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RESUMO

Objetivo: O estabelecimento de genes candidatos associados a suscetibilidade
a TB é um desafio, principalmente devido as frequéncias divergentes entre
diferentes populacdes. O objetivo deste estudo foi avaliar a associacao entre o
fator de inibicdo da migracdo de macréfagos (MIF) -173 G> C, polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP) 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 e contatos domiciliares, ndo parentes, saudaveis e com
idade> 18 anos. O SNP MIF -173 G> C foi genotipado usando PCR em tempo
real usando um ensaio Tag Man. Resultados: 174 pacientes e 166 controles
foram incluidos. Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre casos
e controles em relacdo a prevaléncia do gendtipo (p> 0,05). Comparando
pacientes com genotipo normal (GG) com aqueles com pelo menos um alelo C,
também ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p = 0,135). Além
disso, ndo houve diferenca estatisticamente significativa comparando os
homozigotos para a mutacdo (CC) com os demais pacientes (GG e GC) (p =
0,864). Conclusdes: Nao encontramos associacao entre o polimorfismo MIF -173
G> C e suscetibilidade a TB pulmonar.



12

ABSTRACT

Purpose: The establishment of candidate genes associated with susceptibility to
TB is a challenge especially due to divergent frequencies among different
populations. The objective of this study was to evaluate the association between
macrophage migration inhibitory factor (MIF) -173 G>C single nucleotide
polymorphism (SNP) 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 -173 G>C
SNPs were genotyped using real-time PCR using a TagMan SNP Genotyping
assay. Results: 174 patients and 166 controls were included. There were no
statistically significant differences between cases and controls regarding
genotype prevalence (p>0.05). Comparing patients with normal genotype (GG)
with those with at least one C allele, there was also no statistically significant
difference (p = 0.135). Also, there was no statistically significant difference
comparing the homozygous for the mutation (CC) with the other patients (GG and
CG) (p =0.864). Conclusions: We did not find association between MIF -173 G>C
polymorphism and susceptibility to pulmonary TB.



13

1. INTRODUCAO

A historia natural da Tuberculose (TB) segue um curso variavel apés a
infeccédo inicial, com apenas 10% dos individuos infectados desenvolvendo de
fato a doenca clinica(l). Fatores de viruléncia genéticos, ambientais e
bacterianos podem influenciar a apresentacao clinica da TB (2). Muitos estudos
indicam que os fatores genéticos desempenham um papel importante na
determinacdo da suscetibilidade e resisténcia a TB (3,4). Polimorfismos de
genes desempenham um papel importante na ocorréncia e no desenvolvimento
da TB. Nos ultimos anos, muitos genes de susceptibilidade a TB foram
detectados (5,6). O fator de inibicdo da migracdo de macrofagos (MIF) é uma
citocina com funcdes semelhantes as quimiocinas pré-inflamatérias que foram
reconhecidas por desempenhar um papel central na mediacdo de uma ampla
variedade de respostas imunes contra patdégenos invasores e pode estar
associada ao inicio e / ou progressdo de TB. De fato, metanalise revelou uma
forte associacdo de um polimorfismo MIF com doencas autoimunes e infecciosas
(7). Na TB, o MIF é provavelmente a primeira citocina a aparecer na resposta
inflamatdria, inibe a migracdo de macrofagos e promove o acumulo de
macréfagos e a ativacao de linfocitos T em lesfes inflamadas de TB (8). Quatro
polimorfismos foram identificados no gene MIF; entretanto, apenas o MIF-173 e
o MIF (CATT5-8) estao relacionados as mudancas nos niveis de MIF (9). Alguns
estudos avaliaram esses polimorfismos na TB, em diferentes popula¢des, com
resultados controversos (10-12). O estabelecimento de genes candidatos
associados a suscetibilidade a TB é um desafio, especialmente devido as
frequéncias divergentes entre diferentes populacdes (13). Portanto, estudos
sobre a relacdo entre a susceptibilidade a TB e polimorfismos genéticos em
varias populacfes e grupos étnicos sdo de grande importancia.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Tuberculose

2.1.1. Definicéao

A Tuberculose (TB) € uma doenca contagiosa transmitida pelo ar por meio
de particulas liberadas durante a fala ou espirro de um individuo portador de TB
pulmonar ativa. Embora possa ser desencadeada por outros microorganismos
do complexo Mycobacterium tuberculosis, o agente mais comumente associado
a infeccbes clinicamente relevantes em humanos é o0 Mycobacterium
tuberculosis (MTB) (14).

Este patégeno, primariamente pulmonar, tem a capacidade de afetar
qualquer 6rgdo ou sistema do corpo humano. A TB se manifesta como um
espectro dinamico, variando desde uma infeccdo assintomatica até uma
condicdo potencialmente fatal (15). Clinicamente, os pacientes podem ser
categorizados como portadores de infeccéo latente por TB ILTB(16), nos quais
ndo ha sintomas e a transmissédo da doenca ndo ocorre, ou como portadores de
TB ativa, caracterizada pela transmissibilidade e presenca de sintomas como
febre, fadiga, falta de apetite e perda de peso. Pacientes com TB ativa pulmonar
podem, em estagios avancados, apresentar tosse persistente e hemoptise
(15,16). Outra classificagéo inclui a TB subclinica, na qual o paciente tem cultura
positiva, mas ndo manifesta sintomas (17). Apds o contato inicial com o MTB, a
evolucdo ou contencdo da infeccdo dependerd da imunidade e das
comorbidades individuais (18). A eliminacdo do patégeno ocorre por meio de
respostas inatas ou adquiridas das célulasT. Pacientes que conseguiram
eliminar a infeccéo através de respostas imunoldégicas, seja inata ou adquiridas,
sem desenvolver células T de memaria, podem apresentar resultados negativos
nos testes cutaneos de tuberculina (TST) ou nos ensaios de liberacdo de
interferon-gama (IGRA) (16,18).

Se, contudo, o patdogeno nao for eliminado, as bactérias podem

permanecer quiescentes ou latentes, sendo detectadas em testes como TST ou
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IGRA. Nestes casos, nos quais 0s pacientes podem nao apresentar sintomas,
mas tém cultura positiva (geralmente com baciloscopia negativa devido a baixa
carga bacilar), regimes terapéuticos preventivos para ILTB podem ser benéficos.
Em casos de TB subclinica, nos quais os pacientes ndo relatam sintomas, mas
tém cultura positiva, o diagnostico muitas vezes € confirmado por meio de
baciloscopia de escarro, cultura e testes moleculares (19,20). Os pacientes com
TB ativam podem apresentar resultados negativos no TST ou no IGRA devido a
anergia induzida pela prépria doenca ou a imunossupressdo causada por
condi¢cdes comorbidas, como infeccao por HIV ou desnutricdo. Individuos com
TB subclinica ou ativa devem receber um dos regimes de tratamento
recomendados para TB ativa, que consistem em uma fase intensiva com quatro
medicamentos, seguida por uma fase de continuagdo mais longa com dois
medicamentos. O tratamento padrao para TB consiste em quatro antibiéticos de
primeira linha: rifampicina, isoniazida, etambutol e pirazinamida. A resisténcia do
MTB aos antibidticos € um agravante descrito em praticamente todo o mundo,
consideramos TB multirresistente (TB-MDR) quando o bacilo € resistente a pelo
menos rifampicina e isoniazida. A TB extensivamente resistente (TB-XDR) é
considerada quando ocorre resisténcia a rifampicina e isoniazida concomitante

com qualquer fluoroquinolona, betaquilina ou linezolida (21).

2.1.2. Epidemiologia

2.1.2.1. Epidemiologia no mundo

Em 2022, a OMS registrou 0 maior nimero de novos casos de tuberculose
desde 1995, com alarmantes 7,5 milhdes de diagnosticos. Esse aumento,
comparado aos 7,1 milhdes em 2019, 5,8 milhdes em 2020 e 6,4 milhdes em
2021, é atribuido ao acumulo de casos nao diagnosticados durante a pandemia
de COVID-19, que atrasou o diagndstico e tratamento da doencga. Além disso,
em 2022, 1,13 milhdes de pessoas HIV-negativas e 167 mil HIV-positivas
morreram de tuberculose, reforcando a necessidade de a¢les urgentes para
combater a doenca (21,22)Apesar do retorno quase ao nivel de 2019, a reducéo

no numero total de mortes por TB entre 2015 e 2022 foi de apenas 19%, longe
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da meta de 75% da Estratégia Final para a TB até 2025 (21). A tuberculose
permanece sendo a segunda causa de morte por um Unico agente infeccioso em
2022 apo6s o Covid-19 (21).

A distribuicéo global da carga de tuberculose é heterogénea (figura 1), 60
% dos casos estdo concentrados na india, Indonésia e Filipinas com incidéncias
de 199 casos por 100 mil habitantes, 385 casos por 100 mil habitantes e 638
casos por 100 mil habitantes respectivamente. Em contraste, os Estados Unidos
da América registram uma taxa de incidéncia significativamente mais baixa, com

2,6 casos por 100 mil habitantes (21).

A incidéncia de tuberculose varia com a idade. Bebés expostos tém alta
probabilidade de adoecer, a incidéncia diminui dos 2 aos 10 anos(l). Na
adolescéncia, as taxas aumentam novamente, estabilizando-se aos 25 anos e
permanecendo elevadas na idade adulta. Os homens sdo mais afetados do que
as mulheres, representando 52% dos casos em 2022, em comparacdo com 33%
em mulheres. Cerca de 12% dos casos ocorrem em criancas entre O e 14 anos
(21,23).
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Figura 1. Incidéncia de TB no mundo
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Fonte: WHO Global Tuberculosis Report 2023.

Dentre os principais fatores de risco conhecidos para a tuberculose, a
infeccdo pelo HIV é o mais significativo, contribuindo para 12% de todos os novos
casos ativos da doenca e 25% das mortes relacionadas a ela (19). A maioria
desses casos ocorre na Africa. A tuberculose ativa € uma das principais causas
de hospitalizagéo e mortalidade entre adultos e criangas infectadas pelo HIV(24).
Além disso, fatores como desnutricdo, poluicdo do ar, diabetes, consumo
excessivo de alcool e tabagismo também desempenham um papel
importante(20). Cada um desses fatores desempenha um papel especifico no
enfragquecimento do sistema imunologico ou na criacdo de condi¢des favoraveis

para o desenvolvimento e progressao da TB (21,23).



18

2.1.2.2. Epidemiologia no Brasil

O Brasil continua entre os 30 paises com alta carga para TB e para
coinfeccao TB-HIV, sendo considerado prioritario para o controle da doenca pela
Organizacdo Mundial de Saude (21,22). Durante a pandemia de COVID-19, os
servicos de tuberculose no Brasil, assim como em muitos outros paises,
sofreram impactos significativos. Isso resultou em dificuldades n&do s6 para o
acompanhamento dos pacientes em tratamento, mas também para a
continuidade das atividades de busca ativa de casos na comunidade e
rastreamento de contatos. Consequentemente, no primeiro ano da pandemia,
houve uma reducéo de 12,1% na taxa de incidéncia da doenca, caindo de 37,9
casos por 100 mil habitantes em 2019 para 33,3 casos por 100 mil habitantes
em 2020. Em 2021, o numero de casos registrados foi de 34,9 por 100 mil
habitantes e, em 2022, chegou a 36,3 casos, ainda abaixo dos niveis pré-
pandémicos. Treze estados superaram esse coeficiente nacional em 2022. Entre
os estados com maior incidéncia de TB (figura 2), estdo Amazonas (84,1 casos
por 100 mil habitantes), Roraima (75,9 casos por 100 mil habitantes) e Rio de
Janeiro (68,6 por 100 mil habitantes) (22). O coeficiente Brasileiro de incidéncia
de TB aumentou 15% de 2015 até 2022, j4 o coeficiente global diminuiu 8,7%
(21).
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Figura 2. Coeficiente de incidéncia de TB no Brasil (casos por 100 mil habitantes)
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Saude/Ministério da Saude; Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica.a Dados extraidos e

qualificados em fevereiro de 2023.

2.1.2.3. Epidemiologia no Rio Grande do Sul e Porto Alegre

Foram notificados no Rio Grande do Sul (RS) em 2022 4.769 casos novos
gue corresponde a um coeficiente de incidéncia de 41,6 casos/100.000 mil
habitantes (25).

Segundo dados de 2022, o RS ocupa atualmente a 72 colocacéo entre os
estados brasileiros, com coeficiente de incidéncia de 36,5/100.000 habitantes,
ficando atrds de Amazonas (71,3/100.000), Rio de Janeiro (67,4/100.000),
Roraima (54,6/100.000), Acre (47,1/100.000) Pernambuco (47,1/100.000), e

Para (42,6/100.000). Entretanto, o coeficiente de incidéncia de TB em Porto
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Alegre foi de 70,7/100.000, ocupando o quarto lugar entre as capitais no Brasil,
e ficando atras apenas de Manaus (100,2/100.000) e Rio de Janeiro
(92,5/100.000) e Recife 89,8 (26). O coeficiente de 6bitos em 2020 tendo como
causa a TB foi de 2,5/100.000 habitantes.

2.1.3. Patogénese

A infeccdo por Mycobacterium tuberculosis (MTB) inicia-se com a
inalacdo do patdgeno, que atinge o espaco alveolar nos pulmdes e interage com
0s macroéfagos alveolares(27). A entrada do MTB ocorre pelo trato respiratorio,
sendo transferido para o trato respiratério inferior apos a inalagédo (14,19,27). A
internalizacdo das bactérias pelos macréfagos alveolares ocorre por fagocitose
mediada por receptores, com a presenca de varios receptores contribuindo para
esse processo. O microambiente alveolar, incluindo surfactantes presentes no
fluido que reveste o epitélio, pode desempenhar um papel importante nessa

interacao inicial entre hospedeiro e patégeno (19).

Se a primeira linha de defesa néo eliminar o MTB, a bactéria invade o
tecido intersticial pulmonar, seja por infec¢do direta do epitélio alveolar ou pela
migracado de macrofagos alveolares infectados para o parénquima pulmonar.
Células dendriticas ou mondcitos inflamatorios transportam o MTB para 0s
ganglios linfaticos pulmonares, onde ocorre a preparacdo das células T,
resultando no recrutamento de células imunes para formar granulomas no
parénquima pulmonar. Dentro do granuloma, a bactéria se replica, mas se a
carga bacteriana aumenta muito, o granuloma pode ndo conter a infeccao,

levando a disseminacgéao para outros orgaos (15).

O MTB pode entrar na corrente sanguinea ou reentrar no trato
respiratorio, tornando o hospedeiro infeccioso, sintomatico e portador de TB
ativa. Apos a internalizacdo pelos macrofagos alveolares, o MTB evita a fusédo
do fagossoma com o lisossoma e pode romper a membrana, liberando produtos
bacterianos no citosol (28,29). A morte celular induzida pelo MTB, seja por

apoptose ou necrose, influenciara diretamente na resposta imune inata ou



21

adaptativa(29,30). O acesso do MTB ao intersticio pulmonar e sua transmissao
para os ganglios linfaticos sdo eventos criticos. A infec¢éo pelo HIV, ao reduzir
o0 numero de células T CD4+, aumenta o risco de TB ativa, e a compreensao dos
mecanismos reguladores é essencial para desenvolver uma defesa eficaz,

mantendo a tolerancia do hospedeiro (31).

A pesquisa dos mecanismos subjacentes a formagédo e manutencéo dos
granulomas é importante, uma vez que essas estruturas estdo intimamente
ligadas ao controle e, em alguns casos, a persisténcia do patdégeno. Os
granulomas ilustram a dualidade da infeccdo por MTB: do ponto de vista do
hospedeiro, eles funcionam como "prisbes" bacterianas, com o potencial de
isolar a infeccéo do restante do corpo; no entanto, do ponto de vista bacteriano,
representam uma colecdo em crescimento de fagdcitos para a infeccdo e
reproducdo. Marakalala e colaboradores, ao analisar granulomas de pacientes
com TB pulmonar, descobriram uma organizacdo espacial singular das vias
inflamatorias lipidicas(32). Essa organizag¢do, com mediadores pro-inflamatorios
e antibacterianos no centro e mediadores anti-inflamatorios e preservadores de
tecidos na periferia, exerce um papel crucial no destino do granuloma e no

resultado da doenca para o hospedeiro (32,33).

A heterogeneidade da resposta imune nos granulomas, com diferencas
na densidade de células T, extensdo da fibrose e resposta imunolégica, esta
intrinsecamente ligada ao eixo inflamatorio. A andlise desses granulomas sugere
uma interconexdo entre as respostas imunolégicas locais do hospedeiro, a
subsequente alteracao da inflamacéo e a diferenciacéo na contencéo bacteriana,
todas influenciando o destino do granuloma (34). A localizacdo anatdmica
precisa dessas vias inflamatérias durante a formacdo do granuloma ajusta a
resposta patoldgica a tuberculose, que ndo é uniforme entre os pacientes, com
cada leséo apresentando caracteristicas distintas (35). Terapias direcionadas ao
hospedeiro, como inibidores de ALOX5 e corticosteroides, tém o potencial de
modular o sistema imunoldgico, equilibrando os processos inflamatorios para
controlar a infeccdo e reduzir os danos inflamatérios (33,36,37). Além disso,
sugere-se que 0s granulomas possam ter uma carga bacteriana maxima (ou
capacidade de suporte), aléem da qual a infeccdo continua a progredir. Se o

granuloma conseguir conter a infeccdo sem causar patologia tecidual
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significativa, a pessoa pode ser diagnosticada com infecgéo latente por TB (ILTB)

e ser considerada para tratamento profilatico (14).

2.1.4. Diagnéstico de TB

2.1.4.1. Sinais e sintomas

A tosse consiste como um dos principais sintomas em pacientes com TB
pulmonar, a duragdo desse sintoma deve ser avaliada de acordo com a
populacdo em questao(38). As diretrizes recomendam a investigacdo da TB em
pessoas em contato com pacientes tuberculosos, individuos vivendo com o HIV,
populacao privada de liberdade, pessoas em situacdo de rua, residentes em
albergues ou instituicbes de longa permanéncia, indigenas, profissionais de
saude, imigrantes e refugiados (especialmente em situacdes de maior
vulnerabilidade) (39). Para a populacdo em geral que busca atendimento em
servicos de saude e pacientes com diabetes mellitus, a investigacdo deve ser
iniciada se a tosse persistir por duas semanas ou mais, enquanto para
profissionais de saude, a avaliagdo deve ocorrer se a tosse persistir por trés
semanas ou mais. Inicialmente, a tosse pode ser seca, evoluindo posteriormente
para expectoracdo, hemoptise (presenca de sangue no escarro), dor toracica e

dispneia conforme a progressao da doenca (39).

No caso da TB extrapulmonar, o diagndstico frequentemente é presumido
devido a natureza paucibacilar dessa forma. A coleta de amostras clinicas
depende da localizagcdo suspeita da doenca e, muitas vezes, envolve
procedimentos invasivos. Assim, o diagndstico clinico por si s6 nao é suficiente,
requerendo exames complementares para uma investigacdo mais detalhada. E
fundamental realizar exames bacteriolégicos, moleculares e histopatologicos das
amostras coletadas, além de exames de imagem. A TB pleural se destaca como
a forma mais comum de TB extrapulmonar, exceto em pessoas vivendo com o
HIV. Os sintomas podem incluir tosse seca, dor toracica dependente da

respiracao (dor pleuritica) e dispneia, dependendo do volume de liquido pleural.
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A TB ganglionar € mais comum em crian¢cas e mulheres, sendo a forma
extrapulmonar predominante em casos de coinfeccdo com o HIV. A TB
meningoencefalica € uma forma grave e desafiadora de diagnostico. Na forma
subaguda, pode apresentar sintomas como cefaleia holocraniana, irritabilidade,
alteracbes de comportamento, sonoléncia, fotofobia, vOmitos, parestesia e
rigidez de nuca. A forma crénica pode manifestar-se com cefaleia persistente por
semanas. O tuberculoma, uma forma localizada da TB, apresenta sintomas de
hipertensao intracraniana, redugao da consciéncia e, em casos extremos, coma.
(4,9).

2.1.4.2. Diagnéstico radiolégico

A abordagem inicial de pacientes com doencgas respiratorias envolve
meétodos de imagem, como radiografia de térax e tomografia computadorizada
(TC). A radiografia é utilizada na avaliacado inicial da TB devido a sua facilidade,
acessibilidade e baixo custo, apesar de sua baixa especificidade diagndstica.
Pode ser usada como triagem, especialmente em populacdes confinadas com
alta incidéncia da doenca. As alteracdes radiograficas na TB primaria incluem
opacidades parenquimatosas, segmentares ou lobares, e linfonodomegalias
hilares e/ou mediastinais. Na TB secundaria, as manifestacfes incluem lesdes
nodulares, pneumonicas, cavitarias, pseudotumorais e extrapulmonares, com
comprometimento frequente dos lobos superiores. A TC, mais sensivel e
especifica, € recomendada em casos com radiografia inconclusiva, sintomas
persistentes ou para avaliacdo detalhada. Mostra padrdes sugestivos de
atividade, como consolidacdo, nédulos, cavidades e alteragbes bronquicas. A
combinacdo de radiografia e TC fornece informacfes abrangentes para o

diagnéstico e acompanhamento da TB (20,40).

2.1.4.3. Diagndstico microbiologico



24

° Baciloscopia

A pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) é um método
econdmico e rapido para diagnosticar a TB. No entanto, sua sensibilidade varia,
atingindo até 80% em lesdes cavitadas e extensas, mas em média € de 40-60%,
sendo positiva em apenas 20% dos casos com lesdes pequenas. Além disso, a
sensibilidade é consideravelmente reduzida em pacientes com coinfec¢cdo por
HIV, variando de 20-60% (40,41).

Recomenda-se a coleta de duas a trés amostras de escarro para
baciloscopia, de preferéncia uma delas no inicio da manhd para melhores
resultados. A sensibilidade pode ser aumentada em 10-20% utilizando
microscopia de fluorescéncia ou centrifugacdo/sedimentacdo do escarro. A
inducdo de escarro com solucdo salina hipertdnica é util para pacientes com
baciloscopia de escarro negativa ou dificuldade em produzir escarro, sendo mais
econdbmica que a broncoscopia com lavado broncoalveolar (LBA). Se o
diagndstico néo for alcangcado com escarro espontaneo ou induzido, e a suspeita
de tuberculose pulmonar persistir, a broncoscopia com coleta de LBA para
baciloscopia e cultura pode ser realizada. A broncoscopia também desempenha
um papel importante no diagnéstico de TB pulmonar com baciloscopia negativa,
casos de hemoptise por TB e para descartar diagnosticos alternativos(40). A
baciloscopia € um exame que pode ser realizado em laboratérios de todos os
niveis de complexibilidade, os insumos necesséarios sdo de baixo custo e
necessita instalacées simples. O teste consiste na realizacdo de um esfregaco
de amostra clinica preparado e corado seguindo metodologias padronizadas
para a pesquisa de bacilo alcool acido resistente BAAR. A analise € realizada

com microscopio optico ou de fluorescéncia (40).

e Cultura

A cultura para micobactérias de material respiratorio € uma ferramenta
importante no diagnostico de TB, com uma sensibilidade em torno de 80% e
especificidade de 98%. Nos casos de TB pulmonar com baciloscopia negativa,
a cultura aumenta a deteccédo da doenca em 20-40%. Métodos que utilizam a

semeadura em meios solidos, como o Lowenstein-Jensen e o Ogawa-Kudoh,
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sdo comumente empregados devido ao menor custo e baixo indice de
contaminacdo. No entanto, esses métodos demandam de duas a oito semanas
para a deteccdo do crescimento micobacteriano. Recomenda-se 0 uso de meios
liguidos, como o Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT), em sistemas
automatizados ndo radiométricos, para resultados mais rapidos (10-42 dias)
(39,41).

ApOs o crescimento de micobactérias, € essencial realizar testes de
identificacdo e de sensibilidade a antibidticos (TSA). A identificacdo da espécie
pode ser realizada por métodos bioquimicos, fenotipicos ou técnicas
moleculares, distinguindo o complexo Mycobacterium tuberculosis de outras
micobactérias ndo tuberculosas (MNT)(41). Os testes de sensibilidade a
antimicrobianos, usando o método das propor¢des em meio soélido ou o0 método
automatizado em meio liquido, avaliam a resposta a farmacos como
estreptomicina, isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida. Para casos de
TB multirresistente (TB-MDR), séo testados farmacos de segunda linha. A
realizacdo de cultura em meios sélidos e/ou liquidos € considerada o padrao
ouro para o diagndstico de TB pela OMS, sendo indicada também na suspeita
de TB extrapulmonar. Na TB pleural, a cultura de micobactérias apresenta baixo
rendimento (<15%). No empiema tuberculoso, por outro lado, o rendimento da
cultura é elevado. A cultura de escarro induzido pode ser positiva em até 50%
dos casos, mesmo na auséncia de alteracdes visiveis na radiografia de térax,
como o derrame pleural. Esses métodos desempenham um papel essencial na
confirmacgéo diagnostica e na avaliagdo da sensibilidade aos medicamentos,

contribuindo para um tratamento eficaz da TB (40).

2.1.4.4. Diagnostico Molecular

A OMS recomenda a utilizacéo de testes de diagnéstico molecular rapido
como teste de diagndstico inicial em todas as pessoas com sinais e sintomas de
TB. Os testes de diagnostico rapido recomendados pela OMS incluem os
ensaios Xpert MTB/RIF® Ultra e Truenat™ TM (21). Estes testes tém elevada
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precisdo diagndstica e levardo a grandes melhorias na deteccéo precoce da TB

e da TB resistente aos medicamentos (21).

O teste molecular Xpert MTB/RIF® Ultra utiliza a técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) em tempo real para a amplificacdo de acidos
nucleicos, possibilitando a deteccdo do DNA do MTB e a triagem de cepas
resistentes a rifampicina. Esse teste é conduzido em uma Unica etapa e fornece
resultados em aproximadamente 2 horas, requerendo apenas uma amostra de
escarro. O Xpert MTB/RIF® Ultra é indicado para diversas amostras, como
escarro espontaneo, escarro induzido, lavado broncoalveolar (LBA) e lavado
géstrico. Além disso, € utilizado no diagndstico de TB extrapulmonar, na triagem
de resisténcia a rifampicina em casos de retratamento e em situacfes de

suspeita de faléncia do tratamento (20).

2.1.4.5. Diagnostico molecular MDR

O line probe assay (LIPA) € um método que utiliza hibridizacéo reversa
para identificar o complexo MTB, resisténcia a rifampicina e isoniazida versao
MTBDRplus 2.0 e a versao MTBDRsI avalia a resisténcia a fluoroquinolonas,
drogas injetaveis de segunda linha e etambutol. Essa técnica auxilia na detec¢éo
de resisténcia a multiplos medicamentos e na selecédo de regimes terapéuticos
apropriados, substituindo, em grandes centros, o teste de sensibilidade a
antibioticos (TSA) para rifampicina (19). Recentemente, a Organizacao Mundial
da Saude (OMS) incorporou o teste Truenat™ em suas recomendacdes. O teste
Truenat™ TB consiste em reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo
real baseada em chip para a deteccédo semiquantitativa e diagnéstico da bactéria
do MTB em amostras de escarro humano. O teste é conduzido em dois passos
com equipamentos separados. O primeiro passo inclui trés etapas: tratamento,
extracdo e purificacdo das amostras, seguido pelo segundo passo com a

detecgdo do patdgeno e da resisténcia a rifampicina (20).
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2.1.4.6. Diagnéstico imunolégico

O teste de lipoarabinomanano de fluxo lateral na urina (LF-LAM) detecta
o antigeno lipoarabinomanano (LAM), presente na parede celular da
micobactéria causadora da tuberculose, na urina de individuos infectados com
TB(19). Embora o teste LF-LAM urinario tenha uma sensibilidade abaixo do ideal
para o diagnostico geral de TB, ele demonstra maior sensibilidade em pacientes
coinfectados com HIV, especialmente aqueles com contagens baixas de células
CD4(42,43). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda o uso do LF-
LAM para auxiliar no diagnéstico de TB ativa em adultos, adolescentes e
criangcas com HIV, especialmente em casos de doenga avancada por HIV ou

gravemente doentes (20).

2.1.4.7. Diagnostico TB Latente

Os testes para detecta TB latente ndo incluem métodos microbioldgicos
diretos. Em vez disso, séo utilizados testes indiretos, como os testes de liberacdo
de interferon-y (IGRAs) e o teste cutaneo de tuberculina. Estes avaliam a
resposta imune mediada por células a estimulacdo por antigenos de Mtbh. No
entanto, esses testes ndo conseguem distinguir entre infeccdo latente por
tuberculose (ILTB) e tuberculose ativa, e ndo sdo adequados para monitorar a
eficacia do tratamento, pois as respostas imunologicas detectadas persistem
mesmo apoés o tratamento eficaz. Os IGRAS e 0s testes cutaneos de tuberculina
diferem em termos de praticidade, leitura e precisdo. Os IGRAs sdo ensaios in
vitro que exigem coleta de sangue, oferecem resultados objetivos, mas
dependem de conhecimento laboratorial, equipamentos e reagentes. Por outro
lado, o teste cutaneo de tuberculina requer duas visitas clinicas e interpretacao

por um profissional treinado (16).
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2.1.4.8. Futuros diagnosticos

O desenvolvimento de novos métodos de diagndstico para tuberculose é
essencial, embora varias ferramentas estejam em desenvolvimento, a maioria
delas é projetada para uso em laboratérios e se baseia exclusivamente em DNA

do hospedeiro como biomarcador.

O objetivo é desenvolver um teste rapido, de baixo custo e ndo baseado
na expectoracdo para uso em unidades de salde basicas. Isso requer a
identificacdo de biomarcadores adequados, como antigenos, anticorpos ou
compostos organicos volateis(44). A longo prazo, o objetivo € identificar
biomarcadores que possam prever o risco de progressao da infeccao latente
para a doencga ativa e permitir o tratamento preventivo. Outro objetivo é
desenvolver testes baseados em biomarcadores para monitorar a eficacia do
tratamento estudos ja publicaram biomarcadores candidato, entretanto
investimentos sdo necessarios para a validacdo e implementacdo de

biomarcadores em ferramentas clinicas (45).

1.1.5. Tratamento

O tratamento da tuberculose ativa segue um esquema padronizado em
duas fases: intensiva e de manutengcédo, conforme as recomendacfes do
Ministério da Saude. A fase intensiva visa reduzir rapidamente a populacao
bacilar e a transmissibilidade, usando medicamentos bactericidas. A fase de
manutencao tem o objetivo de eliminar os bacilos latentes e prevenir recidivas,
com medicamentos bactericidas e esterilizantes. No Brasil, 0 esquema basico
para adultos e adolescentes inclui quatro medicamentos na fase intensiva, R—
Rifampicina; H - isoniazida; Z - Pirazinamina; E - Etambutol (RHZE) e dois na
fase de manutencéo (RH). Para criancas (<10 anos), o esquema basico consiste
em trés medicamentos na fase intensiva (RHZ) e dois na fase de manutencéo
(RH), com apresentagdes farmacolégicas individualizadas. Esquemas especiais
sdo recomendados para diferentes populagdes, diferentes tipos de tuberculose,

e para pacientes que desenvolvem intolerancia, alergia ou toxicidade (38).
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O tratamento da ILTB €& uma estratégia adotada para prevenir o
desenvolvimento da doenca em populacdes de alto risco, como contatos de
casos de TB pulmonar bacilifera (paciente com teste de baciloscopia positivo),
pessoas vivendo com HIV e outras situacbes com comprometimento
imunoldgico. As projecdes da OMS indicam que a prevencdo da tuberculose
ativa por meio do tratamento da ILTB € uma das principais estratégias para
reduzir a taxa de incidéncia da doenca e alcancar as metas da Estratégia pelo
Fim da Tuberculose. Atualmente estdo disponiveis no Sistema Unico de Salde
(SUS) trés esquemas de tratamentos para a ILTB tratamento consiste em
isoniazida por 6 meses (6H) ou 9 meses (9H) (preferencialmente 9 meses pela
maior eficacia); rifampicina por 4 meses (4R); rifapentina associada a isoniazida
por 3 meses (3HP) (38).

1.1.6. Fatores genéticos e suscetibilidade a TB

A trajetoria da infeccéo pelo MTB segue um curso variavel apos a infeccao
inicial, com apenas 10% das pessoas infectadas realmente desenvolvendo
doenca clinica(46,47). Embora as doencas associadas, tratamentos médicos e
o estado nutricional possam aumentar o risco de desenvolver a doenca, estas
condigBes, exceto o HIV, sdo responsaveis por apenas uma pequena proporgao
de casos de TB hoje. Nao se sabe no momento quais fatores genéticos do
hospedeiro, fatores ambientais e fatores de viruléncia da bactéria que podem

influenciar as diferentes apresentacdes clinicas da TB (48).

Muitos estudos, especialmente em gémeos monozigéticos e dizigoéticos,
indicam que fatores genéticos desempenham um papel fundamental na
determinacao da suscetibilidade e resisténcia a TB manifesta apds a infeccao
((3,49,50). As interagbes imunes entre 0 hospedeiro e a estrutura molecular do
MTB sao multifatoriais. Muitos dos genes envolvidos nestes processos tém sido
identificados, nomeadamente o e HLA-DQB1, que determinam quais antigenos

microbianos sdo apresentados a células T auxiliares (51).

Polimorfismos de genes exercem papel importante na ocorréncia e

desenvolvimento de TB. Nos ultimos anos, muitos genes de suscetibilidade a TB
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foram recuperados, incluindo o gene do antigeno leucocitario humano (HLA) (5),
gene da proteina-1 dos macrofagos associada a resisténcia natural (NRAMP-1)
(52), gene do receptor toll-like (53), o gene do receptor da vitamina D (VDR) (54),
gene da lecitina de ligacdo a manose (MBL) (55), gene da proteina do corpo
nuclear (SP110)(56), gene da 6xido nitrico sintase 2 (NOS2A) (57) gene do IFN-

gama (58) e o fator inibidor da migracdo de macréfagos (MIF)(59).

O fator inibidor da migracéo de macrofagos (MIF) foi descrito pela primeira
vez em 1966 como um fator soluvel que é liberado por linfocitos T ativados(60),
Em 1989, o MIF humano foi clonado, possibilitando a caracterizagdo de suas
atividades biolégicas (61). Em 1993, foi descoberto que o MIF é uma proteina
pré-inflamatéria (62), posteriormente os papéis fisioldgicos e patolégicos do MIF
e de seus receptores foram elucidados (63). MIF é uma citocina pré-inflamatéria
com funcdes semelhantes a quimiocina que tem sido reconhecida por
desempenhar um papel central em diversas doencas inflamatdrias agudas e
cronicas, através da promocdo de recrutamento de leucécitos (64-67).
Inicialmente, o MIF foi reconhecido como linfocina de células T, atualmente
acredita-se que o MIF é amplamente expresso em Varios tipos de células e
tecidos, incluindo células dos sistemas imunolégico e nervoso(68), células da
hipofise (62), células epiteliais (69), células endoteliais (70), células musculares

lisas (71), fibroblastos sinoviais (72) e células mesenquimais (73).

Atualmente, acredita-se que o MIF controle o ponto de ajuste inflamatario,
regulando a liberacdo de outros mediadores pro-inflamatérios (64,74).
Evidéncias experimentais tém demonstrado que o MIF desempenha um papel
critico nas doencas imunes e inflamatérias incluindo choque séptico (29) ,
diabete (75,76), lupus (77), artrite reumatoide (78—81), cancer gastrico (69,82).

O MIF é uma citocina com multiplas funcfes, em condicdes patoldgicas
pode exercer efeitos protetores e prejudiciais. E um componente importante em
respostas inflamatarias, ele € liberado pelas células imunes ao entrar em contato
com agentes microbianos através das citocinas pré- inflamatérias ou pela

ativacao especifica de um antigeno (83).

O gene MIF apresenta regides com trés exons (107, 172 e 66 pb) e dois

introns (188 e 94 pb), a regido regulatéria possui varias sequéncias de ligagédo
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de DNA de consenso para fatores de transcricao(84,85). Contudo, ainda temos
pouco conhecimento sobre a funcdo destes sitios de ligacdo de DNA na
regulacdo da expressdo do gene MIF humano(80). Até o momento, quatro
polimorfismos foram identificados no gene MIF: trés polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) nas posi¢cbes -173 (rs755622), +254 (rs2096525) e
+656 (rs2070766) e uma repeticdo de tetranucleotideo em -794 (CATT5-8).
Contudo, apenas o MIF-173 e o MIF (CATT5-8) estdo relacionados com

alteracdo dos niveis basais e induzidos por estimulo do MIF (80).

Uma vez que a proteina MIF parece desempenhar um papel central na
mediacdo de uma grande variedade de respostas imunes contra patdgenos
invasores, polimorfismos no gene MIF podem estar associados com o
aparecimento e/ou a progressao da TB. O aumento dos niveis séricos de MIF ja
foi observado em doentes com TB (86). Num estudo caso-controle (87), foi
investigada a associacao entre os polimorfismos do MIF e a ocorréncia de TB na
populacao 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 na populagédo chinesa(88). Outro estudo numa populagéo
colombiana, descobriu que o alelo MIF-173C foi associado com TB, mas nenhum
alelo no microssatélite MIF-794CATT foi associado com risco de TB. Khalid
Sadki e colaboradores encontraram um aumento estatisticamente significativo
da frequéncia do gendtipo homozigoto MIF-173CC e do alelo MIF-173*C em
pacientes com TB em comparacdo com controles saudaveis na populacdo
marroquina (89). Boisson-Dupuis e colaboradores demonstraram informacdes
genéticas e imunoldgicas sobre a TB infantil, pela descoberta de erros inatos de

um unico gene da imunidade ao IFN-y subjacentes a casos graves de TB (90).
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3. JUSTIFICATIVA

Desafios no estabelecimento de genes candidatos para identificar a
susceptibilidade a TB (TB) e a gravidade da doenca surgem de lacunas na
funcionalidade ou na compreensdo mecanistica de alguns polimorfismos,
juntamente com a falta de reprodutibilidade entre diversas populacdes. A
variacdo nas frequéncias de alguns polimorfismos em populacdes étnicas
distintas, aliada a heterogeneidade na fenotipagem clinica em coortes, adiciona
complexidade a esse desafio. Portanto, a investigagcdo da relagcdo entre a
susceptibilidade a TB e o polimorfismo -173 G/C no gene MIF em uma populacao
do Sul do Brasil, notavelmente miscigenada, assume importancia significativa.
Essa pesquisa visa elucidar se esse polimorfismo esta associado a TB em nossa
populacdo. A identificacdo de genes relacionados a suscetibilidade ou
resisténcia a TB pode contribuir substancialmente para uma compreensdo mais
aprofundada da imunopatogénese, com implicacGes praticas para aprimorar o
tratamento e as medidas preventivas. E crucial ressaltar que estudos genéticos
sobre a suscetibilidade e a protegcdo contra a TB desempenham um papel
fundamental nos estudos epidemioldgicos voltados para a incidéncia da doenca
na regido em andlise. Além disso, essas pesquisas sao essenciais para embasar
novos estudos relacionados a suscetibilidade e futuramente tratamento

personalizado da TB.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar num estudo de caso-controle a associacao entre polimorfismos
MIF e a suscetibilidade & TB pulmonar em uma populacdo da regido Sul do
Brasil.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar a frequéncia do polimorfismo MIF-173 em uma amostra de
pacientes com TB pulmonar
e Avaliar a frequéncia do polimorfismo MIF-173 em uma amostra de

controles saudaveis
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Abstract

Purpose: The establishment of candidate genes associated with susceptibility to
TB is a challenge especially due to divergent frequencies among different
populations. The objective of this study was to evaluate the association between
macrophage migration inhibitory factor (MIF) -173 G>C single nucleotide
polymorphism (SNP) 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 -173 G>C SNPs were
genotyped using real-time PCR using a TagMan SNP Genotyping assay.

Results: 174 patients and 166 controls were included. There were no statistically
significant differences between cases and controls regarding genotype
prevalence (p>0.05). Comparing patients with normal genotype (GG) with those
with at least one C allele, there was also no statistically significant difference (p
= 0.135). Also, there was no statistically significant difference comparing the
homozygous for the mutation (CC) with the other patients (GG and CG) (p =
0.864).

Conclusions: We did not find association between MIF -173 G>C polymorphism

and susceptibility to pulmonary TB.


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0234565
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Introduction

The natural history of tuberculosis (TB) follows a variable course after the
initial infection, with only 10% of infected individuals actually developing clinical
disease. Genetic, environmental and bacterial virulence factors can influence the
clinical presentation of TB [1]. Many studies indicate that genetic factors play a

major role in determining the susceptibility and resistance to TB [2-5].

Polymorphisms of genes play an important role in the occurrence and
development of TB. In recent years, many TB susceptibility genes have been
detected [6—13]. The macrophage migration inhibitory factor (MIF) is a cytokine
with proinflammatory chemokine-like functions that have been recognized to play
a central role in mediating a wide variety of immune responses against invading
pathogens, and may be associated with the onset and / or progression of TB. In
a fact, a metanalysis revealed a strong association of a MIF polymorphism with
autoimmune and infectious diseases [14]. In TB, MIF is probably the first cytokine
to appear in inflammatory response, inhibits macrophage migration, and
promotes macrophage accumulation and T lymphocytes activation in inflamed
TB lesions [15,16]. Four polymorphisms were identified in the MIF gene; however,
only the MIF-173 and MIF (CATT5-8) are related to changes on MIF levels [17].
A few studies had evaluated these polymorphisms in TB, in different populations,
with controversial results [16,18—-22]

The establishment of candidate genes associated with susceptibility to TB
is a challenge especially due to divergent frequencies among different
populations [23]. Therefore, studies on the relationship between the susceptibility
to TB and genetic polymorphisms in various populations and ethnic groups are
of great importance. The objective of this study was to evaluate, in a case-control
study, the association between MIF -173 G>C single nucleotide polymorphism

(SNP) 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 174 patients and 166 controls
and conducted in two hospitals in a city in Southern Brazil with high incidence of
TB (80.4 cases/100,000 inhabitants) [24]: Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
a tertiary hospital, university-affiliated, with 750 beds and about 300 cases of TB
treated per year, and Hospital Sanatério Partenon, a referral hospital for TB
treatment. The study was conducted between 2016 and 2019. 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

We included patients > 18 years old, diagnosed with pulmonary TB, during
any time between the diagnosis and completion of treatment. Patients with
concomitant extrapulmonary TB were excluded. 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. The
following data were recorded: demographic data (gender, age, race, years of
schooling); presence of symptoms; smoking history; alcohol and drug abuse, and
comorbidities. The racial and ethnic composition of Brazilian society is the result
of a confluence of people from many different ethnic backgrounds: the original
indigenous people, black Africans, Portuguese settlers, and later, European,
Arab and Japanese immigrants, as well as other Asian people and from South
American countries [25]. We collected data on race and classified patients in
white and non-white. The diagnosis of pulmonary TB was accomplished through

chest radiography, sputum smear and culture for mycobacteria, and based on
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consensus criteria [26]. All patients used the same treatment (the standard

treatment in Brazil: rifampicin, isoniazid, ethambutol, and pyrazinamide).
DNA extraction

Whole blood samples were collected in EDTA tubes. Total genomic DNA
was isolated from peripheral blood leukocytes by the salting out method [27] and

stored at -20°C until analysis.
MIF Genotyping-173 G>C

The MIF -173 G>C polymorphism (rs755622) was genotyped by real-time
polymerase chain reaction (RT-PCR) using a TagMan SNP Genotyping assay
(part number C_ 2213785 10; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
according to a protocol of Gomez et al [16], using StepOne ™ Real-Time PCR
Systems. The PCR was carried out with mixes consisting of 8 ng of genomic
DNA, 2.5 ml of Tagman master mix, 0.125 pl of 20 X assay mix and ddH20 up to
5 pl of final volume. The amplification protocol used was 50°C for 2 min and initial
denaturation at 95°C for 10 min followed by 50 cycles of denaturation at 92°C for

15 s and annealing/extension at 60°C for 1 min [16].
Statistical analysis

Data analysis was performed using SPSS 18.0 (Statistical Package for the
Social Sciences, Chicago, lllinois). 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 83 cases

and 83 controls will be needed.
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Results

During the study period, 174 patients and 166 controls met the inclusion
criteria and were included in the analysis. The age range was 18-78 years
(cases) and 18-61 years (controls). There were 120 (69.0%) males and 54
(31.0%) females among cases and 105 (63.3%) males and 61 (36.7%) females
among controls. One hundred and fifteen patients were white (66.1%) and 59
(33.9%) were non-white among cases and 114 (68.7%) were white and 52

(31.3%) were non-white among controls.

Genetic model Cases, n (%) Controls, n (%) OR (95% CI) P value

Codominant

GG 94 (54.0) 103 (62.1) 1.00 (reference)

GC 72 (41.4) 56 (33.7) 0.71 (0.45-1.11) 0.133

cC 8 (4.6) 7 (4.2) 0.79 (0.28-2.29) 0.675
Dominant

GG 94 (54.0) 103 (62.1) 1.00 (reference)

GC +CC 80 (46.0) 63 (37.9) 0.72 (0.47-1.11) 0.135
Recessive

GG +GC 166 (95.4) 159 (95.8) 1.00 (reference)

cC 8(4.6) 7(4.2) 1.09 (0.39-3.09) 0.864
Allele

C 88 (25.3) 70 (21.1) - 0.195

G 260 (74.7) 262 (78.9) - 0.195

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0234565.1001

The prevalence of genotypes GG (normal), GC (heterozygous), and CC
(homozygous for mutation) among cases was 94 (54.0%), 72 (41.4%), and 8
(4.6%), respectively. In controls, the frequencies of genotypes GG (nhormal), GC
(heterozygous), and CC (homozygous for mutation) among cases were 103
(62.1%), 56 (33.7%), and 7 (4.2%), respectively. The genotype frequencies were
not found to be significantly different from those predicted by the Hardy—Weinberg
equilibrium. There were no statistically significant differences between cases and
controls regarding genotype prevalence, controlled for age and sex (Table 1).

Discussion

In the present study, we did not find association between MIF -173 G>C
polymorphism and susceptibility to pulmonary TB. There were no statistically
significant differences between cases and controls regarding genotype
prevalence. In addition, there was no statistically significant difference comparing
patients with normal genotype (GG) with those with at least one C allele, and
comparing the homozygous for the mutation (CC) with the other patients (GG and
CQG).
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There is increasing evidence that host genetic factors are implicated in
susceptibility to TB, corroborated by monozygotic and dizygotic twin studies
[5,28], genome-wide linkage studies [29—-31], and genome-wide association
studies [32,33]. Polymorphisms in candidate genes have shown influence on this
TB susceptibility. MIF -173 G>C gene polymorphism has been shown to play a
role in TB risk in several studies [16,18-22]. MIF gene is located at
chromosome22g11:2 and encodes a T-cell-derived cytokine that plays an
important role activating macrophage functions, regulating Th1/Th2 balance, and
also is involved in delayed-type hypersensitivity reaction [34-36]. MIF is
expressed by epithelial cells of the bronchi and alveolar macrophages, which
have substantial influence on defense against tubercle bacilli [37]. In a Ugandan
cohort, it was showed that genetic low expressers of MIF were 2.4-times more
frequently identified among patients with Mycobacterium tuberculosis bacteremia
than those without. Also, MIF deficient mice have an inadequate innate immune

response and, consequently, are more susceptible to mycobacterial pathology

[38].

We did not find differences in MIF -173 G>C genotype prevalence
comparing patients with TB and the control group. Gomez et al [16] studied 230
northwestern Colombian patients with pulmonary TB, negative for HIV, and 235
matched healthy individuals, and found on multivariate analysis that MIF -173C
allele was associated with disease (odds ratio = 1.64) in a dominant pattern. In a
Moroccan population, the authors demonstrated a statistically significant increase
of the MIF —173CC homozygote genotype and MIF —173*C allele frequencies in
PTB patients compared with healthy controls [21]. Hashemi et al [18], showed in
an Iranian population that the MIF -173 G/C polymorphism increased the risk of
PTB in codominant (GC vs GG, OR =1.76) and dominant (GC+CC vs GG, OR =
1.78) tested models. Three studies were conducted in Chinese population. One
of them [19] evidenced that distribution of MIF -173 genotypes (GC + CC) was
significantly higher in TB cases than in controls, and the frequencies for MIF -173
(GG vs. GC+CC) were statistically significant different comparing total cases of
TB, new cases of TB, and retreatment cases of TB to controls, respectively.
Yanlin et al [22] demonstrated that the frequency of MIF -173 (GC + CC) was
higher in TB patients than in controls (OR = 2.12). Last, Kuai et al [20] found a
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significant association of MIF -173 C alleles with susceptibility to active TB. Since
polymorphisms occur at different frequencies in populations of different
ethnicities, the high prevalence of miscegenation in our country may have
contributed to these results [25]. In addition, one should also consider the fact
that the population of southern Brazil (study setting) has Italian and German
descent, and that these polymorphisms have not been demonstrated in these
populations, only in Chinese [19,20,22], Moroccan [21], Colombian [16], and
Iranian [18] populations. In addition, the sample size could be small to come to a
conclusion at this point; however, we calculated a priori sample size, and it is

bigger than 3 out of 6 studies conducted on this topic.

One limitation of this study is that we recruited patients from a single region
of Brazil, and, as stated above, it is well known that Brazil is an extensive country
with a varied ethnic and racial composition. Therefore, this may have prevented
us from finding differences in genotype frequency.

This study has been conducted in mixed population, as both cases and
control study subjects consists of peoples from various ethnic origin. An
elaborated study with a larger sample size is required to bring enough power to
analyse the data from different ethnic groups. In addition, we didn’t collect data
on body mass index (BMI), and it is well known that low BMI could contribute to
TB disease establishment. Also, the patients were not followed-up after the
treatment for relapse. Furthermore, we know that a cohort study including
patients with MIF polymorphism and evaluating the development of TB would
bring better scientific evidence; however, this kind of study is expensive and take
a lot of time to get results. Moreover, MIF levels were not quantified; a correlation
study between different genotypes and MIF levels in patients and controls might
help to explain the association between MIF -173 G>C gene polymorphism and
susceptibility/resistance to tuberculosis. In spite of these concerns, this is the first
study to evaluate the association between MIF -173 G>C polymorphism and

susceptibility to pulmonary TB in Brazil.

In conclusion, in the present study, there were no differences in MIF -173
G>C genotype prevalence when comparing TB cases and controls. Further

studies, including patients from various regions of Brazil are necessary to better
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evaluate the association between MIF -173 G>C polymorphism and susceptibility

to pulmonary TB.

References

1.Raviglione MC, Kochi A, Snider DE. Global Epidemiology of Tuberculosis:
Morbidity and Mortality of a Worldwide Epidemic. JAMA J Am Med Assoc.
1995;273:220-6.

2.van de Vosse E, Hoeve MA, Ottenhoff THM. Human genetics of intracellular
infectious diseases: molecular and cellular immunity against mycobacteria and
salmonellae. Lancet Infect Dis [Internet]. 2004 [cited 2019 Oct 21];4:739-49.

Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15567123 pmid:15567123

3.Hill A. The genomics and genetics of human infectious disease
susceptibility.—PubMed—NCBI [Internet]. Annu Rev Genomics Hum Genet.
2001 [cited 2019 Oct 21]. p. 373—-400. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11701655 pmid:11701655

4.Bellamy R. Genetic susceptibility to tuberculosis. Clin Chest Med [Internet].
2005 [cited 2019 Oct 21];26:233-46, vi. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15837108 pmid:15837108

5.Comstock GW. Tuberculosis in twins: a re-analysis of the Prophit survey. Am
Rev Respir Dis [Internet]. 1978 [cited 2019 Oct 21];117:621-4. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/565607 pmid:565607

6.Vasilca V, Oana R, Munteanu D, Zugun F, Constantinescu D, Carasevici E.
HLA-A and -B phenotypes associated with tuberculosis in population from
north-eastern Romania. Roum Arch Microbiol Immunol [Internet]. [cited 2019
Oct 21];63:209-21. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17240790

7.Yim J-J, Selvaraj P. Genetic susceptibility in tuberculosis. Respirology
[Internet]. 2010 [cited 2019 Oct 21];15:241-56. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20199642 pmid:20199642

8.Malik S, Abel L, Tooker H, Poon A, Simkin L, Girard M, et al. Alleles of the
NRAMP1 gene are risk factors for pediatric tuberculosis disease. Proc Natl
Acad Sci U S A [Internet]. 2005 [cited 2019 Oct 21];102:12183-8. Available
from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16103355 pmid:16103355

9.Dissanayeke SR, Levin S, Pienaar S, Wood K, Eley B, Beatty D, et al.
Polymorphic variation in TIRAP is not associated with susceptibility to childhood
TB but may determine susceptibility to TBM in some ethnic groups. PLoS One
[Internet]. 2009 [cited 2019 Oct 21];4:€6698. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19693265 pmid:19693265

10.Liu W, Cao WC, Zhang CY, Tian L, Wu XM, Habbema JDF, et al. VDR and
NRAMP1 gene polymorphisms in susceptibility to pulmonary tuberculosis
among the Chinese Han population: a case-control study. Int J Tuberc Lung Dis



52

[Internet]. 2004 [cited 2019 Oct 21];8:428—-34. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15141734 pmid:15141734

11.El Sahly HM, Reich RA, Dou SJ, Musser JM, Graviss EA. The effect of
mannose binding lectin gene polymorphisms on susceptibility to tuberculosis in
different ethnic groups. Scand J Infect Dis [Internet]. 2004 [cited 2019 Oct
21];36:106-8. Available from: http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/15061663
pmid:15061663

12.Tosh K, Campbell SJ, Fielding K, Sillah J, Bah B, Gustafson P, et al.
Variants in the SP110 gene are associated with genetic susceptibility to
tuberculosis in West Africa. Proc Natl Acad Sci U S A [Internet]. 2006 [cited
2019 Oct 21];103:10364—-8. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16803959 pmid:16803959

13.Velez DR, Hulme WF, Myers JL, Weinberg JB, Levesque MC, Stryjewski
ME, et al. NOS2A, TLR4, and IFNGRL1 interactions influence pulmonary
tuberculosis susceptibility in African-Americans. Hum Genet [Internet]. 2009
[cited 2019 Oct 21];126:643-53. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19575238 pmid:19575238

14.lllescas O, Gomez-Verjan JC, Garcia-Velazquez L, Govezensky T,
Rodriguez-Sosa M. Macrophage migration inhibitory factor -173 G/C
polymorphism: A global meta-analysis across the disease spectrum. Front
Genet. 2018;9:1-14.

15.Nishihira J. Macrophage migration inhibitory factor (MIF): Its essential role in
the immune system and cell growth. J. Interf. Cytokine Res. 2000. p. 751-62.

16.Gémez LM, Sanchez E, Ruiz-Narvaez EA, Lopez-Nevot MA, Anaya JM,
Martin J. Macrophage migration inhibitory factor gene influences the risk of
developing tuberculosis in northwestern Colombian population. Tissue
Antigens. 2007;70:28-33. pmid:17559578

17.Donn R, Alourfi Z, De Benedetti F, Meazza C, Zeggini E, Lunt M, et al.
Mutation screening of the macrophage migration inhibitory factor gene: positive
association of a functional polymorphism of macrophage migration inhibitory
factor with juvenile idiopathic arthritis. Arthritis Rheum [Internet]. 2002 [cited
2019 Oct 21];46:2402-9. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12355488 pmid:12355488

18.Hashemi M, Sharifi-Mood B, Rasouli A, Amininia S, Naderi M, Taheri M.
Macrophage migration inhibitory factor -173 G/C polymorphism is associated
with an increased risk of pulmonary tuberculosis in Zahedan, Southeast Iran.
EXCLI J. 2015;14:117-22. pmid:27065766

19.LiuA, LiJ,Bao F, Zhu Z, Feng S, Yang J, et al. Single nucleotide
polymorphisms in cytokine MIF gene promoter region are closely associated
with human susceptibility to tuberculosis in a southwestern province of China.
Infect Genet Evol. Elsevier B.V.; 2016;39:219-24. pmid:26656832

20.Kuai SG, Ou QF, You DH, Shang ZB, Wang J, Liu J, et al. Functional
polymorphisms in the gene encoding macrophage migration inhibitory factor



53

(MIF) are associated with active pulmonary tuberculosis. Infect Dis (Auckl).
2016;48:222-8.

21.Sadki K, Lamsyah H, Rueda B, Akil El, Sadak A, Martin J, et al. Analysis of
MIF, FCGR2A and FCGRS3A gene polymorphisms with susceptibility to
pulmonary tuberculosis in Moroccan population. J Genet Genomics [Internet].
Institute of Genetics and Developmental Biology and the Genetics Society of
China; 2010;37:257-64. Available from: pmid:20439102

22.LiY,Yuan T, LuW, Chen M, Cheng X, Deng S. Association of tuberculosis
and polymorphisms in the promoter region of macrophage migration inhibitory
factor (MIF) in a Southwestern China Han population. Cytokine [Internet].
Elsevier Ltd; 2012;60:64—7. Available from: pmid:22742858

23.Vannberg FO, Chapman SJ, Hill AVS. Human genetic susceptibility to
intracellular pathogens. Immunol Rev [Internet]. 2011 [cited 2019 Oct
21];240:105-16. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21349089
pmid:21349089

24 Ministério da Saude. Boletim Epidemiologico [Internet]. 2018. Available from:
www.saude.gov.br

25.Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Censo 2010 [Internet].
2010. Available from: www.ibge.gov.br

26.Conde MB, Melo FAF de, Margues AMC, Cardoso NC, Pinheiro VGF, Dalcin
P de TR, et al. lll Brazilian Thoracic Association Guidelines on tuberculosis. J
Bras Pneumol [Internet]. 2009 [cited 2019 Oct 21];35:1018-48. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19918635 pmid:19918635

27 .Miller SA, Dykes DD, Polesky HF. A simple salting out procedure for
extracting DNA from human nucleated cells. Nucleic Acids Res. 1988;16:1215.
pmid:3344216

28.Moller M, Hoal EG. Current findings, challenges and novel approaches in
human genetic susceptibility to tuberculosis. Tuberculosis (Edinb) [Internet].
2010 [cited 2019 Oct 21];90:71-83. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20206579

29.Cooke GS, Campbell SJ, Bennett S, Lienhardt C, McAdam KPWJ, Sirugo G,
et al. Mapping of a novel susceptibility locus suggests a role for MC3R and
CTSZ in human tuberculosis. Am J Respir Crit Care Med. 2008;178:203—7.
pmid:18420963

30.Bellamy R, Beyers N, McAdam KPWJ, Ruwende C, Gie R, Samaai P, et al.
Genetic susceptibility to tuberculosis in Africans: A genome-wide scan. Proc
Natl Acad Sci U S A. 2000;97:8005-9. pmid:10859364

31.Mahasirimongkol S, Yanai H, Nishida N, Ridruechai C, Matsushita I, Ohashi
J, et al. Genome-wide SNP-based linkage analysis of tuberculosis in Thais.
Genes Immun [Internet]. 2009 [cited 2019 Oct 21];10:77-83. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18843276 pmid:18843276



54

32.Mahasirimongkol S, Yanai H, Mushiroda T, Promphittayarat W,
Wattanapokayakit S, Phromjai J, et al. Genome-wide association studies of
tuberculosis in Asians identify distinct at-risk locus for young tuberculosis. J
Hum Genet [Internet]. 2012 [cited 2019 Oct 21];57:363—7. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22551897 pmid:22551897

33.Png E, Alisjahbana B, Sahiratmadja E, Marzuki S, Nelwan R, Balabanova Y,
et al. A genome wide association study of pulmonary tuberculosis susceptibility
in Indonesians. BMC Med Genet. 2012;13.

34.Calandra T, Froidevaux C, Martin C, Roger T. Macrophage migration
inhibitory factor and host innate immune defenses against bacterial sepsis. J
Infect Dis [Internet]. 2003 [cited 2019 Oct 21];187 Suppl 2:5S385-90. Available
from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12792855

35.Bacher M, Metz CN, Calandra T, Mayer K, Chesney J, Lohoff M, et al. An
essential regulatory role for macrophage migration inhibitory factor in T-cell
activation. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996;93:7849-54. pmid:8755565

36.Martinez A, Orozco G, Varadé J, Sdnchez Lopez M, Pascual D, Balsa A, et
al. Macrophage migration inhibitory factor gene: influence on rheumatoid
arthritis susceptibility. Hum Immunol [Internet]. 2007 [cited 2019 Oct
21];68:744—7. Available from: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17869648
pmid:17869648

37.Kibiki GS, van der Ven AJAM, Geurts-Moespot A, Shao J, Calandra T,
Sweep FCGJ, et al. Serum and BAL macrophage migration inhibitory factor
levels in HIV infected Tanzanians with pulmonary tuberculosis or other lung
diseases. Clin Immunol. 2007;123:60-5. pmid:17275414

38.Das R, Koo MS, Kim BH, Jacob ST, Subbian S, Yao J, et al. Macrophage
migration inhibitory factor (MIF) is a critical mediator of the innate immune
response to Mycobacterium tuberculosis. Proc Natl Acad Sci U S A. 2013;110



55

6. CONCLUSAO

Os resultados desta tese, juntamente com dados de outras publicacoes,
sugerem que o SNP GC pode ter efeitos distintos na infeccdo por MTB em
diferentes populagdes. Apesar de ndo haver uma associagéo direta entre 0 SNP
GC e o resultado da TB pulmonar na populacdo analisada, ndo podemos
descartar a importancia desses SNPs nos genes em questdo no contexto da
infeccdo por MTB. E possivel que esses SNPs desempenhem um papel em
conjunto com outros marcadores, como a gravidade da doenca ou fatores
ambientais. O gene MIF desempenha um papel crucial na resposta imune a TB,
e os polimorfismos nesse gene podem influenciar a suscetibilidade a doenca.
S&0 necessarias mais pesquisas para compreender os mecanismos moleculares

e as implicacdes clinicas das variagdes no gene MIF na TB.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Nas ultimas décadas, o tratamento da tuberculose (TB) tem seguido
terapias padronizadas, sem considerar variacdes na imunidade, farmacocinética,
patogénese ou no MTB. No entanto, avangos recentes prometem personalizar o
tratamento da TB, utilizando técnicas como o sequenciamento de nova geracao
do DNA microbiano para prever rapidamente a suscetibilidade a medicamentos,
modulacao da imunidade do hospedeiro, administracédo de doses personalizadas
de medicamentos e biomarcadores para predizer a cura sem recidiva, orientando
a duracao da terapia. Apesar da proximidade dessas terapias estratificadas com
a disponibilidade clinica, sua implementacdo depende da intensificacdo das
pesquisas na area. A resposta imune ao MTB é complexa e diversificada, com
fatores do hospedeiro interagindo de forma intricada para determinar a
contencédo ou a progresséao da infeccdo. Dada a importancia do fator inibidor da
migracado de macrofagos (MIF) em varios sistemas do corpo humano, incluindo
processos inflamatdrios, autoimunidade e doencas, ele emerge como um alvo
promissor para intervencoes terapéuticas. Portanto, é crucial intensificar as
pesquisas para compreender melhor a interacdo entre o MTB e 0 hospedeiro,
visando o desenvolvimento de novas terapias com efeitos colaterais reduzidos.
Essa abordagem é fundamental para reduzir o abandono do tratamento e a
propagacdo da tuberculose multirresistente, permitindo-nos combater

eficazmente o avango da doenga.
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PERSPECTIVAS

e Quantificar a expressao génica do gene MIF nos casos e controles
utilizando PCR em tempo real através de sonda Tagman.

e Detectar a concentracado de MIF no sangue periférico dos casos e
controles através da espectrometria de massas.

e Correlacionar as dosagens futuras com desfecho de tratamento dos
pacientes.
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APENDICE | - FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

Nome: Prontuario:

Endereco: Telefone:

Data de Nascimento: Sexo: (1) Masculino (2) Feminino
Cor: (1) Branca (2) Nao-branca Escolaridade:

Tabagismo: (1) Nao-tabagista (2) Ex-tabagista (3) Tabagista ativo

Sintomas: (1) tosse (2) producédo de escarro (3) emagrecimento (4) sudorese noturna

(5) dispnéia (6) dor toracica (7) febre (8) hemoptise.

Ha quanto tempo?

TB prévia: (1) sim (2) nédo Histéria de TB na familia: (1) sim (2) nédo

Uso abusivo de alcool: (1) sim (2) nédo (3) passado

Uso de drogas: (1) sim (2) ndo (3) passado Qual?

Institucionalizacdo (priséo, casa de repouso, abrigo) nos ultimos 3 anos:(1) sim (2)

nao

Comorbidades: (1) HIV (2) HCV (3) HBV (4) Diabete (5) Uso crénico de corticoide (6)

Outra imunossupresséao, Qual:
Baciloscopia: (1) + (2) ++ (3) +++ (4) negativa (5) ndo realizada

Cultura de escarro: (1) M.tuberculosis (2) Mycobacterium sp. (3) negativa (4)
nao realizada (5) Outro. Qual?

RX de torax: (1) normal (2) cavitacao (3) infiltrados reticulares (4) consolidacdo (5)

alteracdes fibréticas (6) padréo miliar.
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APENDICE Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
N° do projeto GPPG ou CAAE: 56502916.9.0000.5327

Titulo do Projeto: Polimorfismos no gene codificador do fator inibidor da

migracao de macrofagos e sua associacdo com TB pulmonar ativa.

Vocé estad sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é
identificar se ha fatores presentes no seu sangue que identificam uma maior
probabilidade de desenvolver TB. Esta pesquisa estd sendo realizada pelo

Servico de Pneumologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, 0s procedimentos envolvidos em
sua participacao sdo os seguintes: nés pediremos que vocé responda a algumas
perguntas e precisamos fazer uma coleta de sangue (cerca de 8,5ml de sangue
serdo retirados de sua veia (em trés pequenos tubos de sangue) com seringas

plasticas e agulhas descartaveis.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagdo na
pesquisa sdo: a retirada de sangue pode causar algum desconforto no local da
picada da agulha. Além disso, para responder ao questionario sera necessario

cerca de 5 a 10 minutos.

Os possiveis beneficios decorrentes da participacdo na pesquisa Sao:
embora ndo traga beneficios diretos a vocé, a sua participacdo nesta pesquisa
contribuira para ajudar a conhecer como o seu corpo se defende quando o germe
da TB entra em contato com o seu sistema de defesa. Os resultados dessa
pesquisa poderéo beneficiar futuros pacientes.

Sua participacao na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, nao é obrigatoria.
Caso vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu
consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe

ou possa Vvir a receber na instituigao.
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N&o estd previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na
pesquisa e vocé ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos

envolvidos, cujos custos serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua
participacdo na pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem

nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados seréo apresentados de forma conjunta, sem a
identificacdo dos participantes, ou seja, 0 seu nome ndo aparecera na publicacdo

dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel Denise Rossato Silva, pelo telefone 3359-8241, ou com o Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta,
das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e

outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo



Local e Data:

Assinatura
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