, células pancreaticas, midcitos e

neurdnios (Szodoray et al., 2008).

A ligacao da forma ativa da vitamina D ao seu receptor nuclear VDR forma um
complexo transcricional ativo que promove a expressao de varias proteinas, como a
catelicidina (LL-37), envolvidas na destruigéo intracelular do M. tuberculosis. Quando
os niveis séricos de 25(0OH)D séo adequados, a ativagao por TLRs ou a estimulagao
por IFN-y induz a expressado da enzima CYP27B1, resultando na conversdo para
1,25(0H),D, ativando assim a transcricdo de peptideos antimicrobianos eficazes

contra o bacilo. No entanto, essa via antimicrobiana € comprometida em situagdes de
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deficiéncia de 25(0OH)D, embora possa ser restabelecida in vitro com a suplementagao

desse metabdlito (Realegeno; Modlin, 2011) (Figura 4).
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Figura 4 — Mecanismo de acdo da vitamina D na resposta antimicrobiana dos
macrofagos frente a infeccdo por Mycobacterium tuberculosis. Adaptado de Mailhot &
White (2020).

Estudos clinicos demonstraram que a forma ativa da vitamina D, ao interagir com
mondcitos humanos que expressam receptores especificos (VDR), potencializa
funcdes essenciais na defesa contra M. tuberculosis. Dentre essas funcdes, destaca-
se 0 aumento da fixagdo do fagossomo ao lisossoma no interior dos macréfagos. Além
disso, a ativagao via vitamina D estimula a sintese de espécies reativas de nitrogénio,
como o oxido nitrico (NO), que ampliam a capacidade antimicrobiana dessas células
frente a replicagdo do patégeno (Selvaraj, 2004; Leandro et al., 2009).

Estudos em genémica funcional demonstram que variantes no gene VDR podem
influenciar ndo apenas seus niveis de expressao, mas também a eficiéncia com que
o receptor forma complexos com cofatores de transcricdo, modulando a expresséao de
genes-alvo envolvidos na resposta imune inata. De acordo com Carlberg (2022), o
VDR interage com milhares de regides regulatérias no genoma e depende de
cofatores especificos para orquestrar a transcricio de genes relacionados a

processos antimicrobianos e inflamatérios.
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Esses SNVs tém mostrado resultados divergentes entre diferentes populagoes,
indicando uma possivel influéncia étnica na relagdo entre VDR e suscetibilidade a
tuberculose. Uma meta-analise demonstrou que polimorfismos em sitios como Bsml,
Taql e Apal podem estar associados a maior risco de TB (Razbek et al., 2024).
Contudo, um estudo na populagédo da regido de Xinjiang, na China, ndo encontrou
correlagao significativa entre esses polimorfismos e a infecgao por M. tuberculosis,
reforgcando a necessidade de mais investigagdes em contextos étnicos diversos (Yu
et al., 2023).

2.8 Variantes no gene VDR

O gene VDR, localizado no cromossomo 12q13.11, codifica o receptor nuclear
da vitamina D, desempenhando papel essencial na modulagdo da resposta imune
(Bellamy et al., 1999). A 1,25(0OH),D atua ligando-se ao esse receptor, promovendo a
ativagdo de mondcitos, a modulagao da resposta de linfocitos T, com inibicado de
subpopulagdes Th1 e Th17 e indugdo de células T reguladoras, e a supressao da
producao de citocinas pro-inflamatérias como IL-2 e IFN-y. Além disso, o calcitriol
pode reduzir indiretamente a proliferagcdo de células B e a produgdao de

imunoglobulinas (Hewison, 2012; Aranow, 2011; Liu et al., 2006).

O gene possui aproximadamente 75 kb, distribuidos em pelo menos 11 éxons,
e € expresso em células do sistema imune como macrofagos e linfécitos T (Uitterlinden
et al., 2004; Hewison, 2012). A ativagdo do VDR regula a expresséo de centenas de
genes envolvidos em processos como inflamagdo, defesa antimicrobiana e

homeostase celular (Wang et al., 2005; Carlberg & Campbell, 2013).

Diferentes estudos apontam que SNVs no gene VDR podem alterar a expressao
génica e a funcionalidade do receptor, afetando a eficiéncia imunorregulatoria da
vitamina D. Variagbes como rs2228570 (Fokl) e rs7975232 (Apal) sao as mais
investigadas, pois afetam a eficiéncia da transcricao do receptor e sua afinidade pelo
calcitriol, influenciando diretamente a resposta imune do hospedeiro contra o M.
tuberculosis (Gao et al., 2010; Jolliffe et al., 2016).
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Uma meta-analise conduzida por Gao et al. (2010), envolvendo 23 estudos,
evidenciou associagao estatisticamente significativa entre determinadas variantes
genéticas de VDR e a suscetibilidade a TB. Esses achados sugerem que a eficacia
da suplementacdo com vitamina D durante o tratamento antituberculoso pode ser
influenciada pelo perfil genético do paciente de acordo com a variante do VDR, uma

hipétese que merece ser investigada em ensaios clinicos estratificados por gendétipo.

A variante rs2228570 esta localizada no éxon 2 e altera o cdédon de iniciacdo da
tradugdo, podendo gerar duas isoformas distintas do receptor, uma mais curta e
funcionalmente mais ativa, e outra mais longa com menor atividade transcricional
(Gross et al., 1998). Ja as variantes rs1544410 e rs7975232, situados no intron 8, e o
rs731236, localizado no éxon 9, encontram-se préximos a regido 3' nédo traduzida
(3'UTR), podendo afetar a estabilidade do mRNA e, consequentemente, a expressao
do VDR (Colin et al., 2000; Morrison et al., 1994). Embora essas variantes sejam
consideradas de impacto funcional indireto, sua presengca pode modular a
sensibilidade celular a vitamina D e interferir nos processos imunorregulatorios

mediados por essa via.

Estudos de associagdo genética tém evidenciado que essas variantes estao
relacionadas ndo apenas a disturbios 6sseos e doengas autoimunes, como lupus e
esclerose multipla (Zhang, et al., 2020), mas também a doencas infecciosas como a
tuberculose (Jolliffe et al., 2016). Em especial, os alelos f de rs2228570 (Fokl) e t de
rs731236 (Taql) foram associados a maior suscetibilidade a tuberculose pulmonar em
diferentes populacdes, como india (Selvaraj et al., 2004), China (Hu et al., 2016),
Africa do Sul (Babb et al., 2007) e Brasil (Rossi et al., 2012), embora haja variagdes
conforme a ancestralidade genética e fatores ambientais.

A variabilidade dos resultados entre os estudos de associagdo genética é
frequentemente atribuida as diferencas étnicas, ambientais e metodoldgicas, o que
reforca a relevancia de se investigar essas variantes em multiplos contextos
populacionais (Kostoglou et al., 2013). Dessa forma, torna-se essencial expandir os
estudos imunogenéticos, explorando variantes localizadas em diferentes regides de
genes que integram a via metabdlica da vitamina D.

A analise desses SNVs em populagdes amazdnicas, como a deste estudo, pode
contribuir para identificagdo de perfis genéticos associados a resisténcia ou

suscetibilidade a infeccdo por M. tuberculosis. Tal abordagem pode ampliar a
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compreensao dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na doenga e subsidiar o
desenvolvimento de estratégias personalizadas de prevengao, diagnostico e

tratamento.
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3. JUSTIFICATIVA

A Organizacao Mundial da Saude estima que cerca de um quarto da populagéo
mundial esteja infectada por Mycobacterium tuberculosis em sua forma latente, destes
individuos infectados, menos que 10% apresentarao a forma clinica da doenga ao
longo da vida. Segundo Behar et al. (2014), este € um dos fatos mais intrigantes a
respeito da tuberculose (TB) e desperta crescente interesse da comunidade cientifica

quanto aos fatores imunogenéticos que modulam a progressao da TB.

Reconhecida como uma das doencas infecciosas de maior impacto global, a TB
apresenta alta morbimortalidade, com destaque para o Brasil. A situacao
epidemiologica da TB é particularmente preocupante no estado do Amazonas e em
sua capital, Manaus, que registrou um dos maiores coeficientes de incidéncia da
doencga no pais (Brasil, 2024). Diante desse cenario, é importante compreender os
motivos que contribuem para tais indices elevados na regido, bem como compreender

0s mecanismos imunoldgicos e genéticos subjacentes.

A resposta imune a TB é fortemente modulada pela constituicdo genética do
hospedeiro, que regula aspectos criticos da resposta imunolégica frente ao agente
invasor (Orlova; Schurr, 2017). Nesse contexto, os estudos imunogenéticos oferecem
uma abordagem valiosa para elucidar os mecanismos determinantes da infecgéo e

progressao da doenca (Abel et al., 2017).

Entre os componentes chave dessa resposta destaca-se o receptor de vitamina
D (VDR), cuja interagado com seu ligante ativo modula tanto a imunidade inata quanto
a adaptativa frente a M. tuberculosis. Diversos estudos tém apontado a associagao
entre variantes genéticas no gene VDR e a suscetibilidade a TB em diferentes
populagdes. No entanto, ainda sdo escassas as investigagdes que explorem essas
variantes, considerando as especificidades genéticas e epidemioldgicas da populagéo

amazonica.

Neste contexto, as variantes genéticas em moléculas envolvidas na resposta
imune a TB podem modificar a sua fungao fisiolégica e contribuir para a
suscetibilidade, gravidade e desfecho da doencga (Souza de Lima et al., 2016).
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Assim, este estudo propde investigar a frequéncia e o impacto funcional de
variantes de nucleotideo unico (SNV) no gene VDR em pacientes com TB da regido
Norte do Brasil. Ao avangar no conhecimento sobre os fatores imunogenéticos
associados a doenca, os resultados poderdo contribuir para a identificagdo de
potenciais biomarcadores de risco, apoiar o desenvolvimento de estratégias de
prevencao personalizada e ampliar a compreensao dos determinantes regionais da

elevada carga de TB em Manaus.

46



OBJETIVOS

47



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar as variantes de nucleotideo unico (SNV - Single nucleotide variant) no
gene do receptor da vitamina D (VDR - Vitamin D receptor) em pacientes com
tuberculose.
4.2 Objetivos especificos

Estimar e avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas das variantes de
nucleotideo unico no gene VDR em pacientes com tuberculose pulmonar e em

individuos controles.

Avaliar a interagdo das variantes genéticas do gene VDR com fatores

epidemiologicos e comportamentais, incluindo sexo, idade, tabagismo e etilismo.

Analisar a associagao entre variantes do gene VDR quanto ao risco ou prote¢ao
para o desenvolvimento de TB.

Avaliar combinagdes de haplétipos e o desequilibrio de ligagao (LD) entre as

variantes do gene VDR e sua relagao com a tuberculose.

Quantificar os niveis plasmaticos de 1,25-di-hidroxivitamina D (1,25(0OH),D) em

individuos com diferentes variantes do gene VDR.

Determinar as concentragdes de IFN-y em subgrupos genotipicos selecionados.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo caso-controle com o objetivo de avaliar variantes de
nucleotideo unico (SNV) no gene do receptor de vitamina D (VDR) em pacientes com

tuberculose pulmonar e em individuos controles ndo acometidos pela doencga.

5.2 Populacao de estudo

A populacao de estudo foi constituida por individuos da regiao Norte do Brasil,
predominantemente do estado do Amazonas, selecionados na Policlinica Cardoso
Fontes, centro de pneumologia sanitaria. Foram incluidos participantes com idade
entre 18 e 65 anos, de ambos os sexos. O grupo de casos compreendeu pacientes
diagnosticados com tuberculose pulmonar, enquanto o grupo controle foi formado por

contatos desses pacientes que nao apresentavam sinais clinicos da doenca.

5.3 Local de coleta de amostra biolégica

Os pacientes foram recrutados na Policlinica Cardoso Fontes, no municipio de
Manaus, no setor de aprazamento |, onde rotineiramente sido fornecidas as

orientagdes sobre tratamento e a autorizacéo para liberagdo dos medicamentos.

Os participantes foram convidados a integrar o estudo e, apds assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e preenchimento da ficha de
cadastro com dados epidemiolégicos foi realizada a coleta de sangue periférico e
amostras de escarro. Em virtude da pandemia de COVID-19, parte das amostras foi
complementada com material previamente armazenado no biorepositério do

Laboratério de Imunologia Molecular (LIM) da UFAM.
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5.4 Calculo da amostra

A selecao das variantes genéticas foi fundamentada em SNVs do gene VDR com
frequéncia superior a 10% da populagdo global, conforme dados da plataforma

Ensembl (https://www.ensembl.org/).

A determinagao do tamanho amostral necessario para este estudo foi realizada
utilizando o software Gpower (versido 3.1), considerando teste de associagdo entre
propor¢gdes (teste qui-quadrado) para estudo caso-controle. Foram adotados os
parametros de a = 0,05 (5%), 8 = 0,10 (10%) e poder da amostra de 0,95 (95%). Com
base nesses parametros, o tamanho amostral estimado foi de aproximadamente 280
individuos por grupo (casos e controles) para atender aos critérios estatisticos

estabelecidos e permitir uma representacao adequada da populagao-alvo do estudo.

5.5 Aspectos éticos

Este projeto estd associado ao projeto intitulado "Avaliacdo de polimorfismos
genéticos relacionados a resposta imunoldgica na tuberculose" aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas, por meio da Plataforma-
Brasil/CEP-UFAM, em 12 de julho de 2023. O numero de registro do estudo é CAAE:
19021519.9.0000.5020, e o numero do parecer correspondente € 6.178.672 (Anexo
1). Essa aprovagdo ética garante que todas as diretrizes e regulamentagdes
relacionadas a pesquisa envolvendo seres humanos foram rigorosamente seguidas

durante a condugao do projeto.

5.6 Critérios de inclusao

O grupo de pacientes com tuberculose pulmonar foi composto por individuos
sintomaticos que foram recém diagnosticados com a doenga por meio de resultados
positivos obtidos pelo Teste Rapido Molecular - TRM (GeneXpert) para
Mycobacterium tuberculosis. Além disso, também s&o incluidos pacientes que tiveram
baciloscopias de escarro positivas e/ou cultivo positivo do escarro com isolamento de
M. tuberculosis, bem como aqueles que apresentam exames de imagem pulmonar

compativeis com o diagnostico clinico.
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O grupo controle incluiu individuos sem sinais clinicos da doenca que
acompanhavam os pacientes durante o diagnodstico laboratorial ou tratamento na
respectiva policlinica. Esses contatos apresentaram resultados negativos para M.

tuberculosis nos exames laboratoriais realizados.

5.7 Critério de exclusao

No estudo, foram excluidas as gestantes, os individuos que convivem com
AIDS/HIV, os transplantados ou que estdo em uso de imunossupressores, bem como
individuos com TB que apresentaram outras comorbidades, tais como diabetes,
neoplasias, hepatites virais e doengas autoimunes. Além disso, foram excluidos do
estudo os pacientes que apresentaram resultados positivos na cultura para

micobactérias nao pertencentes ao complexo M. tuberculosis.

Também foram excluidos os contatos que, ao longo do projeto, manifestaram
sintomas clinicos e/ou obtiveram resultados positivos na baciloscopia e/ou cultivo para

M. tuberculosis.

5.8 Exames micobacteriolégicos nas amostras de escarro

As amostras de escarro foram encaminhadas e registradas no Laboratério de
Micobacteriologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). Essas
amostras passaram por exames de microscopia e cultivo. A técnica de baciloscopia
direta (Brasil, 2008) foi utilizada, juntamente com a técnica de pds-concentragao
(Salem et al., 1990), e a coloragao da lamina foi feita pela técnica de Kinyoun para a
microscopia do escarro, visualizada em um microscopio 6ptico com uma objetiva de
aumento de 1000x. Para o cultivo, foi empregado o método PKO
(Petrof/Kudoh/Ogawa) (Salem et al., 2007), e a identificagcdo de Mycobacterium
tuberculosis foi realizada por meio de PCR — Polymerase Chain Reaction, utilizando
primers especificos para o elemento de insergdo I1S6110, conforme descrito por
Hermans et al. (1990) e atualizado por Van Embden et al. (1993).
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5.9 Processamento e extracao de DNA das amostras de sangue

As amostras de sangue periférico (3 - 5 mL), coletadas em tubos contendo
EDTA, foram registradas no Laboratério de Imunologia Molecular (LIM) da UFAM. Os
plasmas foram separados e armazenados para analise da concentragao de citocinas,

enquanto o restante foi direcionado para a extracdo de DNA.

A extracado dessas amostras foi realizada pela técnica descrita por Gustincich
et al. (1993), com modificacdes, baseada na precipitacao do DNA por sais de brometo
de tetrametilamonio (DTAB/CTAB). Apds a remogao do sobrenadante formado para a
coleta da camada de leucdcitos (buffy coat), o DTAB (detergente catidnico) a 12% lisa
as membranas celulares e nucleares. A adicdo de cloroférmio promove uma
desproteinizacéo, fazendo com que o DNA fique em uma fase aquosa. A precipitagao
seletiva do DNA foi feita com o CTAB a 0,5%, seguida por lavagens para a purificagdo
do DNA.

A quantificacdo do DNA dessas amostras foi conduzida utilizando um
espectrofotdbmetro de luz UV. Posteriormente, elas foram diluidas e ajustadas as
concentragdes requeridas para cada ensaio e, em seguida, armazenadas a -20°C, até

uso.

5.10 Genotipagem por PCR Quantitativa em Tempo Real (qQPCR)

A genotipagem das variantes do gene do receptor de vitamina D (VDR) foi
realizada por PCR quantitativa em tempo real (QPCR), utilizando o equipamento
QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Foram empregadas
sondas de hidrélise fluorescentes TagMan SNP Genotyping (Thermo Fisher
Scientific), alelo-especificas para as variantes rs2228570, rs7975232, rs731236 e
rs1544410, conforme descrito no Quadro 1.

Para cada SNV, as rea¢des de gPCR foram preparadas em microplacas de
96 pocgos, contendo os seguintes reagentes: TagMan Genotyping Master Mix
(composto por dNTPs, tampao, DNA polimerase e corante ROX), sondas TagMan
alelo-especificas para o gene VDR, DNA gendmico e agua ultrapura, totalizando um
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volume final de 11 pL por pogo, conforme descrito no Quadro 2.
O corante ROX foi utilizado como referéncia passiva para corre¢cao de variagdes de
fluorescéncia decorrentes de discrepancias de volume ou pipetagem.
Cada placa incluiu um controle negativo para garantir a qualidade e confiabilidade dos

resultados. As condigdes de amplificagdo estdo detalhadas no Quadro 3.

Quadro 1. Identificagcdo das variantes de nucleotideo unico (SNVs) analisadas no

gene VDR e respectivas sondas TagMan utilizadas para genotipagem por qPCR.

SNV (VDR) |Cromossomo| Sequéncia da sonda 5’-[VIC/FAM]-3’ Alelos

_ GGAAGTGCTGGCCGCCATTGCCTCCIAIG] | A - referente
rs2228570 | 12:47879112 | 10 CTGTAAGAACAGCAAGCAGGCC | G - variante

_ AAGGCACAGGAGCTCTCAGCTGGGCIA/C]| C - referente
rs7975232 | 12:47845054 | 1 ACTGCTCAATCCCACCACCCC | A - variante

_ GAGCAGAGCCTGAGTATTGGGAATG[T/ | C - referente
rs1544410 | 12:47846052 | 0150AGGCCTGTCTGTGGCCCCAGGAA| T - variante

_ TGGACAGGCGGTCCTGGATGGCCTCIA/| A - referente
rs731236 | 12:47844974 | 1A TCAGCGCGGCGTCCTGCACCCCAG | G - variante

Legenda: ID SNV: Identificagcdo da variante de nucleotideo uUnico; alelo REF: alelo referente; alelo
VAR: alelo variante.
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Quadro 2. Composicao da reacdo de qPCR para genotipagem dos SNVs do gene

VDR. Os volumes referem-se a cada pogo em placa de 96 pogos.

Reagentes Concentracao | Quantidade para 1 reagao
Agua ultrapura 1x 4,5 uL
TagMen Genotyping Master Mix (2x) 1x 5,0 uL
Sonda TagMan SNV Genotyping (20x) 0,5x 0,5uL
DNA gendmico 50 ng/uL 1,0 uL
Volume final - 11,0 uL

Quadro 3. Condigdes de amplificagdo por qPCR em sistema QuantStudio 3 para

genotipagem de SNVs do gene VDR.

Estagios Condigoes de termociclagem
Hold stage 95°C por 10 minutos (1 ciclo)
PCR stage 95°C por 15 segundos (40 ciclos)
PCR stage 60°C por 1 minuto (40 ciclos)
Post-read stage 60°C por 30 segundos (1 ciclo)
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As variantes rs2228570, rs7975232, rs1544410 e rs731236 do gene VDR foram
analisadas por meio do software de discriminacédo alélica QuantStudio™ Design &
Analysis Software v1.5.0. A interpretagdo dos resultados foi baseada nas curvas de
amplificagdo geradas durante a reacdo de qPCR, associadas as intensidades de
fluorescéncia emitidas pelos fluoréforos FAM e VIC. A partir dessa analise, os
gendtipos foram classificados como homozigotos para o alelo de referéncia,
homozigotos para o alelo variante ou heterozigotos. Essa abordagem permitiu a
identificacdo dos gendtipos individuais de cada amostra, sendo fundamental para a
posterior analise estatistica da associagdo entre as variantes do gene VDR e a

tuberculose pulmonar.

5.11 Dosagem de hidroxivitamina D e IFN-y

ApOs a identificagdo de associacao significativa entre as variantes do gene VDR
e a tuberculose pulmonar, procedeu-se a dosagem das concentragdes de 25-
hidroxivitamina D [25(OH)D] em amostras de plasma EDTA. Foram selecionadas 20
amostras, sendo 10 provenientes de individuos com tuberculose pulmonar e 10 de
controles, priorizando a representatividade dos diferentes gendtipos dos SNVs
avaliados no gene VDR, garantindo diversidade alélica e integridade dos dados

genotipicos.

Essa estratégia permitiu uma analise exploratéria da relagédo entre variantes
genéticas e os niveis circulantes de 25(OH)D, respeitando critérios de qualidade
amostral e viabilidade técnica. A dosagem foi realizada por imunoensaio de
quimioluminescéncia (CLIA) utilizando protocolo automatizado conforme as
recomendacgdes do fabricante em laboratério clinico terceirizado. Os valores de

concentracao de 25(OH)D foram expressos em ng/mL.

Adicionalmente, foram quantificadas as concentragdes de Interferon-gama (IFN-
Y) em amostras de plasma. Para isso, foi utilizado o kit Pro Quantum™ (Invitrogen),
baseado em PCR quantitativo (QPCR) de alta sensibilidade. As amostras foram
distribuidas em duas placas de 96 pogos, uma contendo exclusivamente os controles
e outra contendo os pacientes com TB. A metodologia seguiu as instru¢des conforme
protocolo fornecido pelo fabricante e a quantificacio foi realizada por interpolagdo dos

valores obtidos em curva-padrao, os resultados foram expressos em pg/mL.
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5.12 Limitagoes do estudo

Este estudo apresenta algumas limitagdes que devem ser consideradas na

interpretacéo dos resultados.

Apesar do tamanho amostral adequado para as analises genéticas principais, a
dosagem de 25(0OH)D e IFN-y foi realizada em um subconjunto reduzido de amostras,
0 que restringe o poder estatistico para analises estratificadas por gendétipos ou
covariaveis clinicas. Essa limitagdo decorre de questdes logisticas e de custo,
particularmente relacionadas a viabilidade de ensaios bioquimicos e imunolégicos em

larga escala.

Outro ponto a ser considerado é a auséncia de informagdes completas sobre
variaveis comportamentais e ambientais que podem influenciar os niveis de vitamina
D, como habitos alimentares, tempo de exposicdo solar, uso de suplementos,
presenca de coinfeccbes e estado nutricional. Tais fatores podem influenciar
significativamente os niveis séricos de vitamina D e, por consequéncia, modular a

resposta imune ao M. tuberculosis.

Por fim, a heterogeneidade populacional inerente a regido amazonica, marcada
por um contexto socioecondmico desigual e diversidade étnica significativa, pode
introduzir vieses de estratificacdo populacional ndo completamente controlados,

mesmo com O uso de ajustes multivariados.

Apesar dessas limitagbes, os achados contribuem para o avango do
conhecimento sobre os fatores imunogenéticos associados a tuberculose e abrem

caminho para investigagdes futuras mais amplas, funcionais e integradas.

5.13 Plano analitico dos dados
Uma analise estatistica foi conduzida com os dados obtidos dos grupos controle

e de pacientes com TB pulmonar, considerando informagdes epidemiolégicas. como

sexo, idade, histoérico de vacinagao com BCG, tabagismo e consumo de alcool.
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As variantes genéticas foram avaliadas quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW), utilizando o software estatistico R (versao 3.6.2) em conjunto com o pacote

"SNPassoc" (versao 1.9-2) para as analises de associagao genotipica.

A analise estatistica comparativa das frequéncias alélicas e genotipicas entre
0s grupos de pacientes e os controles foi realizada por meio de tabelas de

contingéncia 2x2, aplicando-se o teste qui-quadrado (x?).

As analises das concentragcdes de IFN-gama e Vitamina D em relagao aos
gendtipos de VDR foram realizadas utilizando-se a Analise de Variancia (ANOVA) ou

Kruskal Wallis, dependendo da natureza dos dados.

O nivel de significancia adotado foi de p < 0,05, com intervalo de confianca de
95%. As analises estatisticas foram conduzidas com o objetivo de identificar possiveis
associagdes entre as variantes genéticas estudadas e a TB pulmonar, contribuindo

para o entendimento da participagdo de fatores genéticas na doenca.

Além disso, o software Haploview (Barrett et al., 2005) foi empregado para
analise de frequéncia alélica, analise de haplétipos e avaliagao do desequilibrio de

ligagéo (LD).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Descrigcao da populagao recrutada

O presente estudo incluiu 640 participantes, sendo 321 pacientes diagnosticados
com tuberculose pulmonar e 319 individuos do grupo controle. Foram coletadas
informagdes epidemioldgicas de todos os participantes, referentes a idade, sexo,
naturalidade, tabagismo, etilismo e histérico vacinal com BCG.

As amostras de sangue foram processadas para extracdo de DNA gendmico,
permitindo a analise de variantes genéticas no gene do receptor da vitamina D (VDR).
A genotipagem foi bem-sucedida em mais de 98% das amostras, contudo uma
proporcao limitada de amostras foi excluida das analises devido a presenca de

genotipos indeterminados.

Parte das amostras analisadas foi proveniente do biorrepositério do laboratério,
devido a interrupcao temporaria das coletas durante a pandemia de COVID-19.
Todas foram incluidas respeitando os critérios metodologicos e éticos estabelecidos

para o estudo.

6.2 Caracteristicas gerais da populagao estudada

As caracteristicas gerais dos grupos estudados estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas gerais dos pacientes de TB e controles.

Caracteristicas Pacientes de TB Controles
Idade (Média e Desvio padrao) 38.3+14.5 32.7+12.2
Sexo:

Masculino 59.5% 42.9%
Feminino 40.5% 57.1%
Naturalidade:

Manaus 52,7% 64,3%
Outros municipios do Amazonas 28,8% 21,8%
Municipios de outros estados 18,5% 13,9%
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Tabagismo:

Sim 27.2% 9.1%
N&o 72,8% 90,9%
Alcoolismo:

Sim 31.7% 22.4%
N&o 68,3% 77,6%
Vacinacao BCG:

Sim 88,9% 93.8%
N&o 11,1% 6,2%

Foram analisados 321 pacientes com TB pulmonar e 319 individuos do grupo
controle. A média de idade entre os pacientes foi de 38,3 £ 14,5 anos, enquanto os
controles apresentaram média de 32,7 = 12,2 anos, indicando um perfil etario mais
avancgado entre os pacientes, o que esta de acordo com a literatura que aponta

aumento da suscetibilidade a TB com o avango da idade.

Em relacdo ao sexo, observou-se maior proporgao de homens entre os casos
(59,5%) em comparagéo aos controles (42,9%), ao passo que O grupo controle
apresentou predominio feminino (57,1%). Essa distribuicdo estd em consonéncia com
dados epidemiolégicos nacionais, que apontam maior incidéncia de TB em adultos do
sexo masculino (Brasil, 2016). Segundo o Boletim Epidemiolégico de 2025, os homens
representaram 68,2% de todos os casos de tuberculose notificados no Brasil em 2024.
Essa predominancia pode ser atribuida a diversos fatores, entre eles o maior
envolvimento em comportamentos de risco que favorecem a infecgao ativa, como o
consumo excessivo de alcool e o tabagismo, além da exposicdo ocupacional mais
intensa em ambientes aglomerados durante a fase de maior produtividade profissional
(Margba et al., 2018; WHO, 2023).

O tabagismo foi relatado por 27,2% dos pacientes com TB, enquanto o etilismo
foi referido por 31,7%. Essas prevaléncias sao relevantes, uma vez que o tabagismo
esta associado a progressao da infeccao latente para a doenca ativa e a desfechos
clinicos desfavoraveis, incluindo pior resposta ao tratamento (Lee; Young; Smith,
2020).

O tabagismo exerce efeitos imunossupressores bem documentados,
prejudicando a funcdo de células essenciais como macréfagos, com reducao da

atividade fagocitica e comprometimento da sinalizagédo por TLRs, e linfocitos T, com
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diminuicdo na producéo de citocinas efetoras como IFN-y, TNF-a e IL-2 (Jiang et al.,
2020). Também esta associado a um maior risco de reativagéo da infecgao latente da
TB, além disso, o tabagismo esta associado a uma resposta inflamatoria exacerbada
nos pulmdes, agravando o quadro clinico da doenga. Os fumantes tém uma resposta
reduzida ao tratamento padrdo da TB, o que pode acarretar maior dificuldade no
combate a infeccdo. (Hu et al., 2024; Feldman et al., 2024; Feng et al., 2023). No
Brasil, evidéncias apontam que fumantes tém um risco 2,5 vezes maior de recorréncia
da TB e apresentam pior adesao ao tratamento, aumentando as chances de recaida
e desenvolvimento de formas multirresistentes da doenca (Novotny et al., 2017).

O alcoolismo também compromete o sistema imunoldgico, aumentando a
vulnerabilidade dos pacientes a infec¢ao e dificultando o controle da replicagao do
bacilo (Rehm, 2009). Conforme relatado por Raviglione et al. (2011), o consumo de
alcool tem sido associado como uma das causas de deficiéncia de nutrientes, o que
pode comprometer a imunidade do hospedeiro. Em um estudo realizado no
Amazonas, foi identificada uma associacéao significativa entre o tabagismo (p < 0,0001;
OR = 6,55; 1C95% = 3,2-13,6) e disturbios no consumo de alcool (p < 0,0001; OR =
7,14; 1C95% = 3,7-13,9) com o desenvolvimento de TB pulmonar (Barletta-Naveca et
al., 2016).

O consumo da bebida interfere no funcionamento das células imunes,
desencadeando efeitos pro-inflamatorios que prejudicam a capacidade do organismo
de controlar a replicagdo do bacilo. Consequentemente, ha uma maior carga
bacteriana e disseminacdo acelerada da infecg¢ao, levando a uma progressdo mais
rapida da doenca e os sintomas podem se manifestar de forma mais intensa (Morojele,
2021). Estudos demonstram que o consumo de alcool estd associado a desfechos
negativos no tratamento da tuberculose, incluindo o abandono terapéutico e o
aumento da mortalidade. O uso de substancias psicoativas, como o alcool,
compromete a adesao ao tratamento e esta relacionado a maiores taxas de insucesso
terapéutico (Reis et al., 2024; Pavinati et al., 2024).

Quanto a vacinagéao, observou-se que 93,8% dos individuos do grupo controle
relataram ter recebido a vacina BCG, enquanto entre os pacientes com TB pulmonairr,
essa proporc¢ao foi de 88,9%, evidenciando uma leve diferenca na cobertura vacinal
entre os grupos. Embora a BCG néo previna a infecgdo pelo Mycobacterium
tuberculosis, sua eficacia na protegdo contra formas graves da doenga, como a

meningite tuberculosa e a TB miliar, € amplamente reconhecida (SBIm).
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A protecdo conferida pela BCG contra a tuberculose pulmonar é limitada,
variando conforme fatores como idade, regido geogréfica e status imunolégico do
individuo (Mangtani et al., 2014). Nesse contexto, reforca-se a necessidade de
estratégias integradas de controle da doenga, combinando vacinagao, diagnostico
precoce, tratamento adequado dos casos ativos e medidas efetivas de saude publica

voltadas a interrupgao da cadeia de transmissao.

6.3 Analise das variantes nos genes VDR

A genotipagem foi bem-sucedida em 626 a 633 das 640 amostras testadas, a
depender do SNV avaliado. Para o SNV rs2228570, foram identificadas 11 amostras
com genatipos indeterminados, enquanto para o rs7975232 houve 14 indeterminadas.
As variantes rs731236 e rs1544410 apresentaram falhas de genotipagem em 7
amostras cada. A presenca desses casos pode ser atribuida a baixa qualidade do
DNA extraido, falhas na amplificacdo por qPCR ou reacbdes de fluorescéncia
ambiguas que dificultaram a correta discriminagéo alélica. As demais amostras com
gendtipos validos foram incluidas nas analises de frequéncia genotipica, equilibrio de

Hardy-Weinberg e analises de associacdo com tuberculose pulmonar.

A interpretacao dos resultados foi conduzida com base no perfil das curvas de
amplificagdo geradas durante a reagao (figuras 5 a 8), possibilitando a distingao entre

genotipos homozigotos e heterozigotos para cada variante.
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Figura 5 — Curvas de amplificagdo gerada para a variante rs2228570 do gene VDR.
A — Curvas correspondentes as 94 amostras analisadas. B — Gendtipo homozigoto
para o alelo referéncia (G/G). C - Gendtipo homozigoto para o alelo variante (A/A). D

— Genotipo heterozigoto (A/G).
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para o alelo referéncia (A/A). C — Gendtipo homozigoto para o alelo variante (C/C). D

- Gendtipo heterozigoto (A/C).
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Figura 7 — Curvas de amplificacdo obtidas para a variante rs731236 do gene VDR.
A - Curvas correspondentes as 94 amostras analisadas. B — Gendtipo homozigoto
para o alelo de referéncia (A/A). C - Gendtipo homozigoto para o alelo variante (G/G).

D — Gendtipo heterozigoto (A/G).
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Figura 8 — Curvas de amplificacdo obtidas para a variante rs1544410 do gene VDR.
A - Curvas correspondentes as 94 amostras analisadas. B — Gendtipo homozigoto
para o alelo de referéncia (C/C). C - Gendtipo homozigoto para o alelo variante (T/T).

D — Gendtipo heterozigoto (T/C).
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As frequéncias genotipicas observadas no grupo controle foram avaliadas
quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). Nenhuma das variantes apresentou
desvio estatisticamente significativo (p = 0,05), indicando que a distribuigdo dos
genotipos nos controles esta em conformidade com as expectativas tedricas (Quadro
4).

Quadro 4 — Teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) no grupo controle para os
SNVs do gene VDR.

Gene ID SNV Controles (p-EHW)
rs2228570 0.503
rs7975232 0.871

VDR
rs731236 0.090
rs1544410 0.065

Com base nos dados de genotipagem validos, foram realizadas analises de
associacgao entre as variantes do gene VDR e a ocorréncia de tuberculose pulmonar.
Foram aplicados diferentes modelos genéticos (codominante, dominante, recessivo,
overdominante e log-aditivo), avaliados com e sem ajuste por variaveis
epidemioldgicas, incluindo sexo, tabagismo e etilismo, conforme apresentado nas
proximas subsecdes e tabelas. Os resultados ajustados mantiveram-se consistentes
com os obtidos nas analises ndo ajustadas. Os valores de p correspondentes aos

modelos ajustados estédo disponiveis no Anexo.

6.3.1 Associagao do rs2228570 (Fokl) com tuberculose pulmonar

A variante rs2228570 (Fokl) do gene VDR apresentou uma associagao marginal
com TB pulmonar no modelo log-aditivo (OR = 1,26, IC95% = 1,00-1,57 e p = 0,046.
Esse resultado sugere que a presenca crescente do alelo A pode estar associada a
um risco discretamente aumentado para a doenga. Os demais modelos (codominante,
dominante, recessivo e overdominante) n&o demonstraram associagao

estatisticamente significativa como indica a Tabela 3.
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Tabela 3 — Resultados das analises de associacédo da variante rs2228570 do gene

VDR, com base nos modelos genéticos, entre pacientes com tuberculose pulmonar e

individuos controle.

ALk Control TB
Modelo ontroles c p-valor OR (95% CI) AIC
o n (%) n (%)
genético
Codominante
A/A 44 (13.9) 56 (17.9) 1.00
0.136 873.9
A/IG 142 (44.8) 149 (47.8) 1.28 (0.91-1.81)
G/IG 131 (41.3) 107 (34.3) 1.56 (0.97-2.49)
Dominante
G/G 131 (41.3) 107 (34.3) 0.069 1.00 872.6
A/G-A/A 186 (58.7) 205 (65.7) 1.35 (0.98-1.86)
Recessivo
G/G-A/G 273 (86.1) 256 (82.1) 0.163 1.00 874.0
A/A 44 (13.9) 56 (17.9) 1.36 (0.88 -2.09)
Overdominante
G/G-A/A 175 (55.2) 163 (52.2) 0.456 1.00 875.4
A/G 142 (44.8) 149 (47.8) 1.13 (0.82-1.54)
Log-Aditivo
0 % 317 312 0.046 1.26 (1,01-1.57) 872.0

TB: tuberculose pulmonar; CS: controles; OR: odds ratio; AIC: Akaike information criterion value.

O rs2228570 é uma variante funcional que altera o cédon de iniciagao da
tradugao, resultando em duas isoformas da proteina VDR, com diferentes tamanhos
e atividades transcricionais. A isoforma mais curta, associada ao alelo G (ou C,
conforme a fita), € mais ativa na modulacdo da expressdo de genes
imunorregulatérios, como o gene da catelicidina (CAMP) e do TNF-a (Arai et al., 1997,

Uitterlinden et al., 2004).

rs2228570 e

suscetibilidade a TB em diferentes populacées, especialmente em modelos aditivos

Estudos anteriores também relataram associagdo entre
ou dominantes, o que reforca a possibilidade de que o numero de alelos A influencie
o risco a infecgao ou progressao da doenga (Bornman et al., 2004; Liu et al., 2006;
Gao et al., 2010). No entanto, a auséncia de significancia nos demais modelos sugere
que o efeito da variante seja modesto e ndo dominante, reforgando a importancia da

escolha criteriosa dos modelos genéticos (Bush & Moore, 2012).
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A deficiéncia de vitamina D é reconhecida como um importante fator de risco
para a TB, pois niveis insuficientes comprometem a ativacdo de respostas imunes
mediadas pelo VDR. Variantes nesse gene, como o rs2228570 (Fokl), também podem
contribuir para essa suscetibilidade. El Shimi et al. (2020) observaram que pacientes
com TB apresentaram niveis significativamente mais baixos de vitamina D, e os
gendtipos Ff e ff do rs2228570 foram associados a maior risco para a doenga. Assim,
tanto a deficiéncia de vitamina D quanto variantes especificas do VDR podem
predispor a TB, embora a interagéo funcional entre eles ainda exija investigagao mais

aprofundada.

6.3.2 Auséncia de associagao do rs7975232 (Apal)

Para a variante rs7975232 (Apal), nenhum dos modelos genéticos avaliados
demonstrou associagao estatisticamente significativa com a tuberculose pulmonar. As

frequéncias genotipicas foram semelhantes entre os grupos, como indica a Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados das analises de associagcdo da variante rs7975232 do gene
VDR, com base nos modelos genéticos, entre pacientes com tuberculose pulmonar e

individuos controle.

ALk Control TB
Modelo ontroles c p-valor OR (95% CI) AIC
o n (%) n (%)
genético
Codominante
A/A 101 (32.2) 96 (30.8) 1.00
0.518 872.5
A/C 157 (50.0) 149 (47.8) 1.00 (0.70-1.43)
Cc/C 56 (17.8) 67 (21.5) 1.26 (0.80-1.98)
Dominante
A/A 101 (32.2) 96 (30.8) 0.707 1.00 871.7
A/C-C/C 213 (67.8) 216 (69.2) 1.07 (0.76-1.50)
Recessivo
A/A-A/C 258 (82.2) 245 (78.5) 0.252 1.00 870.5
c/C 56 (17.8) 67 (21.5) 1.26 (0.85-1.87)
Overdominante
A/A-C/C 157 (50.0) 163 (52.2) 0.575 1.00 871.5
A/C 157 (50.0) 149 (47.8) 0.91 (0.67-1.25)
Log-Aditivo
vy 314 312 0.372 1.11 (0.89-1.38) 871.0

TB: tuberculose pulmonar; CS: controles; OR: odds ratio; AIC: Akaike information criterion value.
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Esses achados sugerem que, na populagdo estudada, o rs7975232 nao esta
associado a suscetibilidade a TB pulmonar, embora ja tenha sido implicado em outras
doencas infecciosas e autoimunes, como hanseniase e lupus (Kang et al., 2011;
Zhang et al., 2012).

Esse SNV ja foi descrito como possivel modulador da expressao do gene VDR
por meio de seu efeito sobre a estabilidade do RNA mensageiro (Uitterlinden et al.,
2004), mas os resultados obtidos reforcam a hipotese de que sua influéncia sobre a
TB pode variar entre diferentes populagdes ou contextos clinicos, como apontado por
meta-analises anteriores (Gao et al., 2010; Liu et al., 2006). Resultados semelhantes
foram observados em outras populagbes, onde a variante rs7975232 também néao
apresentou associagao significativa com a tuberculose, tanto nas analises alélicas
quanto nos diferentes modelos genéticos avaliados (Jafari et al., 2016; Marashian et
al., 2010; Rashedi et al., 2014).

6.3.3 Associagao protetora do rs731236 (Taql)

A variante rs731236 (Taql) do gene VDR apresentou associagao
estatisticamente significativa com a TB pulmonar nos modelos codominante (p =
0,041), dominante (p = 0,012) e log-aditivo (p = 0,015). No modelo dominante,
individuos portadores de pelo menos uma cépia do alelo G (gendtipos A/G - G/G)
apresentaram menor risco para TB (OR = 0,67; 1C95%: 0,49-0,92), em comparagao
aos homozigotos A/A. Resultado semelhante foi observado no modelo log-aditivo, que
indicou um efeito dose-resposta com 0 aumento do numero de cdpias do alelo G (OR
= 0,74; 1C95%: 0,58-0,95), sugerindo uma associagaéo protetora com a presenga

crescente desse alelo. (Tabela 5).

No modelo codominante, o gendétipo heterozigoto A/G apresentou associagao
estatisticamente significativa com prote¢cdo contra a TB (OR = 0,68; 1C95%: 0,49—
0,96), enquanto o genétipo G/G nao apresentou associagao significativa. Esse padrao
sugere um possivel efeito heterozigoto mais evidente na populacdo estudada,
indicando uma potencial vantagem heterozigotica. Esses achados reforcam a
importancia de considerar diferentes modelos genéticos e interpretagdes biolégicas

no estudo da relagao entre variantes do gene VDR e a suscetibilidade a TB.
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Tabela 5 — Resultados das analises de associag&o da variante rs731236 do gene VDR,

com base nos modelos genéticos, entre pacientes com tuberculose pulmonar e

individuos controle.

Lk Control TB
Modelo ontroles c p-valor OR (95% CI) AIC
" n (%) n (%)
genético
Codominante
A/A 154 (49.0) 188 (58.9) 1.00
0.041 8771
A/IG 128 (40.8) 107 (33.5) 0.68 (0.49-0.96)
G/IG 32 (10.2) 24 (7.5) 1.26 (0.80-1.98)
Dominante
A/A 154 (49.0) 188 (58.9) 0.012 1.00 875.2
AIG-G/G 160 (51.0) 131 (41.1) 0.67 (0.49-0.92)
Recessivo
A/A-AIG 282 (89.8) 295 (92.5) 0.237 1.00 880.1
G/G 32 (10.2) 24 (7.5) 0.72 (0.41-1.25)
Overdominante
A/A-G/G 186 (59.2) 212 (66.5) 0.060 1.00 877.9
A/G 128 (40.8) 107 (33.5) 0.73 (0.53-1.01)
Log-Aditivo
115 314 319 0.015 0.74 (0.58-0.95) 875.6

Localizado na regido 3' ndo traduzida do gene VDR, o rs731236 pode influenciar
o processamento do mRNA ou estar em desequilibrio de ligagdo com variantes
funcionais (Uitterlinden et al.,, 2004). Estudos anteriores relataram associagoes
semelhantes entre esse SNV e menor risco para TB, particularmente em populagdes
asiaticas e africanas (Gao et al., 2010; Bornman et al., 2004), sugerindo um possivel

efeito protetor populacionalmente especifico.

6.3.4 Associagao significativa do rs1544410 (Bsml)
A variante rs1544410 (Bsml) apresentou associacdo estatisticamente
significativa com a TB pulmonar em trés modelos genéticos: codominante (p =
0,0008), recessivo (p = 0,0002) e log-aditivo (p = 0,009), indicando que individuos

homozigotos para o alelo T (T/T) apresentaram um risco reduzido para TB (OR = 0,33;
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IC95%: 0,18-0,61), em comparagdo com os portadores de pelo menos um alelo C

(Tabela 6).

Tabela 6 — Resultados das analises de associagcdo da variante rs1544410 do gene

VDR, com base nos modelos genéticos, entre pacientes com tuberculose pulmonar e

individuos controle.

ALk Control TB
Modelo ontroles c p-valor OR (95% CI) AIC
- ie n (%) n (%)
genético
Codominante
c/C 164 (52.2) 183 (57.4) 1.00
0.0008 869.3
T/C 109 (34.7) 121 (37.9) 0.99 (0.71-1.39)
T/T 41 (13.1) 15 (4.7) 0.33 (0.17-0.61)
Dominante
c/C 164 (52.2) 183 (57.4) 0.194 1.00 879.8
T/C-TIT 150 (47.8) 136 (42.6) 0.81 (0.59-1.11)
Recessivo
C/C-T/C 273 (86.9) 304 (95.3) 0.0002 1.00 867.3
T/T 41 (13.1) 15 (4.7) 0.33 (0.18-0.61)
Overdominante
C/IC-TIT 205 (65.3) 198 (62.1) 0.400 1.00 880.8
T/C 109 (34.7) 121 (37.9) 1.15 (0.83-1.59)
Log-Aditivo
P 314 319 0.009 0.73 (0.57-0.93) 874.7

O rs1544410 encontra-se no intron 8, proximo ao sitio de poliadenilagdo do VDR,

podendo afetar a estabilidade do mRNA ou refletir ligagdo com outras variantes

funcionais préximas (Uitterlinden et al., 2004). Estudos prévios também tém

identificado associagdes entre o alelo T e maior expressdao de VDR ou modulagao

mais eficiente da resposta imune inata (Babb et al., 2007; Gao et al., 2010), o que esta

em consonancia com os resultados observados.
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6.3.5 Comparacao entre variantes e modelos

A analise conjunta das variantes do gene VDR revelou perfis distintos de
associagao com a tuberculose pulmonar. Os SNVs rs731236 (Taql) e rs1544410
(Bsml) apresentaram associagdo estatisticamente significativa com a doenga,
sugerindo um possivel efeito protetor dos alelos G (rs731236) e T (rs1544410),

respectivamente.

A variante rs2228570 (Fokl) apresentou associagao marginal apenas no modelo
log-aditivo, com tendéncia de aumento do risco associado a presenga do alelo A. Por
outro lado, o rs7975232 (Apal) ndo apresentou associagao significativa em nenhum

dos modelos testados.

Coletivamente, os dados reforcam a relevancia de estratégias analiticas
especificas para cada modelo genético na investigagdo de variantes
imunorregulatorias. Observou-se uma heterogeneidade funcional entre os SNVs do
gene VDR, com associagdes estatisticamente significativas apenas para variantes
localizadas na regido 3' do gene, como rs731236 e rs1544410. Essas variantes
demonstraram possivel efeito protetor contra a tuberculose pulmonar, especialmente
em populagdes sul-asiaticas e caucasianas, conforme evidenciado por meta-analise
recente (Wang; Li, 2019). Esses achados indicam o potencial dessas variantes como
biomarcadores genéticos para estratificacdo de risco na infeccdo por Mycobacterium

tuberculosis.

Os achados do presente estudo dialogam com evidéncias consolidadas na
literatura. Uma meta-analise conduzida por Tao et al. (2024) avaliou especificamente
o0 SNV rs2228570 (Fokl) do gene VDR e demonstrou associagao significativa com a
tuberculose, sobretudo em populagdes asiaticas, nos modelos alélico e recessivo.
Além disso, a metanalise de Lee e Song (2015) analisou multiplas variantes, incluindo
rs1544410 (Bsml), rs7975232 (Apal) e rs731236 (Taql), e encontrou associagao
consistente apenas para rs2228570, também com maior magnitude em asiaticos. Ja
estudos complementares indicam que a variante Bsml pode conferir efeito protetor em
alguns grupos (Wu et al., 2013), enquanto Taql tem sido associada a doenga em
populagdes especificas, como iraniana e indiana (Li et al., 2022). Os resultados da
presente pesquisa convergem parcialmente com essas analises, especialmente no

que tange a relagao entre rs2228570 e rs1544410 e o risco para a forma pulmonar da
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tuberculose, reforcando a importancia de analises genéticas estratificadas por

populacéao.

Esses achados sustentam a hipétese de que diferentes variantes do gene VDR
exercem efeitos funcionais distintos sobre a suscetibilidade a tuberculose, conforme o
contexto populacional. Reforgam, ainda, a importédncia da escolha criteriosa de
modelos genéticos utilizados nas analises, uma vez que o tipo de heranga pode

influenciar a deteccao de efeitos reais.

Por fim, € importante destacar que a associacédo entre variantes do VDR e a
tuberculose ainda € controversa na literatura. As discrepancias entre estudos podem
refletir a heterogeneidade genética entre populagdes, o uso de amostras com poder
estatistico limitado e a auséncia de controle para fatores ambientais, como os niveis
séricos de vitamina D. A identificacdo de tais marcadores pode ampliar a
compreensao dos mecanismos imunomodulatorios mediados pela via da vitamina D
e orientar o desenvolvimento de estratégias personalizadas de prevencédo e

tratamento da TB.

6.4 Analise de haplétipos

A analise de desequilibrio de ligagao (LD) revelou a formagao de um bloco de
haplétipos entre os SNVs rs731236, rs7975232 e rs1544410 (Figura 9). Observou-se
desequilibrio de ligagdo moderado a forte entre os pares rs7975232-rs1544410 (D’ =
0,81; LOD = 34,43) e rs731236-rs7975232 (D’ = 0,78; LOD = 30,36), indicando

heranga conjunta preferencial desses alelos.

Em contraste, o SNV rs2228570 apresentou valores baixos de D' em relagcédo aos
demais, com destaque para o par rs1544410-rs2228570, que apresentou D’ = 0,16,
sugerindo independéncia na segregacao desses loci. Esse achado € coerente com a
posicao fisica mais distal do rs2228570 no gene VDR, localizado no éxon 2, na regiao
5’ do gene. Por outro lado, os SNVs rs731236, rs7975232 e rs1544410 encontram-se
préximos entre si, em regides intrénicas e na 3' UTR, o que favorece maior correlagao

gendmica e formacgao de bloco de desequilibrio de ligacao.
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Figura 9 — Analise de desequilibrio de ligagao (LD) entre as variantes do gene VDR.

A analise de associagao por haplétipos (Tabela 7) identificou dez combinagdes
haplotipicas, das quais duas demonstraram associagao estatisticamente significativa

com a tuberculose pulmonar:

« Haplétipo ACCA: frequéncia global de 20,2%, com maior propor¢ao entre os
pacientes com TB (23,1%) do que entre os controles (17,3%), apresentando p
=0,0099;

« Haplétipo GATG: frequéncia de 14,8%, apresentou distribuicdo inversa, mais

prevalente nos controles (17,2%) do que nos casos (12,4%), p = 0,0151.

Esses resultados sugerem que a combinagéao alélica representada pelo haplétipo
ACCA pode estar associada a um aumento no risco de desenvolvimento da
tuberculose pulmonar, enquanto o haplétipo GATG pode atuar como fator de protegao.
A diferenca de distribuicdo entre os grupos reforca a hipotese de que a interagao entre

variantes do gene VDR exerce um papel relevante na suscetibilidade a TB.

Cabe ressaltar que, na analise individual, os SNVs rs731236 e rs1544410
também apresentaram associagao significativa com TB (p = 0,012 e p = 0,0002,

respectivamente), reforcando sua contribuicdo para a composi¢cao dos haplétipos
associados.
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Tabela 7 — Resultado de combinag¢des de haplétipos das variantes nos genes VDR.

Frequéncia Valor-p
ACCA 0.202 0.0099
ACCG 0.196 0.2181
AACG 0.194 0.0814
GATG 0.148 0.0151
AACA 0.088 0.7461
GATA 0.070 0.8157
GACG 0.028 0.2875
AATG 0.026 0.7242
ACTA 0.011 0.2199
GCCG 0.011 0.5123

6.5 Frequéncia alélica

A plataforma Ensembl.org disponibiliza dados de frequéncias alélicas de
diversas populagdes ao redor do mundo, possibilitando analises comparativas com os
resultados obtidos neste estudo. O Quadro 5 apresenta a distribui¢cado das frequéncias
alélicas dos quatro SNVs localizados no gene VDR, rs2228570 (Fokl), rs7975232
(Apal), rs731236 (Taqgl) e rs1544410 (Bsml), nos grupos controle da populagao
amazodnica, em comparagao aos valores descritos em diferentes grupos étnicos

internacionais.

A Figura 10 complementa esses dados, apresentando graficamente a
comparagao entre as frequéncias alélicas obtidas neste estudo e aquelas descritas
em populagdes globais, com base nas informacdes da plataforma Ensembl.
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Quadro 5 — Frequéncia dos alelos dos SNVs de genes de VDR na populagao

estudada e de outras populagdes do mundo.

Populacao
PUag Outras populagoes
estudada
. Leste Sul
ID SNV | Alelo | Controle | Global | Africa | Américas Europa
asiatico asiatico
A 0.36 0.33 0.19 0.48 0.42 0.38 0.26
rs2228570
G 0.64 0.67 0.81 0.52 0.58 0.62 0.74
C 0.42 0.48 0.36 0.56 0.71 0.45 0.41
rs7975232
A 0.58 0.52 0.64 0.44 0.29 0.55 0.59
A 0.69 0.72 0.71 0.74 0.93 0.60 0.63
rs731236
G 0.31 0.28 0.29 0.26 0.07 0.40 0.37
C 0.69 0.70 0.73 0.74 0.94 0.60 0.52
rs1544410
T 0.31 0.30 0.27 0.26 0.06 0.40 0.48
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Figura 10 — Frequéncias alélicas dos SNVs do gene VDR em populagao controle da

regido amazdnica em comparagao a dados globais.
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No que diz respeito ao rs2228570, observou-se que a frequéncia do alelo A na
populagao controle foi de 0.36, valor ligeiramente superior a média global de 0.33 e

semelhante a frequéncia encontrada em populagdes europeias (0.38).

Estudos com estratificagdo étnica identificaram associagcéo significativa entre
essa variante e a tuberculose em populagdes asiaticas orientais, especificamente no
modelo recessivo (p = 0,01) (Wang; Li, 2019). No entanto, uma analise agrupada de
quatro estudos conduzidos em diferentes contextos geograficos ndo evidenciou
nenhuma associagao significativa entre o alelo A ou qualquer modelo genético e a
suscetibilidade a TB (Banoei et al., 2010; Jafari, 2016; Merza et al., 2009; Salimi,
2015). Ainda assim, analises por subgrupo étnico indicaram que o rs2228570 pode

atuar como fator de risco em populagdes asiaticas (Wang; Li, 2019; Xu; Shen, 2019).

Quanto ao rs7975232, a frequéncia do alelo C no grupo controle foi de 0,42,
valor semelhante ao observado em populacdes do Sul da Asia (0,41) e préximo da

média global estimada (0,48).

Estudos realizados em populagdes iranianas, assim como em populagdes
caucasianas, africanas e sul-americanas, n&o identificaram associag&o significativa
entre as variantes rs2228570 e rs7975232 do gene VDR e a suscetibilidade a
tuberculose (Gao, 2010; Su et al., 2011).

A literatura demonstra resultados contraditérios sobre o papel funcional da
variante rs7975232. Enquanto uma metanalise conduzida por Mohammadi et al.
(2020), baseada em seis estudos na populagao iraniana, ndo encontrou associagao
significativa entre essa variante e o risco de TB. Outra, mais abrangente, que incluiu
42 estudos de diferentes etnias, apontou associagdo significativa do SNV
especificamente em casos de tuberculose extrapulmonar (EPTB), com p < 0,05 nos
modelos dominante, recessivo, superdominante e alélico (Xu & Shen, 2019). A
divergéncia nos achados pode ser explicada por diferencgas étnicas, tamanho amostral

e fatores ambientais moduladores, como status de vitamina D ou coinfecgdes.

No rs731236, observou-se que a frequéncia do alelo G na populagcdo controle
foi de 0,31, valor muito préximo da média global estimada em 0,28 e semelhante ao
observado em populagdes africanas (0,29). Na analise de associacao deste estudo,
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esse alelo foi inversamente relacionado a presenga de tuberculose pulmonar,

sugerindo um possivel papel protetor dessa variante.

Embora estudos como o de Pereira et al. (2015) tenham descrito achados
semelhantes no Nordeste brasileiro, relataram associagao entre o alelo G do rs731236
e menor risco de desenvolvimento de TB, outras pesquisas realizadas em populagdes
africanas e iranianas nao identificaram essa associacao (Rashedi et al., 2014; Jafari

et al., 2016), evidenciando novamente o papel da diversidade genética.

Para o rs1544410, a frequéncia do alelo T foi de 0,31 no grupo controle, valor
similar a frequéncia global de 0.30 e a frequéncia observada em subpopulag¢des
africanas (0.27), mais especificamente Barbados e Nigéria, ambas 0.31. Este SNV
apresentou associagcao estatistica com protegdo a TB, especialmente no modelo
recessivo (p = 0,0002; OR = 0,33).

A metanalise realizada por Gao et al. (2010) também identificou essa associagao
significativa entre o alelo T do rs1544410 e menor risco de tuberculose em subgrupos
asiaticos, particularmente no modelo recessivo. De forma semelhante, Chen et al.
(2013) demonstraram que a presenga do alelo T pode estar correlacionada com niveis
mais elevados de expressao do VDR e melhora na resposta imunoldgica mediada por
macrofagos. Por estar localizado no intron 8, proximo a regidao 3' UTR, pode influenciar
mecanismos de regulacao poés-transcricional, além de formar haplétipos funcionais
com 0s SNVs rs731236 e rs7975232 (Mishra et al., 2014).

De modo geral, os resultados divergentes observados entre os estudos refletem
a complexidade da relagao gene-doenca, influenciada por fatores como diversidade
gendmica, niveis séricos de vitamina D, exposicao solar e estado nutricional, bem
como por caracteristicas metodoldgicas. Tais evidéncias indicam que o papel das

variantes do gene VDR é dependente do contexto populacional.

Esses achados reforcam a importancia de investigagdes imunogenéticas
regionais, especialmente em areas de alta carga de tuberculose como a Amazdnia. A
heterogeneidade genética da populagéo local, resultante de multiplos componentes
ancestrais, aliada as pressdes seletivas do ambiente, torna essencial a caracterizagao
do perfil alélico para compreender sua influéncia na resposta imune ao Mycobacterium
tuberculosis e orientar politicas publicas de enfrentamento a TB adaptadas ao perfil

genético da populagao.
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6.6 Dosagem de 25-hidroxivitamina D (25(OH)D)

Foram quantificados os niveis de 25-hidroxivitamina D (25(OH)D) em amostras
de plasma EDTA de 20 individuos, sendo 10 do grupo controle e 10 do grupo com
tuberculose pulmonar. As concentragcbes foram analisadas de acordo com o sexo
biolégico e por grupo clinico e variaram amplamente entre os individuos avaliados,

tanto no grupo controle quanto no grupo com tuberculose pulmonar.

Com base nos pontos de corte recomendados pela Endocrine Society (Holick et
al., 2011), a maioria dos participantes apresentou niveis inadequados de vitamina D.
No grupo controle (n = 10), 30% dos individuos foram classificados com deficiéncia
(<20 ng/mL), 40% com insuficiéncia (20-30 ng/mL) e apenas 30% com suficiéncia
(>30 ng/mL). De forma semelhante, no grupo TB (n = 10), 40% apresentaram

deficiéncia, 30% insuficiéncia e 30% suficiéncia.

No grupo controle, os niveis variaram de 8,0 a 37,3 ng/mL (média de 23,52 +
10,13 ng/mL). No grupo TB, os valores oscilaram entre 8,0 e 41,6 ng/mL (média de
2441 + 1117 ng/mL). A comparagdo entre os grupos nao revelou diferenca

estatisticamente significativa (p = 0,93952), conforme ilustrado na Figura 11.
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Figura 11 — Concentragao de 25(OH)D (ng/mL) em grupos controle e com tuberculose

pulmonar.
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Também nao foram observadas diferengas significativas por sexo (p = 0,26147)
(Figura 12). Esse resultado esta em concordancia com estudos que apontam que
diferengas por sexo podem ser minimizadas em populagdes expostas a condi¢des
ambientais semelhantes, como exposi¢cdo solar e padrdo dietético (Holick, 2007;
Wacker & Holick, 2013). Contudo, em populag¢des idosas ou institucionalizadas,
alguns autores relataram menores niveis de 25(0OH)D em mulheres, especialmente

em contextos de menopausa e baixa sintese cuténea (Yetley et al., 2009).
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Figura 12 — Concentracdo de 25(OH)D (ng/mL) em individuos do sexo feminino e

masculino.

A distribuicao dos niveis de 25(0OH)D por gendétipo para os SNVs rs2228570,
rs7975232, rs731236 e rs1544410 pode ser visualizada na Figura 13, que ilustra a

variagao intergrupos (controle e TB) para cada variante do gene VDR.

Os resultados demonstraram auséncia de associacdo estatisticamente
significativa entre os gendtipos avaliados e os niveis de 25(OH)D: rs2228570 (p =
0,52), rs7975232 (p = 0,63), rs731236 (p = 0,42) e rs1544410 (p = 0,91). Esses
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achados sugerem que, na amostra analisada, as variantes do gene VDR n&o

influenciaram significativamente as concentragées circulantes de vitamina D.

Os niveis séricos de 25(0OH)D podem ser modulados por diversos fatores
extrinsecos, como o estado nutricional, a exposi¢cao solar, a suplementagao prévia e
a fase clinica da tuberculose (Martineau, 2012; Realegeno & Modlin, 2011). A
auséncia de diferenca significativa entre os grupos neste estudo pode estar associada

ao tamanho amostral reduzido e a variabilidade interindividual observada.

Diante disso, os resultados devem ser interpretados com cautela e indicam a
necessidade de estudos com amostragens mais robustas, capazes de avaliar com
maior poder estatistico o impacto isolado ou combinado das variantes genéticas do

VDR sobre o metabolismo da vitamina D no contexto da infecgéo tuberculosa.

Curvas suavizadas dos niveis de 25(0OH)D por gendétipos das SNVs do gene VDR
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Figura 13 — Distribuigdo dos niveis de 25(OH)D (ng/mL) por gendtipo dos SNVs do

gene VDR, estratificados por grupo clinico.

Foi realizada também uma estratificagdo por sexo bioldgico (Figura 14). Embora
nao tenham sido observadas diferengas estatisticamente significativas entre homens

e mulheres de forma isolada, esses achados reforcam a importancia de considerar
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variaveis sexuais em analises imunogenéticas. Evidéncias recentes indicam que o
estrogénio pode aumentar a expressao do receptor de vitamina D (VDR), favorecendo
uma resposta imune mais eficiente em mulheres. Esse fator hormonal pode, portanto,
contribuir para as diferengas sexuais na susceptibilidade a infecgcdes e doengas

autoimunes (Dupuis et al., 2021).

Curvas suavizadas dos niveis de 25(0OH)D por genétipos das SNVs do gene VDR, estratificadas por sexo
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Figura 14 — Curvas suavizadas dos niveis de 25(OH)D (ng/mL) por gendtipos das

SNVs do gene VDR, estratificadas por sexo biolégico.

6.7 Quantificagao IFN-y

A determinagao da concentragao plasmatica de IFN-y foi realizada em individuos
com tuberculose pulmonar e em controles e apresentaram ampla variacdo entre os
individuos da amostra, com valores majoritariamente abaixo de 6 pg/mL. Ao
considerar os grupos, observou-se que os pacientes com TB apresentaram média de

1,24 + 1,08 pg/mL, enquanto os controles apresentaram média de 0,47 + 0,52 pg/mL.
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A concentracao de IFN-y foi significativamente maior no grupo de pacientes em
comparagao ao grupo controle (p < 0,0001), indicando ativagado imune sistémica
associada a infec¢do ativa por Mycobacterium tuberculosis (Figura 15). Esse padréao
€ compativel com o papel pré-inflamatério do IFN-y na resposta imune Th1,
fundamental para o controle da replicagao intracelular do bacilo (Flynn et al., 1993;
Sia; Rengarajan, 2019). A dispersao observada também pode refletir a influéncia de
fatores genéticos, ambientais e imunoldgicos individuais, incluindo a modulagao por
variantes no gene do receptor da vitamina D (VDR), que regulam a transcricdo de

citocinas como o IFN-y (Aranow, 2011; Wang et al., 2020).

Estudos prévios demonstraram que individuos com TB ativa tendem a
apresentar niveis elevados de IFN-y em comparacgao a individuos com TB latente ou
controles saudaveis, refletindo uma tentativa do sistema imune de conter a infecgao
em contextos de alta carga micobacteriana (O'Garra et al., 2013). A quantificagcéo
dessa citocina reforca seu potencial como biomarcador de inflamagao ativa, com
possiveis aplicagdes prognosticas e terapéuticas quando integrada a outros

paréametros clinicos e imunologicos.
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Figura 15 — Concentragao plasmatica de IFN-y (pg/mL) nos grupos controle e com

tuberculose pulmonar.
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A andlise exploratéria da concentragdo de IFN-y por gendtipos das SNVs do
gene VDR (Figura 16) revelou variagdes discretas nos niveis medianos da citocina
entre os diferentes perfis genéticos. Apesar de algumas tendéncias visuais, como
reducao nos niveis de IFN-y no gendtipo TT de rs1544410, os testes de Kruskal-Wallis
nao evidenciaram associagdes estatisticamente significativas entre os gendtipos e a
producao de IFN-y (rs1544410, p = 0,243; rs2228570, p = 0,650; rs731236, p = 0,801;
rs7975232, p = 0,877).

Esses achados sugerem que, na amostra analisada, as variantes do gene VDR
nao exerceram influéncia direta sobre a expressao plasmatica de IFN-y. Considerando
a complexidade da via da vitamina D e sua atuagcdo em multiplos pontos da resposta
imune, é possivel que a modulagao do IFN-y dependa de mecanismos indiretos,
epistaticos ou contextuais, como estado infeccioso, status hormonal ou interagdo com

outras variantes imunorregulatérios (Sester et al., 2011; Zhao et al., 2009).
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Figura 16 — Concentragao plasmatica de IFN-y (pg/mL) por gendétipos dos SNVs do
gene VDR.
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A distribuicdo das concentragdes de IFN-y por gendtipos dos SNVs do gene
VDR, com distingédo entre individuos com tuberculose pulmonar (vermelho) e controles
(azul), revela niveis mais elevados da citocina entre os pacientes com TB nos
gendtipos analisados, reforgando a ativagdo da resposta imune celular associada a

infeccdo ativa por M. tuberculosis.

No entanto, ndo foi observada uma associagao estatisticamente significativa
entre os genotipos das variantes rs2228570, rs7975232, rs731236 e rs1544410 e a

concentragéo de IFN-y, tanto no grupo TB quanto no grupo controle.

e rs1544410: p = 0,197 (controle), p = 0,656 (TB)

e rs2228570: p = 0,972 (controle), p = 0,411 (TB)

e rs731236: p = 0,410 (controle), p = 0,584 (TB)

e rs7975232: p = 0,288 (controle), p = 0,122 (TB)

Esses achados sugerem que, embora os pacientes com TB apresentem maior
expressao de IFN-y em média, as variantes estudadas no gene VDR ndo modulam
diretamente os niveis dessa citocina de forma consistente ou significativa na

populagado analisada.
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Figura 17 — Concentracao de IFN-y (pg/mL) por genétipos dos SNVs do gene VDR,
estratificada por grupo.
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7. CONCLUSAO

1. As variantes rs731236 (Taql) e rs1544410 (Bsml) do gene VDR apresentaram
associagao estatisticamente significativa com menor risco de tuberculose

pulmonar, sugerindo possivel efeito protetor dos alelos G e T, respectivamente.

2. Avariante rs2228570 (Fokl) demonstrou associagdo marginal com a doenga no
modelo log-aditivo, enquanto a rs7975232 (Apal) ndo apresentou associagao

estatisticamente significativa nos modelos testados.

3. A analise de hapldtipos identificou combinacbes alélicas com associacao
significativa a tuberculose pulmonar, com destaque para os haplétipos ACCA

(associado ao risco) e GATG (associado a protecao).

4. A analise de desequilibrio de ligacéo (LD) revelou a formacgéo de bloco entre os
SNVs rs731236, rs7975232 e rs1544410, enquanto a variante rs2228570

segregou de forma independente.

5. Asfrequéncias alélicas observadas na populagao controle foram comparaveis as
descritas em populagdes europeias, sul-asiaticas e africanas, com destaque
para a similaridade do perfil da populagdo amazdnica com grupos genéticos

diversos, refletindo a heterogeneidade local.

6. Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas nos niveis de

25(0OH)D entre os grupos clinicos ou entre os gendtipos dos SNVs avaliados.
7. A concentracdo de interferon-gama (IFN-y) foi significativamente maior nos

pacientes com tuberculose pulmonar, indicando ativagcdo imune sistémica e

reforcando seu papel como biomarcador de inflamacgao ativa na TB.
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Consideragoes finais

Este estudo contribui para o entendimento da influéncia de variantes genéticas
do gene VDR na suscetibilidade a tuberculose pulmonar, com foco na populagéo
amazodnica. Os achados reforgam a importancia de investigagdes imunogenéticas
regionais e apontam para o potencial uso de marcadores genéticos e imunoldgicos

em estratégias personalizadas de prevencgao e controle da TB no Brasil.
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8. CRONOGRAMA

Meses do ano de 2021 Ano de 2022
Atividades 08 | 09| 10 11 | 12 01 | 02 03 | 04 05 06 07
Revisdo bibliografica X X X X X X X X X X X X
Submissdo do projeto ao Comité de éticada | x
UFAM (CEP/UFAM)
Disciplinas obrigatdrias e optativas exigidas | X X X X X X X X X X X X
pelo programa
X X X X X X X X X
Sele¢do de pacientes com TB e controles
Coleta, transporte e processamento das X x x X X x x X x
amostras clinicas (exames bacteriologicos
e extragdo de DNA)
Testes de Genotipagem por qPCR X X X X X X X X
Elaboragdo da planilha e inser¢cdo dos dados X X x x X X X X
epidemioldgicos, clinicos e genéticos
Meses do ano de 2022 Ano de 2023
Atividades 08 | 09 10 11 | 12 01 02 | 03 04 05 | 06 07
Revisdo bibliografica X X X X X X X X X
Disciplinas obrigatdrias e optativas X X
exigidas pelo programa
Selegdo de pacientes com TB e X X X X X X X X X X X X
controles
X X X X X X X X X X X X
Coleta, transporte e processamento
das amostras clinicas (exames
bacteriologicos e extragao de DNA)
Testes de Genotipagem por gPCR X X X X X X X
Elaboracdo da planilha e inser¢do X X X X X X X
dos dados epidemiolégicos,
clinicos e genéticos
Analise dos resultados. X X X
X X X
Elaboracdo do manuscrito

91




Meses do ano de 2023

Ano de 2024

Atividades

08

09

10

11

12

01

02

03

04

05

06

07

Revisdo bibliografica

Sele¢do de pacientes com TB
e controles

Coleta, transporte e
processamento das amostras
clinicas (exames
bacterioldgicos e extracao de
DNA)

Testes de Genotipagem por
qPCR

Elaboragdo da planilha e
inser¢do dos dados
epidemioldgicos, clinicos e
genéticos

Analise dos resultados

Elaboragéo da tese

Exame de Qualificagao

Meses do ano de 2024

Ano de 2025

Atividades

08

09

10

11

12

01

02

03

04

05

06

07

08

Revisdo bibliografica

Selegdo de pacientes com TB
pulmonar, extrapulmonar e
controles

Coleta, transporte e
processamento das amostras
clinicas (exames
bacteriologicos e extragdo de
DNA)

Testes de Genotipagem por
qPCR

Elaboragdo da planilha e
inser¢ao dos dados
epidemioldgicos, clinicos e
genéticos

Dosagem de citocinas

Analise dos resultados

Elaboracao definitiva da tese e

do artigo cientifico

Exame de defesa
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9. EQUIPE DO PROJETO

Ordem Nome Instituicdo Titulo Contribuigao no projeto
1 Laianne Lopes Rocha Executora das atividades
p PPGIBA/UFAM Doutoranda propostas no projeto
2 Aya Sadahiro PPGIBA/UFAM Doutora Orientadora
Coorientador
3 Mauricio Morishi Ogusku INPA Doutor Colaboragéo nos exames
baciloscoépicos e cultivo
Mariana Brasil de PPGIBA/UFAM Doutora Colaboragéo nas analises
4 Andrade Figueira estatisticas
5 Gilberto Bazé Auxilio no registro de amostras
PPGIBA/UFAM Mestrando | ¢ extragdo de DNA
] Auxilio no registro de amostras
6 Marcos Henrique Gurgel PPGIBA/UFAM Doutorando | ¢ extragio de DNA
_ _ _ Auxilio no registro de amostras
7 Alliny Aimeida Queiroz PPGIBA/UFAM Mestranda | e extragio de DNA
Joycenea da Silva Policlinica Cardoso Mestre Colaboracéo na avaliacéo dos
8 Matsuda Fontes/SES-AM dados clinicos dos pacientes
com Tuberculose
Irineide Assumpgao Policlinica Cardoso Mestre Colaboracéo na avaliagéo dos
9 Antunes Fontes/SES-AM dados clinicos dos pacientes
com Tuberculose
Colaboragdo na coleta de
Elenilda Rodrigues Policlinica Cardoso | Técnicade | gmostras e avaliacido dos
10 ¢
com Tuberculose
11 Greicy Kelly Chem Policlinica Cardoso | . . Colaboracéo na avaliagéo dos
Nepomuceno Fontes/SES-AM dados clinicos dos pacientes
com Tuberculose
o Policlinica Cardoso L Colaborag&o na avaliagdo dos
12 |Nadieli Honorato Sawada Fontes/SES-AM Biomédica dados clinicos dos pacientes
com Tuberculose
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Tabela A1 - Resultados das analises de associagdo do SNV de VDR em pacientes

com tuberculose pulmonar considerando a variavel de ajuste ‘sexo’ e baseados em

modelos geneéticos.

Codominante | Dominante | Recessivo | Overdominante a:;igv-o
rs2228570 0.11074 0.07285 0.10250 0.58111 0.03601
rs7975232 0.45973 0.61119 0.21395 0.60660 0.30058
rs731236 0.02315 0.00699 0.16649 0.04923 0.00761
rs1544410 0.00052 0.12063 0.00010 0.51395 0.00436

Tabela A2 - Resultados das analises de associacdo do SNV de VDR em pacientes

com tuberculose pulmonar considerando a variavel de ajuste ‘tabagismo’ e baseados

em modelos genéticos.

Codominante | Dominante | Recessivo | Overdominante a:::igv-o

rs2228570 0.15159 0.11500 0.10757 0.72450 0.05356
rs7975232 0.35714 0.71331 0.15271 0.42514 0.29433
rs731236 0.04141 0.01318 0.20038 0.07090 0.01402
rs1544410 0.00217 0.16166 0.00047 0.55451 0.01030

Tabela A3 - Resultados das analises de associacdo do SNV de VDR em pacientes

com tuberculose pulmonar considerando a variavel de ajuste ‘alcoolismo’ e baseados

em modelos genéticos.

Codominante | Dominante | Recessivo | Overdominante a::;igv-o

rs2228570 0.09920 0.05321 0.12372 0.45514 0.03191
rs7975232 0.38009 0.56341 0.16605 0.57269 0.24442
rs731236 0.01952 0.00549 0.18547 0.03683 0.00692
rs1544410 0.00112 0.16159 0.00023 0.48235 0.00802
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