UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

TERTULIANO ALVES PEREIRA NETO

AVALIACAO DA FREQUENCIA DE POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO
NOS GENES TNF-a, JAK1, VDR, DC-SIGN E FcyRlla EM PACIENTES COM
PARACOCCIDIOIDOMICOSE ORAL

Alfenas/MG
2017



TERTULIANO ALVES PEREIRA NETO

AVALIACAO DA FREQUENCIA DE POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO
NOS GENES TNF-a, JAK1, VDR, DC-SIGN E FcyRlla EM PACIENTES COM
PARACOCCIDIOIDOMICOSE ORAL

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencéo de titulo de mestre em
Ciéncias Bioldgicas pela Universidade Federal de
Alfenas.

Area de Concentracdo: Interacdo Patdgeno-
Hospedeiro

Orientador: Prof. Dr. Luiz Cosme Cotta Malaquias

Co-orientador: Prof. Luiz Felipe Leomil Coelho

Alfenas/MG
2017



Dados Internacionais de Catalogacéo-na-Publicacdo (CIP)

Biblioteca Central da Universidade Federal de Alfenas

Pereira Neto, Tertuliano Alves

Avaliacédo da frequéncia de polimorfismos de nucleotideo Unico
nos genes TNF-a, JAK1, VDR, DC-SIGN e FcyRIla em pacientes
com paracoccidioidomicose oral / Tertuliano Alves Pereira Neto. --
Alfenas/MG, 2017.

83f.

Orientador: Luiz Cosme Cotta Malaquias.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade
Federal de Alfenas, 2017.

Bibliografia.

1. Paracoccidioidomicose. 2. ManifestacOes orais de doencas.
3. Paracoccidioides. 4. Polimorfismo de Nucleotideo Unico. 5. Fator
de Necrose Tumoral alfa. 6. Janus Quinase 1. I. Malaquias, Luiz
Cosme Cotta. Il. Titulo.

CDD-579.5




Universidade Federal de Alfénaéj UNIFAL-MG
Pro-reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacao

o
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700. Alfenas, MG. Unlfalg

CEP: 37130-001 Universidade Federal de Alfenas

TERTULIANO ALVES PEREIRA NETO

“AVALIACAO DE FREQUENCIA DE POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO NOS
GENES TNFa, JAK1, VDR, CD209 EM DE PACIENTES COMPARACOCCIDIOIDOMICOSE

Aprovado em: 26 de julho de 2017.

Prof. Dr. Luiz Cosme Cotta Malaquias
Institui¢do: UNIFAL-MG

Profa. Dra. Leticia de Almeida
Institui¢do: UNESP

Profa. Dra. Livia Maris Ribeiro Paranaiba
Institui¢do: UNIFAL-MG

ORAL”

A Banca Examinadora, abaixo assinada, aprova a
Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos para
a obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas
pela Universidade Federal de Alfenas.

Area de concentragdo: Interagio Patogeno Hospedeiro

Assinatura: @JW% &W % /A/Wél}%wug

Assinatura: m 6& C\SU\\&LC&Q\;

Assinatura; /(/(/@7& -

’.




AGRADECIMENTOS

Agradeco a Universidade Federal de Alfenas e ao Programa de Pos-Graduagéo
em Ciéncias Biologicas por me oferecer a oportunidade de crescimento académico e
pessoal.

Ao meu orientador Prof. Dr. Luiz Cosme Cotta Malaquias por compartilhar seus
ensinamentos, pela paciéncia, por confiar a mim este trabalho, pelo exemplo de
profissionalismo e pela imensa contribuicdo em minha formagéo.

Ao meu co-orientador Prof. Dr. Luiz Felipe Leomil Coelho pela dedicacéo,
confianga, apoio e suporte para superar todas as dificuldades encontradas durante a
realizacao deste trabalho.

Aos professores do Programa de Pos-Graduacédo em Ciéncias Biologicas pela
atencdo que sempre me receberam e por compartilharem seus conhecimentos,
experiéncias e conselhos.

Aos meu pais, Tertuliano e Lucineida por todo amor, carinho, esforco e apoio
incondicional para que eu tivesse todas as oportunidades possiveis em todos 0s
momentos.

A Maiza, minha namorada que sempre esteve comigo, mesmo a distancia, pelo
amor, conforto, confianca e compreensao desde o inicio.

Ao meu irmédo Lucas e ao amigo Marcelo pela amizade e companheirsmo, pelo
suporte dado quando necessario e pelas alegrias e bons momentos compartilhados.

Ao Prof. Dr. Alessandro Antonio Costa Pereira e ao Laboratorio de Patologia
da UNIFAL-MG pela disponibilizacdo dos blocos, laminas e prontuarios utilizados nos
experimentos.

A Profa. Dra. Alessandra Esteves pela ajuda e paciéncia no corte dos blocos
no inicio do trabalho.

Ao Prof. Dr. Jodo Adolfo Costa Hanemann pelo auxilio e conhecimentos
divididos durante as andlises histdlogicas.

Aos amigos e colegas do Programa de Pds-Graduacédo em Ciéncias Biologicas
pelo campanheirismo e pelas experiéncias compartilhadas durante todo o mestrado.

Aos amigos e funcionarios do Laboratorio de Vacinas e do Laboratorio de
Microbiologia e Imunologia Basicas pela dedicacao, auxilio e atencdo durante todos

0s procedimentos.



Aos pacientes que foram incluidos neste estudo, pela permisséo e pela enorme
colaboragédo para que este trabalho fosse realizado e pela possibilidade de obter
resultados que, de alguma forma contribuam para uma melhoria na saude e na

gualidade de vida de pessoas com paracoccidoidomicose ou em condi¢des de risco.



RESUMO

Fungos do complexo de espécies do género Paracoccidioides sao agentes
causadores da Paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sistémica e endémica na
América Latina. LesBes orais ocorrem em aproximadamente 80% dos pacientes com
a forma cronica e sdo caracterizadas pela presenca de granulomas que podem indicar
a extensdo da doenca, de acordo com sua organizacdo. A evolucdo da doenca
depende ndo somente da virulénica do fungo, mas também da integridade da resposta
imune e de fatores genéticos do hospedeiro. Dentre este Ultimo, destacam-se 0s
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em varios componentes da resposta
imunologica. Dentre os SNPs, cujas associacoes ja foram descritas para diversas
doencas infecciosas, destacam-se 0s presentes em genes como TNF-a, JAK1, VDR,
DC-SIGN e FcyRlla. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a
frequéncia dos SNPs DC-SIGN (rs4804803), FcyRlla (rs1801274), JAK1
(rs11208534), TNF-a (rs1800629) e VDR (rs7975232) em amostras de DNA de
pacientes com PCM oral e verificar se ha associacbes com o padrédo de organizacéo
dos granulomas nas lesdes. Para isso, foram utilizadas 66 amostras de DNA obtidas
a partir de biopsias de lesdes orais e suas respectivas laminas para a classificacédo do
granuloma e 106 amostras de DNA de individuos saudaveis. A genotipagem foi
realizada pelo método de discriminacéo alélica por PCR em tempo real e os resultados
demonstraram que no SNP VDR (rs7975232), o gendtipo CC (p-valor<0,001, OR =
5,94, IC 95% 2,07 — 17,05) ou individuos que carregam o alelo C (p-valor = 0,027,
OR = 2,71 IC 95% 1,07 — 6,86 para CC+AC) e o gendtipo GG no DC-SIGN
(rs4804803) (p-valor = 0,032, OR = 3,76, IC 95% 1,06 — 13,38) estdo associados ao
aumento do risco de desenvolvimento da PCM oral. Porém, ndo foram observadas
correlacbes com o tipo de granuloma. Esses dados indicam que as variacoes
derivadas dos SNPs VDR (rs7975232) e DC-SIGN (rs4804803) estao relacionadas a

susceptibilidade da PCM oral nas amostras analisadas.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose oral. Paracoccidioides brasiliensis.
Polimorfismo de nucleotideo Unico. TNF-a. JAK1.
VDR. DC-SIGN. FcyRlla.



ABSTRACT

Fungi of the complex of species of the genus Paracoccidioides are agents that cause
Paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic mycosis and endemic in Latin America.
Oral lesions occur in approximately 80% of patients with the chronic form and are
characterized by the presence of granulomas that can indicate the level of the
inflammatory reaction and the extension of the PCM. The disease evolution depend
not only of the fungi strain, but also on the integrity and type of the immune response
and on host genetic factors. Among the latter, single nucleotide polymorphisms (SNPs)
are highlighted in several components of the immune response. Among the SNPs
whose associations have already been described for various infectious diseases, those
present in genes such as TNF-a, JAK1, VDR, DC-SIGN and FcyRlla are highlighted.
In this context, this work aimed to evaluate the presence of the SNPs CD209
(rs4804803), FcyRlla (rs1801274), JAK1 (rs11208534), TNF-a (rs1800629) and VDR
(rs7975232) in the DNA samples from patients with oral PCM and its associations with
the organization patterns of the granulomas in the lesions. For this, 66 samples of DNA
obtained from oral lesions biopsies and respective slides of the biopsies for granuloma
type classification and a control group of 106 DNA samples of healthy individuals were
used. Genotyping was performed by real-time PCR and allele discrimination method.
The results demonstrate that in the VDR (rs7975232) SNP, CC genotype(p-value
<0.001, OR =5.94, 95% CI 2.07 - 17.05), or individuals carrying the C allele (p-value
=0.027,0R=2.71 Cl 95% 1.07 - 6.86) and the GG genotype on DC-SIGN (rs4804803)
(p-value = 0.032, OR = 3.76, 95% Cl, 1,06 - 13,38) are associated with an increased
risk of developing oral PCM, but not to the type of granuloma. Thus, the data presented
in this work indicate that the variations derived from VDR (rs7975232) and DC-SIGN
(rs4804803) SNPs are related to oral PCM susceptibility in the south/southwest of the

state of Minas Gerais.

Keywords: Oral Paracoccidioidomycosis. Paracoccidioides brasiliensis. Single
nucleotide polymorphism. TNF-a, JAK1. VDR. DC-SIGN. FcyRlla.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica e endémica na
América Latina, causada por fungos dimorficos do complexo de espécies do género
Paracoccidioides e, atualmente, estima-se que aproximadamente 10 milhdes de
pessoas estejam infectadas por esses microrganismos, sendo 2% de individuos com
a doenca ativa (RESTREPO; TOBON; CANO, 2015).

Em geral, a PCM atinge com maior frequéncia trabalhadores rurais de lavoura,
sendo adquirida por via respiratoria através da inalacdo de particulas ou propagulos
infectantes e caso ocorra a conversao desses propagulos para a forma leveduriforme
do fungo e se a infeccdo nao for controlada pelo sistema imune do hospedeiro, 0s
pacientes podem desenvolver as manifestacdes clinicas caracteristicas da doenca
(GONZALEZ; HERNANDEZ, 2016). O pulméao € o principal 6rgao afetado, seguido da
pele, mucosas, linfonodos, glandulas adrenais e em menor frequéncia do intestino,
sistema nervoso central, ossos e baco (BOCCA et al., 2013).

Uma das principais manifestacdes clinicas da PCM é a presenca de lesbes
orais, caracterizadas histologicamente pela presenca de granulomas formados por
macrofagos epitelidides, células gigantes multinucleadas (CGM) e intenso infiltrado
inflamatério (FORTES et al., 2011). E comum a classificacdo dos granulomas em
frouxo ou denso, de acordo com os tipos de organizacao histolégica. Sendo frequente
a presenca de granulomas frouxos em casos severos e disseminados e granulomas
densos em casos moderados e localizados da doenca (DE ABREU E SILVA et al.,
2013a; FORTES et al., 2011).

Os fungos do complexo Paracoccidioides ainda apresentam fatores associados
a viruléncia que os permitem combater e superar as defesas do hospedeiro, como a
capacidade de adesdo em proteinas da matriz extracelular e em células epiteliais
pulmonares e a transicdo de conideos para formas leveduriformes (GONZALEZ;
HERNANDEZ, 2016).

Dessa forma, o desenvolvimento de manifestacdes clinicas e a evolucdo da
doenca dependem ndo somente da viruléncia da cepa infectante do patégeno, mas
também do grau e do tipo de resposta imune desencadeada, da integridade do

sistema imunoldgico e de fatores genéticos do hospedeiro (BOCCA et al., 2013).
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Dentre os fatores genéticos, os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPSs)
figuram entre os componentes mais estudados, os quais podem definir juntamente
com outros elementos, a resisténcia ou susceptibilidade do individuo a uma doenca,
bem como sua extenséo, progndstico ou resposta a um tratamento (LEE et al., 2013;
LING et al., 2015; SHASTRY, 2009).

Os SNPs podem exercer uma influéncia sobre a transcricdo génica, sobre a
estabilidade do RNA mensageiro (RNAm) e dependendo de fatores como a
localizacdo da variagcdo e do tipo de substituicdo, poderdo ocorrer modificacdes
estruturais e funcionais em proteinas, as quais podem gerar uma alteracdo de um
determinado fenoétipo (SHASTRY, 2009).

Alguns estudos demonstram a relacdo entre doencas infecciosas e
polimorfismos em genes que codificam citocinas, receptores celulares e enzimas
envolvidas na resposta a doencgas infecciosas, incluindo a PCM (BOZZI et al., 2009;
DETTOGNI et al., 2015; ZHAO et al., 2017). Dentre os genes de interesse na PCM, o
fator de necrose tumoral — a (TNF-a), esta envolvido na modulagédo de uma resposta
imune eficaz e a quadros subclinicos da doenca, atuando sobretudo na formacéo de
granulomas e no controle da infec¢do, assim como a janus quinase 1 (JAK1), a qual
esta envolvida na sinalizacéo de varias citocinas, incluindo as classes de interferons
(IFN) do tipo I, I e 1ll, dentre as quais, pode-se citar a IFN-y, que representa um perfil
de resposta protetora ao P. brasiliensis, atuando na ativacao de células fagociticas
(GONZALEZ; HERNANDEZ, 2016; MARQUES, 2012)

Igualmente importantes na resposta a PCM, os genes DC-SIGN (CD209),
FcyRIla e o receptor de vitamina D (VDR), codificam receptores que atuam no
reconhecimento e apresentacdo de antigenos do fungo, na ligacdo e modulacao da
atividade de anticorpos e na regulacédo das funcbes da vitamina D, respectivamente
(BAEKE et al., 2010; GUNN; ALTER, 2016; PUSTYLNIKOV et al., 2014). Desta forma,
de acordo com variacbes genéticas nesses componentes, o hospedeiro pode
apresentar diferentes perfis de resisténcia e susceptibilidade, bem como
manifestacdes clinicas e histoldgicas que refletem o tipo de resposta e a interacao do
sistema imune com o fungo (DE ABREU E SILVA et al., 2013a; SHASTRY, 2009)

Para um melhor entendimento das individualidades genéticas de individuos
com PCM e do papel de polimorfismos nos genes TNF-a, JAK1, VDR, DC-SIGN e

FcyRlla ao nivel da resposta imunologica na PCM, propde-se neste trabalho
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determinar a frequéncia e a possivel associacdo desses SNPs com pacientes

afetados por PCM oral e o padréo de organizagao dos granulomas das lesoes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos itens deste capitulo estdo descritas informacfes gerais sobre os temas
abordados neste trabalho, obtidas apds o estudo de diversas publicacées.

2.1 O AGENTE ETIOLOGICO

Fungos do género Paracoccidoides possuem dimorfismo termo dependente e
em condi¢cdes naturais, a temperatura ambiente (25° C), observa-se sua forma
miceliana (“forma M”), e em temperaturas de 35 a 37°C, esses fungos crescem na
forma leveduriforme (“forma Y”). Quando conidios produzidos pela forma M séo
inalados pelo hospedeiro, esses propagulos atingem o pulméo, onde ha condi¢des
favoraveis de temperatura para que ocorra sua diferenciacdo para a forma Y,
estabelecendo assim a doenca (BOCCA et al., 2013)

A forma M do fungo apresenta hifas finas e septadas, onde se encontram 0s
conidios ou propagulos infectantes. Por sua vez, a forma Y exibe células esféricas ou
ovais de tamanho variavel com a presenca de multibrotamentos (GONZALEZ;
HERNANDEZ, 2016)

De acordo com estudos geoespaciais, 0 fungo ocorre preferencialmente em
locais que possuam altos indices pluviométricos durante o ano, alta permeabilidade
do solo, abundéancia de vegetacdo e temperaturas entre 18 e 25° C, destacando-se
assim, a ligacao direta entre o clima e sua distribuicdo geografica em um ambiente
favoravel para sua esporulacéo e dispersao (Figura 1) (BOCCA et al., 2013). A forma
M do fungo é descrita como saprofita, a qual absorve nutrientes da matéria organica
em decomposicdo presente no solo, tanto de origem vegetal quanto animal
(DESJARDINS et al., 2011). A forma Y geralmente estd associada a animais
vertebrados, sendo isolada de algumas espécies de tatu (Dasypus novemcinctus,
Tolypeutes tricinctus e Cabassous centralis), considerado o reservatoério natural do
fungo, e em menor frequéncia em cées, preguicas-de-dois-dedos, coelhos, ovelhas e
aves (GONZALEZ; HERNANDEZ, 2016).
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Figura 1 - Ciclo biolégico hipotético de fungos do género Paracoccidoides.
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O fungo P. brasiliensis foi a primeira espécie isolada do género e a principio
taxonomicamente classificada como um fungo pertencente a ordem Moniales e familia
Moniliaceae. Nessa sistematica classica, o P. brasiliensis foi considerado um fungo
imperfeito, isso aconteceu, pois ndo foram encontradas estruturas sexuais que
permitiam uma classificacdo mais precisa, entretanto, com avancos em técnicas
moleculares, foi possivel classifica-lo como um microrganismo pertencente a ordem
Onygenales e a familia Onygenaceae, juntamente com fungos como Blastomyces
dermatitidis, Coccidioides immitis, Lacazia loboi e Histoplasma capsulatum (SAN-
BLAS; NINO-VEGA; ITURRIAGA, 2002). Entretanto, estudos de sequéncias de DNA
mostram que a ordem Onygenales contém clados que ndo correspondem as familias
previamente descritas, desta forma foi proposta uma nova familia nessa ordem,
denominada Ajellomycetaceae, que inclui géneros anamorfos como Blastomyces,
Emmonsia, Histoplasma e o Paracoccidioides, sendo em geral, todos esses fungos
saprobioticos e patogénicos associados a animais vertebrados (BIALEK et al., 2000;
UNTEREINER et al., 2004).

Em outras analises de sequéncias de DNA do P. brasiliensis foram observadas
a existéncia de diferentes linhagens do fungo: S1 (espécie filogenética 1), grupo com
isolados encontrados na Argentina, Brasil, Peru, Venezuela e um isolado de pinguim
na Antartida, PS2 (espécie filogenética 2), encontrada no Brasil e Venezuela, e a PS3

(espécie filogenética 3), grupo com isolados da Colémbia (MATUTE et al., 2006). Na



19

Venezuela foi isolada uma quarta linhagem filogenética do P. brasiliensis, a PS4, a
gual ainda se encontra pouco caracterizada (BOCCA et al., 2013).

Baseado em dados moleculares e filogenéticos, Teixeira et al. (2009) propds a
identificacdo de um novo grupo de espécies dentro do género Paracoccidioides, o
“Pb01-like”, que por apresentar diferencas genémicas e morfolégicas em relagcédo as
outras linhagens, foi denominado de P. lutzii, cuja prevaléncia é maior nas regides
Norte e Centro-Oeste do Brasil (Figura 2). A forma Y de ambas as espécies nao
apresenta diferencas significativas quanto a sua morfologia, exceto pelo tamanho de
seus brotamentos (Figura 3) (SIQUEIRA et al., 2016), a forma M do P. lutzii produz
conidios alongados em forma de bastéo, ao contrario de P. brasiliensis, em que essas
estruturas sdo menores e com formato ovalado. Essas diferengas podem ser

utilizadas para o diagndstico da espécie (BOCCA et al., 2013).

Figura 2 - Areas de prevaléncia das espécies P. lutzii e P. brasiliensis

Centro-oeste

Fonte: GEGEMBAUER et al. (2014)
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Figura 3 - Morfologia de P. lutzii e P. brasiliensis

Fonte: adaptado de SIQUEIRA et al. (2016) e TEIXEIRA et al. (2014)
Nota: Células leveduriformes de P. lutzii (A) e P. brasiliensis (B)
apresentando formato esférico e presenca de multibrotamentos.
Conidios de aparéncia alongada da forma miceliana de P. lutzii (C)
e de P. brasiliensis com formato ovalado (D).

As populacdes geneticamente distintas do P. brasiliensis tendem a apresentar
taxas de infeccdo diferentes, observadas pela razdo desproporcional de 9:1 nas
linhagens S1 e PS2, além disso, ha diferencas na habilidade de produzir conidios
infectantes entre essas duas linhagens, com S1 exibindo uma producdo maior de
propagulos se comparada a PS2 (TEIXEIRA et al., 2014).

2.2 A PARACOCIDIOIDOMICOSE (PCM)

A PCM é uma doencga tropical negligenciada e, no Brasil, sua notificagdo é
obrigatoria apenas nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Sao Paulo,
sendo portanto, dificil 0 acesso a dados precisos sobre sua real incidéncia no pais
(MATO GROSSO DO SUL, 2005; MINAS GERAIS, 2008; SAO PAULO, 2008;
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MARTINEZ, 2010). Entretanto, através do teste intradérmico com paracoccidioidina
foi demonstrado um alto percentual de individuos com a infecgdo assintomética em
areas endémicas (MARQUES, 2012). Por meio desse teste é possivel observar que a
prevaléncia da infec¢do em regides endémicas pode atingir até 75%, sendo de 1 a 2%
dos individuos com a doenca ativa (SIFUENTES-OSORNIO; CORZO-LEON; PONCE-
DE-LEON, 2012).

Aproximadamente 80% dos casos de PCM registrados na América Latina
ocorrem no Brasil, sobretudo nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul, onde a
incidéncia anual € de um a quatro casos por 100.000 habitantes por ano, com taxa de
mortalidade aproximada de um caso por um milhdo de habitantes por ano nas
populac@es infectadas, além de 51% das mortes associadas a infec¢des fungicas
serem atribuidas a PCM (MARTINEZ, 2015).

Entre as doencas granulomatosas, a PCM é menos frequente se comparada a
tuberculose, porém, mais frequente quando comparada a histoplasmose, com 0s
estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Mato Grosso do
Sul, Parand, Rio Grande do Sul, Goias e Rondbnia apresentando as maiores taxas de
incidéncia e mortalidade. Destaca-se ainda, que a incidéncia pode aumentar
significativamente de forma temporaria em regides com grandes mudancas
socioambientais (MARTINEZ, 2015).

Em paises como Argentina, Venezuela e Colémbia, a incidéncia da doenca é
muito menor se comparada ao Brasil, ocorrendo aproximadamente dois a trés casos
por um milh&o de habitantes (SIFUENTES-OSORNIO; CORZO-LEON; PONCE-DE-
LEON, 2012).

A regido sul de Minas Gerais apresenta elevada endemicidade para essa
micose, segundo dados obtidos por um estudo do Grupo de Pesquisa em Imunologia
do Sul de Minas Gerais da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), em areas
rurais do municipio de Alfenas, aproximadamente 47% dos participantes da pesquisa
apresentaram positividade para o teste intradérmico com paracoccidioidina, ocorrendo
principalmente em individuos do género masculino de 30 a 50 anos (MAGALHAES et
al., 2014).

Fatores de risco como profissdes que envolvam atividades relacionadas ao
manejo do solo, como o trabalho na agricultura, fazem com que a PCM tenha um
carater ocupacional, sendo possivel observar que na maioria dos casos, 0s pacientes

exerceram alguma atividade agricola nas duas primeiras décadas de vida, tendo
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nesse periodo ocorrido a primeira infeccdo pelo fungo, embora as manifestacées
clinicas se desenvolvam anos ap0s o contato, dependendo de fatores associados a
reposta imune do hospedeiro (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Condi¢cOes
agravantes a saude como tabagismo, alcoolismo, neoplasias, mé nutricdo ou qualquer
outro quadro que ocasione uma deficiéncia imunolégica sdo frequentemente
observados em pacientes com PCM (MARTINEZ, 2010).

A incidéncia da infeccéo entre 10 e 20 anos de idade é igual para ambos os
sexos, ap6s esse periodo, hA um aumento progressivo da incidéncia no género
masculino, 80 a 90% dos individuos atingidos sdo homens de 29 a 40 anos, sendo
predominantemente trabalhadores rurais em areas endémicas (RAMOS-E-SILVA;
SARAIVA, 2008). Mulheres em idade fértil sdo menos afetadas pela PCM do que
homens, uma vez que estdo presentes receptores do horménio B-estradiol no
citoplasma da forma M e da forma Y do fungo, portanto, uma hipétese para essa
protecdo seria que o0 estrogénio é capaz de impedir a transicdo de uma forma a outra,
além de estimular o aumento da secrecéo de interferon-y (IFN-y) e a proliferacéo de
células T helper do tipo 1 (Thl) (SIFUENTES-OSORNIO; CORZO-LEON; PONCE-
DE-LEON, 2012).

A frequéncia de lesdes mucocutaneas sugere que as vias aéreas sao a
principal porta de entrada do patdogeno. Por meio da inalacdo de propagulos
infectantes produzidos pela forma M do P. brasiliensis ou do P. lutzii, apos adentrar o
organismo do hospedeiro, o fungo deve se converter em sua forma Y, sendo este, um
passo importante para o estabelecimento da infeccdo (SAN-BLAS; NINO-VEGA;
ITURRIAGA, 2002). Atingindo o sistema respiratorio inferior, o fungo pode se
disseminar por via linfatica ou hematogénica para outros 6rgaos, o que depende do
volume do inéculo, da patogenicidade do microrganismo, além da integridade do
sistema imune e da genética do hospedeiro (BOCCA et al., 2013; WANKE; AIDE,
2009). Em individuos imunocompetentes, o desenvolvimento da infec¢cdo pode ser
contido e apés um periodo de laténcia, porém viavel, em meio a nédulos fibroticos,
um desequilibrio na relacdo patégeno-hospedeiro pode ocorrer e, entdo, a infeccéo
pode progredir e dar origem aos sinais e sintomas da forma crénica da doenca,
processo denominado reativacdo enddgena, e em menor frequéncia o
desenvolvimento da forma aguda/subaguda através do foco primario da infeccao
(WANKE; AIDE, 2009).
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Fatores hormonais, genéticos e nutricionais estdo envolvidos no
desenvolvimento da infeccdo e da doenca clinica, cuja extensédo e severidade séo
determinadas pela resposta imune do hospedeiro (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA,
2008). Em relacdo a esse ultimo aspecto, sabe-se que o fungo produz antigenos
metabdlicos que interagem com o sistema imune do hospedeiro, sendo o principal
componente antigénico a glicoproteina de 43 KDa (gp43), a qual é encontrada na
superficie da parede fungica e esta associada a fatores associados a viruléncia e
escape pelos quais o fungo se instala nos tecidos do hospedeiro (FORTES et al.,
2011).

A habilidade do P. brasiliensis de interagir com o hospedeiro é essencial para
sua colonizacéo, invasdo e crescimento. Mecanismos de aderéncia, sinalizacéo de
moléculas de superficie, e inducdo de alteracbes no citoesqueleto séo as principais
estratégias empregadas pelo P. brasiliensis para escapar da resposta inicial do
hospedeiro, bem como, auxiliar na sua disseminagdo pelo organismo (MENDES-
GIANNINI et al., 2008).

A grande variedade de manifestacfes clinicas da PCM resultou em uma
classificacdo que € utilizada como referéncia em estudos e na clinica. Sao elas: 1)
PCM infeccao, forma subclinica e detectavel apenas pelo teste intradérmico, e 2) PCM
doenca, dividida em forma aguda/subaguda e forma cronica (MARQUES, 2012).

A forma aguda/subaguda é responsavel por 3 a 5% dos casos da doenca e
afeta criancas e adultos abaixo de 30 anos de ambos 0s sexos, possui evolucéo
rapida, que pode durar de poucas semanas a Varios meses e em casos graves e
moderados o paciente possui trés ou mais dos seguintes sintomas: perda de peso
total maior que 10%, presenca de lesbes semelhantes a tumores e linfonodos
supurados (Figura 3), além de comprometimento osteo-articular, do sistema nervoso
central, de glandulas adrenais e reacdo para o teste intradérmico com
paracoccidioidina negativa (SHIKANAI-YASUDA, 2015; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006). O envolvimento de linfonodos, assim como ocorre nas doencgas histoplasmose,
tuberculose, leucemia e linfoma, deve ser destacado e o diagndstico final pode ser
realizado pela deteccao de blastos no leucograma ou em biépsias da medula éssea
ou linfonodos (BOCCA et al., 2013).
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Figura 4 - Paciente com adenopatia na regiéo cervical e
submandibular com linfonodos supurados de
aspecto inflamatorio.

Fonte: MARQUES et al. (2016)

Por outro lado, a forma crénica corresponde a mais de 90% dos casos, ocorre
majoritariamente em individuos do género masculino de 30 a 60 anos de idade e
possui uma evolucao lenta, com sintomatologia durando de quatro a seis meses,
sendo possivel observar lesées unifocais (restrita a apenas um 6rgao) ou multifocais
(acomete mais de um 6rgdo simultaneamente) e nha maioria dos casos acompanhadas
de lesbes orais e nasais (Figura 4) (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Nas manifestacdes graves da forma crénica os pacientes apresentam trés ou
mais dos seguintes sintomas: comprometimento pulmonar, gastrointestinal, de
glandulas adrenais e do sistema nervoso central, considera-se ainda, a quantidade de
orgaos afetados, a disseminacao linfatica e hematogénica, além de fatores que
causem imunossupressao (SHIKANAI-YASUDA, 2015).
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Figura 5 - LesBes nasais (A), no labio mferlor (B) ena Ilngua (C) em pauentes com PCM cronica.

Fonte: RAMOS E- SILVA e SARAIVA (2008)
Dentro das classificacfes, ha ainda a forma residual ou sequelar da PCM, em

gue se observam principalmente altera¢cdes anatdomicas ou funcionais de 6rgaos que
foram comprometidos durante a doenca e que revelam cicatrizes fibréticas, assim, €
comum a ocorréncia de dispneia, enfisema pulmonar, doenga obstrutiva pulmonar
cronica, rouquidao, estenose de traqueia e laringe, entre outros quadros clinicos
(NETO et al., 2011). Na PCM doenca e sua forma sequelar, o comprometimento
pulmonar deve ser sempre investigado com o auxilio de exames de imagem como
raio-X do térax, cujos achados sdo caracterizados por infiltrados bilaterais
acompanhados com zonas de fibrose (BOCCA et al., 2013).

O tratamento da PCM deve considerar a severidade da doenca e o estado
clinico de cada paciente. Os derivados de azoOis sdo os mais utilizados em formas
leves e moderadas da PCM, dentre eles, o cetoconazol, mostra-se eficaz para o
tratamento, porém devido a seus efeitos adversos e baixa absorcdo, tem sido
substituido pelo itraconazol, considerado de 10 a 100 vezes mais ativo em células
fungicas se comparado ao anterior, no entanto seu emprego em formas severas, em
gue ha comprometimento gastrointestinal, deve ser cuidadosamente monitorado,
devido a sua possivel absorcao prejudicada nesse quadro. Derivados de sulfonamidas
como a sulfadiazina e sulfametoxazol-trimetoprima, também se mostram eficazes e
de baixo custo no tratamento da PCM (SHIKANAI-YASUDA, 2015)

Pacientes com quadros severos devem fazer tratamentos mais prolongados,
inclusive por via parenteral, caso ocorra comprometimento gastrointestinal. O principal
medicamento utilizado nesses casos é a anfotericina B convencional ou em
formulacdes lipidicas, considerada uma droga fungistatica e fungicida, ainda é
bastante empregada na PCM severa, apesar de seus efeitos adversos, que incluem
hipertensao ou hipotenséao arterial e nefrotoxicidade (SHIKANAI-YASUDA, 2015).
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No tratamento da PCM sequelar, tem sido utilizado a combinagédo de
pentoxifilina e itraconazol, a qual induz uma reducéo da inflamagéao granulomatosa e
fibrose pulmonar, uma das principais sequelas derivadas da doenca (SHIKANAI-
YASUDA, 2015).

O diagnéstico padrédo ouro é baseado na identificacdo de elementos fungicos
em exames a fresco pelo teste com hidroxido de potassio 10% (KOH 10%), utilizando
amostras de escarro ou raspados de lesdes ou pela analise de biépsia das lesdes,
sendo empregada as coloracfes de Grocott-Gomori, acido periddico-Schiff (PAS) ou
hematoxilina-eosina (HE). A cultura em agar Sabouraud pode auxiliar no diagnéstico,
embora n&o proporcione resultados rapidos (WANKE; AIDE, 2009).

O diagndstico soroldgico na PCM tem um papel importante durante e depois do
tratamento, sendo também utilizado no acompanhamento do paciente. Atualmente os
métodos mais utilizados sdo a imunodifusdo dupla em gel de agar, a
contraimunoeletroforese, que pode ser utilizada para definir a severidade da doenca
e o teste de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) utilizando o antigeno
gp43, especifico para o P. brasiliensis (BOCCA et al., 2013; RAMOS-E-SILVA;
SARAIVA, 2008). Porém, reacbes cruzadas sdo comuns em testes soroldgicos que
utilizam a deteccdo anticorpos em infec¢des fungicas, devido as similaridades
antigénicas entre eles, portanto, tem sido proposto a utilizagdo do Western-blot como
teste confirmatério para a PCM (PERENHA-VIANA et al., 2012).

Algumas doencas como histoplasmose, coccidioidomicose, sifilis, tuberculose,
leishmaniose, granulomatose de Wegner, sarcoidose e manifestacfes
estomatolégicas de carcinoma espinocelular, apresentam caracteristicas clinicas
semelhantes a PCM e devem ser consideradas em seu diagndstico diferencial
(PALMEIRO; CHERUBINI; YURGEL, 2005).

2.3 ASPECTOS GERAIS DAS LESOES ORAIS GRANULOMATOSAS

As lesdes orais de pacientes com PCM estdo presentes em aproximadamente
80% dos casos da doenca em sua forma crbnica e representam o principal fator de
procura de ajuda profissional entre os pacientes afetados (BRAZAO-SILVA et al.,

2011). Geralmente, essas lesbes ocorrem devido a disseminacao sistémica do fungo,
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mantendo-se restritas a mucosa oral e em alguns casos afetando ossos da mandibula
(DE ABREU E SILVA et al., 2013a; RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008; WEBBER et
al., 2014).

Em aproximadamente 60% dos casos h& a ocorréncia de lesdes mdltiplas de
aspecto hemorragico pontilhado sobre uma base granulomatosa (estomatite
moriforme de Aguiar-Pupo), sobretudo em regides da gengiva e palato duro, seguidas
de labios, lingua e demais mucosas orais (Figura 5) (BRAZAO-SILVA et al., 2011).

Figura 6 - Les&o de aspecto moriforme na gengiva de paciente
com PCM.

Fonte: adaptado de De Paulo; De Faria; Durighetto Junior (2014)

Histologicamente, as lesGes apresentam tecido epitelial hiperplasico e intenso
infiltrado inflamatério com a formacdo de granulomas epitelidides, os quais
representam uma resposta imune celular para prevenir a disseminacéo do fungo. (DE
ABREU E SILVA et al., 2013a). Os granulomas sédo ordenados de forma nodular e
formados por macréfagos epitelidides e células gigantes multinucleadas (CGM) do tipo
Langhans e corpo estranho, que circundam o patdgeno, cuja presenca pode ser
observada no interior dessas células ou livres no tecido. E frequente também a
presenca de uma area central de supuracdo e de exsudato inflamatério rico em
linfocitos, plasmécitos e eosindéfilos permeando a reacdo granulomatosa, juntamente
com areas de fibrose de intensidade variavel (FORTES et al., 2011)

Os granulomas podem ser classificados como denso ou frouxo, podendo refletir
o estado clinico geral e o nivel imunolégico do paciente, ou seja, em individuos com

resposta imunoldgica integra e nas formas localizadas da doenca, observam-se
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granulomas densos caracterizados por um arranjo organizado e um consistente
agregado de células epitelidides, sendo possivel observar alguns elementos fuangicos
em seu interior, por outro lado, individuos com algum comprometimento imunolégico
e em casos severos e disseminados da doenca, pode-se observar o granuloma frouxo
de arranjo desorganizado e uma grande quantidade de exsudato, edema, areas de
necrose e grande numero de fungos dispersos (DE ABREU E SILVA et al., 2013a;
FORTES et al., 2011).

2.4 RESPOSTA IMUNE NA PCM

A via de entrada do fungo ocorre através do trato respiratorio, dessa forma a
resposta imune inata primaria ocorre nos pulmdes e é iniciada pela secrecdo de
proteinas antimicrobianas, sendo as lisozimas, lactoferrinas e membros das familias
das defensinas, catelecidinas e pentraxinas, as primeiras proteinas secretadas pelo
epitélio alveolar em resposta ao patoégeno (CALICH et al., 2008).

Ainda no pulméo, a resposta inata celular ocorre pela atividade de macréfagos
alveolares, o0os quais reconhecem o patégeno através de receptores de
reconhecimento padrdao (PRRS), que interagem com estruturas conservadas do
microrganismo, denominadas padrdes moleculares associados ao patégeno (PAMPS)
(CALICH et al., 2008).

Os PRRs correspondem a varios receptores, principalmente os do tipo Toll-like
(TLR), receptores do tipo C-lectina e receptores de manose (MR), e sua interacdo com
0 patégeno resulta na fagocitose e producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e enzimas liticas, além da secrecao de quimiocinas e citocinas, levando a expressao
de moléculas quimiotaticas e de adesao, que contribuem para a ativacdo e migracao
de células inflamatérias ao local da infeccdo (GONZALEZ; HERNANDEZ, 2016). As
células do fungo sdo capazes ainda de ativar a via alternativa do sistema
complemento, contribuindo para processos de opsonizacdo e fagocitose pelos
macrofagos (CALICH et al., 2008).

Diferentes células estdo envolvidas na resposta contra os patégenos, dentre
elas as células NK (natural killer), as quais em individuos imunocompetentes

desempenham fung¢des importantes na eliminacdo direta do patdégeno, no
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reconhecimento e destruicdo de células infectadas e na producédo de citocinas pro-
inflamatdérias em resposta a interagdo com o fungo (GONZALEZ; HERNANDEZ,
2016). Entretanto, estudos realizados com o sangue periférico de pacientes com PCM
e em modelos animais, mostraram que as células NK apresentam atividade citotoxica
diminuida na doenca ativa, sugerindo disturbio imunolégico associado a depresséo da
imunidade celular (FORTES et al., 2011).

A célula T possui receptores de células T (TCR), que reconhecem epitopos de
antigenos apresentados pelas moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) expressos por células apresentadoras de antigenos
(APCs). Os principais exemplos de APCs sdo os macrofagos, células B e
principalmente as células dendriticas (DCs) (CHAPLIN, 2010).

As DCs apresentam antigenos processados as células T naive, iniciando a
resposta das células T na imunidade adaptativa. Sua ativacdo ocorre pela interacéo
com 0 microrganismo ou através de mediadores inflamatorios, aumentando a
expressdo de MHC e moléculas co-estimulatorias, além disso, sua ativacao esta
relacionada a secrecdo de IFN-y, interleucina - 4 (IL-4), IL-17 e o desenvolvimento
aumentado de células T regulatorias (Treg) (GONZALEZ; HERNANDEZ, 2016).
Segundo Almeida et al. (1998), na PCM, as DCs em animais resistentes sao mais
eficientes na apresentacao do antigeno gp43, se comparadas a animais susceptiveis,
sendo observado o direcionamento para uma resposta protetora do padrdo de
resposta de células T helper do tipo Th1l.

As células Treg estdo presentes de forma expressiva em lesfes orais e
cutaneas da PCM, indicando um papel importante na modulacdo da resposta imune
na doenca (PAGLIARI et al., 2011) De acordo com Felonato et al. (2012), em animais
resistentes ao fungo é possivel observar uma alta producao de células Treg com maior
capacidade supressora, quando comparados aos animais susceptiveis. Ainda
segundo os autores, a reducdo de células Treg resulta em uma infec¢cdo menos severa
da PCM em ratos, o que indica a atividade supressora dessas células na diminuicéo
do efeito inflamatorio da resposta imune. Esses dados, demonstram que apesar de
contribuir para a diminui¢cdo do dano tecidual ocasionado pelo processo inflamatario,
uma eventual ativacdo excessiva dessas células pode estar associada a um aumento
da susceptibilidade a doenca, indicando que em condi¢des normais ha um equilibrio
para que ocorra simultaneamente o controle da multiplicagéo do fungo e a prevencgao
do dano tecidual exacerbado (FORTES et al., 2011).
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As células polimorfonucleares (PMN) se encontram em grande quantidade no
tecido infectado pelo P. brasiliensis e P. lutzii e quando essas células sao ativadas,
desempenham uma atividade fungicida nos estégios iniciais da doenca, através da
acdo do oxido nitrico e das ROS, os quais atuam reduzindo o nivel de metabdlitos
importantes para o ciclo de vida da célula fungica (FORTES et al., 2011; GONZALEZ;
HERNANDEZ, 2016). Além disso, as células PMN, ainda podem produzir
prostaglandinas E2 e leucotrienos, que possuem fung¢des importantes na modulacéo
resposta inflamatéria e na diminuicdo do dano causado por monécitos (FORTES et
al., 2011).

O volume do in6culo e o grau de viruléncia do fungo podem levar a diferentes
padrbes de resposta imunoldgica, assim, a imunorregulacdo da PCM esta associada
a padrbes de respostas de células do tipo Thl e Th2, dessa forma, quando ocorre 0
contato com o fungo, individuos com uma resposta imune eficaz, apresentam o
desenvolvimento do padrdo Th1l, juntamente com a formacéo de um granuloma denso
e compacto (FORTES et al., 2011).

A formacédo de um granuloma denso pode ser prejudicada pela incapacidade
do sistema imune em desenvolver uma resposta do tipo Thl, direcionando nesse
caso, a resposta para o padrdo Th2, o qual é observado em quadros disseminados
agudos e cronicos da doenca, revelando seu papel ndo protetor na PCM (FORTES et
al., 2011). Assim, nas fases iniciais da infeccdo, ha a prevaléncia da sintese de TNF-
a e de citocinas do padréo de resposta Thl, como IL-2, IL-12 e IFN-y. Essa resposta
resulta em um equilibrio patégeno-hospedeiro e uma infec¢do subclinica ou menos
severa da PCM (MARQUES, 2012).

Dentre as citocinas, a IFN-y desempenha um papel protetor na PCM
potencializando acdes fungistaticas e fungicidas, sendo a maior mediadora da
resisténcia contra o P. brasiliensis e P. lutzii, seguida pelo TNF-a e a IL-12, que
impedem a disseminacéo do fungo. Por outro lado, IL-4, IL-5 e IL-10, podem exibir
uma acao promotora da doenca, sendo encontrados altos niveis dessas citocinas na
doenca ativa (CANO et al., 1998; FORTES et al., 2011).

Em formas mais severas da doenca ocorre uma diminuicdo da resposta imune
celular e consequentemente uma diminuic&o na producao de citocinas do padréo Thl,
resultando em altos niveis de IL-4, IL-5 associados ao padrdo Th2, IL-10 e fator de

transformagdo do crescimento-f (TGF-B), que possuem agdo supressora do
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granuloma, reforgcando o papel néo protetor dessas células na PCM (FORTES et al.,
2011).

As células T que produzem a citocina IL-17, denominadas células Thl7,
apresentam funcdes distintas das células Thl e Th2 (KORN et al., 2009). Infec¢des
fungicas podem estimular uma resposta Thl7 intensa, e na PCM essas células
realizam um papel importante em lesbes cutaneas e de mucosas, atuando no
recrutamento de células PMN para o local da infec¢do e na remogéo de patdogenos
gue nao sédo superados de forma adequada pelas células Thl e Th2 e que necessitam
de uma resposta inflamatoria sélida (PAGLIARI et al., 2011).

Na PCM a ativacao policlonal de células B leva a producao de anticorpos, sendo
possivel observar altos titulos das classes IgA, IgG e IgE, entretanto, niveis elevados
desses anticorpos estdo associados a presenca de citocinas supressoras e
consequentemente a depressao da resposta imune celular a medida que ocorre a
disseminacao e aumento da severidade da doenca (FORTES et al., 2011).

Diante das caracteristicas da resposta imune e seus elementos associados a
PCM, observa-se que o contato do hospedeiro com o fungo gera uma resposta
inflamatoria intensa, evidenciada por alteracdes teciduais significativas e grande fluxo
de células ao local da infec¢do, onde gradativamente granulomas caracteristicos das
lesbes da PCM serdo formados, de acordo com caracteristicas genéticas e
imunoldgicas dos individuos e de aspectos inerentes ao fungo (BOCCA et al., 2013;
FORTES et al., 2011).

2.5 POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO (SNP)

A seguir, estdo dispostas as principais informacdes sobre os SNPs.

2.5.1 Definicao

O SNP é uma variagdo gendmica, cuja frequéncia € igual ou maior que 1% em

uma determinada populacao. As substituicbes podem ocorrer devido a transi¢coes, nas
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quais ocorrem trocas de bases de mesma natureza quimica, isto é, entre duas purinas
(adenina/guanina) ou entre duas pirimidinas (citosina/timina) ou ainda devido as
transversdes, que acontecem devido a trocas de bases de natureza quimica distinta
(BROOKES, 1999).

Acredita-se que a maioria dessas mudancas na sequéncia do DNA seja estavel
e ndo deletéria aos organismos. Os SNPs que néo alteram um aminoacido codificado
sdo chamados de sinbnimos, ao passo que agueles que os modificam séo
denominados néo-sindnimos. Esses polimorfismos sao observados em individuos de
uma populacdo e podem influenciar a expressao de um gene ou a conformacéao do
DNA e do RNAm atuando direta ou indiretamente em um determinado fenétipo
(BROOKES, 1999; SHASTRY, 2009).

Os SNPs séo encontrados em todo o0 genoma, incluindo éxons, introns, regides
intergénicas e acentuadores, desta forma, se comparado a outros tipos de alteragdes,
um SNP em uma regido codificadora é mais propenso a produzir um alelo
fisiologicamente relevante, que possa impactar diretamente na funcionalidade de uma
proteina. Assim estudos tem relatado a associacdo de SNPs funcionais com varias
doencas ou sendo utilizados como marcadores para sua pré-disposicdo (SCHORK;
FALLIN; LANCHBURY, 2000).

O banco de dados SNP database (dbSNP), incorporado ao NCBI (National
Center for Biotechnology Information), conta com aproximadamente 140 milhdes de
SNPs em genes humanos, dos quais cerca de 100 milhdes foram validados. Os SNPs
catalogados possuem um registro indicado por “rs” (refSNP), seguido de um numero
gue é definido pela ordem em que foi depositado no dbSNP (SHERRY et al., 2001).

De acordo com Malkki e Petersdorf (2014), devido a sua caracteristica bialélica,
0os SNPs podem ser detectados utilizando técnicas que discriminam quaisquer
combinac¢Bes diferentes nos nucleotideos adenina (A), timina (T), citosina (C) e
guanina (G). Segundo 0s autores ensaios quantitativos em tempo real, mostram-se
sensiveis e especificos para a quantificacdo de DNA, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), a qual oferece uma variedade de marcadores e sondas para a
deteccédo de alteracGes genéticas.

Dentre os SNPs cujas associacfes ja foram descritas para diversas doencas
infecciosas, destacam-se aqueles presentes em genes como TNF-a, JAK1, VDR, DC-

SIGN e FcyRlla, os quais serdo descritos nos itens abaixo.
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2.5.2 SNPs nos genes TNF-a, JAK1, VDR, DC-SIGN E FcyRlla

Nos itens a seguir sdo apresentados informagdes e dados da literatura sobre
os SNPs analisados.

2.5.2.1 TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa

O TNF-a é uma citocina proinflamatéria produzida por varias células como
macréfagos, mondcitos e células T. Sua funcao biolégica € mediada pelos receptores
TNF-RI p55 (receptor do tipo ) e TNF-RII p75 (receptor do tipo Il), presentes na
membrana de todas as células, exceto em eritrocitos (POPA et al., 2007).

Dentre as principais fungbes do TNF-a na resposta imune, pode-se citar o
estimulo da expressédo de quimiocinas e moléculas de adeséo, as quais induzem o
recrutamento de células PMN e o aumento da fagocitose e da atividade microbicida,
além de exercer um papel importante em processos apoptoéticos e na formacéo e
manutencao de granulomas (FILLER; YEAMAN; SHEPPARD, 2005; FORTES et al.,
2011).

Alteracbes no nivel de producdo dessa citocina podem ocorrer devido a
variacdes no gene TNF-a, que esta localizado no brago curto do cromossomo 6p21.3,
dentro da regido de Classe Ill do MHC, a qual é altamente polimorfica (HAJEER;
HUTCHINSON, 2001).

Dentre os SNPs, 0 -308 G>A (rs1800629), na regidao promotora, € descrito por
aumentar a expressao do gene e consequentemente o nivel de producao da citocina,
devido a transicdo do alelo selvagem G para o alelo variante A (QIDWAI; KHAN,
2011).

Alguns estudos tém indicado associacfes entre o -308 G>A (rs1800629),
doencas infecciosas e 0s niveis de producdo da citocina, assim, de acordo com
analises de Mabunda et al. (2015), em Mocambique, individuos com o alelo A
apresentam um maior risco de desenvolver a tuberculose pulmonar, cujo aumento na
producéo de TNF-a durante a evolucéo da infeccéo latente pode ser responsavel por
um processo inflamatério exacerbado levando a doenca ativa. No Brasil um estudo

para verificar o efeito do -308 G>A (rs1800629) na producdo de TNF-a apés a estimulo
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pelo lipopolissacarideo e pelo Mycobacterium leprae na hanseniase, Cardoso et al.
(2011), utilizando cultura de células do sangue total da populagéo de estudo, verificou
gue agueles que possuem o alelo A exibem uma producdo aumentada da citocina,
que apresenta niveis elevados em individuos resistentes a doenca, dessa forma,
indicando que o -308 G>A (rs1800629) pode ser utilizado como um marcador para a
resisténcia a hanseniase.

Por sua vez, na Suica, Wojtowicz et al. (2014) avaliando a associacdo entre o
SNP e a candidiase intra-abdominal, verificaram que individuos com os genétipos AG
e GG apresentam um risco maior de desenvolver essa complicagdo, demonstrando,
segundo os autores, que niveis excessivos de TNF-a podem contribuir para o aumento

da morbidade de infec¢Bes fungicas em pacientes susceptiveis.

2.5.2.2 JAK1 - Janus quinase 1

JAK1 é uma proteina tirosina quinase nao receptora, que desempenha um
papel crucial na sinalizacéo de citocinas como IFNs do tipo | (IFN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-
K e IFN-w) e do tipo Il (IFN-y) (PLATANIAS, 2005). Estruturalmente, essa proteina
possui um dominio quinase e um dominio pseudo-quinase catalaliticamente inativo e
cada um deles se liga a receptores de citocinas através de regibes amino-terminal,
apos essa ligacédo, as proteinas JAKs sédo ativadas e os fosforilam, criando pontos de
ancoragem para moléculas de sinalizacdo, que também sofrem fosforilagdo pelas
JAKs ativadas, movendo-se, entdo, para o nucleo da célula e iniciando a transcricdo
génica (YAMAOKA et al., 2004).

Essa proteina é codificada pelo gene JAK1, localizado no cromossomo 1p31.3
cujos polimorfismos regulatérios tém sido associados a doencas infecciosas,
autoimunes e ao cancer, e dentre os SNPs, sabe-se que o0 - 301 A>G (rs11208534),
localizado no intron 3 do gene, gera uma transicdo do nucleotideo A para G, o que
pode levar a um padrao de expressao diminuida e supresséo dos estagios iniciais da
sinalizacdo de citocinas dependentes de JAK1 (CHEN et al., 2012; SOUZA et al.,
2015).

Através de um estudo em uma populacdo da Bahia, Silva et al. (2010)

encontraram associacdes entre polimorfismos em JAK1 e a dengue hemorragica,
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descrevendo cinco SNPs, sendo o - 301 A>G (rs11208534), associado ao aumento
do risco de desenvolver a doenca, porém, diferente do informado no dbSNP, os
autores relataram variagdes dos alelos T e C, com os homozigotos TT contribuindo
para o aumento do risco de desenvolver a doenca. Por sua vez, Souza et al. (2015)
nao encontraram nenhuma associacdo entre o - 301 A>G (rs11208534) e o
desenvolvimento da febre da dengue ou dengue hemorragica em individuos de
Parnaiba, Piaui.

2.5.2.3 FcyRlla

Os receptores do tipo Fcy (FcyR) séo uma familia de moléculas expressas na
maioria das células do sistema imune e atuam na ligacdo ao fragmento cristalizavel
(Fc) de imunoglobulinas da classe 1gG, sendo expresso sobretudo em células da
linhagem mieléide como mondcitos, macréfagos e neutrdfilos (CONCETTI,
NAPOLIONI, 2010). Os FcyR séo divididos em trés classes principais: FcyRI (CD64),
FcyRIl (CD32) e FcyRII (CD16), sendo o FcyRIl 0 mais frequente em células humanas
(BOURNAZOS et al., 2009).

O FcyRII possui baixa afinidade nas ligacdes as IlgGs monomeéricas, porém é
capaz de se ligar a imunocomplexos através de ligacOes de baixa afinidade e alta
avidez, fato importante para o reconhecimento de imunocomplexos durante a resposta
imune, ativando efeitos imunoregulatorios como a degranulacdo de células de defesa
e fagocitose (BOURNAZOS et al., 2009).

O receptor FcyRIl € codificado por trés genes: FcyRlla, FcyRIIb e FcyRllc, dos
guais o FcyRlla é tido como principal gene expresso entre os FcyRs (CONCETTI;
NAPOLIONI, 2010). O FcyRlla, localizado no cromossomo 1923, apresenta variacdes
genéticas principalmente na forma de SNPs, dentre as quais, uma dos primeiras
alteracoes funcionais identificadas foi a -519 G>A (R131H, rs1801274) localizada no
éxon 4 e resultante de uma transicao do alelo G para A (BOURNAZOS et al., 2009).
Esse SNP gera variacdes estruturais no receptor, as quais diferem entre si de acordo
com o aminoacido codificado no residuo 131: o codon CGT codifica o0 aminoacido
arginina (R) e o cédon CAT codifica a histidina (H), entdo a transi¢do do alelo G para

0 A (R para H), confere uma maior eficiéncia na ligacéo do receptor a subclasse 1gG2
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e uma afinidade moderadamente superior a 1gG3, quando comparada ao alelo G
(CONCETTI; NAPOLIONI, 2010; LI; GIBSON; KIMBERLY, 2014).

A associacéao entre 0 -519 G>A (rs1801274) e o desenvolvimento de algumas
doencas foi demonstrada por estudos como o de Sinha et al. (2008), os quais afirmam
gue o gendtipo AA para esse SNP foi associado significativamente a protecdo contra
as manifestacdes clinicas da malaria, observadas principalmente em &reas nao
endémicas da india. Por sua vez, Schuldt et al. (2010) associaram o genotipo GG ao
desenvolvimento da malaria severa em criancas de Gana.

E na Itdlia, um estudo em pacientes com fibrose cistica, De Rose et al. (2005),
afirmam que pacientes que carregam o alelo G para o -519 G>A (rs1801274),
possuem um risco maior de adquirir um infeccdo por Pseudomonas aeruginosa,

indicando que esse SNP contribui para a susceptibilidade a infec¢ao pela bactéria .

2.5.2.4 DC-SIGN

DC-SIGN ou CD209 é uma proteina da familia de receptores do tipo C-lectina
e geralmente é expressa em DCs presentes na pele, pulmdo e mucosas, atuando
como receptor no reconhecimento e ligacdo de PAMPs, incluindo glicanos de manose
presentes na parede celular do P. brasiliensis (TOMAZETT et al., 2005). A DC-SIGN
ainda pode realizar uma ligacao de alta afinidade com a molécula de adeséao ICAM-3
presentes em células T néive, permitindo a interacdo eficiente entre DCs e células T
durante a apresentacédo de antigenos (GEIJTENBEEK et al., 2000). De acordo com
essa participacdo nas interacdes entre patdogeno e hospedeiro, a DC-SIGN demonstra
uma forte influéncia no contato inicial de DCs com uma variedade de microrganismos,
como bactérias, virus e fungos (COSTA et al., 2015).

O receptor € codificado pelo gene DC-SIGN, que estad localizado no
cromossomo 19p13.3 e devido a alta densidade de variagcbes em sua estrutura, varios
estudos tém analisado o papel dos polimorfismos nesse gene e sua relacdo com
doencas infecciosas (RYAN et al., 2010; SAINZ et al., 2012; SAKUNTABHAI et al.,
2005; SOILLEUX, 2003). Nessas doencas, um dos SNPs mais estudados € o -336
A>G (rs4804803), localizado na regido promotora do gene, essa variagao resulta em

uma alteragédo na regulagao transcricional do DC-SIGN, em que o alelo G gera uma
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expressdo diminuida do gene, enquanto o alelo A aumenta o grau de expressao,
mudancas que podem levar a diferentes niveis de funcionalidade do receptor e de
sintese de produtos do gene (SAKUNTABHAI et al., 2005).

Analisando a associagéo de polimorfismos em DC-SIGN, Barreiro et al. (2006),
sugere que o alelo A do -336 A>G (rs4804803) confere protecdo a tuberculose em um
estudo na Cidade do Cabo, Africa do Sul. Entretanto, Da Silva et al. (2014), afirmam
gue em individuos de Recife, o gendtipo AA desse SNP esta relacionado a
susceptibilidade a essa doenga. Por sua vez, Ryan et al. (2010) afirmam que em
pacientes de Dublin, Irlanda, o aumento da progressdo da doenca hepatica em
pacientes com hepatite C cronica esta associado ao alelo G decorrente do -336 A>G
(rs4804803).

2.5.2.5 VDR - Receptor de Vitamina D

O receptor de Vitamina D possui grande importancia no sistema imune devido
sua natureza imunomodulatoria, mediando as func¢des da vitamina D, que incluem o
estimulo da producdo de peptideos antimicrobianos, como as catelecidinas e as
defensinas e aumento da capacidade quimiotéatica e fagocitica de macréfagos, sabe-
se ainda, que a vitamina D inibe a secrecéo de citocinas do padrdo Thl, como IL-2,
IFN-y, e promovendo a producédo de citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-10 do padrdo Th2
(BAEKE et al., 2010; PRIETL et al., 2013).

O gene VDR, localizado no cromossomo 12q13.1, codifica esse receptor, cuja
funcionalidade por ser afetada por varios SNPs, dentre os quais, pode-se citar o
+64978 A>C (rs7975232), também conhecido como Apal devido a presenca ou
auséncia de locais de restricdo para a enzima de mesmo nome (POON et al., 2012;
WANG et al., 2016). Esse SNP esta localizado no intron 8 na regido 3’ nao traduzida
(3’-UTR) do gene e ocorre pela transi¢do do alelo A para o C, alteracdo descrita por
afetar a expressédo do VDR através da perda de locais de ligacdo para o fator de
transcricdo AML-1a na presenca do alelo C e gerar menores niveis de expressao do
RNAmM (ALAGARASU et al., 2012; POON et al., 2012).

Baur et al. (2012), encontraram associagfes entre 0 +64978 C > A (rs7975232)

e o desenvolvimento de quadros clinicos especificos da hepatite C, segundo os
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autores o genétipo CC esta associado a uma rapida progressao da fibrose hepética e
cirrose em pacientes da Suica. Ao contrario de Alagarasu et al. (2012), que
associaram o alelo C e o genétipo CC a uma reducédo do risco de pacientes de uma
regido da india desenvolverem dengue sintomatica que requer hospitalizag&o. Por sua
vez, Neela et al. (2015) afirmam que os gendtipos AA e AC aumentam a

susceptibilidade & hanseniase em uma populacéo indiana.

2.5.3 Associacao entre SNPs e a PCM

Dentre os SNPs avaliados em nosso trabalho, apenas o0 -308 G>A (rs1800629)
no gene TNF-a foi incluido em um estudo relacionado a PCM, como demonstrado por
Bozzi et al. (2006), que investigaram a relagéo entre polimorfismos em IL-10 (-1082
G>A) e TNF-a (-308 G>A) na doenca, por meio de uma analise por PCR alelo-
especifico (ASPCR) em amostras obtidas de granulécitos isolados do sangue de
individuos da regido de Belo Horizonte, os autores verificaram que, para o SNP em
IL-10, o gendtipo GG esta associado a um aumento no risco de desenvolver a PCM,
nao sendo encontrado porém, associacdes entre 0 -308 G>A no TNF- a e a doenca.

Em outro estudo, Bozzi et al. (2009), analisando a associacao entre SNPs em
IFN-y (+874 T>A) e IL-4 (-590 C>T), utilizando as mesmas técnicas do estudo anterior,
puderam afirmar que individuos que carregam o alelo C, para -590 C>T em IL-4,
possuem um maior risco de desenvolver a PCM, além de produzirem niveis mais altos
da citocina, no entanto, os autores ndo encontraram associacao significativa entre
+874 T>A em IFN-y. Por sua vez, em populacdes de Botucatu e Uberaba, Mendonca
et al. (2015b) ndo encontraram associacfes entre o0 -590 C>T em IL-4 e a PCM.

Carvalho et al. (2016), investigou a associacao entre polimorfismos em IFN-y
(+874 T>A), IL-128 (+1188 A>C) e IL-12RB1 (641 A>G) e a PCM em um grupo de
pacientes da cidade de S&o Paulo, e de acordo com os autores, para +874 T>A em
IFN-y e +1188 A>C em IL- 728 ndo houve associacdes significativas entre os SNPs e
a doenca, porém para 641 A>G em IL-72RB1, em individuos do sexo masculino o
gendtipo AA é mais prevalente em formas multifocais da doenca, enquanto o gendétipo
AG é frequente em formas unifocais, sugerindo uma relacdo entre esses genotipos e

as formas clinicas da PCM cronica.
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Por sua vez, Lozano et al. (2011) ndo encontraram nenhuma associagao entre
a PCM e os SNPs -318 C>T e +49 A>G no gene CTLA-4, o qual codifica a proteina
CTLA-4 expressa em células T ativadas.

Portanto, observa-se que variacdes alélicas e genotipicas em genes
associados ao sistema imune podem levar a alteracbes no nivel de expressao e na
estrutura de componentes do sistema imunolédgico e consequentemente na resposta
imune a um dado patdgeno. Dessa forma, a determinacdo da frequéncia de
polimorfismos pode fornecer informagdes sobre a susceptibilidade, resisténcia ou
mesmo a severidade a PCM, contribuindo para um melhor entendimento da resposta

imune do paciente e do desenvolvimento da doenca na populacao de estudo.
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3 OBJETIVOS

Nos itens abaixo estdo descritos o0s objetivos gerais e especificos deste
trabalho.

3.10BJETIVO GERAL

Determinar a frequéncia dos SNPs DC-SIGN (rs4804803), FcyRlla
(rs1801274), JAK1(rs11208534), TNF-a (rs1800629) e VDR (rs7975232) em
individuos afetados por paracoccidioidomicose oral e verificar a possivel associacéo

destas frequéncias com o padréao histologico dos granulomas.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

a) Genotipar e determinar a frequéncia de polimorfismos nos genes DC-SIGN,
FcyRlla, JAK1, TNF-a e VDR por discriminacdo alélica utilizando PCR em
tempo real em amostras de DNA obtidas a partir de tecidos parafinados de
individuos afetados por paracoccidioidomicose oral.

b) Classificar o padrao histologico de granulomas em lesdes orais de individuos
afetados por paracoccidioidomicose oral.

c) Investigar as relacdes entre os polimorfismos analisados e os padrdes
histolégicos dos granulomas de individuos afetados por paracoccidioidomicose
oral.



41

4 MATERIAIS E METODOS

Abaixo estédo descritas as metodologias utilizadas neste trabalho.

4.1 POPULACAO DE ESTUDO

A seguir sdo apresentadas informacBes sobre os grupos de individuos
analisados neste estudo.

4.1.1 Pacientes com PCM oral

Foi realizado um levantamento de todas as amostras de bidpsias de lesGes
orais, fixadas em formalina tamponada e conservados em blocos de parafina, e as
respectivas laminas histolégicas de pacientes com diagndstico clinico, sorologico e
histopatolégico para a PCM, presentes no arquivo do Laboratério de Patologia do
Departamento de Patologia e Parasitologia da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG).

Os blocos com as biopsias e suas respectivas laminas estdo datados de 1998
a 2015, caracterizando um estudo retrospectivo, e sdo provenientes de pacientes da
mesorregido sul e sudoeste de Minas Gerais. Dados referentes a idade, género e
diagndstico final foram obtidos dos prontuarios dos pacientes.

Foi incluido no estudo um total de 66 espécimes de lesbBes previamente
diagnosticadas clinicamente, histopatologicamente pela coloracdo de hematoxilina-
eosina (HE) e sorologicamente por imunodifusdo radial dupla.

Amostras que apresentaram omissdo de dados superior a 45%, devido a falta
de informacdes nos prontuarios ou falhas na genotipagem (conforme item 4.5) foram
excluidas das analises, assim como laminas histologicas coradas em HE com baixa
gualidade de cortes que ndo permitiam a classificagdo dos granulomas (de acordo

com o protocolo do item 4.6) .
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O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Humana da UNIFAL-
MG e possui parecer aprovado (CAAE n° 13074213.8.0000.5142) (ANEXO I).

4.1.2 Grupo controle

Foram selecionadas aleatoriamente 106 amostras de DNA de individuos de um
total de 350 amostras presentes no banco de DNA do Laboratério de Vacinas. Estas
amostras foram extraidas a partir de sangue total de individuos admitidos no
Laboratorio Central de Andlises Clinicas da UNIFAL-MG durante agosto de 2013 a
agosto de 2014.

Para obtencdo das amostras de sangue total foi coletado um volume de 5 mL
do sangue de individuos recebidos para exames de rotina, como dosagem de glicose,
colesterol e hormonios. Amostras de individuos com quadro febril e que realizaram
testes diagnoésticos para doencas infecciosas foram excluidos do grupo. Foram
obtidos ainda, dados demogréficos referentes a todos os individuos.

Amostras de soro referentes as amostras de DNA foram utilizadas em ensaios
de imunodifuséo radial dupla para deteccdo de anticorpos séricos anti-P.brasiliensis.
Apenas individuos com auséncia de anticorpos séricos anti-P.brasiliensis foram
incluidos no estudo.

As andlises foram aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da
UNIFAL-MG (Protocolo n® 13387313.0.0000.5142) (ANEXO 1I) e foi obtido um termo
de consentimento informado e assinado por todos os individuos incluidos no estudo

antes de iniciar a coleta das amostras (ANEXO ll1).

4.2 DESPARAFINIZACAO DAS AMOSTRAS

Cerca de 5 a 10 cortes de 5 um do tecido de cada bloco de parafina foram
coletados utilizando micrétomo limpo com etanol 70% e navalhas descartaveis, sendo
uma para cada bloco de parafina. O material foi transferido para um microtubo de 2

mL estéril e entdo submetido ao processo de desparafinizacdo e reidratacéo.
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Conforme descrito por Nascimento et al. (2003), o material foi submetido duas vezes
a um banho de 1 mL de xilol por 30 minutos a 65° C e em seguida centrifugado a
14000 rpm por 5 minutos, descartando-se o sobrenadante. Apds o processo de
desparafinizacéo, o xilol foi removido com um banho de 1 mL de etanol 100% e outro
de 1 mL de etanol 95%. Na etapa seguinte, o material foi reidratado com dois banhos

de etanol 70% e dois de agua deionizada.

4.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO A PARTIR DE TECIDOS PARAFINADOS

O DNA foi extraido conforme protocolo descrito por Pikor et al. (2011).
Primeiramente, ao tubo contendo material obtido dos cortes de parafina, foram
adicionados 419 pL de Tampéao de Lise (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM EDTA pH
8,0, 50 mM NacCl, 0.5% SDS) e 11 pL de proteinase K (20 mg/mL), seguido de
incubacéo a 55°C por cerca de 48 horas para a digestdo completa do tecido.

Terminado o tempo de incubacédo, foi adicionado ao tubo 430 pL de fenol
equilibrado (pH 8,0), seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm por 5 minutos e entéo o
sobrenadante contendo a fracdo aquosa foi transferido para outro tubo estéril e o
volume estimado. Ao novo tubo foi adicionado um volume igual de fenol:cloroférmio
(1:1), homogeneizado por 1 minuto e logo apos realizada uma centrifugacao a 14.000
rpm por 5 minutos. Novamente o sobrenadante contendo a fase aquosa foi transferido
para outro tubo, adicionado o equivalente a 1/10 do volume de acetato de sédio 3M
pH 5,2 e um volume de isopropanol absoluto igual ao do sobrenadante para
precipitacdo do DNA. O tubo entéo foi incubado em gelo por 30 minutos e, em seguida,
centrifugado a 14.000 rpm por 5 minutos, descartando-se o sobrenadante ao final.
Nesta etapa ocorreu a formacdo de um sedimento, o qual foi lavado com 600 pL de
etanol 70% gelado e novamente centrifugado a 14.000 rpm por 5 minutos. Logo apas,
o tubo foi deixado em repouso com a tampa aberta por 20 minutos para a secagem e
em seguida o sedimento foi ressuspendido utilizando 30 pL de agua deionizada. Ao
final, os tubos foram armazenados a -20°C até o momento do uso.

O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria através do aparelho

NanoDrop 2000/2000c (Thermo Scientific, EUA), em um comprimento de onda de 260
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nandmetros (nm), observando as razbes A260/280 e A260/230 para avaliar a pureza

do material.

4.4 EXTRACAO DO DNA GENOMICO DE AMOSTRAS SANGUINEAS DO GRUPO
CONTROLE

O DNA genbémico das amostras do grupo controle foi extraido do sangue total
(300 pL) utilizando o Kit Wizard® (PROMEGA, EUA), de acordo com as orientagdes
do fabricante. O DNA extraido foi quantificado no aparelho NanoDrop 2000/2000c
(Thermo Scientific, EUA), em um comprimento de onda de 260 nm, sendo verificadas
razdes A260/280 e A260/230 para avaliar a pureza da amostra.

4.5 GENOTIPAGEM POR PCR EM TEMPO REAL

O sistema de discriminacdo alélica por PCR em tempo real utiliza um par de
compostos fluorescentes (fluoréforos) ligados a extremidade 5° de cada sonda. Na
extremidade 3’, encontra-se um composto que bloqueia a emissdo de fluorescéncia
(quencher) e um composto denominado minor groove binder (MGB), que permite uma
discriminagcdo mais precisa dos alelos. Quando ha a clivagem das sondas que
hibridizam com a sequéncia complementar pela Taq polimerase, 0os compostos
(fluoréforo e quencher) se separam e a fluorescéncia é observada e captada para
posterior identificacdo dos gendtipos (Figura 6) (KWOK; CHEN, 2003). Portanto, se o
sinal da fluorescéncia for unico, indica homozigose, por outro lado, se houver a
emissdo da fluorescéncia dos dois fluoréforos, a heterozigose € detectada (KWOK;
CHEN, 2003).



45

Figura 7 - Discriminacéo alélica por PCR em tempo real utilizando sondas marcadas com os
Fluoréforos VIC®e FAM™,

Alelo 1 @ Legenda
i ” || |. I u |||||| | | . I n g @ ve
Complementar N&do complementar ® FAM™
@ Quencher
Alelo 2 $
O @ Taq
l |. Il |1 [ | || || | l | . L0000 Lt
Complementar Nao complementar

Fonte: Applied Biosystems (2008)

As amostras de DNA gendmico foram submetidas a ensaios para estudo de
polimorfismos nos genes DC-SIGN, FcyRlla, JAK1, VDR e TNF-a. A genotipagem das
amostras foi realizada utilizando o kit TagMan® Genotyping Master Mix (Thermo
Fischer, EUA) de acordo com as orientacbes do fabricante. Oligos e sondas
especificas para cada polimorfismo foram obtidas a partir de ensaios comercialmente
disponiveis (Thermo Fischer, EUA).

Cada ensaio inclui dois pares de primers (senso e antisenso) para
amplificacdo das regides alvo e duas sondas para a deteccdo dos alelos. As sondas
possuem um reporter fluorescente na extremidade 5’ (VIC® para o alelo 1 ou FAM™
para o alelo 2), um composto MGB e um quencher nédo fluorescente (NFQ).

As reacdes foram realizadas em microplacas de 48 pocos e cada uma delas
foi preparada em um volume final de 5,0 pL contendo: 2,5 uL do reagente TagMan®
Universal PCR Master Mix 2x, 0,12 pL do SNP Genotyping Assay Mix 40x (especifico
para cada polimorfismo), 1,38 yL de agua livre de DNAse e 1,0 uL de DNA (= 30 ng).
A reacdo foi realizada em termociclador StepOne Plus Real Time PCR System (Life
Applied Biosystems, EUA) nas seguintes condicbes de ciclagem: 60°C por 30
segundos e 95°C por 10 minutos, seguidos de 50 ciclos de 92°C por 15 segundos e
60°C por 1 minuto e 30 segundos, e entdo 60°C por 30 segundos. Os dados finais
foram analisados no programa StepOne Software v.2.3 (Applied Biosystems, EUA).

Para o controle de qualidade 10% das amostras foram selecionadas
aleatoriamente e regenotipadas para todos os SNPs, obtendo-se 100% de

concordancia entre ambas as analises.
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Informagbes sobre o0s polimorfismos nos genes analisados estédo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas dos polimorfismos nos genes DC-SIGN, FcyRlla, JAK1, VDR e TNF-a.

Gene

SNP Localizacéo

Posicéo

Cromossomo

Efeito

TNF-a

JAK1

FeyRlla

DC-SIGN

VDR

Regiéo

rs1800629
Promotora

rs11208534 intron 3

rs1801274 Exon 4

Regido

rs4804803
promotora

rs7975232 intron 8

-308 G>A

-301 A>G

-519 G>A

-336 A>G

+64978 A>C

19

Aumento da
expressao
(QIDWAI; KHAN,
2011)

Diminuicdo da
expressao
(CHEN et al.,
2012)

Variacao
estrutural
(BOURNAZOS et
al., 2009)

Diminuicdo da
expressao
(SAKUNTABHAI
et al., 2005)

Diminuicao da
capacidade
transcricional
(ALAGARASU et
al., 2012)

Fonte: Do autor (2017)

4.6 CLASSIFICACAO DO PADRAO HISTOLOGICO DOS GRANULOMAS

As laminas foram revisadas por um patologista oral experiente e conforme

descrito por De Abreu e Silva et al. (2013b), os casos foram divididos em dois grupos

de acordo com o padréo de organizacao do granuloma mais predominante nas lesdes

e classificados em: 1) granulomas frouxos: formados por microabscessos, necrose,

grande quantidade de exsudato inflamatério, edema e fungos dispersos no tecido, e
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2) granulomas densos: caracterizados por um intenso agregado de células epitelidides

e CGM organizadas centralmente e limitadas por linfocitos e fibroblastos periféricos.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

As frequéncias genotipicas e alélicas foram determinadas por contagem direta
e as associacdes entre 0s pacientes e o grupo controle foram avaliadas pelo teste qui-
guadrado, com a forca da associa¢ao dos genétipos com a PCM verificada pelo teste
Odds Ratio (OR), adotando um intervalo de confianga de 95% (IC 95%), o qual foi
obtido por regressao logistica ajustada para idade e género usando os modelos
codominante, dominante e recessivo e 0s genotipos mais frequentes no grupo controle
como referéncia. E para avaliar a associagéo dos alelos individualmente com a PCM,
foi utilizado o teste exato de Fisher em tabelas de contingéncia 2x2 e calculado o OR
com IC de 95% e o alelo mais frequente no grupo controle como referéncia.

Na investigacédo da relacdo entre os gendtipos e os tipos de granuloma foi
utilizado o teste x? em tabelas de contingéncia 3x2 ou o teste exato de Fisher para
tabelas de contingéncia 2x2 e em seguida o OR (IC de 95%) para analise do risco,
novamente foi utilizado como referéncia o gendtipo/alelo mais frequentes como
referéncia.

Possiveis desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram testados no
grupo controle através do teste x?. Em todos os testes foi adotado nivel de significancia
de 0,05 e utilizado os softwares Bioestat 5.3 (AYRES et al., 2007) e SPSS Statistics
23.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA).
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5 RESULTADOS

A seguir, sdo apresentados os resultados obtidos em cada andlise.

5.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

Foram obtidos 66 blocos de parafina de pacientes admitidos entre 1998 e 2015
contendo bidpsias de lesdes orais e seus respectivos prontuarios obtidos no
Laboratério de Patologia da UNIFAL-MG. Os dados demograficos dos pacientes e do
grupo controle estéo apresentados na tabela 2.

Os pacientes com PCM oral apresentaram uma média de idade de 48,7 anos,
com idade minima de 21 e maxima de 80 anos. Por sua vez, no grupo controle a media
de idade foi de 39,1 anos, com minima de 10 e a maxima de 74 anos.

O género masculino foi predominante no grupo de pacientes (81,82%) e no
grupo controle (77,36%) e em menor frequéncia o género feminino (18,18% e 22,64%,

respectivamente).

Tabela 2 - Dados demograficos de pacientes com lesdes orais na PCM e do grupo controle.
Idade (anos) Género

Grupos (n) Média (dp) | Minimo-maximo | Masculino (%) | Feminino (%) | p-valor

PCM oral
48,7 (11,0) 21-80 54 (81,82) 12 (18,18)
(n: 66)
0,565
Controle
39,1 (15,08) 10-74 82 (77,36) 24 (22,64)
(n: 106)

Fonte: Do autor (2017)
Nota: dp: desvio padrao

5.2 CARACTERIZACAO HISTOLOGICA DOS GRANULOMAS NAS LESOES
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Para a classificacdo dos granulomas, foram analisadas 62 laminas histologicas
dos pacientes com PCM oral. A andlise das lesdes revelou uma predominancia de
granulomas frouxos em 46 casos (74,19%) e lesbes com granuloma denso foi

observada em 16 casos (25,81%) (Figuras 7 e 8).

Figura 8 - Granuloma denso de arranjo organizado com a presenca de agregado de células epitelidides
CGM no interior (setas) (aumento de 100x)
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Figura 9 - Granuloma frouxo com a presenca de grande quantidade de CGM (setas) e células
_inflamatdrias dispersas no tecido (aumento de 100x)
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Fonte: Do autor (2017)

5.3 Frequéncia genotipica nos SNPs estudados

Na figura 9 € mostrado um resultado de genotipagem de amostras por
discriminagéo alélica em PCR em tempo real.

Para os polimorfismos analisados, as distribuicdes das frequéncias no grupo
controle se encontram em EHW (p-valor>0,05), exceto para o SNP -301 A>G
(rs11208534) no gene JAK1 (p-valor = 0,014).
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Figura 10 - Exemplo de genotipagem por discriminacgdo alélica analisada por PCR
em tempo real
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Fonte: Do autor (2017).

Na tabela 3, observa-se a distribuicdo das frequéncias genotipicas nos dois
grupos de individuos em cada SNP.

Para o SNP -336 A>G (rs4804803) no DC-SIGN houve uma maior frequéncia
do gendtipo homozigoto AA, tanto nos pacientes (64,00%), quanto no grupo controle
(67,31%), seguido do gendtipo GG (20,00%) e AG (16,00%) para individuos com PCM
oral e AG (25,96%) e GG (6,73%) para os controles. Verifica-se ainda, que houve
diferenca estatistica entre os dois grupos de individuos (p-valor = 0,032), com o
gendtipo GG associado a um aumento do risco de desenvolver a doenca com lesdes
orais (OR = 3,76, IC 95% 1,06 — 13,38 e OR = 4,04, IC 95% 1,16 — 14,13 no modelo

recessivo).
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Para o SNP -301 A>G (rs11208534) em JAK1, a maior frequéncia dos
genotipos foi observada em AA, 66,13% para pacientes com PCM oral e 68,27% para
controles, seguidos do genotipo AG, 30,65% e 24,04% e GG, 3,22% e 7,69%,
respectivamente. No entanto, para esse SNP, ndo houve diferenca estatistica na
frequéncia dos gendtipos entre os dois grupos (p-valor = 0,377).

No SNP -308 G>A (rs1800629) no gene TNF-a, o gendétipo mais frequente em
ambos os grupos foi o homozigoto GG, 87,72% para pacientes com PCM oral e
83,72% para o grupo controle, seguido do gendtipo AG, 10,53% e 13,95% e AA, 1,75%
e 2,33%, respectivamente. Nesse SNP ndo foram observadas diferencas estatisticas
na distribuicdo dos gendétipos entre os grupos (p-valor = 0,804).

Também ndo foram observadas diferencas estatisticas no -519 G>A
(rs1801274) no gene FcyRlla (p-valor = 0,747). Nesse SNP, o genotipo mais frequente
foi 0 GG e 0 AG, com frequéncias iguais para os pacientes com PCM oral (39,22%) e
AG para o grupo controle (45,10%), seguidos de AA (21,15%) nos pacientes e GG
(37,25%) e AA (17,65%) no controle respectivamente.

Por fim, observa-se que para +64978 A>C (rs7975232) no gene VDR, a maior
frequéncia no grupo de pacientes ocorreu para o genétipo homozigoto CC (61,11%),
seguido de AA (22,22%) e AC (16,67%). Por outro lado, no grupo controle a frequéncia
maior foi observada no genotipo AC (43,37%), acompanhado de AA (39,76%) e CC
(16,87%). Neste caso, houve diferenca estatistica entre os dois grupos de individuos
(p<0,001), com o gendtipo CC contribuindo para o aumento do risco de desenvolver
a PCM oral (OR = 5,94, IC 95% 2,07 — 17,05; OR = 2,71, IC 95% 1,07 — 6,86 no
modelo dominante e OR = 6,36 IC 95% 2,52 — 15,94 no modelo recessivo).
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Tabela 3 - Distribuicdo genotipica para os polimorfismos estudados em pacientes afetados PCM oral e
no grupo controle.

SNP Gen6tipo ;)C('r\]’; Cf;:t(:?)'e p-valor | OR (IC 95%)
AA 1,75 (1) 2,33 (2) 0,73 (0,04 — 12,32)
TNF-a AG 10,53 (6) 13,95 (12) 0,804 0,54 (0,16 —1,82)
(rs1800629) GG 87,72 (50) 83,72 (72) 1,00
Total 100,00 (57) 100,00 (86)
1GG vs. AA+AG 12,29 (7) 16,28 (14) 0,632 0,57 (0,18 — 1,76)
2GG+AG vs. AA 98,25 (56) 97,68 (84) NS 0,80 (0,05 — 13,43)
AA 66,13 (41) 68,27 (71) 1,00
JAK1 AG 30,65 (19) 24,04 (25) 0,377 1,51 (0,64 — 3,55)
(rs1120853) GG 3,22 (2) 7,69 (8) 0,69 (0,15 — 3,12)
Total 100,00 (62) 100,00 (104)
IAA vs. GG+AG 33,87 (21) 31,73 (33) 0,864 1,27 (0,57 — 2,77)
2AA+AG vs. GG 96,78 (60) 92,31 (96) 0,324 0,63 (0,14 —2,78)
AA 21,15 (11) 17,65 (18) 1,54 (0,50 — 4,70)
FcyRlla AG 39,22 (20) 45,10 (46) 0,747 0,93 (0,40 —2,17)
(rs1801274) GG 39,23 (20) 37,25 (38) 1,00
Total 100,00 (51) 100,00 (102)
IGG vs. AA+AG 60,78 (31) 62,75 (64) 0,861 1,07 (0,49 — 2,35)
2GG+AG vs. AA 78,84 (41) 82,35 (84) 0,665 1,60 (0,58 — 4,43)
AA 64,00 (32) 67,31 (70) 1,00
DC-SIGN AG 16,00 (8) 25,96 (27) 0,032 0,26 (0,28 — 2,04)
(rs4804803) GG 20,00 (10) 6,73 (7) 3,76 (1,06 — 13,38)
Total 100,00 (50) 100,00 (104)
IAA vs. GG+AG 36,00 (18) 32,69 (34) 0,718 1,33 (0,59 — 3,04)
2AA+AG vs. GG 80,00 (40) 93,27 (97) 0,025 4,04 (1,16 — 14,13)
AA 22,22 (12) 39,76 (33) 1,00
VDR AC 16,67 (9) 43,37 (36)  p<0,001 0,86 (0,27 — 2,74)
(rs7975232) ccC 61,11 (33) 16,87 (14) 5,94 (2,07 — 17,05)
Total 100,00 (54) 100,00 (83)
IAA vs. CC+AC 77,78 (42) 60,24 (50) 0,041 2,71 (1,07 — 6,86)
2AA+AC vs. CC 38,89 (21) 83,13(69) p<0,001 6,36 (2,52 — 15,94)

Fonte: Do autor (2017)

Nota: PCM: pacientes com PCM oral; n: numero de individuos; OR: odds ratio, 95% IC: Intervalo de
Confianca 95%. 'Modelo dominante; Modelo recessivo. Diferencas na quantidade de amostras
ocorreram devido a falhas na genotipagem. NS: nao significativo
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5.4 FREQUENCIA ALELICA NOS SNPS ESTUDADOS

Com o intuito de investigar o efeito dos alelos de cada SNP na PCM oral a
frequéncia alélica dos dois grupos de individuos foi analisada e apresentada na tabela
4,

Para o SNP -519 G>A no gene (rs1800629) no TNF-a, observa-se uma maior
frequéncia do alelo G, tanto no grupo de pacientes (92,98%) quanto no grupo controle
(90,70%), quando comparado ao alelo A (7,02% e 9,30%, respectivamente), para esse
SNP, no entanto, ndo houve diferencas estatisticas nas frequéncias dos alelos (p-
valor = 0,524). No SNP -308 G>A (rs1801274) no FcyRlla, o alelo G também foi o
mais frequente nos pacientes (58,82%) e no controle (59,80%), seguido do alelo A,
41,18% e 42,20%, respectivamente. Para esse SNP, também n&o foi possivel verificar
significancia estatistica na distribui¢cdo das frequéncias dos alelos (p-valor = 0,902).

Para o SNP -301 A>G (rs11208534) no gene JAK1, ocorreu uma
predominéancia do alelo A nos pacientes (81,45%) e no grupo controle (80,29%)
seguido do G em ambos os grupos (18,55% e 19,71%, respectivamente), nao
ocorrendo diferenca estatistica entre as distribuicdes (p-valor = 0,886). De forma
semelhante, o alelo A no -336 A>G (rs4804803) no DC-SIGN foi 0 mais frequente nos
pacientes (72,00%) e no controle (80,29%), seguido do alelo G (28,00% e 19,71%,
respectivamente), ndo sendo observada diferencas estatisticas entre as frequéncias
(p-valor = 0,110).

No SNP +64978 A>C (rs7975232) no gene VDR, observou-se uma maior
frequéncia do alelo C no grupo de pacientes (69,44%), seguido do alelo A (30,56%),
por sua vez, no grupo controle o alelo predominante foi o A (61,45%) e, com menor
frequéncia, o alelo C (38,55%). Para esse SNP houve diferencas significativas entre
a distribuicdo alélica dos dois grupos de individuos (p-valor<0,001), estando o alelo C
associado a um aumento do risco de se desenvolver a PCM oral (OR = 3,62, IC 95%
2,16 — 6,06).
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Tabela 4 - Distribuicao alélica para os polimorfismos estudados em pacientes portadores com lesdes

orais na PCM e no grupo controle.
PCM Controle
SNP Alelo % (n) % (n) p-valor OR (IC 95%)
TNF-a A 7,02 (8) 9,30 (16) 0.524 0,74 (0,30 — 1,78)
(rs1800629) G 92,98 (106) 90,70 (156) ! 1,00
JAK1 A 81,45 (101) 80,29 (167) 0.886 1,00
(rs1120853) G 18,55 (23) 19,71 (41) ! 0,93 (0,53 - 1,64)
FcyRlla A 41,18 (42) 40,20 (82) 0.902 1,04 (0,64 — 1,69)
(rs1801274) G 58,82 (60) 59,80 (122) ! 1,00
DC-SIGN A 72,00 (72) 80,29 (167) 0.110 1,00
(rs4804803) G 28,00 (28) 19,71 (41) ' 1,58 (0,91 — 2,75)
VDR A 30,56 (33) 61,45 (102) p<0,001 1,00
(rs7975232) C 69,44 (75) 38,55 (64) ' 3,62 (2,16 — 6,06)

Fonte: Do autor (2017).
Nota: PCM: pacientes com PCM oral; n: nimero de individuos; OR: odds ratio, 95% IC: Intervalo de
Confianca 95%

5.5 ASSOCIACAO ENTRE OS SNPS ANALISADOS E A CLASSIFICACAO DOS
GRANULOMAS

Nos itens a seguir, sdo dispostos os dados obtidos a partir das analises dos

SNPs e do os granulomas presentes nas lesdes orais de pacientes com PCM oral.

5.5.1 Frequéncia genotipica

Para investigar o efeito dos SNPs no nivel de organizacdo dos granulomas
presentes nas lesdes da PCM oral, o padrdo de organizacdo da reacédo granulomatosa
foi classificado em dois tipos de granulomas (denso e frouxo) e entdo distribuidos de
acordo com os genotipos em cada SNP e apresentados na tabela 5.

No SNP -519 G>A (rs1800629) no gene TNF-a foi observada uma
predominancia dos granulomas denso (86,67%) e frouxo (89,75%) no gendtipo GG, e
em seguida no gendtipo AG, 13,33% e 7,69% e AA, 0,00% e 2,56%, respectivamente,
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porém nao houve significAncia estatistica nas distribuicées, ndo sendo possivel
associar o SNP ao tipo de organizagéo do granuloma nas lesdes (p = 0,783).

Para 0 -301 A>G (rs11208534) no gene JAK1 os granulomas denso e frouxo
apresentam uma maior frequéncia no gendtipo AA (62,50% e 64,29%,
respectivamente). Nos genétipos AG e GG a frequéncia dos granulomas foi menor:
31,25% e 6,25% para granulomas densos, e 33,33% e 2,38% para granulomas
frouxos, respectivamente. Nesse SNP, ndo ocorreu diferencas estatisticas entre os
dois tipos de organizacao (p = 0,779). Foi observada também uma predominancia dos
dois tipos de granuloma no gendtipo AA para o SNP -336 A>G (rs4804803) no DC-
SIGN: 61,54% de granulomas densos e 69,70% de granulomas frouxos, distribui¢cdes
seguidas nos gendtipos GG, 15,38% e 21,21%, e AG, 23,08% e 9,09%,
respectivamente. Para esse SNP, também ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre ambas as classificagdes (p-valor = 0,418).

No -519 G>A (rs1801274) no gene FcyRlla o granuloma denso foi mais
frequente no gendtipo GG (50,00%), seguido do gendtipo AA (33,33%) e AG (16,67%),
por sua vez, o granuloma frouxo foi mais frequente no genoétipo AG (47,22%) e em
seguida no genodtipo GG (33,34%) e AA (19,44%), no entanto, ndo ocorreram
diferencas significativas na distribuicdo dos dois tipos de organizacdo nos genotipos
(p-valor = 0,187).

No +64978 A>C (rs7975232) no gene VDR os granulomas densos e frouxos
foram predominantes no genétipo CC (57,14% e 60,53%, respectivamente), seguido
do gendtipo AA (28,57%) e AC (14,29%) para os granulomas densos e AC (18,42%)
e AA (21,05%) para os granulomas frouxos, ndo ocorrendo, porém, diferencas

estatisticas nas frequéncias entre os dois tipos de organizacgéo (p-valor = 0,704).
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Tabela 5: Frequéncias genotipicas dos SNPs analisados de acordo os tipos de granuloma.

Tipo de granuloma

- Denso Frouxo
SNP Genotipo % (n) % (n) p-valor OR (IC 95%)
AA 0,00 (0) 2,56 (1) 0,00
TNF-a AG 13,33 (2) 7,69 (3) 0,783 1,35 (0,22 - 8,25)
(rs1800629) GG 86,67 (13) 89,75 (35) 1,00
Total 100,00 (15) 100,00 (39)
AA 62,50 (10) 64,29 (27) 1,00
JAK1 AG 31,25 (5) 33,33 (14) 0,779 0,91 (0,26 — 3,13)
(rs1120853) GG 6,25 (1) 2,38 (1) 2,54 (0,15 — 44,37)
Total 100,00 (16) 100,00 (42)
AA 33,33 (4) 19,44 (7) 1,24 (0,26 — 5,91)
FcyRlla AG 16,67 (2) 47,22 (17) 0,187 0,26 (0,04 —1,48)
(rs1801274) GG 50,00 (6) 33,34 (12) 1,00
Total 100,00 (12) 100,00 (36)
AA 61,54 (8) 69,70 (23) 1,00
DC-SIGN AG 23,08 (3) 9,09 (3) 0,418 2,88 (0,48 — 17,24)
(rs4804803) GG 15,38 (2) 21,21 (7) 0,86 (0,15 — 5,00)
Total 100,00 (12) 100,00 (33)
AA 28,57 (4) 21,05 (8) 1,5 (0,35-6,35)
VDR AC 14,29 (2) 18,42 (7) 0,704 0,67 (0,12 — 3,76)
(rs7975232) CC 57,14 (8) 60,53 (23) 1,00
Total 100,00 (14) 100,00 (38)

Fonte: Do autor (2017)
Nota: n: numero de individuos; OR: odds ratio, 95% IC: Intervalo de Confianca 95%
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5.5.2 Frequéncia alélica

Para verificar o efeito de cada alelo sobre o tipo de granuloma, a frequéncia
alélica de cada SNP foi determinada e apresentada na tabela 6. E possivel observar
no SNP -308 G>A no gene TNF-a (rs1800629) uma maior frequéncia do alelo G em
ambos os tipos de granuloma, 93,33% para o denso e 93,59% para o frouxo, seguido
do alelo A, 6,67% e 6,41%, respectivamente. Nao ocorrendo diferengas significativas
entre a distribui¢cdo dos alelos entre os dois granulomas (p-valor = 0,983).

Para -301 A>G no JAK1 (rs11208534), a maior frequéncia foi observada no
alelo A, 78,13% para o granuloma denso e 80,95% para o frouxo, seguido do alelo G,
21,87% e 19,05%, respectivamente. Para esse SNP, ndo houve diferencas
estatisticas entre as distribui¢cdes (p-valor = 0,796).

No SNP -519 G>A do FcyRlla (rs1801274), observa-se uma maior frequéncia
do alelo G nos dois tipos de organizacao, 58,33% para o denso e 56,94% para o frouxo
e em seguida o alelo A, 41,67% e 43,06%, respectivamente. As distribuicdes das
frequéncias nesse SNP ndo apresentaram diferencas estatisticas (p-valor = NS).

Observa-se no SNP -336 A>G no DC-SIGN (rs4804803), uma predominancia
do alelo A, 73,08% nos granulomas densos e 74,24% nos granulomas frouxos,
seguido do alelo G, 26,92% e 25,76%, respectivamente. Nesse SNP, também néo
foram observadas diferencas estatisticas entre os dois grupos (p-valor = NS).

Por fim, no SNP +64978 A>C no VDR (rs7975232), ocorreu uma maior
frequéncia do alelo C, 64,29% no granuloma denso e 69,74% no granuloma frouxo,
seguido do alelo A, 35,71% e 30,26%, respectivamente, ndo sendo observadas
diferencas significativas entre as frequéncias nos grupos de granulomas (p-valor =
0,639).
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Tabela 6 - Frequéncias alélicas dos SNPs analisados de acordo os tipos de granuloma.

Tipo de granuloma

Denso %

Frouxo %

SNP Alelo -valor OR (IC 95%
(n) (n) P (IC 95%)
TNF-a A 6,67 (2) 6,41 (5) 0983 1,04 (0,19 - 5,69)
(rs1800629) G 93,33 (28) 93,59 (73) ’ 1,00
JAK1 A 78,13 (25) 80,95 (68) 0.796 1,00
(rs1120853) G 21,87 (7) 19,05 (16) ' 1,19 (0,44 - 3,23)
FcyRlla A 41,67 (10) 43,06 (31) NS 0,94 (0,37 —2,41)
(rs1801274) G 58,33 (14) 56,94 (41) 1,00
DC-SIGN A 73,08 (19) 74,24 (49) NS 1,00
(rs4804803) G 26,92 (7) 25,76 (17) 1,06 (0,38 — 2,97)
VDR A 35,71 (10) 30,26 (23) 0639 1,28 (0,51 - 3,20)
(rs7975232) C 64,29 (18) 69,74 (53) ! 1,00

Fonte: Do autor (2017).
Nota: n: numero de individuos; OR: odds ratio, 95% IC: Intervalo de Confianca 95%; NS = Nao

significativo
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6 DISCUSSAO

As caracteristicas da resposta imune e os diferentes niveis de susceptibilidade
a PCM sao determinadas por inimeros aspectos relacionados tanto ao fungo e ao
ambiente quanto a fatores inerentes ao hospedeiro como a integridade imunoldgica
do individuo e determinantes genéticos (BOCCA et al., 2013; BOZZI et al., 2006,
2009).

Dessa forma, este trabalho foi desenvolvido com o propdsito de investigar os
SNPs -308 G>A no gene TNF-a (rs1800629), -336 A>G no DC-SIGN (rs4804803), -
519 G>A no FcyRlla (rs1801274), -301 A>G no JAK1 (rs11208534) e +64978 A>C no
VDR (rs7975232), envolvidos em diferentes vias da resposta imune, e sua associagéo
com a susceptibilidade e os tipos de organizacdo dos granulomas presentes nas
lesdes orais de pacientes com PCM oral.

De acordo com nossos conhecimentos, até o presente momento este é o
primeiro trabalho a analisar os polimorfismos -336 A>G no DC-SIGN (rs4804803), -
519 G>A no FcyRlla (rs1801274), -301 A>G no JAK1 (rs11208534) e +64978 A>C no
VDR (rs7975232) em pacientes com PCM.

Em nosso trabalho, houve um desvio do EHW na frequéncia genotipica do
grupo controle no SNP -301 A>G (rs11208534) no gene JAK1l. Em estudos de
associacao genética em populacdes, violacdes no EHW frequentemente ocorrem
devido a fatores como estratificacdo populacional, migracdo, selecdo e mutacdes
ocorridas no gene, gerando dessa forma diferencas entre as frequéncias esperadas e
observadas (RODRIGUEZ; GAUNT; DAY, 2009). Portanto, uma hipétese para a
violacdo no EHW é que tenha ocorrido uma alteracédo das distribuicBes genotipicas,
gerada pela influéncia de um alelo especifico desse gene, introduzido por meio dos
fatores citados acima.

Em nossas analises pudemos verificar que o SNP -336 A>G no gene DC-SIGN
(rs4804803) estd associado a susceptibilidade na PCM oral, sendo o gendtipo GG
responsavel por um aumento de aproximadamente quatro vezes o risco de
desenvolver a doenca.

Os aspectos funcionais desse SNP foram analisados por Sakuntabhai et al.
(2005). Segundo os autores polimorfismos na regido promotora do gene afetam os

pontos de ligacdo do fator de transcricdo Spl diminuindo sua capacidade
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transcricional, e dessa forma a presenca do alelo variante G pode diminuir o nivel de
expressdo do gene, ocasionando uma menor capacidade de ligagao do receptor ao
antigeno. Dados confirmados por Barreiro et al. (2006) em uma populacdo da Africa
do Sul e Naderi et al. (2014) em individuos do Ir&, os quais verificaram um aumento
do risco de desenvolver tuberculose e tuberculose pulmonar, respectivamente,
associado aos genétipos AG e GG, sugerindo que o reconhecimento do patdégeno é
prejudicado na doenca. Por sua vez, Kobayashi et al. (2011) na Indonésia e Zheng et
al. (2011) em uma populacdo da China ndo encontraram nenhuma associagéo entre
0 SNP e a infeccéo nas populacdes estudadas.

O receptor DC-SIGN possui um papel importante na funcéo das DCs, as quais
tiveram sua acdo na infeccdo pelo P. brasiliensis demonstrada por Dos Santos,
Ferreira e Almeida (2011). Segundo os autores, as DCs presentes em lesdes da pele
e mucosa oral de pacientes com PCM atuam de forma eficaz na apresentacao de
antigenos do P. brasiliensis, exercendo um papel importante na resposta imune
protetora na doenca. Sabe-se ainda que uma grande quantidade de DCs expressando
citocinas, que modulam a resposta contra o patdogeno, estdo presentes ao redor dos
granulomas presentes nas lesbes da PCM (FORTES et al., 2011). De acordo com
Pagliari e Sotto (2003), DCs presentes em granulomas densos expressam niveis mais
altos de IFN- y, ao passo que em granulomas frouxos € observado uma maior
guantidade de células expressando IL-5 e IL-10, indicando uma resposta ineficiente
contra o fungo nesse tipo de organizacao.

E avaliando a importancia desse receptor no reconhecimento do fungo, Peres
da Silva et al. (2015), observaram que carboidratos de vesiculas extracelulares, que
contribuem para a viruléncia do P. brasiliensis e P. lutzii, sdo reconhecidos por
receptores DC-SIGN, demonstrando seu papel na interagéo inicial com o patégeno.

Dessa forma, baseado em nossos resultados, alteracdes na funcionalidade do
receptor decorrentes de variacdes genéticas podem prejudicar a ligacdo entre a
imunidade inata e adquirida mediada pelas DCs e contribuir para uma menor eficiéncia
da atividade do receptor no reconhecimento inicial do fungo e consequentemente levar
a um aumento no risco de se desenvolver a PCM, juntamente com lesGes orais
secundarias.

Para verificar o papel do SNP -336 A>G (rs4804803) na organizacao da reagao
granulomatosa na PCM oral, investigamos sua relagdo com os tipos de granuloma

presente nas lesbes, porém ndo encontramos associacao entre esse polimorfismo e
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as diferentes classificacdes. Por sua vez, em Dublin, Irlanda, Ryan et al. (2010)
analisando histologicamente amostras de bidpsia do figado de pacientes com hepatite
C, verificaram que o alelo G esté associado a niveis mais altos de fibrose, sugerindo
uma maior progressdo da doenca hepética. Dessa forma, segundo os autores, foi
possivel associar as variagcdes nesse SNP com a severidade da doenca.

Portanto, embora ndo tenhamos encontrado nenhuma relacdo entre o -336
A>G (rs4804803) e os padrdes de organizagdo granulomatosa, em nosso estudo,
esse SNP foi associado a susceptibilidade na doenca, indicando que individualmente
a expressédo diminuida desse receptor exerce uma influéncia no reconhecimento do
fungo, porém ndo na formacdo e na definicdo do tipo de granuloma na resposta
inflamatdria, a qual pode ser mediada por varios outros tipos celulares e moléculas.

Outro SNP avaliado em nosso trabalho foi 0 +64978 A>C (rs7975232) no gene
VDR. Comparando-se as frequéncias dos genotipos entre os pacientes e os individuos
controle, observamos diferencas significativas entre as distribuicdes, destacando-se
uma maior frequéncia do genotipo CC nos individuos com PCM oral, sendo observado
um aumento do risco de desenvolver a PCM oral de aproximadamente seis vezes
nesse gendtipo em homozigose ou cerca de trés vezes em individuos que carregam
o alelo C.

De acordo com Alagarasu et al. (2012), nesse SNP a presenca do alelo variante
C é responsavel por prejudicar a ligacdo do fator de transcricdo AML-1a, além de gerar
menores niveis de expressdao do RNAm, afetando também a expressao do gene, 0
gue prejudicaria a atividade do receptor. Ainda segundo os autores, o alelo C foi
observado em menor frequéncia em pacientes com dengue, quando comparado a
individuos saudaveis no oeste da india, sugerindo que a sinalizacéo defeituosa do
VDR favorece a expressao de receptores responsaveis pela entrada do patégeno e o
aumento da producdo de citocinas envolvidas na resposta contra o virus, devido a
acao ineficiente da vitamina D. E segundo Heine et al. (2013), foi observada uma
frequéncia aumentada do alelo C em individuos com dermatite atépica, quando
comparados a individuos saudaveis de uma regido da Alemanha, indicando que
variacfes na expressao do VDR podem prejudicar a imunidade da pele e promover
infeccBes bacterianas prolongadas que desencadeiam a doenca. Por outro lado, na
China, Saadi et al. (2009) e na Coldémbia Rodriguez et al. (2016) ndo encontraram
associacoes entre +64978 A>C (rs7975232) no gene VDR e a asma e a infec¢éo por

Trypanosoma cruzi, respectivamente.
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Sabe-se que a vitamina D, apés a ligacdo ao VDR, estimula a producdo de
peptideos antimicrobianos por células epiteliais e PMN durante infec¢des bacterianas,
fungicas e virais (FORTES et al., 2011; YAMSHCHIKOQV et al., 2009). Dessa forma,
com o objetivo de verificar a presenca da vitamina D e de catelecidinas em células
inflamatdrias presentes em lesbes orais ocasionados pelo P. brasiliensis, Mendonc¢a
et al. (2015a), utilizando uma reacdo de imuno-histoquimica com anticorpos anti-VDR
e anti-catelecidina, observaram marcacdes fracas para o receptor em células gigantes
multinucleadas CGM e no citoplasma de macrofagos, observando ainda, que nas
amostras com maior quantidade de fungos houve um maior nimero de células
inflamatdrias marcadas e a marcacao para a catelecidina, apresentou-se intensa em
macrofagos. Portanto, foi possivel verificar o envolvimento da vitamina D, seu receptor
e da catelecidina na resposta imunologica a PCM oral.

Segundo Doss et al. (2010), a catelecidina LL-37 e as defensinas humanas
possuem efeitos antimicrobianos e estariam envolvidas na resposta imune no trato
respiratério e na mucosa da cavidade oral, atuando na imunidade a diversos
patdgenos, incluindo fungos. Os autores afirmam que, nesses sitios, alguns tipos de
defensinas sdo produzidas principalmente por células epiteliais, e por sua vez, as
catelecidinas séo produzidas por neutrofilos recrutados na mucosa, afirmando ainda
gue a vitamina D desempenha um papel importante na regulacdo da expressao
desses peptideos.

Além da inducédo da producdo de peptideos, alguns autores relatam que a
vitamina D pode estimular o desenvolvimento de células NKT e Treg e inibir o
desenvolvimento de células Thl e Thl7, o que poderia aumentar a susceptibilidade a
infeccBes por microrganismos que dependem deste perfil de resposta ou levar a
respostas inflamatorias exacerbadas na sua auséncia (BAEKE et al., 2010; JEFFERY
et al., 2009; PARISE-FORTES et al., 2000; PRIETL et al., 2013). Algumas doencas
granulomatosas estdo associadas a desordens no metabolismo da vitamina D,
embora a formacéo do granuloma seja dependente de um padrao de resposta Thl
(YANG; CHANG; TSAI, 2000). E frequentemente a resolucdo dessas doencas sao
acompanhadas de uma normalizacdo nos niveis de vitamina D (CONRON; YOUNG;
BEYNON, 2000)

Desse modo, com a alteracdo da expressdo do gene VDR gerada pelo
+64978 A>C (rs7975232), funcgdes da vitamina D como o controle de processos

inflamatorios pelas células Treg e o estimulo da produgdo de catelecidinas e
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defensinas por células do trato respiratorio e da mucosa oral, podem ser prejudicadas,
por uma eventual deficiéncia na ligacdo do hormonio ao receptor, contribuindo para o
desenvolvimento de processos inflamatérios exacerbados e um aumento inicial da
disseminacéo fungica na PCM oral.

Porém, em nosso estudo o +64978 A>C (rs7975232) néo foi associado ao tipo
de granuloma, ao contrario de Baur et al. (2012), que observaram aspectos
histoldgicos indicativos de uma progressao mais rapida da fibrose hepatica na hepatite
C na presenca do alelo C, em pacientes da Suica. E em uma populacédo da India,
Suneetha et al. (2006), também verificaram uma maior frequéncia desse alelo em
individuos com um maior grau de inflamacdo e fibrose hepatica na hepatite B.
Portanto, embora o VDR tenha um papel importante na resposta inflamatoria,
incluindo nos granulomas, as alteracdes nesse gene nao séo suficientes para definir
o tipo de organizagao granulomatosa em individuos com PCM na populacgdo analisada
em nosso estudo.

Para os SNPs -301 A>G (rs11208534) no gene JAK1, -519 G>A no FcyRlla e
-308 G>A (rs1800629) no TNF-a, ndo encontramos nenhuma relacdo com a
susceptibilidade & PCM e tampouco ao tipo de granuloma das lesdes.

Poucos trabalhos foram publicados sobre o SNP -301 A>G (rs11208534) no
gene JAK1. Na Bahia, Silva et al., (2010) encontraram correlacdo desse SNP com o
desenvolvimento de sintomas caracteristicos da dengue hemorragica, como febre
alta, hemorragia, falhas circulatérias e baixa contagem de plaquetas. Os autores
analisaram 728 SNPs em 56 genes relacionados as vias de modulacdo de IFNSs,
verificando que -301 A>G (rs11208534) poderia estar envolvido na resposta celular
ao virus.

Por sua vez, o SNP , -519 G>A no gene FcyRlla foi associado a varios tipos de
doencas. Wang et al. (2006), observaram que os genétipos AA e AG nesse SNP estéo
associados a um risco aumentado no desenvolvimento de linfoma ndo Hodgkin, em
populacdes de Los Angeles, Detroit e Seattle, EUA. Por outro lado, Sinha et al. (2008),
afirma que o gendtipo AA esta significativamente associado a resisténcia a malaria,
sobretudo em areas no endémicas da india. E Sato et al. (2001), encontraram uma
menor frequéncia do genotipo AA em individuos com lupus eritematoso sistémico no
Japéao.

Dados semelhantes aos apresentados em nosso trabalho foram publicados por
Bozzi et al. (2006), os quais avaliaram a presenca do SNP -308 G>A (rs1800629) no
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TNF-a, em pacientes com PCM da regido de Belo Horizonte. Os autores né&o
encontraram nenhuma relagdo entre o polimorfismo e alteragbes nos niveis de
producédo de TNF-a e o risco de desenvolver a doenca. Em outros estudos porém, o
alelo A foi associado ao 0 aumento do risco de desenvolvimento de asma nao alérgica,
em uma populagdo mexicana (WU et al., 2007), sepse e morte em pacientes com
trauma fisico, na Alemanha (MENGES et al., 2008) e a ndo persisténcia de sintomas
da dengue em pacientes do Espirito Santo (DETTOGNI et al., 2015).

As divergéncias entre nossos resultados e os obtidos nos estudos desses trés
SNPs podem ter ocorrido, principalmente, devido aos diferentes backgrounds
genéticos e a heterogeneidade entre as populacdes de estudo, além de tamanhos
amostrais distintos e possiveis relagcdes com outros SNPs funcionais.

Desse modo, nossos dados demonstram que nas amaostras analisadas o0s
SNPs -301 A>G (rs11208534) no gene JAK1, -519 G>A no FcyRlla e -308 G>A
(rs1800629) no TNF-a, ndo estdo associados a susceptibilidade da PCM oral e as
diferentes classificagdes dos granulomas, sendo necessarios estudos adicionais para
comprovar o efeito desses SNPs na PCM e em caracteristicas histologicas das lesoes.

Por outro lado, o gendtipo CC, ou individuos que carregam o alelo C, no SNP
+64978 A>C (rs7975232) do gene VDR, e o genotipo GG no -336 A>G (rs4804803)
do gene DC-SIGN, foram associados a um aumento do risco para o desenvolvimento
da PCM oral, embora ndo para a definicdo do tipo de organizacdo histolégica dos
granulomas. Portanto, nossos dados indicam que as variacoes derivadas dos SNPs
VDR (rs7975232) e DC-SIGN (rs4804803) estdo relacionadas a susceptibilidade da
PCM oral no grupo de pacientes analisados. Ainda sendo necessarios estudos futuros

para confirmar o efeito desses SNPs na doenca e na populacdo estudada.
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7 CONCLUSAO

Na populacdo estudada, os genotipos homozigotos GG e CC para os SNPs
DC-SIGN (rs4804803) e VDR (rs7975232), respectivamente, estdo associados a
susceptiblidade da PCM oral. Para o SNP VDR (rs7975232), a presenca do alelo C foi
associada ao aumento da susceptibilidade da doenca. Por outro lado, os SNPs JAK1
(rs11208534), FcyRlla (rs1801274) e TNF-a (rs1800629) nédo foram associados a
PCM oral e ndo foram encontradas relacdes entre os SNPs analisados e o tipo de

granuloma presente nas lesdes.
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Risco: Minimos inerente a qualquer coleta de sangue. A coleta sera feita por profissionais especializados em
condigcdes de biosegurancga.

Beneficios: Os resultados de testes sorolégicos e moleculares poderéo ser

apresentados aos pacientes, quando poderao ter conhecimento do seu histérico de infec¢ao e resposta
imune aos quatro tipo de dengue virus, bem como da existéncia de polimorfismos genéticos que
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Continuacao do Parecer: 292.311

podem
aumentar a predisposi¢cdo de quadros mais severos de dengue.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Projeto muito bem estruturado, inclusive com financiamento ja aprovado por agéncia de fomento (CNPq).

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
TCLE completo, em duas vias, com enderecgo/telefone do CEP e pesquisador responsavel.
Folha de Rosto adequado.

Recomendacoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:
Nenhuma pendéncia.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracgoes Finais a critério do CEP:
O CEP acata o parecer do relator.

ALFENAS, 04 de Junho de 2013

Assinador por:
Maria Betania Tinti de Andrade

(Coordenador)
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ANEXO C - Modelo do termo de consentimento assinado por individuos do grupo

controle

"Q el -

a0 Al UFS)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) a participar como voluntario (a) no projeto de pesquisa “Investigagdo de
fatores sorologicos e genéticos relacionados com a predisposigdo ao desenvolvimento das formas
graves da Dengue em Minas Gerais®. Os avancos na drea de confrole de doencas como a dengue
ocomem atraves de estudos como este, por isso a sua participacdo @ importante. O objetivo do estudo &
investigar se existe associacdo entre a variagdo encontrada nas manifestagies clinicas da dengue com as
variaches (mutacbes) que podem existir no virus da dengue e em entre os individuos (pacientes). Desta
forma, esta pesquisa podera auxiliar no controle da dengue e, futuramente, no tratamento dos pacientes.

Caso vocé aceite participar desta pesquisa, sera necessaria a coleta de uma amostra de sangue, feita por
equipe devidamente especializada. A sua amostra de sangue sera levada ao laboratorio e ufilizada para o
presente estudo gue pesquisara anticorpos contra os quatro tipos de virus da dengue. Também investigara
alguns genes gue possam estar envolvidos com o desenvolvimento da doenca.

Sua participacio ndo & obrigatoria. Cabe a vocé decidir se deseja pariicipar ou ndo da pesquisa. Nao ha
riscos para sua sadde, e o Unico desconforto € a picada da agulha. Para paricipar deste estudo, vocé ndo
tera nenhum custo, & nem recebera qualquer ajuda financeira. Vocé serd esclarecido (a) sobre o estudo em
qualguer aspecto que desejar e estarad livre para participar ou recusar-se a paricipar. Podera retirar seu
consentimento ou interromper a paricipacio a qualgquer momento. Sua participacdo é voluntdria e a recusa
em participar ndo acametard gualguer penalidade ou modificacBo na forma em gue & atendido (a) pelo
pesquisador. O pesquisador ira fratar a sua identidade com padres profissionais de sigilo. Vocé ndo sera
identificado em nenhuma publicacio que possa resultar deste estudo. Apesar disse, vocé tem assegurado o
direitoc a ressarcimento ou indenizacio no caso de quaisquer dancs eventualmente produzidos pela
pesquisa.

Os resultados da pesquisa estar8o a sua disposicio quando finalizada. Seu nome ou o material gue indigue
sua participac8o ndo serdo liberados sem a sua permissdo. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa
ficardo arguivados com o pesquisador responsdvel por um periodo de 5 (cinco} anos, e apds esse tempo
serdo destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia
5era arquivada pelo pesquisador responsavel, & a outra serd fomecida a vocé.

Eu, . portador (@) do documento de
|dentidade , fui informado (a) dos objetivos do presente estudo, de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas dividas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e
modificar minha decisfo de pariicipar se assim o desejar. Declaro que concordo em participar desse estudo.
Recebi uma copia deste termo de consentimento livre & esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e
esclarecer as minhas dividas.

de de 20

Assinatura do (a) participante Assinatura do (a) pesquisador [a)

Em caso de ddvidas sobre 05 aspectos éticos deste estudo, vocé poderd consultar:
CEP- Conimé oE ETica EM PESaUISa — UNIFAL-MG: Rus GABRIEL MONTEIRD DA SiLva, 700, PREDIO
O - zaLs 409-B, TEL, (35) 3299-1318. 15:00-17:00, DIARIAMENTE, NOS DIAS LETIVOS
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