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LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

AIDS: Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
BCG: bacilo de Calmette-Guérin

D3: colecalciferol

DTH: hipersensibilidade do tipo tardia
FUNASA: Fundacao Nacional de Saude
HIV: virus da imunodeficiéncia humana
IFN: interferon

IFNGR: receptor de interferon gama

IL: interleucina

IL-1B: interleucina-1 beta

IL-4R: receptor de interleucina-4
IL-12RB: cadeia B do receptor de IL-12
INT: intron

ISA: Instituto Socioambiental

MDR: resistente a multiplas drogas
MHC: complexo principal de histocompatibilidade
mRNA: RNA mensageiro

MS: Ministério da Saude

Mtb: Mycobacterium tuberculosis
NFkB: fator nuclear kB

NK: célula exterminadora natural

NRAMP: proteina do macréfago associada a resisténcia natural



OMS: Organizacao Mundial de Saude

P2X7: receptor purinérgico P2X7

PPD: derivado de proteina purificada

PTPN22: proteina tirosina fosfatase, nao-receptor tipo 22
RNA: 4cido ribonucléico

SINAN: Sistema de Informacao de Agravos de Notificacao
SLC11A1: membro 1 do carregador de solutos da familia 11A
SP110: proteina de corpo nuclear

TB: tuberculose

Th: célula T ajudante

TLR: receptor “toll-like”

TNF: fator de necrose tumoral

TNFR1: receptor 1 do fator de necrose tumoral

VDR: receptor de vitamina D
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RESUMO

A tuberculose, doenga infecto-contagiosa causada pelo Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), constitui, em escala mundial, um sério problema de saide publica, com altos indices
de morbidade e mortalidade. Alguns grupos sdo mais suscetiveis a doenga, como € o caso
das populagdes indigenas brasileiras. Estudos prévios indicam um risco dez vezes maior de
contrair a tuberculose, e morrer devido a ela, nessas populagdes do que na populagdo
brasileira como um todo. Exemplos disso sdo as altas incidéncias de tuberculose em
individuos da etnia Xavante. Evidéncias sugerem um forte componente genético na
suscetibilidade a tuberculose e aos fenotipos relacionados a doenga. Um desses fenotipos €
a anergia ao PPD, isto ¢, a auséncia de reatividade ao teste que utiliza derivados de
proteina purificada da bactéria para verificar resposta imune celular e diagnosticar infecgao
pelo Mth. Varios sdo os genes associados a suscetibilidade a tuberculose ou a infeccdo pelo
bacilo em diferentes populagdes. Com o objetivo de investigar essa suscetibilidade
genética em amerindios brasileiros, neste estudo foram analisados 19 polimorfismos em 15
genes envolvidos com a resposta imune ja identificados com resisténcia/suscetibilidade a
tuberculose (SLC11A41, VDR, SP110, P2X7, PTPN22, ILIB, ILI2RB1, IFNGRI, TNFRI,
IFNG, IL2, IL10, IL6, IL4 e IL4R). A amostra foi composta por 492 individuos de uma
populacdo da etnia Xavante, da aldeia Etériitépa, localizada no Estado de Mato Grosso,
regido central do Brasil. Os seguintes resultados foram obtidos: a) reducdo ou auséncia de
variabilidade em seis variantes (SP//0 éxon 11 C>T e intron 6 C>T, PTPN22 1858 C>T,
ILI2RBI1 641 A>G e 1094 T>C e IL6 -174 G>C); b) associa¢do entre os polimorfismos
IFNG +874 A>T e IL4 -590 T>C e reatividade ao PPD (P=0,018 e 0,009,

respectivamente); apds ajustes na regressao de Poisson com variancia robusta, 0os genotipos
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IFNG +874 T/A e IL4 -590 C/C foram duas vezes mais prevalentes do que seus genotipos
complementares (1,9; CI: 1,1-3,1 e 2,0; CI: 1,2-3,3, respectivamente); ¢) o polimorfismo
IL10 -1082 A>G foi associado com anergia ao PPD (P<0,001); o risco de anergia foi de
1,5 (CI: 1,2-1,7) em individuos homozigotos para o alelo G, comparados com portadores
do alelo A; d) em relagdo a reatividade ao PPD, nenhum dos outros polimorfismos mostrou
alguma associacdo; €) ndo foram observadas associagdes significativas entre os genes
estudados e tuberculose. Os resultados obtidos sugerem que o componente genético tem
uma grande influéncia nos mecanismos imunes relacionados a anergia ao PPD e,
conseqiientemente, a infec¢do pelo Mtb nos Xavante. Apesar da auséncia de associagoes
em relagdo a tuberculose, ha uma complexidade dos fatores genéticos nas doencas
infecciosas e o envolvimento de muitos genes na etiologia da doenca. Portanto, a
replicacdo deste estudo em outros grupos indigenas e a pesquisa de outros genes, que
poderiam estar envolvidos com a suscetibilidade a tuberculose e aos fendtipos a ela
relacionados, sdo essenciais para se ter um melhor entendimento do sistema imune humano

e seus complexos mecanismos de resposta, podendo fornecer, futuramente, novos alvos

para tratamentos preventivos e profilaticos diferenciados para grupos étnicos especificos.
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ABSTRACT

Tuberculosis is an infectious disease which is caused by Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). It constitutes a serious problem in public health, causing high standards
of morbidity and mortality all over the world. Some groups are more susceptible to the
disease such as, for example, the Brazilian indigenous populations. According to previous
studies, the risk of getting this disease and consequently die from it is ten times higher for
indigenous populations than for the Brazilian population in general. As an example of this
phenomenon, there is the Xavante group. These individuals suffer from a high incidence of
tuberculosis among them. Evidences suggest a strong genetic component related to this
susceptibility to tuberculosis, and to the phenotypes related to the disease as well. One of
these phenotypes is anergy to PPD, i.e., the absence of reactivity to the test in which
derivatives of the purified protein from the bacteria are employed, in order to check an
immune cellular response and to diagnose infection by Mtbh. There are many genes
associated with the susceptibility to tuberculosis or to the infection through the bacillus in
different populations. The aim of this study was to investigate TB genetic susceptibility in
Brazilian Amerindians, considering 19 polymorphisms in 15 genes involved in the immune
response, previously identified with resistance/susceptibility to tuberculosis (SLCI11A41,
VDR, SP110, P2X7, PTPN22, IL1B, ILI12RB1, IFNGRI1, TNFRI, IFNG, IL2, IL10, IL6,
IL4, and IL4R). The sample was composed by 492 individuals from a Xavante population,
at the Eténitépa village, Mato Grosso State, Central Brazil. The following results were
obtained: a) reduction or absence of variability in six variants (SP/10 exon 11 C>T and
intron 6 C>T, PTPN22 1858 C>T, ILI2RB1 641 A>G and 1094 T>C and IL6 -174 G>C);

b) association between the polymorphisms IFNG +874 A>T and IL4 -590 T>C and
13



reactivity to PPD (P=0.018 and 0.009, respectively); after adjustments by Poisson
regression with robust variance the /FNG +874 T/A and IL4 -590 C/C genotypes were two
times more prevalent than their complementary genotypes (1.9; CI: 1.1-3.1 ¢ 2.0; CI: 1.2-
3.3, respectively); c¢) IL10 -1082 A>G polymorphism was associated with anergy to PDD
(P<0.001); the risk of anergy was 1.5 (CI: 1.2-1.7) in G/G homozygous individuals when
compared with carriers for the A allele; d) in relation to reactivity to PPD, no associations
were observed for the other polymorphisms; €) no associations were observed between the
genes studied and tuberculosis. The results suggest that the genetic component has a
important influence in immune mechanisms related to PPD anergy, and therefore to the
infection by Mtb in the Xavante group. In spite of the absence of association related to
tuberculosis, there is also a great complexity of genetic factors in infectious diseases, and
the involvement of many genes in the disease etiology. Consequently, the replication of
this study in other indigenous groups and also the investigation of other genes that could be
involved with susceptibility to tuberculosis and to phenotypes related to it as well are
essential. In this way, we would have a better understanding of the human immune system
and its complex mechanisms of response. This research could provide, in the future, new
targets for preventive and prophylactic treatments that would be different, according to

specific ethnic groups.
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CAPITULO I

INTRODUCAO
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L. 1. Consideragoes gerais

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca infecto-contagiosa causada por uma micobactéria
(Mycobacterium tuberculosis — Mtb), que se transmite principalmente por via aérea de uma
pessoa doente para um individuo sadio. Constitui, em escala mundial, um sério problema
de saude publica e calcula-se que oito milhdes de pessoas a contraem e trés milhdes
morrem devido a essa doenga anualmente (Organizagdo Mundial de Saude — OMS, 2006).
Para o Brasil, o Ministério da Saude (MS) registra oficialmente entre 80.000 ¢ 90.000
novos casos por ano, sendo o coeficiente anual da ordem de 54 a 58 novos casos por
100.000 habitantes, com alguma variacao anual (MS, 1999). O pais ocupa a sexta posicao
no mundo em termos de numero absoluto de casos de tuberculose, apos Filipinas, Africa
do Sul, India, Vietn3 e Russia. (Revisao em Buchillet, 2000).

Dois bilhdes de pessoas sdo infectadas com o agente etiologico — Mtbh, e, mesmo
mantendo o bacilo em seus corpos, apenas 10% desenvolvem ou desenvolverdo a doenca.
Entretanto, com a epidemia da AIDS, esse nimero aumenta consideravelmente, sendo a
infec¢cdo por Mth o maior fator de risco de mortalidade em individuos co-infectados com
HIV (virus da imunodeficiéncia humana). Somado a esse cenario, aproximadamente 50
milhdes de pessoas sdo infectadas com cepas de Mb resistentes a multiplas drogas (MDR).
Este conjunto de fatores levou a OMS, em 1995, a declarar a TB como uma emergéncia
sanitaria mundial (OMS, 20006).

A TB ¢ uma doenga muito antiga. Sinais da mesma foram encontrados, através de
identificacdo por métodos de biologia molecular que empregam seqiiéncias conhecidas do

genoma da micobactéria, em material retirado de mumias egipcias de 4.000 anos. Também
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ha evidéncias de TB 6ssea no homem do Neolitico (Revisao em Lapa e Silva e Boéchat,
2004). A historia mostra que todas as vezes que os colonizadores portadores do bacilo
aportaram em regioes geograficas nas quais os povos nativos eram virgens da infeccao,
vitimaram um grande nimero de pessoas, com quadros graves da primo-infec¢ao. Com o
decorrer dos tempos, os aborigenes mais resistentes passaram a influenciar na epidemia de
TB, ocorrendo a dominancia das formas clinicas cronicas; isso sucedeu na Africa, Asia,
Polinésia, Australia e no continente americano (Revisdo em Rosemberg, 2001). Nos
Estados Unidos e Canada, no final do século 19, os nativos — indios Apache, ao entrarem
em contato com os “civilizados”, sofreram a maior dizimacao pela TB que se tem noticia,
atingindo o coeficiente de mortalidade de 9.000/100.000 habitantes (Fergunson, 1955).

No Brasil, durante a colonizagdo, a TB veio com os jesuitas e colonos, que
acabaram por contaminar os indios em massa. Cartas de Inacio de Loyola e de Anchieta,
dirigidas ao Reino de Portugal, informavam:

“...0s indios ao serem catequizados, adoecem com tosse e febre,
muitos cuspindo sangue, a maioria morrendo com deser¢do das

aldeias” (Neves, 1984).

L2. Caracteristicas da doenca

A TB atinge principalmente os pulmdes (TB pulmonar), mas em 15 % dos
individuos doentes ocorre a TB extra-pulmonar, atingindo, por exemplo, pleura, 6rgaos
linfaticos, ossos, sistema genito-urinario, meninges, peritonio ou pele. Os principais
sintomas da doenca sdo: tosse, expectoragdo, febre, suores noturnos, anorexia e perda de
peso, por mais de trés semanas (FUNASA — Fundagao Nacional de Saude, 2002; Bottasso

e cols., 2007).
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Além da avaliagdo clinica, o diagnostico da TB deve ser fundamentado nos
seguintes métodos (FUNASA, 2002):
e Bacteriologico (exame microscopico direto do escarro e cultura para
micobactérias)
e Radiologico
e Prova tuberculinica (PPD — purified protein derivative): método auxiliar no
diagnostico da TB.
O resultado positivo, isoladamente, indica apenas infec¢do pelo Mtb e
ndo ¢ suficiente para o diagnostico da doenca. No Brasil, a tuberculina
utilizada ¢ o PPD-RT23 (2 UT — unidades de tuberculina), aplicada por
via intradérmica no terco médio da face anterior do antebrago esquerdo.
A leitura da prova tuberculinica ¢ realizada 72-96 horas apds a
aplicacdo, medindo-se o maior didmetro transverso da area de
endurecimento palpavel. O resultado, registrado em milimetros,
classifica-se como:

e 0 a4 mm — ndo reator — individuo nio infectado pelo Mth ou
com hipersensibilidade reduzida.

e 5 a9 mm — reator fraco — individuo vacinado com BCG ou
infectado pelo Mtb ou por outras micobactérias.

e 10 mm ou mais — reator forte — individuo infectado pelo Mib,
que pode estar doente ou ndo, e individuos vacinados com BCG
nos ultimos dois anos.

Algumas circunstancias, entretanto, podem interferir no resultado das
provas tuberculinicas: portadores de doencas imunossupressoras e

situacdes com imunodepressdo transitoria. Nos individuos infectados
18



pelo HIV, considera-se reator aquele que apresenta endurecimento de
cinco milimetros ou mais.
e Histopatologico: método empregado principalmente na investigacdo das
formas extra-pulmonares.

Um novo teste (ensaio de interferon-gama - IFN-y - com amostra de sangue total)
tem sido recentemente utilizado para diagnosticar a infec¢ao latente. Entretanto, ambos os
métodos — ensaio de IFN-y e teste com PPD — ndo sdo capazes de diferenciar a infecgdo
latente da TB ativa (Hernandez e cols., 2008).

O tratamento da TB ¢ realizado com antibioticos ¢ tem duracdo de seis meses.
Normalmente ¢ utilizada uma combinagdo de trés ou mais drogas (rifampicina, izoniazida,

pirazimanida e etambutol) (Revisdo em Singh, 2006; FUNASA, 2002).

1.3. O bacilo de Koch e a vacina BCG

O bacilo causador da TB foi isolado/descoberto por Robert Koch em 1882, sendo
conhecido a partir de entdo como “bacilo de Koch”. Muitas foram as tentativas para se
obter anticorpos capazes de ativar a imunidade antituberculose. Entretanto, levou-se muito
tempo para se perceber que essa imunidade ndo tinha uma base humoral. Apos 1914, com
uma tese de doutorado relacionada a “derivacdo dos leucocitos”, no Instituto Pasteur em
Paris, demonstrou-se o papel protetor das células mononucleadas contra o Mtb, e os
estudos subseqiientes indicaram que macrofagos e monocitos em geral exerciam a defesa
contra o bacilo de Koch. A partir disso, multiplos estudos confirmaram que a imunidade na
TB ¢ essencialmente mediada por células, e que os anticorpos constituem apenas um

epifendmeno do processo imunitario (Revisdo em Rosemberg, 2001).
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Apo6s os achados de Robert Koch, Albert Calmette e Camille Guérin em 1902, no
Instituto Pasteur, Paris, desenvolveram a vacina, que atualmente ¢ utilizada na prevencao
da TB — vacina Bacilo Calmette-Guérin (BCG). A vacina BCG deriva de uma cepa do
Mycobacterium bovis, que no laboratorio sofreu mutacdes, reduzindo sua viruléncia e
mantendo propriedades imunizantes (Revisdes em Rosemberg, 2001 e Benévolo-de-
Andrade e cols., 2005). No entanto, as cepas de BCG, mantidas em cultura por dezenas de
anos em laboratorios de diversos paises, sofreram novas mutagdes, variando seu poder
imunizante e sensibilizante. A partir de 1960, esses inconvenientes foram reduzidos em
parte, com a conservacdo do BCG liofilizado, reconstituindo-o de acordo com as
necessidades de consumo. As variacdoes genéticas das cepas espalhadas nos paises,
explicam as diferencas de mobilizacdo do sistema celular imunitério, portanto do poder de
protecao e da hipersensibilidade que cada qual desencadeia. De qualquer forma, esta
comprovado que o BCG ¢ o maior indutor de imunidade mediada por células, produzindo
estado imunitério protetor contra a TB por 10 a 15 anos (Rosemberg, 2001). O maior
impacto da vacina BCG sobre a epidemiologia da TB se deve a reducdo significativa do
risco das manifestagdes graves hematogénicas da primo-infeccdo, como a
meningoencefalite e a granulia (TB miliar generalizada), que ocorrem principalmente em
criangas (Rook, 1982).

Na maioria das populagdes o recém-nascido ¢ vacinado com BCG e freqiientemente
um refor¢o ¢ dado durante a infancia. Apesar de a vacina ser efetiva na redugdo da TB
infantil, ela ndo ¢ muito eficiente na protecdo contra TB em adultos e ndo previne a
infec¢do com Mtb (Flynn, 2004). No Brasil, a vacina BCG ¢ prioritariamente indicada para

as criancas de zero a quatro anos de idade, sendo obrigatdria para menores de um ano,

segundo a Portaria n°® 452, de 6/12/1976, do MS.
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A aplicagdo da vacina ¢ rigorosamente intradérmica, no brago direito, na altura da
insercdo inferior do musculo deltdide, em caso de primo-vacinagdo, ¢ um a dois

centimetros acima, na revacinacdo (FUNASA , 2002).

1.4. Patogénese

O Mtb ¢ uma bactéria intracelular gram-positiva, com paredes celulares cerosas,
devido a presenca de acidos micolicos. Aerdbico obrigatdrio, o Mtb tem predilecao pelos
tecidos dos pulmdes ricos em suprimento de oxigénio e sobrevive dentro de macréfagos
humanos (Casanova e Abel, 2002; Revisao em Raja, 2004).

O bacilo entra no corpo via rota respiratoria, através de particulas inaladas,
expelidas por um individuo doente, e se espalha do sitio de infec¢do inicial nos pulmdes,
pelos sistemas linfatico e sangiiineo, para outras partes do corpo. A fagocitose do Mth
pelos macrofagos alveolares ¢ o primeiro evento na relagdo patdgeno-hospedeiro, que
decide o resultado da infeccdo (Revisdao em Raja, 2004). O macréfago, quando ativado,
aumenta seu didmetro e o numero de vactolos fundidos com os fagolisossomos
distribuidos no citoplasma. No seu interior, o ambiente ¢ hostil para o bacilo devido ao pH
muito baixo (em torno de 4.0 a 5.0) (Rosemberg, 2001).

A infeccao pelo Mtb pode ter trés desfechos: a) controle na porta de entrada (devido
a imunidade inata), b) desenvolvimento da doenca apds a infec¢do (TB primaria ou pds-
primaria), ou c) desenvolvimento de uma infec¢do sub-clinica ou assintomatica
(tuberculose latente), com potencial para desenvolver a doenca ativa subseqiientemente
(reativacdo endogena) (Revisdes em Cosma e cols., 2003 e Lapa e Silva e Boéchat, 2004).
De duas a seis semanas apos a infec¢ao, desenvolve-se a imunidade mediada por células,

ocorrendo um influxo de linfécitos e macrofagos ativados na lesdo, resultando na formagao
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do granuloma (Revisdo em Raja, 2004). O granuloma ¢ uma estrutura protetora que
contém a infeccdo fisicamente, consistindo predominantemente de células T e macrofagos
infectados por Mtb. Essa estrutura desenvolve areas de necrose centrais, resultando na
morte da maioria das bactérias e destruigdo do tecido circundante. Os bacilos que
sobrevivem permanecem em um estado latente e podem ser reativados para desenvolver a
doenga ativa. A prova de que o bacilo mantém um intercAmbio com o organismo ¢ a
permanente resposta positiva a tuberculina (Grosset, 2003; Revisdao em Fortin e cols.,
2007).

Como mencionado anteriormente, o diagnostico da TB latente ¢ baseado na
presenca de uma reacdo imune, mediada por linfocitos T, a injecdo intradérmica de PPD —
proteinas processadas do Mtbh (Cosma e cols., 2003). Ha bastante evidéncia de que, nos
infectados com o Mth, o risco de desenvolver a doenca ¢ maior nos reatores fortes a
tuberculina, e tanto maior quanto mais intensa ¢ a reagdo (Rosemberg, 2001). Entretanto, a
utilidade do teste de PPD na pele pode ser comprometida por sua falta de especificidade,
levando a resultados falso-positivos em pessoas vacinadas com BCG ou expostas a outras
micobactérias ambientais (American Thoracic Society, 2000). Além disso, resultados
falso-negativos — anergia ou falta de reatividade ao PPD — também podem ocorrer.
Informacdes mais detalhadas sobre anergia serdo descritas adiante.

A TB latente parece resultar de uma combina¢do de eventos peculiares que
facultam a sobrevivéncia do Mth com niveis metabolicos minimos, havendo pouca
probabilidade da intervencdo do processo imunitario. O desequilibrio desses eventos, quase
sempre somados a exaltacdo da hipersensibilidade, cria condi¢des para o “despertar” dessa
laténcia do bacilo (Rosemberg, 2001). A reativagdo da infeccdo latente ocorre em 5-10%
das pessoas infectadas, e pode estar relacionada a imunossupressao devido a idade,

corticosterdides, desnutri¢do, infeccdo com HIV, entre outros fatores (Flynn, 2004).
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L5. Mecanismos imunologicos

O sistema imunolégico do hospedeiro ¢ altamente efetivo na contencdo do
patogeno, mas falha em erradica-lo (Kaufmann, 2002). A fagocitose e a subseqiiente
secrecdo de algumas moléculas especificas sdo processos iniciados na auséncia de
exposicao prévia ao antigeno, ¢ formam um componente da imunidade inata. Os outros
componentes seriam: a proteina do macrofago associada a resisténcia natural (NRAMP), os
neutréfilos, os receptores “foll-like” (TLR) e as cé€lulas “natural killers” (NK) (Raja,
2004). Células NK sao linfocitos que produzem citocinas imunorregulatérias criticas para a
morte da micobactéria (Nicod, 2007). A resposta imune inata contra o bacilo ndo ¢ muito
bem entendida, entretanto, ¢ extremamente importante, porque alguns individuos
primeiramente expostos ao Mtb ndo se tornam infectados (Ferraz e cols., 2006).

A contengdo da bactéria ¢ centrada na lesdo granulomatosa, onde diferentes
populagdes de células T participam da resposta imune. Como exemplo podem-se citar as
células CD4, que reconhecem peptideos antigénicos no contexto dos produtos génicos
codificados pelo Complexo Principal de Histocompatibilidade (“major histocompatibility
complex” — MHC) classe I, e as células CDS8, que reconhecem peptideos antigénicos no
contexto do MHC classe I (Kaufmann, 2002). Portanto, células T CD4 ¢ CD8 tornam-se
componentes centrais da resposta imune adquirida, sendo as bases para o sucesso da
imunidade e da vacinacdo. A habilidade dessas células para matar patdogenos intracelulares
depende de sua capacidade de atrair células infectadas bem como de secretar moléculas
efetoras citoliticas e antimicrobianas (Nicod, 2007). Adicionalmente, algumas células T
secretam perforina e granulosina, moléculas que matam a micobactéria dentro dos

macrofagos (Kaufmann, 2002).

23



A producdo de diferentes citocinas [proteinas ou peptideos, que podem ter
moléculas de actcar anexadas (Revisao em Kidd, 2003)] pelas células T CD4 levou a sua
classificagdo como células Th (7 helper)l ou Th2. As populacdes de células do tipo Thl
produzem predominantemente interleucina (IL)-2, fator de necrose tumoral (TNF)-f e
interferon (IFN)-y, e sdo importantes na geracdo de imunidade mediada por células e na
hipersensibilidade do tipo “tardia” (DTH — delayed-type hypersensitivity), que no contexto
da TB seria a reacdo ao PPD. As populagdes de células do tipo Th2 produzem IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10 e outras citocinas que promovem uma resposta imune humoral (Revisdo em
Howard e Zwilling, 1999; Yilmaz e cols., 2000).

Ap6s o reconhecimento de epitopos micobacterianos apresentados pelos
macrofagos e outras células, as células T CD4 produzem determinadas citocinas: IFN-y
aumenta a capacidade de macréfagos para suprimir a replicagdo, ou possivelmente matar
organismos residentes no fagossomo; IL-2 promove a proliferacdo de linfocitos ativados.
Estudos com macréfagos humanos também demonstraram que IFN-y estimula a produgao
do fator de necrose tumoral (TNF) e 1,25 dihidroxicolecalciferol (vitamina D3) os quais
facilitam a inibicdo micobacteriana provavelmente devido a geragdo de intermediarios de
oxigénio e nitrogénio reativos, bem como o controle dos niveis de ferro intracelulares
(Botasso e cols., 2007). Portanto, IFN-y ¢ uma molécula central para a ativagdo do
macrofago, atuando juntamente com o TNF-a. (Kaufmann, 2002). Além disso, deve ser
considerado o papel das citocinas do tipo Th2, tanto na producdo de anticorpos quanto na
sub-regulacdo das atividades Thl (Botasso e cols., 2007). A IL-10, por exemplo,
considerada uma citocina antiinflamatoria, produzida pelos macrofagos e células T durante
a infeccdo por Mth, possui propriedades de desativagdo do macrofago, incluindo
diminuicdo da producdo de IL-12, que por sua vez diminui a producdo de IFN-y pelas

células T (Revisdo em Raja, 2004).
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Estudos de pacientes com suscetibilidade familial ao Mth mostraram que uma
resposta imune do tipo Thl ¢ essencial para a protecao contra esse patogeno. Mutagdes que
afetam os receptores de IFN- vy, a producdo de IL-12 ou os receptores de IL-12 (todos
mediados por Thl) também aumentam a suscetibilidade ao Mtb; em casos onde IFN-y ndo
pode ser produzido ou ndao pode responder a algum estimulo, a doenga ¢ severa e
freqiientemente fatal (Revisao em Kidd, 2003). Além disso, em um estudo realizado por
Lienhardt e cols. (2002), os niveis séricos de marcadores Th2 foram mais altos em
pacientes infectados com Mth do que em controles. Esses resultados sdo sugestivos que
individuos com uma fraca atividade Thl e/ou uma atividade Th2 mais forte teriam maior

risco de infecgdo (Kidd, 2003).

L.6. Bases genéticas

A variabilidade inter-individual em relagdo aos resultados clinicos da TB, ¢
resultado também da variabilidade nos genes humanos que controlam as defesas do
hospedeiro — o homem (Revisdo em Casanova e Abel, 2002). Muitos estudos mostram
evidéncias que a suscetibilidade/resisténcia a TB ¢ poligénica, incluindo uma maior
concordancia da doenca em gémeos monozigdticos comparados aos dizigéticos, maior
suscetibilidade em populacdes endocruzadas e a identificacdo de genes com uma pequena
contribuicdo a essa suscetibilidade, que varia entre as diferentes populagdes (Revisdo em
Hill, 2001; Kaufmann e cols., 2005). Fatores genéticos do hospedeiro determinam, em
parte, a suscetibilidade a micobactéria, e muitos estudos vém sendo realizados, a fim de
identificar genes especificos que poderiam afetar a suscetibilidade a TB (Bellamy, 2003;

Revisdao em Newport e Nejentsev, 2004; Bellamy, 2006).
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Polimorfismos em genes de citocinas, por exemplo, sdo conhecidos por influenciar
os niveis de citocinas e por sua associagao com o resultado das infec¢des (Selvaraj e cols.,
2008). Individuos com defeitos mendelianos no gene que codifica a subunidade p40 da IL-
12, ou no gene ILI2RBI (que codifica a cadeia Bl do receptor de IL-12) sdo mais
propensos a infec¢ao por Mtb. IL-12 ¢ um importante indutor de IFN-y, citocina chave para
regulacdo das defesas antimicobacterianas. Camundongos deficientes em IFN-y e
infectados com Mth morrem rapidamente de doenca disseminada. Além disso, raros
individuos com mutagdes nos genes que codificam os receptores 1 e 2 de IFN-y (IFNGRI ¢
IFNGR2, respectivamente) podem ter uma infeccdo disseminada fatal por BCG ou
micobactérias nao-tuberculosas durante a infancia (Ferraz e cols., 2006).

Os genes do MHC, principalmente os de classe II, mostraram as associacdes mais
consistentes com TB em diferentes populagdes, mas ¢ o SLCI11A41 (“solute carrier family
11 member”), conhecido como NRAMPI (proteina do macrdéfago associada com
resisténcia natural), o gene melhor caracterizado (Revisdo em Newport e Nejentsev, 2004).
Em africanos observou-se uma fraca evidéncia de ligacdo entre polimorfismos de
NRAMPI e TB (Bellamy e cols., 2000); em um estudo do tipo caso-controle realizado em
Gambia (oeste da Africa), genotipos de NRAMPI foram associados com TB (Bellamy e
cols., 1998). A associagdo entre TB e polimorfismos nesse gene foi confirmada em
pacientes do Japao, Coréia e Guiné, mas apesar desses estudos, sabe-se que o NRAMPI
representa apenas uma pequena propor¢ao do componente genético total da suscetibilidade
a TB (Bellamy, 2006).

Outro gene bastante estudado ¢ o IFNG. Investigacdes realizadas em populacdes
européias e africanas indicaram a associacdo de um polimorfismo na regido nao-
codificante do gene com o risco de desenvolvimento de TB. Um pequeno estudo realizado

com uma populagdo italiana (Sicilia) (Lio e cols., 2002), replicado por dois estudos
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subseqiientes (Lopez-Maderuelo e cols., 2003; Rossouw e cols., 2003), mostrou que o
polimorfismo +874 A>T estaria envolvido com o resultado da doenga. Esse polimorfismo
altera o sitio de ligacdo para o fator de transcri¢do NF«kB, alterando a expressao do gene, ¢
como resultado, influencia a resposta inflamatéria (Cooke e Siddiqui, 2004).

Essas investigagdes incentivaram a pesquisa de genes candidatos e a busca por
polimorfismos que poderiam estar influenciando a suscetibilidade a TB ou a infec¢ao por
Mtb. A Tabela 1 descreve alguns desses genes e, mais especificamente, descreve os
polimorfismos estudados nesta tese de doutorado. Em relacdo aos estudos compilados na
referida tabela, vé-se que quase todos os polimorfismos ja investigados mostram
associacdes positivas e negativas com TB, ou mesmo com algum fendtipo relacionado. Os
genes /NG e IL10 foram os mais estudados, com as associagdes a TB mais consistentes.
NRAMPI, ja mencionado anteriormente, VDR e ILI12RB1 ja foram alvo de muitos estudos
e indicam fortes associagdes com TB. Um estudo com o gene VDR, em indios Aché e Ava
do Paraguai, foi realizado recentemente. Os pesquisadores observaram uma associagdo
significativa entre um polimorfismo no gene e protecdo contra a infeccdo por Mib,
verificada através da reagdo ao PPD. (Wilbur e cols., 2007). H4 um pequeno nimero de
estudos de associagdo com o gene [FNGRI e fendtipos relativos a TB. Os resultados
obtidos (associagdes positivas e negativas), as raras mutagoes identificadas em individuos
com doengas mendelianas, bem como a sua importancia como receptor de uma citocina
diretamente ligada a resposta imune durante a infec¢do por Mtb e a TB propriamente dita,
fazem do gene /FNGRI um candidato promissor em estudos de associacdo com fendtipos
da TB. Outros genes citados na Tabela 1 (SP110, P2X7, PTPN22, ILIB, TNFRI, IL2, IL6)
também tém um nimero menor de estudos realizados, com resultados algumas vezes em
diregcdes opostas, e as publicacdes relacionadas aos mesmos sdo mais recentes. Isso sugere

que investigagdes genéticas mais abrangentes, em diferentes populacdes, seriam
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importantes para uma maior compreensao do envolvimento desses genes com a etiologia
da TB. Além disso, alguns desses genes também j& foram relacionados a artrite
reumatdide, uma complexa doenga auto-imune. Salienta-se aqui o estudo de Moreno e
cols. (2007), em que polimorfismos nos genes que codificam a IL-4, importante citocina do
tipo Th2, e seu receptor, estariam associados com essa doenca. Devido aos intrincados e
interligados mecanismos imunes envolvidos com as doencas infecciosas e inflamatorias,
esses genes também seriam bons candidatos para os estudos relacionados a TB.

Muitos dos polimorfismos em genes candidatos, que sdao associados com
suscetibilidade a doenga, alteram a funcdo molecular e celular do gene, ou através de
efeitos no nivel da expressdao génica ou na alteracdo direta da fungdo da proteina. Para
muitos genes, hd evidéncias que variantes alélicas sdo associadas com expressao alterada
no mRNA ou ao nivel protéico (/FNG, IL1B, ILI2RBI1, IL10 e TNFA). Entretanto, para a

maioria dos genes, os efeitos sdo modestos, inconsistentes ou nao sdo replicados em

multiplos estudos (Berrington e Hawn, 2007).
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L.7. Anergia

A anergia, no contexto da TB, refere-se a auséncia de reatividade a injecao
intradérmica com tuberculina ou PPD em individuos infectados com Mtb. Isso ocorre em
aproximadamente 15% dos pacientes com doenga pulmonar ativa e ¢ associado com
auséncia da formagao do granuloma e outras manifestagdoes de hipersensibilidade celular.
Imunologicamente, anergia ¢ definida como a inabilidade das células T especificas em
produzir IL-2. A indugdo desse fenotipo ¢ um processo de sinalizacdo ativa induzido
quando o receptor de célula T ¢ ligado a um antigeno sem co-estimulagdo (Revisdo em
Boussiotis e cols., 2000). Conseqiientemente a anergia a tuberculina pode estar refletindo
uma inapropriada resposta imune ao patégeno intracelular (Baliko e cols., 1998).

A imunossupressdo ativa, particularmente na doenga severa, o que ¢ evidenciado
pela diminuicdo de IL-2 e INF-y juntamente com a anergia ao PPD (Delgado e cols.,
2002b; Goldfeld, 2004), ¢ correlacionada com a expansao de cé¢lulas T produtoras de IL-10
(Goldfeld, 2004). No estudo realizado por Baliko e cols. (1998), o objetivo foi investigar a
relagdo entre o padrdo de producao de citocinas e a anergia a tuberculina em pacientes com
infeccdo ativa por Mtbh. Os resultados mostraram uma alta porcentagem de linfdcitos
expressando IL-4 e IL-10 e mais baixa porcentagem expressando IL-12 em amostras de
sangue periférico de pacientes anérgicos, comparados aqueles pacientes com reatividade a
tuberculina ou individuos saudaveis. IL-4 e IL-10 sdo conhecidos inibidores de uma
resposta de DTH em camundongos, ou seja, estariam envolvidos com anergia.
Concentracdes mais baixas de INF-y também foram observadas em pacientes com TB
anérgicos, sugerindo uma prevaléncia do padrao Th2 na resposta imune (Montiel e cols.,

2002). Com base nesses estudos, a pesquisa por genes que possam influenciar a produgio
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dessas citocinas € muito importantes para o entendimento dos mecanismos genéticos

envolvidos com a falta de reacao ao PPD. Entretanto, estudos nessa area sao escassos.
Adicionalmente, a anergia ao PPD pode ser ocasionada por algumas condigdes

especificas, a saber: desnutricdo, imunossupressao por doengas, como sarampo, caxumba,

varicela e influenza, ou drogas (Yilmaz e cols., 2000).

L8. Grupos indigenas brasileiros

O conhecimento sobre os muitos aspectos da biologia e epidemiologia dos povos
indigenas da Amazonia brasileira tem-se acumulado desde os anos 60 do século XX. As
pesquisas tém sido mais intensas nas areas da genética de populacdes, epidemiologia e
medicina tropical. James V. Neel e Francisco M. Salzano iniciaram os estudos
relacionados a genética de populacdes, enquanto Francis L. Black e Roberto G. Baruzzi
realizaram pesquisas na area da epidemiologia das doencas infecciosas e parasitarias
(Coimbra e cols., 2002).

O impacto da TB sobre as populagdes indigenas brasileiras tem sido de grande
magnitude, devido ao histérico declinio populacional ocasionado por ela e a sua
permanéncia como importante causa de morbi-mortalidade. Além disso, os bancos de
dados nacionais sdao insuficientes para permitir um estudo abrangente da situacao
epidemioldgica da tuberculose entre as populagdes indigenas (Basta e cols., 2006). Em um
trabalho realizado por Escobar e cols. (2001), viu-se que o risco de contrair tuberculose e
morrer devido a doenga nessas populacdes ¢ dez vezes maior que na populagdo brasileira
como um todo.

Alguns exemplos de grupos indigenas estudados no Brasil em relagdo a endemia de

TB mostram a magnitude da doenga. Os Surui, no Estado de Rondoénia, estdo entre os
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cinco grupos indigenas do pais em termos da incidéncia de TB: entre 1991 e 2002, a
incidéncia média de TB foi de 2.518,9 por 100.000 habitantes, com aproximadamente
metade dos casos diagnosticados em criangas com menos de 15 anos de idade (Basta e
cols., 2004). Esses dados contrastam com a incidéncia para o Estado de Rondonia em 1999
—43/100.000 (Ruffino-Neto, 2002), e para o Brasil, em 2001 — 47/100.000 (MS, Brasil).

Em relagdo a reatividade ao PPD, ou a reatividade a tuberculina, indigenas da
Amazonia mostram uma reatividade baixa comparada a outras populagdes (Revisao em
Coimbra e Basta, 2007). Em indios Pakaandva a propor¢do de nado-reatores ¢ de 58%
(Escobar e cols., 2004); propor¢ao similar a observada em indios Yanomami por Sousa e
cols. (1997).

Sugere-se que mecanismos imunologicos ainda nao esclarecidos, que diminuem a
resposta imune celular contra o Mth, poderiam ser os responsaveis pela baixa reatividade
ao PPD observada na Amazonia, apesar da alta cobertura de vacinacdo com BCG e das
altas taxas de incidéncia de TB (Sousa e cols., 1997; Gonzales ¢ cols., 2003; Hurtado e

cols., 2003; van Crevel e cols., 2004).

1.8.1. Os indios Xavante

A populagdo Xavante (cerca de 10.000 pessoas) se distribui em cerca de 70 aldeias,
de vérios tamanhos, localizadas em sete reservas federais (Terras Indigenas) — Pimentel
Barbosa, Aredes, Sdo Marcos, Sangradouro, Parabubure, Marechal Rondon e
Mardiwasede — no estado de Mato Grosso, na regido compreendida pela Serra do
Roncador e pelos vales dos rios das Mortes, Kuluene, Couto de Magalhaes, Batovi e
Gargas. (Coimbra e cols., 2002; Instituto Socioambiental — ISA). Em relagdo ao grupo

lingliistico, os Xavante pertencem ao Macro-J& (Rodrigues, 1986; Greenberg, 1987).
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A reserva Pimentel Barbosa esta localizada no nordeste do Mato Grosso, com uma
area total de 328.996 hectares. Até o ano de 2002, a reserva possuia cinco aldeias:
Etéiiitépa, Tanguro, Cagula, Agua Branca e Pe azarupré (Coimbra e cols., 2002).

Dados epidemioldgicos da década de 60 do século XX indicam que, naquela €poca,
doencas endémicas entre as populagdes rurais do Mato Grosso (TB, leishmaniose e
hanseniase), ndo foram encontradas entre os Xavante. Entretanto, diversos casos de
diarréia e infecgOes parasitarias foram diagnosticados. Nas décadas seguintes, as condigdes
sanitarias na maioria das aldeias Xavante foram afetadas pelas limitadas fontes de agua
potavel. A precaria infra-estrutura sanitaria certamente contribuiu para o crescimento das
taxas de doencas infecciosas e parasitarias. Dados coletados na Casa do Indio de Nova
Xavantina (uma das cidades relativamente proxima a Eténitépa) revelam que essas doengas
foram as razdes mais freqiientes de consulta médica (aproximadamente 70%) entre 1994-
1995.

Em relagdo a TB, Neel e cols. (1968) ndo diagnosticaram casos da doenga entre os
Xavante, e encontraram somente um individuo com resposta positiva a tuberculina. Cabe
salientar que nessa época, a cobertura pela vacina BCG em Xavante era nula. A doenga se
espalhou através da maioria das aldeias entre os anos 60 e metade dos anos 70, quando
alcancou proporgdes epidémicas. Infelizmente, ha poucos dados epidemiologicos sobre TB
em Xavante para esse periodo. (Coimbra e cols., 2002). Atualmente, a doenga permanece
nas reservas Xavante como uma importante endemia, sendo uma das maiores causas de
morbidade e mortalidade. O Distrito de Satide Publica Xavante ¢ listado como tendo uma
das mais altas taxas de incidéncia de TB entre os povos indigenas brasileiros —
aproximadamente 300/100.000 (Amarante e Costa, 2000; Garnelo e cols., 2003). No banco
de dados do Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) foram

encontrados registros de 37 individuos de Eténiitépa com tratamento prévio para TB no
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periodo de 1999 a 2004. A média de incidéncia para esse periodo foi de 1.289,6 por

100.000 habitantes (Basta e cols., 2009, submetido para publicacdo).

41



CAPITULO II

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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Aproximadamente 220 grupos indigenas existem no Brasil (totalizando em torno de
450.000 indigenas) e 60% desses vivem na Amazdnia. Alguns grupos ainda permanecem
relativamente isolados, mas um numero significante vive em areas urbanas. Apesar da
escassez de dados epidemioldgicos detalhados sobre as populagdes indigenas brasileiras,
nao restam duvidas sobre a sua precaria situagao de saude e o alto risco de contrair TB e
morrer devido a ela (Coimbra e Basta, 2007). A deterioracdo das condi¢des de vida dos
indios em decorréncia do contato com os “homens brancos”, os problemas de
acessibilidade (geografica, econdmica, lingiiistico-cultural, entre outros) aos servicos de
saude, bem como os tratamentos mal conduzidos ou mal seguidos, favorecem a
manuten¢do da endemia de tuberculose entre os indios (Buchillet, 2000).

Com o avanco dos conhecimentos sobre os complicados meandros do mecanismo
imunitario da tuberculose, melhor serdo compreendidas as condi¢gdes que facultam ao Mtb
conviver com o hospedeiro por decénios sem morrer, mas sem conseguir multiplicar-se e
sem provocar lesdes, estabelecendo-se um estado de simbiose (Rosemberg, 2001), ou
tuberculose latente.

A contribuicdo relativa de genes envolvidos depende de “backgrounds” genéticos
especificos das populacdes e do estdgio de infecgdo ou doenca. Com base nisso, a
identificacdo de genes humanos importantes, bem como de seus alelos associados a
suscetibilidade a doenga, os quais influenciam a patogénese e a resisténcia a mesma,
fornecerao respostas para se desvendar os mecanismos envolvidos na prote¢ao contra TB.

Pesquisas relacionadas a identificacdo da suscetibilidade genética a tuberculose em
povos indigenas sdo ainda inexistentes no Brasil. Diante da magnitude da doenca, enquanto

problema de satde publica, necessita-se abordar a questdo sob os mais diversos angulos.
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Portanto, a pesquisa realizada, podera trazer novos conhecimentos especificos sobre as
populagdes indigenas, com o potencial de se estabelecer melhores estratégias de prevencao
e tratamento.

Este trabalho tem como objetivos especificos:

1) Determinar as freqiiéncias das variantes dos genes envolvidos com a resposta
imune ja identificados com suscetibilidade/resisténcia a tuberculose em uma populacao da
etnia Xavante.

2) Avaliar se ocorrem diferengas nas freqiiéncias génicas e genotipicas desses genes
entre os individuos anérgicos e aqueles que mostram algum tipo de reacdo ao PPD. Além
disso, avaliar se essas diferencas ocorrem naqueles individuos que ja contrairam

tuberculose clinica e pessoas sadias dentro de uma mesma aldeia.
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CAPITULO III
IMMUNE RESPONSE GENES ARE ASSOCIATED WITH

TUBERCULIN ANERGY IN A NATIVE BRAZILIAN POPULATION.

HUMAN MOLECULAR GENETICS (em preparagao)
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ABSTRACT

Among indigenous peoples from Brazil, tuberculosis (TB) was a major cause of population
decline and remains a leading cause of morbidity and mortality among them. Despite high
BCG coverage, results of Tuberculin Skin Test (TST) reactivity, that assessed infection by
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), have shown high rates of anergy, usually over 60%, in
Amazonian Indians. Given the high prevalence of anergy in this group and that genetic
host factors play an important role in controlling susceptibility to Mtb, the aim of this study
was to evaluate the association of nineteen polymorphisms in fifteen genes related to
immune response and anergy in the Xavante, a indigenous group from Central Brazil. A
total of 486 individuals were investigated. TST anergy was observed in 68,7% of them.
Polymorphisms in four genes showed absence or very low variability: SP/10, PTPN22,
ILI2RB1 and IL6. Reactivity to TST was associated with /FNG +874 A>T and /L4 -590
C>T polymorphisms. The IFNG +874 A/T heterozygous genotype and IL-4 -590 C/C
homozygous genotype were more frequent in those individuals who presented a positive
TST (1.9; CI: 1.1-3.1 and 2.0; CI: 1.2-3.3, respectively). IL10 -1082 A>G was associated
with a higher prevalence of anergy. The risk of anergy was 1.5 (CL: 1.2-1.7) in G/G
homozygous individuals when compared with carriers for the A allele. Results obtained
indicate that polymorphisms in genes of Th2 immune profile — IL-4 and IL-10 — would be
involved with TST reactivity in the Xavante population. Moreover, unique environmental
and natural selective factors have resulted in the development of ethnic-specific host

genetic factors.
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INTRODUCTION

According to the World Health Organization (WHO), tuberculosis (TB) remains the single
largest infectious disease causing high mortality in humans, leading to 3 million deaths
annually. The estimate is that about one third of the world’s populations are currently
infected with Mycobacterium tuberculosis (Mtb), and approximately 8-10 million people
have been infected with this pathogen every year. The scenario of TB in Brazil is also
alarming. Incidence rate estimative was 60 per 100,000 in 2004, and Brazil ranks as the
16th most affected country in the world (1). Moreover, TB incidence rates may be higher
than 70 cases per 100,000 in some municipalities of the Amazon region (2).

Although TB is a significant health problem for most of the world’s populations,
some of them have been specially affected. Prevalence rates among indigenous groups are
typically higher than among their non-indigenous neighbors. This is the case of Native
South Americans that experience high rates of TB. Among indigenous peoples from Brazil,
historically tuberculosis was a major cause of population decline and remains a leading
cause of morbidity and mortality among them. Recent studies indicated that incidence rates
among Amazonian indigenous peoples may be as much as ten times higher than those of
general Brazilian population (2-7).

Differential prevalence rates are caused by different factors. The ability to develop
adequate immunity to intracellular bacterial pathogens is unequally distributed among
humans. In the case of tuberculosis, infection with Mtb results in disease in 5-10% of
exposed individuals, whereas the remainders control infection effectively (8) that is known
as latent infection. The majority of individuals infected with Mtb develops a delayed-type
hypersensitivity (DHT) response in two to four weeks after infection, which is manifested
as a positive response (skin induration) to intradermal injection with purified protein

derivative (PPD) from Mtb. PPD or tuberculin skin testing (TST) is used not only to
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identify persons infected with Mtb, but also to assess cell-mediated immune response to
Mtb and to guide decisions about chemoprophylaxis and treatment (9). However, its utility
1s compromised by the lack of specificity, which leads to false-positive results in people
who are BCG-vaccinated or exposed environmentally to other mycobacteria (10). The lack
of skin induration to intradermal injection of PPD, defined as anergy, is observed in many
individuals. Immunologically, anergy involves an as the inability of T cells to produce
interleukin-2 (IL-2) (11), which occurs together with a decreased production of interferon-
v (IFN-y), particularly in severe disease (9, 12). Anergy has also been correlated with the
expansion of IL-10-producing T cells (12). The interpretation of TST results is affected by
the immune status of the individual tested, because conditions that interfere with
generalized cell-mediated DHT responses, including HIV infection, chemotherapy, steroid
use, and cancer, also interfere with reaction to PPD (9).

Studies which investigated the characteristics of TST reactivity in Amazonian
Indians, have reported high rates of anergy, usually over 60%, even when relatively high
BCG coverage is observed (7, 13-15). It was suggested that recurrent low reactivity to TST
observed in Amazonian Indians, despite high BCG coverage and incidence rates of disease,
may be due to an-yet unclear immunological mechanisms that may cause diminished cell-
mediated immune response against Mtb (7, 15). Cytokines are important modulatory
molecules in immune responses against microorganisms and they also have an important
role in the setting of disorders that affect the immune system, mainly those produced by
populations of Th1 (T helper 1) or Th2 cells. The balance between populations of Thl and
Th2 cells affects cytokines expression and the physiological and pathological processes as
well (16). A Thl cell preferentially produces cytokines as IFN-y, TNF-a (tumor necrosis
factor- a), IL-12 and IL-2. Th2 cells drive humoral immunity, up-regulating antibody

production and producing IL-4 and IL-10 cytokines (17). Response against Mth 1is
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preferentially Thl-like, reflected by the production of high titers of IFN-y and TNF-a with
low or undetectable levels of IL-4 (18). IL-12 also leads the development of Th1 responses
by enhancing IFN-y and antagonizing IL-4 and IL-10, thereby down-regulating Th2
responses (19). IL-4 and IL-10 are known to inhibit significantly the development of DTH
responses in mice (20); IL-10 also inhibits Thl activity through macrophage deactivation
and the blocking of IFN-y release by Th1 lymphocytes (21).

In relation to infection by Mtb, the outcome is influenced by many factors, such as
nutritional status, co-infections, exposure to environmental microbes, and previous
vaccinations. However, it is clear that genetic host factors also play an important role in
controlling disease susceptibility to intracellular pathogens (8). Human immune response
genes are more diverse than any other gene group, suggesting that infectious diseases are
an important driving force in human evolution (22). Candidate genes studies have
implicated several immunogenetic polymorphisms in human infectious diseases, and their
identification may provide insights into protective and pathogenic mechanisms. These
candidate genes have been identified in several ways. Most are suggested by studies of
immune mechanisms of infectious diseases, such as MHC genes and an increasing number
of cytokine and chemokine genes (23). Polymorphisms in genes of immune response are
known to influence cytokine levels and may be associated with infection outcome (24).

Several studies have been carried out to associate immune response genes with
susceptibility to infection by Mtb or TB disease (22, 25-27), nevertheless there are few
studies in genes related to DTH, specifically to anergic response to PPD. Given the high
prevalence of anergy to PPD in Amerindians (7, 15), this ethnic group offers a unique
opportunity to detect genes potentially involved with anergic response to PPD. Thus, in

this study we evaluated the association of nineteen single nucleotide polymorphisms

50



(SNPs) in fifteen genes related to immune response, and anergy to PPD in the Xavante, a

Brazilian indigenous group.

RESULTS

The investigated sample consisted of 486 individuals among them 225 were men (46%).
Age varied from three months to 91.7 years, with an average of 18.9+18.9 years.
Individuals were divided in subgroups according to PPD status: 68.7% of the investigated
subjects presented anergy (no induration), while 25.5% had an induration > 5 mm and
16.3% > 10 mm (P.C. Basta, C.E. Coimbra, J.R. Welch, L.C. Alves, R.V. Santos and L.A.
Camacho, manuscript in preparation).

Allele frequencies for the polymorphisms investigated in the present study, together
with the frequencies reported for Europeans, Africans and Asians are shown in Table 1.
Differences in the total number of individuals for each variant were due to genotyping
problems. Among the 19 polymorphisms screened, six showed absence or very low
variability (minor allele frequency < 0.01) — rs3948464, rs2114592, 152476601,
rs11575934, rs375947 and rs1800795 — in the Xavante besides being polymorphic in other
major ethnic groups.

Association tests of genotype frequencies between anergic vs. non-anergic subjects
are shown in Table 2. For all markers with a x> P-value lower than 0.25, prevalence ratios
(PR) were estimated after adjustment for age. Reactivity to PPD was associated with /JFNG
+874 A>T — rs2430561 —, and IL4 -590 C>T — 152243250 — polymorphisms. The IFNG
+874 A/T heterozygous genotype and /L-4 -590 C/C homozygous genotype were more
frequent in those individuals who presented a PPD reaction (Table 3). Adjusted PRs for
IFNG +874 T/A and IL4 -590 C/C genotypes were about two times more prevalent in those

subjects with a PPD positive reaction (1.9; CI: 1.1-3.1 and 2.0; CI: 1.2-3.3, respectively).
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Whereas IL10 -1082 A>G — rs1800896 — SNP was associated with a higher prevalence of
anergy (Table 4). The risk of anergy was 1.5 (CI: 1.2-1.7) in G/G homozygous individuals

when compared with carriers for the A allele.

DISCUSSION

In the 60’s, Neel and colleagues studied the same Indian group studied in this work. Many
of those people still live at Eténiitépa village. At that time, vaccination coverage by BCG
was null, and just one person tested for PPD showed reactivity (28). Almost five decades
after the first visits were performed in the Xavante Reservation, the response to PPD
profile has not changed so much, although there is almost total BCG vaccination coverage
and several TB cases diagnosed in the village. In our study, while almost 70% of
individuals did not show any response to PPD, 16.3% of the sample had a size of
induration greater than 10 mm that is considered infected by Mtb (P.C. Basta, C.E.
Coimbra, Jr. Welch, L.C. Alves, R.V. Santos and L.A. Camacho, manuscript in
preparation). Therefore, the aim of this study was to find susceptibility genes that could
explain the high rates of anergy to PPD in tuberculin skin tests, in the Xavante population
from Central Brazil. This is the first study about susceptibility genes related to TB in a
native Brazilian population.

Allele frequencies observed in the Xavante population were different from those
reported in other major ethnic groups (Table 1). SP110, PTPN22, ILI2RBI and IL6 SNPs
investigated were not polymorphic in the Xavante population. Considering that no
information for other Amerindian samples has been reported for these polymorphisms, it is
difficult to infer whether these variants were lost due to microevolutionary processes or if
these polymorphisms were not present in the founder group. The genetic structure of

present-day Native American populations results from an intricate set of interacting factors
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which include different demographic changes, group fissions and fusions, intergroup
contacts, and different mating systems. Therefore, to explain specific differences, genetic
parameters should be examined in conjunction with ethnohistoric factors. The reduction of
genetic variability in these genes could be explained through a founder effect, high
inbreeding and isolation. On the other hand we cannot exclude that these differences might
be due to a restricted immune system shaped by natural selection in the Xavante and other
native Brazilian groups. Clearly more native Brazilian populations should be investigated
to disclose the full spectrum of variation of these immune response genes in Amerindians.
Three genes showed association with response to PPD: IFNG, IL10 and IL4. IFN-y
is a key Thl cytokine in the immune response against Mtb, because it activates
macrophages to kill the intracellular bacilli. IL-10 1s an immunoregulatory Th2 cytokine
produced by T cells, macrophages, and dendritic cells. It can deactivate macrophages and
can dampen the immune response to either prevent or limit the pathology from an over-
exuberant inflammatory response to a pathogen. It can be suggested that high IL-10 levels
could be detrimental to bacterial control (29). IL-4 is also a Th2 type of cytokine, and
downregulates protective Thl response (30). Baliké and colleagues (31) found a significant
higher ratio of IL-4 and IL-10 positive lymphocytes and a significant lower ratio of IL-12
in the peripheral blood of patients with tuberculin anergy when compared with tuberculin
positive patients or healthy donors. The high percentage of IL-4 and IL-10 positive
lymphocytes together with a low percentage of IL-12 positive lymphocytes in the
peripheral blood of anergic patients suggest a Th2 biased immune response during the
early course of the disease. Montiel and colleagues (32), based on their observation of an
increase in IL-4 concentrations together with low concentrations of IFN-y in anergic

patients, suggested that a Th2 pattern of immune response was associated with anergy.
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Two previous investigations reported that the G allele of /L10 -1082 was associated
with higher production of IL-10 in TB patients with anergy (33, 34). Therefore the higher
prevalence of IL10 -1082 G/G genotype in anergic to PPD individuals detected in the
Xavante is in line with these observations. The higher prevalence of IL4 -590C
homozygous subjects among those who developed skin reactivity to PPD (2.0; CI: 1.2-3.3)
points to the same direction because the association of /L4 -590T allele with increased 1L-4
levels (35, 36) suggest that homozygous individuals for /L4 -590C allele would have lower
IL-4 levels therefore they will have a Thl pattern of response that would explain the
positive PPD reaction more frequently observed in these individuals.

Some studies have shown that the I/FNG +874 A>T polymorphism influences IFN-
v production by providing a binding site for NFxB. The A allele was found to predispose to
disease in several populations (37-40). Electrophoretic mobility shift assays showed
specific binding of NF«B to the allelic sequence containing the +874T allele (38). Since
this transcription factor induces IFN-y expression, the +874T and +874A alleles are
probably correlated with high and low IFN-y expression, respectively (40). Studies carried
out in Spanish and Turkish populations revealed an association between the T/T genotype
of +874A>T polymorphism with increased IFN-y production in response to mycobacterial
antigens (39-41). However, an association of /FNG +874 T/A genotype with reactivity to
PPD was obtained in our study, when compared to T/T genotype. If we consider the fact
that in anergic individuals the IFN-y production is lower, and that the T allele could be
involved, our results seem to indicate the opposite. Notice, however that no homozygous
A/A genotype was observed in this study. On the other hand, in one study (42), neither
association of /L4 -590 genotypes with IL-4 levels nor of /FNG +874 with IFN-y secretion
was observed. Clearly more studies are warranted to disclose the functional effect of these

SNPs on citokine levels and their effect on anergy and/or TB susceptibility.
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Containment and cure of TB require an effective cell-mediated immune response.
Moreover the absence of DTH responses to mycobacterial antigens, defined as anergy,
during active TB infection can be associated with poor clinical outcome (11). If DTH is
considered an important Th1 marker (43), its lack in immune response could be due to a
diminished production of Thl citokines and a bias to Th2 citokines. Results obtained in
the present study indicate that polymorphisms in genes of Th2 immune profile — IL-4 and
IL-10 — would be involved with response to PPD in the Xavante population. Knowledge
about immunological mechanisms involved in maintaining a latent infection is crucial to
the ultimate fate of a person with Mrb infection. Unique environmental and natural
selective factors have resulted in the development of ethnic-specific host genetic factors.
Thus, it is very important to investigate other polymorphisms in immune response genes
specifically in indigenous populations. Furthermore, special attention should be given to
healthy individuals, BCG-vaccinated, who probably have had contact with the Mtb, and do
not respond to PPD, in order to explain what mechanisms could be occurring in latent

infection and causing an inappropriate response to the intracellular pathogens.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

The present day Xavante indigenous population has almost 10,000 individuals living in
numerous villages in Mato Grosso State, Brazil. Permanent contact between the Xavante
and the Brazilian society was established in the late 1960s, when over half of the
population died due to epidemics. TB was introduced at that time, and it has been a major
cause of morbidity and mortality ever since (44). TB incidence rates in Xavante are one of

the highest among indigenous peoples in Brazil — approximately 300/100,000 (45, 46).
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The present study was conducted at Etériitépa village, in Pimentel Barbosa Xavante
reservation, located in northeastern Mato Grosso State (approximately 13° 20° S, 51° 40°
W). The mean TB incidence rate for the period 1999 to 2004 at Etérniitépa village was
1,289.6/100,000 inhabitants, and coverage of BCG vaccination surpassed 90% of
individuals (P.C. Basta, C.E. Coimbra, J.R. Welch, L.C. Alves, R.V. Santos and L.A.
Camacho, manuscript in preparation). Epidemiological data indicate a high infant
mortality, due to diarrhea and pneumonia (44, 47), and high prevalence rates of chronic
undernutrition (11,3%) in children under 10 years old, although obesity is seen in older
individuals.

The study sample included all individuals at Etéritépa village in whom Mth
infection status was determined with purified protein derivative (PPD) skin tests. The
sample was composed by 486 subjects (87% of the population at Etériitépa village).
Exclusion criteria were pregnant women and newborns. Each participant was injected
intradermally on the volar side of the left forearm with 0.1 mL (2 TU) of purified protein
derivative (PPD-RT23) (Statens Serum Institute, Copenhagen, Denmark). Tuberculin
testing was done by a team of three nurses, each of whom read each test independently.
The transverse diameter of indurations was measured at 72 h after inoculation. The
agreement among measurements was high [intraclass correlation coefficient > 0.98] (P.C.
Basta, C.E. Coimbra, J.R. Welch, L.C. Alves, R.V. Santos and L.A. Camacho, manuscript
in preparation).

The Brazilian National Committee on Research Ethics approved this study, and a
signed informed consent was obtained from the village leaders since most subjects were
not literate in Portuguese, but all subjects provided verbal assent to participate. All

activities were accompanied by a Xavante health agent.
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Genotyping

Genomic DNA was extracted from buccal swabs (BuccalAmp™ DNA Extraction Kit -
Epicentre, Madison, USA), and genotyping for the polymorphisms (except to SLCI11A41)
was carried out by TagMan® SNP Genotyping Assay methods (Applied Biosystems,
Foster City, USA). The SLCI1A41 polymorphism was genotyped by PCR-RFLP as
described by Zhang and colleagues (48). Polymorphisms investigated in this study are

described in Table 5.

Statistical analysis

Allele and genotype frequencies of individual polymorphisms were determined by direct
counting, and compared between groups (anergics vs. non-anergics) using exact y° tests.
Association between genotypes and response to PPD was also evaluated using prevalence
ratios (PR) estimated by Poisson regression with robust variance. Age and gender were
included as covariates in the regression model, but only age was a significant variable.
Therefore the PR was adjusted for age in all analyses, for this purpose age was

dichotomized as < 15 and > 15 years old.
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Table 1. Allele frequencies for the polymorphisms in Xavante and the frequency range of

alleles in world populations.

Gene dbSNPID N Allele MAF (%)
Xavante Africans Europeans Asians
SLCIIAI 156 C 41 10-12 21-27 3-17
VDR 1s2228570 485 A 32 17-24 34-44 26-51
SP110 rs3948464 485 T <1 12-27 8-15 0-1
1s2114592 409 T 0 14-28 10 15-26
P2X7 1s3751143 484 C 15 7-11 14-17 20-25
PTPN22 152476601 477 T 0 0-3 1-21 0-6
ILIB rs1143629 478 T 30 55 63-83 46-60
ILI2RBI 1s11575934 484 G 1 10-24 30-37 34-49
1s375947 476  C 1 23-26 30-38 27-52
IFNGRI 1s1327474 476 G 6 3-98 34-43 3-6
152234711 479 C 22 41-47 35-55 44-50
TNFRI 154149622 486 G 5 60-65 0 10-13
IFNG 1s2430561 436 A 2 68-76 49-73 64-68
IL2 152069762 418 G 17 0-6 23-38 24-56
IL10 rs1800872 477 C 32 52-77 45-83 27-77
rs1800896 475 G 13 31-47 28-67 4-40
IL6 rs1800795 470 C 0 0-9 18-57 0-40
I1L4 1s2243250 427 C 16 17-29 83-89 17-89
IL4R rs1801275 468 G 33 83-90 22-33 7-23

MAF: minor allele frequencies.

Sources of allelic frequencies in world populations (Supplementary material):
http://www.ncbi.nlm.nih.gov; Liu et al. (1995); Bellamy et al. (1998); Yang et al. (2000);
Delgado et al. (2002); Li et al. (2002); Abe et al. (2003); Lopez-Maderuelo et al. (2003);
Scola et al. (2003); Rossouw et al. (2003); Bornman et al. (2004); Remus et al. (2004);
Sellick et al. (2004); Uitterlinden et al. (2004); Gomez et al. (2005); Malik et al. (2005);
Orozco et al. (2005); Shin et al (2005); van Oene et al. (2005); Zhang et al (2005);
Amirzargar et al. (2006); Bulat-Kardum et al. (2006); Etokebe et al. (2006); Henao et al.
(2006); Pierer et al. (2006); Shemon et al. (2006); Thye et al. (2006); Tosh et al. (2006);
Vidyarani et al. (2006); Zammiti et al. (2006); Prabhu Anand et al. (2007); Babb et al.
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(2007); Fernando et al. (2007); Kusuhara et al. (2007); Sahiratmadja et al. (2007); Stein et
al. (2007); Amim et al. (2008); Selvaraj et al. (2008); Smith et al. (2008).
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Table 2. Association of genotype frequencies with response to PPD.

Gene dbSNP ID  Genotypes PPD=0 PPD>0 P value*
SLCI1A1 153731865 G/G 33 22
G/C 40 30 0.927
C/C 14 11
VDR 1rs2228570 G/G 162 79
G/A 117 50 0.752
A/A 47 19
SPI110 rs3948464 C/C 324 148 0.570
C/T 2 0
rs2114592 C/C 266 133 -
P2X7 rs3751143 C/C 11 5
C/A 76 31 0.784
A/A 237 113
PTPN22 152476601 C/C 319 147 -
ILIB rs1143629 C/C 160 66
C/T 135 71 0.458
T/T 25 10
ILI2RBI 1511575934 A/A 320 147
A/G 3 1 0.705
G/G 2 0
1s375947 C/C 1 1
C/T 6 0 0.265
T/T 311 146
IFNGRI  1s1327474 A/A 284 128 0.756
A/G 36 18
rs2234711 C/C 12 4
C/T 119 53 0.739
T/T 188 92
TNFRI rs4149622 A/A 301 132
A/G 23 17 0.202
G/G 2 0
IFNG rs2430561 T/T 277 133 0.059
T/A 7 9
L2 1s2069762 T/T 189 91
T/G 76 41 0.532
G/G 7 6
IL10 rs1800872 C/C 15 4
C/A 177 83 0.596
A/A 126 61
rs1800896 G/G 13 0
G/A 64 33 0.042
A/A 241 114
IL6 rs1800795 G/G 312 147 -
IL4 1rs2243250 T/T 193 105
T/C 73 29 0.045
C/C 7 10
IL4R rs1801275 G/G 33 19
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G/A 137
A/A 143

57
69

0.586

*y” test. In bold are the P-values lower than 0.25.
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Table 5. Polymorphisms investigated in this study.

Gene Chromosome Location Polymorphism dbSNP ID
SLC11A1 (NRAMPI) 2q35 INT4 (496 + 14 G>C) rs3731865
VDR 12q13.11 Fok1A>G rs10735810
SPI110 2q37.1 exon 11 C>T 153948464
intron 6 C>T rs2114592
P2X7 12q24 1513 A>C rs3751143
PTPN22 1p13.3-p13.1 1858 C>T 152476601
ILIB 2ql4 intron 2 C>T rs1143629
ILI2RBI 19p13.1 641 A>G rs11575934
1094 T>C rs375947
IFNGRI1 6q23.3 -611 G>A rs1327474
-56 T>C 1s2234711
TNFRI1 12p13.2 intron 1 A>G 154149622
IFNG 12q14 +874 A>T 152430561
IL2 4q26-q27 -330 T>G 152069762
IL10 1q31-q32 -592 A>C rs1800872
-1082 A>G rs1800896
IL6 Tp21 -174 G>C rs1800795
114 5q31.1 -590 T>C 1s2243250
IL4R 16pl12.1-p11.2 1902 A>G rs1801275
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Abstract

The purpose of this study was to search for genes potentially associated to tuberculosis
(TB) susceptibility in Xavante Indians, a native Brazilian population from Central Brazil.
We examined 492 individuals and 41 of them were diagnosed with TB scars or active
disease through chest X-ray. A total of 13 single nucleotide polymorphisms (SNPs) were
genotyped: SLC11A41 INT4 (496 + 14 G/C), VDR Fok 1 A/G, P2X7 1513 A/C, IL-1B intron
2 C/T, IFNyR1 -611 G/A and -56 T/C, TNFRI intron 1 A/G, IFN-y +874 A/T, IL-2 -330
T/G, IL-10 -592 A/C and -1082 A/G, IL-4 -590 T/C, and IL-4R 1902 A/G. Our results

showed no association between SNPs and TB in the Xavante group.

Key words: Brazilian Indians, genes, susceptibility, tuberculosis.
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Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis, has reemerged as a leading
global health threat, accounting for almost 9 million new cases and 2 million deaths every
year (1). The disease remains a major cause of morbidity and mortality among indigenous
peoples in Brazil, and a major public health challenge, especially in the Amazon region
(2). Susceptibility to TB is known to be strongly influenced by human genetics factors (3)
and this genetic predisposition is supported by findings of many different TB susceptibility
genes in genome-wide screens, in different ethnic populations (4, 5). There is a higher
disease concordance in monozygotic twins than in dizygotic twins (6), and infection rates
differ among ethnic groups (7). Several candidate genes have been tested using association
studies, and a number of them were associated or linked with susceptibility to TB (8-12).
However, the interpretation of the literature on genetic associations with infectious
diseases is complicated by apparent inconsistencies between different populations for
many associations (13).

The purpose of this study was to search for genes potentially associated to
tuberculosis (TB) susceptibility in a native Brazilian population. Knowledge about many
aspects of the biology and epidemiology of indigenous Amazonian people in Brazil has
been accumulating since the 1960s. It was observed a high mortality after contact with
non-indigenous, especially due to infectious disease epidemics (14).

The Xavante Indians of Central Brazil have been a source of interest to outsiders
for a long time. As with so many other indigenous populations the mortality from
introduced diseases left them a shadow of themselves both biologically and culturally (14).
The Pimentel Barbosa Xavante reservation, where this study was performed, is located in
northeastern Mato Grosso State, Central Brazil (approximately 13° 20’ S, 51° 40° W). Our
research on Pimentel Barbosa reservation was carried out at Etéfiitépa village, which has

been continuously occupied since 1972.
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TB was probably introduced in the Xavante after contact with Brazilian nationals
and spread throughout Xavante villages in the 1960s and mid-1970s. Nowadays, the
Xavante Public Health District is listed as having one of the highest TB incidence rates
among indigenous peoples in Brazil — approximately 300/100,000 (15, 16). In 2006, when
the fieldwork for this study was carried out, the village was composed of 560 individuals.
We examined 492 Xavante Indians in order to evaluate the importance of host genetic
susceptibility factors to TB in this ethnic group. Data from individuals with TB scars or
individuals with active disease in our sample were assessed through chest X-ray. Forty-one
individuals were diagnosed with TB scars or active disease. This group comprised 19
males and 22 females (mean age: 33 + 27 yr), whereas the healthy group (451 individuals)
was composed of 212 males and 239 females (mean age: 17 + 17 yr).

The polymorphisms investigated were chosen due to their importance in relation to
immune response, specifically to TB. A total of 13 single nucleotide polymorphisms
(SNPs) were genotyped: SLC1141 INT4 (496 + 14 G>C), VDR Fok 1 A>G, P2X7 1513
A>C, ILIB intron 2 C>T, IFNGRI1 -611 G>A and -56 T>C, TNFRI intron 1 A>G, IFNG
+874 A>T, IL2 -330 T>G, IL10 -592 A>C and -1082 A>G, IL4 -590 T>C, and IL4R 1902
A>G. Genomic DNA was obtained from buccal swabs (BuccalAmp™ DNA Extraction Kit
- Epicentre, Madison, USA); genotyping was carried out using TagMan® SNP Genotyping
Assay methods (Applied Biosystems, Foster City, USA), or by PCR-RFLP [SLCIIAl
(17)]. The Brazilian National Committee on Research Ethics approved this study, and a
signed informed consent was obtained from the village leaders since most subjects were
not literate in Portuguese, but all subjects provided verbal assent to participate. All
activities were accompanied by a Xavante health agent.

Table 1 shows allele frequencies for the polymorphisms studied and the results for

association between genotypes and TB. No association with the disease was observed.
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This investigation is part of a multidisciplinary study about infection by Mrb and
TB disease in a Xavante population. Moreover this is the first study that searched for TB
susceptibility genes in Brazilian Indians. In Brazil, prevalence of disease among
indigenous groups is higher than among non-indigenous (18). Within the Yanomami
population, a high prevalence of active TB was observed (19); in the Surui Indians the
prevalence rates were higher than in their non-native neighbors (18, 20). Preliminary
results strongly indicated previous TB and suggested a continued risk of disease in
Xavante population. In the Brazilian National Notifiable Diseases Surveillance System
database (Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo - SINAN) it was found records
of previous treatment for 37 subjects from Pimentel Barbosa village during the period 1999
to 2004. The mean rate of incidence for this period was 1,289.6 per 100,000 inhabitants. A
large majority of the cases (81.1%) occurred in 1999 (Basta et al., unpublished data).

Despite high disease incidence rates, this study suggests a lack of association of
genetic polymorphisms with TB in the Xavante. However, many other studies also
reported negative associations for all genes studied here. Inconsistency between genetic
association studies could be due to ethnic-specific genetic factors greatly influencing host
immunity to disease, causing differential susceptibility to disease (21). However, our study
should be understood in the context of some limitations. The sample of TB cases is small
but almost all the population (87%) has been sampled. Because TB diagnosis was obtained
by precarious public health systems we could have missed some TB cases.

TB is a multifactorial condition and its development depends on complex
environmental factors and host genetic factors. Prevalence rates among indigenous groups
are typically higher than among their non-indigenous neighbors. Native South Americans
experience high rates of TB, however little work has been undertaken to investigate factors

involved in Native American susceptibility (22). Profound demographic, ecological, and

83



epidemiological transformations the Xavante have undergone in recent decades and the
complex interaction between host genetics, and environmental and cultural factors
contribute to high TB rates. More studies with other immune system genes in this and other
native Brazilian populations are required to explain why TB rates in this ethnic group are

higher than their nonindigenous neighbors.
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Table 1: Polymorphisms investigated and the associations between individuals with scars

of TB or active TB and healthy controls.

Gene Polymorphisms dbSNP ID Genotypes Cases® Controls P
(n) (n) value”
SLCI11A1  INT4 (496 +14  rs3731865 G/G 52 3
G>(C) G/C 66 9 0.455
C/C 24 2
VDR Fok1 A>G rs2228570 G/G 228 17
G/A 152 21 0.091
A/A 64 3
P2Xx7 1513 A>C rs3751143 C/C 14 2
C/A 101 7 0.537
A/A 328 32
ILIB intron 2 C>T rs1143629 C/C 215 16
C/T 191 21 0.376
T/T 31 4
IFNGRI -611 G>A rs1327474 A/A 385 37
A/G 50 4 0.807
G/G 0 0
-56 T>C rs2234711 C/C 16 1
C/T 162 14 0.907
T/T 260 26
TNFRI1 intron 1 A>G rs4149622 A/A 405 38
A/G 38 3 1.000
G/G 2 0
IFNG +874 A>T rs2430561 T/T 382 37
T/A 16 1 1.000
A/A 0 0
L2 -330 T>G 1$2069762 T/T 254 31
T/G 111 9 0.351
G/G 13 0
IL10 -592 A>C rs1800872 C/C 18 2
C/A 247 21 0.733
A/A 171 18
-1082 A>G rs1800896 G/G 12 1
G/A 92 0.601
A/A 330 34
IL4 -590 T>C 1rs2243250 T/T 278 27
T/C 97 8 0.943
C/C 16 1
IL4R 1902 A>G rs1801275 G/G 54 3
G/A 178 19 0.638
A/A 196 18

ndividuals with scars of TB or active TB.

bx2 test.



CAPITULO V

DISCUSSAO
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As discussoes especificas referentes aos resultados obtidos no presente trabalho
encontram-se nos capitulos anteriores (III e VI).

Grandes esforgos sdo feitos por parte dos governos a fim de se tentar controlar as
altas taxas de TB no mundo inteiro. Com o avango da epidemia da AIDS e do surgimento
de cepas de Mtb resistentes a multiplas drogas, as medidas de controle necessitam ser ainda
mais eficazes. Além disso, algumas populagdes especificas sdo mais suscetiveis a doenca,
como moradores de ruas, individuos confinados em presidios, pessoas imuno-deprimidas e
grupos indigenas. Ja citada anteriormente, a incidéncia de TB em amerindios brasileiros ¢
significativamente mais alta do que em populagdes ndo indigenas, inclusive aquelas que
co-habitam a mesma regido.

A TB ¢ uma doenca infecciosa multifatorial e com um forte componente genético, e
neste sentido, o objetivo desta tese vem ao encontro dos muitos estudos que visam o
melhor entendimento dos complicados mecanismos genéticos envolvidos na efetiva
resposta imune a infec¢cdo com o bacilo. Para isso, nossos esfor¢os foram direcionados para
a busca de genes que poderiam estar influenciando na suscetibilidade a TB, ou a algum
fendtipo a ela relacionado, em uma populacdo da etnia Xavante da regido Central do
Brasil.

Os resultados obtidos nesta tese e o tipo de estudo realizado sdo inéditos em
populacdes indigenas brasileiras, e fazem parte de um projeto multidisciplinar, envolvendo
profissionais de diferentes areas: antropologia, biologia, epidemiologia, medicina e
nutrigao.

As limitagdes para a realizagdo efetiva e completa desse trabalho ja foram descritas

anteriormente. Entretanto, cabe uma discussdo mais ampla sobre algumas das dificuldades
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encontradas. Os Xavante de Eténitépa (a aldeia visitada pela equipe), ndo vivem em
completo isolamento geografico, mas as condigdes de acesso a aldeia sdo complicadas,
principalmente devido a ndo-pavimentacdo da estrada que da acesso a aldeia. Etériitépa
esta 40 km distante da BR-158, a cerca de duas horas da cidade mais proxima. No que diz
respeito a amostra coletada, para fins estatisticos, essa pode nao ter tido poder suficiente
para verificar alguma associagdo genética mais robusta com a doenca. Embora o niimero
amostral de individuos com diagndstico de TB possa parecer pequeno (41 individuos), ndo
podemos deixar de levar em conta as altas taxas de incidéncia da doenga neste grupo
indigena e o grande risco de infeccdo pelo bacilo a que esta sujeita essa populagao, uma
vez que muitos individuos mostraram forte reacdo ao PPD (reagdo maior que 10 mm), ou
seja, sao considerados infectados pelo Mtb. Além disso, sabe-se que grupos indigenas
brasileiros vivem em aldeias com ndo mais do que 500-600 pessoas, € nosso estudo
conseguiu abranger a grande maioria dos individuos de Efénitépa (quase 90% da
populagdo). A ndo-totalidade ocorreu devido aos critérios de exclusdo (gravidas e criancas
recém-nascidas) e aqueles individuos que estavam fora da aldeia por motivos nao-
relacionados a coleta.

Recorrentes aos estudos de associagdo genética com tuberculose ja realizados, o
delineamento e replicagdo dos trabalhos tornam-se grandes problemas. Somado a esse
cenario tem-se a complexidade dos fatores genéticos nas doengas infecciosas e o
envolvimento de muitos genes na etiologia da tuberculose. Ainda pode-se citar como
dificuldades o conhecimento incompleto do sistema imune humano e seus complexos
mecanismos de resposta, ¢ a influéncia de fatores ndo-genéticos, como idade, estado
nutricional do individuo, imunodepressao e interagdes com drogas imunossupressoras.

Discutem-se muito os resultados falso-positivos que podem ser obtidos nos estudos

de associacdo do tipo caso-controle devido a estratificacdo populacional originada pelas
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diferencas genéticas entre os diferentes grupos étnicos. Sabe-se também que diferencas
étnicas teriam importante contribui¢do no desenvolvimento de TB ou da infec¢do latente
(Prabhu Anand e cols., 2007). Um dos pontos positivos deste estudo, portanto, foi a
escolha de um grupo étnico com auséncia de miscigenacao com afro e euro-descendentes.
Os Xavante, principalmente o grupo aqui estudado, fazem questdo de manter sua origem e
organizagao social tradicionais.

Em relacdo aos resultados de resposta ao PPD, constata-se um grande numero de
individuos anérgicos em nossa amostra, corroborando outros estudos realizados em grupos
indigenas brasileiros de diferentes etnias, como os Surui € os Yanomami (Sousa e cols.,
1997; Revisao em Coimbra e Basta, 2007). Isso pode estar indicando um sistema imune
incapaz de desenvolver uma resposta adequada a infeccdo pelo bacilo. Pacientes com
anergia ao PPD normalmente t€ém a TB nos estdgios mais avangados da doenga, do que
aqueles pacientes com uma reagdo positiva ao PPD (Baliké e cols., 1998). Somada ao alto
risco de infeccdo, a anergia ao PPD pode trazer algumas conseqiiéncias, como por
exemplo, a descoberta de casos de tuberculose somente em estdgio avangado de TB. Esses
fatores podem gerar uma série de complicadores sociais, como maiores taxas de
mortalidade, maior tempo de hospitalizagdo e maior custo e dificuldade de tratamento.
Salientam-se ainda riscos maiores de reativacao endogena da doenca.

O teste do PPD ¢ muito importante, porque seu resultado serve como informacgao
relevante para a utilizagdo da quimioprofilaxia e diagndstico em areas endémicas de TB,
principalmente em criangas. Entdo, o entendimento da anergia, sob os mais variados
aspectos, ¢ fundamental. Na literatura cientifica, ha poucos estudos envolvendo genes que
poderiam influenciar no fenétipo em questdo — anergia. A grande maioria dos estudos
publicados enfoca, principalmente, polimorfismos genéticos que modificam os niveis de

expressdao de algumas moléculas, como as citocinas. Tais estudos tém sugerido que essas
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alteragdes dos niveis de expressdo estariam relacionadas ao fenotipo anérgico. Esses
trabalhos normalmente sdo realizados com amostras de pacientes com TB e ao mesmo
tempo anérgicos ao PPD, diferenciando-os daqueles individuos considerados saudaveis,
que tém contato com o bacilo (ou vacinados com o BCG), mas que ndo desenvolvem uma
reacdo ao teste. A atengdo voltada a esse ultimo grupo ¢ de suma importancia para se
desvendar os mecanismos que estariam atuando na infec¢ao pelo Mtb.

Muitos genes estdo envolvidos com a anergia ao PPD; um dos objetivos da presente
tese foi este: determinar quais variantes genéticas poderiam estar influenciando na reacgao
ao PPD, de maneira que este perfil genético pudesse ser utilizado na predi¢ao de fenotipos
e no diagndstico de tuberculose. Nossos resultados mostraram que genes que codificam
citocinas do tipo Th2 (/L4 e IL10) teriam um importante papel nos mecanismos imunes que
produzem algum tipo de resposta a infeccdo por Mtb, corroborando estudos fisiologicos
com essas citocinas (Baliko e cols., 1998; Montiel e cols., 2002).

Também se chama a atencdo para a reducdo ou auséncia de variabilidade observada
para alguns genes importantes para a resposta imune contra o bacilo. Claramente ha a
necessidade de replicagdo do nosso estudo, principalmente em outras populagdes
indigenas, para confirmar os resultados obtidos. Duas hipoteses podem ser mencionadas.
Em um primeiro cenario teriamos uma populacdo com um sistema imune restrito como ja
havia sido descrito para HLA (Black 1975, 1992). J4& uma segunda hipdtese esta
relacionada ao perfil Th1/Th2 na resposta imune. Diferentes citocinas induzem rotas que
aumentam a expressao de alguns genes, que por sua vez irdo determinar a diferenciagao
das células ThO em células Thl ou Th2. Em populagdes euro-descendentes nas quais a
resposta imune foi estudada exaustivamente observou-se que recém-nascidos apresentam
predominantemente uma resposta imune do tipo Th2 e esta se modifica para Thl, que

passa a ser o tipo predominante em torno dos cinco anos de idade. Sugere-se entdo que
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essa troca de Th2 para Thl parece ndo ocorrer na infincia em muitas populagdes nao
européias que evoluiram em ambientes tropicais com altos niveis de infestagdes
helminticas e parasitarias (LeSouef e cols., 2000). Em parte este balango a favor de uma
resposta imune do tipo Th2 se deve a diferengas genéticas entre populagdes e hospedeiros.
Conseqlientemente, ocorre uma reducdo na resposta imune do tipo Thl (infecciosa)
montada contra patdgenos intracelulares, implicando em uma maior suscetibilidade as
doengas virais e bacterianas (Hurtado e cols., 2004). Ainda ndo existe uma base genética
forte que permita elucidar essas questdes. Portanto, as hipdteses anteriormente
mencionadas, juntamente com os resultados obtidos nesta tese e as altas taxas de anergia
observadas, faz dos amerindios brasileiros, € mais especificamente dos Xavante, um grupo
unico no mundo para este tipo de investigagao.

No que diz respeito especificamente a este estudo realizado nos Xavante, algumas
questdes permanecem em aberto, como o ndo conhecimento sobre o nivel de expressao das
citocinas circulantes no plasma sanguineo que estariam atuando na resposta imune direta
contra a tuberculose nessa populagdo. Estes dados poderiam ser associados com muitos
polimorfismos genéticos. Entretanto, ocorreriam dificuldades na obtencdo de amostras de
sangue em indigenas, necessarias para estas analises. Ainda, ¢ sugerida a utilizagdo de
outros tipos de antigeno (além do PPD), como antigenos de caxumba e Candida albicans,
para verificar a hipersensibilidade do tipo tardia, determinando a especificidade da reagado
(Delgado e cols., 2002b).

Outro ponto importante a ser levantado € a resposta ao tratamento de tuberculose
em amerindios. No entanto, estudos farmacogenéticos com tuberculose em indigenas que
vivem longe das cidades sdo dificeis de realizar, pelo fato da incerteza sobre o rigido
seguimento do tratamento para a doenga, que ¢ longo e com alguns efeitos adversos

importantes. Apesar disso, o conhecimento sobre as freqiiéncias em genes de
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metabolizacdo de farmacos especificos para TB em populagdes indigenas ¢ importante
para a correta prescri¢ao de medicamentos.

Além de contribuir para a avaliacdo do perfil genético do sistema imune, € mais
especificamente, da tuberculose, em um grupo indigena brasileiro importante como 0s
Xavante, esta tese chama a atengdo para problemas ainda mais amplos, como a atengao
basica dispensada a essas populagdes na area da saude e a busca por tratamentos

preventivos e profilaticos diferenciados para grupos étnicos especificos.
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