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RESUMO

A meningite bacteriana (MB) é uma doença infecto-contagiosa que apresenta 

altas taxas de mortalidade e morbidade, constituindo-se assim um grave problema 

de saúde pública. É caracterizada por uma intensa inflamação granulocítica que leva 

a  injúria  neuronal  e  consequentemente  surgimento  de  sequelas  neurológicas.  A 

resposta  inflamatória  determina  tanto  a  susceptibilidade  à  MB  como  sua 

consequência clínica. Essa resposta depende não só do tipo e da intensidade do 

estímulo, mas também de fatores genéticos do hospedeiro, tais como polimorfismos 

localizados em regiões codificantes ou regulatórias de genes importantes durante a 

infecção,  dentre  os  mais  frequentes  os  polimorfismos  de  um  único  nucleotídeo 

(SNPs). O objetivo desse estudo foi investigar a associação entre os polimorfismos 

em  TNF -308G/A,  TNF -857C/T,  IL-8 -251A/T,  AADAT+401C/T,  que  codificam 

proteínas importantes durante a resposta inflamatória e APEX1 Asn148Glu,  OGG1 

Ser326Cys e PARP-1 Val762Ala, que codificam enzimas de reparo de DNA, com a 

ocorrência da MB. O estudo foi realizado com um grupo de 54 pacientes, admitidos 

no Hospital  Giselda Trigueiro, Natal-RN, Brasil,  o qual é referência para doenças 

infecciosas no estado, e um grupo controle formado por 110 voluntários saudáveis. 

Todos os indivíduos incluídos no estudo autorizaram o uso do material  biológico 

para  a  pesquisa  através  de  termo  de  consentimento.  Os  genótipos  foram 

investigados por PIRA-PCR ou PCR-RFLP. As frequências alélicas e genotípicas 

também foram associados com os níveis de cito/quimiocinas, medidas pelo método 

xMAP,  e  com  os  níveis  de  imunoglobulinas.  Não  encontramos  diferenças 

significativas  na distribuição individual  entre  pacientes e controles saudáveis  das 

variantes  TNF  -857C/T  e  IL8  -251A/T,  no  entanto,  foi  observada  uma  maior 

frequência do alelo polimórfico TNF-308A (P= 0,0145, OR= 0,34) no grupo controle, 

sugerindo um possível papel protetor contra a doença. Os portadores do  SNP em 

TNF -308G/A também apresentaram aumento nos níveis de TNF-α (P=0,0515) e IL-

6 (P=0,0135) no grupo MB e para MCP-1 (P=0,0381) e TNF-α (P=0,0547 borderline) 

no grupo controle. Além disso, a análise de combinação entre os genes estudados 

mostrou associação significativa para  as combinações entre  APEX1148Glu/_ com 

OGG1 326Cys/_ e com PARP-1 762Ala/_ (P= 0,0007, OR=5,35), e IL-8 -251T/ com 

APEX1148Glu/_  (P= 0,0003, OR= 2,90) que foram mais frequentes em pacientes 

viii



com MB, os quais afetaram os níveis de cito/quimiocinas e celularidade em amostras 

de LCR de pacientes com MB. Esse trabalho foi realizado com a contribuição de 

uma  equipe  multidisciplinar  que  envolveu  diversos  profissionais  das  ciências 

biológicas e da saúde, como biólogos, farmacêuticos e médicos.  Os nossos dados 

indicam que a avaliação extensiva da variabilidade genética pode contribuir  para 

uma  melhor  compreensão  da  susceptibilidade  à  MB  como  também  para  outras 

doenças infecciosas que ativam os mesmos mecanismos de resposta imune.

Palavras chaves: Meningite Bacteriana, Polimofismos-SNPs, APEX1.
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1- INTRODUÇÃO

A  Meningite  Bacteriana  (MB)  é  uma  doença  infecto-contagiosa  que  causa 

inflamação nas membranas leptomeníngeas e no espaço subaracnóideo.  É uma 

doença que acomete as populações de diferentes partes do mundo e corresponde a 

uma das dez principais causas de infecções relacionadas à morte (Sellner  et al, 

2010;  Fauci,  2001).  Conhecida  desde a  antiguidade  nos  escritos  de  Hipócrates, 

somente  no  início  do  século  XIX  foi  possível  compreender  o  quadro  clínico-

patológico dessa doença (Quagliarello  et al, 1993) e a primeira grande epidemia 

registrada ocorreu em 1805 na cidade de Genebra (Vieusseux et al, 1806). Em 1906 

chegou ao Brasil com os imigrantes espanhóis e portugueses, mas a maior epidemia 

da história do país aconteceu na década de 70 no estado de São Paulo, com focos 

também no Rio de Janeiro e Salvador (Moraes e Barata, 2005).

A antibioticoterapia e o advento das vacinas contribuíram para a redução da 

mortalidade e do número de casos de MB, muito embora a ocorrência de sequelas 

neurológicas  permanentes  em  muitos  dos  sobreviventes  ainda  seja  frequente 

(Chávez-Bueno  et  al,  2005;  Bottomley  et  al,  2012).  Apesar  do  avanço  do 

conhecimento sobre  componentes  bacterianos,  bem como o desenvolvimento  de 

vacinas  e  de  antibióticos  mais  potentes,  esta  enfermidade  continua  sendo 

preocupante  devido  ao  elevado  número  de  etiologias  não  especificadas  e 

principalmente a suas altas taxas de morbidade e mortalidade, permanecendo assim 

como um grave problema de saúde pública no Brasil e no mundo (Escosteguy et al, 

2004).

À  medida  que  a  fisiopatologia  das  meningites  vem  se  tornando  melhor 

conhecida,  evidências  de  que  uma  série  complexa  e  integrada  de  eventos 

envolvendo citocinas, quimiocinas, enzimas proteolíticas e agentes oxidantes podem 

ser  responsáveis  pela  ocorrência  da  doença e  disfunção  cerebral  (Koedel  et  al, 

2002a; Emonts et al, 2003). Desde então, buscam-se modalidades terapêuticas com 

objetivo de direcionar a resposta inflamatória. Essa resposta depende não só do tipo 

e  da  intensidade  do  estímulo,  mas também de  fatores  genéticos  do  hospedeiro 

(Sanders et al, 2011).

Em artigos recentes publicados pelo nosso grupo, descrevemos a associação 

entre a MB e os polimorfismos genéticos em AADAT +401C/T (Souza et al, 2011), 
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que codifica uma enzima importante na cascata de degradação do triptofano durante 

processos  inflamatórios  (Zádori  et  al, 2009),  e  em  APEX1  Asn148Glu,  OGG1 

Ser326Cys e PARP1 Val762Ala (Silva et al, 2011) que codificam enzimas de reparo 

de DNA envolvidas na via de excisão de bases (BER) (Hegde  et al, 2012). Neste 

estudo, nós estendemos a análise incluindo os SNPs TNF -308G/A, TNF -857C/T e 

IL8 -251A/T que codificam importantes moduladores inflamatórios ativados durante a 

resposta imune inicial contra os patógenos causadores de MB (Sanders et al, 2011; 

Brouwer et al, 2009).

Portanto, frente a essas constatações, nosso estudo tenta apresentar dados 

de  associação  genética  relativa  à  MB,  que  integra  rotas  importantes  que  são 

ativadas  durante  a  fisiopatologia  da  doença.  Levando-nos  a  analisar  os 

polimorfismos genéticos TNF -308G/A, TNF -857C/T, IL-8 -251A/T, AADAT+401C/T, 

APEX1 Asn148Glu, OGG1 Ser326Cys e PARP-1 Val762Ala e suas interações gene-

gene.
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2 REVISÃO DA LITERATURA

2.1 Meningite Bacteriana

2.1.1 Etioepidemiologia

A  meningite  bacteriana  é  uma  doença  infecto-contagiosa  que  causa 

inflamação  nas  meninges  e  afeta  principalmente  as  membranas  pia-máter, 

aracnóide e o espaço subaracnóideo que envolvem o encéfalo e a medula espinhal. 

Apesar dos significantes avanços das terapias antimicrobianas ao longo dos últimos 

anos,  a  MB é considerada um sério  problema de saúde pública,  devido  a suas 

elevadas taxas de mortalidade, com cerca de 50% dos sobreviventes apresentando 

sequelas neurológicas em longo prazo (Weisfelt et al, 2006; Mace, 2008).

Qualquer bactéria pode induzir meningite em um indivíduo susceptível,  mas 

um  pequeno  número  de  espécies  como  Haemophillus  influeaze  tipo  b  (Hib), 

Escherichia coli, Listeria manocytogens, Streptococcus pneumoniae (pneumococo) e 

Neisseria meningitidis (meningococo), são responsáveis pela maioria dos casos de 

meningite aguda em recém-nascidos e crianças (Kim, 2010; Mace, 2008). Após o 

período neonatal, os agentes bacterianos mais comuns se restringem apenas a Hib, 

pneumococo e meningococo, muito embora após a inclusão da vacinação de rotina 

anti-Hib no esquema básico de imunização para todas as crianças menores de cinco 

anos de idade, houve um decréscimo significativo da incidência de MB causada por 

esse agente (Koedel et al, 2002a; Swarts et al, 2004).

H. influeaze  é um cocobacilo gram-negativo que se apresenta sob a forma 

capsular, com seis tipos antigênicos distintos (a-f), ou não capsulares (Pfeiffer, 1892; 

Pittman,  1931;  Aubrey  et  al,  2003).  As  cepas  do  tipo  b  podem  causar  graves 

infecções invasivas como meningite, septicemia, epiglotite, bem como, artrite séptica 

e pneumonia. As cepas não encapsuladas causam otite média, sinusite, conjuntivite 

e  infecções  agudas  do  trato  respiratório  (Aubrey  et  al,  2003).  As  meningites 

promovidas pelo  Hib são pouco frequentes em indivíduos maiores de seis anos. 

Apresenta caráter endêmico, e epidemias não são comuns, no entanto, pequenos 

surtos  são  relatados  principalmente  em  creches  ou  em  locais  de  aglomeração 

humana (WHO 2011). A primeira vacina anti-Hib foi produzida no início dos anos 70 

utilizando um polissacarídeo capsular purificado da cepa, no entanto, esta vacina só 

foi eficaz em crianças com idade superior a 2 anos, dificultando sua ampla utilização. 
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Quatro  diferentes  vacinas  conjugadas  contra  Hib  mais  imunogênicas  foram 

desenvolvidas apenas no final de 1980 (Resegue et al, 1994; Kelly et al, 2004). No 

Brasil,  a vacina anti-Hib foi  introduzida no calendário rotineiro de imunização em 

1999,  e  no  ano  seguinte  a  taxa  de  incidência  de  meningite  causada  por  esse 

patógeno foi dramaticamente reduzida em 67% (Perecin e Bertolozzi, 2010).

S. pneumoniae é uma bactéria gram-positiva, alfa-hemolítico, capsulada, com 

mais  de  90  sorotipos  capsulares  de  importância  epidemiológica  mundial  na 

distribuição das doenças invasivas como meningite, pneumonia, sepse e artrite ou 

não invasivas como sinusite, otite média aguda e conjuntivite (Mook-Kanamori et al, 

2011; WHO, 2007). A meningite bacteriana causada por esse patógeno ainda é um 

grave problema de saúde pública devido proporcionar altas taxas de mortalidade e 

morbidade,  resultando  em  uma  estimativa  de  826.000  mortes  a  cada  ano  em 

crianças de um mês a cinco anos de idade (O’Brien et al, 2009). Seu fator chave de 

virulência é a pneumolisina que induz reações pró-inflamatórias (Hirst et al, 2004) e 

a  colonização  na  nasofaringe  é  facilitada  pela  produção  de  uma  protease  de 

imunoglobulina  A  (IgA)  pela  bactéria  (Reinholdt  e  Kilian,  1997).  Este  patógeno 

assumiu posição de destaque, não só devido ao declínio na incidência de Hib como 

também, devido ao aparecimento crescente de cepas resistentes à maior parte dos 

agentes antimicrobianos (Sessegolo et al, 1994). As vacinas pneumocócicas são de 

difícil  desenvolvimento  devido  à  limitada  imunogenicidade  e  diversidade  do 

polissacarídeo  capsular  do  patógeno.  Antes  do  ano  2000,  a  única  vacina 

pneumocócica  disponível  comercialmente  era  uma  23-valente,  com  uma  grave 

desvantagem  relativa  a  curta  duração  e  a  memória  imunológica  não  ser  bem 

estabelecida. Com o advento das vacinas conjugadas de polissacarídeo capsular e 

proteínas  transportadoras  do  pneumococo,  a  resposta  imune  mudou  de  T 

independente para T dependente, que produz títulos elevados de imunoglobulinas 

de  avidez  elevada e  uma forte  resposta  de  memória,  resultando em uma maior 

proteção,  muito  embora  a  duração  da  proteção  ainda  não  seja  totalmente 

estabelecida (Eskola, 2000; Fitzwater et al, 2012). Desde março de 2010 o Ministério 

da Saúde, por meio do Programa Nacional de Imunizações, incluiu no calendário 

básico  de  vacinação  infantil  a  vacina  pneumocócica  10-valente  (conjugada),  em 

praticamente todo o território nacional (Ministério da Saúde, 2010). No estado do Rio 
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Grande do Norte a vacina 10-valente não foi incluída no calendário de vacinação 

(comunicação pessoal com a Secretaria de Saúde do RN).

A  N.  meningitidis  é  um diplococo  gram-negativo  com múltiplos  sorogrupos 

causadores de doença invasiva, é o causador de aproximadamente um quarto de 

todas as meningites bacterianas que acometem crianças e adolescentes (Stephens 

et  al,  2007).  Mesmo  em  países  com  assistência  médica  adequada,  a  MB  por 

meningococo  é  uma  doença  de  evolução  rápida  e  com  taxas  de  mortalidade 

independente  dos  fatores  econômicos  e  sociais  do  indivíduo  (Castiñeiras  et  al,  

2007). É também o principal causador da maioria das epidemias de grande porte em 

várias  partes  do  mundo  e,  em  particular,  na  África  subsaariana  “Cinturão  da 

meningite”  (Greenwood,  2006).  Por  ser  um  patógeno  frequentemente  comensal 

isolado na nasofaringe presente em 35% ou mais de indivíduos saudáveis, pode ser 

transmitido de uma pessoa para outra através de secreções respiratórias (gotículas 

de salivas, espirros, tosse) (Bogaert et al, 2001). Além de estruturas da superfície da 

cápsula da bactéria, o seu mais importante fator de virulência é o lipopolissacarídeo 

(LPS) meningocócico (Emonts et al, 2003). Possui 13 sorogrupos imunologicamente 

ativos  baseados  em  diferentes  estruturas  de  polissacarídeos  de  superfície,  mas 

apenas os sorogrupos A, B , C, W-135, X e Y são os responsáveis pela maioria dos 

casos de doença meningocócica relatados no mundo. As vacinas de polissacarídeo 

contra  a  N.  meningitidis  existem  desde  a  década  de  80,  no  entanto  por  serem 

sorotipo–específica, as proteções induzidas são limitadas para algumas linhagens 

prevalentes que ocorrem durante as epidemias (Stephens  et al, 2007). As vacinas 

não-conjugadas,  apenas  com  polissacarídeos  de  superfície,  apresentam  baixa 

eficácia principalmente em crianças menores de dois anos, uma vez que não geram 

resposta  imune  apropriada  nessa  idade  em  função  da  ausência  de  resposta 

adequada a antígenos T independentes e mesmo nos pacientes acima de dois anos 

de idade, a proteção não é capaz de induzir memória imunológica (Danzig, 2004; 

Bricks, 2002; Ramsay et al,  2000). No esquema de rotina de imunização do Brasil, 

as  vacinas antimeningocócicas  estão  disponíveis  apenas em situações de surto, 

epidemias ou para indivíduos que tenham outras doenças que impliquem em um 

maior risco de doença meningocócica (Sáfadi et al, 2006).
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A MB tem uma distribuição mundial importante e é dependente de diferentes 

fatores,  como  o  agente  infeccioso,  a  existência  de  aglomerados  populacionais, 

características  socioeconômicas  dos  grupos  populacionais  e  do  meio  ambiente 

(clima). Embora seja uma doença de notificação obrigatória em muitos países, como 

o Brasil, a taxa de incidência exata não é bem determinada, estima-se, anualmente, 

a  ocorrência mundial  de 4-6 casos por 100.000 habitantes e pode ser 10 vezes 

maior em países em desenvolvimento (Figura 1) (van de Beek, 2006; Greenwood, 

2006).

Figura  1:  Estimativa  do  número  de  casos  de  MB  no  mundo  por  100.000 

habitantes (adaptado de WHO, 2002).

No  Brasil  entre  o  período  de  2007-2011  dos  31.682  casos  de  MB 

diagnosticados,  quase  15  mil  casos  não  tiveram  seus  agentes  etiológicos 

confirmados segundo o SINAN/SVS/MS (Sistema Nacional de Agravos Notificáveis 

da Secretaria  de Vigilância  em Saúde,  do Ministério  da Saúde)  (Figura 2),  essa 

elevada proporção pode refletir  problemas, como o processo de assistência e/ou 

seleção dos casos relacionados ao perfil do hospital, tornando-se objeto de vários 
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estudos (Escosteguy et al, 2004). O coeficiente médio de incidência da MB segundo 

o agente neste mesmo período mostra que a  N. meningitidis foi o principal agente 

etiológico (Figura 3).

Figura  2:  Distribuição  das  Meningites  Bacterianas  (MB)  e  Meningites 

Bacterianas não Especificadas (MBNE) por ano no Brasil (SINAN/SVS/MS).

Figura  3:  Coeficiente  de  incidência  de  meningites  bacterianas  segundo  o 

agente por ano no Brasil por 100000 habitantes. DM: Doença Meningocócica; MP: 
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Meningite por Pneumococo; MTBC: Meningite Tuberculósica; MH: Meningite por Hib 

(SINAN/SVS/MS).

Em  levantamento  realizado  por  nosso  grupo,  entre  janeiro  de  2005  a 

dezembro de 2008, 168 casos de MB foram notificados no Hospital Giselda Trigueiro 

(HGT), hospital  de referência para doenças infecto-contagiosas do estado do Rio 

Grande do Norte, entre os quais 96 (57,1%) amostras não foram identificados de 

acordo com agente etiológico, 41 (24,4%) foram causadas por  S. pneumoniae, 18 

(10,7%)  por  N.  meningitidis,  4  (2,4%)  por  Hib  e  9  (5,4%)  por  outras  bactérias, 

Staphylococcus  aureus (dois  casos),  Salmonella  (dois  casos),  o  Streptococcus 

viridans (dois casos), Klebsiella (dois casos) e Proteus mirabilis (um caso) (Silva et 

al, 2010). 

Quanto ao impacto do agente etiológico sobre a gravidade da doença, mesmo 

após a introdução da terapia antibacteriana os índices de morbidade e mortalidade 

ainda permanecem altos em casos de meningite causada por pneumococo (Figura 

4) (Swartz, 2004).
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Figura  4:  Taxa  de  mortalidade  da  MB  associado  ao  advento  da 

antibioticoterapia (modificado de Swartz et al, 2004).

2.1.2 Fisiopatologia

As principais características da fisiopatologia da MB são a intensa inflamação 

no espaço subaracnóideo e ventricular e consequente dano neuronal gerado, que 

afeta principalmente o córtex e o hipocampo. A resposta inflamatória determina tanto 

a  susceptibilidade  à  MB  como  sua  consequência  clínica.  De  forma  geral,  a 

fisiopatologia da MB pode ser dividida em três etapas principais da progressão da 

doença:  colonização  e  invasão  do  sistema  nervoso  central  (SNC),  multiplicação 

bacteriana e inflamação no SNC, e desenvolvimento do dano cerebral (Figura 5) 

(Grandgirard et al, 2010).
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Figura 5:  Mecanismos fisiopatológicos envolvidos na progressão da doença 

durante a MB (modificado de Grandgirard et al, 2010).

A MB no recém-nascido geralmente está relacionada à infecção adquirida dos 

patógenos  da  mãe  ou  o  ambiente  pós-natal.  Após  esse  período,  a  doença  é 

determinada pelos patógenos mais comuns (Hib,  pneumococo e meningococo) e 

têm início, em geral, com a colonização da mucosa da nasofaringe (Sáez-Llorens et 

al,  1990;  Emonts  et  al,  2003;  Koedel  et  al,  2010).  Eventualmente,  pode  ser 

consequência da invasão bacteriana a partir de um foco de infecção contínuo ao 

SNC, por exemplo, mastoidite, sinusite, e principalmente otite média recorrente em 

crianças (García-Rodríguez et al, 2002; Lindberg et al, 1994).

A resposta  imune do hospedeiro  tem papel  essencial  na  defesa contra  os 

agentes infecciosos, constituindo-se na principal barreira contra o desenvolvimento 

das doenças infecciosas.  Toda resposta imune inicia-se pelo  reconhecimento  do 

patógeno  e  em seguida  pela  ativação  de  uma reação  dirigida  a  este  elemento, 

podendo ser dividida em inata e adaptativa. A resposta inata é nossa primeira linha 

de  defesa  contra  microrganismos  invasores,  compõem-se  de  barreiras  físico-

químicas, presentes na epiderme e epitélios, além de células, como os fagócitos e 

natural killer, e proteínas que modulam a inflamação, como o sistema complemento 

e citocinas. Não é uma reposta específica e reage da mesma maneira para uma 

variedade de agentes infecciosos (Abbas et al, 2006). A resposta adquirida protege 

contra re-exposição ao mesmo patógeno, é específica, pois reage somente contra o 

antígeno que induziu a resposta, em contrapartida, é uma resposta mais demorada. 

É classificada em dois tipos: imunidade humoral, mediada pelos anticorpos, também 

conhecidos  como  imunoglobulinas,  secretados  pelos  linfócitos  B, as  quais 

processam  o  antígeno,  ou  imunidade  celular,  mediada  pelos  linfócitos  T  que 

destroem o antígeno ou imunógeno,  e quando sensibilizados, adquirem memória 

imunológica (Abbas  et al, 2006; Zheng  et al, 2010). A resposta imune adquirida é 

diferente entre adultos e crianças uma vez que, a ativação das células B para a 

produção  de  imunoglobulinas  é  dependente  de  uma  primeira  exposição  a  um 

antígeno, e o processo de mudança de classe de imunoglobulinas (do inglês, classe 

switch-recombination –CSR) é induzido em células B durante a sua diferenciação e 
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maturação  (Weksler  et  al,  1985;  Kurosaki  et  al, 2010).  A  produção  da memória 

imunológica é dependente de um segundo estímulo, fazendo com que a produção 

natural de certos anticorpos para antígenos específicos demore muitos anos para 

acontecer,  caracterizando  assim os  baixos  níveis  de  IgG e  IgA  encontrados  em 

crianças (Yachie et al, 1995; Frasca et al, 2009).

A resposta imunológica contra os patógenos funciona de uma forma que haja 

a interação entre todas as vias ativadas com funções que se sobrepõem para conter 

ou  controlar  a  infecção.  Assim,  a  resposta  imune  adequada  é  a  garantia  de 

resistência do organismo às infecções (Abbas et al, 2006).

A  resposta  contra  MB  inicia-se  com  a  colonização  da  mucosa  do  trato 

respiratório e aderência de microrganismos que normalmente são comensais nesta 

região, como é o caso do meningococo e pneumococo (Tunkel  et al,  2004).  Em 

raras  ocasiões,  as  bactérias  invadem  a  corrente  sanguínea  após  vencerem  a 

primeira barreira do hospedeiro, representada pela atividade do epitélio ciliar, pela 

liberação de algumas citocinas estimuladas pelo reconhecimento de proteínas de 

superfície do patógeno e pela presença local de IgA secretória (Bogaert et al, 2004; 

Carbonnelle  et  al,  2009;  Lindberg  et  al,  1994).  Apesar  do  reconhecimento  dos 

diversos microrganismos acontecer por diferentes receptores, as etapas da infecção 

e  estimulação  imune  são  semelhantes  (Sanders  et  al,  2011).  Os  componentes 

bacterianos reconhecidos podem ser citotóxicos, funcionar como quimioatrativos ou 

induzir  a  resposta  imune  pela  interação  com  células  imunocompetentes  do 

hospedeiro (Emonts et al, 2003; Hirst et al, 2004; Bauer et al, 2001). Após a invasão 

da corrente sanguínea, e durante a proliferação bacteriana no espaço intravascular, 

as células imunes na tentativa de destruir o microrganismo estimulam a ativação do 

sistema  complemento  e  produção  de  mediadores  pró-inflamatórios,  entre  eles 

prostaglandinas,  cito/quimiocinas  e  metaloproteinases  de  matriz  (MMPs),  que 

promovem  um  aumento  da  permeabilidade  da  barreira  hemato-encefálica  (BHE) 

(Nathan e Scheld, 2000; Sellner  et al, 2010). Os anticorpos presentes no sangue 

também têm função importante de defesa do hospedeiro, no entanto, como essa 

resposta depende de uma primeira  exposição ao antígeno,  não é  adequada em 

crianças, uma vez que geralmente elas não possuem memória imunológica para os 
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componentes bacterianos, contribuindo assim, para a maior incidência de MB nesse 

grupo etário (Danzig, 2004; Eskola, 2000).

Alguns patógenos conseguem superar tais mecanismos de defesa e romper a 

BHE  migrando  até  o  espaço  subaracnóideo,  este  último  efeito  também  leva  a 

migração  de  células  polimorfonucleadas  (PMNs)  na  tentativa  de  eliminar  as 

bactérias.  Com  a  instalação  da  infecção  no  SNC,  a  forte  resposta  imune 

desencadeada  pelos  patógenos  pode  levar  ao  dano  neural  e  subsequente 

desenvolvimento de sequelas, que por muitas vezes são irreversíveis, constituindo o 

maior problema relacionado à MB (Kim, 2008). A figura 6 resume a fisiopatologia da 

MB por pneumococo e meningococo.
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Figura 6: Representação esquemática das etapas da fisiopatologia da MB por 

pneumococo e meningocoo (Adaptado de Sanders et al, 2011).

Os  principais  patógenos  que  infectam  o  hospedeiro  são  reconhecidos 

inicialmente por receptores de reconhecimento padrão (do inglês, pattern-recognition 

receptors- PRR) presentes nas células imunes, responsáveis por interagir com os 

padrões  moleculares  associados  aos  patógenos  (do  inglês,  pathogen-associated 

molecular patterns- PAMP). Várias classes de PRR como os receptores Toll-Like 

(TLR),  proteínas  altamente  conservadas,  desempenham  papel  importante  na 

resposta imune inata pela detecção dos microrganismos e estimulação da resposta 

imunológica contra esses agentes patogênicos, bem como possibilitar a adaptação 
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do sistema imune (Akira et al, 2004a). Os diferentes agentes infecciosos envolvidos 

no  desenvolvimento  da  MB  usam  conjuntos  distintos  de  TLR,  mas  que  se 

sobrepõem  para  desencadear  a  resposta  inflamatória  (Mogensen  et  al,  2006; 

Sjölinder  et al, 2008; Koedel, 2009). Quando algum PAMP e reconhecido por um 

receptor  TLR especifico,  a  proteína  adaptadora  MyD88 é  recrutada  promovendo 

assim o início de uma cascata de sinalização que resulta na translocação do fator de 

transcrição nuclear (NF-κB) ao núcleo para induzir a expressão de genes envolvidos 

na defesa do hospedeiro (Akira  et al, 2004b; Fitzgerald  et al,  2001). Existem duas 

vias descritas para a ativação de NF-κB: clássica (via canônica) que está associada 

à expressão de genes relacionados à inflamação, controle da apoptose, progressão 

do ciclo celular e crescimento celular, e a via alternativa (via não-canônica) que é 

ativada por  membros da  família  do  fator  de  necrose tumoral,  como BAFF (fator 

ativador de células B), e pelo ligante CD40 e está associada à expressão de genes 

que  atuam  no  desenvolvimento  e  manutenção  de  órgãos  linfóides  secundários 

(Israel, 2010; Xiao, 2004; Alcamo et al, 2002).

Essa etapa de reconhecimento imune leva a ativação tanto das células PMNs 

quanto  das células  cerebrais  (astrócitos,  microglia  e  macrófagos residentes)  que 

promovem uma resposta inflamatória inicial pela produção de citocinas como fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α), IL-1β, e IL-6 (Leib  et al, 2004). Em resposta ao 

estímulo  inflamatório,  ocorre  à  indução  da  produção  de  quimiocinas  como  a 

CXCL8/IL-8 que possui como papel principal a ativação e o recrutamento das células 

PMNs para o sítio da inflamação. Essas células migram da corrente sanguínea ao 

tecido  infectado,  onde  fagocitam e  inativam  o  patógeno  (Sherwood  et  al,  2000; 

Sellener  et al, 2010). Durante a MB, esses moduladores acumulam-se no SNC e 

atuam em conjunto na promoção da resposta inflamatória (Kim, 2004).

A eliminação das bactérias pela fagocitose é executada através da explosão 

respiratória, também conhecido com burst oxidativo. Ocorre uma redução abrupta de 

oxigênio a formas que são menos reduzidas e mais reativas que a água, também 

conhecidas como espécies reativas de oxigênio (ERO) e a indução de altos níveis 

de espécies reativas de nitrogênio (ERN). Essa explosão respiratória gera produtos 

como superóxido, oxigênio singlete, ozônio entre outros, levando a peroxidação de 

lipídios da membrana celular, danos mitocondriais, nitração de tirosina, ativação de 
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MMPs e alterações na atividade dos canais de K+ (Nathan et al, 2006; Kastenbauer 

et al, 2002). Além disso, as moléculas oxidantes geradas podem promover a quebra 

da cadeia de DNA e subsequente ativação da Poli-ADP-ribose polimerase-1 (PARP-

1)  iniciando  um ciclo  intracelular  de  consumo de  energia  que pode induzir  uma 

severa  depleção  energética e  consequente  necrose,  especialmente  em  células 

endoteliais do sistema vascular cerebral (Koedel et al, 2002b).

A geração das ERO pode ser tanto benéfica à célula, desempenhado funções 

de sinalização, como também pode ser prejudicial pela modificação de biomoléculas 

em que sua acumulação está relacionada a inúmeras patologias como  Alzheimer, 

Parkinson,  Huntington  entre  outras  (Evans  et  al,  2004).  As  moléculas  oxidantes 

geradas  durante  a  inflamação  são  os  principais  agentes  microbicidas  contra  os 

patógenos, porém o estresse oxidativo gerado está relacionado ao dano cerebral 

pela indução dos processos de necrose e apoptose nas células neuronais durante a 

MB  (Scheld,  2002).  Em geral,  o  tipo  de  dano  ao  DNA mais  comum durante  a 

inflamação  é  a  formação  de  bases  nitrogenadas  oxidadas,  as  quais  são 

principalmente corrigidas por enzimas da via de reparo por excisão de bases (BER) 

(Klein et al, 2006, Hegde et al, 2012).

Condições inflamatórias também estão relacionadas com a metabolização do 

Triptofano (TRP) e com a produção de metabólitos essenciais relacionados com a 

ativação da resposta imune (Guillemin et al, 2003; McGaha et al, 2012). Nos últimos 

anos, grande parte das pesquisas é centrada na Rota da Quinurenina (RQ), a qual 

constitui  a  principal  rota  de  degradação  do  TRP  na  maioria  das  células  de 

mamíferos,  e  também  é  ativada  em  estudos  experimentais  de  meningite 

pneumocócica, levando ao acúmulo de metabólitos da RQ no hipocampo (Stone et 

al, 2001; Bellac  et al, 2006). O metabolismo do TRP por essa via é mediado pela 

enzima indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), que está distribuída em diversos tecidos, 

a qual é induzida por moduladores inflamatórios como IFN-ϒ, IFN-α, IL-1β, TNF-α e 

por produtos bacterianos como o LPS (King et al, 2007; Mándi et al, 2011; Fujigaki 

et al, 2001). Acredita-se que a ação direta dos metabólitos da degradação do TRP 

em determinados tipos celulares promove um mecanismo alternativo pelo qual a IDO 

atuaria  no  sistema  imune,  uma  vez  que  durante  a  resposta  infecciosa,  altas 

concentrações de tais metabólitos estão presentes nos locais da inflamação (Moffett 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=parkson%20doen%C3%A7a&source=web&cd=1&ved=0CDAQFjAA&url=http%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FDoen%25C3%25A7a_de_Parkinson&ei=2Hh_UOe0Hs--0QGO1YHgDQ&usg=AFQjCNEuuGfiulwaZhC3aW0MjCfCnb9i2A
http://www.doencadealzheimer.com.br/
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e  Namboodiri  et  al,  2003).  Como  produto  final  da  RQ,  há  a  síntese  do  ácido 

nicotínico  (niacina),  precursor  da  nicotinamida  adenina  dinucleotídeo  (NAD+)  um 

importante  cofator  enzimático  que  também  está  envolvido  com  a  indução  da 

resposta imune (Moffett  e  Namboodiri et al, 2003; Grahnert  et al, 2011). Além da 

indução da resposta inflamatória, alguns metabólitos neurotóxicos são gerados pela 

RQ e podem levar ao desenvolvimento dos danos neuronais durante a MB (Bellac et 

al, 2006). 

2.1.3 Diagnóstico e Tratamento

As meningites bacterianas podem ser de difícil diagnóstico quando os sinais e 

sintomas são inespecíficos, principalmente em crianças mais jovens. Em geral,  o 

quadro clínico caracteriza-se por febre alta, alterações mentais e pelo aparecimento 

dos “sinais meníngeos”, secundários à compressão dos nervos raquidianos, que são 

a rigidez de nuca e os clássicos sinais de Kerning e Brundzinski, assim como todas 

as suas variantes (Attia  et al,  1999; Tacon  et al,  2012). Dentre as manifestações 

sistêmicas  associadas  às  meningites,  cita-se  atralgias,  mialgias,  petéquias  ou 

púrpura  e  choque,  que  podem  ocorrer  com  qualquer  agente  infeccioso,  sendo 

significantemente mais frequentes com meningococo. (Cha´vez-Bueno  et al, 2005; 

Galiza et al, 2009). É imprescindível que haja o diagnóstico precoce e imediato início 

da  terapia  antimicrobiana  no  intuito  de  reduzir  a  morbidade  e  mortalidade 

determinada pela MB.

Após a identificação dos sinais e sintomas sugestivos de MB, a realização da 

punção lombar com coleta do líquido cefalorraquidiano (LCR) deve ser  imediata, 

para  estabelecer  o  diagnóstico  preciso  da  doença  e  utilização  da  terapia  mais 

adequada. Geralmente o LCR na MB, apresenta uma leucocitose elevada, acima 

500  células/mm³  com  predomínio  de  PMNs,  as  proteínas  apresentam  valores 

elevados e a glicorraqia é baixa (Phillips et al, 1998). A análise bacteriológica inclui a 

bacterioscopia pelo método de Gram, cultura e se possível realização de teste para 

detecção do antígeno. A cultura, ainda que demorada, é considerada o padrão ouro, 

devido a sua alta sensibilidade e especificidade, muito embora, algumas vezes o 

resultado  seja  negativo  devido  à  utilização  prévia  de  antibióticos  (Kim,  2010; 

Kanegaye et al, 2001).
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No Brasil ainda existe um grande número de diagnósticos com etiologias não 

identificadas, devido às deficiências técnicas e humanas dos laboratórios e o uso 

indiscriminado de antibióticos (Faria et al, 1999). Testes mais eficientes como PCR 

(Reação em Cadeia da Polimerase)  já  são largamente utilizados em alguns dos 

grandes centros de diagnósticos e possuem alta sensibilidade e especificidade para 

o  diagnóstico  da  MB,  além  de  ter  mostrado  alta  eficiência  na  identificação  dos 

patógenos em pacientes que já estavam em uso de antibióticos (Schuurman et al, 

2004).

A erradicação do microrganismo infectante na MB é determinada pela seleção 

do esquema terapêutico mais adequado contra os prováveis patógenos, que tenham 

boa penetração no SNC, e que atinjam concentrações bactericidas adequadas no 

LCR,  associados  com  um  adjuvante  terapêutico  que  tenha  propriedades  anti-

inflamatórias no intuito de diminuir a geração de sequelas. A terapia contra MB deve 

ser determinada o mais rápido possível a partir dos achados clínicos, mesmo antes 

do isolamento da bactéria. A seleção do regime terapêutico mais adequado deve ter 

um espectro de ação que cubra os prováveis patógenos, com base na idade e nos 

fatores de risco associados (Tunkel et al, 2004).

2.2  Susceptibilidade genética 

À  medida  que  a  fisiopatologia  das  meningites  vem  se  tornando  melhor 

conhecida,  evidências  de  que  uma  série  complexa  e  integrada  de  eventos 

envolvendo  citocinas,  quimiocinas,  enzimas  proteolíticas  e  agentes  oxidativos 

podem ser responsáveis pela ocorrência e disfunção cerebral na MB (Koedel  et al, 

2002a). Desde então, buscam-se marcadores genéticos que auxiliem no diagnóstico 

e no entendimento da evolução clínica da MB, bem como modalidades terapêuticas 

direcionadas a variação entre a resposta inflamatória de cada indivíduo.

A resposta imune e, especialmente, a expressão de citocinas não depende 

apenas do tipo e da intensidade da estimulação, mas também de fatores genéticos 

do hospedeiro,  tais  como polimorfismos localizados em regiões de codificação e 

regulação de genes importantes durante a infecção (Sanders  et al,  2011).  Isto é 

particularmente evidente nas infecções crônicas, com microrganismos que podem 

atingir  um  estado  de  resistência  à  imunidade  do  hospedeiro.  Vários  genes 
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relacionados  à  resposta  imune  já  foram  analisados  em  diversas  populações  e 

modelos  de  controle  imunológico  já  foram propostos  para  várias  doenças  como 

leishmaniose, tuberculose e infecção por H pilory (DebRoy et al, 2012; Lamrabet et 

al, 2012; Zhang et al, 2012).

A MB é uma doença complexa, podendo estar associada à susceptibilidade 

genética, relacionada a um ou poucos genes, sendo dependente dos seus efeitos de 

penetrância, herdabilidade, além de fatores populacionais como consanguinidade. 

Esse tipo de herança resulta de interações de vários fatores de predisposição, em 

que o fenótipo é resultado da ação de alelos em diversos genes que agem em 

conjunto em um número que na maioria das vezes é desconhecido, com efeitos 

aditivos ou sinérgicos (Stranger et al, 2011; Botstein et al, 2003). Com o foco voltado 

para as análises de DNA, as pesquisas têm se intensificado na identificação dos 

fatores genéticos associados com a predisposição ao desenvolvimento das doenças 

complexas (Kilpinen et al, 2012).

No  processo  de  sequenciamento  do  genoma  humano,  foram  identificadas 

pequenas variações nas sequências de nosso DNA que podem ter o maior impacto 

na  susceptibilidade  a  desenvolver  ou  não  certas  doenças.  Variações  nessas 

sequências ocorrem na população geral de forma estável e quando alcançam uma 

frequência maior que 1% são denominados polimorfismos genéticos (1000 Genomes 

Project Consortium et al, 2010). As formas mais comuns de polimorfismos genéticos 

são  deleções,  mutações,  substituições  de  base,  envolvendo  um nucleotídeo  (do 

inglês:  Single  Nucleotide Polymorphisms,  ou  SNPs),  ou variações no número de 

sequências repetidas (do inglês: Variable number tandem repeat ou VNTR), micro e 

minissatélites  (Schafer  e  Hawkins,  1998).  Após  a  conclusão  do  projeto  genoma 

humano,  a  identificação  e  inclusão  de  milhões  de  SNPs em  bancos  de  dados 

públicos forneceram base para o surgimento de estudos de associação genética. 

Estes  estudos  são  realizados  para  determinar  se  uma  variante  genética  está 

associada a um determinado fenótipo ou doença (de Bakker et al, 2005). Os SNPs 

constituem  o  tipo  de  variação  mais  comum  do  genoma  humano  com  uma 

distribuição aleatória,  e um número crescente de estudos tem identificado o seu 

envolvimento nas bases moleculares de várias enfermidades, podendo ser utilizadas 

como marcadores genéticos (Sachidanandam et al, 2001).
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O TNF-α é o principal mediador da resposta inflamatória, exerce seus efeitos 

através  da  ligação  com  seus  receptores  de  superfície  celular  TNFR1  e  TNFR2 

desempenhando um papel crucial na resposta imune inata e adaptativa (Grivennikov 

et al, 2006; Tsuji  et al, 2008). O TNFR2 tem uma maior afinidade com o TNF-α e 

liga-se à citocina de forma muito eficiente mesmo em baixas concentrações. Este 

receptor  é  responsável  pela  sinalização  dos  estímulos  das  respostas  pró-

inflamatória. Em contraste, o receptor TNFR1 requer concentrações mais elevadas 

de TNF-α e está relacionado com os sinais  de morte  celular  por  apoptose ou a 

citotoxicidade (Tartaglia et al, 1991; Suryaprasad et al, 2003). 

Suas  funções  biológicas  são  variadas  e  complexas,  pode  tanto  conferir 

proteção contra doenças, como gerar complicações em certas patologias (Hajeer e 

Hutchinson, 2000). A principal função do TNF-α é promover a resposta imune, por 

meio do recrutamento e ativação de neutrófilos e monócitos para o local da infecção. 

Estudos recentes  têm mostrado que o TNF-α pode se  auto-regular,  ativando as 

proteínas  inibidoras  da  ativação  de  STAT1  (PIAS1),  que  são  recrutados  para  o 

promotor do gene reprimindo assim a sua transcrição (Liu et al, 2008). Em situação 

aguda,  a  produção  local  de  TNF-α  é  claramente  benéfica,  como  é  o  caso  de 

algumas infecções. Ele aumenta a expressão de moléculas de adesão no endotélio 

vascular  para  permitir  que  as  células  do  sistema  imunológico,  em  especial  os 

neutrófilos e macrófagos, migrem até o sítio da infecção (Bradley, 2008). Além disso, 

está relacionado  com a estimulação de uma cascata de mediadores inflamatórios, 

incluindo  outras  citocinas  e  quimiocinas  como  CXCL8/IL-8  e  CCL3/MIP-1α, 

CCL4/MIP-1β, CCL2/MCP-1, prostaglandinas, MMPS, ERO e ERN para o controle 

da infecção (Barbara et al, 1996; Dinarello, 2000). No entanto, a exposição sistêmica 

ou prolongada a TNF-α pode ser prejudicial, uma vez que altos níveis de circulantes 

levam a uma grande resposta inflamatória causando alguns danos ao organismo 

como  choque  tóxico  induzido  por  endotoxinas  bacterianas  e  distúrbios  do 

metabolismo (Elahi et al, 2009).

O gene  TNF está  localizado no cromossoma 6p21 dentro da  classe III  da 

região do complexo de histocompatibilidade principal (MHC), próximo aos genes que 

codificam o antígeno leucocitário humano (HLA) de classe II, e encontra-se em uma 
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região densamente povoada por genes envolvidos na resposta inflamatória (Figura 

7) (Tsukamoto et al ,1998; Hajeer e Hutchinson, 2000). 

Figura 7: Localização do gene TNF: cromossomo 6, mostrando a localização 

de polimorfismos microssatélites e  SNPs no gene do  TNF.  Marcadores bialélicos 

estão apresentados nos retângulos e marcadores microssatélites estão circulados 

(Adaptado de Tsukamoto et al ,1998).

Acredita-se que a variabilidade da resposta dessa citocina seja devido a sua 

localização uma vez que o seu gene encontra-se no meio de uma região que é 

inerentemente variável de uma maneira que assegura a diversidade das respostas 

imunitárias. Como por exemplo, é bastante conhecida a variabilidade da molécula de 

HLA-DR, que é de fundamental importância para o reconhecimento de antígenos 

peptídicos e apresentação para os linfócitos T auxiliares (CD4+).  Desta forma, os 

polimorfismos de HLA-DR contribuem para a diversidade da resposta imune, e os 

mesmos mecanismos que atuam para  manter  essa  variabilidade podem fazer  o 

mesmo com as outras moléculas do complexo HLA (Hajeer e Hutchinson, 2000).

Diversos SNPs na região promotora de TNF já foram bem descritos, os quais 

podem  afetar  o  nível  da  expressão  do  gene  tendo  impacto  sobre  a  resposta 

inflamatória.  Entre  os  mais  estudados,  estão  o  da  região  promotora  -308G/A 



37

(rs1800629) que tem demonstrado aumento da atividade transcricional  do TNF-α 

(Wilson et al, 1997) e a região -857C/T (rs1799724) também aumenta a expressão 

da citocina de forma indireta (van Heel et al, 2002).

O SNP em TNF -308G/A é caracterizado pela mudança de uma guanina (G) 

por  uma adenina  (A),  o  significado  funcional  dessa  mutação  é  um aumento  da 

expressão do gene, pois com a alteração a região que se encontra o polimorfismo 

torna-se homóloga à sequência consenso para ligação do fator de transcrição AP-2 

(do inglês,  activator protein 2) (Kroeger  et al,  1996; Hajeer e Hutchinson, 2000). 

Ensaios utilizando construção com gene repórter mostram que esse  SNP tem um 

efeito significativo sobre a atividade de transcrição (Wilson et al, 1997; Karim et al, 

2009). O genótipo polimórfico TNF-308A/A está associado com uma maior produção 

de TNF-α in vitro e in vivo, levando a uma atividade inflamatória mais intensa (Elahi 

et al, 2009). Adicionalmente, Lu  et al (2008) observaram um aumento significativo 

dos  níveis  dessa  citocina  em  cultura  de  leucócitos  de  pacientes  com  esse 

polimorfismo após estimulação por LPS de meningococos. 

Vários estudos mostram uma associação desse SNP com inúmeras doenças, 

como por exemplo portadores do alelo polimórfico  TNF-308A/A podem apresentar 

um  risco  maior  de  desenvolver  a  malária  cerebral  e  desenvolverem  sequelas 

neurológicas  com  a  infecção.  Está  ainda  relacionado  a  um  pior  desfecho  na 

leishmaniose  mucosa  e  pode  aumentar  significativamente  o  risco  de  rejeição  a 

certos transplantes (Aidoo et al, 2001; Ternstrom et al, 2005; Wramner et al, 2004; 

Cabrera et al, 1995). No entanto, foi observado um papel protetor contra espondilite 

anquilosante,  mostrando  que  a  relação  entre  o  efeito  desse  SNP e  a  doença 

depende da sua fisiopatologia (Milicic et al, 2000).

O polimorfismo em TNF-857C/T também está localizado na região promotora 

do gene do TNF-α (Ugliolara et al, 1998). As primeiras evidências sobre o aumento 

da atividade transcricional do alelo raro T foi observado em células mononucleares 

de sangue de doadores japoneses (Higuchi  et al, 1998). O polimorfismo em TNF-

857C/T está  relacionado com o  aumento  dos estímulos  inflamatórios  através  de 

interações entre o fator 1 de transcrição de octâmero (OCT-1) e NF-κB. OCT-1 é um 

fator de transcrição  amplamente expresso em muitos tecidos humanos, que ativa 

propriedades  específicas  de  algumas  células  através  da  interação  com  outros 
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fatores  de  transcrição  (Hohjoh  e  Tokunaga,  2001).  Quando  ocorre  o  estímulo 

inflamatório, o NF-κB é translocado do citoplasma para o núcleo e liga-se a um sítio 

no  promotor  do  gene  do  TNF-α  que  é  próximo  ao  sítio  de  ligação  do  OCT-1, 

localizado na região de -858 a -851 pb, ocorrendo então uma interação entre esses 

dois fatores de transcrição. O OCT-1 se liga apenas com a variante rara, uma vez 

que o alelo TNF-857C elimina o sítio de ligação dessa proteína, e interage in vitro e 

in vivo com a NF-κB, aumentando a expressão do TNF-α (van Heel et al, 2002).

Estudos  têm  documentado  a  associação  do  SNP  TNF-857C/T com  o 

desenvolvimento  de  carcinoma  gástrico  após  infecção  com  H.  pylori,  

susceptibilidade à colite ulcerativa e doença de Crohn (Goto, 2003; Sashio  et al, 

2002).  Grutters  et al (2002),  observaram que o alelo  raro foi  mais frequente em 

pacientes  com  sarcoidose  em  comparação  com  indivíduos  saudáveis 

independentemente da sua origem étnica.

As quimiocinas são proteínas cuja função primordial é direcionar as células do 

sistema  imune,  principalmente  os  leucócitos,  para  os  sítios  de  inflamação  no 

organismo, além disso, podem induzir o desenvolvimento de células T auxiliares e 

cicatrização (Lahrtz  et al,  1998).  A CXCL8/IL-8 é uma importante quimiocina que 

desempenha duas respostas principais nos neutrófilos: alterações citomorfológicas, 

que são refletidas a partir da ativação do sistema contrátil da célula, para posterior 

adesão às células endoteliais e subsequente migração para o local  de infecção; 

exocitose gerada a partir do remodelamento da membrana plasmática do neutrófilo 

para fusão com organelas  de armazenamento,  levando à liberação de proteínas 

solúveis; e o acionamento da explosão respiratória (Baggiolini e Clark-Lewis, 1992; 

Sallusto et al, 2008). Na MB, baixos níveis de CXCL8/IL-8 no LCR estão associados 

à  pleocitose  neutrofílica  diminuída,  indicando  associação  da  quimiocina  a  esse 

evento biológico (Ostergaard et al,1996). 

O gene do CXCL8/IL-8 está localizado no cromossomo 4q13-q21,  e  a  sua 

expressão gênica é regulada pela ativação do promotor pela transativação do gene 

por  meio do  NF-κB,  AP-1  e  proteína  estimuladora  de  ligação  CCAAT  (C/EBP), 

dependendo do tipo de célula e estímulo. O polimorfismo em IL-8 -251A/T (rs4073) é 

bem  descrito  por  afetar  a  expressão  dessa  quimiocina.  Em  cultura  de  células 

sanguíneas de indivíduos estimuladas por LPS, o alelo polimórfico  IL-8 -251 T foi 
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associado com uma diminuição dos níveis  de  CXCL8/IL-8  quando comparado a 

portadores do alelo selvagem (Hull  et al, 2000). Dados recentes revelaram que o 

alelo  IL-8 -251 A está associado com infiltração neutrofílica aguda e aumento no 

risco de câncer gástrico, além de estar relacionado à maior risco de desenvolver 

carcinoma de mama e próstata (Snoussi et al, 2006; Vairaktaris et al, 2007).

Durante  o  processo  de  infecção  do  organismo,  ocorre  uma  intensa 

estimulação inflamatória gerando um grade burst oxidativo tanto nas células imunes 

quanto  nas  células  do  SNC.  Como  já  mencionado,  esse  burst oxidativo  leva  a 

indução de danos oxidados no DNA gerando quebras de fita simples (do inglês, 

single strand break -SSBs), os quais são principalmente corrigidos por enzimas da 

via  BER (Klein  et  al,  2006,  Hegde  et  al,  2012).  Esse mecanismo de reparo,  de 

maneira geral, é dividido em quatro passos básicos (Figura 8): a) Detecção do dano, 

b) Processamento das extremidades danificadas, c) síntese de reparo e d) Ligação 

(Hegde  et  al,  2012).  A  etapa inicial  do  BER que consiste  no  reconhecimento  e 

excisão das bases danificadas é realizada pelas glicosilases que são específicas 

para um limitado número de bases modificadas, algumas glicosilases conhecidas 

por serem bifuncionais também possuem a atividade AP-liase. Após a remoção da 

base, forma-se um sítio abásico (AP) sem ou com incisão 3´, que é reconhecido por 

outro grupo de enzimas,  as AP-endonucleases,  capazes de produzir  quebras na 

ligação  fosfodiéster  a  5'  ou  3´  do  sítio  AP,  gerando  uma  lacuna.  A  lacuna  é 

preenchida por ação de uma polimerase de reparo de DNA, e em seguida, ocorre à 

ação da ligase, concluindo o reparo (Slupphaun  et al,  2003).  Com isso, algumas 

enzimas  da  via  BER  como  a  PARP-1,  8-oxoG  DNA  glicosilase  (OGG1)  e 

endonuclease apurínica/apirimidínica 1 (APE1), possuem grande importância na MB 

devido tanto ao seu papel protetor contra o estresse oxidativo quanto na regulação 

da inflamação (Aguilar-Quesada et al, 2007; Mabley et al, 2005; Xanthoudakis et al, 

1992; ).
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Figura 8: Visão geral  da via BER: Passo1: Uma DNA glicosilase específica 

reconhece a base danificada;  Segundo passo:  Processamento  das extremidades 

danificadas  por  uma  enzima  com  atividade  AP-endonuclease;  Terceiro  passo: 

Reparo propriamente dito pela incorporação de um nucleotídeo. Quarto passo: A fita 

de DNA é selada por uma ligase, restaurando sua conformação inicial (Adaptado de 

Slupphaun et al, 2003)

Em um trabalho recente de nosso laboratório,  sobre susceptibilidade a MB, 

identificamos  uma  maior  frequência  dos  SNPs APEX1 Asn148Glu  (rs1130409), 

OGG1 Ser326Cys (rs1052133) e PARP-1 Val762Ala (rs1136410) em pacientes com 

meningite bacteriana aguda em relação ao grupo controle (indivíduos saudáveis), 

indicando  que  variações  nos  genes  APEX1,  OGG1 e  PARP-1  podem  afetar  a 

ocorrência do desenvolvimento da doença. Nesses mesmos pacientes, variações 

nos níveis de citocinas e anticorpos estão relacionados com os genótipos (Silva et 

al,  2011). Além disso, a via BER é essencial para a manutenção da estabilidade 

genômica, e variações em enzimas importantes dessa via são relacionados ao maior 

risco de alguns tipos de câncer e envelhecimento precoce (Karahalil et al, 2012).
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A OGG1 é uma glicosilase bifuncional, com atividade na remoção de bases 

modificadas  do  DNA como  a  8-oxoguanina  (8-oxoG),  geradas  pela  exposição  a 

ERO, e AP-liase, clivando sítios AP no DNA (Slupphaug  et al,  2003; David  et al, 

2007).  Durante  a  replicação  8-oxoG  pode  formar  um  emparelhamento  com  a 

adenina (8-oxoG/A), que subsequentemente produz mutações de tipo transversão 

G:C-> T:A (Kuznetsov et al, 2010). Já foi bem relatado a importância da OGG1 na 

prevenção do acúmulo de lesões oxidadas no DNA, e células derivadas de roedores 

knockout para OGG1 (OGG-/-) não demonstraram nenhuma atividade glicosilase 8-

oxoG, indicando que a proteína OGG1 dos mamíferos é requerida para o início da 

via BER (Klungland, 1999; Youn, et al, 2007).

Em  um  trabalho  realizado  por  Guoping  et  al (2012),  foi  observado  que 

camundongos  OGG-/- exibiram uma menor infiltração de células imunes e redução 

do estresse oxidativo em pulmão após a estimulação com um antígeno que promove 

alergia quando comparados com os camundongos normais. Adicionalmente, esses 

camundongos apresentaram redução dos níveis das citocinas IL-4, IL-6, IL-10, e IL-

17 nas secreções pulmonares, e diminuição da expressão e fosforilação de fatores 

transcricionais  como  STAT6  e  NF-κB.  A  deficiência  em  OGG1  também  foi 

relacionado com a proteção da mucosa gástrica contra lesões inflamatórias após a 

infecção por H. pylori (Touati et al, 2006). Em modelos de inflamação como choque 

endotóxico,  diabetes  e  hipersensibilidade  de  contato  em  camundongos  OGG-/-, 

observou-se reações inflamatórias mais brandas, o que ressalta a importância desta 

enzima na resposta inflamatória (Mabley et al, 2005). 

O  gene  OGG1 está  localizado  no  cromossomo  3p25,  uma  região  que 

frequentemente  apresenta  perda  de  heterozigosidade  em  tumores  de  rim 

(Chevillard, 1998). Alguns trabalhos associam o polimorfismo  OGG1 Ser326Cys  e 

um aumento no risco de câncer de esôfago, pulmão e próstata (Goode et al, 2002). 

Esse SNP é caracterizado por uma alteração não sinônima de uma citosina (C) para 

uma guanina (G) dentro de uma região codante na posição 1245 pb do gene. O 

impacto funcional do OGG1 Ser326Cys tem sido descrito em vários estudos, em que 

tal  variação  está  relacionada  ao  acúmulo  de  8-oxoG  em  pacientes  que  fazem 

hemodiálise e com a menor capacidade de prevenir a mutagênese induzida por 8-

oxoG (Tarng et al, 2001; Yamane et al, 2004). Hill et al (2006) demonstraram que a 

https://www.google.com/search?hl=en&client=firefox-a&hs=Yfo&rls=org.mozilla:pt-BR:official&biw=1280&bih=621&sa=X&ei=2N9WT4HbJIWRgwea6qG7DA&ved=0CCIQvwUoAQ&q=knockout+rats&spell=1
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variante OGG1 326Cys por assumir uma conformação dimérica, retira 8-oxoG e cliva 

o sítio AP de uma forma menos eficiente que a proteína selvagem pela diminuição 

da afinidade ao dano de DNA,  e após indução do estresse oxidativo  o  pico  de 

atividade da proteína codificada pelo alelo OGG1 326Ser ocorreu 12 horas antes do 

que a proteína polimórfica (Kershaw et al, 2012).

A  APE1  é  uma  proteína  multifuncional fundamental para  a  sobrevivência 

celular  que  age  como reguladora  essencial  das  respostas  celulares  ao  estresse 

oxidativo, contribuindo para a estabilidade genômica (Hegde et al, 2012). Possui 318 

aminoácidos organizados em três domínios funcionalmente independentes, os quais 

são: de localização nuclear, redox e de reparo de DNA (Tell  et al,  2010).  O seu 

envolvimento nas respostas de sobrevivência celular  inclui papéis chave no reparo 

de  sítios  AP  no  DNA,  regulação  redox-dependente  ou  redox-independente  de 

inúmeros fatores de transcrição e proteínas, tais como NF-κB, Egr-1, e AP-1, cuja 

atividade é referida como Ref-1; repressor da transcrição através de ligação com as 

sequências N-CARE, e metabolismo de RNA (Figura 9) (Hegde et al, 2012; Kelley et 

al, 2012; Tell et al, 2010). A proteína APE1 pode ser ativada pelo estresse oxidativo 

gerado a partir  de algumas condições fisiológicas e patológicas (Tell  et al,  2000; 

Englander  et  al,  2008).  A  atividade  dessa  proteína  pode  ser  determinada  pela 

ocorrência de modificações pós-traducionais, como fosforilação e acetilação (Tell et 

al,  2010).  Vários estudos experimentais sugerem a redução dos níveis  de APE1 

geralmente  ocorre  antes  do  início  do  processo apoptótico  (Fujimura  et  al,  1999; 

Englander et al, 2008); e outros estudos mostraram que o silenciamento do gene de 

APEX1 induz apoptose (Guan et al, 2005).
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Figura 9: Organização esquemática dos domínios funcionais da APE1 e suas 

várias  funções  relacionadas  ao  reparo  de  DNA pela  via  BER,  regulação  redox-

dependente ou redox-independente de inúmeros fatores de transcrição e proteínas, 

repressor da transcricional, e metabolismo de RNA.

A atividade redox-dependente de APE1 já  é bastante descrita  por  afetar  a 

regulação  da  inflamação,  como  por  exemplo,  pela  indução  da  produção  de 

CXCL8/IL-8 durante a infecção por  H. pylori, da síntese de NO mediado por LPS, 

modulação da ativação de NF-kB e HIF-1α, resultando na expressão de TNF-α e 

CXCL8/IL-8 (O’Hara  et al, 2006; Song  et al, 2008; Lee  et al 2009). Além disso, a 

inibição farmacológica da APE1 pelo composto E3330,  inibidor  da porção redox, 

suprime a resposta inflamatória em macrófagos ativados por LPS (Jedinak  et al, 

2012).

O gene da APE1 (APEX1)  está localizado no cromossomo 14q11.2-q12,  e 

variações  na  sua  sequência  podem  modular  a  capacidade  de  reparo  do  DNA 

aumentando  o  risco  para  alguns  tipos  de  câncer  (Karahalil  et  al,  2012).  O 

polimorfismo  APEX1 Asn148Glu  localizado  no  exon  5  do  gene,  apresenta  uma 

alteração  de  uma guanina  (G)  para  uma timina  (T),  e  já  foi  relacionado  com a 
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hipersensibilidade à radiação ionizante, risco de câncer colorretal e de pulmão (Lo et 

al, 2009; Au  et al, 2006). O polimorfismo está localizado em uma região entre as 

necessárias para a atividade redox e AP-endonuclease, muito embora não se saiba 

ao  certo  qual  o  papel  desse  polimorfismo,  já  que  o  mesmo  não  altera  a  sua 

capacidade de endunuclease em um ensaio  in vitro  usando ensaio de retardo da 

mobilidade eletroforética (do inglês, electroforetic mobility shift assay-  EMSA), mas 

não se descarta a possibilidade desse SNP dificultar a capacidade de interação com 

outras proteínas (Hadi et al, 2000).

PARP-1 é uma importante  proteína nuclear  ativada por  quebras  na  fita  do 

DNA,  catalisa  a transferência  de  unidades de ADP-ribose utilizando NAD+ como 

substrato,  para  as  proteínas  nucleares,  levando  à  formação  de  polímeros  ADP-

ribose, processo-chave no reparo dos danos no DNA e manutenção da integridade 

do genoma (Dantzer  et  al,  1999;  Koh  et  al,  2005).  É uma enzima multifuncional 

altamente  conservada,  participa dos processos de reparo de DNA e controle  da 

maquinaria  do  ciclo  celular  (Bouchard  et  al,  2003).  Quando  há  danos  no  DNA, 

PARP-1 é rapidamente recrutada e, em seguida, ADPribosila outras proteínas que 

regulam  a  estrutura  da  cromatina  e  o  metabolismo  celular,  como  as  histonas, 

facilitando o acesso das outras enzimas de reparo ao sítio do dano (Schreiber et al, 

2006).  Sob condições de dano excessivo ao DNA, PARP-1 é sintetizada após a 

ativação  do  mecanismo  de  morte  celular  e  a  sua  degradação  é  geralmente 

considerada como um marcador para a apoptose (Rosenthal et al, 1997; Soldani et 

al, 2001). 

Além do seu envolvimento no reparo de quebras simples fita do DNA, vários 

estudos revelaram um papel na regulação do sistema imunológico para PARP-1. Ela 

regula a transcrição de genes em vários tipos de células imunes, através de sua 

atuação  como  cofator  de  NF-κB,  com  papel  essencial  na  expressão  de  genes 

dependentes de NF-κB (Hassa et al, 2002; Nakajima et al, 2004). PARP-1 afeta a 

capacidade  estimulatória  de  células  dendríticas,  a  ativação  das  células  T  e  sua 

inibição  reduz  a  secreção  de  citocinas  pró-inflamatórias  (Laudisi  et  al,  2011). 

Existem vários estudos que demonstram a atuação de PARP-1 na regulação da 

imunidade adaptativa, através da participação na CSR ou através de co-ativação de 

NF-κB (Shockett et al, 1993; Ambrose et al, 2008).
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O gene da PARP-1 está localizado na região 1q41-q42 e já foram relatados 

mais  de  300  SNPs  no  seu  gene, incluindo  11  não  sinônimos  SNPs na  região 

codante.  Um  dos  polimorfismos  mais  estudados  é  o  PARP-1 Val762Ala, 

caracterizado por uma troca de timina (T) para citosina (C) na região + 2446 (Shen 

et al, 1996; Wang et al, 2007). Esse SNP reduz a capacidade enzimática da PARP-

1,  uma vez  que  o  substrato  NAD+  se  liga  na  posição  762,  e  este  polimorfismo 

aumenta o valor da constante de Michaelis-Menten (Km), um parâmetro cinético que 

traz informações sobre a afinidade que a enzima tem pelo substrato, e quanto maior 

o Km, menor é a afinidade pelo substrato (Iwashita et al, 2005; Lehninger et al, 2007; 

Wang et al, 2007). Essa variante já foi associada a diversas doenças, mostrando ser 

fator de risco para câncer colorretal, carcinoma cervical e glioma (Brevik et al, 2010; 

Ye  et al 2012; Yosunkaya  et al, 2010). Entretanto, ele também foi associado com 

uma redução no risco de linfomas não-Hodgkin e asma (Jin et al, 2010; Tezcan et al, 

2010).

Durante  as  infecções  bacterianas,  a  intensa  resposta  inflamatória  induz  o 

metabolismo do TRP, e como já mencionado sua principal via de degradação é a 

RQ. A primeira etapa é a produção de quinurenina (QUIN) pela IDO, e subsequente 

formação dos outros metabólitos dessa via (Figura 10) (Stone et al, 2001; Moffett e 

Nambodiri  et al, 2003). Entre eles, destacam-se o ácido quinurênico (KYNA), a 3-

hidroxiquinurenina (3-HK) e o ácido quinolínico (QUINA) (Mackay et al, 2006). A RQ 

está bastante relacionada à resposta inflamatória, sendo que os seus intermediários 

são  capazes  de  induzir  a  expressão  de  várias  citocinas,  quimiocinas  e  seus 

receptores, promovendo a inflamação, como por exemplo, a QUINA que é capaz de 

induzir a produção por astrócitos de quimiocinas pró-inflamatórias como MCP-1 e 

CXCL8/IL-8 (King et al, 2007; Guillemin et al, 2003).

A RQ no SNC leva à formação de QUINA e ocorre principalmente nas células 

da microglia, e os astrócitos não expressam a enzima quinurenina-3-hidroxilase, o 

que direciona a rota para formação de KYNA (Guillemin et al, 2003). A QUINA pode 

ser  metabolizada  pelas  quinureninas  aminotransferases  (do  inglês,  kynurenine 

amino transferases-KATs) em KYNA, que é um antagonista do receptor de NMDA e 

possui papel protetor contra a ação excitotóxica de QUINA (Perkins e Stone, 1982; 

Stone e Darlington, 2002). Em pacientes com depressão grave, foi demonstrado um 
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desequilíbrio entre as vias neuroprotetoras e neurotóxicos dessa rota (Myint  et al, 

2007).  Níveis  anormais  de  KYNA  em cérebros  humanos  estão  associados  com 

fisiopatologia  de  doenças  neurodegenerativas  e  desordens  neurológicas  como 

esquizofrenia e doença de Alzheimer (Han et al, 2010).

Figura 10: Rota da quinurenina (Adaptado de Mackay et al, 2006)

Existem evidências que o metabólito KYNA pode estar relacionado com os 

processos inflamatórios, uma vez que é conhecido por ser um ligante endógeno do 

receptor acoplado à proteína G-35 (GPR35) que é predominantemente expresso em 

células do sistema imune (Wang, 2006). A ativação do metabolismo do TRP durante 

a infecção bacteriana causa um aumento das concentrações de KYNA, que possui 

um efeito  anti-inflamatório  e  fornece  uma mecanismo de  feedback diminuindo  a 

resposta  imune,  mediada  pela  ativação  do  receptor  GPR35  (Stone  et  al,  2002; 

Wang, 2006) 
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Já foram identificados quatro tipos diferentes de KATs humanas, e embora a 

KATII seja a principal enzima que forma KYNA no cérebro, camundongos knockout 

para  KATII  não  mostraram  alteração  nos  níveis  desse  metabólito  no  cérebro, 

sugerindo que a KATIII pode assumir tal função (Yu et a, 2006). 

O gene que codifica a KATII,  AADAT  (aminoadipate aminotransferase), está 

localizado  no  cromossomo  4q33,  e  existem  poucos  estudos  de  epidemiologia 

genética e de caracterização funcional com polimorfismos no gene AADAT. Em um 

recente  estudo  de  nosso  laboratório,  mostramos  que  o  SNP AADAT +401  T/C 

(rs1480544), está relacionado com a maior prevalência do genótipo polimórfico em 

indivíduos com MB (Souza  et al, 2011). Esse SNP está localizado em um sítio de 

splicing sendo caracterizado pela alteração de uma timina (T) por uma citosina (C) 

(Královicová  et al,  2007).  Não existe  nenhum estudo da caracterização funcional 

deste SNP, porém, nesse mesmo trabalho publicado por nosso grupo, foi observado 

que  os  níveis  de  algumas  citocinas  e  anticorpos  dos  indivíduos  portadores  do 

genótipo  polimórfico  foram menores  quando  comparados com os  indivíduos  que 

possuíam a proteína normal (Souza et al, 2011). 

Apesar de vários marcadores moleculares serem alvos de pesquisa, poucos 

estudos têm considerado a sua interação. Os perfis de SNPs estão sendo estudados 

como alternativas para investigar a base genética de várias doenças, assim será 

possível  melhorar  a compreensão de vários aspectos clínicos,  epidemiológicos e 

terapêuticos, tais como a avaliação de determinada área de risco com os principais 

patógenos associados, viabilizar o tratamento focando no perfil genético do paciente, 

diminuindo assim possibilidades de geração de sequelas. (Brand et al, 2008; Feero 

et al, 2010).

Neste  trabalho  buscamos  analisar  a  associação  entre  SNPs  TNF,  IL-8,  

AADAT,  APEX1,  OGG1 e  PARP-1,  de  forma  isolada,  assim  como  suas 

combinações, com a MB. 

https://www.google.com/search?hl=en&client=firefox-a&hs=Yfo&rls=org.mozilla:pt-BR:official&biw=1280&bih=621&sa=X&ei=2N9WT4HbJIWRgwea6qG7DA&ved=0CCIQvwUoAQ&q=knockout+rats&spell=1
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3.OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a possível associação entre as variantes alélicas dos genes TNF, IL-8,  

AADAT, APEX1, OGG1 e PARP-1 com a ocorrência de meningite bacteriana.

3.2 Objetivos Específicos

3.2.1 Determinar a frequência dos  SNPs TNF -308G/A,  TNF -857C/T,  IL-8 

-251A/T e comparar as frequências genotípicas e alélicas do grupo de pacientes 

com o grupo controle;

3.2.2 Avaliar  as interações gene-gene entre  os  SNPs TNF -308G/A,  TNF 

-857C/T,  IL-8 -251A/T AADAT+401C/T,  APEX1  Asn148Glu,  OGG1  Ser326Cys  e 

PARP-1 Val762Ala e determinar a associação com a meningite bacteriana;

3.2.3 Correlacionar os genótipos encontrados com os níveis de moduladores 

inflamatórios;

3.2.4 Avaliar possíveis efeitos sinérgicos entre os alelos estudados.
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4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1  População estudada e coleta de amostras

O estudo foi realizado com um grupo de 54 pacientes, admitidos no Hospital 

Giselda  Trigueiro  (HGT),  Natal-RN,  Brasil,  o  qual  é  referência  para  doenças 

infecciosas no estado.  O diagnóstico clínico foi  baseado na análise de amostras 

sanguíneas e líquor de acordo com os critérios: 1) cultura bacteriana do LCR; 2) 

bacterioscopia  por  coloração  de  Gram  no  LCR;  3)  cultura  bacteriana  ou 

bacterioscopia por  coloração de Gram no sangue;  4)  detecção de antígenos por 

aglutinação em látex;  e 5),  pleocitose neutrofílica com altos níveis  de proteína e 

baixos níveis de glicose no LCR. Quando não houve confirmação do patógeno, o 

diagnóstico foi  baseado nos achados clínicos e bioquímicos da análise do líquor. 

Pacientes submetidos a tratamento com antibióticos ou com outras doenças que 

possam afetar o sistema imune e a expressão dos moduladores inflamatórios, como 

AIDS, foram excluídos do estudo. Em relação ao grupo controle, foram incluídos 110 

indivíduos dos quais eram pacientes atendidos no HGT com diagnóstico negativo 

para doença infecciosa ou eram voluntários saudáveis cuja contagem diferencial de 

leucócitos estava dentro da normalidade e não estavam com febre no momento da 

coleta. A caracterização da amostra está presente na tabela 1.

Para  as  análises  genéticas  foram  utilizadas  uma  parte  das  amostras 

sanguíneas  coletadas  para  o  diagnóstico,  não  sendo  necessário  nenhum 

procedimento  adicional  junto  aos  pacientes,  no  período  de  2006  até  2008.  Os 

pacientes e o grupo controle autorizaram o uso do material biológico para a pesquisa 

através de termo de consentimento (Anexos 9.1). Este trabalho faz parte do projeto 

“Novos  parâmetros  para  estudo  de  danos  cerebrais  induzidos  por  meningite: 

identificação de novos alvos terapêuticos”, realizada em parceria com o HGT e o 

instituto de Doenças infecciosas da Universidade de Berna, Suíça. Esta pesquisa foi 

aprovada pelo Comitê de Ética Médica do Hospital  e pelo Conselho Nacional de 

Ética, com registro de número CONEP, CAAE 0052.1.051.000-05 (Anexos 9.2).
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Tabela 1. Caracterização da amostra.

Características N° de casos
MB

Idade
0-18

19-60
>60

Não especificado
Sexo

Masculino
Feminino
Patógeno

S. pneumoniae
N. meningitidis

H. influenza
Outros

Não identificado

54

20
30
3
1

32
22

17
7
3
3
24

Controle
Idade
0-18

19-60
>60

Não especificado
Sexo

Masculino
Feminino

110

11
94
2
3

56
54

4.2 Processamento  de  amostras  e  extração  de  DNA  genômico  de 

leucócitos

As  amostras  sanguíneas  coletadas  foram  transportadas  assim  que  os 

resultados de sangue confirmaram a ausência de HIV e o termo de consentimento 

foi  obtido,  armazenadas  em  4°C  durante  esse  período.  Posteriormente,  foram 

processadas  por  centrifugação  a  720  g,  por  3  minutos,  a  4  °C  para  separar  o 

plasma.  Após  centrifugação,  o  plasma  foi  separado  do  pellet  de  células  e 

armazenado para posterior utilização. Foi realizada a lise das hemácias utilizando 5 

volumes de tampão de lise (Cloreto de amônio 0,1 M, Bicarbonato de amônio 0,01 

M, água destilada) em relação ao pellet de células. Após a adição do tampão de lise, 

a amostra foi agitada vigorosamente por 30 segundos, e incubada em gelo por 15 

minutos, com agitação a cada 5 minutos. A amostra foi centrifugada a 720 g, por 15 

minutos a 4 °C e foi descartado o sobrenadante. O procedimento de lise foi repetido, 

obtendo-se apenas o precipitado de leucócitos.  O DNA genômico foi  extraído de 

acordo com o protocolo descrito por Miller  et al (1988). O  pellet  de leucócitos foi 
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ressuspendido em 3 mL de tampão de lise para leucócitos (10 mM Tris-HCl, 400 mM 

NaCl, 2 mM Na2EDTA pH 8.2). O lisado foi digerido por 16 horas com 0,2 mL de 

SDS 10% e 0,5 mL de solução de proteinase K (1 mg proteinase K, 1 % SDS, 2 mM 

Na2EDTA) a 37°C. Após este período, foi adicionada uma solução saturada de NaCl, 

aproximadamente 6 M, agitando vigorosamente por 15 segundos. Em seguida, o 

material  foi  centrifugado  a  780  g  por  15  minutos.  Após  a  centrifugação  o 

sobrenadante contendo DNA foi transferido para outro falcon de 15 ml e o pellet de 

proteínas foi descartado. Ao sobrenadante foram adicionados 2 volumes de etanol 

100% a temperatura ambiente para precipitação completa do DNA. As fitas de DNA 

foram  removidas  com  auxílio  de  microponteiras  e  transferidas  para  microtubos 

contendo 100-200 μL de tampão TE (10 mM Tris-HCl, 0,2 mM Na2EDTA pH 7.5) 

para eluição a 37 °C antes de serem quantificadas e utilizadas.

4.3 Genotipagem - Análise dos polimorfismos
4.3.1 Reação em Cadeia da Polimerase – PCR

Os SNPs investigados nesse estudo são detalhados na tabela 2. A sequência 

de  primer  para  TNF -308G/A,  TNF -857C/T  e  IL8  -251A/T  foram  descritos 

previamente (Czerski et al, 2008; Tan et al, 2003; Heinzmann et al, 2004) (tabela 3). 

Os  detalhes  da  genotipagem  para  AADAT +401C/T,  APEX1  Asn148Glu,  OGG1 

Ser326Cys  e  PARP-1  Val762Ala  foram  relatados  em  outros  dois  trabalhos 

recentemente publicados por nosso grupo (Souza et al, 2011; Silva et al, 2011). 

Tabela 2: Polimorfismos estudados.

A amplificação da extração de DNA de cada indivíduo foi realizado por PCR ou SNP Cromossomo Posição Alelo 
comum/raro

Frequência de 
Heterozigose (NCBI)

TNF -308G/A 
(rs1800629)

6 5’ UTR G/A 0.201

TNF -857C/T 
(rs1799724)

6 5’ UTR C/T N.D*

IL8  -251A/T 
(rs4073)

4 5’ UTR A/T 0.500

APEX1 Asn148Glu 
(rs1130409)

14 EXON G/T 0.480

OGG1 Ser326Cys 
(rs1052133)

3 EXON C/G 0.411

PARP-1 Val762Ala 
(rs1136410)

1 EXON T/C 0.332

AADAT +401C/T 
(rs1480544)

4
Sítio de 
splicing

C/T 0.351
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Tabela  3.  Sequência dos primers,  temperaturas de anelamento e enzima de 
restrição utilizada. 

Para a visualização e quantificação dos fragmentos amplificados (amplicons) 

alíquotas de 5 µl foram adicionados a 2 µl de tampão de amostras (30% de glicerol, 

0,25% de azul de bromofenol), aplicados em gel de agarose a 2% contendo brometo 

de etídio e submetidos a uma corrida eletroforética a 100 V e 100 mA por 1 hora. Os 

fragmentos amplificados foram digeridos com endonucleases de restrição (Tabela 

3), utilizando para cada reação 5 unidades de enzima e tampão específico de acordo 

com o fabricante, num volume final de 20 µL.

4.3.2. Revelação por Prata dos Produtos de PCR e da Digestão

Os produtos da digestão foram analisados em gel de poliacrilamida 8%, os 

quais foram revelados com prata de acordo com o protocolo descrito por Sanguinetti 

et al  (1994). Alíquotas dos produtos digeridos foram homogeneizadas com tampão 

de amostra e submetidas à corrida eletroforética. Em seguida, os géis foram imersos 

em 50 mL de solução fixadora (etanol 10%, ácido acético 0,8%) e colocados sob 

agitação orbital por 5 minutos. Após este período, foram adicionados 0,3 g de nitrato 

de prata dissolvidos em 10 mL de solução fixadora, tendo-se o cuidado de não jogar 

a solução diretamente sobre o gel. Após a adição do nitrato de prata, o recipiente 

contendo o gel  foi  colocado sob agitação orbital  por  15 minutos.  Em seguida,  a 

solução fixadora foi desprezada, o gel foi lavado com água destilada 2 a 3 vezes e 

então  foi  adicionada  a  solução  reveladora  (NaOH  3%,  formol  0,0033%). 

Posteriormente,  o  recipiente  foi  novamente  colocado  em agitação  orbital  por  15 

minutos. Após a revelação, a solução reveladora foi desprezada e então adicionada 

solução fixadora suficiente para cobrir o gel e parar a reação de revelação.

SNP Sequência do Primer (5’→3’) T de 
Anelamento

Amplicon Enzima de 
Restrição

TNF 
-308G/A

F 5’AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT3’
R 5’TCCTCCCTGCTCCGATTCCG3’

55°C 107pb NcoI

TNF 
-857C/T

F 5’GGCTCTGAGGAATGGGTTAC3’
R 5’CCTCTACATGGCCCTGTCTAC3’

58°C 120pb TaiI

IL8 
-251A/T

F 5’CCATCATGATAGCATCTGTA3’
R 5’CCACAATTTGGTGAATTATTAA3’

53°C 174pb AseI
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O controle de qualidade foi realizado a partir da repetição de 20% de toda a 

amostra para cada SNP estudado e avaliado a reprodutibilidade dos dados.

4.4 Dosagens de Citocinas/ quimiocinas

As  dosagens  foram realizadas  utilizando  o  líquor  e  plasma  dos  indivíduos 

analisados neste estudo. Os níveis foram medidos pela metodologia xMAP (Bio-Plex 

200)  suspension array system  (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), utilizando o Human 

cytokine Lincoplex Kit  (HCYTO-60k, Lincoplex®, Linco Research Inc.,  St Charles, 

MA, USA) que utiliza ensaios múltiplos baseado na tecnologia de microesferas. As 

cito/quimiocinas  analisadas  foram  TNF-α,  IL-6,  IL-1β,  INF-γ,  IL-10,  IL-1  Ra, 

CCL3/MIP-1α,  CCL4/MIP-1  β,  CCL2/MCP-1,  G-CSF,  IL-8/CXCL8  e  GM-CSF.  As 

amostras foram dosadas em duplicata como descrito por Gehre et al (2008).

Resumidamente, uma mistura do padrão foi reconstituída em 0.25 mL de água 

deionizada,  gerando  uma  concentração  estoque  de  10.000  pg/mL  para  cada 

marcador.  O  estoque  padrão  foi  serialmente  diluído  no  tampão  de  ensaio 

disponibilizado  pelo  KIT  HCYTO-60k  gerando  6  pontos  para  a  curva  padrão, 

disponibilizando uma faixa de concentração para o ensaio entre 3.2–10.000 pg/mL. 

As  amostras  de  LCR  e  plasma  foram  incubados  com  o  anticorpo  acoplado  as 

microesferas por 16 horas, a 4 ºC, com agitação contínua. As microesferas foram 

lavadas duas vezes com tampão de lavagem para a remoção de proteínas, e então, 

incubado  com  anticorpo  específico  ligado  a  biotina  para  detecção  de  cada 

cito/quimiocina  por  1  hora,  em  agitação  contínua.  Em  seguida,  foi  adicionada 

estreptavidina-ficoeritrina  e  incubado  por  30  minutos.  Após  a  incubação,  as 

microesferas foram lavadas e ressuspendidas em sheath fluid, líquido de circulação 

do equipamento. Todas as amostras foram submetidas ao Bio-Plex suspension array 

system,  que  identificou  cada  diferente  microesfera  e  quantificou  cada  proteína 

marcada baseada na fluorescência da ficoeritrina.  As concentrações de citocinas 

foram calculadas  automaticamente  pelo  software  Bio-Plex  Manager  usando  uma 

curva  padrão  derivada  de  citocinas  recombinantes  humana.  Foram avaliadas  as 

amostras diluídas e não diluídas para evitar a quantificação de cito/quimiocinas fora 

da faixa. Devido à baixa quantidade de material biológico, não foi possível fazer a 

determinação em todos os indivíduos.
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4.5 Dosagens de Imunoglobulinas

Os níveis totais de IgG e IgA foram medidos a partir do plasma dos indivíduos, 

utilizando  placas  de  imunodifusão  radial  simples  quantitativa  (Diffu-placa, 

Biocientífica  SA),  de  acordo  com  as  instruções  do  fabricante.  A  técnica  de 

imunodifusão é realizada em meio semi-sólido, geralmente o ágar ou agarose. A 

imunodifusão radial simples, além de ser uma técnica de fácil realização e de baixo 

custo, é quantitativa. Resumidamente, é realizada em placas revestidas de agarose, 

no  qual  é  incorporado  um  anti-soro  específico  para  a  imunoglobulina  a  ser 

quantificada.  No  gel  são  feitos  furos  onde  são  pipetadas  pelo  menos  três 

concentrações  conhecidas  da  imunoglobulina  que  se  quer  determinar  (solução 

padrão) e as amostras de concentração desconhecida. Forma-se um halo ao redor 

do  orifício  onde  foi  pipetada  a  amostra  corresponde  à  concentração  das 

imunoglobulinas  a  serem  determinadas.  Para  a  obtenção  da  curva  padrão  são 

utilizadas  concentrações  conhecidas  da  solução  padrão  e  após  reação  com  os 

anticorpos  presentes  na  agarose,  os  halos  são  medidos  (Mancini  et  al, 1965). 

Devido  à  baixa  quantidade  de  material  biológico,  não  foi  possível  fazer  a 

determinação em todos os indivíduos.

4.6 Análises estatísticas

A  frequência  alélica  e  genotípica  dos  pacientes  e  do  grupo  controle  foi 

calculada por contagem direta. As distribuições genotípicas foram avaliadas para o 

equilíbrio de Hardy-Weinberg pelo método clássico qui-quadrado (X²)  de Pearson 

(bicaudal)  usando  o  programa  Helix  SVS.  Para  analisar  a  associação  entre  a 

variante polimórfica dos genes estudados e a MB foram comparadas as frequências 

genotípicas e alélicas entre os casos e controles, através de análise de tabelas de 

contingência 2x2 para se obter o valor de P. Como essas variáveis são categóricas, 

o valor de  P foi obtido realizando os testes de  X² de Pearson ou o teste exato de 

Fisher (para valores menores que 5). A combinação entre os genótipos polimórficos 

em relação aos genótipos normais também foi avaliada pelo teste de X². As análises 

de poder de estudo foram realizadas baseando-se no tamanho da amostra e no seu 

nível  de  significância.  Os efeitos  das variáveis  independentes  foram avaliados a 
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partir do cálculo de  Odds Ratio (OR) no intuito de definir a probabilidade de risco, 

para determinar o nível de influência de cada genótipo.

A análise estatística das variáveis  contínuas não paramétricas foi  realizada 

pelo  teste  de  Mann-Whitney  U,  que  avaliou  as  diferenças  nos  níveis  dos 

moduladores inflamatórios em relação tanto aos genótipos individuais como para os 

combinados. O teste de Spearman foi realizado para avaliar a correlação entre a 

contagem  celular  e  os  níveis  de  moduladores  inflamatórios  em  relação  aos 

genótipos  combinados.  As  análises  estatísticas  foram  realizadas  utilizado  os 

softwares  GraphPad-  Prism5 e  WINPEPI  versão  5.4  (2008).  Valores  de  P≤0,05 

(bicaudal) foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. Análise das frequências alélicas e genotípicas:

Os primers desenhados resultaram em amplificações claras e específicas para 

a maioria das amostras, muito embora, mesmo após repetição, algumas amostras 

continuaram sem amplificar para determinados polimorfismos, gerando diferenças 

nas quantidades de amostras genotipadas entre os  SNPs. O produto de PCR do 

SNP TNF-308G/A digerido com a enzima de restrição NcoI gera dois fragmentos de 

aproximadamente 87pb e 20pb quando o indivíduo possui o genótipo selvagem, a 

variante  adenina  não  é  digerida  permanecendo  com  107  pb,  e  o  genótipo 

heterozigoto para esse SNP apresenta os fragmentos de 107 pb, 87 pb e 20 pb. O 

produto de PCR do SNP TNF-857C/T digerido com a enzima de restrição TaiI gera 

dois fragmentos de aproximadamente 100 pb e 20 pb quando o indivíduo possui o 

genótipo selvagem, a variante timina não é digerida permanecendo com 120 pb, e o 

genótipo heterozigoto para esse SNP apresenta os fragmentos de 120 pb, 100 pb e 

20 pb. E o produto de PCR de 174 pb do SNP IL8- 251A/T digerido com a enzima 

AseI  gera  fragmentos  de  154  pb  e  20  pb  para  os  indivíduos  com  o  genótipo 

polimórfico, e o genótipo heterozigoto para esse SNP gera os fragmentos de 174 pb, 

154 pb e 20 pb, a enzima não digere o alelo normal permanecendo com 174 pb. 

Para todos os SNPs a banda de 20 pb não é possível ser visualizada no gel de 

poliacrilamida a 8% por ser muito pequena. As figuras 11, 12, 13 mostram os geis de 

poliacrilamida com RFLP de amostras para os 3 polimorfismos.
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Figura 11: Gel de Poliacrilamida 8%, corado com nitrato de prata, mostrando 

perfil de digestão para o SNP TNF-308G/A. 1: marcador de DNA 100bp; 2: DNA não 

digerido; 3: homozigoto polimórfico; 4,5 e 6: heterozigoto; 7: homozigoto normal.

Figura 12: Gel de Poliacrilamida 8%, corado com nitrato de prata, mostrando 

perfil de digestão para o SNP TNF -857C/T. 1: marcador de DNA 100bp; 2: DNA não 

digerido; 3: homozigoto selvagem; 4: heterozigoto. 

Figura 13: Gel de Poliacrilamida 8%, corado com nitrato de prata, mostrando 

perfil de digestão para o SNP IL8- 251A/T. 1: marcador de DNA 100bp; 2: DNA não 

digerido;  3,4  e  6:  homozigoto  selvagem;  5,7  e  8:  heterozigoto;  9:  homozigoto 

polimórfico. 

As  distribuições  genotípicas  dos  SNPs  estudados  individualmente  não 

apresentaram  desvios  para  o  equilíbrio  de  Hardy-Weinberg.  A  distribuição  das 

frequências alélicas e genotípicas de TNF -308G/A, TNF -857C/T e IL8- 251A/T dos 

pacientes com MB comparado ao grupo controle são apresentados na tabela 4. Para 

testar se a distribuição de cada variável independente (genótipo) entre os casos e os 
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controles era ao acaso ou obedecia alguma tendência, foi usado o teste estatístico 

X² ou o teste exato de Fisher, quando necessário, e calculada a OR para determinar 

o nível de influência de cada genótipo (Lewis, 2002).

Não  houve  diferenças  entre os  grupos,  analisando-se  as  frequências 

genotípicas e  alélicas  para  as  variações  em  TNF  -857C/T  e  IL8  -251A/T.  Já  o 

polimorfismo em TNF -308G/A demonstrou um possível papel protetor, uma vez que 

apresentou  aumento  da  frequência  no  grupo  controle  tanto  para  o  genótipo 

heterozigoto GA (P= 0,0008, OR= 0,30) como para o alelo variante A de 0,20 (P= 

0,0145, OR= 0,34) quando comparado com o grupo MB. O nível de proteção gerado 

por esse genótipo foi de 3,3 vezes maior do que em indivíduos que não possuíam o 

genótipo heterozigoto.

Dos 163 indivíduos genotipados para TNF -308G/A, 70% foram homozigotos 

selvagens, 26% foram heterozigotos e 3% foram homozigotos polimórficos, essas 

frequências foram similar a de outras populações (Karplus et al, 2002; Cambrera et 

al, 1995, Gaudet et al, 2007).

Tabela 4: Frequências alélicas e genotípicas dos SNPs para a MB em 

comparação com o grupo controle.

Genótipo
Casos 
(%)

Controles (%) P value* OR (95% IC)
Poder de 

estudo (%)
TNF  -308(cases= 54; controles = 109) 
GG 46(85) 69(63) 0.0004* 3.32 (1.68 a 6.58) 86.10
GA 7(13) 36(33) 0.0008* 0.30 (0.14 a 0.62) 82.04
AA 1(2) 4(4) 0.682 0.48 (0.08 a 2.73) 2.45
Freqüência 
alélica de A

0.08 0.20 0.0145* 0.34 (0.14 a 0.83)
53.43

TNF  -857 (cases= 52; controles = 110)
CC 39(75) 84(76) 0.8694 0.94 (0.49 a 1.80) 4.33
CT 13(25) 26(24) 0.8694 1.05 (0.55 a 2.01) 3.20

TT 0(0) 0(0) - -

Freqüência 
alélica de T

0.12 0.11 0.8246 1.10  (0.46 a 2.63)
3.22

IL8  -251 (cases= 52; controles = 106)
AA 12(23) 31(29) 0.3334 0.73 (0.38 a 1.38) 12.05
AT 25(48) 43(41) 0.3193 1.32 (0.75 a 2.32) 12.74
TT 15(29) 32(30) 0.8768 0.95 (0.51 a 1.75) 3.26
Freqüência 
alélica de T

0.53 0.50 0.6712 1.12 (0.64 a 1.96)
5.20

*Estatisticamente significante (p<0.05), qui-quadrado de Pearson ou teste de Fisher (bicaudal).  

Modelo de Herança: Dominante (AB+BB/AA)
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O SNP TNF -308G/A mostrou um modelo de herança dominante (AB+BB/AA), 

apenas uma cópia variante é necessário para um indivíduo expressar o fenótipo, 

uma vez que o genótipo heterozigoto já foi  suficiente para determinar a possível 

proteção  à  MB.  O  genótipo  homozigoto  polimórfico  não  apresentou  associação 

significativa por ser muito raro, um aumento amostral seria necessário para garantir 

se o alelo variante é de fato o dominante.

5.2. Efeito dos SNPs combinados:

Foi  realizada  análise  de  interação  gene-gene  para  cada  polimorfismo, 

analisando a prevalência de possíveis combinações de interação entre os genótipos 

que poderiam afetar o desenvolvimento da doença, com o objetivo de avaliar o efeito 

global da presença dos alelos variantes. A Tabela 5 mostra as combinações obtidas 

com significância estatística quando se comparou as frequências entre os pacientes 

com  MB  e  o  grupo  controle.  É  notável  que  as  combinações  entre  o  genótipo 

selvagem TNF -308GG tanto com as variantes IL8 -251T/_, AADAT +401T/_ ou pelo 

menos um alelo polimórfico nas enzimas de reparo de DNA foi mais frequente em 

pacientes com MB (P<0,05).  Os polimorfismos em  APEX1 +148Glu/_ combinado 

com  AADAT +401T/_  ou IL8  -251T/_,  e em  OGG1 +326Cys/_ com  IL8  -251T/_ 

também obtiveram valores estatisticamente significantes com maior frequência no 

grupo de doentes. Quando se associou as variantes nas enzimas de reparo do DNA 

observou-se uma maior prevalência de heterozigotos e/ou homozigotos polimórficos 

triplos no grupo MB em relação aos controles (P= 0,0007,  OR= 5,35).  Todas as 

combinações  obtiveram  um  alto  poder  de  estudo  mesmo  com  uma  amostra 

pequena. Estes resultados revelam possíveis associações entre genes diferentes 

que podem interagir entre si levando à ocorrência de MB. 

Em contraste,  mesmo com o efeito isolado de  TNF -857C/T  não ter obtido 

diferença  significativa  quando  comparado  entre  os  grupos,  a  combinação  dos 

genótipos polimórficos entre as variantes estudadas para o gene do TNF apresentou 

um  aumento  significativo  no  grupo  controle  (P=  0,0008,  OR=  0,10)  quando 

comparado ao com MB, com uma chance de proteção 9,3 vezes maior do que os 

indivíduos que não possuem tal combinação, enfatizando o possível papel protetor 

desses polimorfismos (tabela 5). Não foi possível validar as frequências encontradas 



60

pelas combinações com outros estudos de populações heterogêneas devido a esse 

ser o primeiro trabalho que associa tal variantes genéticas.

Tabela 5: Distribuição dos genótipos do SNP combinadas para a BM em 

comparação com o grupo controle.

Combinação Casos 
(%)

Controles 
(%)

P value* OR (95% IC) Poder de 
estudo 

(%)

(casos= 50; controles = 100)
TNF 

-308G/
G

APEX1 
Glu/_

OGG1 
Cys/_

PARP1 
Ala/_

16 3 0.0028* 6.15 (1.73 a 21.88) 79.16

APEX1 
Glu/_

OGG1 
Cys/_

PARP1 
Ala/_

22 5 0.0007* 5.35 (1.93 a 14.81) 84.99

TNF 
-308G/

G

APEX1 
Glu/_

AADAT
T/_

44 17 P<0.0001
*

3.83 (1.99 a 7.38) 93.43

TNF 
-308G/

G

AADAT
T/_

66 33 P<0.0001
*

4.52 (2.53 a 8.09) 97.13

TNF 
-308G/

G

APEX1 
Glu/_

60 28
P<0.0001

*

3.85 (2.13 a 6.97) 96.70

TNF 
-308G/

G

OGG1 
Cys/_

46 22 0.0003* 3.02 (1.63 a 5.58) 84.18

APEX1 
Glu/_

OGG1 
Cys/_

34 13 0.0005* 3.44 (1.68 a 7.04) 83.89

TNF 
-308G/

G

IL8 A/_ 70 47 0.0010* 2.63 (1.47 a 4.70) 76.66

IL8 A/_ APEX1 
Glu/_

50 28 0.0014* 2.57 (1.43 a 4.62) 74.68

IL8 A/_ OGG1 
Cys/_

42 18 0.0002* 3.29 (1.72 a 6.29) 86.93

APEX1 
Glu/_

AADAT
T/_

52 27 0.0003* 2.90 (1.62 a 5.28) 84.75

TNF 
-308A/_

TNF 
-857T/_

2 16 0.0008* 0.10 (0.23 a 0.47) 83.65

*Estatisticamente significante (p<0.05), qui-quadrado de Pearson ou teste de Fisher (bicaudal).  

Modelo de Herança: Dominante (AB+BB/AA)

5.3. Associação dos SNPs com moduladores de resposta imune

A  análise  de  cito/quimiocinas  em  relação  aos  genótipos  individuais  foi 

realizada para avaliar o efeito biológico dos polimorfismos. Para o SNP TNF-308G/A 

foi  observado  uma  associação  significativa  tanto  quando  foram  comparados  os 

indivíduos que possuíam pelo menos um alelo polimórfico com os indivíduos com 

genótipo selvagem no grupo MB nas amostras de LCR como no grupo controle em 
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amostras de plasma. No grupo MB observou-se uma associação significativa para 

TNF-α (P=0,0515) e IL-6 (P=0,0135) e no grupo controle para MCP-1 (P=0,0381) e 

TNF-α (P=0,0547 borderline) (Figura 14).
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14 a)

14 b)

Figura 14: Diferença significativa dos níveis de cito/quimiocinas para o  SNP 

TNF-308G/A. a)  Amostras  de  LCR  do  grupo  MB;  b)  Amostras  de  plasma  dos 

controles. (P<0.05) pelo teste de Mann-Whitney U.

Para os SNPs TNF-857C/T e IL8 -251A/T só foi possível fazer as análises no 

grupo MB, uma vez que esses polimorfismos não foram suficientes para modificar os 

níveis de cito/quimiocinas sem um estímulo, que é o caso do grupo controle. Embora 

não se tenha observado modificações significativas nos níveis de cito/quimiocinas 

para o polimorfismo em TNF-857T, foi observado uma tendência em elevar os níveis 

de alguns dos moduladores em indivíduos que possuíam o polimorfismo (Figura 15). 
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Figura 15: Níveis de cito/quimiocinas para o SNP TNF-857C/T em amostras de 

LCR do grupo MB;  mostrando um discreto aumento para os portadores do  SNP 

TNF-857T/_. (P<0.05) pelo teste de Mann-Whitney U.

O SNP IL8 -251A/T  só mostrou influência significativa em relação aos níveis 

da  própria  quimiocina  a  CXCL8/IL-8  (P=0.004),  muito  embora  os  portadores  do 

polimorfismo IL8 -251T mostraram uma tendência em diminuir os níveis dos outros 

moduladores inflamatórios avaliados (Figura 16).

Figura 16: Níveis de cito/quimiocinas para o IL8 -251A/T em amostras de LCR 

do  grupo  MB;  mostrando  uma  diferença  significativa  apenas  para  os  níveis  de 

CXCL8/IL-8 e uma tendência em diminuir os níveis dos outros moduladores para os 

portadores do SNP IL8 -251T/_. (P<0.05) pelo teste de Mann-Whitney U.
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Só foi possível avaliar a diferença da contagem de células no LCR entre os 

genótipos para o SNP IL8 -251A/T, devido à baixa quantidade de amostra biológica, 

das quais poucos indivíduos possuíam os alelos polimórficos para  TNF -308G/A e 

TNF  -857C/T, impossibilitando  a  análise  estatística.  Os  portadores  do  SNP  IL8 

-251T/_ apresentaram uma quantidade menor de células do que os indivíduos com o 

alelo selvagem (P=0.003) (Figura 17), sugerindo um efeito do polimorfismo sobre o 

recrutamento celular, possivelmente associado aos níveis reduzidos de CXCIL8/IL-8.

Figura 17: Contagem celular em relação ao SNP IL8 -251A/T em amostra de 

LCR no gupo MB. (P<0.05) pelo teste de Mann-Whitney U.

O efeito combinado entre os marcadores estudados foi também observado a 

partir  da  análise  dos  níveis  de  cito/quimiocinas.  Foram  realizadas  algumas 

combinações entre os indivíduos que possuíam pelo menos um alelo polimórfico nos 

marcadores  estudados  com  os  indivíduos  que  não  portavam  tais  combinações. 

Pacientes  portadores  da  combinação  APEX1  +148  Glu/_ com  IL8  -251T/_ 

mostraram níveis reduzidos (P <0,05) de IL-1β, TNF-α, CCL3/ MIP-1α e CCL4/ MIP-

1β (Figura 18 a). Na combinação dos triplos polimórficos para as enzimas do BER foi 

observada uma diminuição (P <0,05) dos níveis de TNF-α, CCL3/ MIP-1α, CCL4/ 

MIP-1β, e G-CSF no LCR (Figura 18b). Além disso, observou-se a redução (P<0,05) 

dos  níveis  de  CCL4/  MIP-1β  para  a  combinação  entre  APEX1 +148  Glu/_ com 

AADAT +401T/_ (Figura 18c). 
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18 a)

18 b)

18 c)

Figura 18: Níveis  de cito/quimiocinas em relação à combinação dos genótipos em 

amostras de LCR no grupo MB. a)  APEX1 +148 Glu/_ com  IL8 -251T/_;  b)  APEX1 +148 

Glu/_ com OGG1 +326 Cys / _ e PARP-1 +762Ala/_. c)  APEX1 +148 Glu/_ com  AADAT 

+401T/_. (* p<0.05) pelo teste de Mann-Whitney U.
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As outras combinações não mostram alterações estatisticamente significativas 

nas  concentrações  de  cito/quimiocinas  (dados  não  mostrados).  Não  foi  possível 

realizar a combinação para os SNPs estudados para o gene do TNF porque poucos 

indivíduos  possuíam  a  combinação no  material  biológico  que  foi  dosado  esses 

moduladores, impossibilitando qualquer análise estatística.

Foi avaliada ainda, a relação entre os níveis desses moduladores inflamatórios 

com  a  contagem  celular  no  LCR  para  pacientes  que  portavam  algumas 

combinações.  Houve  uma  redução  na  contagem  de  células  em  doentes  com 

genótipo combinado APEX1 +148 Glu/_ com IL8 -251 T/_ e APEX1 +148 Glu/_ com 

AADAT  +401T/_ (Figura  19  a-b).  As  análises  destas  combinações  mostraram 

correlação  estatisticamente  significante  entre  a  contagem  de  células  e  os 

moduladores IL-1β, IL-6, TNFα, CCL3/MIP-1α, CCL4/MIP-1β e G-CSF em todos os 

pacientes (Tabela 6). 

19 a)

19 b)

Figura 19: Contagem celular em relação às combinações de SNPs no grupo 

MB. a)  APEX1 +148 Glu/_ com  IL8 -251 T/_; b)  APEX1 +148 Glu/_  com  AADAT 

+401T/_.
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Tabela 6: Correlação entre os níveis de cito/quimiocinas e a contagem de 

células em pacientes MB no LCR.

*Estatisticamente significante (P<0.05), correlação de Spearman bicaudal (contagem de células vs 

nível de cito/quimiocina). 

Os  níveis  de  imunoglobulinas  no  plasma  também  foram  dosados  para 

avaliação do efeito dos SNPs estudados em relação a esse modulador da resposta 

imune. Devido às diferenças na resposta adquirida em crianças (até 18 anos de 

idade) e adultos (superior a 18 anos de idade), cada grupo foi  submetido a uma 

avaliação distinta dos níveis de IgA e IgG. Porém, só foi possível a análise para o 

SNP TNF -308G/A em adultos devido a baixa quantidade de amostra biológica, das 

quais poucos indivíduos possuíam os alelos polimórficos para  TNF -857C/T  e IL8 

-251A/T, impossibilitando  a  análise  estatística.  Na  presença  do  genótipo  TNF 

-308GA/_  não foi observado nenhuma alteração significativa quanto aos níveis de 

imunoglobulinas e comparação com o genótipo selvagem (Figura 20). 

A associação entre a imunoglobulina e as combinações de genótipos não foi 

possível porque não havia amostra suficiente para este tipo de análise. 

APEX1 +148 Asn/Asn 
+ IL8 -251 AA 

IL-1β IL-6 TNFα MIP1-α MIP1-β MCP-1 G-CSF

Spearman r 0.428 0.305 0.391 0.204 0.422 -0.155 -0.037

P value 0.047* 0.168 0.072 0.363 0.050* 0.490 0.870

APEX1 +48Glu/_ 
+ IL8 -251T/_

IL-1β IL-6 TNFα MIP1-α MIP1-β MCP-1 G-CSF

Spearman r 0.830 0.547 0.781 0.735 0.791 0.346 0.788

P value <0.001* 0.019* 0.0013* <0.001* <0.001* 0.159 <0.001*

APEX1 +148 Asn/Asn 
+ AADAT+401 CC

IL-1β IL-6 TNFα MIP1-α MIP1-β MCP-1 G-CSF

Spearman r 0.111 0.506 0.311 -0.100 0.032 -0.007 -0.104

P value 0.673 0.038* 0.224 0.701 0.903 0.978 0.691

APEX1+148 Glu/_ 
+ AADAT +401 T/_ 

IL-1β IL-6 TNFα MIP1-α MIP1-β MCP-1 G-CSF

Spearman r 0.783 0.623 0.579 0.507 0.645 0.060 0.625

P value <0.001* 0.007* 0.005* 0.012* 0.005* 0.818 0.007*
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Figura 20: Níveis de IgG e IgA em plasma de adultos em relação ao SNP TNF 

-308G/A. (P<0.05) pelo teste de Mann-Whitney U.
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6. DISCUSSÃO

A MB é uma infecção bacteriana comum e grave principalmente devido à alta 

prevalência  de  morbidade  e  mortalidade,  com  evolução  variável  em  diferentes 

indivíduos (Sellner et al, 2010). Algumas dessas diferenças são devido a fatores de 

risco como idade, predisposições a doença ou tratamento inadequado (Kalin  et al, 

2000).

Um novo e importante foco da pesquisa médica é a identificação de genes que 

interagem entre  si  e  promovem uma possível  susceptibilidade  ou  resistência  ao 

desenvolvimento de certas doenças complexas como é o caso da MB (Stranger et 

al, 2011). Estudos de polimorfismos de vários moduladores inflamatórios e suas sub-

vias  de  ativação  têm  sido  bastante  descritos  por  alterarem  a  produção  das 

respectivas proteínas (Bidwell et al, 2001; Sanders et al, 2011). Esses polimorfismos 

alteram os  níveis  da  produção  do  determinado  modulador,  causando  diferenças 

interindividuais na resposta imune dos indivíduos (Mccarron et al, 2002).

Há um considerável  número de polimorfismos em genes que influenciam a 

expressão de moduladores inflamatórios e moléculas relacionadas. Apesar disso, 

este é o primeiro estudo que avalia a potencial associação entre os polimorfismos 

genéticos em TNF -308G/A, TNF -857C/T, IL8 -251A/T, APEX1 Asn148Glu, OGG1 

Ser326Cys,  PARP-1  Val762Ala  e  AADAT  +401C/T com  a  resposta  inflamatória 

contra infecções utilizando como modelo a meningite bacteriana. A baixa frequência 

da  doença  e  a  deficiência  do  sistema  de  saúde  pública  em nosso  estado,  não 

permitiu o recrutamento de um grande grupo para o estudo, muito embora algumas 

de  nossas  associações  tenham  uma  representação  coerente  do  espectro 

epidemiológico  da  MB  em nosso  país  e  as  análises  têm um elevado  poder  de 

estudo,  teste  estatístico  que  é  definido  como a  probabilidade de identificar  uma 

diferença entre os tratamentos ou efeito quando este é de fato verdadeiro (Cohen, 

1992).

Como modelo de estudo, para avaliar se as variantes selecionadas possuíam 

influência  em  relação  ao  desenvolvimento  da  MB,  nós  usamos  a  estratégia  de 

associação  entre  casos  e  controles,  que  utiliza  indivíduos  que  possuem  uma 

determinada doença ou fenótipo (casos) e os compara com indivíduos que não o 

possuem (controles),  investigando uma possível  diferença na frequência alélica e 
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genotípica  entre  eles.  Uma  vez  encontrada  uma  diferença  nas  frequências  da 

variante entre os grupos, é possível que a variável aumente ou diminua o risco de 

desenvolver certa doença ou expressar determinado fenótipo (Bhangale et al, 2008).

Diferenças  sistemáticas  na  ancestralidade  entre  casos  e  controles  podem 

determinar a diferença nas frequências da variante entre os grupos, resultando em 

uma  interpretação  errônea  dos  dados  (Hinds  et  al,  2004).  Quando  a 

heterogeneidade é equivalente em casos e controles, os dois grupos possuem o 

mesmo grau de miscigenação, a estratificação não ocorre, tais como populações 

miscigenadas (Ardlie et al, 2002). Os níveis de influência sobre a ancestralidade da 

população brasileira atual deve ser um produto resultante dos efeitos de migração e 

miscigenação  principalmente  das  populações  europeias,  africanas  e  indígenas 

nativas, possuindo assim frações de ancestralidade que determinam um padrão de 

desequilíbrio de ligação e diversidade haplotípica diferente das populações de base 

(Parra et al, 2003; Moraes et al, 2005). Com isso, não é possível a extrapolação dos 

dados  encontrados  em  grupos  étnicos  fechados  para  a  maioria  das  pesquisas 

realizadas no país, e em nossa população específica, a amostra é de pessoas no 

nordeste do Brasil, que não tem etnia específica, ao contrário, é a população com 

maior grau de mistura (Pena et al, 2011). 

Nenhum  dos  marcadores  estudados  estava  fora  do  equilíbrio  de  Hardy-

Weinberg, confirmando que as frequências genotípicas e alélicas estão associadas 

ao fenótipo  e não dos possíveis  efeitos  da  mistura de diferentes  populações ou 

fluxos migratórios (Jianfeng et al, 2002).

A comparação das frequências genotípicas entre os casos e controles não 

revelou diferenças significativas na distribuição individual entre pacientes e controles 

saudáveis  para  as  variantes  TNF  -857C/T  e  IL8  -251A/T.  Como  foi  discutido 

anteriormente em outras publicações de nosso grupo, os polimorfismos em AADAT 

+401C/T e APEX1 Asn148Glu foram associados com a ocorrência da doença, uma 

vez que os alelos polimórficos são mais prevalentes no grupo MB. Para os outros 

SNPs  nas  enzimas  do  BER,  a  relação  também foi  encontrada  para  o  genótipo 

polimórfico OGG1 Cys/Cys com maior frequência (P <0,05) no grupo com MB, e o 

genótipo normal PARP-1 Val/Val com maior frequência no grupo controle (P <0,05). 
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Estes  SNPs também  apresentaram  influência  sobre  a  resposta  imune  inata  e 

adaptativa (Sousa et al, 2011; Silva et al, 2011).

A análise dos genótipos individuais sugere ainda um possível papel protetor do 

SNP TNF  -308G/A contra  a  doença,  já  que  existe  uma  maior  prevalência  do 

genótipo heterozigoto no grupo saudável,  e homozigoto normal no grupo MB. As 

frequências encontradas em nosso estudo para essa variante foram validadas a 

partir  da  comparação  com  outros  trabalhos  com  populações  heterogêneas,  em 

especial um estudo realizado com uma amostra do estado do Rio Grande do Norte 

realizado  por  Karplus  et  al (2002),  comprovando  que  as  diferenças  entre  as 

frequências alélicas e genotípicas encontradas não se deve ao tamanho amostral e 

muito menos aos efeitos de ancestralidade  (Cambrera  et al,  1995, Gaudet  et al, 

2007).

Alterações dos níveis de cito/quimiocinas foram observados na presença do 

alelo variante. Observou-se um aumento significativo no nível de TNF-α (P= 0,0515) 

e IL6 (P= 0,0135) em amostras de LCR no grupo MB e TNF-α (P= 0,0547) e MCP-1 

(P= 0,0381)  em amostras  de plasma no grupo controle.  É importante notar  que 

mesmo os resultados de valor de  P para o TNF-α assumirem valores  bordline, os 

mesmos já possuem relevância biológica (Paes, 1998). Estes resultados confirmam 

o possível  papel protetor da presença do alelo variante, uma vez que este gene 

codifica  uma  das  principais  citocinas  pró-inflamatórias  e  desempenha  um  papel 

central na iniciação e regulação da resposta inflamatória (Suryaprasad et al, 2003; 

Sellner et al, 2010).

O TNF-α, está relacionado com muitas das mudanças características na MB, 

incluindo  geração  de  inflamação  neutrofílica,  aumento  do  metabolismo  cerebral, 

consumo  de  oxigênio  e  fluxo  de  sangue  cerebral,  age  como  um  mediador  de 

resistência a agentes infecciosos, e, portanto, é importante na defesa do hospedeiro 

(Bradley,  2008;  Scheld  et  al,  2002).  TNF-α  está  envolvido  ainda  nas  vias  de 

transdução  de  sinal  que  ativam  o  NF-кB,  auxiliando  assim  na  regulação  da 

expressão de muitos genes pró-inflamatórios (Falvo et al, 2010; Hayden et al, 2012). 

Está relacionado também com a produção de imunoglobulinas por indução do TGF-

β1 (Tsuji et al, 2008), embora não tenha sido visto em nosso trabalho diferença nos 
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níveis de imunoglobulina em presença do alelo A, provavelmente devido a pouca 

quantidade de amostras que foram dosadas.

Já é bem descrito que as citocinas desempenham um papel importante no 

controle de infecções, mas a presença em excesso ou em tecidos errados pode 

causar complicações graves (Cox  et al, 1992; Gullestad  et al, 2012; Lukens  et al, 

2012). Na defesa inicial à MB, quando o microrganismo ainda não invadiu o SNC, 

altos níveis de TNF-α são necessários para desencadear o processo de eliminação 

dos  patógenos,  impedindo  que  haja  o  rompimento  da  BHE  e  passagem  do 

microrganismo para SNC, no entanto, após instalação da infecção, e por se tratar de 

células  neuronais,  a  morte  celular  gerada  pela  ação dessa  citocina  e  de  outros 

mediadores estimulados por ela leva ao aparecimento de sequelas neurológicas.

Apesar dos efeitos individuais dos genes serem relativamente pequenos, as 

interações gene-gene e o meio ambiente podem contribuir significativamente para o 

entendimento do desenvolvimento de muitas doenças complexas (Stranger  et al, 

2011).  Como  a  fisiopatologia  das  doenças  infecciosas  envolvem  a  interação  de 

várias  vias  e  proteínas,  analisamos  também  a  forma  com  que  os  marcadores 

interagem entre si (Tabela 5). Algumas combinações sugerem que os produtos de 

expressão  podem  funcionar  em  conjunto  para  proporcionar  um  fator  de  risco 

genético  importante  para  a  ocorrência  da  MB,  uma  vez  que  obtiveram  alta 

prevalência  no  grupo  infectado  quando  comparadas  com o  grupo  saudável.  Em 

particular, é interessante notar que as combinações TNF -308 G/G com APEX1+148 

Glu/_ e  AADAT +401 T/_, foram expressivamente mais frequentes no grupo MB, 

com um risco de adquirir a doença de até quatro vezes a mais que um indivíduo que 

não porta tal combinação. 

A combinação entre os dois polimorfismos estudados no gene do TNF mostrou 

um efeito aditivo interessante. Foi visto que isoladamente SNP em TNF -857C/T não 

sugere associação com a MB, já que não houve diferença na comparação entre as 

frequências dos grupos, e tanto o genótipo heterozigoto para TNF -308G/A quanto à 

frequência  alélica  de  A,  mesmo  com  valores  estatisticamente  significantes, 

obtiveram uma chance de proteção contra a doença menor quando comparada com 

a combinação entre os dois polimorfismos. Já é bem descrito na literatura que o 

gene  do  TNF é encontrado  em uma  região  de  grande  variação  gênica  e  seus 
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polimorfismos estão em desequilíbrio de ligação com os do colmplexo HLA humano 

(Hajeer e Hutchinson, 2000). Assim, a frequência da combinação entre os  SNPs 

TNF  -308G/A  e  TNF  -857C/T deve  está  possivelmente  relacionada  a  um 

desequilíbrio  de  ligação  entre  as  variantes,  em  que  ocorre  na  população  uma 

frequência maior de uma determinada combinação entre genes ou polimorfismos do 

que a esperada pelo produto de suas frequências individuais (Jianfeng et al, 2002).

Quando os efeitos combinados dos  SNPs foram explorados em relação aos 

níveis de moduladores inflamatórios, os dados encontrados mostraram associação 

significativa com risco de ocorrência da doença. Análise combinada de interação 

gene-gene demonstrou um efeito sinérgico, uma vez que houve uma maior redução 

no nível de citocinas e quimiocinas para as combinações do que para os genótipos 

isolados.  Em diversos  modelos  de  infecção,  uma resposta  imune  ineficiente  por 

moduladores imunes está associada a uma diminuição na eliminação dos agentes 

infecciosos, desenvolvimento de doença invasiva, e alta mortalidade (Lindell  et al, 

2001; MacLennan et al, 1994). Os baixos níveis de IL-1β, TNF-α ou IL-6 na secreção 

nasofaríngea  foram observados  em crianças  com  episódios  recorrentes  de  otite 

média  aguda,  umas  das  principais  causas  que  leva  ao  desenvolvimento  de  MB 

(Lindberg,  1994).  Estas  citocinas  são  importantes  para  a  ativação  de  outros 

moduladores  inflamatórios  como  quimiocinas  (CCL3/MIP-1α  e  CCL4/MIP-1β) 

envolvidos no recrutamento de leucócitos para o local  da infecção e erradicação 

efetiva do patógeno (Zwijnenburg et al, 2006).

Após a análise da combinação dos SNPs nas enzimas do BER, conseguimos 

identificar possível sinergismo na regulação dos moduladores inflamatórios, uma vez 

que  a  combinação  dos  genótipos  sobrepôs  o  efeito  isolado  dos  mesmos.  Foi 

observado uma redução nos níveis de TNF-α, CCL3/MIP-1α e CCL4/MIP-1β e G-

CSF (Figura 18b), mostrando uma resposta inflamatória menos ativa em pacientes 

que  possuem  essa  combinação,  reforçando  a  hipótese  de  associação  com  a 

susceptibilidade a MB. PARP-1 e APE1 são proteínas multifuncionais com funções 

importantes durante o reparo de DNA e na ativação de fatores transcricionais como 

NF-κB e AP-1, os quais são necessários para modulação da resposta inflamatória 

(Xanthoudakis  et al, 1992; Aguilar-Quesada  et al,  2007; Hassa  et al, 2002). Além 

disso, essas duas enzimas podem contribuir na regulação da imunidade humoral 
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através da participação nos processos de mudança de classe de imunoglobulinas 

(Ambrose et al, 2008; Guikema et al, 2007). OGG1 desempenha importante papel na 

prevenção do acúmulo de danos oxidados ao DNA (Youn, et al 2007), e deficiência 

nessa proteína está associada com a diminuição da inflamação durante a infecção 

bacteriana (Wu et al, 2011; Mabley  et al,  2005). Gouping  et al (2012) observaram 

que a deficiência em OGG1 atenua drasticamente a inflamação das vias aéreas, 

reduzindo a produção de TNF -α, IFNγ, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, e IL-17 pela diminuição 

da fosforilação de NF-κB. 

A transcrição gênica no núcleo é comandada pela estrutura da cromatina nas 

regiões promotoras de regulação e do sítio de início da transcrição (Li  et al, 2007). 

Vários tipos de danos ao DNA induzem alterações locais na estrutura da cromatina, 

e já foi descrito que algumas mudanças conformacionais causam uma expressão 

gência alterada (Polo  et al,  2006; Ayoub  et al 2008).  Recentemente Khobta  et al 

(2010) demonstraram que bases oxidadas induzem silenciamento de alguns genes 

por desencadear a degradação do DNA danificado, mas principalmente através de 

um estado persistente de repressão transcricional. Adicionalmente, a estimulação da 

transcrição  pelas  proteínas  da  via  BER APE1  e  OGG1  foram observadas  após 

desmetilação transiente da histona H3 por LSD1. Esse processo leva a produção de 

H2O2 que promove a produção de 8-oxoG e induz o recrutamento de APE1 e OGG1, 

levando a mudanças na conformação da cromatina e modulando a montagem do 

complexo de iniciação da transcrição (Perillo  et al  2008; Amente et al, 2010).  Com 

base nestes estudos, os polimorfismos nas enzimas de reparo do DNA podem gerar 

uma expressão alterada em genes importantes para a resposta inflamatória.

O polimorfismo em  PARP-1 Val762Ala  influencia  a  atividade de poli  (ADP-

ribolisação) da PARP-1, diminuído sua atividade enzimática (Wang et al, 2007). Uma 

vez  que  esta  enzima  tem  sido  descrita  com  função  na  regulação  transcricional 

devido à sua habilidade em modificar proteínas associadas à cromatina, tal variação 

pode diminuir a intensidade da resposta inflamatória (Aguilar-Quesada et al, 2007). 

Estudos mostram que o polimorfismo em OGG1 Ser326Cys compromete a atividade 

de OGG1, pois a proteína polimórfica tende a assumir uma forma dimérica (Hill et al, 

2006), diminuído o reparo principalmente de dano do tipo 8-oxoG. Alguns estudos 

relatam  que  a  substituição  da  base  normal  G  pelo  dano  8-oxoG  em  regiões 
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promotoras, altera as propriedades de ligação de AP-1 e NF-κB (Evans et al, 2004), 

ou ainda, danos oxidados em bases podem interferir na metilação das ilhas CpG, um 

evento  que  comumente  suprime  a  transcrição  gênica  (Valinluck et  al,  2004).  A 

caracterização funcional do SNP APEX1 Asn148Glu ainda não é muito clara, uma 

vez que ensaios in vitro mostram que esse polimorfismo não altera a capacidade de 

AP-endonuclease da proteína, mas não se descarta a possibilidade de interferir com 

a  interação  com  outras  proteínas  (Hadi  et  al,  2000).  Essa  variante  quando 

combinada com a variante OGG1 Ser326Cys mostrou diminuição na capacidade de 

reparar os danos oxidativos do DNA (Vodicka et al, 2007), e em trabalho recente do 

nosso grupo observamos níveis  aumentados de sítios  sensíveis  a  FPG (enzima 

bacteriana análoga a OGG1)  em portadores  do  alelo  APE1 148Glu e/ou  OGG1 

326Cys  (Silva  et  al,  2011).  Foi  descrito que APE1 exerce atividade estimulatória 

sobre OGG1, sendo responsável pela retirada de OGG1 do sítio abásico, permitindo 

assim que a enzima se torne disponível para agir em outro sítio 8-oxoG (Hill  et al, 

2001; Sidorenko et al, 2007). Portanto, esse SNP pode ter seu efeito em relação à 

capacidade de APE1 recrutar e interagir com outras proteínas importantes para o 

reparo de DNA, ou ainda a algum efeito na sua função de regulação redox que 

permanece desconhecido (Vascotto et al 2009; Tell et al 2010; Yu et al, 2010).

CXCL8/IL8 é um forte mediador da inflamação e tem sido implicada ampla 

gama de doenças inflamatórias, incluindo a aterosclerose, lesões de pele e câncer 

de cólon (Goverdhan et al, 2008; Dolcino et al, 2012; Kargi  et al, 2012). Na MB os 

baixos  níveis  de  CXCL8/IL-8  no  LCR,  estão  associados à  pleocitose  neutrofílica 

diminuída (Ostergaard et al, 1999). Embora a frequência individual do polimorfismo 

IL8 -251A/T não tenha sido relacionada com a ocorrência de MB, em nosso modelo 

experimental  os portadores do alelo  IL8 -251T,  apresentaram menores níveis  de 

CXCL8/IL-8 quando comparados com os portadores dos alelos selvagem (Figura 

16), e consequentemente, diminuição no número total de células no LCR (Figura 17) 

o que ocasionou a discreta diminuição dos outros moduladores inflamatórios. 

O´Hara  et al (2006) demonstraram que a ativação de CXCL8/IL8 em células 

epiteliais gástricas infectadas por H. pylori depende diretamente da ativação por AP-

1 regulada por APE1, desta forma, foi analisada a combinação entre os SNPs IL8 

-251A/T e  APEX1 Asn148Glu  para avaliar se existia interação entre os mesmos e 
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alguma relação com a MB. Encontramos uma maior frequência da combinação entre 

IL8  -251T/_ com  APEX1  +148Glu/ no  grupo  doente,  e  observou-se  que  esta 

combinação  pode  ter  sinergismo  em  relação  à  estimulação  dos  moduladores 

inflamatórios, já que níveis reduzidos de cito/quimiocinas e número de células no 

LCR foram observados (Figura 18a).

Em modelo animal utilizando ratos infantes com meningite pneumocócica, foi 

observado um aumento da atividade de algumas enzimas da RQ durante a fase 

aguda da MB (Bellac et al, 2006). O metabolismo do TRP pela RQ é controlado pela 

enzima  IDO,  que  é  induzida  pela  IL-1β  e  TNF-α,  o  que  leva  a  um  aumento 

substancial da concentração de KYNA e de outros metabólitos dessa via durante os 

processos inflamatórios  (O'Connor  et  al,  2009). Outra  combinação importante  foi 

observada entre os polimorfismos APEX1 Asn148Glu e AADAT +401C/T que além 

apresentar maior frequência no grupo com MB, também mostrou influência sobre a 

regulação  da  quimiocina  CCL4/MIP-1β  (Figura  17c)  e  em  outro  trabalho 

desenvolvido por nosso grupo, verificou-se que o polimorfismo em AADAT +401C/T 

pode aumentar a produção de KYNA (Coutinho et al, dados ainda não publicados). 

Do ponto de vista funcional, KYNA inibe a secreção de TNF-α através da ativação do 

receptor GPR35 pelas células PMNs após tratamento com LPS (Wang et al, 2009). 

Além disso, Barth et al (2009) mostraram que altas concentrações de KYNA induz a 

adesão  de  monócitos  e  neutrófilos  no  endotélio  vascular  facilitando  a  migração 

dessas células até o sítio da inflamação, e no caso da MB esse aumento da adesão 

no endotélio da BHE pode estar aumentando a sua permeabilização, facilitando a 

entrada do patógeno no SNC.

A correlação de cito/quimiocinas com contagem de células no LCR durante a 

MB  também  é  considerada  fator  chave  para  o  desenvolvimento  da  doença 

(Zwijnenburg et al, 2006; Lapinet et al, 2000). Observou-se uma redução significativa 

(P <0,05) da contagem de células com o nível de IL-1β, IL-6, TNF-α, CCL3/MIP1-

α,CCL4/MIP1-β e G-CSF em pacientes que tiveram as combinações APEX1 48 Glu /  

_ com IL8-251T / _ e APEX1 148 Glu/_ com AADAT +401 T/_ (Figura 18), sugerindo 

uma diminuição da capacidade de recrutar células PMNs nestes pacientes. Estes 

dados indicam um possível efeito combinado entre os polimorfismos, uma vez que 

promovem um maior efeito na redução dos níveis de moduladores inflamatórios. 
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Este é o primeiro estudo que associa SNPs entre vias importantes que são 

ativadas durante o processo inflamatório de doenças infecciosas tais como a MB 

(Figura 21), comprovando assim, a importância do conhecimento sobre a interação 

entre polimorfismos genéticos. Os nossos dados indicam que a avaliação extensiva 

da  variabilidade  genética  pode  contribuir  para  uma  melhor  compreensão  da 

susceptibilidade à MB como também para outras doenças infecciosas que ativam os 

mesmos mecanismos de resposta imune.  Este conhecimento  não só  irá  permitir 

intervenções clínicas mais adequadas,  mas também programas de promoção de 

saúde e prevenção de doenças direcionados com base no perfil genômico de cada 

indivíduo,  diminuindo  assim  as  taxas  morbidade  e  mortalidade  relacionadas  à 

doença,  através  de  uma  melhor  avaliação  de  risco  e  administração  de  terapias 

direcionadas.
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Figura 21: Vias ativadas durante a MB e influência dos  SNPs estudados: A 

variante TNF -308A/_ pode está relacionado com um possível papel protetor contra 

a MB, uma vez esteve mais frequente no grupo controle e mostrou influencia no 

aumento dos níveis de outras citocinas e quimiocinas, já a variante TNF -857T/_ só 

mostrou relação de proteção quando combinado com a variante em  TNF -308A/_ 

sugerindo um desequilíbrio de ligação entre essas variantes. Os danos oxidativos 

durante a MB são reparados principalmente pelas enzimas da via BER, e em nosso 

modelo  observamos  que  indivíduos  portadores  dos  SNPs em  APEX1  148Glu/_, 

OGG1 326Cys/_  e  PARP1  762Ala/_  e  suas  diferentes  combinações  podem 

aumentar o risco de desenvolver a doença já que foram mais frequentes no grupo 

doente e tais variações determinam a regulação alterada de alguns moduladores 

inflamatórios.  Além  disso,  o  SNP  em IL8  -251T/_ que  isoladamente  não  tinha 

correlação  com a  doença,  quando  combinado  com  APEX1 148Glu/_,  houve  um 

grande risco na chance de desenvolver a doença. Ocorre ainda a metabolização do 

TRP pela Rota da Quinurenina, levando a estimulação da resposta imune, e o em 

SNP AADAT +401 T/C e algumas combinações com as outras variantes estudadas 

foi relacionado com a maior prevalência do genótipo polimórfico em indivíduos com 

MB.
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COMENTÁRIOS, CRÍTICAS E CONCLUSÕES.

• Este  é  o  primeiro  estudo  que  avalia  a  interação  entre  polimorfismos 

genéticos  em  vias  importantes  que  são  ativadas  durante  a  resposta 

inflamatória a agentes infecciosos, utilizado a meningite bacteriana como 

modelo;

• A presença do polimorfismo em TNF -308G/A, mostrou um possível papel 

protetor contra a MB;

• O polimorfismo em  TNF -857C/T individualmente não mostrou influência 

na resposta contra a MB, porém quando combinado com  TNF -308G/A, 

mostrou um provável aumento na taxa de proteção contra a doença;

• As diversas combinações entre os SNPs  IL-8 -251A/T, AADAT+401C/T, 

APEX1  Asn148Glu,  OGG1  Ser326Cys  e  PARP-1  Val762Ala  e  o  alelo 

ancestral para TNF -308, parecem exercer função importante na resposta 

inflamatória  e  indivíduos  portadores  de  algumas  dessas  combinações 

apresentam níveis reduzidos de citocinas e celularidade, o que pode estar 

associado a suscetibilidade a doença. 

• Considerando  a  MB  uma  patologia  que  compartilha  uma  resposta 

imunológica  semelhante  a  outras  doenças  infecciosas,  é  importante 

ampliar o número das amostras e avaliar a possibilidade de analisar esses 

mesmos  marcadores  em  outros  modelos  de  infecção,  visando  a 

identificação e caracterização de novos alvos terapêuticos.
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10.3. Termo de consentimento livre e esclarecido- Grupo MB

 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Novos parâmetros para estudo de danos cerebrais 

induzidos por meningite bacteriana: identificação de novos alvos terapêuticos. 

NATAL/RN-BRASIL

A meningite é uma doença que pode causar alguns problemas graves e os 

tratamentos  atuais  ainda  não  são  suficientes.  Esta  pesquisa  tem  o  objetivo  de 

estudar os mecanismos envolvidos com a destruição de células do cérebro que está 

relacionado com os problemas observados em pacientes  que tiveram meningite. 

Por esta razão, convidamos você a participar de uma pesquisa que vai procurar em 

um pedacinho (genes) do seu DNA (DNA é uma substância que está dentro  de 

nossas células, que foi herdado de nossos pais e que passamos para nossos filhos), 

alguma informação que explique se certas pessoas têm mais facilidade de contrair a 

meningite e desenvolver complicações depois da doença do que outras.

Para  o  diagnóstico  da  meningite,  é  necessário  que  os  médicos  solicitem 

exames de liquor (líquido retirado da medula espinhal) e de sangue. Para realização 

de nossa  pesquisa  precisamos  de  amostras  de  líquor  e  de  sangue  de  pessoas 

afetadas pela meningite, por esta razão estamos pedindo sua autorização para que 

as suas amostras de liquor e sangue, retiradas para os exames solicitados pelo seu 

médico,  possam  ser  também  usadas  em  nossa  pesquisa.  Esclarecemos  que 

nenhum procedimento  adicional  é  necessário,  estaremos usando uma parte  das 

amostras que você precisou retirar para realização de seus exames de diagnóstico.

Essa pequena porção de líquor e sangue serão encaminhados para o Instituto 

de Doenças Infecciosas de Berna (Suíça) obedecendo todo processo recomendado 

pelo Ministério de Ciência e Tecnologia do Brasil, e para isso estamos solicitando 

sua autorização.

No Brasil, os pesquisadores irão analisar os pedacinhos de DNA (genes) que 

produzem as proteínas (moléculas com variadas funções no corpo) envolvidas com 

complicações durante a meningite, enquanto que na Suíça os pesquisadores irão 

analisar essas proteínas no líquor e no sangue. Essas informações trarão benefícios 

FR 
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para o desenvolvimento de novos tratamentos, capazes de reduzir a mortalidade e 

as complicações causadas pela meningite.

Todo o material biológico (líquor e sangue) será usado apenas nessa pesquisa 

e  seus  dados  pessoais  serão  mantidos  em sigilo  absoluto.  Não  permitiremos  a 

terceiros,  tais  como,  seguradores  de  saúde,  empregadores  e  superiores 

hierárquicos, acesso a essas informações. Apenas os pesquisadores, que trabalham 

nessa pesquisa, e você, se desejar, terão acesso às informações e os resultados 

obtidos com suas amostras (liquor e sangue).

Esclarecemos que os resultados esperados não trazem consigo nenhum grau 

de  discriminação  e/ou  prejuízo  moral  individual  ou  coletivo,  no  entanto  havendo 

necessidade de aconselhamento genético, você o terá sem nenhum custo, também 

os resultados da pesquisa serão tornados públicos através da publicação de artigos 

em  revistas  científicas.  Caso  você  concorde  em  participar  desta  pesquisa,  sua 

participação será mantida em sigilo, uma vez que as amostras coletadas receberão 

um número de identificação para ser utilizado no laboratório. Se qualquer publicação 

ou relatório resultar desta pesquisa sua identidade não será revelada. Além disso, 

você  pode  desistir  de  participar  dessa  pesquisa  em  qualquer  momento  sem 

penalização alguma ou prejuízo para seu tratamento.

A  sua  participação  é  voluntária,  você  não  será  remunerado  por  consentir 

participar desta pesquisa, porém você será reembolsado ou indenizado caso ocorra 

algum dano ou prejuízo comprovadamente decorrente dessa pesquisa;

Em qualquer momento desse trabalho você pode tirar suas dúvidas entrando 

em contato com a Professora Lucymara F. Agnez-Lima responsável pelo Projeto.

Declaro  que estou  devidamente  esclarecido,  quanto  ao  que essa pesquisa 

deseja realizar, e que consinto em participar.

Natal, ___/_____/___

___________________________________________________  

   Assinatura do sujeito da pesquisa ou         Impressão dactiloscópica 

___________________________________________________

Assinatura do responsável legal pelo sujeito da pesquisa  

    _____________________________________________

Assinatura do pesquisador responsável pela aplicação do TCLE
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10.4 Termo de consentimento livre e esclarecido- Grupo Controle

Projeto: Novos parâmetros para estudo de danos cerebrais induzidos por 

meningite bacteriana: identificação de novos alvos terapêuticos. – NATAL/RN-

BRASIL

A meningite é uma inflamação das membranas que recobrem e protegem o 

sistema nervoso central, que pode causar alguns problemas graves e os tratamentos 

atuais  ainda  não  são  suficientes.  Esta  pesquisa  tem  o  objetivo  de  estudar  os 

mecanismos envolvidos na facilidade do indivíduo contrair meningite. Por esta razão, 

convidamos você a participar de uma pesquisa que vai procurar em um pedacinho 

(genes) do seu DNA (DNA é uma substância que está dentro de nossas células, que 

foi herdado de nossos pais e que passamos para nossos filhos), alguma informação 

que  explique  se  certas  pessoas  têm  mais  facilidade  de  contrair  a  meningite  e 

desenvolver complicações depois da doença do que outras.

Para realização de nossa pesquisa precisamos de amostras de sangue de 

pessoas aparentemente saudáveis, por esta razão estamos pedindo sua autorização 

para que a sua amostra de sangue possa ser usada em nossa pesquisa. O seu 

sangue será colhido por  profissional  da área da  saúde habilitado e nas devidas 

condições de higiene.

Os pesquisadores irão analisar os pedacinhos de DNA (genes) que produzem 

as  proteínas  (moléculas  com  variadas  funções  no  corpo)  envolvidas  com 

complicações  durante  a  meningite  e  a  facilidade  de  contrair  a  doença.  Essas 

informações  trarão  benefícios  para  o  desenvolvimento  de  novos  tratamentos, 

capazes de reduzir a mortalidade e as complicações causadas pela meningite.

Todo o material biológico (líquor e sangue) será usado apenas nessa pesquisa 

e  seus  dados  pessoais  serão  mantidos  em sigilo  absoluto.  Não  permitiremos  a 

terceiros,  tais  como,  seguradores  de  saúde,  empregadores  e  superiores 

hierárquicos, acesso a essas informações. Apenas os pesquisadores, que trabalham 

nessa pesquisa, e você, se desejar, terão acesso às informações e os resultados 

obtidos com suas amostras (liquor e sangue).

Esclarecemos que os resultados esperados não trazem consigo nenhum grau 

de  discriminação  e/ou  prejuízo  moral  individual  ou  coletivo,  no  entanto  havendo 
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necessidade de aconselhamento genético, você o terá sem nenhum custo, também 

os resultados da pesquisa serão tornados públicos através da publicação de artigos 

em  revistas  científicas.  Caso  você  concorde  em  participar  desta  pesquisa,  sua 

participação será mantida em sigilo, uma vez que as amostras coletadas receberão 

um número de identificação para ser utilizado no laboratório. Se qualquer publicação 

ou relatório resultar desta pesquisa sua identidade não será revelada. Além disso, 

você  pode  desistir  de  participar  dessa  pesquisa  em  qualquer  momento  sem 

penalização alguma ou prejuízo.

A  sua  participação  é  voluntária,  você  não  será  remunerado  por  consentir 

participar desta pesquisa, porém você será reembolsado ou indenizado caso ocorra 

algum prejuízo ou dano comprovadamente decorrente dessa pesquisa.

Em qualquer momento desse trabalho você pode tirar suas dúvidas entrando 

em contato com a Professora Lucymara F. Agnez-Lima, através do telefone 3211-

9209 responsável pelo Projeto.

Declaro  que estou  devidamente  esclarecido,  quanto  ao  que essa pesquisa 

deseja realizar, e que consinto em participar.

Natal, ___/_____/___

___________________________________________________
                           

   Assinatura do sujeito da pesquisa ou                  Impressão dactiloscópica
                    

___________________________________________________

Assinatura do responsável legal pelo sujeito da pesquisa  

            

_____________________________________________

Assinatura do pesquisador responsável pela aplicação do TCLE
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10.5 Termos de aprovação pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa
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