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RESUMO

Introdugdo: O estabelecimento de determinantes genéticos associados ao
desenvolvimento da TB é um desafio, considerando as frequéncias divergentes entre as
diferentes populagdes. O objetivo deste estudo foi avaliar, em um estudo caso-controle, a
associacéo entre o polimorfismo MIF -794 CATT5-8 e a susceptibilidade a TB pulmonar
em uma populacdo do sul do Brasil.

Métodos: Estudo caso-controle. Foram incluidos pacientes com idade> 18 anos com
diagnostico de TB pulmonar. O grupo controle foi composto por doadores de sangue,
contactantes domiciliares, ndo aparentados, saudaveis e com idade> 18 anos. Foram
genotipadas as variagbes do MIF -794 CATT5-8 usando sequenciamento de PCR e
eletroforese capilar.

Resultados: 126 pacientes e 119 controles foram incluidos. O gendtipo 5/5 foi mais
frequente entre os casos (15,1%) do que nos controles (5,9%) (p = 0,019). Os casos
apresentaram maior frequéncia do alelo 5 (29,4%) em relacéo aos controles (19,3%) (p =
0,010). Comparando os pacientes com gendtipos 7 / X + 8 / X com aqueles com outros
genotipos, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p = 0,821). Ndo houve
diferenga estatisticamente significativa comparando os pacientes com alelos 7 e 8 com
aqueles com alelos 5 e 6 (p = 0,608).

Conclusdes: No presente estudo, encontramos que o genétipo 5/5 e o alelo 5 de MIF -794
CATTS5-8 foram mais frequentes em pacientes com TB do que em controles. Mais estudos,
incluindo a quantificagdo dos niveis de MIF, sdo necessarios para melhor avaliar a
associagdo entre o polimorfismo MIF -794 CATT5-8 e a susceptibilidade a TB pulmonar.
Palavras-chave: tuberculose; fator inibidor da migragdo de macrofagos; polimorfismo;

Polimorfismo de nucleotideo Unico; suscetibilidade.
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ABSTRACT

Introduction: The establishment of candidate genetic determinants associated with TB
development is a challenge, considering the divergent frequencies among different
populations. The objective of this study was to evaluate, in a case-control study, the
association between MIF -794 CATTsg polymorphism and susceptibility to pulmonary
TB in a population of southern Brazil.

Methods: Case-control study. Patients > 18 years old, diagnosed with pulmonary TB
were included. The control group consisted of blood donors and household contacts, not
relatives, healthy and > 18 years old. MIF -794 CATTs.sg were genotyped using
sequencing of PCR and capillary electrophoresis.

Results: 126 patients and 119 controls were included. The genotype 5/5 was more
frequent among cases (15.1%) than in controls (5.9%) (p=0.019). Cases had more
frequently the allele 5 (29.4%) as compared with controls (19.3%) (p=0.010). Comparing
patients with 7/X + 8/X genotypes with those with other genotypes, there was no
statistically significant difference (p = 0.821). There was no statistically significant
difference comparing the patients with alleles 7 and 8 with those with alleles 5 and 6 (p
=0.608).

Conclusions: In the present study, we found that the genotype 5/5 and the allele 5 of MIF
-794 CATTs.g were more frequent among TB patients than in controls. Further studies,
including MIF levels quantification are necessary to better evaluate the association

between MIF -794 CAT Ts.g polymorphism and susceptibility to pulmonary TB.

Keywords: tuberculosis; macrophage migration inhibitory factor; polymorphism; single

nucleotide polymorphism; susceptibility.
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INTRODUCAO

Estudos em relagdo a historia natural da tuberculose (TB) revelaram que apenas cerca
de 10% dos individuos infectados desenvolvem a doenga clinica. A susceptibilidade
genética, juntamente com fatores de viruléncia bacteriana e fatores ambientais
desempenham um papel importante na determinacdo da apresentacdo clinica da TB (1).
Muitos estudos indicam que os fatores genéticos tém grande influéncia na suscetibilidade
e resisténcia a TB (2-5).

Nos ultimos anos, muitos genes de susceptibilidade a TB foram detectados (6-13). O
fator inibidor da migracdo de macrofagos (MIF) € uma citocina pro-inflamatoria que foi
reconhecida por estar associada a patogénese de doencas infecciosas. Dados recentes
indicam que polimorfismos funcionais no gene MIF podem influenciar o inicio e / ou
progressao da TB. Um desses polimorfismos € uma sequéncia de repeticdo de
microssatélites funcional -794 CATT5-8 (rs5844572), onde expressdes de MIF maiores
ocorrem conforme numero de repeticdes (14). Alguns estudos avaliaram esse
polimorfismo, com resultados controversos até o0 momento (15-20).

O estabelecimento de determinantes genéticos associados ao desenvolvimento da TB
é um desafio, considerando as frequéncias divergentes com as quais alguns polimorfismos
ocorrem entre as diferentes populagdes (21). Com base nesse conhecimento, estudos
sobre a relacdo entre os polimorfismos genéticos no locus MIF e a suscetibilidade a TB
em varias populacfes e grupos étnicos sao relevantes. Portanto, o objetivo deste estudo
foi avaliar, em um estudo caso-controle, a associacao entre o polimorfismo MIF -794

CATT5-8 e a susceptibilidade a TB pulmonar em uma populacéo do sul do Brasil.
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REVISAO DA LITERATURA

Tuberculose

Definigéo

A TB é a doenca causa pelos membros do complexo Mycobacterium tuberculosis,
incluindo M. tuberculosis, M. bovis, M. caprae, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii
e M. canettii. A transmissdo ocorre através de nlcleos de goticulas geradas pela tosse de
pacientes que apresentam a forma ativa da doenca (22).

A doenca acomete predominantemente o pulmé&o, podendo se apresentar também
nas formas extra pulmonar, mais comumente em linfonodos, pleura, 0ssos, articulagdes e
sistema nervoso central (23).

O curso natural da TB apresenta progressdes distintas conforme o hospedeiro,
sendo a forma ativa da doencga presente em apenas 5 a 10% dos infectados. Apds
exposicdo inicial o M. tuberculosis pode ser eliminado pela resposte imune, persistir
como infeccdo latente ou mesmo progredir para forma primaria da doenca. Apos
estabelecida a infecgéo latente da TB, a doenca pode persistir nesta forma em uma parcela
de infectados e evoluir lentamente para formas subclinicas ou mesmo sintomatica,
denominada forma secundéria da doenga (24).

A forma primaria da doenca acomete principalmente criancas e
imunocomprometidos, ocorrendo em um periodo de tempo curto apés infecgdo. A maior
parte dos pacientes ap6s infeccdo inicial desenvolve a forma latente, podendo evoluir para

TB secundéaria em aproximadamente 5% dos infectados (25).



15

Epidemiologia

A TB esté entre as dez principais causas de 6bito ao redor do mundo e em segundo
lugar entre as causas de Obito por doenca infecciosa, estando atrés apenas da infeccao
pelo HIV (26)

A organizacdo mundial de satide (OMS) estima que 1,8 bilhdes de pessoas estdo
infectadas com TB, aproximadamente 25% da populacdo mundial. Apesar da reducédo da
incidéncia ao redor do mundo nas ultimas décadas, a TB permanece como uma doenca
de interesse da OMS para o controle da sua disseminacdo (27).

A doenga predomina em paises emergentes, com oito paises representando dois
tercos do nimero de casos de TB: India (26%), Indonésia (8.5%), China (8.4%), as
Filipinas (6.0%), Paquistdo (5.7%), Nigeria (4.4%), Bangladesh (3.6%) e Africa do sul
(3.6%). O Brasil se encontra na lista dos 30 paises de importancia da OMS para controle
da TB, juntos correspondem a 85-89% dos casos de TB. Apenas 1% dos casos ocorre em
paises desenvolvidos da América do Norte e Europa (26).

No ano de 2019 foi estimado um valor de 10 milhdes de casos novos de TB ao
redor do globo, com aproximadamente 1,2 milhGes de 6bitos em pacientes sem HIV e
208 mil mortes em pacientes HIV positivo (26).

A doenga acomete mais homens acima dos 15 anos de idade, representando 56%
dos infectados, seguidos de mulheres (32%) e criangas < 15 anos (12%).
Aproximadamente 8,2% dos infectados séo pessoas convivendo com HIV (26).

O Brasil registrou 66819 de casos novos de TB em 2020, com um coeficiente de
incidéncia de 31,6 casos/ 100mil habitantes. No ano de 2019 houveram 4,5mil ébitos pela

doenca, com coeficiente de mortalidade de 2,2 6bitos / 100mil habitantes (28).
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A taxa de sucesso de cura com tratamento é de 83% ao redor do mundo, com
reducdo gradual da taxa de mortalidade desde 1990 (29). No ano de 2019 a taxa de cura

no Brasil foi de 70,1% conforme boletim epidemiolégico do Ministério da Saude (28).

Patogénese

O risco de infeccdo e evolucdo da doenga depende da interagcdo de fatores
intrinsecos do hospedeiro, como genética, condi¢fes de saude, estado nutricional, fatores
ambientais e fatores genéticos da micobactéria (diferenca de viruléncia entre cepas) (30).

Evidéncias crescentes apontam que variacGes genéticas e fenotipicas da bactéria
pode influenciar a progressdo da TB. Tais variagfes influenciam na interagdo com a
resposta imune do hospedeiro e consequentemente a patogénese da infeccdo (24).

Oito espécies de micobacterias compde o chamado complexo Mycobacterim
tuberculosis, que séo capazes de causar infeccdo em humanos, séo elas M. tuberculosis,
M. bovis, M. caprae, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii e M. canettii (22).

Uma caracteristica das M. tuberculosis é a presenca de uma parece celular
contendo &cidos micolicos, sendo este um importante fator de viruléncia, auxiliando a
micobacteria a evadir da resposta imune inata do hospedeiro (31).

Fatores genéticos do hospedeiro, condicdo nutricional e estado
imunolégico influenciam diretamente na apresentacdo clinica e evolugdo da doenca.
Como exemplo de fatores de risco para progresséo para TB ativa podemos citar infecgcdo
por HIV, terapias imunossupressoras, transplantes, silicose e uso cronico de corticoide
(32). Determinantes genéticos sdo pobremente entendidos e seguem como area de
interesse para novas pesquisas (33). Alguns estudos, especialmente aqueles em gémeos
monozigdticos e dizigoticos, indicam que fatores genéticos desempenham um papel

fundamental na determinacdo da suscetibilidade e resisténcia a manifestacdo de TB ap0s
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a infeccdo inicial (34- 37). As interagdes imunes entre o hospedeiro e a estrutura
molecular do M. tuberculosis sdo multifatoriais. Varios dos genes envolvidos nestes
processos tém sido identificados, nomeadamente o HLA-DR e HLA-DQB1, que
determinam quais antigenos micobacterianos sdo apresentados a células T auxiliares (38-
39).

A transmissdo se d& predominantemente por goticulas geradas pela tosse de
pacientes infectados. A presenca de cavitagdes pulmonares e achado de BAAR no escarro
sdo fatores de risco para o aumento transmissibilidade. As goticulas ao evaporar reduzem
de tamanho gerando ndcleos de goticulas de aproximadamente 5y, tornando estas
particulas passiveis de permanecer dispersas no ar e permitindo o deslocamento por
distancias significavas (40). Os bacilos dispersos sdo extremamente sensiveis a luz
ultravioleta (41). Tais fatos justificam o importante fator de propagacdo da TB em
ambientes confinados e com baixa luminosidade.

A partir da exposicdo os bacilos atingem as vias aéreas distais e invadem
macrdfagos alveolares, evadindo os mecanismos do sistema imune e replicando sem
limitacGes, espalhando para linfonodos regionais. Como resposta inicial células
dendriticas sdo ativadas produzindo citocinas, para recrutamento de células T, com
estimulo a producdo de como TNF-a e IFN-y, iniciando assim a cascata de resposta imune
adaptativa (30).

A forma priméria da doenca pode ocorrer em até 5% dos individuos
imunocompetentes, decorrente da inabilidade do sistema imune em conter a infeccdo,
usualmente dentro de 18 meses da exposicdo. A doenca primaria pode ocorrer no local de
entrada no pulmao, linfonodos regionais e mais raramente com acometimento extra-

pulmonar secundério a disseminagéo hematogénica oculta (42).
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Em pacientes que conseguem conter a infeccdo inicial, a TB permanece no
organismo de forma latente, podendo em 5 a 10% dos casos evoluir para infeccdo
secundaria. A apresentacdo da forma secundaria é varidvel, a depender da resposta imune
do hospedeiro. O acometimento das regifes apicais e posteriores dos pulmdes, com
formacédo de granulomas e eventual escavacao, é a apresentacdo mais comumente vista

nesta forma (43).

Manifestacdes clinicas

A expressao clinica mais frequente da TB esta relacionada a doenga pulmonar,
presente em 80% dos casos. Em aproximadamente 30% dos casos a TB envolve sitios
extra pulmonares, podendo ocorrer de forma concomitante com a forma pulmonar.
Virtualmente todos os 6rgaos podem ser afetados, sendo mais frequente o acometimento
linfonodal e espaco pleural (40).

Classicamente a TB se apresenta com sintomas insidiosos presentes por semanas,
com tosse seca ou produtiva, sudorese noturna e febre vespertina. Com a progressao da
doenga podem ocorrer emagrecimento, dispneia e hemoptise. Alguns pacientes podem
permanecer assintomaticos mesmo com a demonstracdo de doenca ativa através de
achados imagéticos e cultura para micobactéria positiva (43).

Alguns achados radiolégicos estdo associados a atividade da doenga, como
opacidades nodulares localizadas nas regides apico-posteriores dos lobos superiores ou
segmento superior dos lobos inferiores, cavitacdes pulmonares e disseminagédo
endobrénquica — ou achado em arvore em brotamento. A radiografia de torax apresenta
limitacdo por apresentar sensibilidade inferior a tomografia computadorizada (TC) de
torax, sendo assim no caso de exame normal e suspeita clinica forte, & imperativo a

realizacdo de TC de térax. Achados atipicos podem estar presentes nos exames de
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imagem em populagOes especiais, como criangas, idosos e imunocomprometidos. A
presenca de zonas de infiltrados sem cavitagOes, derrame pleural unilateral e adenopatia
mediastinal ou hilar sdo alguns achados atipicos mais frequentes (42).

A TB miliar € uma forma rara e grave de TB, apresenta-se na radiografia de térax
como inumeraveis nodulos de distribuicdo randémica, espalhadas pelos campos

pulmonares, decorrentes da disseminacdo hematogénica da micobactéria (42).

Diagndstico

O diagndstico da TB é firmado através da associacdo de historia clinica, fatores
de risco conhecidos do paciente (ex. diagnostico prévio de HIV), fatores ambientais (ex.
paciente reclusos), achados dos exames de imagem e exames laboratoriais (exame de
escaro para pesquisa de BAAR, deteccdo com TRM-TB e cultural para micobactéria)
(45).

Em paciente com clinica sugestiva de TB e achado positivo em TRM-TB ou
BAAR em exame de escarro permite fechar o diagnostico e autorizam o inicio do
tratamento. O diagndstico definitivo é obtido através da cultura de micobactéria (42).

A coleta do escarro deve ser realizada preferencialmente no primeiro periodo da
manhd, logo ao acordar, antes da escovacao dos dentes. O nimero minimo de amostras a
serem examinadas € de trés amostras satisfatdrias, contendo 5 a 10 ml. Uma amostra
satisfatoria permite detec¢do do bacilo em aproximadamente 60 a 80% dos casos de TB
pulmonar em adultos. Caso o paciente ndo consiga expectorar espontaneamente, deve-se
realizar coleta de escarro induzido (coletado apos nebulizagdo com salina hipertdnica) ou
lavado broncoalveolar (LBA). O escarro induzido apresenta sensibilidade maior quando
comparado ao LBA (87% Vs 73%), sendo um exame néo invasivo, bem tolerado pelos

pacientes e de menor custo (46- 48).
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O método mais utilizado nos laboratorios brasileiros para identificacdo de BAAR
é a técnica de coloracgdo por Ziehl-Neelsen, com utilizacdo de microscopia de luz. Outra
possibilidade ¢é a utilizacdo de coloragdo com fluorocromo, utilizando-se microscopia
fluorescente, com aumento da sensibilidade do exame em 10%. A baciloscopia permite
quantificacdo da carga bacteriana, com utilidade também no acompanhamento do
tratamento do paciente (49 — 50).

O TRM-TB (GeneXpert) € um teste de reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real para deteccdo de DNA dos bacilos do complexo M. tuberculosis e triagem de cepas
resistentes a rifampicina, com sensibilidade de 90% em amostra de escarros de adultos,
sendo superior a baciloscopia. O método deve ser realizado sempre que disponivel. Pode
ser utilizado para o diagnostico em sitios extrapulmonares em amostras de liquor, liquido
pleural, ganglios linfaticos e outros tecidos (42).

A cultura de micobactéria pode ser realizada pela semeadura da amostra em meios
de cultura solidos e liquidos. Os meios sélidos apresentam a vantagem de terem custo
menor para realizacdo, porém com a desvantagem de apresentar tempo maior para
deteccdo do crescimento bacteriano, podendo variar de duas a oito semanas. Os meios
liguidos dependem de meios automatizados, apresentando positivacdo entre 5 a 12 dias.
A cultura para micobacteria € um método com elevada sensibilidade e especificidade para
0 diagndstico de TB, aumentando em até 30% o diagnostico de TB nos casos de
baciloscopia negativa. E recomentado que a cultura para micobactéria seja realizada em
todos os casos supeitos de TB independente do resultado da baciloscopiae TRM-TB (42).

A prova tuberculinica é utilizada em populagdes especiais (ex. paciente
oncologicos, pré-transplantados, portadores de HIV, profissionais da saude e pessoas
vivendo em instituicdes de longa permanéncia) para o diagnostico de TB latente, é

realizada através da inoculagdo intradérmica de um derivado protéico purificado do M.
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tuberculosis para medir a resposta imune celular a esses antigenos. A leitura é feita 48 a
72 horas ap0s a aplicacdo, sendo considerado o diametro da &rea endurada formada pela
reacdo no local da injecdo. Outra possibilidade para o diagnostico de ILTB € a utilizagdo
do IGRA (interferon-Gamma Release assays), este método utiliza os niveis de interferon-
gama para identificar pacientes previamente expostos a TB, baseado na premissa de que
células anteriormente sensibilizadas produzem niveis elevados de interferon-gama. Os
testes disponiveis sdo 0 QuantiFERON®-TB Gold e T-SPOT® TB, com a vantagem em
relacdo ao teste tuberculinico de ndo sofrerem influéncia da vacinagdo prévia e infeccbes
prévias por micobactérias ndo TB, tornando 0 exame mais especifico para o diagnostico

de TB (42).

Tratamento

A TB é uma doenca com indices de cura elevados desde que respeitados os
protocolos de tratamento, sendo um dos grandes determinantes do sucesso terapéutico a
adesdo ao tratamento. Os farmacos de escolha para o tratamento da TB sdo isoniazida (H)
e rifampicina (R) por 6 meses, em associacdo com pirazinamida (Z) e etambutol (E) nos
primeiros dois meses de tratamento. Uma excecdo em relacdo ao tempo do tratamento €
0 manejo de TB meningoencefalica e osteomuscular, em que RHZE deve ser usado por 2
meses na fase intensiva, com continuidade do tratamento com RH por mais 10 meses na
fase de manutencéo (42).

Atualmente no Brasil todo tratamento é fornecido pelo Sistema Unico de Salde

(SUS), de forma gratuita e amplamente disponivel pelo Programa Nacional Contra a TB.

Fatores genéticos e suscetibilidade a TB
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A importancia dos fatores genéticos do hospedeiro envolvidos na resisténcia a
infeccdo e suscetibilidade a evolucdo para doenga ativa é conhecida. Estudos primarios
mostraram maior associacdo de TB em gémeos monozigo6ticos em relacdo a gémeos
dizigdticos, com as mesmas circunstancias ambientais e sociais (51 — 52). Um estudo
realizado nos Estados Unidos mostrou maior suscetibilidade para infeccdo por TB em
afro-americanos em relacdo a desentendes europeus (53). Estes estudos reforcam a

associacdo entre fatores genéticos e TB.

O desafio atual encontra-se na identificacdo das variantes genética associadas ao
desenvolvimento de TB. Poucos estudos focaram na identificacdo de genes candidatos
associados ao controle da TB ap06s a infeccdo, os principais estudos focaram em genes
relacionados a resposta imune, como exemplo os genes codificadores DC-SIGN, TLR1,
TLR2, receptor de vitamina D, TNF, Interleucina 1p, interferon y e algumas variantes da
HLA de classe Il, porém com baixa concordancia entre os estudos. Alguns estudos de
associacdo do genoma completo (GWAS) foram realizados em diferentes continentes,
com destaque a identificacdo variantes no locus 11p13, identificado na Africa do Sul,
Russia e Indonésia, variantes do HLA de classe Il identificada em estudos da Islandia,
Russia e Croacia, e variante no locus 5933 em estudos realizados na Uganda e Tanzania

(54 — 55).

Fator inibidor da migracdo de macrofagos (MIF) e associagdo com Tuberculose

O fator inibidor da migracdo de macrdfagos (MIF) foi descrito pela primeira vez
como um fator soltvel que é liberado por linfocitos T ativados em 1966. O MIF é uma
citocina pré-inflamatoria que desempenha um papel central em diversas respostas

inflamatorias agudas e crénicas através do recrutamento de leucdcitos, promogédo da
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expressdo de metaloproteinases e liberagdo de 6xido nitrico, prostaglandina E2 e citocinas
como TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, and IFN-y. (56-60).

Evidéncias experimentais ttm demonstrado que o MIF desempenha um papel
fundamental em doencas autoimunes e infecciosas incluindo choque séptico, diabete,
colite, artrite reumatoide e glomerulonefrite (61-64).

O MIF é codificado por um gene localizado no cromossomo 22q11-2, é composto
por trés exons curtos de 107, 172 e 66 pares de bases e dois introns de 188 e 94 pares de
bases. Até o presente momento existem 5 polimorfismos no gene MIF identificados: -
173G/C (rs755622), +254 (rs2096525), +656 (rs2070766), 3.8 kb 3’ do coédon de
terminacdo da traducdo e repeticdo de microssatélite -794 CATT5-8. Destes apenas dois
sdo polimorfismos funcionais o polimorfismo de nucleotideo Gnico -173G/C e a repeticao
de de tetranucleotideo -794 CATT5-8 (em que a expressdo de MIF aumenta conforme o

numeros de repeticdes) (65-68).

O MIF tem influéncia importante na defesa contra a TB, sendo expressa por
células epiteliais dos brénquios e macrofagos alveolares. Parece mediar a balanca entre
resposta Thl e Th2. Altos niveis de MIF foram detectados no soro de pacientes com TB,
e foi proposto que os polimorfismos do gene MIF podem influenciar o risco de

desenvolver TB (69).

O estudo de Li Y et al investigou a associacdo entre os polimorfismos do MIF e a
ocorréncia de TB na populacéo chinesa. Os resultados indicaram que o SNP MIF-173
(CC GC +) e 0 microssatélite -794CATT (7/X + 8/X) estdo associados com um aumento
do risco de tuberculose (70). Outro estudo realizado numa populagdo colombiana,
mostrou que o alelo MIF-173C foi associado com TB, mas nenhum alelo no
microssatélite MIF-794CATT foi associado com risco de TB (71). Khalid Sadki et al

encontraram um aumento estatisticamente significativo da frequéncia do gendtipo
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homozigoto MIF-173CC e do alelo MIF-173*C em pacientes com TB em comparacao
com controles saudaveis na populacdo marroquina (72). Das et al mostraram que alelos
de MIF de baixa expressdo (CATT5) conferem um risco aumentado de TB (73). Em uma
coorte de Uganda, os baixos expressores genéticos de MIF (CATTS5) foram 2,4 vezes
mais frequentemente identificados entre os pacientes com bacteremia por Mycobacterium

tuberculosis do que aqueles sem (73).



25

JUSTIFICATIVA

Os polimorfismos de genes exercem papel importante na infecgéo por tuberculose,
sendo as diferentes frequéncias com as quais alguns polimorfismos ocorrem em
populacdes de diferentes etnias, bem como a heterogeneidade de fenotipagem clinica em
coortes um desafio em encontrar genes canditados para susceptibilidade a TB. Uma vez
que o MIF parece desempenhar um papel central na mediacdo de uma grande variedade
de respostas imunes contra patégenos invasores, polimorfismos no gene MIF podem estar
associados com o aparecimento e/ou a progressao da TB. Portanto, os estudos sobre a

relacdo entre a susceptibilidade a TB e polimorfismos do MIF sdo de grande valia



26

OBJETIVOS

Objetivo geral
Avaliar num estudo de caso-controle a associacdo entre polimorfismos MIF e a

suscetibilidade & TB pulmonar numa populagéo da regido Sul do Brasil.

Objetivos especificos

Padronizagéo e execucdo do PCR em tempo real para quantificar a expresséo do
mRNA do polimorfismo genético de interesse do projeto.

Avaliar a frequéncia do polimorfismo MIF -794 (CATTs.g) em uma amostra de

pacientes com TB pulmonar e uma amostra de controles saudaveis.
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ABSTRACT

Introduction: The establishment of candidate genetic determinants associated with TB
development is a challenge, considering the divergent frequencies among different
populations. The objective of this study was to evaluate, in a case-control study, the
association between MIF -794 CATTsg polymorphism and susceptibility to pulmonary
TB in a population of southern Brazil.

Methods: Case-control study. Patients > 18 years old, diagnosed with pulmonary TB
were included. The control group consisted of blood donors and household contacts, not
relatives, healthy and > 18 years old. MIF -794 CATTs.sg were genotyped using
sequencing of PCR and capillary electrophoresis.

Results: 126 patients and 119 controls were included. The genotype 5/5 was more
frequent among cases (15.1%) than in controls (5.9%) (p=0.019). Cases had more
frequently the allele 5 (29.4%) as compared with controls (19.3%) (p=0.010). Comparing
patients with 7/X + 8/X genotypes with those with other genotypes, there was no
statistically significant difference (p = 0.821). There was no statistically significant
difference comparing the patients with alleles 7 and 8 with those with alleles 5 and 6 (p
=0.608).

Conclusions: In the present study, we found that the genotype 5/5 and the allele 5 of MIF
-794 CATTs.g were more frequent among TB patients than in controls. Further studies,
including MIF levels quantification are necessary to better evaluate the association

between MIF -794 CAT Ts.g polymorphism and susceptibility to pulmonary TB.

Keywords: tuberculosis; macrophage migration inhibitory factor; polymorphism; single

nucleotide polymorphism; susceptibility.
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INTRODUCTION

Natural history studies of tuberculosis (TB) have revealed that only about 10% of
the infected individuals develop the clinical disease. Genetic susceptibility, together with
bacterial virulence factors and environmental factors play an important role in
determining the clinical presentation of TB (1). Many studies indicate that genetic factors
have a major influence on the susceptibility and resistance to TB (2-5).

In recent years, many TB susceptibility genes have been detected (6-13).
Macrophage migration inhibitory factor (MIF) is a pro-inflammatory cytokine that have
been recognized to be associated with the pathogenesis of infectious diseases. Recent data
indicate that functional polymorphisms in the MIF gene may influence the onset and/or
progression of TB. One of those polymorphisms is a functional microsatellite repeat
sequence -794 CATTs_g(rs5844572), where higher MIF expression occurs with increased
repeat numbers (14). A few studies had evaluated this polymorphism, with controversial
results (15-20).

The establishment of candidate genetic determinants associated with TB
development is a challenge, considering the divergent frequencies among different
populations (21). Based on this knowledge, studies on the relationship between the
genetic polymorphisms in the MIF locus and the susceptibility to TB in various
populations and ethnic groups are relevant. Therefore, the objective of this study was to
evaluate, in a case-control study, the association between MIF -794 CATTszs

polymorphism and susceptibility to pulmonary TB in a population of southern Brazil.
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MATERIALS AND METHODS

Study Design and Location

This study was a case-control study done on 126 patients and 119 controls and
conducted in two hospitals in a city in Southern Brazil with high incidence of TB (84.4
cases/100,000 inhabitants) (22): Hospital de Clinicas de Porto Alegre and Hospital
Sanatdrio Partenon. The study was approved by the Research Ethics Committee of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (number 16-0599), and all research was in
accordance with regulations. All cases and controls signed Informed Consent Form prior

to inclusion in the study.

Patients

Patients > 18 years old, diagnosed with pulmonary TB, during any time between
the diagnosis and completion of treatment were included in the study. We excluded
patients with concomitant or isolated extrapulmonary TB. The control group consisted of
blood donors and household contacts, not relatives, healthy and > 18 years old. Cases and
controls were negative for human immunodeficiency virus (HIV), and hepatitis B and C

virus (HBV and HCV).

Data collection

Patients were interviewed using a standardized questionnaire, and the following
data were recorded: demographic data (age, gender, race); presence of symptoms; alcohol
and drug abuse; smoking history, and comorbidities. Pulmonary TB diagnosis was
accomplished through sputum smear and culture for mycobacteria, and chest radiography,

according to consensus criteria (23).
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DNA extraction
Human genomic DNA was extracted from peripheral blood samples acid-
anticoagulated with EDTA dipotassium salt (EDTA-K2) using Nucleo Spin® Blood kit

(Macherey-Nagel Inc.) according to the manufacturer’s instructions.

MIF -794 CATTs.g Genotyping

Then the isolated DNA was stored frozen at -20°C for use. We used the following
primers: > TTG CAC CTA TCA GAG ACC? as a forward primer and > TCC ACT AAT
GGT AAA CTC G* as a reverse. The PCR reaction conditions were as follows:
denaturation at 94°C for 10 min, 35 cycles of 94°C for 30 sec, 51°C for 30 sec, 72°C for
30 sec, followed by 10 min extension at 72°C. Amplicons were purified using PureLink®
PCR Purification Kit (Life Technologies) according to the wuser’s manual
recommendation. The sequencing reaction was performed in a final volume of 10 pL
containing 1,5 pl buffer 5x and 1,0 pL of Big-Dye® Terminator v.1.1 (Applied
Biosystems), 5 pmol of primer and 2 pL of the purified PCR. Thermocycling steps
included an initial denaturation for 1 min at 96 -C, followed by 40 cycles for 15 s at 96
°C, 15 s at 55 -C and 4 min at 60 -C. A precipitation step was performed using 100%
ethanol and EDTA, according to the Applied Biosystem technical support. After the
purification capillary electrophoresis on automated DNA sequencer (ABI Prism 3100
Genetic Analyzer; Applied Biosystems) was performed and analyzed to identify CATT
repetition in alleles using Lasergene SeqMan software (DNASTAR®, Madison, USA).
The identification of these sequences was performed by comparing them to another
known sequence in GenBank using the BLAST analysis tool (National Center for

Biotechnology Information — NCBI).
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Statistical analysis

Data analysis was performed using SPSS 18.0 (Statistical Package for the Social
Sciences, Chicago, Illinois). Genotypic frequencies were tested for Hardy-Weinberg
using the chi-square test. Frequencies of genotypes and alleles were compared between
cases and controls by logistic regression with adjustment for gender and age. Odds ratio
(OR) was used as the point estimates of risk and was calculated along with their 95%
confidence intervals (95% CI). P value less than 0.05 was considered as statistically
significant. Considering data of a previous study (20), with confidence interval of 95%

and a power of 80%, at least 84 cases and 84 controls will be needed.
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RESULTS

During the study period, 126 patients and 119 controls met the inclusion criteria
and were included in the analysis. The mean age was 39.8 £+ 15.5 years in cases and 32.3
+ 12.8 years in controls. There were 87 (69.0%) and 78 (65.5) males among cases and
controls, respectively. Eighty-two patients were white (65.1%) among cases and 83
(69.7%) were white among controls (Table 1).

The prevalence of -794 CATTs.g genotypes and alleles were shown in Table 1.
The genotype frequencies were not found to be significantly different from those
predicted by the Hardy—Weinberg equilibrium. The genotype 5/5 was more frequent
among cases (15.1%) than in controls (5.9%) (p=0.019). Cases had more frequently the
allele 5 (29.4%) as compared with controls (19.3%) (p=0.010).

Comparing patients with 7/X + 8/X genotypes with those with other genotypes,
there was no statistically significant difference (p = 0.821). In addition, there was no
statistically significant difference comparing the patients with alleles 7 and 8 with those

with alleles 5 and 6 (p = 0.608) (Table 2).
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Table 1. Characteristics of study patients.

Cases Controls P value
(n=126) (n=119)
Age, yr 39.8+15.5 32.3+128 <0.0001
Male sex 87 (69.0) 78 (65.5) 0.559
White race 82 (65.1) 83 (69.7) 0.436
-794 CATTs.s genotype
5/5 19 (15.1) 7 (5.9) 0.019
5/6 36 (28.6) 32 (26.9) 0.769
6/6 46 (36.5) 55 (46.2) 0.123
6/7 19 (15.1) 16 (13.4) 0.715
6/8 0 (0) 1(0.8) 0.977
717 6 (4.8) 8 (6.7) 0.509
-794 CATTsg allele
5 74 (29.4) 46 (19.3) 0.010
6 147 (58.3) 159 (66.8) 0.053
7 31 (12.3) 32 (13.4) 0.705
8 0 (0) 1(0.4) 0.977

*Data are presented as mean + SD, or n/N (%): number of cases with characteristic/total

number of cases (percentage).
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Table 2. Frequencies of MIF CATT-794 microsatellite polymorphism in TB patients

and controls.

MIF  CATT- Cases Controls OR (95% CI) P value
794 (n=126) (n=119)
Genotypes
5/5 + 5/6 + 6/6 101 (80.2) 94 (79.0) 1
7/X + 8/X 25 (19.8) 25 (21.0) 0.94 (0.58- 0.821
1.55)
Alleles
5+6 221 (87.7) 205 (86.1) 1
7+8 31(12.3) 33(13.9) 0.89 (0.56- 0.608

1.40)
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DISCUSSION

In the present study, we found that the genotype 5/5 and the allele 5 of MIF -794
CATTs.g were more frequent among cases as compared with controls. There were no
statistically significant differences between cases and controls regarding the prevalence
of 7/X + 8/X genotypes. In addition, there was no statistically significant difference
comparing patients with alleles 7 and 8 with those with alleles 5 and 6.

There is increasing evidence that certain genetic factors are implicated in the
pathogenesis and progression of tuberculosis. Genome-wide linkage studies (25-27),
monozygotic and dizygotic twin studies (5,28), and genome-wide association studies
(29,30) have shown influence of host genetic factors on the TB susceptibility. MIF -794
CATTsg gene polymorphism has been shown to play a role in TB risk in several
studies(15-20). MIF modulates physiological functions related to both innate and
adaptive immune responses. In humans, MIF is encoded by a gene located at
chromosome22q11-2, and is mainly released from monocytes and macrophages as well
as activated T lymphocytes in response to immune and inflammatory signals (31-33). In
defense against tubercle bacilli, MIF have substantial influence as it is expressed by
epithelial cells of the bronchi and alveolar macrophages (34).

We found differences in MIF -794 CATTs.g genotype prevalence comparing
patients with TB and the control group. The genotype 5/5 and the allele 5 of MIF -794
CATTs.g were more frequent among cases as compared with controls. The repeat number
of CATT tetranucleotide regulates the MIF expression: higher CATT repeat numbers
(CATTs ) are associated with stronger activity of the promoter, and CATTs is associated
with low MIF expression (35,36). In fact, a previous in vitro study (37) showed that

CATTsallele correlated with lower levels of MIF promoter activity than the other CATT
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alleles (CATTe,78). Actually, the CATTs allele is more frequently identified among
African Americans and Africans (38), and more than 40% of patients in our sample were
non-white. A few studies of MIF -794 CATTs.g polymorphism in TB have yielded
controversial results (15-18,20,39). Gomez et al (15) found that no allele in the MIF -794
CATTs.gmicrosatellite was associated with risk of TB in a Colombian population. On the
other hand, four Chinese studies (16—18,20) demonstrated that MIF -794 CATT 7 ors Were
more frequent in TB patients than in controls. However, in accordance with our results,
Das et al (39) showed that low expression MIF alleles (CATTs) confer an increased risk
of TB disease. In a Ugandan cohort, genetic low expressers of MIF (CATTs) were 2.4-
times more frequently identified among patients with Mycobacterium tuberculosis
bacteremia than those without. Also, MIF deficient mice succumb more quickly with high
organism burden, increased lung pathology, and decreased innate cytokine production. In
addition, in a study (34) conducted in Tanzania, patients with low MIF levels have higher
mortality.

One limitation of this study is that we recruited patients from a single center.
However, we assume that there is no reason why these results do not apply to other
settings in Brazil. In addition, MIF levels were not quantified. In spite of these concerns,
this is the first study to evaluate the association between MIF -794 CATTssg
polymorphism and susceptibility to pulmonary TB in Brazil.

In conclusion, in the present study, we found that the genotype 5/5 and the allele
5 of MIF -794 CATTs.g were more frequent among TB patients than in controls. Further
studies, including MIF levels quantification are necessary to better evaluate the
association between MIF -794 CATTsg polymorphism and susceptibility to pulmonary

TB.
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CONCLUSAO

O atual estudo fornece informacGes sobre a relagéo entre o polimorfismo do MIF
-794 (CATT5-8) e TB pulmonar ativa em uma populagéo brasileira, sendo o primeiro
estudo realizado para este fim no pais e um dos poucos estudos realizados na américa
latina até o presente momento. A presenca do gendétipo 5/5 e do alelo 5 para 0 MIF-794
CATTs.g foi mais frequente entre pacientes com TB pulmonar ativa em comparagdo ao
grupo controle. Os achados deste estudo contrastam com os estudos realizados na
populacdo asiatica, onde a presenca dos genoétipos 7/x e 8/x esteve associado com TB

ativa. Porém estdo em consonancia com estudo de Gémez et al realizado na Coldombia.
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CONSIDERACOES FINAIS

A TB permanece como uma doenca de importancia global, principalmente em
paises em desenvolvimento, com incidéncia e mortalidade elevadas. Os fatores
envolvidos na heterogeneidade do curso natural da doenga e predisposicdo para o
desenvolvimento da forma ativa da TB ainda ndo s&o completamente conhecidos,
principalmente no dmbito das variagdes genéticas dos hospedeiros. Tendo como base 0
modelo de medicina personalizada, a identificacdo de pacientes com fatores genéticos
predisponentes para a infec¢cdo por tuberculose, utilizando o conhecimento das variagoes
genéticas associadas a TB ativa e o reconhecimento de pacientes de risco, permitira a
tomada medidas de prevencéo, diagndstico e tratamento da TB, principalmente na sua

forma latente.



