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RESUMO 

 

A Tuberculose (TB) é uma doença infectocontagiosa de relevância global para 

saúde pública, principalmente em países subdesenvolvidos e em 

desenvolvimento. É uma das principais causas de morte por patógeno único, 

atrás apenas do SARS-CoV-2, somando 1.4 milhões de óbitos em 2021 em 

pessoas não portadoras de HIV e um total de 10.6 milhões de infectados. 

Inicialmente um patógeno pulmonar, o Mycobacterium tuberculosis (Mtb) pode 

se disseminar por outros órgãos e tecidos, além de apresentar diferentes níveis 

de gravidade clínica na dependência da interação entre a resposta imune do 

hospedeiro e o Mtb, sendo, portanto, uma imunopatogênese, onde a ativação 

inflamatória crônica do hospedeiro definirá o espectro clínico após o contato com 

o patógeno, e o dano tecidual determinado pela ativação inflamatória do paciente 

na tentativa de contenção bacilar. Com trabalhos iniciados ainda no período de 

iniciação científica, eu e o meu grupo desenvolvemos diversos projetos que 

visam o melhor entendimento de biomarcadores moleculares associados nesse 

processo que definirá o espectro da doença em seus portadores. Por tratar-se 

de imunopatogenia, processos que afetem os mecanismos homeostáticos de 

ativação inflamatória podem interferir na montagem de uma resposta adequada 

e capaz de conter a proliferação bacilar. Nesse contexto, ganha destaque o 

diabetes melitus, doença metabólica crônica com incidência crescente, 

principalmente em consequência dos maus hábitos de vida e obesidade, com 

aproximadamente 422 milhões portadores ao redor do mundo e, responsável por 

cerca de 1.5 milhões de mortes anualmente. Diversos estudos têm avaliado a 

influência do diabetes na TB, porém o impacto da disglicemia na ativação 

inflamatória de portadores de TB permanece incerto. Essa tese utiliza dados do 

RePORT Brasil e Índia, somados a dados públicos do consórcio TANDEM, de 

pacientes com TB seguidos por 6 meses durante a terapia anti-tubercular. 

Amostras de fluidos biológicos foram coletadas e analisadas. Os dados utilizados 

foram previamente coletados e obtidos através da plataforma Luminex e 

transcriptoma do sangue periférico e dosagem de eicosanoides na urina. 

Utilizando análises multidimensionais e de inteligência artificial do tipo 

aprendizado de máquina, encontramos que as condições clínicas TB, DM e 

TBDM compartilham poucos genes diferencialmente expressos na comparação 

entre os países do estudo, pacientes com TBDM apresentam maior grau de 

perturbação molecular, a influência dos genes diferencialmente expressos nas 

vias biológicas é distinta, não apresentando um mesmo padrão entre os países, 

exceto as vias de degranulação de neutrófilos, peptídeos antimicrobianos e a via 

de organização da matriz extracelular, além de identificar a correlação entre 

níveis de HbA1c e vias biológicas. Além disso, estudamos as alterações multi-

ômicas no contexto TBDM, além de avaliar o impacto de RNA não codificadores 

no processo. Em conjunto, os manuscritos dessa tese identificam alguns 

aspectos do impacto da disglicemia na ativação inflamatória de pacientes com 

TBDM, que poderão futuramente ser utilizados como alvo para estratégias 

terapêuticas, além de trazer marcadores multi-ômicos que poderão embasar 



 
 

 
 

novos estudos mecanísticos na busca de marcadores para definição de 

prognóstico e evolução da TB em portadores de DM. 

 

Palavras-chave: Tuberculose, Diabetes mellitus, ativação inflamatória, 

transcriptomica, multi-ômica, RNA não codificante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

ABSTRACT 

Tuberculosis (TB) is an infectious disease of global relevance to public health, 

mainly in low and middle incomes countries. It is one of the leading causes of 

death by single pathogen, second only to SARS-CoV-2, adding up to 1.4 million 

deaths in 2021 in people without HIV and a total of 10.6 million infected people. 

Initially a pulmonary pathogen, Mycobacterium tuberculosis (Mtb) can spread to 

other organs and tissues, presenting different levels of clinical severity depending 

on the interaction between the host's immune response and Mtb, thus being an 

immunopathogenesis, where the chronic inflammatory activation of the host will 

define the clinical spectrum after contact with the pathogen, and the tissue 

damage being determined by the inflammatory activation of the patient in an 

attempt to contain the bacillary. With work started still in the period of scientific 

initiation, my group and I developed several projects aimed at a better 

understanding of molecular biomarkers associated in this process that will define 

the spectrum of disease. Because it is an immunopathogenesis, processes that 

affect the homeostatic mechanisms of inflammatory activation can interfere with 

the assembly of an adequate response capable of containing bacillary 

proliferation. In this context, diabetes mellitus, a chronic metabolic disease with 

increasing incidence, stands out, mainly because of poor lifestyle habits and 

obesity, with approximately 422 million carriers around the world, and responsible 

for about 1.5 million deaths annually. Several studies have evaluated the 

influence of diabetes on TB, but the impact of dysglycemia on the inflammatory 

activation of TB patients remains uncertain. This thesis uses data from RePORT 

Brazil and India, added to public data from the TANDEM consortium, from TB 

patients followed for 6 months during anti-tubercular therapy. Samples of 

biological fluids were collected and analyzed. The data used were previously 

collected and obtained through Luminex and peripheral blood transcriptome and 

measurement of eicosanoids in the urine. Using multidimensional and artificial 

intelligence analyses, we found that the clinical conditions TB, DM and TBDM 

share few differentially expressed genes in the comparison between the countries 

of the study, patients with TBDM have a higher degree of molecular disturbance, 

the influence of differentially expressed genes on biological pathways is distinct, 

not showing the same pattern between countries, except for neutrophil 

degranulation pathways, antimicrobial peptides and the extracellular matrix 

organization pathway, in addition to identifying the correlation between HbA1c 

levels and biological pathways. Together, the manuscripts of this thesis identify 

some aspects of the impact of dysglycemia on the inflammatory activation of 

patients with TBDM, which may in the future be used as a target for therapeutic 

strategies, in addition to bringing multi-omic markers that may support new 

mechanistic studies in the search for markers to defining the prognosis and 

evolution of TB in patients with DM. 

Keywords: Tuberculosis, diabetes mellitus, inflamatory activation, 

transcriptome, multi-omics, non-coding RNA.
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1 INTRODUÇÃO 

A Tuberculose (TB) é uma doença infectocontagiosa milenar, que leva à impactos 

econômicos e sociais catastróficos em todo mundo, principalmente nos países 

subdesenvolvidos e em desenvolvimento, como Brasil, Índia, África do Sul e China. 

Trata-se de uma das principais causas de morte por patógeno único, atrás apenas do 

SARS-CoV-2, somando 1.4 milhões de óbitos em 2021 em pessoas não portadoras 

de HIV e um total de 10.6 milhões de infectados (1). Ademais, durante a pandemia de 

COVID-19, houve grande dificuldade no processo diagnóstico e, principalmente, 

falhas de notificação, podendo esse número ser ainda maior. Adicionalmente, emerge 

a preocupação com as cepas resistentes às principais drogas utilizadas no esquema 

terapêutico, colocando a TB dentre as doenças de preocupação global pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS).   

Inicialmente um patógeno pulmonar, o Mycobacterium tuberculosis (Mtb) pode se 

disseminar por outros órgãos e tecidos, resultando em diferentes níveis de gravidade 

clínica na dependência da interação entre a resposta imune do hospedeiro e o Mtb 

(2). Por essa razão, a TB é entendida e estudada como uma imunopatologia, um 

processo de ativação inflamatória crônica do hospedeiro que definirá o espectro 

clínico após o contato com o patógeno, sendo o dano tecidual determinado pela 

ativação inflamatória do paciente na tentativa de contenção bacilar. Nosso grupo vem 

se empenhado no entendimento das vias imunopatogênicas da TB, seja isoladamente 

ou em associação com HIV (3-9). Em trabalho publicado ainda como estudante de 

iniciação científica, pudemos avaliar diferenças na ativação inflamatória de acordo 

com o sítio de infecção por Mtb, TB pulmonar (PTB) ou extrapulmonar (EPTB) (10). 

Nossos achados revelaram, como esperado, um perfil de ativação similar, entre PTB 

e EPTB. No entanto, evidenciamos que a terapia anti-tubercular (ATT) induz 

alterações inflamatórias mais precoces em PTB quando comparado com EPTB (10). 

Digno de nota, concluímos que as alterações em concentrações plasmáticas de 

proteínas inflamatórias e mediadores lipídicos permanecem mesmo após o término 

da ATT (10). Em outros dois trabalhos, visamos avaliar se a nacionalidade (11) e a 

idade (12) influenciam tal ativação. Nossos achados revelaram perfis distintos 

comparando populações da China e Índia utilizando o grau de perturbação molecular, 

“molecular degree of perturbation (MDP)” (11). Ainda aplicando MDP, evidenciamos 
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que a idade se associa a aumento no grau de perturbação molecular (12). Isso sugere 

que o envelhecimento está intimamente associado a capacidade do hospedeiro 

infectado de induzir um grau de inflamação mais exacerbado, possivelmente 

resultando em maior dano tecidual. 

Portanto, condições outras que afetem a resposta imunológica, e sua efetividade 

antimicrobiana assim como a sua regulação para minimizar dano tecidual colateral, 

podem influenciar na ativação das vias inflamatórias dos pacientes com TB. Nesse 

contexto destacam-se outras doenças infecciosas, como o HIV, determinantes 

genéticos (13), ambientais (14), nutricionais (15) e metabólicos como as alterações de 

glicemias no plasma, denominadas aqui disglicemias. 

Disglicemia refere-se às alterações, para mais ou para menos, no considerado nível 

normal para glicemia plasmática, entre 80-100 mg/dL. A presente tese foca 

principalmente nas hiperglicemias e diabetes mellitus (DM). O DM é uma doença 

metabólica crônica de grande relevância mundial, com incidência crescente, 

principalmente em consequência de hábitos de vida e obesidade.  De acordo com a 

OMS, atualmente 422 milhões de pessoas possuem DM ao redor do mundo, a maioria 

em países de baixa e média renda, com 1.5 milhões de mortes atribuídas à doença 

anualmente (16).  

Usualmente, os níveis de glicose elevados a longo prazo geram lesões em órgãos 

alvo, como rins, olhos, coração, nervos periféricos e vasos sanguíneos. No entanto, 

hiperglicemias sustentadas levam a um processo de inflamação sistêmica 

desencadeada pela alteração metabólica, com efeitos na regulação imune do portador 

de DM, que por muitas vezes é caracterizado como imunossupresso ou desregulado 

(17). Exemplo atual dessa condição, é o DM como fator de risco para desenvolvimento 

de quadros mais graves de COVID-19 (18). Dessa forma, tratando-se de patologia 

que compromete os mecanismos de ativação inflamatória e com grande incidência 

mundial, principalmente nos países de baixa e média renda, que também são os que 

reúnem maiores incidências de TB, emerge no mundo uma superposição das 

condições e, a relação TBDM passou a ser amplamente estudada nos últimos anos.    

Nesse contexto o DM surge como condição prevalente que contribui com a carga 

global da TB (19). A superposição dos processos inflamatórios, um mediado por 

condição infecciosa e, o outro por condição metabólica, vem sendo marcada por 



14 
 

 
 

apresentações mais graves de PTB (20), maior transmissibilidade à contatos próximos 

(21), alterações de mediadores inflamatórios derivados do ácido araquidônico na urina 

(22) e, a desfechos desfavoráveis em um estudo peruano (23) e, desfechos 

desfavoráveis e morte no Brasil (24).  

No entanto, pouco ainda se sabe a respeito do impacto a nível molecular que a 

disglicemia exerce em portadores de TB, culminando nas consequências supra 

escritas. O entendimento dessas vias e mecanismos pode auxiliar tanto no diagnóstico 

de TB em pacientes com DM, tanto quanto no seguimento e monitoramento de 

tratamento e definição de prognóstico naqueles portadores das condições. Porém, até 

pouco tempo atrás, as ferramentas investigativas não eram capazes de extrapolar 

simultaneamente aspectos clínicos ou, no máximo, bioquímicos, para elucidação de 

pontos determinantes no manjo clínico das doenças. 

Graças às inovações na coleta e armazenamento de dados, associados à Medicina 

de precisão, surgem inúmeras abordagens que unem determinantes genômicos e 

multiômicos com informações clínicas, a fim de aprimorar estratégias diagnósticas e 

prognósticas (25), com impactos diretos na assistência prestada a nível individual e 

global.  Possibilitada pelos avanços descritos, a Inteligência Artificial (AI), surge 

trazendo entusiasmos ao meio científico, principalmente por viabilizar abordagens 

baseadas em Predição, Prevenção, Personalização e Participação, conhecido como 

modelo de Medicina 4P (26). Nesse contexto, diversos modelos vêm sendo 

construídos e testados utilizando AI, em medicina nuclear (27), oftalmologia (28), 

anestesiologia (29), neurocirurgia (30), cardiologia (31) e infectologia. Recentemente 

o nosso grupo pôde contribuir para o desenvolvimento de uma assinatura gênica para 

diagnóstico de TB em pacientes com HIV (32) e avaliação multi-ômica de marcadores 

de TB em HIV avançado (33). 

Utilizando essas e outras técnicas estatísticas multidimensionais, a presente tese, 

composta por três manuscritos, visa identificar os fatores moleculares associados à 

disglicemia que influenciam na ativação inflamatória sistêmica de pessoas com TB. 

Utilizamos dados previamente coletados do RePORT internacional (34), no Brasil e 

Índia (35, 36), associados a dados públicos do consórcio TANDEM (37) nos sítios da 

África do Sul e Romênia, para comparar a expressão gênica de pacientes com TB 

pulmonar, quantificar e qualificar a resposta inflamatória utilizando grau molecular de 
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ativação inflamatória (10-12, 38-41) e vias de expressão biológicas, buscar um perfil 

de expressão gênica que caracterize a superposição TBDM, identificar o efeito das 

condições clinicas aqui estudadas na  expressão das vias biológicas, além de estudar 

a expressão multiômica de TB e Diabetes, que ao nosso conhecimento é o primeiro 

estudo a avaliar múltiplas plataformas ômicas, coletadas nos mesmos pacientes e nos 

mesmos tempo de estudo, na relação TBDM. Adicionalmente, avaliamos o impacto 

dos RNAs não codificadores no contexto TBDM. 

Os resultados obtidos nessa tese de doutorado poderão servir de base molecular para 

o desenvolvimento futuro de novas técnicas e métodos diagnósticos que utilizem 

assinaturas gênicas, ferramentas de seguimento terapêutico, além de identificar 

potenciais marcadores em plataformas multiômicas para desenvolvimento de novas 

vias de intervenção terapêutica, auxiliando assim o campo de estudos em TB afim de 

reduzir a carga global da doença.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Geral:  

Identificar os fatores moleculares associados à disglicemia que influenciam na 

ativação inflamatória sistêmica de pessoas com Tuberculose.  

2.2  Específicos: 

Comparar expressão gênica de pacientes com tuberculose pulmonar e diabetes 

mellitus (DM) entre os sítios do RePORT; 

Quantificar e qualificar a resposta inflamatória de pessoas com TB e TBDM; 

Avaliar se há um perfil de expressão genica que caracterize pessoas com Tuberculose 

e Diabetes mellitus; 

Identificar o efeito das condições clínicas (TB, TBDM e DM) na expressão de vias 

biológicas; 

Estabelecer o impacto da disglicemia na ativação das vias biológicas; 

Avaliar o efeito da disglicemia nas múltiplas plataformas ômicas; 

Estudar o impacto dos RNAs não codificadores na interação TBDM. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

A interação Tuberculose-Diabetes vem sendo amplamente estudada nos últimos 

anos, principalmente pela crescente incidência de ambas as doenças que têm gerado 

tal superposição de condições com relevantes impactos na saúde pública. É sabido 

que a presença de DM se impõe como fator de risco para TB e, que está associada a 

desfechos desfavoráveis. No entanto, as interações fisiopatológicas que justificam tais 

efeitos adversos na interação TBDM permanecem pouco elucidadas. Com os avanços 

na Medicina moderna, diversos estudos vêm sendo realizados a fim de delinear perfis 

inflamatórios e de expressão gênica que caracterizem as condições TB, DM e TBDM 

(35, 37, 42) a fim de buscar ferramentas alternativas para diagnóstico, seguimento 

terapêutico e definição de prognóstico.  

Parte dos mecanismos imunológicos que contribuem para elevada susceptibilidade 

de pessoas diabéticas à TB se associam a deficiência no reconhecimento 

micobacteriano, atividade fagocítica e ativação de resposta imune celular, culminando 

em inadequada produção de citocinas e quimiocinas, sumarizados em uma revisão 

de literatura publicada em 2019 (43). O status de hiperglicemia crônica leva a diversas 

alterações na ativação imunológica que provavelmente estão associados à maior 

susceptibilidade e desfechos desfavoráveis, haja vista que para o controle da 

proliferação micobacteriana o hospedeiro precisa estruturar uma resposta eficaz. 

Estudos prévios demonstram diferenças na imunidade inata, primeira linha de defesa 

contra patógenos, entre DM e não DM. Parece haver um prejuízo na função de 

neutrófilos, macrófagos, células dendríticas (CD), natural killer e de outros aspectos 

da ativação inata (44-46). 

As células dendríticas são uma das células apresentadoras de antígeno, que por sua 

vez tem a função de mediar a intercessão entre imunidade inata e adaptativa (47). 

Migrando para os linfonodos, as CD desempenham papel fundamental na ativação 

dos linfócitos T na TB (48). Estudos prévios demonstram redução significativa na 

frequência de CD em TBDM, acreditando-se haver correlação entre o número de CD 

e níveis de HbA1c (48, 49). 

Outro tipo celular marcadamente afetado pela hiperglicemia são os neutrófilos. 

Neutrófilos se caracterizam não só por possuírem a função de migrar para o tecido 

infectado e matar patógenos, mas também, secretando citocinas e quimiocinas, estão 
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associados a uma série de reações que culminam na ativação e recrutamento de 

outros tipos celulares (49, 50). Indivíduos hiperglicêmicos apresentam neutrófilos com 

maior expressão de adesinas e integrinas, redução da quimiotaxia, defeitos em 

fagocitose, e atividade microbicida comprometida quando comparados a controles 

normoglicêmicos (49). As funções fisiológicas das células da imunidade inata e o 

consequente impacto da disglicemia nas suas atividades estão sumarizadas na 

Tabela 1. 

Tabela 1: Função fisiológica das principais células envolvidas na imunidade inata 

contra o Mycobacterium e as consequências da disglicemia em sua ativação. 

 

Além das deficiências na imunidade inata que levam a uma ineficaz ativação da 

resposta adaptativa, a interação TBDM com elevados níveis glicêmicos afeta também 

diretamente os mecanismos adaptativos do hospedeiro. Tratando-se de defesa contra 

Mtb, a principal linha de imunidade adaptativa é a celular (43). Células T helper (Th) 

1, estimulando a produção de interferon (IFN)-  potencializam as vias dependentes 

de óxido nítrico nos macrófagos (51), além de estarem associadas a uma séria de 

outras cascatas de ativação celular. Postula-se que o prejuízo na ação das células Th 

no contexto da hiperglicemia, pode ser um dos maiores responsáveis pela maior 

susceptibilidade à TB (51). Por outro lado, postula-se ainda não só deficiência na 

qualidade da ativação, mas também na intensidade e frequência da resposta (52), 

com redução de Th1 e Th17, respostas marcadamente pró-inflamatórias, e aumento 
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no braço Th2, com característica menos inflamatória que antagoniza as duas 

primeiras (47, 51). 

Figura 1. Efeito da disglicemia na dinâmica das células T helper e o seu impacto na 

fisiopatologia da TB. 

 

No entanto, com os avanços no campo da imunologia, os estudos vêm evoluindo e 

ultrapassando o entendimento da ativação imunológica apenas no que tange 

imunidade inata e adaptativa. Nesse contexto, o estudo das ômicas, muitas vezes 

associados a aplicações de IA, emerge como chave para respostas ainda não obtidas 

no meio científico, contexto no qual se inserem os objetivos do presente trabalho. 

Apesar de algumas limitações no uso de transcriptomas de RNA mensageiro, diversas 

assinaturas genicas vêm sendo estudadas como ferramentas para diagnóstico, 

prognóstico e monitoramento do tratamento da infecção por Mtb (53-55).  

Em um recente coorte indiano, foi realizada análise integrativa de citocinas 

plasmáticas e expressão genica de sangue total afim de comparar a ativação 

inflamatória de pacientes com TB, DM, TBDM (56). Os resultados revelam um 

aumento na expressão de biomarcadores inflamatórios no grupo TBDM. 

Adicionalmente, foram avaliados genes diferencialmente expressos (DEGs) e 

encontrados 993 DEGs comparando TBDM, TB e DM com o grupo controle (56). Entre 

esses, 455 genes foram comummente encontrados em TB e TBDM, alguns deles 

previamente reportados em assinaturas de TB. O estudo não encontrou assinatura 

genica no sangue periférico que distinguisse TBDM de TB.  
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Em um pequeno estudo Chines, incluindo 9 participantes (3 controles, 3 TB, 3 DM e 3 

TBDM), foi utilizado sequenciamento de RNA (RNAseq) para identificar alterações em 

vias biológicas especificamente em TBDM (57). Em uma análise similar ao que foi 

avaliado em um dos trabalhos da tese, os autores encontraram um maior número de 

DEGs na comparação TBDM vs. Controle, sendo 582 dos 1516 positivamente 

regulados “up regulated” e 934 negativamente regulados “down regulated”. Além 

disso, uma análise de enriquecimento de vias foi realizada com os 952 DEGs 

identificados apenas nos pacientes com TBDM. Entre as vias biológicas com maior 

número de DEGs expressos estavam a via do ciclo celular, homeostase e as vias 

relacionadas a processos imunológicos. Algumas das análises realizadas pelo nosso 

grupo no presente projeto, incluem a identificação do efeito das condições TB, DM e 

TBDM na expressão de vias biológicas, além de tentar estabelecer o impacto da 

disglicemia na ativação dessas vias.   

Em um recente coorte multinacional, com amostras da África do Sul, Romênia, 

Indonésia e Peru, foi novamente utilizada abordagem de RNAseq para identificar vias 

imunológicas alteradas em TBDM comparados com TB (42). Além disso, o trabalho 

do consórcio TANDEM avaliou o impacto de níveis intermediários de HbA1c na TB, a 

fim de entender como o DM aumenta a susceptibilidade à TB (42). O estudo conclui 

que indivíduos TBDM apresentam alterações transcriptômicas com maior número de 

DEGs positivamente regulados em comparação ao grupo controle. Dentre esses, 

genes associados a citocinas pró inflamatórias, como interleucina (IL)-1, IL-15, IL-18 

e IL-10 (42), marcador regulatório das vias inflamatórias. Curiosamente, foi 

encontrada redução nas vias de interferon do tipo I, sugerindo um inexplicado 

desacoplamento no fenótipo na associação TBDM (42). Achado similar foi encontrado 

em indivíduos com níveis intermediários de HbA1c, sugerindo potencial 

susceptibilidade à TB (42). No entanto, outros estudos se fazem necessário para 

melhora avaliação do impacto da disglicemia na ativação inflamatória de pacientes 

com TB. 

Em outro trabalho utilizando transcriptoma, pesquisadores do consórcio TANDEM 

avaliaram amostras da África do Sul e Indonésia em um coorte que acompanhou 

pacientes com TB com e sem DM por 12 meses. Utilizando estratégia de inteligência 

artificial similar às aplicadas nos artigos que compõem essa tese, os autores buscaram 

uma assinatura transcrptômica que pudesse predizer desfecho ao tratamento da TB 
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(58). Como esperado, foi encontrada uma assinatura transcriptômica distinta no 

sangue periférico daqueles com TBDM (58). Além disso, duas assinaturas, uma 

composta por 8 genes no início do tratamento e, outra composta por 22 genes 2 

semanas após o início da terapia, distinguiram pacientes considerados com desfecho 

favorável em relação aos que desenvolveram desfechos desfavoráveis. Os resultados 

obtidos utilizando análise de curva ROC revelaram acurácia de 81.5% e 83.4%, 

respectivamente, na predição do desfecho do tratamento de TB (58). 

Apesar do grande e relevante aumento nos trabalhos utilizando ômicas no campo da 

TB, ao nosso conhecimento nenhum projeto avaliou mais de um estrato ômico 

coletado ao mesmo tempo e dos mesmos pacientes com TB e DM. Estudos multi-

ômicos vem sendo publicados no campo de doenças parasitárias como a 

Leishmaniose (59, 60) e na coinfecção TB-HIV (33). Integrando citocinas plasmáticas, 

transcriptoma e lipidômica, nosso grupo participou de um projeto que visou uma 

assinatura de predição à de falha terapêutica em pessoas de área endêmica para 

Leishmaniose cutânea (59). Mais uma vez, foi aplicada inteligência artificial e foi 

encontrada uma assinatura biológica incluindo citocinas plasmáticas e lipídios para 

falha terapêutica (59).  

Recentemente nosso grupo participou de um estudo inovador no campo da TB, 

conduzido com pacientes HIV severamente imunossupressos, com CD4<50 células/ 

μL (33). Foram avaliados microRNAs (miRNAs), metabólitos e citocinas plasmáticas 

a fim de avaliar associação dos extratos ômicos estudados com novos diagnósticos 

de TB nos participantes HIV. Após aplicar uma estratégia de IA, árvore de decisão, o 

grupo encontrou dois marcadores com potencial para classificar TB incidente, com 

acurácia de 96% na análise de curva ROC.  

Algumas barreiras são iminentes na produção científica envolvendo múltiplos extratos 

ômicos. O primeiro deles, financiamento. As estratégias de dosagem para cada um 

dos extratos, sejam eles citocinas, RNA, lipídios, microrganismos, é distinta e envolve 

etapas diferentes, muitas vezes em laboratórios alocados em cidades diferentes, o 

que onera muito o processo. Em segundo lugar, a coleta das amostras, que muitas 

vezes ocorre em fluídos corporais distintos (como sangue, urina, fezes) e o 

encaminhamento para análise que impõe grande dificuldade operacional ao processo. 

Aqui, utilizando o biorrepositório do RePORT Brasil, pudemos utilizar uma abordagem 
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inovadora no campo da imunologia e da TB e trazemos o que, ao nosso conhecimento, 

é o primeiro estudo multi-ômico em TB, a fim de avaliar o efeito da disglicemia em três 

plataformas ômicas, citocinas plasmáticas, trasncriptoma e eicosanoides dosados na 

urina de pacientes com PTB.  
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4 MÉTODOS 

4.1 População dos estudos 

A presente tese fundamenta-se em três manuscritos utilizando dados previamente 

coletados do RePORT Brasil (21, 22, 24) e RePORT Índia (35, 36) e dados públicos 

do consórcio TANDEM (42) dos sítios África do Sul e Romênia, para o primeiro 

manuscrito, nomeado Assinaturas Moleculares da Interação Tuberculose-Diabetes 

(Molecular Signatures of Tuberculosis-Diabetes Interaction – MSTDI). O RePORT 

trata-se de um consórcio internacional que visa erradicação da TB no mundo, com 

sítios de pesquisa clínica em 7 países. Termo de consentimento escrito foi obtido de 

todos os participantes do estudo e os protocolos de estudo aprovados pelos 

respectivos Comitês de Ética do RePORT Brasil e RePORT Índia.  

Seguindo o protocolo do RePORT Internacional (34) foram incluídos pacientes 

maiores de 18 anos, diagnosticados com TB pulmonar (ou sem o diagnóstico para o 

grupo controle). Foram excluídos aqueles com TB resistente, retratamento para TB, 

gestantes, em uso de medicações imunossupressoras e HIV.  

Os pacientes com TB pulmonar ativa confirmados por culturas incluídos no estudo 

foram seguidos no início do tratamento e nos meses 2 e 6, quando é finalizada a 

terapia de TB pulmonar.  Durante as visitas foram coletadas amostras biológicas de 

múltiplos sítios. Para os estudos incluídos nessa tese utilizamos plasma com extração 

de RNA e dosagem de biomarcadores inflamatórios por metodologia LUMINEX e, 

urina, de onde foram dosados eicosanoides, mediadores inflamatórios lipídicos 

derivados do ácido araquidônico. Ao final dos seis meses de acompanhamento, todos 

os participantes foram adequadamente tratados conforme os critérios da OMS (61).  

O grupo controle foi definido por pessoas sem diabetes e sem TB, pareados por sexo 

e idade nas amostras do RePORT, formando então 4 grupos de estudo que foram 

utilizados nos três trabalhos que compõem essa tese: HC, o grupo controle sem 

nenhuma das condições clínicas; DM, aqueles apenas com Diabetes Mellitus; TB, 

aqueles apenas com TB pulmonar e, por fim TBDM, os que possuíam ambas as 

condições clínicas estudadas. Ao todo, foram avaliadas amostras de 429 

participantes. 
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4.2 Classificação e Amostragem Sanguínea  

Para os três trabalhos que compõe essa tesa, o diagnóstico de TB foi baseado em 

cultura do escarro positiva para Mtb com um raio-X de tórax compatível no tempo zero. 

Culturas negativas e raio-X não compatíveis, definiram o grupo controle. A 

classificação de DM foi baseada na história médica pregressa e uso de 

hipoglicemiantes orais, ou ainda nos níveis de hemoglobina glicosilada (HbA1c) ≥ 

6.5% no tempo zero, seguindo os critérios da Associação Americana de Diabetes 

(American Diabetes Association – ADA) (62).  

4.3 Sequenciamento de RNA 

As amostras de pacientes com TB pulmonar foram coletadas no tempo zero, dois e 

seis. Amostras de pacientes do grupo controle ou DM foram coletadas apenas no 

tempo zero. O RNA total do sangue venoso nos tubos PAXgenes RNA foi extraído 

usando o kit PAXgene blood miRNA (Qiagen) e quantificados usando sistema LabChip 

GX HiSens (PerkinElmer). Maiores detalhes do processamento das amostras de RNA 

estão contidos na sessão de métodos dos artigos apresentados na tese.  

4.4 Análises estatísticas  

A análise estatística foi feita utilizando mediana e intervalo interquartil como medida 

de tendencia central e dispersão, aplicando o teste de Kruskal-Wallis com o teste de 

Dunn para múltiplas comparações. Variáveis categóricas foram avaliadas com o teste 

de Qui-Quadrado.  Correlações realizadas nos trabalhos da tese, foram feitas 

utilizando o modelo de Spearman. Utilizamos também análise de cluster hierárquico, 

com o método de Ward, representados por mapas de calor (heatmap), com bootstrap 

de 100x do score z normalizado.   

Genes diferencialmente expressos (DEGs) foram definidos como aqueles com Log2 

fold-change > ±1.4, a divisão do valor de expressão de um gene nos grupos DM, TB 

e TBDM pelo valor de expressão desse mesmo gene no grupo controle. Aqueles que 

apresentaram valores corrigidos de p<0.05, por False Discovery Ratio (FDR) foram 

considerados significantes.  

Para análise utilizando inteligência artificial, escolhemos aplicar o modelo de Random 

Forrest (63). No primeiro artigo, aplicamos a técnica utilizando os valores dos DEGs 

na tentativa de identificar uma assinatura especifica que caracterizasse a população 
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TBDM. Já no segundo artigo, onde utilizamos múltiplas plataformas ômicas, a técnica 

foi aplicada para reduzir a dimensão dos dados.  

Adicionalmente, empregamos a metodologia do grau de perturbação molecular 

(Molecular Degree of Perturbation – MDP), estratégia estatística adaptada de estudos 

em genoma, que vem sendo aplicada em diversos projetos do nosso grupo (10-12, 

38-41). Utilizando o MDP somos capazes de mensurar o quão distante da normalidade 

(definida pelo grupo controle) está um determinado biomarcador. Inicialmente 

calculamos a mediana e o desvio padrão dos marcadores de interesse no grupo 

controle. Esses valores são utilizados para normalização de todos os outros grupos. 

Posteriormente, os valores de z-score são computados, e aqueles maiores que 2 são 

considerados perturbados, e serão incluídos, enquanto os menores que 2 são 

transformados em zero e, não serão considerados no cálculo do MDP. Então, 

calculamos a média dos valores normalizados para cada biomarcador em cada 

amostra, e chegamos ao valor final de MDP, como demonstrado na Figura 1.  

Figura 2 – Entendendo o Grau de Perturbação Inflamatória (GPI) ou “Molecular 

Degree of Perturbation (MDP). 

 

O GPI ou MDP é calculado usando mediana e o desvio padrão do parâmetro a ser analisado no 
grupo controle como ponto de partida. Em seguida, calcula-se o Z-score para todos os grupos, se 
estabelece um ponto de corte e, por fim, realiza-se o cálculo de perturbação média para cada 
amostra.  Araújo-Pereira 2022. 

Demais análises exclusivas de cada um dos trabalhos que compõem a presente tese 

estão detalhadas na sessão de apresentação dos artigos. 
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6 ARTIGOS  

6.1 Artigo I 
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Supplementary Fig. S1. Sample distribution in the MSTDI and TANDEN cohort. Colored 

sections show the percentage of individuals at (A) Brazil, (B) India, and (C) South Africa and (D) 

Romania in the healthy control group (HC), diabetic control group (DM), and the non-diabetic 

and diabetic pulmonary TB groups (TB and TBDM, respectively). 
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Supplementary Fig. S2. Identifying TB participants using Differential Expression Genes (DEGs). A principal 

component model was employed to test whether DEGs could cluster the patients in each clinical site, as 

indicated. 
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Supplementary Fig. S3. Impact of clinical and epidemiological features in the gene expression variability. 

(A-B) A principal component model was employed to test whether the presence or absence of cavitation 

could explain the differences in the gene expression profile between the countries. (C-D) A Spearman 

correlation analysis was used to evaluate if changes in BMI values is associated with the degree of the 

molecular degree of perturbation (MDP) in each clinical group.  
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Supplementary Fig. S4.  Identifying the top genes expression associated with TBDM. (A)DEGs values were 

inputted for a Random Forest model.  South Africa and Romania sites were used as discovery set and the 

accuracy of the model was tested in the validation set composed of samples from the Brazil and India site. (B) 

A Spearman correlation analysis were performed between top genes expression and levels of HbA1c in each 

group from Brazil and India. Correlations with p-value < 0.05 were indicated as green bars.  
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Supplementary Fig. S5. Assessing performance of previously published gene 

biosignatures to identify TB cases in each country. Receiver Operator 

Characteristics (ROC) analysis were performed to test the accuracy of previous 

reported signatures in our TB population. The y-axis shows the area under curve 

(AUC) values. 
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Supplementary Fig. S6. Assessing performance of previously published gene biosignatures to identify TB-

diabetes cases in each country. Receiver Operator Characteristics (ROC) analysis were performed to test the 

accuracy of previous reported signatures in our TB population. The y-axis shows the area under curve (AUC) 

values. 
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Supplementary Fig. S7. Changes in pathways expression after started antitubercular therapy. The colored spots 

indicate the enriched pathways identified from the DEGs of the comparisons of (A) TB and (B) TBDM in each time 

point with the HC.  The sites are highlighted by colors: pathways from Brazi are colored yellow and India are colored 

red. The color gradient of spots corresponds to the FDR-corrected p-value and the size corresponds to the gene 

ratio. 
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Supplementary Fig.  S8. Changes in the dynamicity of pathways across the clinical 

sites in TB. A Spearman correlation analysis was performed using the pathways from 

TB participants in each clinical site, as indicated. Each node indicated a pathway, blue 

node infers downregulation when compared with control group, whereas red nodes 

upregulation. Red lines infer positive correlation and blue lines negative interaction. 
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6.2 Artigo II 
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7 DISCUSSÃO 

A presente tese traz resultados de três artigos originais que avaliam o impacto da 

disglicemia em paciente com tuberculose. O estudo necessário no processo do 

doutoramento resultou ainda em um artigo de revisão. Em consonância com a era da 

Medicina de precisão, os nossos achados, em conjunto, trazem novas perspectivas 

moleculares que podem servir de base para o desenvolvimento de técnicas 

inovadoras e eficazes para o diagnóstico, prognóstico e seguimento terapêutico de 

pacientes com TB e TBDM. Adicionalmente, destacamos o papel e valor de estudos 

envolvendo múltiplas plataformas ômicas em doenças infecciosas e inflamatórias, 

emergindo com grande potencial de estabelecer insights para melhor entendimento 

dos processos fisiopatológicos e desenvolvimento de terapias guiadas.   

O primeiro trabalho da tese foi parte de um coorte multicêntrico, com dados extraídos 

de dois sítios da Índia e um no Brasil, em Salvador, sendo utilizados dados 

transcriptômicos do MSTDI (Molecular Signature of Tuberculosis-Diabetes 

Interaction). A fim de melhor estudar a variabilidade entre populações, incluímos em 

nossas análises dados públicos do consórcio TANDEM, projeto que estudou possível 

relação causal entre TB e DM (37). Nossas análises objetivaram a avaliação da 

intensidade e qualidade na ativação inflamatória de pacientes com TBDM, além de 

avaliar o impacto dos níveis de HbA1c nas vias de expressão biológicas, aquelas que 

regulam o funcionamento homeostático do organismo.  

O primeiro resultado demonstra variabilidade nos DEGs entre os países do estudo. 

Encontramos 6 DEGs compartilhados entre os 4 países em TB, 12 em TBDM e 

nenhum DEG foi encontrado compartilhado entre os países do estudo nos 

participantes com DM. Esses achados sugerem que a TB leva à alteração em alguns 

genes estudados no nosso trabalho, independente do sítio de estudo, mantendo, 

porém, algum grau de especificidade na resposta de acordo com o país de origem. 

Além disso, a ausência de DEGs compartilhados nos participantes com DM 

demonstram efeitos epigenéticos importantes associados à condição. Esses 

resultados não nos causam surpresas. Em estudo anterior, identificamos diferenças 

no perfil de ativação inflamatória em pacientes chineses e indianos com tuberculose 

(11). Utilizando o MDP, evidenciamos que pacientes do grupo controle eram 

indistinguíveis do ponto de vista de perturbação molecular, enquanto aqueles com 
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PTB demonstravam uma distinção na perturbação molecular capaz de distinguir por 

completo os dois países (11). O impacto da expressão genica, da epigenética e de 

fatores ambientais, é foco de vários trabalhos no campo da DM. Está bem descrito 

que o diabetes e suas complicações surgem da combinação de alterações genéticas 

e epigenéticas, resultando em mudanças no fenótipo celular (64). 

Posteriormente, ainda no primeiro artigo, buscamos quantificar a expressão dos DEGs 

nos países entre os grupos de estudo e, nos grupos de estudo entre os países. Para 

isso, utilizamos o MDP, técnica amplamente utilizada pelo nosso grupo em estudos 

em doenças infecciosas e não infecciosas (11, 12, 38-41). Notamos que a 

superposição de processos TB e DM leva a um elevado grau de perturbação 

molecular, independente do país estudado, sugerindo impactos quantitativos na 

associação TBDM. Além disso, notamos que os pacientes da Romênia apresentam 

os maiores valores de perturbação molecular, exceto no grupo controle. Diferenças 

quantitativas na ativação inflamatória entre países foram também encontradas em 

publicação previa, onde um elevado grau de perturbação molecular foi encontrado em 

pacientes PTB na Índia quando comparados com pacientes da China (11). 

Após identificadas alterações quantitativas na resposta, nosso próximo passo foi 

avaliar qualitativamente o impacto da disglicemia na ativação inflamatória de TBDM.  

Utilizamos então o enriquecimento de vias utilizando os DEGs previamente 

identificados. Apesar de não identificarmos vias unicamente expressas em TBDM nos 

sítios clínicos estudados, obtivemos resultados compatíveis com a literatura ao 

encontrar via de sinalização do interferon enriquecidas entre os pacientes com TB no 

Brasil, África do Sul e Romênia. Estudos prévios utilizando transcriptoma reportaram 

as vias de IFN identificadas em pacientes com TB ativa, mas não naqueles com TB 

latente (54). Complementarmente, vias associadas ao IFN- e ao IFN do tipo I (alfa e 

beta), foram identificadas em uma assinatura de TB, onde dominou o perfil de indução 

de IFN dirigido por neutrófilos (65). Por outro lado, identificamos nas vias de TBDM 

expressão de degranulação de neutrófilos, peptídeos antimicrobianos (AMPs) e 

organização de matriz extracelular nos participantes de Brasil e Índia. A associação 

das vias de AMPs e TBDM foi foco de estudo anterior, que revelou níveis aumentados 

de catelicidina e defensina humana beta-2 em TBDM (66). As vias de organização de 

matriz extracelular, e as metaloproteínases de matriz (MMP) presentes nesse 

resultado e em análises do nosso segundo manuscrito, vem sendo amplamente 
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estudadas na TB e na TBDM, sendo inclusive tema de um artigo de revisão do nosso 

grupo publicado em 2021 (67).  As MMPs e os seus inibidores (TIMPs) foram foco de 

estudo preditivo de prognóstico de TB pulmonar (68) e, ao que parece, nossos 

resultados do segundo manuscrito dessa tese reforçam a relevância das MMPs 

também na interação TBDM.  

Conflitando resultados obtidos no enriquecimento de vias do artigo I com os resultados 

identificados no enriquecimento de vias do artigo III, onde utilizamos RNA longos não 

codificadores (lncRNA), observamos maior heterogeneidade na ativação das vias 

biológicas em vias reguladas por lncRNA, destacando potencial papel dessas 

moléculas na fisiopatologia da TB e TBDM. 

A fim de aprimorar a avaliação dos impactos da disglicemia na ativação inflamatória, 

estudamos a correlação dos níveis de HbA1c com a expressão das vias biológicas. 

Identificamos correlação positiva da HbA1c com a via de ativação das MMP. Portanto, 

aqui mostramos alterações quantitativas e identificamos alterações qualitativas que 

podem justificar as consequências da associação TBDM. A presente tese traz a 

participação das vias de organização de matriz celular, no primeiro manuscrito e, a 

MMP-28 no segundo manuscrito. No processo imunopatogênico da TB, o balanço 

entre MMP e TIMP está ligado ao remodelamento tecidual e a MMP-28 vem sendo 

descrita em condições homeostáticas (69, 70). Nossos achados demonstraram 

aumento desse marcador em pacientes do grupo controle, o que reforça o papel da 

MMP-28 na homeostase e argumenta a favor da quebra desse equilíbrio na cascata 

que envolve inflamação, remodelamento tecidual e estresse oxidativo (67), que 

culmina por fim na disseminação bacilar após destruição tissular. Esses achados 

contribuem para o entendimento do risco aumentado de conversão no QuantiFERON 

em contactantes de pessoas com TB e disglicemia (21). 

O próximo passo dessa tese traz abordagem científica inovadora utilizando 

inteligência artificial baseada em aprendizado por máquina (machine-learning). A 

técnica escolhida se aplicou aos três trabalhos originais, com pequenas adaptações 

para o objetivo desejado.  

No primeiro estudo, utilizamos os dados do consórcio TANDEM como set de 

descoberta, aplicando o Randon Forrest. O modelo selecionou 4 variáveis que foram 

posteriormente aplicadas nos dados do coorte MSTDI como validação. Os 4 genes 
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encontrados pelo nosso modelo, SMARCD3, VAMP5, ANKRD22 e BATF2 

apresentaram boa acurácia na identificação de TBDM, com 97% de acurácia no Brasil 

e na África do Sul, 92% na Índia e 89% na Romênia. Esses achados podem embasar 

estudos futuros na identificação de uma assinatura transcriptômica que caracterize a 

associação TBDM.  

Após avaliar possíveis assinaturas transcriptômicas relacionadas ao TBDM, 

estudando quantitativamente e qualitativamente a resposta, nos propomos a estudar 

mais de uma plataforma ômica, a fim de delinear o expressão multi-ômica da interação 

TBDM. No segundo manuscrito dessa tese, que ao nosso conhecimento é o primeiro 

trabalho que traz avaliação multi-ômica da interação TBDM, utilizamos a IA como 

ponto de partida para reduzir a dimensão do dado, haja vista integração de três 

plataformas: transcriptoma, dosagem de biomarcadores inflamatórios em sangue 

periférico por LUMINEX e dosagem de eicosanoides na urina, coletados dos mesmos 

pacientes e nos mesmos pontos temporais do estudo. Aqui nosso modelo selecionou 

7 variáveis: MMP-28, previamente citada, o leucotrieno E4 (LTE4), o 11-

dehidrotromboxano (dTx) B2, o metabólito D da prostaglandina (PGDM) e os genes 

FBXO6, SECTM1 e LINCO2009, RNA não codificador (ncRNA), com poucos estudos 

no contexto TB.  

O papel dos eicosanoides na patogênese da TB foi previamente descrito pelo nosso 

grupo (10, 71). O LTE4 vem sendo associado à inflamação pulmonar (72), apesar de 

o seu papel na TB permanecer incerto. Nos resultados obtidos no segundo artigo 

dessa tese, demonstramos elevação dos níveis do analito nos grupos de TB, DM e 

TBDM em comparação com o grupo controle. Digno de nota, os níveis apresentaram 

queda após o início da ATT, principalmente nos pacientes com TB sem DM, sugerindo 

uma redução nos níveis do marcador com a atenuação da inflamação tissular após 

início da terapia. Estudos anteriores demonstram que pacientes com DM apresentam 

níveis elevados de LTE4 (73), o que pode justificar a redução no grupo de TB sem DM 

ter sido mais expressiva do que naqueles com TBDM.  Outro eicosanoide encontrado 

no nosso segundo estudo foi o PGDM, com níveis elevados em nossos grupos de 

estudo quando comparados com os controles. Pouco se sabe a respeito desse 

marcador no contexto da TB e de patologia pulmonar, com um estudo demonstrando 

um papel de estímulo à mecanismos fungicidas em modelo de Histoplasma 

capsulatum (74). Futuros estudos mecanísticos são necessários para um melhor 
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entendimento do PGDM na TB e o seu papel como marcador de progressão de 

doença ou controle terapêutico. 

Por outro lado, o 11dTxB2, um metabólito urinário da quebra do tromboxano A2 vem 

sendo utilizado como marcador indireto da atividade plaquetária em uma série de 

doenças (75-77). O status de hipercoagulabilidade vem sendo correlacionado com a 

gravidade da TB (78), justificando o uso de alguns antiplaquetários como potenciais 

agentes terapêuticos nas terapias alvo para PTB (79), conforme reportado em -

recente artigo de revisão do nosso grupo. O nosso achado reforça o papel do 

marcador associado com dano pulmonar, uma vez que os níveis mostram queda após 

a ATT, independente do status glicêmico, destacando o 11dTxB2 como potencial 

marcador para estudos futuros em progressão de doença pulmonar e resposta 

terapêutica.  

Ademais, encontramos dois genes após aplicação do nosso modelo de IA, o FBXO6 

e o SECTM1, além de um RNA não codificador, o LINCO2009. O achado nos intrigou 

e motivou o terceiro trabalho dessa tese. Desses três genes, o mais estudado no 

campo das doenças infecciosas é o SECTM1, sendo reportado em estudos prévios 

como um gene associado a respostas precoces de IFN (80), marcador crucial para 

ativação macrofágica e proteção contra o Mtb (81, 82). Nossos achados revelaram 

uma correlação entre o SECTM1 e a graduação do escarro em pacientes TBDM, 

destacando uma possível utilidade do marcador na avaliação da extensão da doença 

pulmonar em indivíduos com ambas as condições.  

Estendemos nossa análise a fim de avaliar a acurácia dos genes identificados na 

nossa abordagem multi-ômica na identificação das condições estudadas. De maneira 

curiosa, a assinatura genica identificada pelo modelo de aprendizado de máquina 

treinado com as multi-plataformas revelou acurácia oscilando de 91%-99% na 

identificação de TBDM e 89%-96% na identificação de TB, a depender do sitio testado, 

revelando melhor performance do que a assinatura genica identificada no primeiro 

trabalho dessa tese, onde apenas dados transcriptômicos foram fornecidos no 

aprendizado de máquina. Dessa forma, ressaltamos a relevância de trabalhos multi-

ômicos nos estudos de doenças inflamatórias, sejam ou não infecciosas, para uma 

avaliação mais completa dos estratos biológicos envolvidos na fisiopatologia das 

doenças.  
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Destacamos o achado do LINCO2009, que apesar de não ter sua função esclarecida 

no campo da TB, é um ncRNA, com potencial de modular vias biológicas e, potencial 

analito para estudos futuros.  

Esse intrigante achado foi o ponto de partida para o terceiro trabalho dessa tese, que 

visou avaliar o papel dos RNAs não codificadores no contexto da TB e TBDM, um 

objetivo inovador haja vista a escassez de trabalhos que avaliam tais moléculas no 

contexto das doenças infecciosas. ncRNA representam aproximadamente 60% dos 

produtos transcricionais, sendo o os ncRNA longos (lncRNA) os mais comuns. Apesar 

de pouco estudados e com funções pouco elucidadas, os lncRNA exercem papel 

crucial na regulação de uma gama de processos biológicos, como regulação da 

expressão gênica e das atividades de RNA mensageiros, afetando a tradução de 

proteínas e consequentemente processos biológicos e homeostáticos.   

O ponto de partida do nosso trabalho foi a identificação de DEGs em um set de 

descoberta, os dados transciptômicos do RePORT Brasil, previamente citados aqui. 

Foram identificados 189 DEGs na comparação de TB com os controles e 1128 DEGs 

entre TBDM e controles. Após isso, buscamos identificar entre esses genes 

diferencialmente expressos quantos eram ncRNA, resultando em 120 ncRNA. Então, 

aplicamos o modelo de aprendizado de máquina afim de identificar os 5 ncRNA que 

caracterizassem TB e TBDM.  ADM-DT, LINC02009, LINC02471, SOX2-OT e GK-

AS1 foram os top ncRNA. Posteriormente avaliamos a expressão desses marcadores, 

além de avaliar a acurácia dessa assinatura de ncRNA na identificação de TB e TBDM 

nos sítios Índia, Romenia e África do Sul, a fim de validar nosso achado. Os resultados 

mostraram robustez na identificação de TB e TBDM nos sítios avaliados.  

Buscando insights sobre o papel dos ncRNA nas vias biológicas, performamos uma 

correlação entre os ncRNA e a expressão dos demais genes, selecionando aqueles 

fortemente correlacionados com os ncRNA no Brasil e Índia. A maior parte dessas 

correlações foram positivas, e encontramos expressão dos genes fortemente 

correlacionados com os lncRNA em diversas vias de relevância no contexto da TB, 

como a via de degranulação de neutrófilos, sinalização por interleucinas e interferons, 

vias de regulação de necrose dentre outras.  

Nossos achados revelam a influência dos lncRNA na patogênese da TB e TBDM, 

destacando o impacto na expressão de genes associados a vias fundamentais na 
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resposta inflamatória à TB, evidenciando potencial papel dos lncRNA como 

biomarcadores de TB que podem futuramente ser estudados. 

A presente tese possui algumas limitações. Primeiro, encontramos algumas 

diferenças em fatores epidemiológicos, como idade, sexo, tabagismo, uso de álcool e 

Índice de Massa Corporal (IMC) entre os grupos de estudo utilizados aqui, que podem 

afetar o processo de ativação inflamatória. No entanto, performamos análises 

suplementares a fim de avaliar o efeito dessas variáveis na distinção dos grupos. 

Outra limitação foi a ausência de alguns dados epidemiológicos da amostra pública 

do TANDEM, limitando o ajuste das variáveis apenas idade e sexo. Além disso, alguns 

pacientes estavam em uso de metformina e estatina, que também podem afetar a 

expressão inflamatória, podendo constituir-se como fator de confusão. Podemos ainda 

mencionar a diferença numérica das amostras do primeiro estudo, que podem 

influenciar tanto nas análises de expressão genica, com também na performance de 

possíveis assinaturas. Apesar dessas limitações, a presente tese traz conteúdo de 

grande relevância para o campo da TB e da interação TBDM, utilizando metodologia 

inovadora, identificando alguns aspectos do impacto da disglicemia na ativação 

inflamatória de pacientes com TBDM, que poderão futuramente ser utilizados como 

alvo para estratégias terapêuticas, além de trazer marcadores multi-ômicos e destacar 

o papel de lncRNA na patogênese da TB, que poderão embasar novos estudos 

mecanísticos na busca de marcadores para definição de prognóstico e evolução da 

TB em portadores de DM.  
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8 CONCLUSÕES 

O conjunto de achados dos três manuscritos que compõe a tese levam as seguintes 

conclusões: 

Artigo 1: 

• As condições clínicas TB, DM e TBDM compartilham poucos genes 

diferencialmente expressos na comparação entre os pacientes do Brasil, Índia, 

África do Sul e Romênia; 

• Pacientes com TBDM apresentam maior grau de perturbação molecular; 

• A influência dos genes diferencialmente expressos nas vias biológicas é 

distinta, não apresentando um mesmo padrão entre os países, exceto as vias 

de degranulação de neutrófilos, peptídeos antimicrobianos e a via de 

organização da matriz extracelular; 

• A assinatura gênica encontrada após aplicação do modelo de Randon Forest 

caracterizou TBDM com acurácia de 89%-97% nos diferentes sítios; 

• Níveis de HbA1c estão correlacionados com importantes vias biológicas, como 

a das metaloproteinases de matriz. 

Artigo 2: 

• A disglicemia está associada a impactos em múltiplas plataformas ômicas; 

• Existem potenciais marcadores multi-ômicos que podem ser úteis no 

desenvolvimento de ferramenta de predição de desfecho e prognósticos de 

pacientes com TB e TBDM; 

• Estratégias multi-ômicas podem somar na avaliação de doenças inflamatórias.  

Artigo 3: 

• RNAs não codificadores, apesar de pouco estudados, podem influenciar 

diversas vias inflamatórias na TB e TBDM; 

• O set de ncRNA selecionados pela IA apresentou acurácia robusta na 

identificação de TB, independente do status glicêmico; 
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Por fim, o conhecimento gerado por essa tese de doutorado é de grande contribuição 

ao meio científico, principalmente ao campo da interação TBDM, trazendo aspectos 

quantitativos e qualitativos do impacto da disglicemia na ativação inflamatória de 

pacientes TBDM. Além disso, utilizando nosso modelo de inteligência artificial 

identificamos sete marcadores multi-ômicos associados com a interação TBDM. Em 

conjunto, nossos achados poderão servir de embasamento para futuros estudos que 

visem a utilização da medicina de precisão para rastreio, seguimento de tratamento, 

definição de prognóstico e, também, no desenvolvimento de terapias alvo, 

contribuindo para sociedade científica na estratégia de erradicação da TB. 
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PERSPECTIVA HISTÓRICA DA TESE 

Ingresso no programa de Iniciação Científica em 2016, ainda na faculdade de 

medicina, iniciei junto ao meu grupo estudos focados no entendimento de marcadores 

moleculares associados a ativação inflamatória na Tuberculose. Inicialmente 

caracterizamos o perfil de expressão inflamatória de pacientes com PTB e EPTB, 

utilizando 27 citocinas inflamatórias, receptores solúveis e mediadores lipídicos. Nos 

anos que seguiram, agora como bolsista do CNPq, adaptamos a ferramenta 

estatística MDP, utilizada em estudos de genoma, para o estudo de biomarcadores 

solúveis, em uma linha que se mantem até os dias atuais, de estudos que buscam 

caracterizar perfis de expressão inflamatória em várias doenças, como Malária, 

Hepatite B, Zika vírus, TB, HIV e Síndrome de Reconstituição Imune. Com o passar 

dos anos, novas linhas de pesquisa foram surgindo buscando ferramentas inovadoras 

na análise de dados que possam predizer desfechos dessas doenças. Ao final do 

período de iniciação cientifica, foram publicados 17 artigos em periódicos 

internacionais, incluindo revistas de grande relevância no meio das doenças 

infectocontagiosas, como o Clinical Infectious Diseases, o The Journal of Infectious 

Diseases, o Internacional Journal of Infectious Diseases, Science Immunology e Cell 

Reposrts.  Com uma linha forte de pesquisa dentro do grupo que estudava a interação 

de Tuberculose e Diabetes escolhemos dar continuidade aos projetos agregando 

fatores que estiveram presentes durante a iniciação cientifica, agora aplicados ao 

entendimento do impacto das disglicemias em pacientes portadores de diabetes.  
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ANEXOS 

Anexo I: Produção científica no Doutorado 

O estudante iniciou os trabalhos no Laboratório de Inflamação e Biomarcadores em 

junho de 2016, como estudante voluntário de iniciação cientifica. Até 01 de março de 

2023, o estudante foi autor de 25 trabalhos científicos em periódicos, incluindo 11 

como primeiro autor e 14 colaborações. Abaixo está ilustrada a produção durante todo 

período, com uma lista dos manuscritos que foram produzidos no período do 

doutorado. O primeiro artigo dessa tese está publicado na revista Scientific Reports, 

do grupo Nature, com fator de impacto 4.99. O segundo e terceiro trabalhos estão em 

fase de revisão na revista iScience, com fator de impacto 5.8. 

 

 

2018-2020: Iniciação científica (bolsista CNPq) – 02 anos. Total de Publicações: 16. 

2021-2023: Doutorado – 02 anos. Total de publicações 11. 

Média de publicações/ano em março/2023: 5.4. 

Total de publicações listadas no PubMed: 27 

Total de citações (Web of Science): 231 

Média de citação por artigo: 9,24 

Média do fator de impacto das publicações: 7,8 

Mediana do fator de impacto das publicações: 5,4 
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Artigos aceitos para publicação 2021-2023 
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Anexo II: Rede de colaboração do estudante  

Durante o período de Iniciação Científica e Doutoramento, através do seu grupo de 

pesquisa, o MONSTER, o estudante pode participar de inúmeras colaborações com 

pesquisadores de diversos centros ao redor do mundo, como o National Institute oh 

Health (NIH), University of Cape Town, Organização Mundial de Saúde, University of 

California, Vanderbilt University, University of San Diego entre outras.

 

 

 

 

 


