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Resumo

Fatores genéticos podem desempenhar um importapét pa susceptibilidade a tuberculose
(TB), uma das doencas com maior indice de mortidantre as enfermidades causadas por
um Uunico agente etiologico. Esta doenca infectdagiosa, causada pelo bacilo
Mycobacterium tuberculosistem sido responsavel pela morte de milhdes deopss
anualmente. Polimorfismos de base Unica (SNPs)asragyresponsaveis pela imunidade inata
tém sido alvo de diversos estudos e mostraram-geati€le importancia na susceptibilidade a
infeccdes. O presente trabalho teve como objetadisar a associagao entre SNPs funcionais
nos gened/BL2 e DEFBL1 e a susceptibilidade a infeccdo promovida pdlauberculosis
Foram selecionados 115 pacientes com TB e 180osdsdiudaveis provenientes da cidade do
Recife, Brasil. Os SNPs localizados no g&fBL2 foram genotipados através da PCR em
tempo real (QPCR), enquanto que os SNPs preseoatgemeDEFB1 foram genotipados
através do sequenciamento de DNA. Para o d¢dB&2, foram genotipadas as regides
promotoras (H/L e X/Y), através de uma PCR alefueeffica, e o éxon 1 (A/O), através da
curva de dissociacdo. Para o g&teFB1, foram genotipadas as posicoes -52, -44 e -20 da
regiado 5’UTR. Os SNPs foram agrupados segundo t,abs frequéncias alélicas e
genotipicas encontradas foram calculadas e comgmaradtre os grupos estudados. As
freqUéncias das variantes ddBL2 nos pacientes foram diferentes das freqténcias
encontradas no grupo controle. Todas as populagtmmtraram-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Tanto o alelo L quanto o alelo O apresam efeito de risco para o grupo de
pacientes com TB em relacdo aos pacientes contrbDiesmesma forma, as frequéncias
genotipicas foram significativamente diferentespatientes com TB quando comparadas aos
pacientes controles, com os genoétipos OO e LL pteseprincipalmente nos doentes em
relacdo aos individuos saudaveis. Para o promaotoy f6i observado um efeito protetor do
polimorfismo, com freqiiéncia tanto do alelo X quadb gendtipo XX para a populacéao
controle quando comparadas com o grupo de paciehtasalise dos haplotipos revelou que
0S genotipos combinados responsaveis pela altaugdiod de MBL apresentaram-se
significativamente mais freqlentes nos controleguw®nos pacientes com TB. Os haplétipos
para producao deficiente apresentou-se com masguéncia nos pacientes do que nos
controles. Em relacdo aos polimorfismos no gea#B1 ndo foram observadas diferencas
significativas entre os dois grupos estudados. &peisso, foi observada uma tendéncia para
que polimorfismos na posicéo -20 localizados n#&e§ UTR estejam relacionadas com a
susceptibilidade a tuberculose, principalmente oan& extrapulmonar da doenca. Em
conclusao, nossos resultados indicam que a preslEen&NPs no gengBL2, responsaveis
pela diminuicdo dos niveis da proteina MBL, en@ntse associados a uma maior
susceptibilidade ao bacilo da TB, representando wmoécula fundamental durante os
primeiros estdgios de infeccdo peéh tuberculosis Nossos resultados mostraram que a
presenca de SNPs tanto na regido promotora quanéxen 1 davIBL2 aparece como um
fator de risco para a infecgdo, podendo ser utiizano desenvolvimento de novos
tratamentos individualizados. No entanto, o mesr@o pbde ser afirmado para HBD-1,
apesar de ser uma proteina fundamental a imunidatée ndo foram encontradas associagdes
entre polimorfismos do geneEFB1 e a tuberculose. Vale ressaltar que este é o poime
relato descrito na literatura que envolve um estddoassociagao entre polimorfismos
funcionais doDEFB1 e o seu papel na infeccdo e desenvolvimento dadulose. O papel
das proteinas solUveis da imunidade inata na idéepeloM. tuberculosisesta longe de ser
compreendido e o conhecimento encontra-se restgfessitando-se de mais informacdes a
cerca da interagdo existente entre 0 Homem e asbattérias como um caminho a ser
percorrido visando no futuro o controle da doenca.

Palavras-chave:tuberculose, imunidade inatdBL2, DEFB], genotipagem, polimorfismo.



Abstract

Genetic factors may play an important role in theceptibility to tuberculosis (TB), one of
the leading causes of death by a single infectament. This infectious disease caused by the
Mycobacterium tuberculosisbacilli has been responsible for millions of d&ath
annually. Single nucleotide polymorphisms (SNPsyeémes related to innate immunity have
been investigated in several studies and provdzktmvolved in susceptibility to infections.
Our study aimed to analyze an association betwddts$nMBL2 andDEFB1 genes and the
susceptibility to the infection bMl. tuberculosisWe selected 115 patients with TB and 180
healthy adults coming from Recife, Brazil. The SNBsated in theMBL2 gene were
genotyped by real time polymerase chain reacti®C®), while the SNPs presentDieFB1
gene were genotyped by DNA sequencing. FoiMB&.2 gene were genotyped the promoter
regions (H/L and X/Y), through allele specific PC&ealed by a real time PCR platform
using the Sybr Green | chemistry, and exon 1 (AKByugh melting curve. FdDEFB1 gene
the positions -20, -44 and -52 in 5'UTR region wgenotyped. The SNPs were grouped
according to allele and genotypes, the frequene@e calculated and compared between the
groups. Allele frequencies and genetic variant$ 82 in patients with TB were different
from the frequencies found in the control grougd. populations were in Hardy-Weinberg
equilibrium. Both allele L and allele O had theeeffof risk for the group of patients with TB
compared to control patients. Similarly, the gepetyrequencies were significantly different
in patients with TB when compared to control pasewith genotype OO and LL present
mainly in patients compared to healthy patients. ffee promoter X/Y, we observed a
protective effect from the polymorphism, with alednd genotype frequency from mutant X
in higher frequencies in the control populationaiysis of combined haplotypes showed that
the genotype account for high production of MBL wsagificantly more frequent in controls
than in TB patients and the haplotype for deficigrdduction presented higher frequency in
TB patients than in controls. In relation@&EFB1 gene there were no significant differences
between the two groups. Nevertheless, there isdetey for polymorphisms at position -20
located in the 5'UTR associated with susceptibility tuberculosis, especially in the
extrapulmonary form of the disease. In conclusmunm, results indicate that the presence of
SNPs in theMBL2 gene, responsible for the decreased levels of dBiein, are associated
with increased susceptibility to TB bacilli, repeesing a key molecule during the early stages
of infection with M. tuberculosisOur results showed that the presence of both ShEwe
promoter region and exon of thdBL2 is a risk factor for infection and may be usedha
development of new individualized treatments. Hogve\the same can not be applied for
DEFB1, although a protein critical to innate immunitye iound no associations between
genetic polymorphisms and tuberculosis. To our Kedge, this is the first report described
in the literature involves a study of associatieteen functional polymorphisms DEFB1
and its role in the infection and development dfeticulosis. The role of soluble proteins of
innate immunity in the infection wittM. tuberculosisis far from being understood, the
knowledge is limited and needs more informationutlibe interaction between humans and
mycobacterias, as a way to go for the control bétaulosis.

Keywords: tuberculosis, innate immuniti)BL2, DEFBJ, genotyping, polymorphisms.
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1. Introducéao

Dentre todas as enfermidades infecciosas que aeonetser humano, a tuberculose
(TB), causada pelo baciMycobacterium tuberculosipermanece como uma das mais letais.
Baseados no teste de reatividade a tuberculindempdlogistas estimam que cerca de um
terco da populagdo mundial (2,2 bilhdes de pesssigja infectada com o bacilo. No Brasil,
sao registrados anualmente 80 mil novos casosferams dados da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), o pais ocupa 0 15° lugar entre asa@@es responsaveis por 80% do total de
casos de tuberculose no mundo, com uma taxa déémza de 50 a 90 casos por 100.000
habitantes, variando segundo as diferentes redidesis.

O risco de um individuo infectado desenvolver mnfo ativa da doenca durante sua
vida encontra-se entre 5 a 10%. Nesses individuassco de adoecimento dependera da
habilidade do seu sistema imunologico em prevemiudtiplicagcdo doM. tuberculosis A
resposta imune contra o bacilo depende da ac¢é&alidie certos tipos de proteinas, como a
Lectina Ligadora de Manose (MBL) eBaDefensina Humana 1 (HBD-1), que tém sido bem
caracterizadas como moléculas importantes na pr@ondg resposta imune inata, a primeira
barreira contra a entrada de microorganismos. Blibaixos das proteinas MBL e HBD-1
estdo normalmente associados a uma maior sustidptiiei do organismo a infeccdes. Tal
susceptibilidade encontra-se particularmente ctatteoa nivel genético, onde a presenca de
variacdes, principalmente polimorfismos de baseal(fsNPs), nos genes que codificam tais
proteinas, possa determinar a resposta imune 0 da desenvolvimento da doenca.

O gene da Lectina Ligadora de Mano$#B[2) codifica uma proteina capaz de
reconhecer a manose na superficie de patdgenopeono tanto sua opsonizagdo como a
ativacdo do sistema complemento. Polimorfismosliados na regido promotora € no éxon
1 desse gene tém sido alvo de diversos estudosetanam-se de suma importancia na
susceptibilidade a infeccbes bacterianas. O gerfled#densina Humana DEFB1) codifica
um peptideo antimicrobiano capaz de romper a membde uma ampla variedade de
patogenos, assim como atua ligando o sistema irmate ao adaptativo. SNPs na regiao
5'UTR, em especial nas posi¢cbes -20, -44 e -52, s&hn igualmente associados com a
susceptibilidade a diversas infecgoes.

O presente trabalho tem como objetivo analisgyadienorfismos nos genddBL2 e
DEFB-1 estdo associados com a ocorréncia de tuberculioseean pacientes atendidos nas
Unidades Hospitalares no Estado de Pernambuco.stigage o quanto polimorfismos
funcionais podem influenciar na susceptibilidadenéeccdes é de suma importancia e devera

contribuir futuramente em estratégias de vacinagdo tratamento personalizado.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Visao Histoérica da Tuberculose

A tuberculose é uma doenca infecto-contagiosa gaede regra, assume evolucao
cronica e tem como agente etiolégicavigcobacterium tuberculosisAcredita-se que esta
micobactéria — também conhecida como bacilo de koskja anterior ao proprio Homem,
sucedendo formas ainda mais elementares de vidasodpica (Bertolli-Filho, 2001). Tracos
da doenca foram encontrados em esqueletos humatamtod de 8.000 a 5.000 a.C. na Franca,
Italia, Alemanha, Dinamarca e Jordania, e em muregipcias de 3.500 a 4.000 a.C.
apresentando deformidades sugestivas de tubercrddsbral (Coberly e Chaisson, 2001).

O encontro entre o bacilo da tuberculose e a espéichana levou o agente infeccioso
a desenvolver estratégias de adaptacdo ao novedesp evoluindo para uma nova espécie,
o M. tuberculosis Ha cerca de 8.000 a 4.000 a.C., quando o homigmuno processo de
domesticacao do gado, propiciou sua exposicadyammbacterium bovidacilo similar adv.
tubeculosis e que também pode causar tuberculose, atravéwestdo de leite e de carne
bovina contaminados com o bacilo. Tal fato justifia os casos de tuberculose vertebral,
intestinal e pulmonar encontrados nos esqueletogirrias humanas do Neolitico (Hass e
Hass,1996).

Além da perda da capacidade de multiplicacdo no eierior, o bacilo inicialmente
sofreu um significativo aumento na viruléncia pa@gcontinuidade, restringir sua capacidade
destrutiva, tornando-se um comensal aceitavel parandividuos e para 0s agrupamentos
humanos, adotando um nicho intracelular espectdizeos macrofagos, células fagociticas
do sistema imunoldgico (Daniel, 1997; Ceteal, 1998; Bertolli-Filho, 2001).

Entretanto, esse raciocinio evolutivo tem sidotaftis desde que Broset al. (2002)
revelaram através de informacgdes genéticas quecesso de evolucdo dd. tuberculosis
pode ter sido justamente o contrario. Gutiegtal. (2005) utilizando analises de sequéncias
génicas demonstraram quelVb tuberculosisparece fazer parte de um grupo relativamente
diverso de bacilos. Estudos mais recentes acercavdmicdo tem indicado que HWl.
tuberculosisencontra-se mais relacionado a uma linhagem-fundattoque adl. bovis Isso
implica na possibilidade dos humanos terem infectadgado com adM. tuberculosis
resultando na divergéncia db. bovisou que as duas linhagens evoluiram paralelamente de
um ancestral em comum, capaz de infectar tantorgfoquanto o gado (Brosehal, 2002;
Gutierrezet al, 2005).
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O baixo nivel de variacdo genética em geral aptadempeloM. tuberculosigFigura
1) indica que a populacao total pode ter resultadorda expanséo clonal seguido de um
efeito denominado gargalo de garraft{leneck evolucionario, ocorrido entre 15.000 e
35.000 anos atras (Brosehal, 2002; Gutierrezt al, 2005). O ancestral dd. tuberculosis
descende muito provavelmente do Complekduberculosisonde as espécies que o compde
sdo encontradas hoje na Africa Central, sugerindoag humanos foram expostos & pressio

de selecédo mediada pela tuberculose anteriormergaeaera assumido (Russell, 2007).
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Figura 1. Alinhamento de repeticdes encontradas em difeséote de Mycobacterium tuberculosis seqiiéncias similares
de Mycobacterium africanune Mycobacterium bovisgemonstrando o baixo nivel de variagdo genéticasaptado pelo

complexoM. tuberculosisFonte: Gutierreet al. (2005).

Nos pulmdes do ser humano, o bacilo encontrou uanorgicossistema favoravel a
sua sobrevivéncia, ganhando a possibilidade deaapéo em um ambiente ao mesmo tempo
quente e Umido, arejado e sombrio. Com a proliferagacilar em forma de colbnias,
integrantes desta usualmente migraram para owgides do aparelho respiratorio, por meio
das vias broncogénicas, linfatica e hematogénitssenhinando-se por todo o organismo,
enquanto que outra parcela € expelida pelas vi@aséermanecendo em suspensao no ar
(Bertolli-Filho, 2001).

Um dos grandes trabalhos sobre a tuberculosedbtzaglo em 1882, por Robert Koch,
um estimado cientista de seu tempo. Koch isoloultevau o M. tuberculosisde tubérculos
macerados. Seus experimentos identificaram a Imaémo o agente etioldgico da doenca
(Bloom e Murray, 1992). Em 1890, ele anunciou acdeerta de um liquido, um extrato
purificado de proteinas do bacilo, nomeado tuberautomo uma estratégia para a deteccao
da doenca, devido a intensidade da reacdo deséeopor animais doentes quando
inoculados com essa droga. Este conceito perpetiquor varios anos até a observacao de
gue tanto animais saudaveis quanto doentes podezgponder ao liquido. Como resultado,
ficou estabelecido que animais infectados coril.otuberculosisreagiriam a tuberculina,
engquanto que os saudaveis ndo apresentariam réa¢éste tuberculinico tornou-se entao, a

principal ferramenta diagndéstica para os casosi@egado adVl. tuberculosigDucatiet al,
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2006). No mesmo periodo, Koch desenvolveu outrdsdané de coloracéo para identificacéo
do bacilo. Estas técnicas foram subsequentementoradas pelo doutor e bacteriologista
alemdo Paul Ehrlich, cujo método de deteccdo ddlobgroporcionou a base para o

desenvolvimento da coloracdo de Ziehl-Nielsen, eggula no diagnostico dos casos de
tuberculose ativa (Ducagt al, 2006).

A descoberta de Koch permitiu que outros pesqursadooncentrassem esfor¢gos no
desenvolvimento de novas terapias mais eficazesa pmartratamento de pacientes
tuberculosos. Em 1916, os jovens cientistas AlBatmette e Camille Guérin conseguiram
isolar uma linhagem avirulenta d. bovise a partir de sucessivas repicagens em meio de
cultura, desenvolveram a vacina intradérmica, ateate conhecida como BCG (Bacilo de
Calmette-Guérin), amplamente utilizada para combatiiberculose de maneira profilatica
em criangas (Ducaét al, 2006).

A introducédo dos antibioticos, como a estreptonai€it947), a isoniazida (sintetizada
em 1912, mas introduzida 40 anos mais tarde) eidm gzamino-salicilico, levou a uma
consideravel revolugdo na quimioterapia da tubesajlcom significante reducéo nas taxas
de mortalidade pela doenca no mundo (Bloom e Mud@@92; Daniel, 1997). Posteriormente,
outros farmacos anti-tuberculostaticos foram igeaite desenvolvidos, tais como o
etambutol e a rifampicina. No entanto, apesar dedicamentos disponiveis atualmente,
existem alguns entraves quanto ao tratamento, aort@mpo de duracdo (seis meses), 0S
efeitos colaterais e a presenca de bacilos muistentes. Lamenta-se diante de tais fatores
gque nenhuma nova droga de primeira-linha tenha dedenvolvida como medicamento de
combate a doenca desde 1980 (Petrini e Hoffne§)199

2.2. Incidéncia e Epidemiologia da Tuberculose

2.2.1. Tuberculose no Mundo

Em virtude das taxas de incidéncia e mortalidadesionadas pela tuberculose no
mundo, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) daglanm 1993, a situacdo da TB como
estado de emergéncia global. Esta prépria indlituige deu conta de que, sozinha, nao
conseguiria controlar a doenca. Criou-se, entdopragrama "STOP TB" que relne
instituicbes de alto nivel cientifico e/ou podeom@mico, tais como: a propria Organizacao

Mundial da Saude, o Banco Mundial, o Centers faeBse Control (CDC), a International
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Union Against Tuberculosis and Lung Disease (IUATL® Royal Netherlands Tuberculosis
Association (RNTA) e a American Thoracic Associat{dTA) (Ruffino-Netto, 2002).

Segundo a OMS, um terco da populagdo mundial erscset infectada peld.
tuberculosis resultando em 8 a 10 milhdes de novos casos por @erca de 10% dos
individuos infectados (nove milhdes) desenvolventuberculose ativa, 5.000 morrem
diariamente e 3 milhdes anualmente, atingindo akmente os jovens e adultos produtivos.
De acordo com dados estatisticos, a incidénciaagjloa doenca continua a crescer. Este
aumento tem sido atribuido a diversos fatores, commumento da multirresisténcia aos
medicamentos anti-tuberculinicos, o aumento do des@rogas injetaveis, a pandemia do
HIV/AIDS no inicio dos anos 80, a elevada taxa ldenalono ao tratamento, a desigualdade
social, o aumento de imigrantes de areas de attealéncia para nacdes desenvolvidas, o
envelhecimento da populacdo mundial, a transmiasi&ia nos ambientes de aglomeracao
humana (como prisdes, asilos, hospitais e abrigasmpendigos) e a degradacao dos sistemas
de saude publica (Bloom e Murray, 1992; Fatkenhetiat, 1999). Dentre todos os fatores
citados, a desigualdade social deve ser enfatizah® o aspecto de maior importancia uma
vez que essa tem sido a responsavel pela geragémbdeza e ma nutricdo, subcondicdes de
moradia e educacdo, que inevitavelmente terminamirgluenciar praticamente todos os
outros fatores associados ao desenvolvimento @adulose (Ducatet al, 2006).

Aproximadamente, 95% dos casos de tuberculose emornos paises em
desenvolvimento, paises esses que detém 98% dos dasmortes mundiais pela doenca
(Khan et al, 2006; OMS, 2009). Tais dados referem-se pringipate a paises da Africa,
sudeste asiatico e algumas regides do Pacificaur@i@), onde a tuberculose tem se
transformado em ameaca tanto para a Saude Puhla@ogpara a economia. A doenga
parece, em certo ponto, estar sob controle emgdésenvolvidos como o Japéo e os Estados
Unidos, mas apresenta manifestacfes violentas as®s subdesenvolvidos, comumente
devido aos fatores anteriormente citados (Duettal, 2006). Mesmo assim, € consenso
internacional que haja uma intervencéo a nivelalplara o controle da tuberculose (OMS,
2009).
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Figura 2. Incidéncia global de tuberculose. Nimero de n@as®s da doencga por 100.000 habitantes em 200f&: FaMS,
20009.

2.2.2. Tuberculose no Brasil

No Brasil, acredita-se que a tuberculose tenha isitloduzida pelos Portugueses e
missionarios Jesuitas desde 1500 (Ducetti al, 2006), contaminando os indios,
tuberculisando-os em massa, na primeira fase daizagéo.

Segundo dados da OMS, o Pais é o Unico da AméataaLincluido entre as 22
nacdes responsaveis por 80% do total de casosbdectilose no mundo. Cerca de 80 mil
novos casos sao diagnosticados anualmente no.BYasédntanto, estes niumeros estao longe
das estimativas da OMS que circulam em torno dosib6asos, evidenciando a deficiéncia
diagndstica, o perfil de subnotificacdo dos casasneficiéncia dos programas de controle da
tuberculose (Jamal e Moherdaui, 2007; Sanial., 2009).

Outros 15 mil casos de retratamento, por recidivaesingresso apés abandono, sdo
notificados a cada ano. Este volume de pacientestitg-se a 92 causa de internagdes, o 7°
lugar em gastos com internacdo no Sistema Unic®adde (SUS), a 22 causa de mortalidade
e a 12 em pacientes com AIDS devido a doencascinfss (Ministério da Saude, 2009).

No Pais, inicia-se um novo milénio, mas a tubesmilpermanece como um grave
problema de saude publica assim como era no imicieéculo passado. Trata-se de um
problema presente e permanente ha muito tempoifRtffetto, 2002; Ministério da Saude,
2003). Os numeros do Brasil sdo extremamente ppaotes, seja considerando a situacao do

pais como um todo ou apenas por regides. Em 200894 dos casos notificados
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concentraram-se na regiao sudeste, 28,5% no nerd€s6% no sul, 9,3% no norte e 4,7%
no centro-oeste (SINAN, 2008). Os estados respeis@elas maiores taxas de notificacao
em 2006 foram Amazonas, Rio de Janeiro, Mato Gro€smara, Acre e Pernambuco,
respectivamente, o que corresponde a 63% dos ahsoBais. Enquanto que os que
apresentaram as menores incidéncias foram Tocabistsito Federal e Goias (Figura 3).

De 1997 a 2010, o Brasil passou da 102 para gpdSitdo entre as 22 nagbes
responséaveis por 80% do total de casos de tubsecul® mundo. A constatacdo é da OMS,
que avaliou as acles, em estados e municipioddimasj de prevencao e distribuicdo de
medicamentos para o tratamento da doenca (RuffetteN2002; Cavalcanet al, 2006;
OMS, 2009). Em relacdo a influéncia dos fatorepamsaveis pelo crescimento dos casos de
TB no mundo, o Brasil apresenta uma condicdo irgdrémia quando comparado a outros
paises, e apresenta (ainda) uma prevaléncia pequan# ao problema da multirresisténcia
as drogas, mas lida com grande desigualdade sapiaglsentando grupos populacionais mais
vulneraveis a tuberculose como indios, presidi&iosoradores de rua (Ducati al, 2006;
Ministério da Saude, 2009).
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Figura 3. Incidéncia de tuberculose no Brasil. Nimero des@®r 100.000 habitantes por unidade federativa@@b. As

cores sdo indicativas da incidéncia, quanto maigresnaiores sdo as taxas. Fonte: MS, 2009.
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2.2.3. Tuberculose em Pernambuco

O Nordeste é a segunda maior regido em numeroci#encia de tuberculose, com
48,7 casos/100.000 habitantes (SINAN, 2008). Nadestie Pernambuco, foram notificados,
em 2008, 4.200 novos casos de tuberculose, sendximpdamente 4% dos casos em
criancas e adolescentes (de 0 a 14 anos). Um tizedajue sinaliza urgéncia no combate a
doenca no Estado é a constatacdo de que Pernamcmutra-se entre 0s piores no Pais em
incidéncia de tuberculose, com uma taxa de 47,38sgaara cada 100 mil habitantes, nUmero
este acima da média nacional de 41,7/100 mil haksaficando atras apenas dos estados do
Rio de Janeiro e do Amazonas (SVS, 2009).

Em relacdo a regido Nordeste, Pernambuco permane@eimeiro lugar tanto para as
taxas de incidéncia quanto de mortalidade, umac@@osnada animadora para uma doenca
milenar e que disponibiliza de tratamento. Os esfpara o combate a tuberculose datam
desde 1849, quando o médico Joaquim de Aquino Eans@&igente do Conselho Geral de
Salubridade da Provincia de Pernambuco, alertoavergo sobre o aumento dos casos de
tuberculose. Em 1894, o médico Octavio de Freitatiou-se inteiramente para o
enfrentamento dessa doenca, do qual resultou edorida Liga Pernambucana contra a
Tuberculose, inaugurada em julho de 1900 no Té&ara Isabel (Fundo Global, 2008).

Atualmente, o Governo Brasileiro considera Recifegauwlas cidades brasileiras com
maior prioridade para a execucédo de medidas deatemara a TB. Além disso, a populacéo
carceraria € uma das mais afetadas pela doench, $&fo registrados em 2008, 826 casos
nos presidios do Estado (SVS, 2009).

2.3. O Agente Etiolégico -Mycobacterium tuberculosis

2.3.1. Classificacdo

Séo reconhecidas atualmente mais de 120 diferespésies de micobactérias (Tortoli,
2006). Estas espécies estdo incluidas no géMyreobacterium sendo proximo dos
Actinomicetos Esse género pertence a familiycobacteriaceagjue juntamente com as
familias ActinomicetacegeNocardiaceag Streptomycetaceae outras familias bacterianas
compdem a ordem Actinomycetales (Frothingham, 1995)

O géneroMycobacteriumcontém um grande numero de espécies, muitas delas
saprofitas do solo, e a minoria das espécies dagdracas ao homem, causando tuberculose

(M. tuberculosisM. bovise M. africannun) e lepra Mycobacterium leprae Apresenta esta
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denominacédo porque ocasionalmente se observanuhasas o crescimento das colbnias em
forma de filamentos semelhante aos fungos. Entetanormalmente sao vistos ao
microscopico como um bacilo tipico, sob a formdadstdes (Tortorat al, 2005).
O M. tuberculosis¢ uma forma de transicdo entre as eubactériasaetim®micetos.

Mede de 1 a 4um de comprimento por 0,3 a Oy8n de largura, além de apresentar um
complexo envelope celular (Figura 4). Trata-se mebacilo imével que ndo forma esporos,
ndo produz toxinas, aerdbio estrito e cujo Uniceemeatorio é o ser humano. E um
microorganismo considerado parasita intracelulaulfativo, sendo capaz de sobreviver no
interior de células fagocitarias, estabelecendoisieacéo, preferencialmente, nos pulmdes,
onde normalmente condiciona-se a um estado declat@nqguanto o sistema imunolégico do

hospedeiro prevalece e mantém a infecgdo sob teifkotski et al, 2000).

Figura 4. Microscopia eletrénica do baciMycobacterium tuberculosi§onte:

http://www.students.stedwards.edu/aruiz5/

E considerada também uma micobactéria alcool-aeigistente, de crescimento lento,
com tempo de geracdo de 18 a 48 horas, tanto em aniicial quanto em organismos
animais, dependendo da oferta de oxigénio, deemiiss e do pH do meio, sendo necessarias
varias semanas para que as colbnias tornem-seigisiv meio de cultura (Kritski al, 2000;
Ducati et al, 2006). Muitas das caracteristicas dessas micéfiiest como sua coloracao
alcool-acido resistente, a resisténcia a drogass,psiogenicidade e a taxa de crescimento
lento, estdo relacionadas a estrutura lipidicajntls de sua parede celular. Essa parede é
formada, em sua porgcao externa, por acido micadjue,forma uma camada cérea, resistente
a agua. Devido a peculiaridade de sua parede cefdanicobactérias conseguem resistir a
situagOes adversas como o ressecamento e alguoges dintimicrobianas ndo conseguem
penetrar por sua parede (Tortetaal, 2005). O crescimento lento desse género de ctér

deve-se a dificuldade em que os nutrientes téntrdeessar sua parede celular. Normalmente
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levam-se semanas para que se consiga visualizarcoldwia crescida em meio de cultura

especifico para as micobactérias (Tortetral, 2005).

2.4. Mecanismo de Transmissao e Patologia

No decorrer da histoéria, a tendéncia do homem mirree em grupos populacionais,
associada a transmisséao Mo tuberculosispor aerossois, possibilitou o estabelecimento da
tuberculose como uma epidemia (Coberly e ChaisXii,). Em circunstancias naturaisdylo
tuberculosisé transmitido pela expulsdo de gotas nasais prents de um individuo
infectado para um nao-infectado. Pacientes comtiMA asualmente tossem em decorréncia
da tipica inflamacé&o crbénica pulmonar que consttprincipal mecanismo de disseminacao
do patdgeno para novos hospedeiros (Glickman éb9a2601). Ao tossir, espirrar ou falar,
0os bacilos presentes na secre¢do pulmonar sdo zatbwsi em goticulas microscépicas
(goticulas de Pfligge), e apOs sofrerem evaporgg&ionanecem em suspensdo no ar, na
forma de um nudcleo infeccioso composto de um og taicilos (nucleo de Wells). Este
nacleo, de dois a dez micra de diametro, podesggrago por uma pessoa sadia, ultrapassar
0s mecanismos de defesa inespecificos da arvgreatésia e alcancar os alvéolos, iniciando
assim o processo patoldgico (Figura 5), represdntatma doenca altamente contagiosa
(Bloom e Murray, 1992; Clark-Curtiss e Haydel, 2003

A possibilidade de instalacdo de uma lesdo prey@®® diretamente proporcional ao
namero de bacilos inalados e a viruléncia destésingersamente proporcional a resisténcia
natural e adquirida do hospedeiro. Macréfagos #dves, responsaveis pela defesa da mucosa
alveolar, englobam os bacilos da tuberculose, e eases macréfagos sejam ativados, 0s
fagossomos contendo o bacilo fusionam-se com ossksnos e as micobactérias sdo entao
mortas. Contudo, se o macréfago néo for ativad@edaicio a um processo de co-existéncia
pacifica entre o bacilo e o hospedeiro humano, coma forma latente de infec¢éo. O bacilo,
entdo, sobrevivera dentro do fagossomo, alterasidocempartimento intracelular de maneira
a evitar sua fusdo com o lisossomo. Em casos deassupressdo, o bacilo dara inicio ao
processo de multiplicacdo; esse processo se esdeaidea lise do macrofago, liberacdo dos
bacilos no tecido pulmonar e subseqgiente englokampen novos macrofagos (Clark-Curtiss
e Haydel, 2003).
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Figura 5. Mecanismo de transmissdo e patogénese da tubsgcdlaoenca pode se apresentar na forma
latente (lesdo primaria e formacéo do granulomajtiva (leséo pds-primaria e disseminagdo do bacilo
Fonte: Modificado de Stewaet al.(2003).

No entanto, nem todas as pessoas infectadas chintoberculosisdesenvolvem a
doenca. Observa-se uma grande variabilidade nas teinfeccao entre as pessoas expostas
a diferentes fontes de infeccao, e entre os irdestacerca de 90% nunca irdo desenvolver a
doenca. A probabilidade de vir a desenvolver a &ativa da tuberculose é de cerca de 5%
no primeiro ano e de 10% durante toda a vida (Glarkiss e Haydel, 2003; Ducadt al,
2006). Além disso, existem diferencas na capacidigdransmissdo entre 0s pacientes,
devido a variabilidade da carga bacteriana. Evid8rnexperimentais sugerem igualmente que
a variacdo observada no potencial de transmiss@le ger atribuida a diferencas nas
caracteristicas patogénicas do baciloMOtuberculosispode apresentar variagfes quanto a
viruléncia de maneira que cepas mais virulentagesaptam maior patogenicidade ou
capacidade de desenvolvimento da doenca (Blooma#,SIf98). Da mesma forma, deve-se
salientar que variedades de resposta observadasdieisluos expostos all. tuberculosis
podem contribuir para padrdes de desenvolvimerfereticial da doenca, sendo alvo de
diversos estudos.

Do mesmo modo, admite-se ainda que diferencas spos&@ a infeccdo ao bacilo
encontram-se relacionadas as caracteristicas gaenétd hospedeiro. Nos individuos mais
susceptiveis, o risco de adoecer depende da led®lideseu sistema imunolégico em
prevenir a multiplicacdo dd/. tuberculosisdormente.Fatores genéticos, principalmente
polimorfismos de base Unica em diferentes genesnmdmidade, tém sido descritos e
associados com a tuberculose, podendo desempeanharportante papel na susceptibilidade
a doencdOliveiraet al, 2004).
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2.5. Visao Geral dos Métodos Diagnésticos e Tratamento

A prioridade mais importante para o controle daré&de em um acurado diagnéstico
e em um tratamento dinamico das pessoas infeceadaentes, resultando na interrupgéo da
transmissao e na cura dos pacientes (Femeiaa, 2005). Na falta de um tratamento efetivo,
a mortalidade da TB é cerca de 50% ou mais (OM89RMesde a descoberta da doenca, a
base para seu diagnostico definitivo tem sido aadéb do bacilo nas amostras clinicas. A
partir do advento da microscopia em 1882, avaneosotdgicos tém permitido que uma
carga bem menor de bacilos seja identificada. @ontos niveis de sofisticacdo e custos
associados com técnicas mais sensiveis tem toswal@plicacdo impraticavel nos paises
subdesenvolvidos (OMS, 2009).

O diagnostico inicial da tuberculose € usualméraeeado na sintomatologia e nos
achados clinicos, mas o diagndstico definitivo ezquisolamento e a identificacdo do agente
infeccioso (Kharet al, 2006). Os procedimentos laboratoriais usuaisaseibm no exame
microscopico do bacilo alcool-acido resistenteawsts da baciloscopia, e da cultura com
testes de susceptibilidade as drogas (Hudsah, 2000; Hargreavest al, 2001).

A baciloscopia é um dos testes diagnosticos naisumente utilizados em todo o
mundo para deteccdo do bacilo da tuberculose. Esste consiste na visualizacao
microscopica das micobactérias, apos coloracacemaepelo Ziehl-Neelsen (Mello, 2001).
No entanto, a técnica apresenta sensibilidade dtfaitpor necessitar de concentracdes
elevadas do bacilo para a deteccdo, cerca de ®000.000 micobactérias por mL de
espécime clinico, justificando os resultados nggatdeste método nas formas paucibacilares
da doenca (Hudsaet al, 2000; Hargreavest al, 2001).

O isolamento e a identificacdo th tuberculosisatravés da cultura € a metodologia
que permite a confirmacao da tuberculose, sendsidenada atualmente o padréo-ouro para
o diagnéstico da doenca, responsavel pela ideagdic do bacilo em mais de 80% dos
pacientes doentes e com especificidade acima dg(A8%Ild, 2007; OMS, 2009). Apesar de
ser um método mais caro que a baciloscopia, arauffpresenta inimeras vantagens como
maior sensibilidade, necessitando de uma cargdifeeecimenor que a da microscopia. Ao
mesmo tempo, permite a identificacdo das espéaiesegtdo envolvidas na infeccdo e
promocao da TB, além de caracterizar a suscephbidi das cepas aos medicamentos anti-
tuberculinicos. Contudo, devido ao crescimentoolepéculiar das micobactérias, a obtencao
dos resultados por meio da cultura pode levar cdecaeis a oito semanas, retardando a
confirmacéo diagnostica (Huggettal, 2003; Singh, 2006).
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A partir de 1950, com a descoberta da estruturBNA (acido desoxirribonucléico),

a biologia molecular se revelou uma ferramentangildiagnéstico de doencas infecciosas,
através da identificacdo de sequéncias génicasiispe de um agente causador de doenca.
A partir do sequenciamento do genoma Mo tuberculosis foram identificadas inUmeras
regides, como o elemento de insercéo 1S6110, paduita identificacdo especifica do bacilo
(Coleet al,1998).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € atualmentsderada um método rapido
e sensivel para a deteccaoMotuberculosissendo capaz de detectar menos que 10 bacilos
por mL em diferentes espécimes biologicos (HonaraaRline et al, 2003; Assiset al,
2007). Esta técnica vem sendo utilizada como unternaltiva de alta sensibilidade e
especificidade para o diagnéstico rapido de doemfasciosas. Entretanto, a sua aplicacédo
na deteccdo dd/. tuberculosistem apresentado resultados variaveis, principakenent
relacdo a sensibilidade do teste. Por essa raz§onsaautores tém buscado avaliar o
desempenho de vérias seqliéncias-alvo e o seu @bidiagnostico (Ogusku e Salem, 2004).

Embora a tuberculose seja uma doenca grave, edaeapa cura na maioria dos casos,
desde que, uma vez diagnosticada, a quimioteral@guada seja empregada. O tratamento
atualmente recomendado pela OMS consiste na adragéie de drogas como a isoniazida,
rifampicina, pirazinamida e estreptomicina (ou diatal) durante os primeiros 2 meses,
seguido pela combinagcao de isoniazida e rifampipoapelo menos 4 meses adicionais.
Contudo, o longo tratamento envolve efeitos seaumslindesejaveis, levando o paciente ao
abandono da quimioterapia e ao surgimento de gepetentes aos tuberculostaticos. O néo-
cumprimento do tratamento tem levado a OMS a imvest uma estratégia global, através de
um processo conhecido atualmente como tratamergtadiente observado de curso breve
(DOTS), em que trabalhadores de saude aconselhardoestes, realizam vigilancia
progressiva e certificam-se de que cada medicansej@otomado na dose correta (Duedti
al., 2006).

A resisténcia bacteriana as drogas € uma ameacgpragemas de controle da
tuberculose em todo o mundo, uma vez que, pacientestados com cepas resistentes e
multirresistentes tém menor probabilidade de sareur, especialmente, se estdo infectados
pelo HIV ou estdo acometidos por outras patologiasescenta-se ainda, que o tratamento é
mais toxico e 700 vezes mais dispendioso que oadéemies com organismos sensiveis
(Barrosoet al, 2004).

A resisténcia bacteriana nao se constitui em fendonm®vo e tampouco se refere a
uma nova forma de doenca. Desde o aparecimentoodasdantituberculose se observa a
presenca de bacilos naturalmente resistentes emlggdps selvagens dd. tuberculosis.
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Hoje, praticamente todos os farmacos conhecidosu@rou mais genes relacionados ao
surgimento da resisténcia ja descritos (Barrescal, 2004). No Brasil, a questdo da
tuberculose multidroga-resistente (TB-MDR) concaisie menos em seu tamanho e mais no
seu potencial de disseminacéo. Ainda que em bas@sléncias, o surgimento de novos
casos de TB-MDR esta diretamente relacionado aci@etia dos servicos de saude, pela
incapacidade de detectar casos novos da doencacdram pela ocorréncia de tratamentos
com desfechos desfavoraveis, como abandono e i@l@fieiraet al, 2007).

Nesta perspectiva parte-se do pressuposto que fos;ass para o diagnostico e
tratamento da doenca devem considerar ndo apemagutaridade no tratamento, mas
também o perfil sécio-demografico/clinico-epiderdgto dos pacientes acometidos.
Ampliar os conhecimentos relacionados ao indivighaole vir a contribuir para melhor
desempenho nas questdes referentes ao processe-deminta e consequentemente na

qualidade de vida do paciente (Siquetal, 2006).

2.6. Fatores Genéticos envolvidos na Susceptibilidade &b. tuberculosis

Embora a infeccédo peld. tuberculosisseja necesséria, ela por si s6 ndo é suficiente
para ocasionar a tuberculose na maioria das pesbBalfato encontra-se fundamentado na
variedade de respostas observadas nos individpostes ao bacilo. Algumas pessoas apesar
de expostas nunca séo infectadas, outras sdoadés;tmas nunca desenvolvem a doenca, e,
no entanto apenas 10% dos infectados desenvolvwabesculose ativa (Mollegt al, 2009).
Fatores genéticos humanos que governam se o indivitfectado ir4 progredir para a
tuberculose ativa ou ndo encontram-se diretameldeionados com o estado imunolégico do
organismo, geralmente determinado pela constituggieetica do mesmo (Fergusenal,
2007; Molleret al, 2009).

Admitia-se inicialmente que outras doencas comegaadiovasculares, o cancer e a
diabetes encontravam-se sob a influéncia de fagggesticos, e que as mortes causadas por
doencas infecciosas eram devido a condicdes soomdenicas desfavoraveis ou
simplesmente infortinio (Bellamy, 1998). Contudogmeros estudos tém comprovado a
importancia da contribuicdo dos fatores genétiamslesenvolvimento da tuberculose, com
uma herdabilidade variando de 36% a 80% (Jepsah 2001; Kimmaret al, 2006).
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2.6.1. Evidéncias da Influéncia Genética na Susubgade Humana aoM.

tuberculosis

A idéia de que fatores genéticos exercem infleéncia susceptibilidade
ou resisténcia a tuberculose tem sido admitidadhi@ menos 100 anos, sendo reconhecidas
diferencas na vulnerabilidade & doenca entre difesgpopulagcbes (Bellamy, 1998). Antes da
descoberta dM. tuberculosisccomo agente etioldgico, observava-se que a tulosewcorria
freqientemente em varios membros de uma mesma idansiligerindo um carater
possivelmente hereditario. No entanto, a descoberidentificacdo do bacilo de Koch
chamaram a atencdo para o0 patdgeno, enquanto gaspestos referentes ao hospedeiro,
como seu genoma, foram simplesmente ignorados ¢hilal, 2009).

Um dos exemplos que chamaram a atencdo para atémp@r dos aspectos do
hospedeiro, confirmando a existéncia da varialdidaa susceptibilidade &b. tuberculosis
aconteceu na cidade de Lubeck, na Alemanha, em, 18@6e 251 criangas foram
acidentalmente vacinadas com cepas virulentad.daberculosisDestas, 77 morreram, 127
apresentaram sinais radioldgicos da doenca e 4d@d@onstraram nenhuma evidéncia de
tuberculose (Alcais e Abel, 2004).

Provas mais convincentes de que fatores genétwdmspedeiro sdo importantes na
susceptibilidade a tuberculose foram demonstrattagés de estudos com gémeos. GEémeos
mono e dizigbticos foram comparados em relacdorgardancia no desenvolvimento da
doenca. Observou-se que gémeos monozigoticos, iddéntessencialmente em sua
composicao genética, demonstraram concordanciglagéo ao aparecimento da tuberculose
guando comparados aos gémeos diziglticos. Seguodust@Gck (1978), tais evidéncias
indicam que fatores genéticos sdo os principais¢riboimtes para a progressao da doenca,
uma vez que gémeos normalmente compartilham umeatebsimilar (Bellamy, 1998).

As evidéncias obtidas através desses estudos atmaam as pesquisas no cenario da
resposta do hospedeiro a infec¢cdo pédlauberculosis A partir dai, estudos com modelos-
animais auxiliaram a desvendar algumas das quesdi@sionadas a esta problematica.
Indmeros modelos foram utilizados para estudosuBdertulose, incluindo primatas nao-
humanos, ratos, coelhos, porquinhos da Guiné eepdilynn, 2006), no entanto, ratos e
coelhos s&do empregados mais frequentemente emosgstle avaliagdo do componente
genético na susceptibilidade a tuberculose. A zatio destes modelos permitiu a
identificacdo dos primeiros genes-candidatos, emdwé nos padrées de vulnerabilidade ao
M. tuberculosigMaller et al, 2009).
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Os estudos desenvolvidos na area de identificagdoaicadores de susceptibilidade a
doencas apresentam abordagens alternativas, @imepte para doencas complexas e
multifatoriais, como no caso da tuberculose. TaAmr@dagens incluem analises de ligacdo do
genoma e estudos de associacdo de possiveis gemkdatos, utilizados na maioria das
pesquisas de susceptibilidade (Mokerl, 2009).

Estudos de ligacdo ou “linkage” tém sido empregapasa deteccdo de regides
cromossOmicas contendo possiveis genes envolvidosuaceptibilidade, através de uma
ampla inspecdo do genoma, 0 que garante que taxlgwirzipais regides gendmicas
envolvidas na susceptibilidade a doenca sejamifobawtas. Isso proporciona a oportunidade
de encontrar novos genes ou vias que inicialmeéte se suspeitavam que estivessem
envolvidas na doenca em questdo. Os estudos dgAdigaresumem que estas regides
cromossOmicas segregam de maneira nao-aleatéreanecomo objetivo identificar tais
regides. Esta abordagem é bastante eficiente paregcds monogénicas, uma vez que permite
o fino mapeamento dos genes de interesse, entrette tipo de estudo ndo € indicado para
doencas complexas, onde, em geral, varias regidesossdmicas que abarcam muitos genes
podem estar associadas aos padrdes de susceatibi(iflicais e Abel, 2004). De acordo com
Moller et al. (2009) existem atualmente seis grandes mapagalgith do genoma realizados
na area de genética da tuberculose humana. O prinestes estudos de ligacao foi realizado
utilizando pacientes da Gambia e Africa do Sul lBey et al, 2000), identificando possiveis
genes de susceptibilidade nos cromossomos 15q Estados realizados com brasileiros por
Miller e colaboradores (2004) em pacientes com raud@se e hanseniase sugeriram a
presenca de genes candidatos em trés regides @@micas 10926.13, 11g12.3 e 20p12.1.

No caso dos estudos de associacéo, a frequéncia @delo especifico € comparada
entre a populacdo de individuos afetados (casasjeendo-afetados (controle), quando estas
populacdes encontram-se em equilibrio de Hardy-Wéem(Lander e Schork, 1994). Estudos
de associacdo baseados em populagbes caso-cqmideen detectar pequenos efeitos de
determinados genes e muitos destes estudos fopamesade validar a associacao entre genes
com padrdes de susceptibilidade/resisténcia ouetlectér caminhos novos, envolvidos na
patogénese de iniumeras doencas (Maartens e Witki2@®7). Os resultados encontrados
para a investigacdo de susceptibilidade do organ&nuberculose tém sido obtidos através
de estudos de associacéo, devido ao poder de @etdecpequenos efeitos génicos quando
comparado aos estudos de ligacédo, desde que oltardaramostra analisada seja adequado
(Risch e Merikangas, 1996).

Os componentes genéticos de susceptibilidade actlbse parecem encontrar-se
espalhados entre indmeros genes, tendo sido estidadiensivamente nos ultimos anos,
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resultando em uma grande quantidade de informag@os genes, como ldLA (Antigenos

de Leucécitos HumanosNRAMPL1 (2g35), IFNG (12g14), NOS2A(17g11.2-12),SP110
(2937.1),CCL2 (17911.2-q12) MBL2 (10g11.2-g21),CD209 (19q13), VDR (12q13.11) e
TLR (Receptores de homologiall), tém sido associados com a tuberculose, alguns
repetidamente, enquanto outros apresentam pad@esusteptibilidade diferenciada de
acordo com a populagéo étnica examinada (Burginal, 2006), enfatizando a complexidade
que caracteriza a susceptibilidade do hospedegunsi® a origem da populacao (Ardéeal,
2002).

2.7. Imunologia da Tuberculose

2.7.1. Imunidade Inata como Fonte de Pesquisa

O corpo humano esta permanentemente exposto a resilhde microrganismos
potencialmente patogénicos, incluindo bactériasisvé fungos. Portanto, ndo é surpreendente
gue o0 nosso organismo tenha desenvolvido, duraiéios de evolucdo, um sistema de
reconhecimento e combate a uma variedade de agefgesiosos: 0 sistema imunoldgico
(Medzhitov e Janeway, 2002). O papel do sistemanai@gico esta longe de ser simples
guando se considera que diversos patdogenos podeseatar-se com uma grande variedade
de formas. Além disso, 0os microorganismos, devaleea curto ciclo de vida, evoluem mais
rapidamente do que o sistema imunoldgico em sitddumicroorganismos se comportam
como patdgenos oportunistas, o que significa qae ektdo constantemente presentes na
epiderme, mucosas ou trato intestinal e sé desemmradalguma patologia quando a
homeostase do organismo € prejudicada, como éocodedsscherichia coliStaphylococcus
aureuse Candida albicangRook e Hernandez-Pando, 1996; Hernandez-Pand 2009).

Muitos livros de Imunologia classificam o sistenmaunologico em duas classes: a
imunidade inata e a imunidade adquirida, a primesponsavel por uma atuacdo precoce de
defesa contra agentes patogénicos e a segundansaspb por uma resposta tardia, mas
precisa e direcionada. Avan¢cos no campo da Imurliggn demonstrado claramente que
esta classificacdo tem se tornado apenas didéatiesn-se aceitado que a imunidade inata e a
imunidade adquirida apresentam na verdade umaifaeiacao entre elas (Hernandez-Pando
et al, 2009).

A imunidade inata constitui a primeira linha de edaf contra a infeccdo por

microorganismos, muitas vezes fornecendo uma [@Eotemdequada ao corpo, sem a
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necessidade de qualquer resposta imune adquirigaingipal vantagem da imunidade inata
guando confrontada com a adquirida é o fato deagugroteinas e peptideos deste sistema,
em geral, encontram-se disponiveis no local dac@dfe, enquanto que a maturacdo da
imunidade adquirida exige um tempo maior (Medzhéaaneway, 2002).

Proteinas pertencentes ao sistema imune inatoesyaes um grande potencial como
alvos moleculares para o estudo da susceptibilicdhmlehospedeiro a diversos tipos de
infec¢gBes, por se tratarem da primeira parte derss imunoldgico a entrar em contato com
0S patdgenos. As proteinas da imunidade inata gdt@ssas em uma grande variedade de
tecidos, principalmente nas areas mais vulner@eerpo humano, como a cavidade oral ou
trato reprodutivo. E plausivel supor que as difeasninterindividuais na infeccéo dé.
tuberculosise na progressdo a tuberculose sdo parcialmentiécadgs pelas variacdes
existentes no perfil genético da imunidade inatam@ o sistema imunologico inato mantém
um controle rigido sobre o processo de inflamat@aistema tem sido apontado como um
mecanismo potencial de controle durante a infedpad. tuberculosigHernandez-Pandet
al., 2009).

2.7.2. Aspectos do Sistema Imunoldgico na Tubeseulo

Por tratar-se de uma doenga crbnica que essenoignedeta os pulmbes, a
tuberculose em seu curso produz profundas altesagdesistema imunolégico (Rook e
Hernandez-Pando, 1996). Dessa forma, o papel qaspasta imunoldgica possui contra a
TB é de fundamental importancia no controle dacigdie doM. tuberculosis(Hernandez-
Pandoet al, 2009).

O M. tuberculosis2 um organismo intracelular facultativo que viarelgra atinge os
pulmdes através da rota aerogénica. Assim, tantwdfiegos alveolares como o epitélio das
vias aéreas sao as primeiras células a confrontememas micobactérias (Hernandez-Pando
et al, 2009). Os macrofagos alveolares apresentam ural gagencial na eliminagdo de
particulas que entram no organismo através dasadigesas, sendo considerados a primeira
populacdo de células a interagirem com os baciboguterculose. IniUmeros mondcitos,
maturados e diferenciados em macréfagos tecidsadsyecrutados da corrente sanguinea e
encarregados de controlar a infecgdo no hospedesrmteracdes iniciais entre os bacilos e
0S macrofagos ocorrem atraves de receptores pgaradalo sistema complemento, proteinas
surfactantes, CD14, CD43 e residuos de manosee Nesto, a interacdo entre os residuos de

lipoarabinomanose presentes na superficie das attéias e a lectina ligadora de manose
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(MBL) podem iniciar a ativacdo do Sistema Completoena fagocitose pelos macrofagos
bem como a inducdo de respostas de citocinas iaftaras (Alagarasat al, 2007).

Além dos macréfagos alveolares, as células epgetias vias aéreas sdo outra
populacao celular a interagir comvh tuberculosis De fato, o nimero de células epiteliais
nos alvéolos é 30 vezes maior que 0 numero de fago® e da mesma forma a
probabilidade de serem as primeiras células expastdacilo infectante € maior. As células
epiteliais sdo capazes de estabelecer um ambisRfaflamatorio nos primeiros estagios da
infeccdo, secretando um grupo de pequenos peptidadégenos, conhecidos como
defensinas. Estes peptideos catidnicos, consistiagmproximadamente 30 a 50 aminoacidos,
encontram-se presentes nas células mieldides eliggitde todas as espécies animais,
apresentando atividade antibacteriana, antifargigativiral (Hernandez-Panddo al, 2009).

Sendo assim, € possivel perceber que inUmeras utadédestacam-se como
importantes componentes da resposta inata contpairogiros estagios da infeccdo bb
tuberculsosis sugerindo especialmente que tanto a MBL quantdefsnsinas representam
componentes importantes no mecanismo de respo$iacdo, podendo se tornar novos alvos

de pesquisa e em longo prazo novas ferramentgetaieas.

2.7.3. Proteinas da Imunidade Inata |: Lectina déga de Manose (MBL)

A existéncia de proteinas capazes de se ligaraarbaidratos foi inicialmente descrita
em 1975, por Robinson e colaboradores, no soro @almif@ros. Tais proteinas humanas,
denominadas de lectinas, foram isoladas pela mameez em 1978 por Kawasaki e
colaboradores a partir de fracdes citosolicas gidfy de coelhos. Posteriormente, Wild e sua
equipe foram capazes de isolar a chamada lecyjaddra de manose (MBL) em humanos e
em figado de ratos. Mais recentemente, a transcegéra-hepatica da MBL foi reportada,
apresentando inimeras implicacfes sobre o seu papdkfesa localizada do hospedeiro
(Dommettet al, 2006; Seyfarthet al, 2006). A MBL é um importante componente do
sistema imune inato, pertence a uma familia deefppra$ designada colectinas, devido a
presenca de uma regido de colageno e um dominiectiea. Trata-se de uma proteina
secretada pelo figado, capaz de reconhecer eaealigarboidratos de uma ampla gama de
agentes patogénicos, incluindo bactérias, fungpsrasitas celulares, ativando o Sistema
Complemento (Turner, 2004).

O Sistema Complemento foi descrito pela primeiraem 1890 e consiste atualmente
em um complexo com mais de 30 proteinas do plasdeaseiperficie celular. E reconhecido
pelo alto e sofisticado papel que desempenha nesaleflo organismo, eliminando da
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circulacdo os complexos antigeno-anticorpo e algdasseus elementos atuam como
mediadores inflamatorios, auxiliando no combatenfeccdo (Fujita, 2002). Para que o
Sistema Complemento expresse a sua atividade &s#@&izea sua ativacao prévia. Até o
momento, existem descritos trés tipos diferentestidacao: a via classica, a via das lectinas
e a via alternativa (Figura 6). A via classica ®aala por complexos antigeno-anticorpo,
enquanto que as outras duas - a lectina e a dlterrafuncionam na defesa da imunidade
inata. A via da lectina envolve o reconhecimentcadoidratos presentes na superficie dos
patogenos através de receptores de reconhecimadtdgpcomo os existentes na MBL, e a
subsequente ativacdo de enzimas associadas, ataheomo serino-proteases associadas a
MBL (MASPs). A via alternativa € iniciada pela lg® covalente de uma pequena
quantidade do terceiro componente do Complemen®) &05s grupos hidroxila ou amina
presentes da mesma forma na superficie de micmaisrgas, o que ndo implica nesse caso no

reconhecimento especifico de moléculas (Fujita2200
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Figura 6. Vias de ativacéo do Sistema Complemento. a) ViasCi@siniciada pela ligagdo do complexo C1 aos argas

ligados aos antigenos bacterianos; b) Via dasnastiniciada pela ligagdo do complexo MBL-MASP aase presente
na superficie bacteriana; ¢) Via Alternativas, isnda pela ativacdo de C3 mediante a hidrélise dél{B(e fator Bb.
Fonte: modificado de Fujita (2002).

A estrutura protéica da MBL tem sido estudada eit@amente e consiste em
multimeros de cadeias polipeptidicas idénticastdkla. Cada cadeia é composta por quatro
regibes distintas codificadas por éxons difereqessentes no genklBL2. Cada cadeia
apresenta uma regido C-terminal com um dominio emnhecimento de carboidrato
dependente de calcio (CRD), uma curta regideelicoidal hidrofobica, seguida de uma

regidao de homologia com o colageno e uma regideridibal, rica em cisteina (Dommett
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al., 2006). Trés cadeias polipeptidicas formam unpdathiélice na regido de colageno, que se
estabilizam por interacdes hidrofébicas e pontedisigulfeto na regido N-terminal. No soro
humano, a MBL consiste de oligbmeros que varianditkeeros a hexameros, e estudos
cristalograficos com raios-X demonstraram que dgooieros de MBL originam uma
estrutura em forma de “bouquet”, devido a uma iofgao na regido colagenosa, dando

origem a uma ligeira curvatura na estrutura déattiglice (Figura 7).

Regido rica em cisteina

L j |- |

Regido de homologia  Regido reconhecedora
com o coldgeno de carboidrato (CRDY

Figura 7. Esquema da estrutura protéica da MBL. A MBL é ungdstiero de subunidades estruturais. Cada
subunidade é formada por quatro regides distintas, rica em cisteina, uma regido de homologia caolageno,

a regido do pescoco e a regido reconhecedorahi@dm@ato. Fonte: modificado de Fujita (2002).

A MBL apresenta papel fundamental no sistema imoagéo humano ligando-o ao
sistema imune adaptativo. No momento em que sudigplasi cabecas reconhecedoras de
carboidratos se ligam na superficie dos microrganss uma cascata de reacbes € gerada,
ativando o Sistema Complemento élpal, 2005). A compreensao a cerca da funcdo da MBL
cresceu rapidamente nas ultimas trés décadas. ReEmpBe agora seu importante papel em
diferentes processos, além da ativagdo do Comptemmecomo a promogdo da
opsonofagocitose, modulacdo do processo de inf@magconhecimento de estruturas
alteradas e depuracéo de células apoptotica @Ay 2005).

Os complexos de inicio da ativagdo do Complemeatiavés da via da lectina,
incluem o reconhecimento das células patogénicés geminio CRD e a ativacdo do
componente enzimatico MASP. A ligacdo da MASP a M&lorre no dominio rico em
cisteina de modo que ambas as proteinas circulano econ complexo (Wallis, 2003). A
MBL ao reconhecer os carboidratos dos patégenascipalmente a manose, a N-
acetilglucosamina e a fucose, realiza a auto-divada MASP, de forma que a por¢cao que
permanece associada a MBL possa ativar o sistemplemento através da clivagem de seu
componente C4 e dar inicio ao processo de elimindgd particulas patogénicas (Wallis,
2003).
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2.7.4. Polimorfismos no gedBL2 e a deficiéncia de MBL

No genoma humano, existem dois genes para MBL apasas MBL2 codifica uma
proteina funcional, visto queMBL1 trata-se de um pseudogene. O gene codificadorila M
é formado por quatro éxons e encontra-se localizexdloromossomo 10 (10gl11.2-g21). O
primeiro éxon codifica toda a porcao rica em cigted uma parte do dominio de colageno. A
outra por¢cado do dominio de colageno é codificada @eon 2. Os éxons 3 e 4 codificam a
regido do pescoco e o dominio reconhecedor de idaabm respectivamente (Figura 8)
(Wallis, 2003).
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Figura 8.Estrutura génica e protéica da MBL, mostrando as¢pes dos polimorfismos do éxon 1 e do promotor.
Diferentes regides do polipeptideo sé@o codificgumrséxons diferentes do geMBL2. Trés polipeptideos idénticos de 32
kDa formam uma subunidade estrutural, baseado maaf@o de uma hélice de colageno triplo. Fonte:ifinado de
Dommettet al, 2006.

Deficiéncias na producao de MBL tém sido associadagrande parte pela presenca
de trés polimorfismos de base Unica (SNPs) nosns8@, 54 e 57 do éxon 1 ddBL2
(Turner, 2004). Estas mutacdes sao frequentemefeeidas como variantes D, B e C,
respectivamente, em comparagcao com o tipo selva@erariante B ocorre em 22-28% das
populacbes da Eurdsia, enquanto que a variante daracteristica de populacdes sub-
Saarianas, atingindo frequéncias de 50-60%. A neri® atinge frequéncias de 14% em
populacdes européias, podendo ser menos frequaneteos lugares (Dommedt al, 2006).

As mutacfes localizadas no éxon 1 M&L2 comprometem a oligomerizacdo da
proteina final, em virtude da troca de amino&ciqoe tais mutacdes acarretam, levando a

uma deficiéncia funcional da MBL. No caso das vaga B e C, a substituicdo de glicinas
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axiais da tripla hélice de colageno por acidosrbmslicos, resulta na distor¢cdo da hélice e
desestabilizacdo do polipeptideo. Enquanto queariante D, o efeito da mutacao implica na
substituicdo de um residuo de arginina por um skeicia (Madseet al, 1994). A presenca
de residuos extra de cisteina provoca a formac@omtes de dissulfeto adicionais, reduzindo
dramaticamente a formacéao de oligdmeros mais compl@®ommetet al, 2006).

A regido promotora do gerdBL2 contém uma série de elementos regulatorios, que
afetam a transcricdo da proteina. Além das mutagiteslas para o éxon 1, varios
polimorfismos tém sido descritos para a regidao jotona (Madseret al, 1994). As variantes
sdo denominadas de H/L, X/Y e PI/Q, localizadas pasicbes -550, -221 e +4,
respectivamente. Estes polimorfismos se combinamfpamar hapl6tipos que apresentam-se
em forte desequilibrio de ligacdo com as mutac@eéxdn 1, resultando em sete haplotipos
comuns, HYPA, LYPA, LYQA, LXPA, HYPD, LYPB e LYQCA figura 9 ilustra as
diferencas na frequéncia destes haplotipos emndiet@tdas populacdes e destaca o grau de
variacao étnica. Outros haplétipos raros tambéaniatescritos (Boldt e Petzl-Erler, 2002).

A combinagédo entre os polimorfismos das regidesitesaiis e promotoras podem
ocasionar uma variacdo dramatica na concentracadBle em individuos aparentemente
saudaveis, de até 1.000 vezes no soro humano.d@#dimos heterozigotos ou homozigotos
para as mutacbes da MBL parecem ser incapazesalg;al os niveis de proteina daqueles
gue possuem um genotipo selvagem, servindo de dasea maioria dos estudos que tem
explorado a questdo em relacédo do papel da MBlagussicdo de um organismo infeccioso
(susceptibilidade) ou a natureza do curso clineama doenca (gravidade) (Dommett et al.,
2006).

Figura 9. Mapa da distribuicdo das dos haplétipos da MBL éerehtes populacdes. As freqléncias dos haplotiimos
MBL2 variam em diferentes populagfes. A variantetipo( selvagem) é encontrada em associacdo comoqdiérentes
haplétipos do promotor, HYPA, LYQA, LYPA e LXPA.Fan Dommetet al, 2006.
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2.7.5. Proteinas da Imunidade Inatf3{Defensina Humana 1 (HBD-1)

Uma parte relevante da imunidade inata é constitpad peptideos antimicrobianos,
capazes de eliminar diretamente agentes patogéaicasterferir em suas atividades. Os
primeiros indicios de peptideos com atividade aoctdriana ou com propriedades
antifingicas datam da década de 1970. Nos ultimdsardos, centenas de peptideos
antimicrobianos em animais e plantas foram destmbelA maior parte dos avangos
realizados na area de identificacdo desses tipopegtideos deve-se a problemética da
resisténcia das bactérias e fungos aos antibiétoosumente utilizados, gerando grande
interesse neste campo (Auvynet e Rosenstein, 2008). peptideos antimicrobianos
apresentam este nome e classificacdo devido arsw@ppl caracteristica: a atividade anti-
bacteriana e antifangica. No entanto, deve-se mp@muitos destes peptideos tém um amplo
leque de propriedades bioldgicas: alguns deles,egemplo, possuem atividade antiviral,
bem como propriedades anticancerigenas, além gisdem influenciar no processo de
inflamac&o, proliferagéo celular, liberagdo de aitas, homeostase celular, quimiotaxia e
equilibrio entre proteases e inibidores de prot@aaks, 2000).

As defensinas representam uma das classes maisrtamies de peptideos
antimicrobianos. Elas apresentam tamanho tipico cema de 30 a 40 residuos de
aminoacidos, com peso molecular que varia de 3kBal e sdo encontradas em diversos
organismos (Lai e Gallo, 2009). No Homem, as defassestdo divididas em duas sub-
familias: aso- e asp- defensinas (Bals, 2000; Hoowetr al, 2000). Asf3-defensinas (HBD,
do inglés “human beta defensin”) sdo peptideosghaosilados ricos em arginina com cerca
de 30 a 48 aminoacidos em que seis residuos ddneistormam trés pontes dissulfetos
gerando uma estrutura com duas folhas betas aaigfzs (Boman, 1998).

As HBDs apresentam um importante papel na proteg@dra a invasdo dos
microorganismos patogénicos, pois possuem um aggpectro contra bactérias, fungos e
virus envelopados (Boman, 1998). Tal protecdo devae fato da interacdo eletrostatica das
HBDs com a membrana anibnica do patdégeno, alterandopermeabilidade e formando
poros ionicos. Dessa forma, as HBDs atuam como dasaprimeiras linhas de defesa do
sistema imune inato, ligando-o ao sistema imunetateo através da quimioatracdo de
células T de memodria e células dendriticas (CD)iadked pelos receptores CCR6, bem como
atuando na maturacdo das CD (Rajal, 2002). Estes peptideos sédo responsaveis pelo
rompimento da membrana de inUmeros microorganismaaguns deles sdo capazes que
atravessar a membrana citoplasmatica e entrar élalm< infectadas (Ganz, 2003; Rivas-
Santiagcet al, 2005).
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Atualmente, existem cerca de 90 HBDs descritas€l@allo, 2009). Entre elas, esta a
B-defensina humana-1 (HBD-1), codificada por um denalizado no cromossomo 8 (8p22-
p23), composto por dois éxons (Vankeerbergleenal, 2005). A HBD-1 é expressa
constitutivamente pelas células epiteliais e pejesratinécitos, podendo ser induzida pela
presenca de microorganismos e fatores inflamatorvie® que na regido 5’ UTR do referido
gene existem sitios de ligacdo consenso para $abueeares de interleucina-6 e interfeyon-
(Rajet al, 2002).

Em experimentos realizados com ratos infectados Mortuberculosisobservou-se a
expressao d@-defensina murina-3 (mBD-3) e mBD-4. Nos primeiestagios da infeccao, as
células epiteliais do trato respiratério expressaambas as defensinas, correlacionadas com
o controle inicial da proliferacdo bacteriana, ntaato notou-se que a expressao desses genes
diminuiu com a progressao da doenca. Em modelasfelecao latente, mBD-3 e mBD-4 sao
continuamente expressos, mas suas expressdesrantget suprimidas caso a infecgcédo seja
reativada. AB-defensina humana-2 (HBD-2) tem sido identificada @&lulas epiteliais do
pulméo e da traquéia. Esta defensina foi igualmeetectada no lavado brénquico de células
de pacientes infectados cdvh avium-intracellularg Rivas-Santiaget al, 2005).

Mondcitos de sangue periférico transfectados cor2Bapresentou melhor controle
do crescimento dM. tuberculosisquando comparado a mondcitos nao-transfectadom Alé
disso, percebe-se a producdo de HBD-2 em célulasmamas do epitélio alveolar quando
infectadas conM. tuberculosis(Rivas-Santiageet al, 2005), evidenciando nesses casos a
importancia das HBDs no controle Nb tuberculosisprincipalmente nos estagios iniciais de

infeccao.

2.7.6. Polimorfismos no gem#=FB1 e a deficiéncia de HBD-1

O gene dg3-defensina humana-DEFB1) encontra-se localizado no cromossomo 8
(8p22-p23) e compreende cerca de 7,3 kb. E compostdois éxons e codifica um peptideo
antimicrobiano capaz de romper a membrana de unpéaarariedade de patdgenos (Figura
10) (Vankeerbergheet al, 2005). Trés polimorfismos presentes no gek&B1, localizados
nas posicoes +52 (G/A), +44 (C/G) e +20 (G/A) doreg, situados na regido 5 UTR, estéao
relacionados com a variacdo na expressao génicDel devido a instabilidade do RNAmM
e a ineficiéncia da traducdo que estes polimorfisaarretam (Selsted e Ouellette, 2005;
Hughes, 2006).

Polimorfismos nos genes das defensinas humandsenofam claramente a

susceptibilidade a infeccbes virais e a progressdodoencas, como demonstrado em
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inimeros estudos de infeccdo do HIV-1 (Braidh al, 2004; Segatet al, 2006).
Polimorfismos no gen®EFB1 tém sido associados a susceptibilidade a inUndascas,
incluindo a doenca pulmonar obstrutiva crénica (Cp® a asma, e estdao associados com a
gravidade dos casos de fibrose cistica associadogrica pulmonar (Bals, 2000; Hoowtr

al., 2000). Embora as infeccbes virais sejam focomeneros estudos de associacdo, a
relacdo entre polimorfismos eDEFB1 com a susceptibilidade a infeccdo promovida plo
tuberculosigpermanece desconhecida e necessita ser explorada.
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Figura 10. Estrutura génica e protéica das Beta-DefensinageFmodificado de Selsted e Ouellette, 2005.

2.8. Variacbes Genéticas no Genoma Humano: Efeitos, AssacOes e

Deteccoes dos SNPs

Em dois genomas humanos sorteados ao acaso, 999%ediéncias de DNA que
encontrarmos serdo idénticas. Os 0,1% restanteDNA apresentardo variagcbes nas
sequéncias génicas. O tipo mais comum de tal arigcdenominado de polimorfismo de
base Unica, ou SNP (do inglésirigle nucleotide polymorphigin SNPs séo variacdes
abundantes, estaveis e distribuidas por todo onggné&stas variacdes estdo normalmente
associadas a diversidade populacional, individadkg susceptibilidade a doencas e resposta
individual a medicamentos. Recentemente, tem sidgerglo que os SNPs podem ser
empregados em estudos de farmacogenética e patdicdgdo de doengas comuns, como a
hipertenséo arterial, a diabetes e doencas casdi@bastry, 2002).

Existem mais de 10 milhdes de SNPs descritos esttagos em bancos de dados
publicos. A definicdo para SNP consiste na alterag® um anico par de bases
(substituicdo/supressédo/inser¢cdo) de um nucleotéeaimlocus especifico, normalmente
consistindo de dois alelos. Dentro de uma populagafseqiéncia de um alelo pode ser
atribuida a relacéo entre os SNPs que a populagdiega, sendo a variante mais comum

presente em maior frequéncia do que as variantas.r& importante notar que existem
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diferencas acentuadas entre as populacdes humantesneos de distribuicdo das variantes.
Por esta razao, um alelo comum em um grupo geografi étnico pode ser raro em outros
grupos (Kubistovat al, 2009).

Polimorfismos funcionais é um termo reservado parpolimorfismos que ocasionam
a mudanca de qualquer forma, expressdo e/ou estrdtu produto génico (proteinas ou
RNAs especializados). Em geral, polimorfismos lzealos dentro de seqiiéncias codificantes
do gene podem alterar o aminoacido da estruturagpa da proteina, produzindo uma
sequéncia polipeptidica diferente da esperada ($18Pssindnimos) ou ainda causar falhas
funcionais na proteina. No entanto, em alguns cadegido a degeneracdo do codigo
genético, alguns polimorfismos (SNPs sinbnimosygmées nas seqiéncias codificantes néo
necessariamente alteram os aminoacidos da prdteah@<ubistovaet al, 2009).

Por outro lado, SNPs que ndo estdo em regifesicadifas podem apresentar
consequéncias na transcricdo, processamento deritas (“splicing”), instabilidade dos
fatores de transcri¢do e instabilidade dos RNAsaddlificantes, afetando significativamente
a expressao génica (Kubistastaal,, 2009).

2.8.1. Polimorfismos de Base Unica e Infeccbes

O envolvimento dos SNPs nas infec¢cdes por pat@emon sendo amplamente
analisado nos ultimos anos. Nesses estudos, os gaaeionados a codificacdo de proteinas
do sistema imune inato e adaptativo ganharam posigi destaque por apresentarem
importante papel na protecdo contra diversas emdadas virais, fungicas e bacterianas
(Klotman e Chang, 2006). Os experimentos que amlie comparam o perfil genético de
uma populacdo saudavel e outra doente sdo reaizamlantuito de revelar os principais
marcadores genéticos associados a susceptibilidade.

Em uma linha de pesquisa que avaliou a suscegétlé na transmissao vertical do
HIV-1, permitiu-se descrever diversos marcadoresste ao virus da AIDS. SNPs nos genes
da B-defensina-1, MBL, interleucina-18 (IL-18), CCR5CR2, SDF-1 entre outros, foram
associados com a susceptibilidade a infeccdo egrgasao da AIDS (Braidet al, 2004;
Souzeet al, 2005; Arrae®t al, 2006; Segatt al, 2006; Milaneset al, 2009).

O gene da MBL apresenta cinco sitios polimorfibesn conhecidos. Trés deles
localizados no éxon 1, nos cédons +8&GT>TGT), +54 (GGC>GAC) e +57 (GA>GAA)
(MADSEN et al, 1994), resultando na substituicdo dos aminoaquosArg > Cys, Gly >

Asp e Gly > Glu, respectivamente. Tais SNPs pravocana drastica redu¢do nos niveis
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funcionais de MBL no soro, podendo em determinadiasunstancias nao apresentar
concentragcbes séricas detectaveis (Madsteal, 1994; Wallis, 2003). Com frequéncias
génicas distintas nos diferentes grupos étnictép@ese defendida pela linha de pesquisa é
que a populacédo infectada pelo HIV-1 apresenta fueggiéncia maior dos SNPs no éxon 1
quando comparado ao grupo controle, devido ao pdpetiamental da MBL no
reconhecimento e opsonizacao do HIV-1, bem comatimacdo do Sistema Complemento (Ji
et al, 2005).

Além dos alelos variantes apresentados, trés &Bkzados na regido promotora do
gene MBL2, nas posicbes —-550 (H/L), -221 (Y/X) e +4 (P/Q)fluenciam a taxa de
transcricdo e consequentemente a concentracdo desétBa. SNPs no éxon 1 encontram-se
em forte desequilibrio de ligacdo com os promotaregie mostra uma variacao consideravel
em suas frequéncias entre os grupos étnicos (8sefiet al, 2000). Ressalta-se que o SNP
na posicao +4 nao foi analisado no presente tralj@h ser menos relevante no contexto da
modificacdo da concentracdo sérica de MBL, sendiciante a apreciacdo dos SNPs dos
outros promotores e do éxon 1.

O geneDEFB1 trata-se de um gene altamente polimérfico, aptaedo SNPs nas
posicdes +52(G/A), +44(C/G) e +20(G/A) da regia BR. Os SNPs estudados foram
descritos primeiramente por Dork e Stuhrmann (189%m sido sucessivamente relacionado
com o aumento da susceptibilidade a infec¢des {S2@@6). SNPs na posicao -44 (C>G) da
regido 5’UTR sé&o fortemente conservados em outiogfas e apresenta importante papel na
modulacdo na expressdo da HBD-1. A hipdtese censiat premissa de que a barreira
protetora existente na pele e na mucosa é propatiopela expressao constitutiva da HBD-
1, de forma que a molécula interaja com os patégenocom as células da resposta imune
(Braidaet al, 2004).

2.8.2. Deteccdo de SNPs por PCR em Tempo Real

Nos ultimos anos, um grande namero de tecnolagdjfesentes de genotipagem de
SNPs tem sido desenvolvido. Como resultado, umadgraariedade de diferentes tipos de
protocolos tem sido disponibilizada para a pesqg{8s#rinoet al, 2004). Os SNPs, desde a
década de 80, passaram a ser detectados inicialmeltt uso de enzimas de restricdo que
identificam a presenca ou auséncia dos sitiosmtedada enzima permitindo a analise dos
SNPs pelas variagdes dos tamanhos dos fragmerddaziios (Grayet al, 2000). Até o
momento, protocolos que permitem a deteccdo daemgasou auséncia de SNPs incluem
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ensaios de: PCR-SSP, PCR-SSO (hibridizacdo algec#ka), PCR-RFLP, “5’-nuclease
assay” (TagMan), Piroseglenciamento, sequenciandéetio e “Melting Temperature Curve
Assay” (Grayet al, 2000; Yuet al, 2006; Arraet al, 2006).

A tecnologia da PCR, desenvolvida por Kary Muliss anos 80, tornou-se um dos
principais adventos da Biologia Molecular. A sietemnzimaticain vitro de sequéncias
especificas de DNA através do uso de dois inicesldoligonucleotideos) que hibridizam
fitas opostas de DNA permitiu 0 enorme avango da,&omo o seqienciamento do genoma
humano, a expressédo de genes recombinantes, euheigdio rapida e eficiente nos testes de
paternidade e de doencas genéticas e infecciosasi@ét al, 2004). A PCR é composta de
trés etapas basicas: desnaturacdo, anelamenters&axt o que torna possivel a amplificacédo
de sequéncias especificas de DNA de tamanhos giaenvde 50 a 2000 pares de bases (pb)
sem a necessidade do uso de células vivas.

Com o aparecimento da PCR em Tempo Real (QPCR)1992, por Higuchi e
colaboradores, o monitoramento da amplificagaoragnmientos de DNA e RNA em tempo
real foi possivel (Novaist al, 2004; Kubisteet al, 2006; Dussauléet al, 2006). De fato, a
gPCR realiza a quantificacdo dos &acidos nucléices nthneira precisa e altamente
reproduzivel, pois determina seus valores durafdseaexponencial da reacdo (Nowetisl,
2004).

A técnica da qPCR baseia-se na detec¢do de madéitubrescentes que aumentam a
emissdo de fluorescéncia quando o produto de aosgifo acumula-se em cada ciclo da
reacado (Dussaukt al, 2006), de forma que tal emissdo é gravada dureade ciclo e
representa a quantidade do produto amplificado éide@t al, 2004). A plataforma da qPCR
requer um sistema éptico para excitacdo da fluéresa e outro para a captacdo da emisséo.
As informacfes adquiridas sao transmitidas paravacés que analisam e calculam os dados
finais da reacéo.

Existem dois tipos principais de quimicas fluoesges utilizados na PCR em tempo
real: o TagMan® e o SYBR® Green. O SYBR® Green, extitacdo e emissdo maxima de
494nm e 521nm (Dussaudt al, 2006), se intercala na dupla fita de DNA e apégatacéo
pela luz emite uma florescéncia verde que € delactzelo sistema de recepcdo do
equipamento (Novaist al, 2004). Outra forma de gerar fluorescéncia é agalo uso de
uma sonda, dirigida especificamente a uma regiderna da sequéncia que se deseja
amplificar, sendo um exemplo destas a TagMan®. Betsui um marcador fluorescente
reporter na extremidade 5’, capaz de absorver a energimbsa emitida pelo equipamento e

dissipa-la na forma de luz e calor, em comprimelet@nda diferente do original. Entretanto,
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na sua posicao nativa, toda a luz emitida por #ssforo é absorvida por outro marcador,
0 quencher presente na extremidade 3' da sonda (N@tak, 2004).

Dessa forma, o sistema Optico do equipamento réapéz de detectar fluorescéncia
no tubo de reacdo, mas, durante a amplificacdondasque se hibridizou ao produto-alvo
sera clivada pela atividade da exonuclease da anzieq DNA polimerase. Como
consegliéncia, essa sonda sera degradada e odhaofi6hra distante dquencherque agora
nao mais sera capaz de absorver a luz emitidamAssiorrera um aumento na intensidade de
fluorescéncia, permitindo a quantificacdo do alMgational Committee for Clinical
Laboratory Standards, 2001).

A curva de quantificacdo dos acidos nucléicos agaa PCR em tempo real € um dos
dados gerados durante a amplificacdo do mateniedtige, e consiste de trés fases distintas: 1)
uma fase lag inicial, no qual os produtos ainda pddem ser mensurados, 2) uma fase
exponencial, onde a deteccdo da fluorescénciaaégdda e 3) uma fase platd (Wilhedtral,
2003). O ponto na curva, dentro da fase exponenumafjual a quantidade de fluorescéncia
ultrapassa o sinal da linha basal € chamado de daloiclo “threshold” (§ (Dussaultet al,
2006). Este ponto é de crucial importancia, poistemnina a concentracdo de acidos
nucléicos com maior acuracia e pode ser utilizaata jpleteccdo de cargas virais, expressao
génica e genotipagem (Grayal, 2000; Wilhelmet al, 2003).

Polimorfismos alélicos podem ser identificados \&sa da combinacdo da
amplificacdo de alelos-especificos e da detecclin $¢BR® Green. A amplificacdo alelo-
especifica é realizada em aliquotas iguais e di@iéim duas reacfes de PCR, cada uma das
quais contendo um par de oligonucleotideos espesjfium para o genoétipo selvagem e o
outro para a variante alélica. A especificidadeangplificacdo da PCR é conferida pela
inabilidade da enzima Taqg polimerase em estepderers mal-pareados em seu alvo na
posicdo 3'. Dessa forma, apenasposners que apresentarem o pareamento correto seréo
estendidos e o fragmento correspondente amplifidddgratica, porém, havera amplificacéo
do alelo incompativel, mas isso ocorrerd menoseatiemente, de tal forma que um namero
maior de ciclos de amplificacdo serdo necessamaoa gerar niveis de produto detectaveis
(Bustin, 2005).

Como um protocolo adicional, pos-PCR, da PCR empdtereal, a curva de
dissociacao ou “melting” pode ser realizada a fenqde as sequéncias amplificadas sejam
caracterizadas (Wilhelnet al, 2003), devido a especificidade de temperatura cpda
produto de amplificacdo apresenta. A curva de ‘imglte realizada pelo aquecimento lento e
gradual do “amplicon” na presenca de fluor6foro,ntiEneira que a medida que a amostra
aquece, a fluorescéncia decresce rapidamente (&key, 2001). Esta curva baseia-se no

39



principio de que cada fita dupla de DNA apresenta tmperatura de “melting” (Tm)
especifica, definida como a temperatura em que GA@WNA fita dupla torna-se fita simples,
coincidindo com o mais acentuado decréscimo dd siodluoroforo. Esta fase pode ser
identificada mais simples e convenientemente com@ico gerado pela derivacdo negativa
da curva de melting (Wilhelrt al, 2003).

A curva de dissociacdo € determinada inicialme@® comprimento e grau do
conteudo de guanina-citosina do DNA fita dupla (W&t et al, 2001) de maneira que a
diferenca entre diferentes “amplicons” geram difege curvas, o que vem sendo empregado
nas diversas analises de genotipagem de SNPs ¢Agtasl, 2006). Tal curva também
permite identificar a formacdo de produtos ndo @fipes, bem como, de dimeros de
“primers” (Grayet al, 2000).

O numero de métodos para genotipagem de SNPs &suidw nos ultimos anos e
muitos destes ja se encontram atualmente dispsnik@rolucionando a area da genética
molecular humana e contribuindo nos estudos desiigagdo de fenotipos complexos,
medicina legal e testes diagndsticos (Twymant ef@ése, 2003). Diante deste cenario, 0
presente estudo tem por finalidade explorar a delaptre variacbes genéticas presentes em
importantes genes da imunidade inata, através dwltgias especificas, em pacientes
acometidos pela tuberculose como uma ferramentgndédica a cerca do papel que
polimorfismos funcionais possam desempenhar naptibdidade do organismo as infecgdes.

InvestigacOes futuras a cerca da susceptibilidadebarculose é quase certo que
incluira estudos amplos do genoma humano, estuel@ssbciacdo, mapeamento génicos, a
busca de variantes raras e mecanismos epigendiiddentificacdo genética de individuos
vulneraveis a uma doenca milenar e que continuazer fmilhdes de vitimas a cada ano

devera contribuir em estratégias de vacinacaoteataamento personalizado.
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3. ODbjetivos

3.1. Objetivo Geral

Verificar se existe associacao dos polimorfismasgknes codificadores das proteinas

lectina ligadora da manosklBL2) e daB-defensina humana DEFB1J) na susceptibilidade a

infeccdo promovida peldlycobacterium tuberculosis a ocorréncia de tuberculose.

3.2. Objetivos Especificos

1.

Criar um Banco de Dados e a indexacdo das inforesagpidemioldgicas e moleculares
dos pacientes envolvidos na pesquisa, utilizangimgrama SPSS 10.0 for Windows;

Avaliar o desempenho da técnica de PCR na detebg#d. tuberculosisem amostras

provenientes de pacientes com tuberculose.

Genotipar os polimorfismos localizados no éxon ¥ wédons 52, 54, 57, e os dois
principais na regiao promotora localizados nasgdes -550 e -221 do geidBL2 em
pacientes TB-positivos e em um grupo controlejzatildo a técnica de PCR em tempo

real;

Genotipar os polimorfismos na regido 5’'UTR nas gies -20, -44 e -52 do geDEFB1
em pacientes TB-positivos e em um grupo controlélizando a técnica de
sequenciamento de DNA;

Calcular as frequéncias alélicas e génicas de palilmorfismo, comparando-as entre o
grupo de pacientes e o grupo controle com o intdé@orelacionar os polimorfismos

encontrados com a susceptibilidade a infeccaoMetaberculosis

Relacionar os genotipos ddBL2 e do DEFB1 com as formas de tuberculose em

pacientes com TB ativa.

Relacionar os principais haplétipos de risco refesg aos genddBL2 e DEFB1 com a

susceptibilidade a tuberculose.
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4. Materiais e M étodos

4.1. Local do Estudo

A pesquisa desenvolvida foi realizada através d@abooacédo entre o Laboratorio de
Virologia do LIKA/UFPE e o Laboratorio de Imunoegidiologia do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes — CPgAM/FIOCRUZ.

4.2. Aspectos Eticos

O estudo é parte integrante de um projeto maiatuiato “Desenvolvimento e
Validacdo de Abordagens Moleculares e Imunologas o Diagndstico de Tuberculose
Infantil”, aprovado pelo Comité de Etica do CPgAMIERUZ (Anexo | - Registro CEP —
55/05), observando-se os cuidados necessarioppgarvar a liberdade de consentimento e

a privacidade das informacdes dos pacientes em\ayvi

4.3. Selegéo dos Pacientes

O presente trabalho trata-se de um estudo retripgpegtilizando-se de um banco de
DNA gendmico mantido no Laboratorio de Imunoepid#ogia. Foram selecionados para a
pesquisa, 0s materiais genéticos de pacientesaprenie diagnosticados como portadores de
TB, segundo os critérios adotados pelo médicotassés baseados nos achados radiolégicos,
exames laboratoriais e provas terapéuticas. As tamsode DNA foram obtidas a partir de
sangue periférico anticoagulado com EDTA. A extoad@ DNA gendmico foi realizada

mediante as instrucdes do fabricante (QlIAamp DN@oBIMidi Kit, Qiagen).

4.4. Critérios de Inclusao

Foram incluidos pacientes de ambos o0s sexos, dagndbstico de tuberculose
comprovado através de cultura, baciloscopia oudashalinicos, provenientes de diversas
unidades de saude do estado de Pernambuco. Oflirmivda pesquisa foram classificados

segundo 0s grupos a seguir:

Grupo 1: pacientes com evidéncia clinica e/ou radiol6gieal B, histéria de contato com
adulto portador de tuberculose confirmada laboiatoente, teste tuberculinico positivo e
diagndstico de tuberculose ativa confirmada atrad@sbaciloscopia e cultura ou que

iniciaram o tratamento para TB.
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Grupo 2:individuos saudaveis, com patologia de tubercuttesrartada através dos dados

clinicos, radioldgicos e baciloscopia negativa paieobactérias.

4.5. Critérios de Excluséo
Foram excluidos os pacientes que:
a) Nao preencheram os critérios acima definidos;
b) Nao apresentaram condi¢Bes clinicas que permitisseraalizacdo da coleta de
amostra clinica;
c) Pacientes portadores de doencas imunossupressor@zendo uso de drogas que

interferissem no sistema imunoldgico;

4.6. Populacao de Estudo

Foram incluidos no estudo 72 casos de pacientestabenculose pulmonar (40 do
sexo masculino e 32 do sexo feminino, com idadeiandd 14 anos) e 43 casos de
tuberculose extrapulmonar (25 do sexo masculin® @olsexo feminino, com idade média de
23 anos), perfazendo um total de 115 pacientesy dé180 individuos controle, com idade
média de 25 anos (variando entre 18 a 39 anosju gontrole constituiu-se de individuos
saudaveis, sem parentesco com 0s pacientes daemfes ndo apresentaram sintomas de
tuberculose ou historia prévia da doenca. Todoxas®s de pacientes e os individuos
controles eram brasileiros, provenientes de PernaembBrasil, HIV-negativos e nédo se
encontravam sob medicacdo imunossupressora.

Os pacientes foram provenientes do ambulatériderraaria do Hospital das Clinicas
- Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE)fitute Materno Infantil de
Pernambuco/Instituto Professor Fernando FigueiMIR), Hospital Bardo de Lucena
(HBL/SUS), Hospital Universitario Oswaldo Cruz (HGQ Hospital Geral Otavio de Freitas
e outros hospitais de referéncia para TB na cidadeecife, Pernambuco, Brasil.

4.7. Coleta de Dados

Os pacientes envolvidos na pesquisa foram subnseddam questionario clinico-
epidemiolégico padronizado e elaborado pela eqd@epesquisadores. Os dados foram
registrados e, posteriormente, processados atdavpsograma Statistical Package for Social
Science (SPSS - verséao 10.0 for Windows).
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4.8. Amplificacdo do DNA Gendmico dé. tuberculosis

A deteccdo do DNA dM. tuberculosidoi realizada através da técnica de nested-PCR,
uma variante da PCR convencional que associa d@&s,Putilizada para aumentar a
especificidade e principalmente a sensibilidade reiacédo (Rodriguest al, 2006). A
metodologia em questdo baseou-se na amplificacdceleimento de insercdo 1S6110
especifico do complexbl. tuberculosis Este alvo é o mais intensamente estudado, pessent
de 1 a 25 copias virtualmente idénticas em divelsealizacdes genbmicas de cepas do
complexoM. tuberculosigHellyer et al, 1996; Kiviet al, 2002). Foram utilizados um par de
“primers” externos denominados de TJ3 e TJ5 (Tabglaa primeira reacdo e um par de
“primers” internos denominados de OLIS e STAN3 eguda reacgéo, todos descritos por
Ritis et al. (2000). Na primeira reacdo um fragmento de DNAIO@ pb foi amplificado e o
produto da primeira PCR serviu como molde para gursga amplificacdo, gerando um
fragmento de 316 pb, em um total de 60 ciclos.

O DNA gendmico purificado foi submetido a ampkfi@o em um termociclador
automético (Mastercycler Gradient, Eppendorf). Aekcdo de amplificacdo consistiu de KClI
50mM, Tris-HCI 10mM, pH 8,3, MgGI2,5mM, dNTP (20QuM cada), 30 pmoles de cada
oligonucleotideo e 2,5 U de Tag DNA polimerase (BiBRL) em um volume final de 54.

A fase de desnaturacéao realizou-se a®4or 30s, a de anelamento a°&@3por 1 min. e a de
extensdo a 72C por 1 min., em um total de 30 ciclos. Na seguedgao, foram adicionados
2ul do produto da 12 reacdo, nas mesmas concentrgg@ea anterior e nas condicfes de
amplificagdo de 94 °C a 30s, 57°C a 30s e 72 °@sal3ez microlitros do produto de PCR
foram analisados através de eletroforese em gabgdese a 2%, corados com brometo de
etidio, visualizados em transluminador ultravioletafotografados por um sistema de
documentacéo polaréide (Kodak MP4+ System).

Como controle positivo em cada reacdo de ampidicafoi utilizado o DNA extraido
da cepa de referéncM. tuberculosisH37Rv. Como controle negativo, amostras livres de

DNA foram utilizadas para avaliar a contaminacaoed&ao.

4.9. Genotipagem do GenMBL2

Foram avaliados dois dos polimorfismos mais impues na regido promotora do
geneMBLZ2, as variantes H/L -550 (G/C) e X/Y -221 (G/C). veacles de genotipagem para
cada promotor foram realizadas através de uma RER-especifica, utilizando-se dois
“master mix”, um contendo o “primer reverse” seleage o outro contendo o “primer

reverse” mutante, ambos compartilhando do mesmmgprforward” (Tabela 1). Ambas as
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reacdes de amplificacdo foram realizadas para domeofinal de 12,5, conduzidas com
SYBR Green PCR Master Mix 1X (Applied Biosystents? uM de cada “primer” e cerca de
200ng do DNA gendémico molde. As condi¢des termaisedc¢ao iniciaram-se com uma pré-
ciclagem de 10 min a 95 °C seguido de 40 ciclospustos de 30s a 95 °C, 30s a 57 °C e
extensao a 72 °C por 30s.

A deteccdo dos polimorfismos do éxon 1 foi realizadgundo o protocolo descrito
por Arraeset al. (2006) e baseado na andlise da curva de dissociatiizando-se o Rotor
GeneTM RG 3000 (Uniscience-Cobert Researsh) coatafpfma.

Os SNPs do éxon 1 foram agrupados no alelo “O” doi@lguma mutacdo ocorresse
nos codons de origem. No caso do gendtipo selvagemendtipos foram agrupados no alelo
“A”. A reagdo de amplificacdo foi realizada para wwume final de 2pl, utilizando-se
SYBR Green PCR Master Mix 1X (Applied Biosystenisp5uM de cada “primer” (Tabela 1)
e cerca de 200ng do DNA genémico molde. As condi¢éenais da reacao iniciaram-se com
uma desnaturacdo a 95°C por 2 min, seguido poratlesgdo a 95 °C durante 15s,
anelamento e extensdo a 60°C por 1 min, duranteckis.

Apoés a amplificacdo do éxon 1, o produto resudtdot submetido ao protocolo da
curva de dissociacao utilizando-se o Rotor GeneT®BI3R00 (Uniscience-Cobert Researsh).
O protocolo iniciou-se com um lento e progressigueximento de 60 °C a 95 °C. Os
calculos referentes a variagdo da emissao do fimmrdoram automaticamente realizados
pelo software do programa Rotor GeneTM RG 3000<tience-Cobert Researsh) versao 6.0
(build 41) gerando as curvas de dissociacao eezchidt dos SNPs.

Os controles da PCR em tempo real foram desenhadgsrtir de amostras
previamente sequenciadas e cedidas pela equipadal@elo professor Sergio Crovella do
Departamento de Genética da Universidade FederalPdmambuco. Dessa forma
conhecendo-se 0s gendtipos das amostras contial@sssivel a genotipagem das amostras
desconhecidas. Um controle interno da reacéo, tieeDNA, foi incluido para avaliar a
qualidade e contaminagao da reagéo.

Os haplotipos e os genotipos combinados foram ctadpa através do programa
Arlequin versado 3.01 (disponivel em http://cmpdagnch/software/arlequin3/) e identificados
através de nomenclatura especifica onde as prisnéiras letras indicariam as variantes da
regido promotora (alelos H/L e X/Y) e a terceiraddndicaria a combinacao para os trés
polimorfismos no éxon 1 (alelo A/O).

Todos os dados foram confirmados adicionalmentavésr do sequtienciamento de
DNA, utilizando “primers” especificos para a regigowe compreendia os promotores HJL,
X/Y e o éxon 1 (Tabela 1). O sequenciamento folizado em colaboracdo com a
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Universidade de Triste, ltalia, utilizando-se o IBig Dye Terminator 3.1 (Applied

Biosystems) e o sequenciador automatico ABI 313%eGe Analyzer (Applied Biosystems).

4.10. Genotipagem do GenBEFB1

A identificacdo dos polimorfismos da regido 5’'UTR geneDEFBJ, localizados nas
posicdes -20 (G/A), -44 (C/G) e -52 (G/A), foi rieato através da técnica de sequenciamento
do DNA, permitindo a formulacdo dos principais Idiplos de risco a infeccado peld.
tuberculosis

O seguenciamento foi realizado a partir do prodigoamplificacdo de uma PCR
convencional, realizada para um volume final dgi2®onduzida com 10X Buffer (Applied
Biosystems), 50 mM de Mg&12,5 mM de cada dANTP, 10 pmol de cada “primer;=W de
AmpliTaq Gold Polymerase (Applied Biosystems). Asdicoes termais da reacao iniciaram-
se com uma pré-ciclagem de 10 min a 95°C, segwedé0cciclos compostos de 30s a 95 °C,
30s a 55 °C e extensédo a 72 °C por 30s, gerandoagmento de 456pb.

Da mesma forma, o sequenciamento para o B&#B1 foi realizado em colaboracao
com a Universidade de Triste, Italia, utilizandoes&it Big Dye Terminator 3.1 (Applied

Biosystems) e o sequenciador automatico ABI 313%eGe Analyzer (Applied Biosystems).

Tabela 1.Iniciadorespara amplificacdo dbl. tuberculosi®e genotipagem dos gend8L2 e DEFBL

Tamanho esperado do

Gene Iniciadores Sequéncia
fragmento
Forward: ATCCCCTATCCGTATGGTG
TJ3/TI5 Reverse:CCGCAAAGTGTGGCTAAC 409 pb
1S6110
OLIS/STAN3 Forward: AACGGCTGATGACCAAAC 316 pb
Reverse:CCAGCACCTAACCGGCTGT
. Forward: AGGCATCAACGGCTTCCCA
Exon 1 Reverse:CAGAACAGCCCAACACGTACCT 90 pb

Forward-C: TGCTTCCCCTTGGTGTTTTAC
MBL2 H/L Forward-G: TGCTTCCCCTTGGTGTTTTAG 78 pb
Reverse:GCCAGGGCCAACGTAGTAAG

Forward-C: TGGAAGACTATAAACATGCTTTCC

XY Forward-G: TGGAAGACTATAAACATGCTTTCG 151 pb
Reverse:CCGAAGAGGACATGGAGAGA
MBLAI  Sequenciamento Forward: GCCAGTGGTTTTTGACTCAC 1000 pb
Reverse:CCTCATATCCCCAGGCAGT
DEFB1 Regiéo 5'UTR Forward: GCTCCAGGCTGAAAGCTAAA 456 pb

Reverse:ATGCTTTCCTGCTGCTTGTT
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4.11. Analise Estatistica

As freqUéncias alélicas e genotipicas foram cattad a partir da contagem direta e
comparadas entre os pacientes com TB e o grupootmnfs frequéncias entre pacientes e
controles foram determinadas para a conformidadeqgaddibrio de Hardy-Weinberg atraves
do software Arlequin versdo 3.01. A andlise egta#isfoi calculada pelo teste de Qui-
guadrado e teste exato de Fisher utilizando-segrama EPI INFO, versédo 6.04 (Centers for
Disease Control and Prevention, Atlanta). A avalagio risco relativo para os alelos e
genotipos foi realizada calculando-se a Odds R&iR®) com intervalo de confianca (Cl) de

95%. Valores d@ menores que 0,05 foram considerados estatistidamsegmificantes.
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5. Resultados

5.1. Andlise do Banco de Dados

Todas as informacdes referentes a populacdo deoefsttam submetidas ao banco de
dados criado com o programa SPSS 10.0 for Windans gnalise detalhada da populagéo. A
utilizagdo do programa SPSS permitiu os calculssfidmiéncias e médias dos dados obtidos.
Desta maneira, todos os resultados encontradas fpesados diretamente do SPSS.

Através da analise dos dados, observou-se queldopatientes incluidos no estudo,
65 eram do sexo masculino (56,5%) e 50 eram do fmxmino (43,5%). A idade dos
pacientes variou de 1 a 69 anos, com média de idad® anos. A faixa etéria de pacientes
menores que 15 anos foi a mais afetada pela tubsecltEm relacdo a prevencéao através da
vacinacao pela BCG, 70,4% (81) dos pacientes amegsen a cicatriz referente a vacina. O
contato prévio com individuo tuberculoso ou casdésjuberculose na familia foi registrado
em 53% (61) dos casos. Os dados foram compiladtabeéa 2.

Tabela 2. Perfil clinico dos pacientes com diagnéstico condido de
tuberculose incluido no estudo.

Caracteristicas N Frequéncia
Sexo

Masculino 65 56,5%
Feminino 50 43,5%
ldade

Crianga (<15 anos) 63 54,8%
Adulto (16-45 anos) 45 39,1%
Acima de 45 anos 7 6,1%

Vacinacdo com BCG

Positivo 81 70,4%
Negativo 34 29,6%
Contato prévio com TB

Positivo 61 53%
Negativo 54 47%

Os fatores de risco relacionados a TB identificatesse estudo foram principalmente
alcoolismo (14%), bronquite (11,3%), pneumonia 44), asma (6,9%) e diabetes (6,1%).

Além disso, 8,7% dos pacientes compreendidos ra &aitre 16 e 69 anos possuiam o habito
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de fumar (Tabela 3). Os casos de pacientes infesfaelo virus HIV (5,9%) foram excluidos
da pesquisa para evitar interferéncias na anatiggagel dos polimorfismos como fatores de

predisposic¢ao a tuberculose.

Tabela 3.Co-morbidades relacionadas a TB presentes naggjnikstudada.

Co-morbidades Positivos %  Negativos %

Asma 8 6,9 11 93,1
Pneumonia 12 10,4 10 89,6
Bronquite 13 11,3 9 88,7
Diabetes 7 6,1 7 93,9
Alcoolismo 16 14 6 86

Tabagismo 10 8,7 6 91,3

5.2. Amplificacdo do DNA deM. tuberculosis pela NPCR

Foram selecionados para a pesquisa amostras deeRi#ido de 115 pacientes com
tuberculose. Para confirmacdo da presenca do mlagemético do bacilo realizou-se através
da técnica de NPCR a amplificacdo de um fragmept@Xbpb referente ao elemento de

insercao 1S6110, especifico do compl@ékatuberculosigFigura 11).

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose a 2% demonstrapdsitividade das amostras bioldgicas mediantesepica de
DNA de M. tuberculosisFaixas 1, 2, 4, 5, 8, 9, 11 e 12- amostra deusgrigpixa 6 e 13 — outras amostras bioldgicas;aBaix
3, 7, 10 e 14 - controle negativo da extracdo;d&ab Controle negativo da PCR; Faixa 16, 1ng de DBIA87Rv; Faixa
17, 50 fg de DNA de H37Rv; M, Marcador de peso makcl00pb.

Os resultados obtidos pela NPCR encontram-se cadgsl na Tabela 4 e
correspondem ao primeiro artigo submetido a putdicaqCRUZet al, 2010 — Anexo II).
Dentre os 115 pacientes diagnosticados clinicamemteo doentes, a NPCR foi capaz de
detectar o DNA ddM. tuberculosisem 63 (54,8%) dos casos. Em relacdo ao grupoatentr
todas as NPCR realizadas apresentaram-se negaterasnstrando 100% de especificidade
para a reacdo. Comparando-se os resultados da N®@Ro padrédo-ouro adotado, o
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diagndstico clinico, a técnica demonstrou sendinile de 54,8% (p<0,001; CI: 40,0-66,5).
Em verdade, a NPCR apresentou resultados falsaieg@m aproximadamente 45,2% das
amostras, referente ao restante dos pacientesachiente diagnosticados com tuberculose.

Tabela 4.Resultados obtidos a partir da amplificacdo de afdtestras de DNA
extraidos do sangue total através da técnica deRNECcomparacdo entre os
resultados clinicos e da NPCR.

Diagnostico Clinico Final
Resultado da NPCR

Tuberculose Controles
Positivo 63 (54,8%) 0 (0%)
Negativo 52 (45,2%) 180 (100%)
Total 115 (100%) 180 (100%)

p<0,001. (Cruzt al, 2010).

Analisando-se a relacdo entre a forma clinica de eTBs resultados da NPCR
compilados na Tabela 5 pode-se observar que nasnpax que apresentaram a forma
pulmonar da doenca, a NPCR foi positiva em 48,60%ahsos (p<0,001), enquanto que nos
pacientes que apresentaram a forma extrapulmoBr d4técnica foi positiva em 63% dos

casos (p<0,001).

Tabela 5.Comparacao entre os resultados obtidos atravé®d@dRNentre os pacientes diagnosticados
com tuberculose segundo a forma clinica da doenca.

Resultado da NPCR Tuberculose Tuberculose
Pulmonar Controles Extrapulmonar Controles
Positivo 35 (48,6%) 0 (0%) 27 (63,0%) 0 (0%)
Negativo 37 (51,4%) 180 (100%) 16 (37,0%) 180 (100%)
Total 72 (100%) 180 (100%) 43 (100%) 180 (100%)

p<0,001. (Cruzt al, 2010).

5.3. Genotipagem ddViBL 2

5.3.1. Polimorfismos da Regido Promotora

Através da analise dos resultados da PCR alelaiispefoi possivel detectar os trés
genotipos possiveis, G/G, G/C e C/C, na posicad eibregido promotora do gemMBL2,
denominado de promotor H/L (Figura 12). A genotgragdos pacientes foi possivel atraves
da comparacao dos ciclos “threshold? (@s duas PCR corridas em paralelo. A amostra que
obteve o maior Ccom o oligonucleotideo mutante foi genotipada cohmmmozigota

selvagem(G/G) (Figura 12a). Por outro lado a curva de gtieatdo que apresentou maior
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Cicom o oligonucleotideo selvagem foi genotipada cbhomozigata mutante(C/C) (Figura
12c). Enquanto que as amosthederozigotasG/C apresentaram;8imilares em ambas as
PCRs corridas em paralelo com os oligonucleotidebsagem e mutante (Figura 12b). Vale
salientar que o heterozigoto apresenta uma difarerigima importante de Ct, de pelo menos

1 Ct ou menos para se considerar uma amostra hiejetian

e = eRe CfC -
GIG o GIC :

3 |
Figura 12. Resultados da PCR alelo-especifica, realizada atdavB€R em tempo real, para a genotipagem
dos promotores H/L e X/Y do geMBL2.

A variante H/L apresentou-se em equilibrio de HaAdsinberg ?= 1,94; p=0,163).
A andlise dos resultados obtidos permitiu obsequer a freqiiéncia do alelo mutante L é
significativamente maior no grupo dos pacientes d@muando comparada a frequéncia no
grupo controle (73% vs. 29%) independente da fatm#uberculose (p < 0,0001; odds ratio
[OR] 6,91; 95% intervalo de confianca [4,69 — 1()2Blém disso, o gendtipo LL encontra-
se igualmente em maior freqiiéncia no grupo dostdseato que no grupo controle (56% vs.

10%; p < 0,0001)0s resultados obtidos encontram-se sumarizadoalnad 6.

Tabela 6 Freqgiiéncias alélicas e genotipicas dos pacidatpgsquisa com tuberculose (TB) e dos controles
para o promotor H/L.

Pacientes com TB

Controle
Variante n=115 (%) n=180  OR 95%IC P
Geral B B (%)
Pulmonar Extrapulmonar
Alelo
H 61 (27) 42 (29) 31 (36) 257 (71) 1 Referéncia NA
L 169 (73) 102 (71) 55 (64) 103 (29) 6,91 4,69 — 00,2 0,0001
Gendtipo
HH 10 (9) 11 (15) 10 (23) 94 (52) 1 Referéncia NA
HL 40 (35) 20 (28) 11 (26) 69 (38) 5,40 2,45 —-13,000,0801
LL 65 (56) 41 (57) 22 (51) 17 (10) 34,81 14,48 — 92,3€0,0001
HL/LL 105(91) 61(85) 33 (77) 86 (48) 11,38 5,49 — 26,040,0001

OR — Odds Ratio; IC — Intervalo de confianga;

Da mesma forma que na variante H/L, foi possiveéiccao dos trés genodtipos do
promotor X/Y, G/G, G/C e C/C, na posicao -221. Aaggpagem dos pacientes seguiu-se com

0 mesmo raciocinio previamente descrito, atravéarddise da curva de quantificacdo da
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PCR alelo-especifica. As frequiéncias alélicas @tfj@icas do promotor X/Y encontraram-se
em equilibrio de Hardy-Weinberg4= 0,592; p=0,441). Foi observada uma maior freg@aénc
do alelo mutante X na populacdo saudavel quand@a@do aos pacientes com tuberculose
(38% vs. 29%, p<0,001; [OR] 0,25; 95% intervalocoafianca [0,17 — 0,36]), apresentando
efeito protetor para o polimorfismo. No entantop i@buve diferenca entre as frequéncias
genotipicas entre os grupos estudados. Os ressilltaflerentes a genotipagem do promotor

X/Y encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7.Freqliéncias alélicas e genotipicas dos pacieatpsshuisa com tuberculose (TB) e controles para o

promotor X/Y.

Pacientes com TB

Controle
Variante n=115 (%) n=180 OR 95%IC P
Geral B B (%)
Pulmonar Extrapulmonar
Alelo
Y 163 (71) 93 (65) 55 (64) 225 (62) 1 Referéncia NA
X 67 (29) 51 (35) 31 (36) 135 (38) 0,25 0,17-0,36 0,0001
Genotipo
YY 62 (54) 36 (50) 20 (47) 76 (42) 1 Referéncia NA
YX 39(34) 21(30) 15 (35) 73 (41) 0,65 0,37-1,12 0,120
XX 14 (12) 15 (20) 8 (19) 31(17) 0,55 0,25-1,18 0,118
Y X/IXX 53 (46) 36 (50) 23 (53) 104 (58) 0,62 0,38 -1,03 0,06

OR — Odds Ratio; IC — Intervalo de confiancga;

5.3.2. Polimorfismos do Exon 1

A analise dos resultados da PCR permitiu a ideatiio dos trés gendtipos possiveis,
A/A, AIO e O/O, no éxon 1 dMBL2 A genotipagem dos pacientes foi possivel atraees
comparagao entre as curvas de dissociacao dasramesa curva dos controles de reacao
previamente genotipados (Figura 13).

Figura 13. Genotipagem d&BL2, demonstrando os trés possiveis genétipos paea®aravés da curva de dissociacéo.
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As curvas de dissociacdo foram calculadas diretwm@zio software do Roto Gene-
3000, onde os genotipos A/A obtiveram um pico deeltimg” igual a 83,1 °C (x 0,1),
enquanto que as amostras A/O mostraram dois paos82,6 °C (x0,1) e 80,7 °C (£0,1) e
um pico para os genotipos O/O de 81,7 °C (+0,1paRAir desses dados, foi possivel calcular
e determinar se as frequéncias alélicas e genagipi@ populacdo infectada comMb
tuberculosisencontravam-se em desacordo com as do grupo n@s resultados obtidos
através da genotipagem das variantes A/O do ¢§#BE2 encontram-se sumarizados na
Tabela 8.

Tabela 8 Freqiiéncias alélicas e genotipicas dos pacidatpgsquisa com tuberculose (TB) e dos controles
para o éxon 1.

Pacientes com TB

Controle
Variante n=115 (%) n=180  OR 95%IC p
Geral B B (%)
Pulmonar Extrapulmonar
Alelo
A 167 (73) 76 (53) 49 (57) 293 (81) 1 Referéncia NA
@) 63 (27) 68 (47) 37 (43) 67 (12) 1,65 1,09-2,49 0,0001
Genotipo
AA 63 (55) 20 (29) 15 (35) 117 (65) 1 Referéncia NA
AO 41 (36) 36 (49) 19 (44) 59 (33) 1,28 0,75-2,19 0,366
e]e) 11 (9) 16 (22) 9 (21) 4(2) 5,06 1,42 -22,7 0,005
AO/O0O 52 (45) 52 (71) 28 (65) 63 (35) 1,53 0,92 - 2,54 0,08

OR — Odds Ratio; IC — Intervalo de confiancga;

As freqliéncias para o éxon 1 encontram-se em kdailile Hardy-Weinbergyf =
0,565; p=0,452). O alelo A foi mais predominant&res individuos do grupo controle. O
gendtipo AA demonstrou efeito protetor contra aetablose. O alelo mutante O encontrou-se
significativamente mais frequentes nos pacientes €8 (27% vs. 12%) (p <0,012; odds
ratio [OR] 1,65; 95% intervalo de confianca [1,02,49]). No entanto, ndo houve diferenca
significativa em relacdo aos genotipos e as fordeaisiberculose. O gendtipo OO encontrou-
se significativamente mais freqientemente nos pesecom TB quando comparado aos
controles (9% vs. 2%; p < 0,005).

Os polimorfismos estudados na regido promotora eéron 1 apresentaram
desequilibrio em “linkage”. A obtencdo desses tadok permitiu-nos a construcdo e analise
das frequiéncias dos gendtipos combinados entreupsgyde estudo, classificando-os em trés
classes de acordo com a producdo de MBL, desigr@as altos produtores (HP), baixos
produtores (LP), e produtores deficientes (DP)eplalos na Tabela 9.
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Tabela 9 Gendtipos combinados dos pacientes da pesquisduterculose (TB) e o grupo controle.

Gendtipos Combinados B B

Pacientes com TB
Controles

n=180 OR
Extrapulmonar (%)

95%IC
Geral

n = 115 (%) Pulmonar

N=72(%)  n=43 (%)

Producao Alta (HP)
HYA/HYA
HYA/LYA
HYA/LXA

LYA/LYA

LYA/LXA

32 (28)

18 (25) 14 (32)

87 (48)

1

Referéncia NA

Producao Defeituosa (LP)

Producao Baixa
LXA/LXA
HYA/O

LYA/O

43 (37)

26 (36) 17 (40)

76 (42)

1,53

0,85-2,77 168,

Producao Deficiente (PD)
LXA/O
0O/O

40 (35)

28 (39) 12 (28)

17 (10)

6,32

3,02 -13,710,0801

OR — Odds Ratio; IC — Intervalo de confiancga;

Os gendtipos da classe HP apresentou-se signiacaéinte mais frequentes nos
controles do que nos pacientes com TB (48% vs. 28%)enotipo DP apresentou-se com
maior freqiiéncia nos doentes que nos controles (85%0%) (p < 0,001). A combinagao
entre LP e DP também foi mais comum entre os psato que controles (p = 0,0006; [OR]
2,41; 95% intervalo de confianca [1,43 — 4,15]).

5.4. Genotipagem d®EFB1

5.4.1. Polimorfismos da Reqgido 5’ UTR

A genotipagem da regido 5’ UTR do gene DEFB1 aésalo seqlienciamento permitiu
a identificacdo dos polimorfismos nas posicoes -2@, e -52. A tabela 10 sumariza as
frequéncias alélicas e genotipicas encontradapo@adacdes de doentes e controles. Foram
genotipados 92 pacientes com tuberculose e 98 atestrO teste do X2 mostrou que as
frequéncias dos SNPs em cada populacédo encontssal@-acordo com as leis do equilibrio
de Hardy-Weinberg (X2= 2,644), para cada polimarbsestudado.

Analisando-se as frequiéncias alélicas e geno$ipites polimorfismos nao foram
observadas diferencas estatisticamente signifisagnére os pacientes com tuberculose e o

grupo controle (p=0,103). No entanto, apesar dodoslando serem estatisticamente
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significantes, pode-se observar uma maior freqaétoigendtipo mutante A/A na posicao -

20 entre pacientes com tuberculose extrapulmori¥o)3juando comparado aos pacientes

com tuberculose pulmonar (17%).

Tabela 10.Freqiiéncias alélicas e genotipicas dos pacieatpsshjuisa com tuberculose (TB) e controles para a

regido5’'UTR do gendDEFBL

Pacientes com TB

Controle
- 0,
Variante n=92 (%) n=98  OR 95%IC P
Geral B B (%)
Pulmonar Extrapulmonar
Alelo -20
G 117 (64) 76 (60) 28 (50) 121(62) 1 Referéncia NA
A 67 (36) 52 (40) 28 (50) 75(38) 0,924 059-1,43 0,750
Gendtipo -20
GG 38 (41)  23(36) 9(32) 41 (42) 1 Referéncia NA
GA 41 (45) 30 (47) 10 (36) 39(40) 113 058-221 0,752
AA 13 (14) 11 (17) 9(32) 18(18) 0,78 0,30-1,95 0,671
GA/AA 54 (59) 41 (64) 19 (68) 57(58) 1,02  0,55-1,89 1
Alelo -44
C 150 (82) 101 (79) 40 (71) 160 (82) 1 Referéncia NA
G 34 (18) 27 (21) 16 (29) 36 (18) 1 058 — 175 1
Genotipo -44
CC 63 (68) 41 (64) 17 (61) 66 (67) 1 Referéncia NA
CG 24 (26) 19 (30) 6 (21) 28(29) 0,89 044-1,79 0,869
GG 5(5) 4 (16) 5(18) 4(4) 130 027-689 0,742
CGIGG 29 (32) 23 (46) 11 (39) 32(33) 094 0,49-1,82 870,
Alelo -52
G 101 (55) 71 (55) 30 (54) 111 (57) 1 Referéncia NA
A 83 (45)  57(49) 26 (46) 83(43) 107 070-1,64 0,757
Gendtipo -52
GG 31(34) 22(34) 10 (36) 33 (34) 1 Referéncia NA
GA 39(42) 27(43) 10 (36) 45(46) 092 046-1,86 0,868
AA 22 (24)  15(23) 8 (28) 20(20) 116 050-2,74 0,842
GA/AA 61 (76) 42 (66) 18 (64) 65(66) 0,99  0,52-1,90 1

OR — Odds Ratio; IC — Intervalo de confianca;

A partir dos resultados obtidos através das frecjaé alélicas, foi possivel a

construcdo dos haplétipos e a comparacdo entreupsganalisados. Foram compilados os

resultados dos haplétipos que apresentaram mdr@ei$encias entre 0s grupos, a auséncia

de outros se deve a raridade dos mesmos, e pom&sdoram colocados. Nao foram

observadas diferencas significativas entre as pgpak doentes e saudaveis (Tabela 11).
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Tabela 11.Principais haplétipos obtidos a partir do calalds freqiiéncias alélicas entre os grupos de

doentes e controles.

Haplotipos Pacientes com TB Controles

(-52/-44/-20) n=92 n=98
ACG 0,45 0,43 p=0,97
GCA 0,36 0,38
GGG 0,18 0,18 p=092
GCG 0,01 0.005

Foram analisadas subsequientemente, a distribugsigoalimorfismos em relacdo a
alguns aspectos clinicos dos pacientes acometalasyberculose. Os SNPs das posi¢des -40
e -20 ndo apresentaram diferenca significativa paexame de Raio-X, apesar de para a
posicdo -52, o genodtipo heterozigoto G/A apresesgamais frequiente nos pacientes com
raio-X normal (57%) quando comparado aos pacierasesraio-X alterado (29%), no entanto
0 p né&o foi estatisticamente significante (p=0,06).

Para a posicdo -44, o genotipo heterozigoto C/@saptou-se mais frequente nos
pacientes com cultura para o badilb tuberculosispositiva (33%) quando comparado aos
pacientes com cultura negativa (0%), com p=0,08uanto que os polimorfismos para as
posicdes -20 e -52 n&do apresentaram diferencascagnas.

Em relacdo ao teste de sensibilidade a tubercutmadeste de Mantoux, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre adiéecgas dos polimorfismos entre 0s grupos
de pacientes estudos.

Em relagéo a forma clinica de tuberculose, se poémou extrapulmonar, ndo foram
observadas diferencas significativas para o SNpos&ao -52. Contudo, para a posi¢ao -44
foi observada uma diferenca (p=0,06) para o geootipterozigoto C/G, sendo este
polimorfismo mais freqiiente nos pacientes com tubese pulmonar (28%) do que nos
pacientes com tuberculose extrapulmonar (10%). @6tgwm C/C apresentou-se mais
frequente entre os pacientes com tuberculose extnapar (86%) do que nos pacientes com
tuberculose pulmonar (67%), com p=0,08. Para acfosi20, houve uma maior frequéncia
do gendtipo A/A entre os pacientes com TB extrapualan (29%) do que nos pacientes com
TB pulmonar (12%), com p=0,083.
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6. Discussao

A tuberculose é um grave e persistente problensporesavel por milhdes de mortes
todos os anos. Atualmente, com 0 aumento no nudem-infeccdo TB/AIDS e de cepas
multirresistentes, além de apresentacfes atipi@adodnca, nos deparamos com numeros
alarmantes que evidenciam a necessidade de nowvadagbns diagnésticas e terapéuticas
(Khanet al, 2006).

O banco de dados criado através do programa SSPS$é0nitiu a indexacdo bem
como 0 manuseio e a andlise dos dados de formdardpril e dinamica. O banco de dados
possibilitou a apreciacdo detalhada da populacdestiedo realizando diversas anadlises
individualizadas dos multiplos fatores de interedaepesquisa, tornando-se um elemento
chave em um estudo de associacao epidemioldgica.

Em nosso estudo, ndo houve diferenca significatitee os casos de tuberculose e o
sexo dos pacientes, apesar de haver uma tendémaptet da doenca, segundo dados da
literatura, para a populagdo masculina. De acooto Caliari e Figueiredo (2007) tal fato é
justificado em virtude de ser este o grupo maisosip a doenca quando comparada a
populacao feminina. Em relacdo a faixa etaria,amtod acompanham o padrao nacional, com
a prevaléncia da doenca na faixa entre os 20-49. &wentanto, foi observada uma elevada
incidéncia da doenca entre pacientes menores dads$ Alveset al. (2003) afirmam que a
presenca de tuberculose em criangas deve ser dacaweno um evento-sentinela na Saude
Publica, visto que se refere a infeccdo recentmgvada por contato com adulto bacilifero.
Estudos apontam que nos ultimos 20 anos houve lewacéo da incidéncia da tuberculose
nas faixas etarias de 39-49 anos e de mais de®() fazendo com que a mediana de idade
permanecesse em torno de 41 anos. Contudo, egte g@o teve expressao considerada em
nosso estudo.

Em relacdo a efetividade da vacinacdo pela BCGunalgestudos relevam-se
discordantes quanto ao efeito profilatico da vaciNassos resultados mostraram baixa
efetividade da vacinacdo uma vez que 70,4% do®mas haviam sido vacinados, mesmo
assim desenvolveram a doenca. No entanto, a malosgaises no mundo tem adotado a
aplicacdo de uma dose unica de BCG ao nascer, rammfeecomendacédo da OMS, pois
considera uma estratégia adequada principalmenteegiies com alta incidéncia de TB,
protegendo contra a ocorréncia de formas gravedodaca e que atinge principalmente as
criancas, como a meningite tuberculosa e a tubmseuhiliar (Pereirat al, 2007). Porém, ha
evidéncias de que a segunda dose da BCG nao aumesda efeito protetor. No Brasil,

segundo recomendacgdo do Programa Nacional de legd@g (PNI) do Ministério da Saude,
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a aplicacdo da segunda dose da vacina foi suspemsaiancas entre 6 e 10 anos de idade,
devido a avaliagdo de estudos nacionais e intemaisi que indicam baixa efetividade da
segunda dose, uma vez que a vacina ndo aumentarim@ade j4 adquirida com a primeira.
Apesar de suas limitacbes e da expectativa futaraavas vacinas para a tuberculose, a
vacina BCG mantém-se como importante instrumentaordrole dos efeitos danosos da
doenca, sobretudo em paises com taxas de incid@édi@as e elevadas (Peregtaal, 2007).

Diante das co-morbidades identificadas no presesttedo, o alcoolismo, assim como
encontrado na literatura, apresentou importanteifgigncia com a TB (Vendramiret al,
2005). No presente trabalho, o alcoolismo aparem®uo a principal causa associada a
doenca em 14% dos casos. O que € explicado p@lodéaigue a caquexia decorrente do
etilismo predisp&e o individuo a um quadro de bamanidade (Nogueira, 2001).

Em vistas das limitacbes encontradas em um doegitasponsaveis pelo controle da
tuberculose, o diagndstico precoce, rapido e sehsivnecessidade de novas metodologias
diagndsticas nos conduziu a considerar a impodasheidesenvolvimento de uma ferramenta
auxiliar capaz de detectar o bacilo e que pudessgilouir no avanco do diagnostico de
formas paucibacilares e extrapulmonares da tulmseulA PCR e suas variacdes, como a
nested-PCR, tém sido destacada como uma técniecutel promissora para o diagnéstico
rapido da TB (Folgueira, 1996; Rodriguez e Royo97t9Ahmedet al, 1998; Honoré-
Bouaklineet al, 2003). Em nosso estudo, foi possivel otimizaaledar um protocolo rapido
e especifico, desenvolvido no Laboratério de Impma@miologia do CPgAM/FIOCRUZ,
para a deteccéo especificaMotuberculosiem amostras de sangue. No entanto, apesar da
baixa sensibilidade apresentada para um métodmaltigo (54,8%), faz-se importante
ressaltar que estes resultados, apesar de pral@sjnaepresentam o inicio do
desenvolvimento de uma area pioneira em Pernamimaampo do diagnostico molecular
para a tuberculose. Uma extensdo da presente pasgm sendo desenvolvida abrangendo
um namero maior de individuos, com diferentes farmiénicas da doenca, analisando-se a
eficiéncia de diversos tipos de amostras bioldégieadm de avaliar da melhor forma a
magnitude das técnicas moleculares como ferranaexiiar no diagnoéstico da tuberculose.

Seguindo a area da susceptibilidade genética macwibse, foco principal do trabalho,
tém-se observado que iniumeros estudos epidemiokte demonstrado evidéncias fortes a
cerca da influéncia genética na tuberculose (Margszhurr, 2001).

Diversos outros protocolos desenvolvidos para acgéb de polimorfismos de Unica
base existentes, como a PCR convencional requererpracessamento de dados, e uma
manipulagdo p6és-PCR do produto de amplificacdaeaymenta tempo de trabalho e o risco
de contaminacgao (Crosdadeal, 2000).
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A plataforma da PCR em tempo real permitiu aumeatsensibilidade e robustez de
uma PCR, sendo um importante advento na biologidecular e uma extraordinaria
ferramenta na deteccdo de SNPs (Noegail, 2004). A utilizacdo do corante Sybr, ao invés
da utilizacdo de sondas marcadas, permitiu tambémiamuicdo dos custos por analise de
polimorfismo (Novaiset al, 2004). Através da padronizacdo de um protocqlaoa pratico
e eficiente para a genotipagem do gene da MBL hdebgdo no Laboratério de Virologia do
LIKA/UFPE, foi possivel identificar os SNPs entre gacientes com tuberculose e o grupo de
controles, através da plataforma da PCR em temgdadce Rotor Gene 3000. Além disso, o
sequenciamento de DNA foi a técnica utilizada manafirmacdo dos genotipos encontrados
através da PCR em tempo real para o d¢B&2, assim como para a genotipagem do gene
DEFB1

6.1. Polimorfismos d&/IBL2

O presente estudo mostrou, em relacdo aos poisnmm$ presentes na estrutura
génica doMBL2, evidéncias sugestivas de que dependendo do gaapli@ipo herdado pelo
organismo, a concentracdo sérica de MBL poderaseptar atuacdo protetora contra a
tuberculose ou predispor o organismo a doencavithads portadores dos haplotipos que
promovem maior producdo de MBL, principalmente oplbgpo HYA/HYA, foram
encontrados em maior frequéncia entre o grupo geops saudaveis, cqestatisticamente
significante. Nossos resultados apresentaram-sea@lo com o proposto por Capparelli e
colaboradores (2009), que relatam que individuosAHINY A, expostos ao contato com o
patdgeno por pelo menos 8 meses, permaneceragaaliente saudaveis, uma vez que 0 Soro
dos participantes com HYA/HYA exibiu uma atividadentibacteriana da MBL
significativamente maior, representando um fatoprgéecdo aos individuos em questéo.

Além disso, uma combinacéo de haplotipos para a iBtcontrasta com o discutido
acima foi encontrada, conferindo susceptibilidatigb@rculose.

Varios pares de haplotipo foram encontrados ergrpagientes com TB. No entanto,
as combina¢fes que promoveram producdo defici®ig principalmente o haplétipo O/O,
apresentaram-se mais frequentes, aumentando sajivimente o risco de desenvolver a
tuberculose (p < 0,0004; [OR] 6,32 [3,02 — 13,{Thbela 9). Semelhante a esses resultados,
foram os encontrados por Alagaragial. (2007) e Selvaragt al. (2006), onde analisando os
polimorfismos doMBL2 observaram um aumento significativo da frequéicagendtipo
O/0 entre o grupo de doentes (10,9%) quando compa@ grupo controle (1,8%).
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Mutacbes no gendIBL2 tém sido associadas a niveis baixos de MBL sérico.
Individuos normais apresentam niveis séricos deacele 1.600 ng/ml de MBL, em
heterozigotos para a mutagdo os niveis chegam an@®8l, enquanto que em individuos
homozigotos para a mutacdo apresentam niveis otdetds £ 10 ng/ml) (Davieset al,
2001). Esta diminuicdo na concentracdo da MBL tarte tem sido correlacionada a
infeccdes recorrentes na infancia e, possivelmeameadultos. Em nosso estudo, apesar de
ndo termos quantificado os niveis séricos da MBLaemhos os pacientes e controles, devido
ao carater retrospectivo do projeto, pudemos obsema maior freqiiéncia do alelo O e dos
genotipos que conferem baixa producdo de MBL ewogepacientes doentes quando
comparado com os controles saudaveis (,0001).

Foi demonstrado que a MBL se liga a residuos deosgamncontrada na parede
celular doM. tuberculosis na forma de lipoarabinomananose, ativando a faxgec pelos
macrofagos (Selvarat al, 2006). Dessa forma, o baixo nivel sérico de MBtomtrado nos
individuos doentes devido as mutacdes funcionade pser um dos possiveis fatores
associados a susceptibilidade a TB.

Contudo, trabalhos a cerca do gendtipo da MBL, eommacdo da proteina e sua
relacdo com o desenvolvimento da tuberculose aédaconfliantes. Trabalhos como os de
Garredet al. (1997) e Sgborget al. (2003), que compararam igualmente as frequéncias
alélicas do promotor e do éxon 1 da MBL, demonatnague niveis mais baixos da MBL
estdo associados a protecdo contra a tuberculestalialhos supracitados explicam o fato
atraves da hipétese de que a ligacdo da MBL ardetados microrganismos pode, sob certas
circunstancias, conduzir a ativagdo descontrolanlasidtema complemento, tornando-se
prejudicial para o organismo. O receptor de maiiBs4), juntamente com os receptores do
sistema complemento (RC), mediam a fagocitosdldduberculosis A membrana rica em
lipoarabinomanose na superficie db tuberculosisliga-se tanto ao RC quanto a MBL.
Patdgenos intracelulares, comoVb tuberculosis exploram a deposi¢cdo de moléculas do
sistema complemento em sua superficie como umaafaten amplificar o processo de
fagocitose, o que pode permitir &b tuberculosisestabelecer a infeccdo no sistema e o
desenvolvimento de TB. Isto sugere que niveis raaigie MBL podem desempenhar um
papel importante na primeira linha da defesa dpédsiro, e que niveis intermediarios da
proteina possam facilitar a infeccédo do bacilo.

Uma explicacdo para resultados tdo divergentesénabgo simples. Atualmente,
acredita-se que a discrepancia nos resultados eaamrefletida nas diferencas existentes
entre as cepas del. tuberculosis.H& indicios crescentes de que cepas do bacilo séo
geneticamente heterogéneas e estdo associadasrentdi$ regides geograficas. Durante a
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evolucéo, tanto os hospedeiros quanto o baciloBlacFevoluiram de maneira que diferentes
cepas encontram-se adaptadas a sua propria populegdando a interacdo entre o0s
gendtipos do organismo e do bacilo muitas vezes etgremamente intimo (Gagneeial,
2006; Houberet al, 2006).

O pool genético pode afetar fortemente os resultados destndo de associacéo, de
maneira que investigagcdes em populagdes homog&aeagreferidas. Em estudo realizado
por Alves-Silvaet al. (2000) na populacdo do Nordeste brasileiro foraeoetradas uma
mistura combinada do genoma de Africanos (44%), c&sianos (34%) e Indigenas
americanos (22%). Na populacédo do nordeste bras#ei contribuicbes genéticas africana,
caucasiana e indigena americana podem ter resuttadoma diferente distribuicdo dos
polimorfismos doMBL2 quando comparada com outras populagbes. Faz-sertaniso
considerar também que a tuberculose € uma doeniidatoval e que a suscetibilidade a
doenca depende ndo apenas do aspecto genétictamizsm de uma interacdo com fatores
ambientais.

Todas estas informagdes levantam a questdo acerparque de combinagdes entre
determinados hapldétipos, que conferem susceptioidda tuberculose, ndo terem sidos
retiradas da populacdo através da selecdo nafyrasar de ndo haver respostas definitivas,
algumas explicacbes sdo plausiveis. O papel desdrage pela MBL ndo esta limitada a
protecdo da tuberculose (Jaekal, 2001). A MBL é capaz de reconhecer uma variedade
ampla de patogenos e a partir dai acionar as eiandlizacdo do sistema imune adaptativo,
culminando na ativacao de vias pro-inflamatoriaantGdo, o processo de inflamacéo quando
excessivo pode-se tornar danoso ao organismo (fieddasl., 2005).

A presenca de inumeros sitios polimorficos tanto pnomotor quanto na regido
codificadora da MBL e a influéncia hormonal sobrsua sintese sdo capazes de manter o
geneMBL2 sob um controle adequado. Assim, a combinacae atguns haplotipos podem
ser mantidas na populacdo com o objetivo de protegétra outros tipos de patégenos, além
de proteger o organismo contra respostas inflamaatéxcessivas (Capparadtial, 2009).

O presente estudo sugere que a MBL é uma proteiiggaathde importancia dentro da
resposta imunoldgica contra o bacilo da tubercuylpsacipalmente no processo de ativacao
do sistema complemento e fagocitose. Nossos rdssli@ontam para o aspecto protetor do
genotipo HYA/HYA contra a TB e do carater suscdtp@ra o genotipo O/O e para 0 0s
haplétipos de baixa producdo de MBL (PD) para aadagindicando que o sistema genético
da MBL pode desempenhar um papel duplo na defesargimismo, considerando-se a

mesma doenca.
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6.2. Polimorfismos d®EFB1

O ambiente habitado pelo ser humano encontraesétanelmente contaminado por
um namero elevado de microorganismos, tornandoapeescindivel o desenvolvimento de
mecanismos de defesa do hospedeiro contra invasdsegevestimentos epiteliais da nossa
pele, tratos digestorio e geniturinario, além depdr traqueobrénquica produzem um namero
infindavel de peptideos com atividade antimicrohiéviéndez-Samperio, 2008).

Algumas destas moléculas antimicrobianas apresectrater de sinalizacdo para
células envolvidas na defesa tanto inata quantoiada da resposta imune. Dentro deste
contexto a proteina HBD-1 aparece como um dosgegiantimicrobianos mais importantes
na defesa do epitélio humano contra infeccbes.dastde regulacdo da expressédo da HBD-1
tém contribuido ndo s6 para uma maior compreensd@ca dos mecanismos de defesa da
mucosa humana, como também apresenta um potereciapltcacdo na prevencdo e no
tratamento de infeccbes respiratérias, genito-tieeé& trato digestorio (Horret al, 2008;
Schenk e Mueller, 2008).

A expressdo da proteina HBD-1 € ampla nas glasdigasecrecdo e em células
epiteliais, incluindo o epitélio pulmonar das glale$ submucosas (Bals, 2000). O
comprometimento da atividade antimicrobiana da HB®2m sido associado a uma maior
susceptibilidade a infeccbes das vias aéreas rsms cke fibrose cistica, sugerindo o papel
crucial desta proteina na defesa contra a invas@atthgenos (Bals, 2000).

A associagao entre as variantes da HBD-1 e astilsiidade a diversas doencgas tem
sido reportada em varios trabalhos. PolimorfismmgeneDEFB1tém sido associados com a
susceptibilidade a asma, a doenca pulmonar oh&rutrénica (DPOC) e a doencas
pulmonares associadas a fibrose cistica (Klotm@hang, 2006). Além disso, polimorfismos
presentes na regido 5’'UTR do gene foram recentenassbciados a transmisséo perinatal do
HIV-1 em criancas italianas (Braid# al, 2004). No entanto, verificou-se em nosso trabalho
que os polimorfismos estudados, presentes na regidaddTR do geneDEFB1 nao
aumentaram, como esperado, a susceptibilidadeec#d peldM. tuberculosigp>0,05). Ndo
foi observado nenhum tipo de associacdo entre &@s polimorfismos estudados e a
susceptibilidade ao bacilo, mesmo quando analiaddema clinica de tuberculose, apesar de
existir uma tendéncia da frequéncia do genotipo &fre os pacientes com tuberculose
extrapulmonar. Esta € a primeira descricdo a cgdocpapel dos polimorfismos do gene da
HBD-1 com a infecgdo promovida pdib tuberculosisA escassez de trabalhos deste tipo, a
cerca da presenca ou auséncia de associacdo deisinos emDEFB1 entre pacientes

com tuberculose revela a importancia do trabalhorirecipalmente a necessidade de novos
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estudos na area, com o intuito de gerar novasn#gdes a cerca do papel que polimorfismos
funcionais nos genes ddgsdefensinas causam durante o controle da infecgadd
tuberculosis principalmente em Pernambuco, area de elevadengacho para a doenca.

Em relacéo aos ensaios experimentais a cercavilzade anti-micobacteriana dfis
defensinas, tem sido relatado que niveis significatde HBD-2 tém sido detectados em
lavados broncoalveolares de pacientes infectado pavium-intracellulare/Ashitaniet al,
2001), demonstrando em varios casos que a HBD& asstociada com a lise de bacilos
intracelulares (Rivas-Santiagad al, 2005). Curiosamente, Sharratial. (1999) mostraram
que os peptideos antimicrobianos apresentam fdiédaale bactericida contra ®.
tuberculosis através do aumento da permeabilidade da membedular das micobactérias, e
gque a morte intracelular dil. tuberculosispor peptideos antimicrobianos deve-se a sua
interacdo direta com o bacilo.

Em um estudo conduzido por Rivas-Santiggoal. (2006), utilizando um modelo
murino de infeccao com. tuberculosisfoi observada elevada produgcdo de mRNA de varios
tipos de defensinas durante os primeiros estagiasfdccdo, predominantemente mBD-3 e
mBD-4, onde tais moléculas participariam da elip@ta inicial do bacilo uma vez que
entrasse em contato com o mesmo.

Apesar de ndo ter sido observada associacoesdiegitre os polimorfismos e 0s
grupos de pacientes e individuos estudados, podegerir mediante a analise dos dados
clinicos que existe certa influéncia dos genotgrosrelacédo ao perfil clinico do paciente com
tuberculose, indicando um efeito indireto dos polifismos, principalmente em relacdo a
forma de tuberculose. Além disso, embora o gBiFBl seja considerado expresso
constitutivamente (Ganz, 2003), existem relatosedpressao diferencial inter-individuos
(Caglianiet al, 2008) e inter-tecidos (J&t al, 2001). Até a atualidade, nenhum experimento
foi realizado para demonstrar a associacao entimqdismos no gen®EFB1e o padréo de
susceptibilidade e/ou resisténcia a tuberculose.

Um dos trabalhos que mais se aproxima a cerc&ldado entre susceptibilidade a
infeccdes causadas por micobactérias e polimorBsnoogeneDEFB1 é o apresentado por
Prado-Gomes de Ocat al. (2009), que demonstraram a importancia da preseeca
polimorfismos no genBEFB1 entre pacientes infectados p&lgcobacterium lepraeagente
etiolégico da hanseniase. A maior susceptibiliddeleses pacientes referiu-se a presenca de
polimorfismos na posicao -44 do gene, indicandcaok@nte o papel importante da HBD-1 na
prevencao contra micobactérias.

Em relacdo aos haplétipos, ndo foram observadesedcas significativas entre os
dois grupos de estudo analisados. Dois estudosairasin que o haplotipo GCA (-52/-44/-20)
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encontra-se associado a asma e desempenha unppap8r contra a sepse, enquanto que o
haplétipo GGG é um fator de risco na progressasegae (Leungt al, 2006; Cheret al,
2007). Caglianiet al. (2008) indicam que a regidao promotora &EFB1 apresenta
haplogrupos com um baixo nivel de recombinacaoiddea distancia muito curta entre as
posicdes -52, -44 e -20. Estudos anteriores relatague os alelos -52, -44 e -20 podem
contribuir tanto para a protecao quanto para eeptibdidade a diferentes doencas, indicando
a acao sinérgica que tais SNPs podem desempenfendtipo (Naslavsket al, 2009).

Zhu et al. (2003) ao investigar os efeitos estimulatorios deegie celular do bacilo
Calemette-Guérin (BCG) na expressdo do g&ieg-Bl1, observaram um aumento na
expressdo de mRNA do geFB1 em células epiteliais do pulmédo, sendo o bacilo um
potente adjuvante na ativagdo da resposta imumalogiém disso, ao analisar os elementos
de resposta na regido 5’ flanqueadora do genesszpisadores concluiram que as sequéncias
compreendidas entre as posicdes -314/+54 apreseitiaside ligacdo CEBP, AP-1 e CP2,
sequéncias estas envolvidas na inducdo da expregséica uma vez estimuladas pela
presenca dMl. tuberculosis

Estudos a cerca do papel dos polimorfismos no §éffeB1l e de outras defensinas,
assim como a regulacdo da expressao génica coréoboo entendimento a cerca dos
mecanismos de defesa presentes nas mucosas, aléaprdeentar uma area de grande

potencial para a prevencao e tratamento de infeag3piratorias.
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7. Conclusdes

1. Nossos resultados indicam que a presenca de SNPgem®MBL2 encontram-se
associados a uma maior susceptibilidade ao baail®R] representando uma molécula
fundamental durante os primeiros estagios de iatepeloM. tuberculosis

2. A presenca dos alelos mutantes L e O € um fataisde para a infeccéo, conferindo
maior susceptibilidade para TB.

3. A presenca do alelo mutante X apresentou-se enr iinagiiéncia na populacao controle,
sugerindo um fator de protecéo contra a tuberculose

4. A susceptibilidade a infeccédo peld. tuberculosistambém € influenciada pelos niveis
funcionais de MBL, principalmente por genotipos idehtes de producdo (DP),
associados com uma consideravel auséncia de MBlaseér

5. Apesar de ser uma molécula importante no mecangendefesa da imunidade inata,
polimorfismos no gene da HBD-1 ndo apresentaraereatitas entre 0os grupos estudados,
nao revelando associacdo entre a presenca de pidimos no geneDEFB1 e a

susceptibilidade a tuberculose.
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9. 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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- Avaliacdo da quantificacdo do RNA mensageiro (RNAlo Mycobacterium tuberculosisor PCR em tempo real
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- Distribuicdo de polimorfismos de base Unica (SNfes)gene®BL2 e DEFB1entre Pacientes com tuberculose ativa.
- Avaliagdo do desempenho e aplicabilidade da NeéR@® em Unico tubo para a detecgdo Mgcobacterium
tuberculosisam sangue e urina.
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Telefones para contato(81) 2101-2560 ou 2101-2569
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da Costa Lima, Heidi Lacerda Alves da Cruz.
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atendimento. As amostras serdo congeladas e aratiepara uso futuro caso seja necessario.

Riscos e BeneficiosO Sr(a)ndo sera submetido a qualquer risco ou descongaiitional e seguiremos a rotina
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Custo/Reembolso para o pacientdNdo havera nenhum gasto com sua participacdo. Asultas, exames, tratamentos
serdo totalmente gratuitos, ndo recebendo nenhwima@rmga com o que serd realizado. Vocé também edebera
nenhum pagamento com a sua participacao.

Serdo guardadas no laboratério de imunoepidemmlbgiCPgAM amostras dos liquidos coletados para que
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Laboratério de Imunoepidemiologia, Departamentdnagnologia
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Campus da UFPE.

Fone: (81) 2101-2569
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constrangido concordo participar da pesquisa. Tammsciéncia do meu direito de abandonar a pesguipaalquer
momento e de que as informagdes colhidas seréddaargm sigilo. Os resultados da pesquisa podempsesentados
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Nome do Paciente:

Assinatura do paciente ou do responsavel Assinatura do médiesquisador
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Abstract

The polymerase chain reaction (PCR) and its vanati such as the nested-PCR, have been
described as promising techniques for rapid diagno$ tuberculosis. With the aim of
evaluating the usefulness of nested-PCR methocamples of blood and urine of patients
suspected of Tuberculosis (TB) we analyzed 171cdirsamples of patients suspected of TB,
using as a molecular marker the insertion elent®®110 specific oM. tuberculosigyenome.
Nested-PCR method showed higher sensitivity inepési with extrapulmonary tuberculosis
(47.8% and 52% in blood and urine) when comparegohtents with the pulmonary form of
the disease (sensitivity of 29% and 26.9% in bleod urine), regardless of the type of
biological sample used. The nested-PCR is a ragmlnique that even if it has not shown a
good sensitivity in samples of blood and urine atignts with difficulties to expectorate or
with smear negative, should be considered as a twal can help especially in the
extrapulmonary cases or in cases where confirmatiimgnosis is quite difficult to be
achieved by routine methods. The performance of B@$ed techniques should be
considered and tested in future works on othergygeiological specimens besides sputum,
like blood and urine, readily obtainable in mosses The improving oM. tuberculosis
Nested-PCR detection in TB affected patients wileghe possibility of more early detection

of bacilli and the interruption of the chain ofriemnission of the disease.

Keywords: Mycobacterium tuberculosisNested-PCR, blood, urine, molecular diagnosis,

IS6110 insertion sequence.

Introduction
Among all the infectious diseases affecting humanbkerculosis (TB) remains the
most lethal (29). In Brazil, 85.000 cases are tegesl annually with incidence rate of

47/100.000 inhabitants, according to data from rimition System Diseases Notification
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(http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/index.phpke Tountry occupies the 15th place among
the 22 nations responsible for 80% of all caseEBfvorldwide, with a mortality rate of 3.07
per 100.000 inhabitants. In 2005, 9.7% of repocda&skes occurred in children and adolescents.
The incidence rate varies from 50 to 90 cases P&0ODO inhabitants, according to the
different national regions. In 2004 4.583 new cask3IB were registered in the State of
Pernambuco, Northeast Brazil, representing 94.8%xpected events, with an incidence of
55.6 cases for all forms of TB and 28.7 per 100.08bitants for bacillary forms, leading to
occupy the third place in number of cases in thenty (25).

One of the priorities for the control of the diseasonsists of early diagnosis and
appropriate treatment (5), resulting in the curepafients and intervention in the chain of
transmission (8). The usual laboratory procedumss diagnosing the disease, based on
microscopic examination of acid-fast bacilli, hdee sensitivity, and mycobacterial culture
requires about eight weeks to release the regyltsly.

Molecular tests based on amplification of fragmeotsgenomic sequences of.
tuberculosishave been shown to be a useful tool, able to ti¢hecbacillus in biological
samples. The Polymerase Chain Reaction (PCR) isrdly considered a rapid and sensitive
method for detection d¥l. tuberculosisand can detect less than 10 bapér mL in different
biological specimens (1, 2, 10, 21). Although PGRery useful for simple detection bf.
tuberculosis a procedure that associates two PCRs (nested-RGRpines the greater
sensitivity and specificity test (16).

The cost of PCR in tuberculosis diagnostic routsheeasonable, considering that the
rapid diagnosis in paucibacillary patients can ld&th specific treatment early, thereby
reducing the bacilli sources and, with them, théedtion by M. tuberculosis The
development and standardization of the test maectist more affordable, considering that

this technology should be reserved for referenceece in the investigation of cases that
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demand difficult diagnoses (forms with paucibacylamear negative) and the severity of the
patient quickly (7, 12).

The purpose of this study was to evaluate the egiplity of nested-PCR technique as
a tool to assist diagnosis of TB, using simpleicahsamples to collect, such as blood and
urine of patients with difficulty to expectorate whose sputum smear was negative with the
aim of determining the level of sensitivity and gfieity of the technique, and assessing its
importance in the context of clinical and laborgtariteria used in routine diagnostic

elucidation of the disease.

Materials and Methods
Population of Study

We analyzed blood and urine samples from 96 patism$pected of TB (median age
32.2 years = 30.03, with 53 males and 43 femalesh fthe outpatient clinic or public
institutions of reference for diagnosis of tubeosis located at Recife, capital of Pernambuco
State, Brazil: Instituto de Medicina Integral Psder Fernando Figueira - IMIP, Hospital of
the Universidade Federal de Pernambuco - HC / UIHeBpital Bardo de Lucena, and other
general hospitals of the Unified Health System (pu&ich sought the Research Center
Aggeu Magalhaes - CPgAM / FIOCRUZ, in the periazhirOctober 2006 to May 2008 .

We also enrolled 60 healthy subjects (median ag2af years14.0, with 37 female
and 23 males), without symptoms of tuberculosis @setl them as controls. The criteria for
patients selection were based on the suspectednmee®f clinical symptoms suggestive of
TB, such as prolonged cough, fever without appatanse, weight loss and night sweat. To
evaluate the results obtained by Nested-PCR we asepbld standard the criteria employed
by the health services in the diagnostic definisoigch as the combination of epidemiological,

clinical and laboratory (chest X-ray, tuberculisttand sputum smear or culture is there) data
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and patient history, . Patients who started antitfERtment, immuno-compromised and were
under corticosteroids-based medication were exdficen the study.

Of the 96 TB patients, 58 (58.3%) had TB accordmghe criteria described above,
while 38 were discarded for the disease. AmongltBeatients, 31 were pulmonary TB and
27 were extra-pulmonary TB. The extra-pulmonaryreiincluded 13 cases of pleural TB, 3
ganglionary, 2 renal, 2 osteoarticular, 2 milia, cutaneous, 1 meningoencefalic, 1

tuberculous peritonitis and 1 pericardial.

Collection of Clinical Samples and Processing Labatory

We collected 4.0 mL of peripheral blood using tubegh EDTA and three
consecutive morning samples of urine from eachepatiThe biological specimens were kept
under refrigeration at 4 °C until the time of extrag the DNA. Urine samples were first
decontaminated according to the protocol of Setlail.e(24) for the possible elimination of

other bacteria present in the sample.

DNA Extraction

DNA extraction followed the protocol proposed bysReitti et al. (22), modified with
the addition of resin, followed by 2 times the fin@lume of 6M sodium iodide, stirred
manually for 5 minutes and incubated at room teatpee for 5 more minutes. At the end of

extraction, the tubes were stored at -20 °C uméildamples were processed.

Amplification of genomic DNA of M. tuberculosis

The 1S6110 insertion sequenceMf tubercolosiswvas the target used for nested-PCR
(GenBank NP_215310.1We also added two primers pairs in two sequeR{aR reactions
with a total number of 60 cycles (20). In the firsaction a DNA fragment of 409 bp was

amplified using a pair of external primers: TJ5-(&CC CAA AGT GCT GTG AAC 3') and
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TJ3 (5 'ATC CCC TAT GCC TAT GGT G 3'; in the secamea@ction, the product of the first
PCR served as template for the nested amplificatfoa 316 bp fragment using a pair of
internal primers: OLI5 (5 '"AAC GGC TGA TGA CCA AAQB') and STAN3 (5 'CCA GCA
CCT AAC CGG CTG T 3"), all described by Ritis &t(20).

Amplification reactions have been run on a Perkdimeéf (model 480) thermal-cycler.
The first amplification reaction consisted of 50ndI, 10mM Tris-HCI, pH 8.3, MgCI2 2.5
mM, dNTP (200uM each), 30 pmol of each oligonucleotide TJ5 an8 ddd 2.5 unit of Taq
DNA polymerase (Gibco BRL) in a final volume of fQ. Denaturation process was carried
out at 94°C for 30s, annealing at 68 °C for 1 minute and mxb@ to 72° C for 1 minute, for
30 cycles. In the second reactionuR of amplicon from the 1s PCR were added in the
reaction mix as template. Conditions for Neted-P@fplification were 94 °C for 30s, 57 °C
for 30s and 30s to 72 °C for 30 cyles using thenprs OLI5 and STAN3. One positive and
one negative controls containiiy tuberculosiDNA and water respectively were added for
each PCR run. PCR products were analyzed by getreforesis of a 2% agarose and
stained with ethidium bromide. The bands of DNApaated by electrophoresis, were
visualized in ultraviolet translumination and phgitmphed by polaroid a documentation

system (Kodak MP4 + System).

Ethical Considerations

All patients signed a written informed consent,eggng to participate to the study,
approved by the Ethics Committee in Research of Geater for Aggeu Magalhdes -
CPgAM/FIOCRUZ, Recife (CEP — N° 55/05, approvedvarch 05, 2005). We observed the

necessary precautions to preserve the freedonnseat of the patients.
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Statistical Analysis

Each patient underwent a clinical-epidemiologicalesfionnaire developed and
standardized by the team of researchers. Epi-Mé&rsjon 6.02) epidemiology software was
used for data record and statistical analysis withfidence interval (Cl) of 95%. P values

less than 0.05 were considered statistically Sicpnit.

Results

The results obtained by Nested-PCR (NPCR) are showable 1. Among the 58 TB
patients, 31 (53.4%) were NPCR positive (p <0.0&d9 27 (46.6%) negative. Of the 38
patients considered clinically without TB, 10 (26%gre identified as positive by NPCR.
Comparing the results of NPCR TB clinical diagnp#ie sensitivity, specificity, positive and
negative predictive values were respectively 53(@Ib 40,0-66,5), 89.8% (CI: 81,6-94,7),
75.6% (CI: 59,4-87,1) and 76.5% (CI: 67,5-83,7). tAk statistical data were obtained from

Epi-Info software. The NPCR was negative in all ples of control group, demonstrating

specificity of 100%.
Table 1.Comparison between clinical diagnosis and NPCR.
Clinical Diagnosis
NPCR Tuberculosis No-Tuberculosis + Controls
Positive 31 (53,4%) 10 (10,2%)
Negative 27 (46,6%) 88 (89,8%)
Total 58 (100%) 98 (100%)

Table 2 shows the correlation between the form Bfand the results of NPCR: in
patients with the pulmonary form, NPCR was positivéd5.2% of cases (p <0.001), while in

patients with the extra-pulmonary form, NPCR wasiipee in 68% of cases (p <0.001).
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Table 2. Comparison between the results of NPCR and form of TB.

Tuberculosis

NPCR
Pulmonary Controls Extra-pulmonary  Controls
Positive 14 (45,2%) 0 17 (68,0%) 0
Negative 17 (54,8) 60 (100%) 8 (32,0%) 60 (100%)
Total 31 (100%) 60 (100%) 25 (100%) 60 (100%)

One hundred seventy one biological samples (91 evbtdod and 80 urine) were
collected from 96 patients suspected. In this groNIPCR was positive in 53.4% (31/58) of
cases regardless of the type of biological samphldyaed. However when considering the
sensitivity and specificity of NPCR according tceethype of biological sample analyzed,
considering as gold standard the final clinicagdiasis, the blood and urine alone showed a
sensitivity of 35.1% (20/57) (p <0.046) and 37.5%8/48) (p <0.028) respectively, and

specificity of 93.6% (88/94) and 94.6% (88/93) pedtively (Table 3).

Table 3. Comparison between the results of NPCR and typarotal sample analyzed.

Blood Urine
NPCR
Tuberculosis No-Tuberculosis + Controls Tuberculosis No-Tuberculosis + Controls
Positive 20 (35,1%) 6 (6.4%) 18 (37,5%) 5 (15,2%)
Negative 37 (64,9%) 88 (93.6%) 30 (62,5%) 88 (84,8%)
Total 57 (100%) 94 (100%) 48 (100%) 93 (100%)

Comparing the results of NPCR for detectiorivbfTuberculosisn blood and urine in
the different form of tuberculosis, we observedha group of patients with pulmonary TB,
the NPCR was positive in 29% (9/21) (p <0.204) tdod samples and 26.9% (7/26) (p
<0.265) in samples of urine. In the group of extudmonary TB, the NPCR showed higher

positivity in both blood 47.8% (11/23) (p <0.00X)daurine 52.4% (11/21) (p <0.003) when
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compared to the previous group. However, no sigaift differences between the samples and

within the groups were observed (Table 4).

Table 4. Comparison between the results of NPCR by type opkaand form of TB.

Blood Urine
NPCR
Extra-pulmonary Pulmonary Extra-pulmonary Pulmonary
Positive 11 (47,8%) 9 (29,0%) 11 (52,4%) 7 (26,9%)
Negative 12 (52,2%) 22 (71,0%) 10 (47,6%) 19 (73,1%)
Total 23 (100%) 31 (100%) 21 (100%) 26 (100%)
Discussion

Tuberculosis is a serious and persistent problenpudilic health, especially in
developing countries, and is responsible for higfie of morbidity and mortality (14). Since
the need to obtain an early diagnosis, rapid amditbee is significantly increasing, in our
study we considered diagnostic methods that maistass advancing the diagnosis of
paucibacillary forms of tuberculosis. The PCR atwdviariations, such as the nested-PCR,
have been indicated as a promising molecular tgclenfor a rapid diagnosis of tuberculosis
(1, 10, 21). Miyazaki et al. (16) examined the ptitdity of nested-PCR for tuberculosis
diagnosis. The sensitivity of their nested-PCR waaluated by using 10-fold bacterial
dilutions. The bacterial count detection limit fbe first PCR was f0Colony Formation Unit
(CFU) for M. tuberculosisbut the sensitivity increased approximately 1;68)8 to 0.1 CFU,
following the second PCR.

The results of NPCR coincided with the final claliciagnosis in 61.5% (59/96) of
cases (Table 1). From the 27 NPCRs false-negatinethe group of TB patients, 41% of

them were from patients under 15 years of age. i@ensg that children and adolescents in
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general have paucibacillary form, probably the tiggaresult of the technique could be
associated with a number of bacilli circulatingufiient to be detected by NPCR (Table 1).

According to Bach (3), clinical samples often camtahibitory substances that could
interfere with the PCR reaction, making it necegshie adoption of procedures able to
remove all inhibitors simultaneously. However, aduog to Boddinghaus et al. (4), until now,
no single procedure is ideal for blocking theseilitbrs, among them the hemoglobin,
polysaccharides present in sputum, some reagedtsanponents of swabs. According to the
authors, false-negative results can be supportedigh the inclusion of a control-positive
reaction, co-amplifying the sample tested as we kicbur study, was possible to detect 10
patients with NPCR positive TB in the group of widuals not considered as TB by using the
clinical and epidemiological criteria. In termsage, 4 were less than 5 years and 6 above 30
years, one of them (52 years) died without issuei@ated. These 9 patients, despite the
diagnosis of TB have been discarded, they presagrthct with tuberculosis or individual
cases of tuberculosis or previous clinical symptdimst led to suspicion of disease. In
addition they presented as a final diagnosis imrauppressive diseases such as 1 rheumatoid
arthritis, 2 lung carcinoma, 1 nonspecific pneumapii meningococcal meningitis, 2 chronic
osteomyelitis and 2 uremic pleuritis. Moreover MRCR can detect the presence of DNA of
M. tubercolosisbut not the viability of the bacillus since it alifyp genetic material derived
from dead or dormant organisms, generating fals#tige results. In addition PCR might
present a high rate of contamination, as deschiyelox et al. (15), in fact, for the NPCR,
where two amplifications are carried out, thera greater possibility of contamination at the
opening of the tubes between the first and seceadtion. In our study we added negative
controls in all extractions of DNA and the reac8osf NPCR with the aim of reducing the
risk of false-positive results.

When considering a new diagnostic method, the padace of the gold standard is a

crucial parameter. Due to the difficulty of isofggi the M. tuberculosisin paucibacillary
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samples, the use of routine diagnosis is baseddrect indications, such as epidemiological
criteria , clinical, laboratory (in the Mantoux ergulin test and chest X-ray) data, evolution
and response to the treatment. In pediatric patiedthough there are few studies in the
literature regarding the evaluation of moleculatseor the identification of TB in children,
most of them used the above mentioned “indiredtéga as the gold standard, and this may
lead to cases with diagnostic inaccuracy (18, Z@us, the interpretation of the results of
NPCR may be impaired since the gold standard usédsed on the combination of criteria,
most subjective and inadequate, for the confirnmatibcases of TB.

An extension of this research is being developeti V@rger number of subjects with
smear and/or positive culture in different biolajispecimens, to better assess the magnitude
of the above limitations.

In relation to the clinical form of TB, the highesate of NPCR detection and
correlation with clinical diagnosis were observadhe TB extra-pulmonary form, including
patients younger than 15 years of age, probablytalirecreased circulation of the bacillus in
the body fluids and tissues. Although our findiraye preliminary and obtained on a low
number of individuals, also in case of paucibaglleorm, the positivity of the NPCR was
found both in blood and in urine even in subjedt whe pulmonary form of the disease.

The application of PCR in biological samples hasrbédeveloped and tested over
many years. However, the standardization of PCR dsgnostic tool to be implemented in
routine laboratories requires careful processingafples to avoid complications, such as
contamination an production of aspecific or falssifive/negative, that may interfere with the
test results (5). In the literature, only sputueolbl and cerebrospinal fluid (CSF) have been
shown to represent good substrates for PCR ana{$3s Although the low number of
patients analyzed and the use of multiple paramdtey indicated above) as gold standard it
can be observed that the sensitivity and spedifaitNPCR forM. tuberculosisdetection in

blood and urine samples, considered together, sti@vrend for better performance, when
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compared with the results obtained on blood oreufor samples analyzed separately (Table
1).

The NPCR in the blood successfully detected TB5M% (20/57) of patients with a
confirmed clinical diagnosis of tuberculosis, giyian accuracy of 71,5% (108/151). The
results disagreed with those of Khan et al. (149 Wdund a sensitivity of 14.5%, lower than
that of culture and smear with 62.5% and 35.5% aetpgely. However, the sensitivity of
PCR varies widely when compared to other studié®revresults can vary between 13% and
97.4% (22, 23, 27).

Regarding the use of NPCR in urine samples to aurokvledge little information is
available in the literature. In our study, we fouadsensitivity of 37.5% (18/48) and
specificity of 84.8% (88/93). The variation in sgngy of the test has been already shown in
several studies. Kafwabulula et al. (13) found 5&asitivity when evaluating patients with
pulmonary TB, but Sechi et al. (24) and Torresle{28) showed that the sensitivity of the
NPCR in TB patients with pulmonary TB ranged froB%2to 40%.

Kafwabulula et al. (13) reported that variationsensitivity in urine may be due to
different factors. Patients with pulmonary tubeosig usually do not present in circulation
mycobacterial DNA since it can be removed in laggantities.M. tuberculosisor their
fragments can be continuously excreted so, it iglgmt to collect urine in at least three
consecutive days or more samples over 24 hourspideess of decontamination performed
before extraction reduces NPCR inhibitors. The Dpt&sent in urine can be from dormant
mycobacteria existing in the kidneys, which becautve after the onset of the disease in the
lungs. However, false-negative results can occertduhe collection of a few samples from
each patient or the non-homogeneous distributianyafobacteria in the urine (30).

Rebollo et al. (19) showed that the percentageositpe PCR in urine samples is

more sensitive in HIV-positive patients than in ionmycompetent patients with tuberculosis,

92



since the mycobacterial burden is greater in tlees®s and more fragments of DNA are
available. However, the authors found sensitivatyér than our study (16%).

The variation in sensitivity is one of the obstadleat prevent the full deployment and
standardization of this technique in the laboratafrglinical analysis centers. This variation is
directly related to many factors such as differg@nbtocols employed, procedures for
decontamination of samples and variations in thed&bion of lysis buffer (19). PCR has been
used with different biological samplesas a meadiajnosing TB. However, the collection of
some of these specimens requires invasive andidaisoprocess (broncho-alveolar fluid,
gastric lavage, biopsy). The use of blood sampheswaine is a simple, convenient and not
invasive, avoiding the use of aggressive technig{@s It should be noted that other
biological specimens, especially in children, adoémts and paucibacillary forms of the
disease should be considered in the standardizati®CR-based systems as auxiliary tools
in confirming the clinical diagnosis.

The NPCR protocol presented in this study is sletator TB diagnosis in
underdeveloped countries because is simple, hatedintosts and needs few equipments

available in a basic molecular biology laboratory.
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