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RESUMO

Aspergillus sp. sdo fungos amplamente difundidos no meio ambiente e estdo presentes no solo,
ar, sistemas animais, agua doce e habitats marinhos, podendo ainda crescer em plantas e na
decomposicdo da matéria organica. Esses fungos causam uma grande variedade de distarbios
respiratorios sendo a aspergilose invasiva (Al) uma infeccéo fungica bastante prevalente em
individuos imunocomprometidos. Estudos mostram que polimorfismos do gene Toll-like
4 (TLR4) podem influenciar as vias de sinalizacdo da resposta imunoldgica inata,
aumentando a susceptibilidade do individuo para desenvolver a Al. O objetivo deste estudo
foi comparar a frequéncia do polimorfismo Thr399lle (rs4986791) do gene TLR4 em
individuos imunocomprometidos e controles normais. Um grupo de 22 individuos
imunocomprometidos submetidos ao transplante de células tronco hematopoiéticas no
Servico de Transplante do Hospital Araudjo Jorge foi incluido no grupo de casos. O grupo
controle foi formado por 100 individuos sem histéria de comprometimento imunologico,
atendidos no Laboratorio da Area da Satde da PUC Goias. Ap6s a avaliacdo dos dados
clinicos dos pacientes, uma amostra de sangue total foi coletada para avaliacdo dos
polimorfismos genéticos por meio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e anélise de
polimorfismos de fragmentos de restricdo (RFLP). Foram investigados individuos de
ambos os sexos, com idade entre trés a 74 anos, residentes da regido Centro-Oeste do
Brasil. O polimorfismo Thr399lle (rs4986791) foi investigado no grupo de casos e
controles. No grupo de pacientes com aspergilose invasiva, o alelo selvagem (C) foi
detectado em 21 casos (95,5%), enquanto o alelo mutante (T) foi encontrado em apenas
um caso (4,5%). No grupo controle, o alelo selvagem (C) foi detectado em 93 individuos
(93,0%), enquanto o alelo mutante (T) foi encontrado em sete individuos (7,0%).
Diferencas significativas ndo foram detectadas nas frequéncias alélicas entre casos e
controles. Nossos resultados ndo demonstraram associagdo significativa entre o
polimorfismo Thr399lle (rs4986791) e o diagnostico de aspergilose invasiva em individuos
imunodeprimidos. Outros estudos envolvendo maior nimero de participantes sao
necessarios a fim de elucidar esta associacgao.

Palavras-chave: Receptor Toll-Like. Polimorfismos Genéticos. Galactomanana.
Aspergilose Pulmonar Invasiva.

Xl



ABSTRACT
Aspergillus sp. are fungi that are widespread in the environment and are present in soil, air,
animal systems, freshwater and marine habitats and that can also grow on plants and on
decomposition of organic matter. These fungi cause a wide variety of respiratory disorders and
invasive aspergillosis (Al) is a very prevalent fungal infection in immunocompromised
individuals. Studies show that Toll-like 4 (TLR4) gene polymorphisms may influence the innate
immune response signaling pathways, increasing the susceptibility of individuals to develop
Al. The aim of this study was to compare the frequency of the Thr399lle rs4986791 TLR4 gene
polymorphism in immunocompromised individuals and normal controls. A group of 22
immunocompromised individuals undergoing hematopoietic stem cell transplantation at the
Araujo Jorge Hospital Transplant Service was included in the case group. The control group
consisted of 100 individuals with no history of immunological impairment, assisted at the
Health Laboratory PUC Goiés. After evaluation of the patient’s clinical data, whole blood
sample was collected to evaluate genetic polymorphisms by using polymerase chain reaction
(PCR) and restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis. Individuals of both
sexes were investigated, aged between three and 74 years, residing in the Midwest region of
Brazil. Thr399lle (rs4986791) polymorphism was investigated in the case and control group.
In the group of patients with invasive aspergillosis, the wild type allele (C) was detected in 21
cases (95.5%), while the mutant allele (T) was found in only one case (4,5%). In the control
group, the wild type allele (C) was detected in 93 individuals (93.0%), while the mutant allele
(T) was found in seven individuals (7,0%). Significant differences in the allelic frequencies
were not detected between cases and controls. Our results didn’t demonstrate a significant
association between Thr3991le polymorphism (rs4986791) and the diagnosis of invasive
aspergillosis in immunosuppressed individuals. Further studies involving a larger number of

participants are needed to elucidate this association.

Keywords: Toll-Like Receptors. Genetic polymorphisms. Galactomannan. Invasive Pulmonary

Aspergillosis.
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| - INTRODUCAO

A aspergilose invasiva (Al) é uma infeccdo fangica causada por espécies de fungos
filamentosos, do género Aspergillus spp., que invadem células endoteliais, alojam no pulméo e
disseminam para outros 6rgdos do corpo, através da corrente sanguinea. A infeccao ocorre por
meio da inalacdo de conidios, presentes na atmosfera (FERREIRA et al., 2015). A Al é um
sério problema para pacientes imunodeprimidos e tem-se observado um significativo aumento
nas taxas de morbidade e mortalidade decorrentes das infec¢des fungicas invasivas, sobretudo
em pacientes recém-nascidos prematuros e outras populagdes imunocomprometidas
(RIBEIRO, 2011). Aproximadamente, 72 a 94% dos individuos imunodeprimidos que foram
submetidos ao transplante de células-tronco hematopoiéticas morrem com aspergilose
pulmonar invasiva (SANTOS, 2011; SATLIN et al., 2015).

As infecces fangicas invasivas sdo comuns e muitas vezes letais, cursando com
mortalidade trés a quatro dias depois da inoculacdo e sem terapia antifungica especifica, com
Obito chegando a 100% apos sete dias (HOPE et al., 2017). Um bom diagnéstico de Al utiliza:
(1) testes laboratoriais, a fim de detectar antigenos galactomananos circulantes “GM” no soro;
(2) pesquisa de DNA do fungo em amostras patolégicas; (3) exames microbioldgicos; e (4)
exames de imagem, uma vez que diagnosticos complicados e tardios caracterizam o mal
prognostico desta infeccdo (HEDHILI et al., 2017).

A profilaxia esta associada ao uso de drogas antifingicas como o fluconazol e o
voriconazol para pacientes de alto risco (SATLIN et al., 2015) e estes tratamentos podem variar
de acordo com o grau de imunossupressdo, uma caracteristica comum dos pacientes que
desenvolvem a Al (HOPE et al., 2017). Pacientes submetidos a transplante de 6rgaos sélidos
(SOT), ou transplantes de células hematopoiéticas (HCT) e aqueles com leucemia aguda,
apresentam maior suscetibilidade a doenca (SEROY et al., 2017).

A defesa contra microrganismos é mediada por reacdes iniciais da imunidade inata,
através de barreiras fisicas e quimicas, células sensoras de antigenos como células fagocitarias,
células dendriticas e células assassinas naturais (natural killer — NK), proteinas do sangue e
citocinas reguladoras, que desempenham um papel fundamental no reconhecimento e na
eliminacdo da Al (GARTH; STEELE, 2017).

Receptores do tipo Toll-like (TLRs) s@o glicoproteinas presentes na membrana
plasmatica e endossomal de leucdcitos. Apresentam fungdo importante na defesa do hospedeiro
no primeiro passo da reacdo inflamatoria, mediando efeitos antimicrobianos. Apresentam em

suas regides extracelulares, abundancia em leucinas e cisteinas, que estdo envolvidas na
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interacdo com o ligante. Em humanos, existem dez diferentes TLR funcionais, denominados
TLR1 a TLR10, sendo que 0s TLR 1, 2, 4, 5 e 6 estdo presentes na membrana citoplasmética e
0os TLR 3, 7, 8, 9 e 10 na membrana do reticulo endoplasmatico intracelular (JIANG et al.,
2016).

Os receptores Toll-Like s&o responsaveis pelo reconhecimento de estruturas
microbianas e pela geracdo de sinais que levam a producdo de citocinas proinflamatérias
essenciais para a ativacao da resposta imune inata (FERRAZ et al., 2011). Receptores Toll-like
apresentam dominios de receptores de IL-1 (TIR) nas caudas citoplasmaticas, que sdo
essenciais a sinalizagdo. Os dominios de interleucinas encontrados nestes receptores promovem
o0 recrutamento de leucdcitos e macréfagos para o local da infeccdo, mediando a inflamacéo
(MEDVEDEYV, 2013). A IL-2 liberada por linfécitos Thl promove a ativacdo dos linfécitos B
e a proliferacdo de células T, favorecendo a ativacdo dos macrofagos. Ja, as IL-4 e IL-5
produzidas pelos linfécitos Th2 ativam a producdo de IgE, induzindo reacdes de
hipersensibilidade imediata. A 1L-12 produzida por macréfagos e células dendriticas promove
a diferenciacdo dos linfocitos T em Th1l e a ativacdo das células NK (ALAZAW!I et al., 2016).

O reconhecimento de ligantes microbianos por TLR4 leva a ativacao de diversas vias
de sinalizacdo, que acionam os fatores de transcricdo, induzindo a expressdo de genes
importantes para o desenvolvimento de resposta inflamatéria (FRAZAO et al., 2013). A
ativagdo destas vias inclui a transcrigdo do fator nuclear KB (NF-KB) e da proteina ativadora 1
(AP-1), moléculas necesséarias para a resposta inflamatoria. Inclui ainda a ativacdo do fator de
resposta ao interferon 3 (IRF3) e do IRF7, principais fatores ativados por esta via e responsaveis
pela resposta imune inata (VIEIRA-SOUSA et al., 2019).

AlteracGes genéticas tem papel decisivo no aparecimento de véarias doencas humanas.
Os polimorfismos genéticos de nucleotideos unicos (SNPs) sdo varia¢des na sequéncia de DNA
gue podem criar ou destruir sitios de reconhecimento de enzimas de restricdo (LIMA, DE et al.,
2006). Deste modo, variagdes genéticas como SNPs, ocasionados pela troca de um Unico
nucleotideo na sequéncia do DNA, podem indicar se alguns individuos apresentam maior
predisposicdo a determinadas infeccdes e desenvolvimento de doengas e respostas diferentes
frente aos estimulos ambientas (SKEVAKI; PARARAS, 2015).

O TLR4 desempenha um papel importante na ativacdo e regulacdo das respostas
imunes inatas e adquiridas, através do reconhecimento de estruturas fungicas e de agentes
microbianos patogénicos, lipopolissacarideos de bactérias gram-negativas (JIAO et al., 2016).

SNPs na regido de codificacdo de TLR4 tem sido associado ao aumento na incidéncia de
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diferentes doencas infecciosas e inflamatdrias (MEDVEDEV, 2013). Os SNPs D299G e T399I,
resultante da troca de acido aspartico por glicina na posi¢do 299 e de treonina por isoleucina na
posicao 399, estdo associados na resposta embotada ao LPS inalado e a diminuicéo da producéo
de citocinas mediada por LPS em células epiteliais das vias aéreas e macrofagos alveolares
(ARBOUR et al., 2000).

A identificagdo genética desses polimorfismos de TLR4, permite identificar
precocemente os individuos com maior risco de contrair infec¢cdes microbianas e desta forma
realizar uma profilaxia apropriada. Na aspergilose invasiva, o diagnostico se inicia a partir de
um elevado grau de suspeita, uma vez que se trata de um fungo ubiquo na natureza que pode
estar presente na dgua e no ar das unidades hospitalares (BATISTA, 2015).

O desenvolvimento da Al pode ser o resultado de multiplos fatores predisponentes,
mas a imunossupressdao € um fator de risco predominante, tornando esta infeccdo fungica
invasiva uma das mais letais nos seres humanos (GIACOMAZZI et al., 2016). Como as células
do sistema imune inato mediam as reages iniciais de defesa contra-ataques de microrganismos
e 0s TLR desempenham um papel importante no reconhecimento e eliminacdo desses
microrganismos, polimorfismos nesses genes podem resultar em proteinas variantes com maior
ou menor capacidade de reconhecimento de antigenos e sinalizacdo intracelular para ativacao
da resposta imunolégica (GARTH; STEELE, 2017).

Este estudo podera contribuir com a identificacdo da predisposicdo genética a
aspergilose invasiva, identificando os polimorfismos presentes no TLR4 que influenciam na

ocorréncia — de maior frequéncia - dessa patologia em pacientes imunodeprimidos.
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Il - REFERENCIAL TEORICO

11.1 — Aspergillus sp. e aspergilose invasiva

A aspergilose invasiva (Al) é a mais frequente das micoses pulmonares e possui como
agente etiolégico — o Aspergillus sp. (PEIXINHO et al., 2003). O género Aspergillus
compreende ampla diversidade de espécies de fungos filamentosos, hialinos, saprébios, com
capacidade de adaptacdo a diferentes habitats, sendo encontrados em abundancia no ar, solo e
agua (SALES, 2009). Atualmente, esse género inclui cerca de 350 espécies, que recentemente
foram agrupadas em seis subgéneros e 22 secBes ou complexos de espécies relacionadas
(KOCSUBE et al., 2016). A grande maioria das infecgdes flngicas superficiais e invasivas por
Aspergillus sp envolve diversas espécies pertencentes a basicamente quatro complexos: A.
fumigatus, A. flavus, A. niger e A. terreus (SEGAL, 2013).

O Aspergillus fumigatus (figura 1) é o fungo filamentoso mais prevalente em infecgdes
fangicas em humanos, sendo a principal causa da aspergilose, uma condi¢do que pode
manifestar como invasiva, alérgica e cronica (CARVALHO et al., 2008). A porta de entrada
mais comum desse fungo € através da inalacdo de esporos nos seios nasais e no trato respiratorio
(CUNHA et al., 2018). Uma vez inalados, na auséncia de defesas apropriadas pelo sistema
imunolégico do hospedeiro, os esporos aumentam, germinam e se disseminam por via
hematogénica (CUNHA, 2017; BANZI et al., 2019). Assim, a aspergilose invasiva é uma
infeccdo comum em vias respiratorias de doentes imunodeprimidos (PEIXINHO et al., 2003).
A imunodepressao é uma condicdo clinica ocasionada por doengas secundarias, ou provocada
por algum tratamento. Por isso, pacientes imunodeprimidos possuem maior risco de infec¢des
fangicas (RIBEIRO, 2011).

Figura 1. Fotomicrografia eletronica mostrando imagem de Aspergillus fumigatus. Fonte: CARVALHO (2013).
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Individuos com infeccBes fungicas graves, geralmente requerem admissdo hospitalar
e podem apresentar uma variedade de manifestacfes clinicas que representam diferentes
diagnosticos e tratamentos terapéuticos, no entanto, as infecgdes fangicas oportunistas
geralmente estdo associadas a doencas subjacentes e procedimentos médicos que podem causar
imunodepressdo no hospedeiro (GIACOMAZZI et al., 2016). A aspergilose tornou-se a micose
invasiva mais prevalente entre pacientes portadores de doengas malignas hematoldgicas e/ou
submetidos a transplante de células-tronco hematopoiéticas (GIRMENIA et al., 2001). A
doenca se desenvolve principalmente em pacientes com neoplasias hematologicas ou
neutropenia, naqueles tratados com corticosteroides ou drogas imunossupressoras e em
submetidos a transplante de medula 6ssea ou 6rgao sélido, sendo que, o contexto neutropenia
€ 0 maior fator de risco para o desenvolvimento da infeccdo por Aspergillus e pode ser
considerado um fator de complicacdo relativamente frequente entre pacientes submetidos a
transplantes (CUNHA et al., 2018).

Desse modo, a Al é uma grande ameaca no tratamento de pacientes transplantados
(CUNHA et al., 2011). O diagndstico da Al se inicia a partir de um elevado grau de suspeita,
uma vez que o Aspergillus é um fungo ubiquo na natureza que pode estar presente na agua e no
ar das unidades hospitalares (PAULUSSEN et al., 2017). A Classificagdo dos pacientes com
Al é definida de acordo com os critérios estabelecidos pelo EORTC (European Organization
for Research and Treatment of Cancer), que inclui os pacientes com aspergilose provada,
provavel e possivel, baseado na combinacdo de sinais e sintomas clinicos, cultura,
histopatologia e deteccdo de componentes do fungo como o antigeno galactomanana (GM),
polissacarideo presente na parede celular de fungos do género Aspergillus, circulantes no soro
devido ao crescimento das hifas nos tecidos do hospedeiro e detectado por ELISA e tomografia
computadorizada, demonstrando a presenca de infiltrados pulmonares (BATISTA, 2015).

O tratamento da Al esta associado com o uso de drogas antifungicas como o
fluconazol e o voriconazol para pacientes de alto risco (SATLIN et al., 2015) e estes
tratamentos podem variar de acordo com o grau de imunossupressao, caracteristica comum dos
pacientes que desenvolvem a Al (HOPE et al., 2017). Porém, recomenda-se que o tratamento
seja iniciado precocemente (enquanto a avaliagdo diagndstica ainda estd em andamento) em
casos de alta suspeita, a fim de favorecer a sobrevivéncia e a seguranca do individuo; a resposta
terapéutica € monitorada através da avaliacdo dos sinais, sintomas e achados radioldgicos em
intervalos regulares (SALES, 2009).
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As células do sistema imune inato medeiam as reages iniciais de defesa contra ataques
de microrganismos e os TLR desempenham um papel importante no reconhecimento e
eliminacdo desses microrganismos, de modo que, polimorfismos nos TLRs podem resultar em
proteinas variantes com maior ou menor capacidade de reconhecimento de antigenos e
sinalizacdo intracelular para ativagdo da resposta imunolégica (GARTH; STEELE, 2017).
Individuos transplantados sofrem alteragGes drasticas no sistema imune inato e o
reconhecimento imunoldgico torna-se menos efetivo em comparacdo com individuos saudaveis
(KESH et al., 2005). Neste sentido, a presenca de polimorfismos em TLR pode ser uma possivel
justificativa ao fato de alguns pacientes imunodeprimidos desenvolverem a aspergilose invasiva

e outros nao.

I1. 2 — Aspectos Ambientais do Aspergillus fumigatus

A origem evolutiva dos mecanismos que determinam a viruléncia do Aspergillus
fumigatus no meio ambiente € pouco conhecida (VANDEVEERDONK et al., 2017). As
espécies de Aspergillus sdo difundidas no ambiente e estdo presentes nos solos, ar, sistemas
animais, em agua doce e habitats marinho, crescendo em plantas e na decomposicao da matéria
organica. Sdo encontrados em ambientes internos (superficies de edificios, ar, eletrodomésticos,
etc.), em agua potavel e poeira (PAULUSSEN et al., 2017).

O A. fumigatus é um fungo que tem a capacidade de crescer e sobreviver no ambiente
em meio a diferentes temperaturas (25 a 37°C) e ph (KWON-CHUNG; SUGUI, 2013). As taxas
de crescimento do A. fumigatus € uma das mais rapidas entre as espécies existentes no reino
fangico, sendo um fator caracteristico da sua espécie - saprotréfica (fungos que se alimentam
absorvendo substancias organicas, normalmente provenientes de matéria organica em
decomposicdo), que tem a capacidade de promover sua colonizacdo em diferentes nichos
ecolégicos (PAULUSSEN et al., 2017).

A organizacao estrutural da parede celular interna no A. fumigatus, é composta por um
esqueleto fibrilar insoltvel ramificado por quitina, galactomanano e glucano. A parede celular
é composto principalmente por glucano e polissacarideos, contendo galactose, galactomanano
e galactosaminogalactano (VANDEVEERDONK et al., 2017). Assim, os Aspergillus
produzem conidios (esporos), que sédo formados por uma estrutura especial no topo de uma hifa
fértil e podem dispersar facilmente no ar, inclusive de ambientes hospitalares (PILANIYA et
al., 2015). Os conidios podem germinar em hifas curtas conhecidas como tubos germinativos
dentro de 4 a 6 horas (VANDEVEERDONK et al., 2017).
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Os seres humanos, podem inalar cerca de 100 a 1000 conidios por dia e esses conidios
podem atingir os alvéolos pulmonares devido ao seu tamanho pequeno (2-3mp) (LATGE,
1999). As células epiteliais e macrofagos alveolares presentes nas vias aéreas do sistema
respiratorio humano, auxiliam na remoc¢do dos conidios inalados (KOSMIDIS; DENNING,
2015). Porém, em macrdfagos de humanos, o A. fumigatus é capaz de germinar no fagossomo
e promover a necrose de macréfagos no tecido (VANDEVEERDONK et al., 2017).

O Aspergillus causam, uma grande variedade de disturbios respiratérios, dependendo
do estado imunologico do paciente (PILANIYA et al., 2015). Em individuos imunodeprimidos
as células de defesa do sistema imune ndo conseguem eliminar os conidios inalados, de modo
que, os conidios do fungo permanecem nos pulmdes, podendo germinar para outras regides e
desenvolver uma infeccdo invasiva, designada aspergilose pulmonar invasiva (API)
(KOSMIDIS; DENNING, 2015). O corpo humano possui temperatura fisiologica de 37°C,
formando um microambiente ideal para o crescimento de Aspergillus sp.
(VANDEVEERDONK et al., 2017)).

O A. fumigatus ndo apresenta requisitos nutricionais especificos, seu metabolismo
consegue adaptar a uma variedade de compostos organicos e metais pesados (HARTMANN et
al., 2011). Essa capacidade adaptativa pode ser um dos fatores que favorece a infeccdo do
Aspergillus no tecido pulmonar humano, uma vez que, as trocas gasosas realizadas no pulméo
sdo, cruciais durante os estagios iniciais da aspergilose (VANDEVEERDONK et al., 2017).
Além disso, a presenca do A. fumigatus no pulméao, pode inibir a formacao de vasos sanguineos,

contribuindo para a hipdéxia pulmonar (PILANIYA et al., 2015).

Il. 3 - Resposta imune inata

O sistema imunolédgico tem como finalidade reconhecer os organismos invasores,
impedir sua disseminacédo e finalmente elimina-los do corpo (HUSE, 2019). A defesa contra
microrganismos € mediada por reagdes iniciais da imunidade inata, por meio de barreiras fisicas
e quimicas, celulas sensoras de antigenos incluindo células fagocitarias, dendriticas e células
natural killer - NK, além de proteinas do sangue e citocinas reguladoras, que desempenham um
papel fundamental no reconhecimento e na eliminacdo de patdgenos (GARTH; STEELE,
2017).
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Os fagocitos ou células fagociticas, sdo células do sistema imune que compreendem
os eosinofilos, neutrofilos e baséfilos, que tem funcdo de neutralizagdo, englobamento e
destruicdo de particulas, incluindo os agentes infecciosos, bem como a iniciacdo e a
coordenacao de outras fases da resposta imunoldgica (COCHET; PERI, 2017). Os neutrofilos
sdo importantes células da imunidade inata que atuam nas fases mais iniciais das respostas
inflamatorias, migrando do sangue para os tecidos com o objetivo de ingerir e destruir
microrganismos (fagocitose) e combater a infeccdo, sendo também os componentes mais
abundantes dentre os leucdcitos circulantes e destinados a responder rapidamente e em grande
namero toda vez que houver alguma lesdo tecidual (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Os
macrdfagos e seus precursores circulantes, os monocitos, exercem papéis centrais na imunidade
inata e na adquirida e sdo células efetoras importantes para a elimina¢do de microrganismos
(GINHOUX; JUNG, 2014).

Os macrofagos sdo células imunes inatas vitais e representam a primeira linha de
defesa contra qualquer invasdo, representando um papel central na patogénese bacteriana
(MCCLEAN; TOBIN, 2016). Os macrofagos auxiliam na regulacdo da inflamacéo
potencializando a ativacao de linfécitos T e B pela expressdo de moléculas coestimuladoras e
liberando citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e quimiocinas
(CRUVINEL et al., 2010).

Assim, a inflamacdo é uma resposta do hospedeiro a lesdo ou infeccdo tecidual que
recruta células imunes reguladoras. Apesar de seu papel protetor no sistema de defesa do
hospedeiro contra agentes patogénicos estranhos, a resposta inflamatoria descontrolada (por
exemplo, sépsis) leva a danos nos tecidos, 6rgdos e até mesmo a morte (ALAZAWI et al.,
2016).

A imunidade inata dos mamiferos depende de uma familia de receptores de
reconhecimento de padrdes moleculares (PRRs) que detectam moléculas microbianas
conservadas, denominadas “padrdes moleculares associados aos patégenos” (PAMPS)
(PERKINS et al., 2016). Os PRRs ligados aos PAMPs microbianos ativam as vias
inflamatorias, por meio de vias de sinalizacdo com ativagdo do fator nuclear B (NF-kB), para a
transcrigdo de citocinas e interleucinas que terminam ativando linfocitos T e combatendo as
infeccbes (FERRAZ et al., 2011). A familia PRR inclui o receptor Toll-like (TLR), o receptor
de lectina do tipo C (CLR), o receptor RIG-I-like (RLR), o receptor tipo AIM2 (ALR) e os
receptores tipo NOD (NLR) contendo um dominio de ligagdo aos nucleotideos (NBD) e um

dominio de repeticdo C-terminal rico em leucina envolvido no reconhecimento com o ligante.
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Os TLR e CLR estdo localizados na membrana citoplasméatica ou nas membranas
endossdmicas, enquanto RLR, ALR e NLR séo citoplasméticos (COCHET; PERI, 2017).

Em geral, a ativacdo de TLRs por seus ligantes é o primeiro evento molecular da
imunidade inata, precedendo e desencadeando a producéo de citocinas, inflamacéo e resposta
imune adaptativa (ROY et al., 2016). Os TLR apresentam dominios de receptores de IL-1
(TIR) nas caudas citoplasmaéticas, que sdo essenciais a sinalizacdo. A IL-2 liberada pelos
linfécitos Thl promove a ativagdo dos linfocitos B e a proliferacdo de células T, favorecendo a
ativacdo dos macrdfagos. J4, as IL-4 e IL-5 produzidas pelos linfocitos Th2 induzem a producgéo
de IgE, responsavel pelas reacGes de hipersensibilidade imediata. Logo, a IL-12 produzida por
macrofagos e células dendriticas promove a diferenciacdo dos linfécitos T em Th1l e a ativacdo
das células NK (FERRAZ et al., 2011).

11.4 — Papel de TLR4 na resposta imune inata

Receptores do tipo Toll-like (TLRs) sdo moléculas glicoproteicas de superficie do tipo
I com uma Unica hélice transmembranar que liga o dominio N-terminal responsavel pela ligacdo
do ligante com o dominio de sinalizacdo C-terminal do receptor, e estdo presentes nas
membranas citoplasmaticas e endossomais das células de defesa do hospedeiro (CZERKIES et
al., 2014). Os TLR foram identificados inicialmente em 1988, como responsaveis pelo
reconhecimento de padrdes moleculares associados aos patdgenos (PAMPS) e na geracdo de
sinais, que levam a producdo de citocinas proinflamatérias essenciais para a ativacdo da
resposta imune inata (FRAZAO et al., 2013).

Em 1997, foram reconhecidos dez diferentes TLR funcionais em humanos,
denominados TRL1 a TLR10, sendo que os TLR 1, 2, 4, 5 e 6 estdo presentes na membrana
citoplasmatica, de modo que eles contém dominios extracelulares, enquanto que os TLR 3, 7,
8, 9 e 10 estdo localizados intracelularmente, ou seja, nos endossomos e nao possuem dominios
extracelulares (FERRAZ et al., 2011; JIANG et al., 2016).

O TLR tipo 4 foi o primeiro homologo descrito em humanos e revolucionou o campo
da imunidade inata, permitindo o entendimento de como patdgenos e microbios sdo
reconhecidos pelo sistema imunologico do hospedeiro (VIJAY, 2018). O TLR4 reconhece 0s
lipopolissacarideos (LPS) da parede celular de bactérias gram-negativas, assim como a
galactomanana e o glucoronoxilmanano fangicos, além da proteina F de alguns virus e outros
constituintes do hospedeiro como os oligossacarideos do acido hialurdnico e o fibrinogénio
(ELSHABRAWY et al., 2017).

21



TLR4 é expresso principalmente na superficie de células hematopoiéticas, incluindo
monacitos, neutrdfilos, basofilos, eosinofilos, células dendriticas e macréfagos (COCHET;
PERI, 2017). Apresenta em sua regido extracelular, abundancia em leucinas e cisteinas, que
estdo envolvidas na interacdo com o ligante. As interleucinas produzidas em resposta a ativacdo
desses receptores promovem o recrutamento de leucécitos e outros macrdéfagos para o local da
infeccdo, mediando a inflamacéo local (MEDVEDEYV, 2013).

O TLR4 ¢é o Unico receptor tipo toll que precisa de uma proteina acessoria (fator de
diferenciacdo mieldide 2, MD-2) para ser ativado e dessa forma ativar a resposta imune
(BILLOD et al., 2016). A resposta imune mediada pela ativagéo de TLR4 e seu co-receptor
MD-2 comeca com a ligacdo de um lipopolissacarideo (LPS) pelo grupamento de diferenciacdo
14 (CD14), que o entrega a MD-2, formando um complexo final (TLR4/MD-2/LPS) (figura
02) (BILLOD et al., 2016). O CD14, funciona como um catalizador do LPS ao MD-2, apds a
transferéncia de LPS para o MD-2, 0 LPS e 0 MD-2 interage com 0 TLR4 (FERWERDA et al.,
2008).
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Figura 2. Estrutura do complexo TLR4 / MD-2 ap6s ligacdo de lipopolissacarideo. Fonte: CZERKIES et
al (2014).

O reconhecimento de ligantes microbianos e fungicos por TLR4 leva a ativagdo de

diversas vias de sinalizacdo que por sua vez ativam os fatores de transcri¢cdo, induzindo a
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expressdo de genes importantes para o desenvolvimento de respostas inflamatorias, que
conduzem de forma rapida a montagem de um Centro Organizador Supramolecular (SMOC)
(FRAZAO et al., 2013). Este centro de organizac&o € o principal sitio sub-celular onde os sinais
de TLR4 promovem a ativacdo do fator nuclear B (NF-kB) e da proteina ativadora 1 (AP-1),
que gera a expressao génica inflamatoria (AP-1, NF-Kb, IFR3, STAT1), como demonstrado
na figura 03 (CRUZ-MACHADO, 2010).
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Figura 3. Via de sinalizagdo de TLR4 no reconhecimento de antigenos. Fonte: Guo; Friedman et al. (2010).

Antes de iniciar a sinalizacdo, varias proteinas receptoras proximais interagem com
TLR4 e regulam a ligacéo ao LPS, gerando um processo de endocitose de TLR4 (ROSADINI;
KAGAN, 2017). Apos ativacao dessa cascata de sinalizagéo intracelular, o reconhecimento do
PAMP ¢é mediado pelo fator de diferenciacdo mieloide-88 (MyD88) (TAGHAVI et al., 2017).
O MyD88, é uma molécula chave adaptadora que transmite sinais intracelulares iniciados,
presentes em quase todos os TLRs, exceto no TLR3 (CZERKIES et al., 2014), além de ser
considerada uma proteina de regulacdo do complexo formado com TLR4 (WU et al., 2013).
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Outra via de sinalizacdo, dependente da proteina adaptadora TRIF, pode ser iniciada
apenas por TLR4 e TLR3. O TRIF possui papel importante na ativagédo da fase tardia do NFkB,
enquanto a via dependente de MyD88 leva a ativagdo rapida de NFkB apos a ligagdo de LPS
(CZERKIES et al., 2014). A transducéo de sinal ao longo de ambas as vias é necessaria para
uma ativacdo completa da producdo de citocinas pré-inflamatérias em resposta ao LPS
(KAWALI; AKIRA, 2010). Todavia, juntamente com a cascata de sinalizacao pré-inflamatoria,
moléculas anti-inflamatdrias ou reguladoras da inflamagdo também sdo ativadas no processo
de sinalizacdo, através da inducéo de varios estimulos que mediam a inducéo de citocinas pro-
inflamatorias (ROY et al., 2016).

11.5 — Polimorfismos genéticos de TLR4 e suas consequéncias estruturais e funcionais

Polimorfismos genéticos séo alteraces genéticas que diferem das mutac6es devido a
sua frequéncia, que é superior a 1%. A grande maioria dos polimorfismos genéticos de
nucleotideos Unicos (SNPs) resulta no aparecimento de dois alelos, os quais estdo representados
por uma substituicdo de uma base por outra (LIMA, DE et al., 2006). Essas alteracdes, ocorrem
uma vez a cada 200 pares de bases no genoma humano, de modo que sdo esperados
aproximadamente 6.000.000 SNPs no genoma (KWOK; CHEN, 2003).

Em 1998, o gene TLR4 foi localizado no cromossomo 9g32 —q33 por hibridizacéo
fluorescente in situ (FISH) (figura 04). O gene, possui aproximadamente 17 quilobases (kb),
com quatro éxons, separados por trés introns em sua estrutura (JIAO et al., 2016). E
caracterizado como um importante receptor de patdgenos que reconhece, além de estruturas
fangicas e de agentes microbianos patogénicos, lipopolissacarideos de bactérias gram-negativas
(ROCK et al., 1998).
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Figura 4. Esquema mostrando a localiza¢gdo do gene TLR4 no cromossomo 9. Fonte: OMIM et al. (2019).
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Existem 920 SNPs descritos no gene TLR4 humano e muitos estdo associados a
diminuicdo da resposta imune, resultante do menor reconhecimento de ligantes polissacarideos
e menor interacdo com proteinas envolvidas na transducdo de sinais (JIAO et al., 2016;
OLIVEIRA; SILVA, 2012). O gene TLR4 humano € altamente polimorfico e seus
polimorfismos podem influenciar na expressao ou funcdo da proteina (figura 05) (PROENCA
etal, 2015).

O polimorfismo T399I (rs4986791), também conhecidos como Thr399Ile, é
identificado na regido de codificacdo de TLR4 (extremidade C-terminal) e resulta na troca de
treonina por isoleucina na posicao 399 (CUNHA, 2017; MEDVEDEYV, 2013). Esta descrito no
quarto exon do gene TLR4 e afeta o dominio extracelular da molécula mediadora da inflamacéo
(PIRES-NETO et al., 2015; NORDE et al., 2016). Ressalta-se que o primeiro polimorfismo
identificado nos TLR foi o alelo Asp299Gly do TLR4, associado a reducdo da resposta

imunoldgica frente a alguns agentes microbianos (FERRAZ et al., 2011).
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Figura 5. Localizagdo geral dos SNPs na proteina TLR4. Fonte: Ohto et al, 2012 (OHTO et al., 2012).

O RNA mensageiro (RNAm) de TLR4 ¢é expresso em células mieldides (mondcitos e
macrofagos, neutréfilos, basofilos, eosinofilos, eritrocitos, plagquetas, células dendriticas e
granuldcitos), células B e células endoteliais (MEDZHITOV et al., 1997). A presenca do SNPs
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rs4986791 na regido codificante de TLR4 pode afetar a estrutura da proteina e resultar em
proteinas com atividade alterada (JABER et al, 2005; ROCK et al., 1998).

Os SNPs presentes no dominio extracelular do receptor TLR4 afetam a funcdo da
proteina correlata pois a alteracdo nos aminoacidos compromete a estrutura do receptor,
afetando a modulacéo da via de sinalizagéo e o reconhecimeto do microrganismo (OHTO et al.,
2012; ROCK et al., 1998). A desregulacdo da sinalizacdo desse receptor pode causar
consequéncias significativas no processo inflamatério mediante o reconhecimento flngico por
TLR4, provavelmente devido a uma falha no estimulo de células reguladoras e produgao
de citocina IL-10 (MEDVEDEYV, 2013; OLIVEIRA, 2012).

Os dois polimorfismos ndo-sindnimos descritos em TLR4, Asp299Gly e Thr399lle,
foram os primeiros descritos em individuos com resposta imunoldgica reduzida frente a
inalacdo de lipopolissacarideos bacterianos (ARBOUR et al., 2000). No entanto, estudos de
revisao da literatura que investigaram os polimorfismos (rs4986790 e rs4986791) de TLR4 e a
suscetibilidade a diferentes doencas (sepse, doenca aterosclerdtica, asma, infeccao por candida,
periodontite crénica, virus respiratério sincicial (RSV), transplante e doenca de Crohn) nédo
fornecem evidéncias precisas sobre as consequéncias funcionais da presenca dos polimorfismos
Asp299Gly (rs4986790) e Thr399lle (rs4986791) em TLR4 (FERWERDA et al., 2008).

Entretanto, um estudo com células transfectadas com TLR4 contendo 0s dois
polimorfismos demonstrou uma atividade de NF-KB diminuida em comparagdo com aquelas
que apresentavam TLR4 normal, sugerindo que os polimorfismos Asp299Gly (rs4986790) e
Thr399lle (rs4986791) devem afetar o fendtipo (especialmente, por causa da sua localizacdo
entre o ligante e a area de reconhecimento do receptor), levando a producdo reduzida de
citocinas pela resposta imune inata e favorecendo um retardamento da resposta inflamatéria
(ARBOUR et al., 2000 ).

11.6 — Frequéncia do polimorfismo rs4986791 de TLR4 na populacéo brasileira

Estudos desenvolvidos em diferentes regiGes geograficas do Brasil investigaram a
frequéncia do polimorfismo Thr399lle (rs4986791) de TLR4 em diferentes grupos da
populacdo brasileira e permitiram a andlise entre o polimorfismo e diferentes condicGes
patoldgicas, conforme demonstrado na tabela 1. Esses estudos resumem o quadro investigativo

dos polimorfismos de TLR4 na populacdo brasileira nos tltimos dez anos.
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Tabela 1. Artigos selecionados investigando as associa¢des do polimorfismo rs4986791 do gene TLR4 em diferentes condicdes patoldgicas ha populacéo

brasileira.
Autor Ano / Local Casuistica rs4986791 Valor de
p no
Casos Controles estudo
Frequéncia alelica Frequéncia alelica
Alvarez et 2017 / Sao Paulo 181 casos de individuos lactantes (< 2 C=0,97 C=0,95 p=0,152
al.(ALVAREZ et al., anos) internados com bronqueolite viral T=0,03 T=0,05
2017) aguda e 536 controles (entre 19 e 25 anos)
sem histdrico de doenca crénica
pulmonar
Tolentino et al. 2016 / Rio de Janeiro 128 casos sendo 67 diagnosticados com Pacientes DC C=0,96 p=0,80
(TOLENTINO et al., doenca de Crohn e 61 com colite C=0,96 T=0,04
2016) ulcerativa, 83 controles sem diagndstico T=0,04
de doenca
Pacientes CU
C=0,98
T=0,02
Pires-Neto et al.(PIRES- 2015/ Para 121 casos diagnosticado com hepatite HBV C=0,96 p= 0,567
NETO et al., 2015) tipo B e C cronicos e 299 controles sem C=0,99 T=0,04
historico de hepatite tipoBe C T=0,01
HCV
C=0,97
T=0,03
Proenga et 2015 / Sao Paulo 194 casos de diagnostico de cancer colo C=0,10 C=0,10 p=0,860
al.(PROENCA et al., retal e 240 controles doadores de sangue T=0,90 T=0,90
2015)
Oliveira et 2013/ S&o Paulo 229 casos diagnosticados com gastrite Céncer G C=0,99 p=0,645
al.(OLIVEIRA et al., cronica e com &rea metaplésica e 240 C =0,98 T=0,01
2013) controles doadores de sangue sem T=0,02
histérico de doenca Gast Cron
C=0,99
T=0,01
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Lima-Neto et al.(LIMA-
NETO et al., 2012)

Oliveira et
al.(OLIVEIRA,; SILVA,
2012)

Fallavena et
al.(FALLAVENA et al.,
2012)

Lima-Neto et al.(LIMA-
NETO et al., 2009)

2012 / Sao Paulo

2012 / Sao Paulo

2012 / Rio Grande do
Sul

2009 / Séo Paulo

102 casos diagnosticados com infarto
agudo do miocardio e 108 controles sem
historico de infarto

208 casos diagnosticados com gastrite
cronica e 174 confirmados para cancer
gastrico. 225 controles sem histérico de
doenca gastrica

524 individuos adultos gravemente
doentes, internados em uma unidade de
terapia intensiva

102 casos de infarto agudo do miocérdio
e 108 controles sem historico de infarto

Cancer G
C =0,97
T=0,03

Gast Cron
C=0,98
T=0,02

C=0,97
T=0,03

C=0,99
T=0,01

C=0,98
T=0,02

p=0,621

p=10,91

p=0,804

p=0,948
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As investigacOes incluiram individuos com idades entre zero a 60 anos, de ambos 0s
sexos e que residiam nos seguintes estados: Sdo Paulo e Rio de Janeiro (regido sudeste), Rio
Grande do Sul (regido sul) e Para (regido norte). As condicGes patoldgicas investigadas nos
estudos incluiram brongueolite viral aguda, doenca de Crohn e colite ulcerativa, hepatite B e C,
gastrite crbnica e cancer gastrico, cancer colorretal e infarto agudo do miocérdio.

Com relacdo ao polimorfismo rs49866791, a frequéncia do alelo selvagem C variou
de 90 a 99%, com média de 97% nos casos (individuos da populacéo brasileira com diferentes
doencas), e de 90 a 99%, com média de 97% nos controles (individuos da populacéao brasileira
sem histérico das doencas investigadas). A frequéncia do alelo mutante T variou de 1 a 10%,
com média de 3% nos casos (individuos da populacéo brasileira com diferentes doencas) e de
1 a 10%, com média de 3% nos controles (individuos da populacéo brasileira sem historico das
doencas investigadas).

O intervalo, média e desvio padrdo das frequéncias alélicas descritas nos estudos que
investigaram a associagdo do polimorfismo rs4986791 em diferentes doengas na populacéo
brasileira estdo demonstradas na tabela 2. Nao houve associacéo significativa do polimorfismo

Thr399lle (rs4986791) de TLR4 e as demais doencas investigadas na populacéo brasileira.

Tabela 2. Frequéncias alélicas do polimorfismo rs4986791 do gene TLR4 na populagédo brasileira.

Gene SNP Troca de Alelo Frequéncia (%) casos Frequéncia (%) controles p*
Aminoacido
Intervalo | Média/ | N | Intervalo | Média N
DP /| DP
TLR4 | rs4986791 | Thr388lle | Selvagem | 90,0-99,0 97,0 | 692 | 90,0-99,0 97,0 | 2210 | <0,0001
C (£0,2) (x0,3)
Mutante | 0,1-10,0 0,3 356 | 0,1-10,0 0,3 440
T (£0,2) (x0,3)

*Qui-quadrado

Apesar da falta de associacdo significativa do polimorfismo rs4986791 de TLR4 nos
estudos gue investigaram a presenca desse SNPs de TLR4 em diferentes doencas na populacéo
brasileira, os estudos informam que a presenca do polimorfismo Thr399lle pode influenciar
alteracfes fisiologicas, contribuindo para o desenvolvimento de processos cronicos de
inflamacéo e infecgdo (PROENCA et al., 2015; NORDE et al., 2016).

A associacgdo entre o polimorfismos rs4986791 de TLR4 e a atividade inflamatoria
ndo modifica o curso da infeccdo hepéatica em individuos da populacdo brasileira com hepatite
B e C, pois ndo foi encontrado diferenga nas frequencias alélicas e genotipicas entre os
individuos infectados com hepatite e controles (PIRES-NETO et al., 2015).
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Os estudos que investigaram o polimorfismo rs4986791 de TLR4 na populacéo
brasileira foram desenvolvidos em diferentes estados e a regido sudeste foi predominante com
aproximadamente 78,6% de estudos. A regido sudeste € caracterizada por ser de maior
estimativa populacional brasileira, com forte processo de migracdo e alta miscigenacéo, fator
que interfere na formacdo genética dos individuos e gera uma diversidade genética na
populacédo (IBGE, 2017; THOMPSON, 2016). No entanto, nenhum desses estudos investigou a

associacdo do polimorfismo rs4986791 na populacdo da regido centro-oeste do Brasil.

1.7 - Associacdo entre o polimorfismo rs4986791 e aspergilose invasiva em pacientes
hematoldgicos.

O TLR4 esté envolvido no reconhecimento de ligantes fangicos, incluindo a manana
(derivado de candida albicans) e o glucuronoxilomanano (derivado de Cryptococcus
neofarmans), apresentando destaque no reconhecimento imune inato de espécies de Aspergillus
(BOCHUD et al., 2008). O TLR4 é um receptor que detecta o lipopolissacarideo, um
componente de bactérias gram-negativas que favorece o choque séptico e apresenta um
importante papel na defesa do sistema imunoldgico frente aos ataques microbianos
(PAMER, 2008). O polimorfismo rs4986791 interfere na transducéo do sinal gerado por TRL4
e afeta a resposta imune frente a invasdes microbianas, influenciando susceptibilidade as
infeccbes. Por essa razdo, o comprometimento da resposta imune pode aumentar a
susceptibilidade do individuo para Al (figura 06) (KOLDEHOFF et al., 2013).

Reconhecimento do fungo porTLR4 Reconhecimento d“ﬂ'lgo é prejudicado

00 % w"f"{:ﬂ £ Suscetibilidade 2 infecgéo fangica
Colonizacdo / 2
o0 oo &’
Aspergillus JCitocinas pré- / oo o
Citocinas pré- 0 0 fumigatus inflamatérias s 00 OO
. s ® OO Aspergillus
inflamatorias  ®) o O ‘Tipo 90 $rooc\ migaus

O™ selvagem
90 o g
0

Resposta Inflamataria Eficiénte

$Redugéo da resposta inflamatéria

el
¥ Protegéo contra aspergilose

Figura 6. Influéncia do polimorfismo Asp229Gly (rs4986790) de TLR4 na resposta imunoldgica a aspergilose invasiva.
Fonte: (CUNHA et al., 2011) (CUNHA et al., 2011).
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Estudos desenvolvidos em diferentes paises investigaram as frequéncias alélicas e
génicas para o polimorfismo rs4986791 de TLR4 em individuos imunodeprimidos com
aspergilose invasiva e controles (tabela 3). O primeiro estudo foi realizado nos Estados Unidos
em 2005, indicando que a analise de genes que codificam moléculas envolvidas na imunidade
inata poderia identificar um subgrupo de individuos mais vulneraveis a infeccdo apds
transplante de células tronco-hematopoiéticas: 22 individuos com Al e 105 controles sem Al.
Este estudo sugeriu que novas pesquisas fossem realizadas a fim de descrever o papel dos
fatores clinicamente conhecidos para a aspergilose invasiva e determinar a associacdo entre
fatores genéticos e tempo até o inicio da Al em individuos imunocomprometidos (KESH et al.,
2005).

Uma associacdo do haplétipo S4 com a aspergilose invasiva foi confirmada quando
foram comparados pacientes com aspergilose invasiva e pacientes-controles (BOCHUD et al.,
2008). O haplotipo S4 é definido pela presenca de quatro SNPs (wt/wt, Asp299Gly/wt,
Thr3991le/wt e Asp299Gly/Thr399lle), entre eles os polimorfismos Asp299Gly e Thr399lle,
que estdo dentro ou proximos do gene TLR4 e alteram a sequéncia de aminoacidos para a forma
hiporesponsiva a lipopolissacarideos (FERWERDA et al., 2008). A associacdo do haplotipo
S4 com a aspergilose invasiva foi significativa apenas em pacientes receptores de transplantes
halogénicos, que necessitam de maior terapia imunossupressora para prevenir a doenca do
enxerto contra o hospedeiro, sugerindo que os SNP de TLR4 estdo associados com 0 risco
aumentado de aspergilose invasiva em individuos imunodeprimidos (BOCHUD et al., 2008;
PAMER, 2008).

SNPs de TLR4 foram associados com a susceptibilidade a infecgdo fangica ou viral,
podendo representar fatores de riscos no transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH)
(CARVALHO et al., 2009). Os polimorfismos Asp299Gly (rs4986790) e Thr399lle
(rs4986791) de TLR4 foram associados a aspergilose pulmonar em individuos submetidos ao
TCTH, pois favorecem o desenvolvimento de colonizacao fingica, uma vez que, 0 TLR4 é um
importante componente do sistema imune inato responsavel pela resposta ao fungo
(CARVALHO et al., 2009; BOER et al., 2011).

Apesar de apresentarem estado de imunodepressdo, nem todos os individuos
imunologicamente comprometidos que realizaram TCTH acabam desenvolvendo a infecgéo
(CUNHA et al., 2011). A avaliacéo significativa para o desenvolvimento da Al € a neutropenia
(diminuicéo dos neutréfilos), pois o periodo prolongado de neutropenia em alguns individuos,

constitui o fator mais importante para o desenvolvimento de infec¢bes oportunistas e, dessa
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forma, podera aumentar o indice de mortalidade entre os pacientes que realizaram transplante
hematologico (SILLING et al., 1999). No entanto, como consequéncia da neutropenia, outros
componentes da resposta imune inata podem exercer papel proeminente na defesa contra a
infeccdo fungica invasiva, além disso, SNPs em TLR e citocinas podem atuar em diferentes
momentos da resposta imunoldgica modulando a resisténcia a aspergilose invasiva, de modo
que, esses SNPs podem constituir uma assinatura genética do hospedeiro quanto a
susceptibilidade & Al (BOER et al., 2011).

A relacdo entre Al e morte em pacientes imunodeprimidos com malignidade
hematologica é fortemente caracterizada (VANDERVELDEN et al., 2011). Aproximadamente
72 a 94% dos pacientes transplantados com Al morrem pela infeccdo - segundo dados
epidemioldgicos, estimando que 9,3 a 16,9% de todas as mortes em pacientes no primeiro ano
apos o transplante sdo atribuidas a aspergilose invasiva (SANTOS, 2011; SATLIN et al., 2015).
No entanto, 0s avan¢os nos manejos médicos favoreceram a detecgdo das infecgfes fungicas
invasivas nos paises desenvolvidos e, consequentemente, aumentaram a profilaxia para a
aspergilose no ambiente hospitalar (AKI et al., 2015).

O aumento da susceptibilidade a aspergilose e a deficiéncia imunoldgica pos-
transplante foram observados em outro estudo realizado na Alemanha em 2013. Nesse estudo,
as variantes genéticas de TLR4 foram investigadas em relagdo ao diagnéstico de Al em
doadores e transplantados de células-tronco hematopoiéticas. Os resultados mostraram que 0s
individuos portadores de variantes genéticas em TLR4 apresentaram uma recuperacao imune
tardia frente a Al ap6s o TCTH, sugerindo que TLR4 desempenha um importante papel na
regulacdo do sistema imunoldgico, uma vez que, as infecg¢bes flngicas oportunistas continuam
sendo uma importante causa de mortalidade e morbidade em individuos imunocomprometidos
(KOLDEHOFF et al., 2013).
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Tabela 3. Investigacdes das frequéncias alélicas para o polimorfismo rs4986791 de TLR4 em
individuos com aspergilose invasiva associados ao transplante células tronco-hematopoiética, em

diferentes paises.

Referéncia Local/Ano Casuistica rs4986791
Casos Controles Valor de
p nos
estudos
(AKl et al., Japdo/2015 27 individuos diagnosticado Oito -- --
2015). com Al, sem controles pacientes
homozigotos
(CIC)

(GRUBE et Alemanha/2013 41 caso de Al ap6s TCTH e C=94,0 C=96,0 0,27

al., 2013). 131 controles sem Al ap6s T=6,0 T=4,0
transplante

(BOER et Bélgica/2011 44 casos diagnosticados C=94,0 C=96,0 0,06

al., 2011). com Al submetidosa TCTH T=6,0 T=4,0
e 64 controles receptores de
TCTH sem Al

(BOCHUD Estados 103 casos de diagnostico de -- -- 0.02

et al., 2008). Unidos/2008 Al apos transplante
halogénico e 263 controles
sem Al

(KESH et Estados 22 casos diagnosticados C=90,1 C=924 --

al., 2005). Unidos/2005 com Al e 105 controles ndo T=9,1 T=7,6

afetados por Al

Alguns critérios clinicos e microbioldgicos sdo adotados para o diagnostico das
infeccdes fungicas invasivas em individuos com cancer ou submetidos a transplantes de 6rgéos
solidos e de células-tronco hematopoiéticas: neutropenia prolongada, uso de
imunossupressores, uso prolongado de corticoides e sinais e sintomas de doenga de enxerto
contra o hospedeiro, resultado positivo para o antigeno do Aspergillus (teste da galactomanana)
em amostras de sangue ( duas ou mais coletas), resultado positivo de cultura e tomografia
computadorizada apresentando sinais de infeccdo do trato respiratdrio (infiltrados pulmonares)
(ASCIOGLU et al., 2002; HEDHILI et al., 2017).

As técnicas de biologia molecular também tém grande potencial no auxilio de
diagndstico da Al. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ um método de diagnostico
alternativo, pouco invasivo e tem sido cada vez mais utilizada, a fim de diagnosticar a Al
durante a fase inicial da infeccdo, momento em que o paciente tem baixa carga fangica e quando
a terapia seria mais eficaz (FERREIRA et al., 2015). A verificacdo da predisposicdo genética a
Al permite identificar precocemente os individuos com maior risco de contrair infecgdo fungica
invasiva e desta forma prevenir a aspergilose, por meio dos tratamentos antifungicos
apropriados (BATISTA, 2015).
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Os resultados entre os estudos que investigaram em diferentes paises a associacdo do
polimorfismo Thr399lle (rs4986791) com o diagndstico de aspergilose invasiva em individuos
imunodeprimidos sdo conflitantes, pois apenas um estudo descrito por Bochud et al., 2008,
encontrou associacdo entre SNPs no gene TLR4 e aspergilose invasiva em transplante de
células tronco-hematopoiéticas. O SNP rs4986791 de TLR4 ndo foi associado
significativamente nesses estudos. Na literatura consultada, nenhuma investigagdo das
frequéncias alélicas e génicas para os polimorfismos rs4986790 e rs4986791 de TLR4

associados a aspergilose invasiva em individuos imunodeprimidos foi realizada no Brasil.
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111 -OBJETIVOS

111.1- Objetivo Geral

Avaliar o polimorfismo genético Thr399lle (rs4986791) em TLR4 associado a

aspergilose invasiva em pacientes hematoldgicos imunodeprimidos.

111.2- Objetivos Especificos

e Auvaliar a frequéncia do polimorfismo Thr399lle (rs4986791) de TLR4 em pacientes
hematoldgicos imunodeprimidos com aspergilose invasiva e em controles no centro-
oeste.

e Comparar a frequéncia do polimorfismo Thr399lle (rs4986791) de TLR4 nos dois
grupos.

e Investigar a possivel associacdo do polimorfismo Thr399lle (rs4986791) de TLR4 com

a predisposicdo a aspergilose invasiva.
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IV - MATERIAL e METODOS

IV.1 - Selecéo dos casos e controles

A identificacdo do grupo de casos foi realizada a partir de resultados de exame de
deteccéo de galactomanana no Laboratdrio de Biologia Tumoral e Transplante de Medula Ossea
do Hospital Aradjo Jorge (HAJ), da Associagdo de Combate ao Cancer em Goias (ACCG). A
galactomanana é um polissacarideo componente da parede celular do Aspergillus, sendo
liberada durante seu crescimento. O método de deteccao de galactomanana é um teste de ELISA
sanduiche, que utiliza anticorpos monoclonais (EB-A2) que reconhecem cepas de Aspergillus
fumigatus. A deteccdo da galactomanana em amostras bioldgicas € usada para 0 monitoramento
de pacientes suscetiveis ao desenvolvimento de aspergilose invasiva e para a avaliacdo da
terapia realizada em pacientes ja diagnosticados.

As 22 amostras do grupo caso com pelo menos dois resultados positivos para detec¢ao
de galactomanana foram selecionados e as informacdes clinicas dos pacientes obtidas por meio
dos livros de registros e prontuarios do setor de hematologia do HAJ-ACCG, na cidade de
Goiania, Goias, Brasil. As informacdes clinicas de cada paciente foram coletadas a partir da
revisdo de prontudrios médicos. Os pacientes com resultados positivos para deteccdo de
galactomanana tiveram uma amostra de sangue coletada e usada para as analises dos
polimorfismos genéticos. O diagnoéstico de aspergilose invasiva foi confirmado segundo os
critérios clinicos e microbioldgicos estabelecidos pelo European Organization for Research
and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections Cooperative Group (EORTC)
(ASCIOGLU etal., 2002), onde para um bom diagnostico de Al utiliza: (1) testes laboratoriais,
a fim de detectar antigenos galactomananos circulantes “GM” no soro; (2) DNA do fungo em
amostras patoldgicas, para deteccdo de acidos nucléicos; (3) exames microbiologicos e (4)
exames de imagem (HEDHILI et al., 2017). Os pacientes incluidos no estudo foram aqueles
que aceitaram participar do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), para analise dos polimorfismos genéticos de susceptibilidade a aspergilose invasiva
(Anexo I11).

O grupo controle foi formado por pacientes que buscaram o Laboratério da Area da
Saude da PUC-Goias (LAS) da PUC-Goiés para realizacdo de exames de rotina. O nimero de
amostras do grupo controle foi escolhido por conveniéncia, uma vez que ndo foram encontrados
na literatura dados relativos aos polimorfismos de TLR4 na populacdo do centro-oeste do
Brasil. Os individuos selecionados eram maiores de 18 anos, nascidos e residentes na regido

Centro-Oeste do Brasil, pertencentes a diferentes grupos étnicos e ndo apresentavam historia
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de aspergilose invasiva e nem de imunodepressdo. O grupo foi convidado a participar do estudo
durante os exames de rotina e aqueles que concordaram, assinaram o TCLE (Anexo IlI),
autorizando a utilizacdo da amostra sanguinea para analise molecular polimorfismos genéticos
e fornecendo dados séciodemograficos. A escolha do grupo controle foi definida no sentido de
evitar maiores riscos e desconfortos aos participantes, uma vez que procuraram o Laboratério
Clinico da PUC-GO para realizacdo de exames de rotina e desta forma, ja seriam submetidos a
coleta de sangue periférico. O numero final de participantes para o grupo de casos foi 22 e de
controles foram 100 (figura Q7).

Extracdo de DNA das amostras de sangue:

A extracdo de DNA a partir do sangue periférico coletado de cada participante foi
realizada com o auxilio de kit comercial PureLink DNA Mini Kit (Invitrogen), seguindo as
orientacdes do fabricante. Apds a extracdo, o DNA genémico foi quantificado por meio de um
NanoDrop ND-2000 UV-vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE,
EUA). O produto de extracdo foi armazenado em microtubos a -20°C no Laboratério de
Biodiversidade da PUC Goiés até a realizacdo dos ensaios de PCR.

Selegao de 22 amostras de
pacientes imunodeprimidos
do setor de hematalogia do
HAWACCG, positivos ao
teste de deteccdo de
Galactomanana (casa)

Amostras de sangue no
Laboratdrio de Biclogia
Tumoral (AZCGE)

Selecdo de 100 amostras de
pacientes que buscaramo

LAS para realizagao de Extracao de DOMA e
exames de rotina, gue nio armazenamento a -20°C no
apresentavam histaria de Laboratorio de
aspergilose invasiva e nem Biodiversidade da PUC

de imunodepressan Goias

Analise do polimorfismo
Thr399lle (rs439867491) de
TLR4 por PCR-REFLF

Comparagao da frequeéncia

do polimorfismo Thradglle

(r=4886781) de TLR4 nos
Ccasos e controles

Figura 7. Fluxograma com levantamento e selecéo dos casos.
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IVV.2 — Dados so6ciodemograficos e clinicopatoldgicos

Os dados sociodemogréaficos colhidos nos grupos casos e controles incluiram: nome,
sexo, idade, cor e naturalidade. As informac6es clinicas e patoldgicas colhidas no grupo caso
foram: doenca hematoldgica maligna, fator de neutropenia, uso de antiflngicos, resultado de
Elisa para deteccdo de galactomana, resultado de TC de térax, resultado de cultura, uso de
drogas imunossupressoras, realizacdo de transplante e diagndstico para aspergilose invasiva.
No grupo controle, as informacdes clinicas patologicas colhidas incluiram: uso de medicacdo e
diagndstico para algum tipo de doenca cronica.

IVV.3 — Analise molecular do polimorfismo Thr399lle (rs4986791) de TLR4

A avaliacdo dos polimorfismos do gene TLR4 foi realizada a partir da amplificacéo da
regido génica de interesse por PCR convencional, seguida de analise de polimorfismos de
fragmentos de restricdo (RFLP). Todas as reagdes foram acompanhadas de controles positivo e
negativo para verificacdo da eficacia da amplificacdo. A presenca e a integridade do DNA
foram verificadas por meio da amplificacdo dos fragmentos do gene TLR4 contendo o
polimorfismo rs4986791. Ap6s o término da PCR, os produtos da amplificacdo foram
analisados por meio da eletroforese em gel de policrilamida 8% e revelados pela coloragdo com
nitrato de prata. Um marcador de peso molecular (ladder) de 50 pb (Invitrogen) foi utilizado
para analise das bandas formadas.

A regido polimérfica do gene TLR4 foi amplificado com o iniciador descrito por
Zaharievaetal. (2017). A PCR foi realizada em um volume de reacéo de 25ul contendo Tampéao
10%, 2,5mM MgCI2, 0,2mM de dNTPs, 0,075 mM de cada primer, 0,6U de Tag DNA
polimerase e 100ng/pl de DNA. As amplificacbes por PCR foram realizadas em um
termociclador com uma desnaturacéo inicial a 94°C por 5 min. O ciclo térmico foi repetido 30
vezes: desnaturacdo a 95°C por 30s, emparelhamento por 60s a 60°C para Thr399lle e extenséo
a 72°C por 60s. Uma extenséo final de cinco minutos a 72°C.

Para deteccdo do polimorfismo rs4986791 de TLR4, os produtos de PCR foram
submetidos a digestdo com enzima de restricdo. O fragmento de 407 pares de bases foi digerido
com a enzima Hinfl (Promega), resultando em dois fragmentos de 378 e 29 pares de bases
quando o polimorfismo (rs4986791) estava presente (tabela 4). As bandas resultantes da
digestdo foram analisadas em gel de poliacrilamida a 8% corado por nitrato de prata. Um
marcador de peso molecular (ladder) de 100 pb da marca Invitrogen foi utilizado para analise

das bandas formadas.
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Tabela 4. Caracteristica da enzima de restricdo para Thr399lle (rs4986791).

Polimorfismo Enzima de Sequéncia reconhecida Fragmentos
TLR4 restricdo de restricéo,
pb

Thr3991le Hinf | 5’GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA3’ Alelo
(rs4986791) 5’ ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGAGTTAAATGCT3®  Selvagem: 407

Alelo

recessivo:
378+29

Abreviacdes: TLR4 — Receptor Toll-like 4; pb — pares de base.
FONTE: ZAHARIEVA et al, 2017 (ZAHARIEVA et al., 2017).

1V.4 - Andlises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada com o pacote estatistico BioEstat v. 5.3 (Ayres et al.,

2007), desenvolvido pela Universidade Federal do Para. Foi realizado o teste exato de Fischer,

estatistica descritiva e qui-quadrado (teste t) para avaliar as diferencas nas frequéncias entre 0s

grupos casos e controles. Valores de p menores que 0.05 foram considerados significativos.

IVV.5- Aspectos éticos da pesquisa

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Associacio de
Combate ao Céncer em Goias (ACCG) (Protocolo n° 45376215.0.3001.0031/2015) e pelo

Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catolica de Goias (Protocolo n°

45376215.0.0000.0037/2015). (Anexo | ¢ I1).
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V- RESULTADOS

V.1- Caracteristicas so6ciodemogréficas, clinicas e patoldgicas dos pacientes com teste
positivo para galactomanana

O grupo de casos foi composto por 22 pacientes que forneceram amostras de sangue
previamente testados para deteccdo de galactomanana por ELISA no periodo de 2013 a 2019,
com resultado positivo, e que possuiam dados clinicos em prontuérios médicos do HAJ. A idade
do grupo variou de 3 a 74 anos e a média das idades foi de 32,8 anos. Foram investigados ambos
0S $exos, no entanto, houve maior nimero (63,6%) de individuos do sexo masculino. Os
pacientes inseridos no grupo de estudo apresentavam niveis socioecondmicos e de escolaridade
diferentes, com caracteristicas raciais distintas. A maioria deles era residente na cidade de

Goiania ou em regifes metropolitanas do estado de Goiés.

Tabela 1. Analise descritiva das caracteristicas sdciodemograficas do grupo de pacientes
imunodeprimidos com diagndéstico de aspergilose invasiva.

VARIAVEL N=22 (%) p*
SEXO

Masculino 14 (63,6) 0,2008
Feminino 08 (36,4)

IDADE AO DIAGNOSTICO

<30 07 (31,8)

30a59 11 (50,0) 0,1860
> 60 04 (18,2)

RACA (COR)

Branco 09 (40,9)

Preto 02 (9,1) 0,0476
Pardo 11 (50,0)

ESTADO

Goids 21 (95,4)

Minas Gerais 01 (4,6) <0,0001

*Qui-quadrado

Todos os pacientes pertencentes ao grupo caso apresentavam doencgas hematoldgicas
malignas (leucemias linféide e mieldide do tipo aguda e cronica, mielomas, linfoma de Hodgkin
e outros), sendo que 90,9% desse grupo faziam uso de drogas imunossupressoras como
guimioterapicos (para destruir ou bloguear o crescimento das células cancerosas). Além do
resultado quantitativo para galactomanana (valor de referéncia: 0,5), foi analisado a TC do

Toérax (presenca de infiltrados pulmonares), o exame de cultura microbioldgica e a neutropenia
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(diminuicdo dos neutréfilos) de cada paciente no diagnostico de aspergilose invasiva. Dentre

0s 22 pacientes do grupo de casos, 19 deles (86,4%) ja& faziam o uso de antifingicos. Os dados

clinicos e patologicos dos pacientes com diagnostico positivo para Al estdo descritos na tabela

6.

Tabela 2. Dados clinicos e patolégicos dos pacientes imunodeprimidos com aspergilose invasiva.

VARIAVEL N=22 (%) p*
RESULTADO QUANTITATIVO PARA DETECCAO DE
GALACTOMANA
Positivo 18 (81,8) 0,0028
Confirmar 04 (18,2)
DOENCA HEMATOLOGICA MALIGNA
Sim 22 (100) <0,0001
Né&o 00
NEUTROPENIA
Grave 06 (27,3)
Moderada 09 (40,9) 0,7275
Né&o 07 (31,8)
USO DE ANTIFUNGICO
Sim 19 (86,7) 0,0006
Né&o 03 (13,6)
INFILTRADO PULMONAR EM TUMOGRAFIA
COMPUTADORIZADA DE TORAX
Alterado 20 (90,9)
Né&o alterado 02 (9,1) 0,0001
CULTURA
Positivo 17 (77,3)
Negativo 03 (13,6) <0,0001
N&o Realizado 02 (9,1)
USO DE DROGAS IMUNOSSUPRESSORAS
Sim 20 (90,9) 0,0001
Nao 02 (9,1)
TRANSPLANTADO
Sim 18 (81,8)
N&o 04 (18,2) 0,0028
DIAGNOTICO DE ASPERGILOSE INVASIVA
Possivel 01 (4,6)
Provavel 03 (13,6) <0,0001
Comprovada 18 (81,8)

*Qui-quadrado
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V.2- Caracteristicas dos participantes do grupo controle

A idade dos selecionados no grupo controle foi superior a 18 anos e a média das idades

foi de 38,4 anos e desvio padrdo £15,8 (p=0,5945). Os participantes eram residentes da regido

Centro-Oeste do Brasil, sendo 92,0% pertencentes ao estado de Goias, de diferentes grupos

étnicos. Os pacientes do sexo feminino e de cor parda foram predominantes. Além disso,

aproximadamente, 54% do grupo faziam o uso de medicamentos e cerca de 45% relataram

possuir doengas cronicas (diabetes mellitus, hipertensdo, anemia falciforme e depresséo). Dados

do grupo controle sdo descritos na tabela 7.

Tabela 3. Caracteristicas séciodemogréficas e clinicopatoldgicas de pacientes selecionados no

grupo controle

VARIAVEL N=100 (%) p*
SEXO
Masculino 27 (27,0) <0,0001
Feminino 73 (73,0)
IDADE (ANOS)
<30 30 (30,0)
30a59 38(38,0) 0,5945
> 60 32 (32,0
RACA (COR)
Branco 36 (36,0)
Preto 16 (16,0)
Pardo 41 (41,0) <0,0001
Amarelo 05 (5,0)
N&o Langado 02 (2,0)
ESTADO
Goias 92 (92,0
Tocantins 02 (2,0) < 0,0001
Mato Grosso 01 (1,0
Distrito Federal 05 (5,0)
USO DE MEDICACAO
Sim 54 (54,0) 0,4237
Néo 46 (46,0)
RELATARAM DOENCA
Diabetes 06 (6,0)
Hipertensdo 16 (16,0)
Depresséo 03 (3,0) <0,0001
Outros 10 (10,0)
Né&o relatado 65 (65,0)

*Qui-quadrado
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V.3 - Frequéncia do polimorfismo Thr399lle (rs4986791) de TLR4 na populacéo estudada

Para analise do polimorfismo Thr399lle (rs4986791), foi amplificado um fragmento
de 407 pares de base, que foi digerido pela enzima Hinfl, resultando em dois fragmentos, sendo
um de 378 pares de base e outro com 29 pares de base. No gel de policrilamida a 8% sao vistos

dois individuos heterozigotos (CT) para o polimorfismo rs4986791 (Figura 08).

z
%‘ PCR-RFLP: THE399ILE 1 1

500ph
400ph

300ph

200ph

100ph

Figura 8. Gel de policrilamida a 8% mostrando padr&o molecular de 100pb (ladder) e produtos de PCR tratados
com enzimas de restricdo Hinfl para os fragmentos de 407pb (polimorfismo Thr399lle). O polimorfismo
rs4986791 foi detectado nas amostras 14 e 17 (indicadas pelas setas), que apresentaram dois fragmentos: 407 e 378
pares de bases.

Com relacdo ao polimorfismo Thr399lle (rs4986791) de TLR4, a frequéncia do alelo
selvagem C foi de 97,7% nos casos e 96,5% nos controles. A diferenga na frequéncia do alelo
C néo variou significativamente entre os grupos estudados (p=0,171). A frequéncia do alelo
mutante T foi de 2,3% nos casos e 3,5% nos controles. A diferenga na frequéncia do alelo
mutante T ndo foi significativa entre os grupos de casos e controles (p=0,171). Resultados

detalhados na tabela 8.
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Tabela 4. Frequéncia alélica do polimorfismo Thr3991le (rs4986791) de TLR4 em pacientes

imunodeprimidos com aspergilose invasiva e controles

Casos (n) % Controles (n) % p*
Alelos Selvagem C 43 (97,7) 193 (96,5) 0,171
Mutante T 1(2,3) 7 (3,5)
Total 44 200

*Qui-quadrado. Legenda: C — alelo selvagem do polimorfismo Thr399lle; T — alelo recessivo do polimorfismo
Thr399lle; p — valor de significancia.

Das 22 amostras do grupo de casos investigados para Thr399lle (rs4986791), uma
(4,5%) era heterozigoto (CT) e 95,5% eram homozigotos para o genotipo selvagem (CC), nao
havendo individuos homozigotos - TT. Ja nas 100 amostras do grupo controle, sete (7,0%) eram
heterozigotos (CT) e 93 (93,0%) eram homozigotos para 0 gendétipo selvagem (CC), nédo
havendo individuos homozigotos - TT. N&o foi encontrada diferenca significativa na frequéncia
genotipica do polimorfismo rs4986791 de TLR4 entre pacientes imunodeprimidos com

aspergilose invasiva e controles da regido centro-oeste do Brasil (p=0,577) (Tabela 9).

Tabela 5. Frequéncia genotipica de Thr399lle (rs4986791) em grupo caso e grupo controle.

Genotipica Thr3991le (rs4986791) p*
Heterozigoto Homozigoto Homozigoto
(CT) (CC) (TT)
Casos (n=22) 4,5% 95,5% 0,0% 0,577
Controles (n=100) 7,0% 93,0% 0,0%

*Qui-quadrado
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VI- DISCUSSAO

A infeccdo flngica invasiva, causada por Aspergillus fumigatus. esta associada as altas
taxas de morbidade e mortalidade em pacientes com neoplasias hematologicas ou em estado de
neutropenia (imunodepressao), naqueles submetidos a transplante de medula 6ssea ou 6rgéos
solidos (CUNHA et al., 2018). O diagnostico de aspergilose invasiva (p<0,0001) estabelecido
no grupo caso (pacientes imunodeprimidos), aponta que a presenca do Aspergillus em
ambientes hospitalares pode favorecer a aspergilose invasiva em doentes com graves problemas
de imunodepressdo (CARVALHO, 2013).

A escolha do grupo caso nesse estudo, levou em consideragdo o fator de neutropenia
dos individuos envolvidos, a fim de verificar a condicao patoldgica de imunodepresséo desses
participantes, diagnosticados com aspergilose invasiva. O fator mais importante para o
desenvolvidimento de aspergilose invasiva (Al) é a neutropenia (PILANIYA et al., 2015).
Porém, os individuos investigados no grupo caso ndo apresentaram valor significativo para
estado de neutropenia (p=0,7275). No entanto, alguns pacientes com niveis semelhantes de
imunodepressdo desenvolvem a doenca e outros ndo (GONCALVES et al., 2016).

Uma possivel justificativa de apenas alguns individuos imunodeprimidos
desenvolverem a Al, pode ser dada devido a presenca de SNPs em TLR4, que compromete o
reconhecimento do lipopolissacarideo presente na parede celular das bactérias gram-negativas
e nas superficies dos fungos (AKI et al., 2015), uma vez que, o TLR4 reconhece a
galactomanana nos conidios inalados do A. fumigatus (ELSHABRAWY et al., 2017).

Este estudo avaliou a frequéncia do polimorfismo Thr399lle (rs4986791) do gene
TLR4 em individuos imunodeprimidos diagnosticados com aspergilose invasiva e em controles
sem histdrico de Al. Nenhuma diferenca significativa (p=0.171) foi detectada entre 0s grupos.
Durante o levantamento bibliografico ndo foi identificado nenhum estudo na populacédo
brasileira que avaliou a frequéncia do polimorfismo rs4986791 em individuos
imunodeprimidos com diagndstico de Al. Além disso, nenhum estudo sobre a frequéncia desse
polimorfismo foi encontrado investigando a populagédo da regido centro-oeste do Brasil.

Por ser o primeiro estudo a investigar a frequéncia do polimorfismo Thr399lle
(rs4986791) de TLR4 em individuos imunodeprimidos diagnosticados com aspergilose
invasiva e controles da regido centro-oeste, nossos resultados revelaram a frequéncia do
heterozigoto CT em 4,5% casos (individuos com Al) e em 7,0% dos controles avaliados na
regido centro-oeste do Brasil. Diferengas significativas entre as frequéncias ndo foram
identificadas nos dois grupos.
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As frequéncias encontradas em relacdo ao polimorfismo Thr399lle (rs4986791) de
TLR4 nédo sdo diferentes daquelas observadas em outros estudos realizados na populagdo
brasileira e em diferentes paises (conforme apontou a tabela 2 do estudo). No entanto, a revisao
sistematica realizada (tabela 1 do estudo) para verificar a frequéncia do polimorfismo Thr399lle
(rs4986791) de TLR4 em diferentes condi¢des patolégicas na populacdo brasileira, apontou
associacao estatistica significativa entre as frequéncias do alelo selvagem e mutante nos grupos
casos e controles (p< 0,0001).

Os estudos realizados na populacdo brasileira demonstraram que o polimorfismo
rs4986791 pode estar envolvido na reducdo da resposta imunolégica frente ao reconhecimento
de agentes microbianos, tais como espécies do género Aspergillus (CARVALHO, 2013). Esta
associacdo nao foi evidenciada em pacientes imunodeprimidos da regido centro-oeste do Brasil
com aspergilose invasiva (p=0,171).

As alteracdes em TLR4 desencadeadas pela presenca do SNP Thr3991le (rs4986791),
levam a alteracdo do local de ligagdo do receptor ao ligante (KUTIKHIN, 2011). Bochud et al.
(2008), apontou que existe uma relacao conjunta entre os polimorfismos Thr399lle (rs4986791)
e Asp299Gly (rs4986790) de TLR4. Em seu estudo, a associacdo do polimorfismo Thr399l1le
(rs4986791) ¢ significativa quando avaliado junto ao hapl6tipo S4, quando quatro SNPs séo
detectados em um individuo, observa-se uma forma hiporresponsiva de TLR4 com haplétipo
S4 que parece aumentar a suscetibilidade a aspergilose invasiva (BOCHUD et al., 2008).

Uma possivel justificativa para que o resultado significativo apontado pelo calculo
estatistico da revisdo sistematica seja diferente das investigacdes da frequéncia do polimorfismo
rs4986791 em casos de aspergilose invasiva, pode ser justificado por essa relagdo conjunta dos
polimorfismos Asp299Gly e Thr399lle, apontada por Bochud et al. (2008), pois os estudos que
investigaram a presenca do polimorfismo Thr3991le na populacdo brasileira, investigaram em
conjunto varios outros SNPs que podem também influenciar na alteracdo de TLR4.

Era esperado que a frequéncia do polimorfismo Thr3991le (rs4986791) de TLR4 fosse
maior no grupo caso quando comparado com o grupo controle, devido a imunodepressédo e a
aspergilose invasiva. Para Grube et al., 2013, a associacao entre 0s SNPs de TLR4 e a incidéncia
de Al se aplica particularmente ao estado de imunodeficiéncia prolongada ap6s o TCTH e
considerando, ainda, que a reconstituicdo imune tardia apds o transplante depende do tipo de
terapia imunossupressora realizado.

No tratamento de doencas hematoldgicas malignas é utilizada a quimioterapia, terapia

imunossupressora, que tem como alvo células cancerigenas e células de divisdo rapida, como
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os neutrofilos, que assumem um importante papel na defesa do hospedeiro contra a aspergilose
invasiva. Para realizar o TCTH no tratamento de neoplasias hematoldgicas, sdo utilizadas altas
doses de quimioterapia, a fim de destruir a capacidade da medula dssea do paciente em produzir
células cancerigenas. Consequentemente, essa terapia pode impedir a formacdo de novas
celulas-tronco hematopoiéticas, comprometendo o sistema imunol6gico e promovendo uma
resposta ineficiente frente aos conidios de Aspergillus fumigatus inalados
(VANDEVEERDONK et al., 2017).

Nesse estudo, pretendiamos identificar os individuos com o risco elevado de
desenvolver a aspergilose invasiva, antes mesmo da sua instalacdo e mostrar que estudos dos
polimorfismos dos genes que codificam os TLR4, poderiam levar a aplicacdo de metodologias
e técnicas moleculares em servicos de salde, capazes de reduzir o elevado custo e a toxicidade
do tratamento da aspergilose invasiva, identificando de maneira precoce a patologia, entretanto,
esta hipotese ndo foi confirmada.

Uma das limitagdes deste estudo é o fato de que as alteracdes genéticas no gene TLR4,
geralmente, agem em conjunto com outras alteracdes genéticas ou fatores adquiridos, e assim,
influenciam a resposta fisioldgica ao lipopolissacarideo inalado (ARBOUR et al., 2000), o que
incita estudos com maior nimero de polimorfismos e genes investigados.

Os individuos inseridos nos grupos caso-controles pertenciam a regido centro-oeste.
Essa é uma regido com forte variacdo etnogréfica e influenciada pelas demais regides do Brasil
(sul, sudeste, norte e nordeste), que apresentam na populacdo interacGes de origens africanas e
europeias em seu processo histérico de formacao (IBGE, 2017). Esse processo de miscigenacédo
pode desencadear diversos efeitos mutagénicos nos individuos, e que podem ser
transmitidos/herdados pelas geracOes seguintes, influenciando na interpretagéo sobre como o
SNP rs4986791 pode agir frente as respostas do sistema imune inato aos estimulos microbianos.
A caracteristica racial evidencia a diversidade genética na populacdo, fator que interfere na
formacéo de cada individuo (THOMPSON, 2016).

Mesmo os individuos do grupo controle ndo tendo histéria clinica de aspergilose
invasiva, faziam o uso de medicamentos (54%) e relataram o diagnostico de diferentes doencas
crbnicas (35%), tais como: diabetes mellitus, anemia falciforme, depressdo e outras. Esse
contexto clinico e patoldgico do grupo controle pode favorecer o imunocomprometimento nos
individuos envolvidos, de modo que, 0s nossos achados podem, de certa forma, ser

influenciados por essas doencgas.
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Além disso, os individuos imunologicamente comprometidos selecionados no grupo
caso fizeram o uso de drogas antiflngicas (Fluconazol, Voriconazol, Anfotericina B e outros)
em seu tratamento profilatico (86,4% dos individuos inseridos no grupo caso), fator que pode
interferir na quantidade de infeccdes por Al, uma vez que, esses farmacos agem especialmente
na parede celular do fungo, fornecendo resultados significativos no combate a infecgdo flngica
(JR. et al., 2005).

Portanto, enfatizamos a necessidade de novos estudos com maior ndmero de
individuos envolvidos e recomendamos, a investigacdo da associacdo do haplétipo S4 em
individuos imunodeprimidos da populacéao brasileira com diagnostico de aspergilose invasiva,
a fim de verificar a acdo da resposta imunoldgica mediada por TLR4 frente aos diferentes

patdgenos, em especial, frente a aspergilose invasiva.
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VIl - CONCLUSOES

Esse estudo avaliou a frequéncia do polimorfismo Thr399lle (rs4986791) de TLR4 em
pacientes imunodeprimidos com aspergilose invasiva e controles da regido centro-oeste do
Brasil. Com relagdo ao polimorfismo Thr399lle (rs4986791), a frequéncia do alelo selvagem
C foi de 97,7% nos casos e 96,5% nos controles, enquanto a frequéncia do alelo mutante T foi
de 2,3% nos casos e 3,5% nos controles. Diferencas significativas nas frequéncias dos alelos
selvagem C e mutante T ndo foram detectadas entre os grupos de casos e controles. Contudo,
neste estudo o polimorfismo Thr399lle (rs4986791) do gene TLR4 ndo esteve associado a

aspergilose invasiva em pacientes imunodeprimidos.
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Etica em Pesguisa da Pontficia Universidade Catdiica de Golds, kcalzado na Av. Universiarl, N* 1063, Selor
Universitana, Goldnia-Gaolds, pelo ielefone (D62 IOME15YZ oe B00 45 1700 Fs cu pelo eqmalk
ceppucgalas edu b

Thdo: “Assoclagko do pollmorfismas do baxsae Gnlca (SHF] nos genes quo codificam of rocoptores colulsns
Doctina-1 & TLRS o susceptbllidads & asporglioso Invashea™.

Qs pesquisadores respansdvels 3o o Or. AntSnio Mérda Teosdoro Cordeira Siva, a Ora. Hellen 5. Cinfra de
Faula & a Eiomédica Dalane de Olivedra Cunha, que, em caso de dividas podem ser confatados. pelos telelones
(052 81.23-0010, (O5Z) 9G88-CETE o (052 B24T-03TE.

Epbre a pesquisa:

= J objethie da pesquisa & desemvalver um esiudo que desoreva &5 principals formas de adquici uma infeccdio
chamada de Aspemglicse Invasha. Também vames analsar a relagdo de alleapies genédtics (DMA] oom 3 docria.

® Gaso vool acels paridpar da pesquisa, deverd assinar o Temeo de Consendments Live & esclareddo
(TCLE) e doar uma amasia de sangue. Serd colelada uma amosira de 2% 5 mi do el sangue. A amosira serd
trarsfenida pam o Laberatdea de Onoogenddca = ASCE, sob responsatilidadie dos pesquissdorns.

= & coela ndo olerece nerfom rsco cu inlerfee em seu fralamento, mas poderd oferecer UM pequeno
destonforio. Caso voc# apresenie algum problema médico duranie ou apds a coleta, o pesquisador |he prestand
assisidnciy iolal, encaminhands-o para scompanhamenia médioe com @ equips do selor 2 hemalolegla do hospral
Anaija Jorge.

= Depak da colela, senlo realzedos edames no seu sangue para verficar se exlsem aleragfes gendbcas no
DA, gue fara oom gue vooR pegue a infeceda om mak faclidade do que cUfras pesscas que nda 1Bm a ateracdo
no DHA. Apés o pericdo de 5 ancs previsto pam conclusdo do profeso, o matenal bckgico coletada (sangue] serd
destariada, CoNfcrmE 5 NOMmas vigertes de Argdo Mcnicos compelentes, marfendo em sigio a denidade dos
sujsiios da pesquisa.

» Spy aoompariamenta e inlamente 3o serdo glicrados om nads dewids ap esiudo; O resultzdos desis
estudo poderda nos judar a obber maks conhecimenios gendlicos scbre a origem da Aspegilose Invasiva;

» Spus dados pessoals (ooma name) serdo manddos em sgio, sem exposicda poblim, senda of2) senhana)
identficada apenas par um ndmerao;

® Esip estuda nda acarelard nenfuma despesa ol remuneragdo financeim para wook, mas os achados da
estuda posshiilanio o desenvolvimento de medidas de prevengiio & tratamento mals eficaz da infecgdo pelo fungo

63



Aszpergitus. Conludo, caso haja algoma despesa gerada por sua participacdo na pesguisa, SEnl garanddo sou
ressarcimento indegral

* 0 zeu consendmenty pode ser reliodo a gualquer hora sem prejuizo pora seu ifamenio ou
acompanhamenio.

Local & datar

Mome & assnalura 9o Fesquisador responsineg:

CONSENTIMENTD DO PARTIAAPANTE

Eu, '

R , CFF » pronfudria , @balxo assinada, dscull cam o
pesquisadar sobre minha deckdo em
paricipar nesse esisdo. Floaram dancs para mim guals sdo os propdshcs do estudo, os procedimenics a serem
realizadios, seus desmnlonos € reoos, 25 garnkias de conhdercialidade & de esclredmenios penmanenies. Floou
chro também que minha participacdo & |senta de despesas e ndo recebered nenhuma remuneagdo ao ameflar
paridpar. Concordio wolanlariaments em pariicipar da pesquisa “Assoclagdo do polimorfismas de basa Onlos

[SMIF) nos gonas quo codificam os mooplones colulsres Dectina-1 & TLRS @ suscopiibllidado & asparpiloss
Ireaslva”, desria ackma, como sujeiia. Fol me gamnbido gue posso reliar med consendments a qualquer moments,
sem que isio keve 4 qualguer penalidade ou intemupea de med acompanhamenta, asskEknch ow rafamento.

I:Im“ g4 meu sargue A I:ll'll‘:!:l aceito Que meu sangue il

usade: em  Pesoesas futuras sem usadn em  Posquisas futuras sem

necEssidade de nova cansentinenta, necessidade de oo consentimento
Giotdnia, =] die 2

Ffusiraiora da participanle da pesguisa ol da responsdye legal

Assinatura do pesquisadar

Tostemunhas (Mo Bgadas a equips do pesquisadores):

Fresenciamos a solicfagdo de consentmento, esclarecimenio sobve a pesguisa e accde do sujeio em
participar.

Testeminar

Assinaturac
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