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Introducéo: Fatores genéticos podem desempenhar um
importante papel na susceptibilidade a tuberculose (TB)
ativa, e polimorfismos de base tnica (SNPs) em diferentes
genes que codificam para citocinas tém sido descritos e
associados com doencas.

Objetivos: Investigar o quanto polimorfismo na regido
promotora do gene que codifica para TNF-o. (-238 e -308)
estdo associados a ocorréncia de TB ativa.

Métodos: SNPs dentro do gene de TNF-o foram analisados
por PCR- RFLP em dois grupos de individuos: pacientes com
TB (n = 234) e pacientes com pneumopatias ndo TB (n = 113).

Resultados: Neste estudo, o alelo -238A esteve associado
significantemente com susceptibilidade a ocorréncia de TB
e gravidade das formas clinicas (p = 0,00002; OR = 0,15;
1C = 0,06-0,36). Por outro lado, o alelo -308A esteve
associado significantemente com a prote¢do a outras formas
de doenca pulmonar (p = 0,02; OR = 1,95; 1C = 1,07-3,58).

Conclusées: Estes resultados preliminares sugerem a
importancia de estudos genéticos na ocorréncia da TB.
Sdo necessarios outros estudos para melhorar a compreensao
sobre a patogénese do M. th.
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Descritores: Tuberculoese/genética. Polimorfismo de um
unico nucleotidio/genética. Fator de necrose tumoral/
genética. Alelos. Gendtipo. Pneumopatias.

Background: Host genetic factors may play a role
in the susceptibility to active tuberculosis (TB), and
several polymorphisms in different cytokine coding
genes have been described and associated with
diseases to date.

Objectives: To investigate whether polymorphisms within
the promoter region of the TNF-a. (-238/-308) coding genes
are associated to the occurrence of active TB.

Methods: SNPs within the TNF-o. gene were analyzed by
PCR-RFLP among two groups of individuals: patients with
TB (n = 234, and patients non TB (n = 113).

Results: In this study, the presence of the -238A allele
was associated with susceptibility to TB disease occurrence
and severity (p = 0,00002; OR = 0,15; 1C = 0,06-0,36.
On the contrary, the -308A allele was associated with
protection to the occurrence of another pulmonary
diseases.

Conclusions: These results suggest the importance of
genetics studies on TB occurrence. Further studies are needed
pursuing a better understanding of the human pathogenesis
of M. th.
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INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima
que mais de 1,7 bilhdes de pessoas estejam
infectadas com Mycobacterium tuberculosis (M.
th)". 0O risco de um individuo infectado (TB latente)
desenvolver a forma ativa da doenca durante sua
vida estd entre 5 e 10%. Nesses individuos, esse
risco de adoecimento depende da habilidade de
seu sistema imunoldgico em prevenir a
multiplicacdo do M. tb dormente®?,

A resposta imune contra o M. tb depende de
uma resposta mediada por células, cuja interacio
de linfécitos e mondcitos culminam com a
producio de mediadores pro e antinflamatdrios.
Dentre citocinas envolvidas, o fator de necrose de
tumoral alfa (TNF-o) tem sido bem caracterizado
como uma das moléculas mais importantes na
promocio da resposta inflamatdria. Smith et al.®
demonstraram que o TNF-a desempenha um
complexo papel local, nos pulmédes, em resposta a
infeccdo com M. tb, principalmente na formacéo
de granuloma. Além da sua contribuicdo para o
“clearance” bacteriano, ele também participa
ativamente na modulag¢do da inflamacdo pulmonar.
Ainibicdo da atividade de TNF-a nos pulmdes na
fase inicial da infeccdo leva a uma inflamacéo
persistente. E sugerido que variacdes na producio
de citocinas entre individuos possam estar
associados com diferentes polimorfismos genéticos
determinando desta forma, a resposta imune
durante a doenca. Diferentes formas alélicas de
varios genes de citocinas sdo conhecidas até o
momento, inclusive os polimorfismos de base unica
(SNPs) no promotor de TNF nas posicdes -2380),
e -308). Nestes polimorfismos ocorre uma
substituicdo GA, estas mutacbes parecem estar
relacionadas a diferencas na expressido génica e
secrecdo de proteina”®, embora um pouco
controversa®'®™, A presenca da SNP -308 esteve
associado com aumento da transcricdo do gene
TNF-0'>"%, Clinicamente, a presenca do alelo -308
A (TNF2) estda associada com susceptibilidade a
varias enfermidades, dentre as quais a malaria
cerebral a leishmaniose mucocutanea (MCL)(?,
a hanseniase!'9, entre outras, todas associadas com
altos niveis de TNF-a circulantes no sangue
periférico. Por outro lado, a presenca desta
mutacdo também esta associada a protecdo em
algumas doencas como formas graves de
hanseniase('”'®1?, A SNP na posi¢io -238 estd

Siglas e abreviaturas utilizadas neste trabalho:
DNA - Desoxyribonucleic acid)- Acido desoxiribonucleico
DPOC - Doenca Pulmonar Obstrutiva Crdnica
M. tb - Mycobacterium tuberculosis

MCL - (Mucocutaneous Leishamia) -
Mucocutanea

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PCTH - Programa de Controle da Tuberculose Hospitalar
SNPs - (Single Nucleotide Polymorphism) - Polimorfismos
de base unica

TB - Tuberculose

TNF - (Tumor Necrosis Factor) - Fator de Necrose Tumoral
PT+ - Prova Tuberculinica positiva

Leishmania

associada com diminuicdo da transcricdo do TNF-
o719, Em pacientes com artrite reumatdide!?,
dengue e HIV?Y, cincer®), a presenca do alelo
mutante -238A estd relacionada a protegdo, assim
como susceptibilidade a algumas doengas como a
hepatite B e C cronica®), a esclerose multipla
(EM)®? e psoriase em homens??.

0 presente estudo teve como objetivo verificar
se os polimorfismos na regido promotora do gene
que codifica para TNF-o (-238 e -308) estdo
associados com a ocorréncia de TB entre pacientes
atendidos em Unidades Hospitalares no Estado do
Rio de Janeiro. Adicionalmente, foi avaliada a
presenca ou ndo da associagcdo desses
polimorfismos com as diferentes formas clinicas e
a co-infeccdo com HIV.

Pacientes, Materiais e Métodos

Populacdo estudada. Foram incluidos no estudo,
205 pacientes portadores de TB admitidos no
Programa de Controle da Tuberculose Hospitalar
(PCTH) do complexo hospitalar da Universidade
Federal de Rio de Janeiro: Instituto de Doencas do
Torax e Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
- HUCFF e no Hospital Estadual Santa Maria. O
diagnostico foi estabelecido quando observada
cultura positiva para micobactéria com subseqiiente
confirmacdo da espécie como M. tuberculosis em
espécime clinico através de testes bioquimicos. A
média de idade foi de 48.5 + 7.3 (15-82 anos) e
incluia 136 homens e 69 mulheres. Foram incluidos
113 pacientes admitidos nas mesmas unidades
hospitalares apresentando outras pneumopatias nao
TB (pneumonia em 45 casos, neoplasia maligna em
5, e DPOC em 13, meningite em 15 casos, asma em
12 casos, fibrose pulmonar em 3 casos, sepse em 20
casos). A média pulmonar desse grupo, variou de
(18-81anos), incluindo 56 homens e 57 mulheres. O



projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa
do HUCFF-UFRJ e, apos esclarecimento, todos os
pacientes forneceram consentimento escrito,
responderam a um questiondrio padronizado que
continha informagdes sdcio-demograficas e historico
de enfermidades possivelmente associadas ou nédo a
ocorréncia de polimorfismos sob analise no presente
estudo. As amostras clinicas foram coletadas e
armazenadas em -20° C para uso posterior.

Extracdo de DNA: Foi utilizado um protocolo
baseado no kit comercial para extracdo de DNA
(DNAzol Invitrogen Life Technologies,
Gaithersburg, MD, USA), (Gibco), adaptado em
nosso laboratdrio, para utilizacdo em pequena
escala diretamente de sangue total (fresco ou
congelado). Em resumo, apos o descongelamento
das amostras 300 pL de sangue foi transferido para
um novo tubo ao qual foi adicionado 1 mL de
NaCl 0.9%. Apds centrifugacdo o sedimento
resultante foi ressuspenso em uma solucéo
hipotonica de TE (20 mM Tris-HCI; 10 mM EDTA)
a 4°C e, apds nova centrifugacdo o sedimento foi
lisado através adicdo de DNAzol para a liberacio
do DNA o qual foi precipitado, em seguida, com
etanol absoluto. Apos secagem a temperatura
ambiente, o mesmo foi redissolvido em 50 ?L de
solucdo alcalina (8 mM NaOH). Apos a
redissolucdo, a amostra de DNA foi analisada por
eletroforese em gel de agarose 1% e coloracdo
com brometo de etidio para verificacdo de
integridade e estimativa da concentracdo sendo
posteriormente estocada a -20°C.

Amplificacdo do DNA por PCR e genotipagem:
Em relagdo ao polimorfismo dentro do promotor
do gene de TNF-o, a genotipagem seguiu a
seguinte rotina: para a posicdo -308 apds a
amplificacdo da regido de interesse (fragmento de
107 pb) como descrito por Wilson et al.” foi
realizada uma digestdo com a enzima Ncol; para
a tipagem da mutacdo na posicdo -238, apds
amplificacdo de um fragmento de 165 pb foi feita
uma digestdo com a enzima BamHl. Em resumo,
aproximadamente 100 ng do DNA extraido foi
adicionado a reacdo de PCR em um volume final
de volume de 50 pl (-308), 40 pl (TNF -238)
consistindo de 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH
8.3, 1.5 mM MgCl2, 200 pM dNTP, 1.25 U AmpliTaq
Gold DNA Polymerase (Perkin-Elmer Cetus) e
oligonucleotidios especificos para cada mutacéo,
1 pM para -308, 12,5 pmol para TNF -238. Todas
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as misturas foram incubadas por 10 min a 95°C e
submetidas a amplificacdo, sendo trinta e oito
ciclos de 940C por 1 min., 570C por 1 min e 720C
por 1 min (TNF -308) ou 38 ciclos de 60°C por 30
seg, 72°C por 30 seg , 94°C por 30 seg e 72°C por
7 min (TNF -238).

Analise Estatistica: A significancia estatistica
entre as proporc¢des dos dados socio-demograficos
e as diferencas nas freqiiéncias genotipicas e alélica
foi verificada usando o teste qui-quadrado, quando
apropriado, ou teste de Fisher (Epi Info, versio 6,
Centers for Disease Control and Prevention.). A
magnitude das associacdes foi estimada como razdo
de chances (odds ratio, OR) com seus respectivos
intervalos de confianca. O nivel de significancia
estatistica adotado foi de 5%.

RESULTADOS
Distribuicio genotipica e al¢lica dos
polimorfismos -238G/A e -308G/A na
populacdo estudada

Pacientes portadores de TB: A identificacdo
de SNPs eventualmente presentes na posi¢do -238
do gene que codifica para o TNF-a foi avaliada
em 200 pacientes com TB, e na posi¢do -308 em
205 pacientes. Na andlise da mutacdo na posicdo
-238 e - 308 nao foi observada diferenca
significativa na freqiiéncia do alelo mutante ou de
nenhum dos gendtipos possiveis em relacdo ao
género ou a co-infeccdo pelo virus HIV (dados
ndo mostrados).

Na estratificacdo dos pacientes, de acordo com
a apresentacio clinica da doenca (pulmonar versus
extrapulmonar e disseminada), para a mutacéo na
posicdo -238, ficou demonstrado um aumento
significativo na freqiiéncia do genotipo selvagem
homozigoto GG no grupo de pacientes com as
formas pulmonares da TB em comparacdo com
formas extrapulmonar e disseminada [p = 0,003;
OR = 5,54; 1C = 2,01-15,00). Inversamente, a
freqiiéncia dos genotipos mutantes GA e AA foi
significativamente maior no grupo com as formas
extrapulmonar e disseminada comparada aos
portadores da forma pulmonar [p = 0,04; OR =
0,33;1C = 0,11-1,07) e [p = 0,001; OR = 0,05; 1C
= 0-0,44) respectivamente. Foi observado também
um aumento significativo na freqiiéncia do alelo -
238A no grupo de pacientes com formas mais
graves: (extrapulmonar/ disseminada) [p =
0,00002; OR = 0,15;1C = 0,06-0,36). Com relacio
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a mutagdo na posicdo -308 nenhuma diferenca
significativa das freqliéncias genotipicas e alélicas
foram observadas nas diferentes formas de
apresentacdo clinica da TB (dados ndo mostrados).

Pacientes com outras pneumopatias: A
variabilidade genética na posi¢do -238 e na posicao
-308 do gene que codifica para o TNF-a foi
avaliada respectivamente em 100 e 113 pacientes
com outras pneumopatias ndo TB. Apds a
estratificacdo por género, foi observado que apenas
trés individuos do género masculino foram
carreadores do alelo -238A com um genotipo
heterozigoto. O género feminino nado apresentou
carreadores do alelo mutante -238A. Com relagédo
a infeccdo pelo HIV, nenhum carreador do alelo -
238A foi encontrado entre os pacientes soros
negativos para o H1V, e entre os soropositivos para
HIV, somente trés pacientes (6,7%) carreavam o
alelo mutante, todos com o gendtipo GA. Entre os
113 individuos analisados para a mutacdo na
posicdo -308 do gene de TNF-a, nenhuma
diferenca significativa foi observada quando foram
analisadas variaveis como género e infeccdo pelo
H1V (dados ndo mostrados).

Distribuicdo dos polimorfismos -238 e -
308 G/A entre pacientes portadores de
TB e pacientes ndo TB

A distribuicdo das freqiiéncias genotipica e
alélica para os polimorfismos nas posicoes -238 e
-308 no grupo de pacientes com TB e pacientes

sem TB ¢ mostrada na Tabela 1. Foi observado um
aumento significativo na freqiiéncia do gendtipo
selvagem -238 GG no grupo de pacientes sem TB
em relacdo ao grupo de pacientes com TB.
Inversamente, a freqliéncia do genodtipo
heterozigoto GA foi significantemente maior no
grupo de pacientes com TB, e nenhum paciente
sem TB apresentou o gendtipo mutante
homozigoto AA. A andlise da freqiiéncia alélica,
mostrou que a freqiiéncia do alelo -238A esteve
significativamente aumentada entre os pacientes
com TB quando comparados com os pacientes sem
TB (p < 0,01).

A comparacdo da distribuicdo genotipica da
SNP na posi¢do -308A entre estes grupos mostrou
que a freqliéncia do genotipo homozigoto mutante
(AA) [p = 0,04; OR = 2,48; 1C = 0,93-0,97) bem
como a freqliéncia alélica de -308A [p = 0,02; OR
= 1,94; 1C = 1,07-3,58) foi significativamente
maior no grupo de pacientes com TB.

DISCUSSAO

A contribuicdo do “background” genético na
resisténcia e susceptibilidade a infeccdo inicial e
progressdo do estado latente para a TB ativa tem
sido elegantemente demonstrada em varios modelos
animais®>?%2? Em humanos, varios estudos tém
indicado um componente genético na
susceptibilidade do hospedeiro e resisténcia a
ocorréncia de TB infeccdo e TB ativa®). A
concordancia entre gémeos monozigdticos na

TABELA 1
Distribuicdo genotipica das SNPs nas posicoes -238 e -308 na regido
promotora do gene de TNF-a entre pacientes TB e ndo TB

Paciente TB Paciente NTB
-238 n=200 n=100 p=value OR 1C
GG 173 (86:5%) 97 (7% 0,004 0,20 0,05-0,71
GA 20 (10%) 03 6w 0,031 3,59 0,98-15
AA 07 B> 0
f(A) 0,085 0,015 0,0007 6,10 1,77-25
-308 n=205 n=113
GG 174 (848%) 102 (903%) 0,17 0,61 0,27-1,32
GA 06 290 0544% 0,34 0,65 0,93
AA 25 (12.1%) 06 3% 0,04 2,48 0,93
f(A) 0,13 0,084 0,02 1,94 1,07-3,58

n = Namero de individuos analisados; p= value Valor de P; OR razdo de odds; IC Intervalo de confianca; GG gendtipo homozigoto
selvagem; GA genodtipo heterozigoto; AA gendtipo homozigoto mutante: f = freqtiéncia; NTB pacientes com pneumopatias ndo TB.



ocorréncia de TB ativa ¢ em torno de 65 a 85% e
para dizigoticos entre 20 a 35%. Em um estudo
inovador, realizado por Willian Stead, num inquérito
tuberculinico, foi demonstrado que afro-
americanos eram mais infectados pelo M. tb do
que caucasianos em uma clinica de repouso no
Arkansas®. Em outros estudos foi demonstrado
que pacientes carreando mutacdes nos receptores
de TFN-y e 1L-12 apresentaram infeccdo por BCG
e micobactérias atipicas nas formas clinicas de
maior gravidade®®*Y. Mais recentemente, foram
realizados estudos de associacdo com diferentes
genes importantes na patogénese da TB, incluindo
NRAMP1, VDR, IL-10, IL-1 e IFN-y 33432 Quatro
polimorfismos, delegcdes e /ou mutacdes pontuais
no gene que codifica para NRAMP1, ja foram
associados com susceptibilidade a ocorréncia de
TB na Gambia e em outras populacdes do Japéo,
da Korea e da Guiné®>*», SNPs do cluster génico
de 1L-1 e no receptor de vitamina D (VDR) também
foram associados com susceptibilidade a TB em
pacientes oriundos da india®**9, Recentemente, em
um estudo caso controle na india, Selvaraj et al.®”
ndo encontraram associagdo entre os as SNPs nas
posi¢des -238 e -308 do gene que codifica o TNF-
o com desenvolvimento de TB pulmonar. Contudo
neste estudo, os autores ndo comparam a
freqiiéncia destes polimorfismos com diferentes
formas clinicas da TB. No presente trabalho, foi
realizada a analise da possivel associacdo dos
polimorfismos em questido com gravidade as
diferentes formas da TB. Adicionalmente, avaliamos
também, a presenca ou ndo da associacdo destes
polimorfismos diversas caracteristicas clinicas e
demograficas, tais como a gravidade da forma
clinica, género, co-infeccdo com HIV.

Polimorfismos na regido promotora de
TNF-o e sua associacdo com TB:
gravidade e infeccdo

No presente estudo, apenas 8% dos pacientes
sem TB eram carreadores do alelo -238A, enquanto
15% dos pacientes TB apresentavam esta mutacdo
(p < 0,01). Estes resultados corroboram as
informacdes relatadas na literatura, quando da
comparacao entre pacientes com TB e contatos
com provavel TB infeccdo (PT+), pois a presenca
deste alelo (-238A) pode ser considerada um
marcador de susceptibilidade 3 TB“?, E inédita na
literatura a associacdo entre a ocorréncia do alelo
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-238A com as formas disseminada/extrapulmonar
da TB observada neste estudo. Outros estudos que
avaliem tal associacdo e viruléncia do Mtb poderdo
confirmar ou nio, a sua utilidade como marcador
de gravidade clinica, principalmente nos grupos
de individuos recentemente infectados que estardo
sob risco de adoecimento de formas de TB de
elevada morbi/letalidade.

Uma das principais limitaces em nossa série
foi a ndo realizacdo da prova tuberculinica entre
os pacientes com enfermidade pulmonar e sem TB.
Desta maneira, nido foi possivel analisar nesses
individuos a associacdo dos alelos mutantes no
grupo de infectados ou ndo pelo M. tb.

Entretanto, quando foi avaliada a distribuicao
da mutacdo na posicdo -308, associada com
aumento da transcri¢do do gene, e portanto, maior
protecdo na ocorréncia de uma determinada
enfermidade, observamos um aumento significativo
na freqiiéncia desse alelo e do gendtipo AA em
pacientes com TB em comparacdo aos pacientes
ndo TB. Uma possivel explicagdo para este
resultado conflitante é de que este grupo de
pacientes sem TB foi constituido de algumas
enfermidades associadas com a elevada producéo
de TNF-a, caracteristica de carreadores de tais
alelos. Desta forma este grupo ndo pode ser
considerado como grupo controle “clean”.
Sabemos também que o gene de TNF-o é regulado
em varios niveis: transcricional e pds-
transcricional®®. Portanto, outra possibilidade seria
que, entre os pacientes com TB carreadores do
alelo -308, ou seja funcionalmente mais habeis
em produzir TNF-q,, carreassem também mutacdes
em outros genes regulatorios da imunidade a TB,
tais como no gene de 1IFN-y ou mesmo ainda no
proprio receptor do TNF e desta maneira apesar
de possuir uma mutagdo que lhe garanta uma
maior producdo de TNF-a, a auséncia ou disfuncéo
do seu receptor ndo permite que esta citocina
exerca seu papel inflamatério e desta forma
favoreca o desenvolvimento da TB.

A resposta imune, protetora ou ndo, ao
desenvolvimento ou mesmo gravidade da TB, esta
ligada a uma rede de citocinas que sdo produzidas
durante o curso da infeccdo. Desta forma,
reconhecer os mecanismos moleculares que
antecedem a producdo destas citocinas e de outros
mediadores inflamatdrios representa um poderoso
campo a ser explorado para investimentos em
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pesquisa de novas vacinas e tratamento
medicamentoso.
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