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Resumo

A hanseniase ¢ uma doenga infecciosa crénica causada pelo Mycobacterium leprae e tem como
principal hospedeiro o ser humano. A pele e o sistema nervoso periférico sdo os principais 6rgéos
acometidos. A humanidade hd muitos séculos ja sofre com a doenga e ha indicios de que sua
origem aconteceu no leste do Continente Africano. A hanseniase ja foi motivo de estigma no
passado e hoje, com a eficacia do tratamento, as lesbes que antes eram irreversiveis e
incapacitantes ja podem ser evitadas. Embora sua etiologia seja infecciosa, hoje é amplamente
aceita a nogdo de que a susceptibilidade do hospedeiro & hanseniase seja parcialmente controlada
por fatores genéticos. Neste estudo, apresentamos uma anélise de associacdo entre hanseniase e
marcadores de genes candidatos ao controle da susceptibilidade & doenga. Os genes candidatos
estudados, PARK2 e LTA, foram selecionados com base em resultados anteriores, indicando sua
participacdo no controle da patogénese da doenca. A populagdo em estudo foi recrutada no
Estado do Parana, seguindo um desenho caso-controle; pacientes foram caracterizados como
portadores de hanseniase per se, isto é, a doenca independente de sua forma de manifestacdo
clinica, através de consulta e analise de prontuarios médicos por um Unico médico dermatlogista.
O grupo controle foi composto por individuos saudaveis, sem histéria de prévia de doenca
infecciosa cronica e com histéria de convivéncia com pacientes portadores de hanseniase. A
analise genética dos marcadores PARK2(-2599) do gene PARK2 e LTA(+252) do gene LTA
foram realizadas pelos método de discriminacdo alélica em plataforma automatizada TagMan e
por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), respectivamente. Ao todo, 120
portadores de hanseniase per se e 163 contatos saudaveis foram incluidos no estudo. Andlise de
associagédo baseada em populagdes ndo mostrou associacdo estatisticamente significativa entre os
marcadores genéticos escolhidos com susceptibilidade a hanseniase, sendo 0 2 e o valor de p
igual a 1,3167 e 0,5177 e 2,66 e 0,2645 para os marcadors PARK2(-2599) e LTA(+252),
respectivamente. Apesar da auséncia de evidéncia para associagéo, a participacao destes genes na
patogénese da doenga ndo pode ser descartada. Por exemplo, é possivel que diferencas entre as
populagbes originalmente investigadas e a populacdo paranaense, em particular em relagdo a
idade de diagndstico da doenca, tenha causado impacto sobre o resultado da anéalise.
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Abstract

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae that affects humans as
main natural hosts, with the skin and peripheral nerves being the target tissues. There is evidence
of the origin of leprosy in east Africa and, since then, the disease has been a major burden over
mankind during the past thousands of years. Leprosy has always associated with a strong social
stigma; yet today, with efficient treatment available, irreversible skin and nerves damage causing
permanent disability can be avoided. Although of infectious etiology, today it is accepted that the
host susceptibility of leprosy is partially controlled by genetic factors. We presente here an
association analysis between leprosy and markers of candidate genes controlling host
susceptibility to disease. The candidate genes PARK2 and LTA were selected based on previous
studies indicating their participation on disease pathogenesis. The population studied was
enrolled from the state of Parand, following a case-control desing. Patients were characterized by
having leprosy per se, i. e., the disease independently of clinical forms, by checking of medical
records by a single dermatologist. The control group was composed of individuals without
history of leprosy or other chronic infectious diseases, but with history of contact with leprosy
patients. Genotyping of markers PARK2(-2599) and LTA(+252) was performed by allelic
discrimination using the automated platform Tagman and by RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), respectively. One hundred twenty leprosy patiens and 163 healthy controls were
included. Population-based association analysis failed to detect evidence for association between
the genetic markers investigated and susceptibility to leprosy: the x2 and the p-value was 1.3167
and 0.5177, and 2.66 and 0.2645 for PARK2(-2599) and LTA(+252) markers, respectively.
Despite of no evidence for association, the participation of those two genes on the pathogenesis
of leprosy can not be excluded. For example, it is possible that differences between the original
and the Parana populations, in particular regarding age of diagnosis, could have major impact
over the observed outcome.



ABREVIATURAS
a.C.- antes de cristo

BAAR- bacilo &cido-4lcool resistente

BB- borderline borderline

BCG- bacilo Calmette Guérin

BL- borderline lepromatoso

BT- borderline tuberculdide

DNA- &cido desoxirribunucléico

ENH- eritema nodoso hansénico

I- indeterminada

IB- indice baciloscopico

LD- desequilibrio de ligacdo

LL- lepra lepromatosa

LOD- logaritmo da odds ratio

LTA- linfotoxina alfa

HAB- habitantes

HLA- antigeno leucocitario humano

MB- multibacilar

MHC- complexo maior de histocompatibilidade
OMS- Organizagdo Mundial de Satde

PARK- parquina, gene do Parkinsonismo Juvenil Autossomico Recessivo
PB- paucibacilar

PCR- reagdo em cadeia da polimerase

PGL-1- Glicolipidio fendlico 1

PQT- poliquimioterapia

RFLP- polimorfismo de comprimento do fragmento de restricdo
RR- reacéo reversa

SNP- polimorfismo de base Unica

TCLE- termo de consentimento livre e esclarecido
TH- células T helper

TT- tuberculdide tuberculdide

V- virchowiano
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INTRODUCAO



1 Hanseniase — Aspectos Gerais

A hanseniase é uma doenga infecciosa crénica que encontra no ser humano e no tatu seus
unicos hospedeiros naturais. A doenca, que afeta primariamente a pele e o sistema nervoso
periférico, tem como agente etiolégico o Mycobacterium leprae, um bacilo &lcool-4cido
resistente (BAAR) intracelular obrigatorio, de lenta multiplicacdo e cujo cultivo in vitro ainda
ndo foi possivel (1). O bacilo foi identificado pela primeira vez pelo cientista noruegués Gerhard
Armauer Hansen em 1873 (2). A transmissdo da doenca faz-se pelo contato intimo e prolongado
de uma pessoa infectada que apresenta carga bacilar elevada e o individuo saudavel, através de
secrecBes naso-orofaringeas expelidas (3). Acredita-se que o periodo de incubagdo da doenca seja
prolongado, estipulando-se um tempo igual ou maior que cinco anos a partir do contato para o
aparecimento da hanseniase (4). A maioria das pessoas nao desenvolve hanseniase mesmo apos
exposicdo macica ao bacilo e estima-se um ligeira predominéncia da infeccdo no género
masculino em relacdo ao feminino, em torno 1,5-2 para 1, respectivamente (5, 6).

O sintoma principal que o portador vai apresentar sdo manchas na pele com alteragdo da
sensibilidade local, de inicio alteracdo da sensibilidade térmica, apds dolorosa e por ultimo téctil
e motora além de espessamento do nervo periférico proximo ao sitio da lesdo cuténea (7).

No Brasil adota-se oficialmente o termo hanseniase desde 1976 de acordo com a lei n°.
9010 - DO de 30/3/95, em substituicdo ao termo “lepra” ou aos que a ela se refiram nos
documentos oficiais, com o objetivo de reduzir o estigma associado ao portador da doenga ou de
seus familiares (8).

1.1 Epidemiologia

O reconhecimento da doenca hanseniase vem da antiguidade com os primeiros relatos da
doenca datando do ano 600 a.C., com casos existentes na China, Egito e India. Supde-se, no
entanto, que a origem da doenca seja o Continente Africano (9). Hoje a doenga encontra-se
distribuida praticamente em todos os paises da Africa, Asia e América Latina. Na Europa nfo se
tem registro de casos novos, segundo ultimo levantamento da Organizagdo Mundial da Salde
(OMS) de 2005. Na América do Norte, 0 Canada também nédo tem registro de casos novos e 0
México e os Estados Unidos (EUA) registram novos casos, mas a prevaléncia encontra-se

inferior a 1:10.000 habitantes (hab). Em relacdo aos EUA, segundo dados oficiais, 7.029 casos



foram identificados no periodo entre 1975 a 2005, mantendo nestes anos uma prevaléncia inferior
a 1:10.000 hab. (10). Estes dados indicam que a doenga nestes continentes esta sob controle ndo
representando problema de saude publica conforme os critérios da OMS.

Com a introdugdo da poliquimioterapia (PQT) para tratamento da doenca no inicio da
década de 80, o nimero global de casos identificados, que na época era em torno de cinco
milhdes distribuidos em 122 paises, reduziu drasticamente. O grande sucesso da PQT levou a
OMS a langar, em 1991, uma campanha mundial para eliminacdo da hanseniase como problema
de salde publica até o ano 2000. A iniciativa reforgou a queda na prevaléncia da doenca; porém,
no comeco de 2008, o dltimo levantamento da OMS mostra que o objetivo de eliminagdo ainda
precisa ser alcangado: a prevaléncia da doenca foi de 212.802 casos, com trés paises
apresentando taxa de prevaléncia acima de 1:10.000 hab (11). O Brasil encontra-se entre estes
trés paises, e € aquele com a maior prevaléncia da doenca, com uma taxa de 2,4:10.000 hab. e
com 45.847 casos detectados, no comego de 2008 (11). No estado do Parand, as taxas de
prevaléncia da hanseniase encontram-se muito préximas das expectativas da OMS. No ano de
2007 foram detectados 1.242 novos casos com uma prevaléncia de 1,63/10.000 hab. (12).

1.2 O Mycobacterium leprae

O bacilo causador da hanseniase foi identificado pela primeira vez em 1873 pelo cientista
noruegués Gerhard Henrik Armauer Hansen, sendo por este motivo também chamado de bacilo
de Hansen (2). O Mycobacterium leprae (M. leprae) € um microrganismo intracelular
obrigatorio, &lcool-acido resistente (BAAR), imovel, de conformagdo levemente curva e que
mede em torno de 2-8 um por 0,5um. O fato do bacilo ndo ser cultivavel em meio artificial, além
de intrigante cientificamente, tém sido um fator limitante classico da pesquisa em hanseniase.
Tipicamente, 0s estudos sobre o metabolismo do M. leprae e da resposta imunoldgica do
hospedeiro frente a infecgdo sdo feitos ou por comparagdo com outras micobactérias cultivaveis,
tais como o M. tuberculosis, M. avium e M. bovis, ou utilizando-se bacilos mantidos por
inoculagcdo em patas de camundongos timectizados, ou ainda, a partir de tecido infectado de tatu,
seu outro hospedeiro natural (13). O M. leprae é o microrganismo conhecido que apresenta o
tempo mais longo de multiplicacdo, em torno de 14 dias, 0 que seria uma explicacdo plausivel

para o longo periodo de incubagdo da doenca (14).



Sabe-se que a composi¢do da parede celular é semelhante em todas as micobactérias,
sendo esta parede composta por ligacbes covalentes de complexos de acido micdlico,
arabinogalactanas e peptideoglicanas. No entanto, na composi¢do da parede celular do M. leprae
encontram-se peptideoglicans e glicolipideos fendlicos (PGLs) que conferem especificidade
imunoldgica ao bacilo, em particular, o PGL-1 (13).

O bacilo tem tropismo pelas células fagocitarias e de Schwann da bainha de mielina que
reveste 0s nervos periféricos. Este neuro-tropismo é atribuido a ligacdo especifica do M. leprae
com a laminina-a2 da membrana basal anexa as células de Schwann. O complexo M.
leprae/laminina liga-se entdo a a-distroglicana, uma proteina de membrana de célula de Schwann
em um evento que medeia a invasdo celular (15, 16). As células de Schwann sdo incapazes de
destruir os patdgenos e 0s agentes terapéuticos tém dificuldade de atingir os tecidos-alvo
nervosos. O estimulo imunoldgico gerado pela presenga do M. leprae somado a desmielinizacdo
dos nervos periféricos, leva ao dano neural (13).

Com o sequenciamento do genoma do M. leprae, ficou evidente uma dramética reducéo
de seu material genético. Comparado com o seu parente mais proximo, o genoma do M. leprae
apresenta em torno de 3,27 megabases (Mb) contra 4,41Mb do M. tuberculosis, ocupado
parcialmente por 1.116 pseudo-genes inertes na tradugdo de proteinas. Analises comparativas
detectaram apenas 391 espécies de proteinas sollveis codificadas pelo genoma do M. leprae, em
comparagdo com aproximadamente 1.800 do M. tuberculosis (14). Esta evolugdo redutiva do
genoma do M leprae contribuiu para a eliminagéo de importantes funces do seu metabolismo,
talvez justificando peculiaridades, tais como o fato do bacilo ndo ser cultivavel, ter um tempo de

duplicacdo muito longo e ter se firmando como parasita intracelular obrigatério.

1.3 Manifestacao clinica

A hanseniase tem uma forma peculiar de manifestar-se clinicamente, de acordo com o
perfil imunolégico do hospedeiro: dependendo do predominio da resposta imunoldgica do tipo
celular (Th1) ou do tipo humoral (Th2), a doenga assume clinicamente formas distintas (5, 17).

A primeira manifestacdo da doenca é uma lesdo cutanea com alteracdo da sensibilidade
local, de inicio térmica, depois dolorosa e por ultimo tactil. O nervo periférico préximo, ao sitio

da lesdo encontra-se normalmente espessado e doloroso a palpacdo. Se a doenga evolui, novas



lesGes cutaneas podem ocorrer, bem como acometimento da face, incluindo os olhos e mucosa
nasal e comprometimento de 6rgdos internos. Maior dano do sistema nervoso periférico também
pode ocorrer com a progressdo da doenca. Para melhor entender as manifestacfes clinicas da
doenca, criaram-se critérios de classificacdo, levando-se em consideragdo 0s aspectos cutaneos,
histopatolégicos, bacteriolégicos e imunologicos da doenca, estabelecendo-se, entdo, formas
clinicas distintas.

Todas as formas clinicas cursam com o acometimento neuroldgico e que se ndo tratado
devidamente vai conduzir o portador a deformidades e sequelas permanentes. No passado, antes
da introducdo da terapia eficaz, eram estas deformidades, somadas as lesdes cuténeas inestéticas,

gue geravam o estigma ou mesmo a exclusao da pessoa do convivio social.

1.4 Classificacdo da Hanseniase

Existem trés formas mais comuns de classificacdo da doenga, criadas com objetivos
diferentes: a classificagdo de Madri, a de Ridley e Jopling e da OMS. A seguir sera apresentada
uma descricdo destes trés protocolos de classificagcdo, bem como uma sugestédo de sobreposicéo
de protocolos, conforme ilustrado no quadro I. O Brasil adota tanto a classificacdo de Madri
como a da OMS em seus documentos oficiais. A classificacdo de Ridley e Jopling €
freqlientemente utilizada para fins de pesquisa.

E importante esclarecer que devido a terminologia adotada no Brasil, termos derivados da
palavra “lepra” foram substituidos por outros derivados de “virchow”, uma referéncia ao aspecto
“espumoso” do macréfago rico em bacilos de Hansen, também chamados de células de Virchow.
Adota-se também, em nosso pais, para as formas intermediarias o termo “dimorfo” como
traducdo de “borderline”. Esta nomenclatura particular gera inclusive polémica quando na
codificacdo da doenca pelo Classificagdo Internacional de Doencas (CID 10) 102 revisdo, que
mesmo traduzido para o Portugués mantém as siglas em Inglés, segundo a classificacdo de Ridley
e Jopling (18).

1.4.1 Classificacdo de Madri

Uma das primeiras formas de classificacdo da doenga, até hoje adotada preferencialmente
no Brasil, é a Classificacdo de Madri de 1953. Este protocolo determina primariamente quatro



formas de apresentacdo da doenga baseados nos aspectos clinicos, bacteriolégicos e
histopatoldgicos: as duas formas polares tubercul6ide (T) e lepromatosa ou virchowiana (L/V), a
forma inicial ou transitéria denominado indeterminada (1) e a forma instavel e intermediaria
denominada dimorfa ou borderline (D/B) (19). A forma indeterminada manifesta-se normalmente
por lesdo Unica, hipocrémica e hipoestésica que pode se auto curar ou evoluir para um dos pélos
clinicos, de acordo com a resposta imune do hospedeiro. A forma tubercul6ide tem baixo nimero
de lesdes cutaneas, que normalmente sdo bem definidas com comprometimento neural limitado,
normalmente proximo ao sitio da lesdo, pouco ou nenhum bacilo detectdvel. Ja a forma
virchowiana apresenta maior nimero de lesdes cutaneas, por vezes sistémicas, com baixa
definicdo e com grande nimero de bacilos detectaveis. A forma dimorfa é a forma limitrofe entre

os dois pdélos maiores (20).

1.4.2 Classificacdo de Ridley e Jopling

Com o objetivo de criar uma classificacdo clinica espectral, também de acordo com
critérios clinicos, imunoldgicos e histopatolégicos, mas com riqueza nos detalhes, Ridley e
Jopling em 1966, propuseram um protocolo que dispde a doenca em dois polos maiores e em trés
formas interpolares. Em um dos polos esta a forma Tuberculdide ou TT, cuja manifestacdo € mais
restrita, com pouco numero de lesdes cutaneas, pouco ou nenhum bacilo identificado, tanto por
baciloscopia linfatica ou exame histopatologico de biopsia de pele, e com predominio por parte
do hospedeiro de resposta imunoldgica do tipo celular ou Thl. No outro extremo esta a forma
Lepromatosa ou LL, em que o nimero de lesdes é maior, tem acometimento também de 6rgaos
internos, apresenta grande numero de bacilos detectdveis e tem predominio de resposta
imunoldgica do tipo humoral ou Th2. Nas formas interpolares ou também chamadas Borderline -
Dimorfa no Brasil - classificam-se trés modos distintos de manifestagdes clinicas da doenca que
se caracterizam pela sua instabilidade imunolédgica, com lesdes de aspecto misto, mesclando
lesbes do tipo tuberculdide e lepromatoso. As trés formas séo: borderline-lepromatosa (BL),
borderline-borderline (BB) e borderline-tuberculdide (BT) (21). Paralelamente as formas clinicas
do espectro encontra-se a forma indeterminada, que seria a manifestagéo inicial da doenga com
surgimento de lesdo Unica, hipoestésica e sem bacilos detectaveis. Existe ainda uma forma com

acometimento neural puro, sem manifestacdo cutanea.



1.4.3 Classificagdo OMS

Para fins de orientacdo terapéutica adota-se a classificacdo da Organizagcdo Mundial da
Salde (OMS) que classifica o0 doente com base no nimero de lesdes cutaneas e indice
baciloscdpico (22). Na orientacdo prética, doentes com menos de 5 lesdes cutaneas e sem bacilos
detectaveis como paucibacilar (PB) e os com mais de 5 lesGes e presenca de bacilos como
multibacilar (MB).

Quadro I - Correlagéo entre as classificagdes de Madri (1953), de Ridley e Jopling (1966) e
da OMS (1982) adotadas para a hanseniase (adaptado de Souza C.S et al. (20)).

Indeterminada | Tuberculdide Borderline Lepromatosa
Madri I T B L
Ridley e
Jopling I TT BT* BB BL LL
OMS Paucibacilar Multibacilar

TT: Tuberculbide-tuberculdide; *BT: Borderline-tuberculide, embora apresente caracteristicas da forma
paucibacilar, operacionalmente tem sido classificada como multibacilar; BB: Borderline-borderline; BL: Borderline-

lepromatoso e LL: Lepromatoso-lepromatoso.

1.5 Diagnéstico

Basicamente o diagnostico da hanseniase é feito de acordo com as manifestacdes clinicas
da doenga (23), embora tentativas de identificacdo direta do M. leprae nas amostras bioldgicas
de pacientes, por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, em inglés) ou mesmo por sorologia, em
busca de anticorpos especificos como o anti-PGL-1, tém sido realizadas (13). A primeira
manifestacdo sugestiva da doenca € uma mancha na pele com alteracdo de sensibilidade. A
confirmacgdo pode ser feita, entdo, pela identificacdo de bacilos na linfa coletada dos I6bulos das
orelhas, cotovelos ou da propria lesdo por bacterioscopia. Conta-se entdo o nimero de bacilos por
campo microscopico e gera-se um indice, o indice baciloscopico (IB), que vai ser (til tanto para o



diagndstico como para 0 acompanhamento pos-tratamento. A bidpsia de pele afetada também
pode ser utilizada com alta especificidade, pois além de refletir a resposta inflamatéria na pele e
nervos periféricos, pode identificar a presenga do bacilo por coloracdes especificas como a de
Ziehl-Neelsen e serve para diferenciar a reacdo granulomatosa da hanseniase de outras doencas
granulomatosas (6).

Na tentativa de identificar o perfil de resposta imunoldgica de um individuo frente a
antigenos do M. leprae, pode-se fazer um teste cutdneo denominado reacdo de Mitsuda, realizada
pela primeira vez em 1919 e aperfeicoada desde entdo (24). O antigeno de Mitsuda ou lepromina,
utilizada neste teste intradérmico, é formado por uma suspensdo de bacilos de Hansen
autoclavados. O antigeno é injetado intrademicamente, e a reacdo é mensurada apds 28 dias. A
resposta é positiva quando existe a formagdo de um granuloma no local da inoculagdo maior ou
igual a 5mm de diametro. A resposta positiva evidencia a integridade da resposta imunoldgica
celular, ou seja, a capacidade de formar granuloma. Por esta razdo a possibilidade de influéncias
genéticas na resposta a lepromina tém sido motivo de interesse dos geneticistas no que concerne
aos aspectos de heranca imunoldgica. Esta reacdo ajuda na classificacdo clinica e serve como
progndstico na forma indeterminada (13).

1.6 Tratamento

O tratamento atual da hanseniase é poliquimioterapico, baseado na associacdo de trés
medicamentos, e foi introduzido na década de 80 pela OMS. Desde o inicio da década de 90, os
medicamentos tém sido distribuidos de forma gratuita em todo o mundo (4). Este esquema
terapéutico revolucionou a historia natural da doenga e hoje se pode dizer que a doenca é curavel
em 100% dos casos tratados.

O esquema da PQT é padronizado para as formas paucibacilares e multibacilares,
seguindo critérios da OMS de 1998. Os casos paucibacilares sdo tratados com Dapsona,
100mg/dia e Rinfampicina 600mg em uma dose mensal supervisionada, em um total de seis
doses. Ja para as formas multibacilares o tratamento consta de 100mg/dia de Dapsona, 50mg/dia
de Clofazimina, mais dose mensal supervisionada de 100mg Dapsona, 300mg de Clofazimina e
600mg de Rifampicina, em um total de doze doses. As doses supervisionadas sao feitas nas



unidades de salde que prestam atendimento ao hanseniano e servem para evitar o abandono do
tratamento e diminuicdo da populacdo bacteriana viavel, diminuindo o contégio (25).
Importante ressaltar que, embora o tratamento multiterapico a longo prazo elimine o

agente bacterioldgico, a eventual perda da funcéo nervosa ocasionada ndo pode ser revertida (13)

1.7 Prevencao

A prevengdo da hanseniase, até o momento, estd baseada na deteccdo dos casos,
principalmente multibacilares e o tratamento precoce com drogas efetivas, com o objetivo de se
impedir a cadeia de transmissdo. Cogita-se a elaboracdo de vacinas especificas para prevenir a
doenca em pessoas expostas ou de &reas endémicas, na tentativa de profilaxia tanto pré como pos
exposicgéo. Isto ainda ndo se concretizou, mas com o seqiienciamento do genoma do M. leprae, a
investigacdo de antigenos potenciais para confeccdo de vacinas voltou a tornar-se uma
possibilidade plausivel.

Na atualidade utiliza-se como profilaxia a vacina BCG, com antigenos do M. bovis. Esta
vacina confere niveis de protecdo entre 20 a 80%, com uma enigmaética eficacia (13, 24). Trés
relativamente recentes trials estudaram a hipotese que a combinagdo de BCG com M. leprae
morto aumentava a eficacia da vacina. Os estudos foram conduzidos na Venezuela e Malawi e
ambos os estudos concluiram que ndo é a adicdo do M. leprae que aumenta a eficicia e sim o
namero de doses, sendo que uma segunda dose, mesmo naqueles com cicatriz vacinal aumentava
a chance de protecdo em até 50% (13, 26).

No Brasil segundo orientacdo do ministério da saude, preconiza-se uma unica dose de
BCG intradérmica em todos os contatos intradomiciliares, independente de serem PB ou MB e de

terem ou ndo cicatriz vacinal prévia (27).

1.8 Estados Reacionais

No curso evolutivo da doenca podem acontecer 0s episddios reacionais, reagdes
inflamatdrias agudas ou subagudas que podem ocorrer antes, durante ou mesmo apés o
tratamento (28). Os episodios reacionais sdo divididos em duas formas, denominadas Rea¢édo
Reversa (RR) Tipo 1 e Eritema Nodoso Hansénico (ENH) ou Tipo 2 que juntas podem afetar de

30 a 50% dos pacientes acometidos por hanseniase. Nos episddios reacionais o portador tem
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piora do estado geral, piora do acometimento neural e cutaneo, podendo também ter os érgéos
internos afetados. Estes episddios sdo considerados emergéncias médicas, devido ao dano neural
que pode ser irreversivel. A causa, mecanismo e tratamento dos estados reacionais ainda séo
pouco entendidos e desafiadores. Os estados reacionais parecem ser elicitados por respostas
imunoldgicas diversas. A RR acomete mais 0s pacientes das formas interpolares (BV, BB e BT) e
parece ser uma resposta imunologica celular do tipo hipersensibilidade tardia (28). Frente a um
episodio de RR, o portador até pode mudar dentro do espectro clinico da doenca para melhor
(upgrading) ou pior (downgrading); neste tipo de reacdo as lesdes cuténeas ficam mais
edematosas e eritematosas e ocorre neurite progressiva com perda sensorial e motora. O ENH
afeta mais os doentes bacilares (BV ou V), o episddio caracteriza-se por nédulos cutaneos, por
vezes ulcerados, febre e mal-estar geral, podendo ocorrer iridociclite, epididimite, artrite e
miosite, além de certo grau de neurite. Esta reagdo deve-se ao aumento de imunoglobulinas
circulantes e pobre resposta celular. Uma outra forma particular de reagdo, embora néo téo
frequiente, pode acontecer nos doentes bacilares: trata-se de uma vasculite necrotizante, chamada
de fendmeno de Lucio, cuja mortalidade e morbidade sdo bastante elevadas (13). Os estados
reacionais normalmente sdo tratados com altas doses de corticosterdides e/ou talidomida, sendo
este Ultimo medicamento mais utilizado no ENH devido sua agdo antiinflamat6ria — porém, por
ser reconhecidamente teratogénico, o uso da talidomida exige medidas preventivas quanto a
anticoncepcao que devem ser adotadas por mulheres que necessitam deste tratamento (28).

1.9 Genética e Hanseniase

Considerar o grau de susceptibilidade do hospedeiro a hanseniase como uma caracteristica
com contribuicdo genética ndo é uma condigdo nova. Estudos observacionais e de segregagdo
complexa vém consistentemente demonstrando a existéncia de genes que contribuem para o
controle da infeccdo e manifestagdo da doenga (29). Estudos realizados com gémeos demonstram
que o grau de concordancia de doenca € maior nos gémeos monozigoticos (82,6%) quando
comparado com os dizigéticos (16,7%) (30). O fato de a doenca apresentar manifestacdes clinicas
diversas de acordo com o perfil de resposta imunoldgica do hospedeiro ja € por si s6 um motivo

para investigar o background genético deste hospedeiro (31).
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O que difere a susceptibilidade a hanseniase das demais doencas genéticas € que ela é
considerada uma caracteristica genética complexa, ou seja, resultante da acdo de mais de um gene
somada a condi¢cbes ambientais favoraveis que contribuem para o fen6tipo (32). Os primeiros
genes candidatos estudados em hanseniase eram genes HLA ligados ao complexo MHC do
cromossomo 6p21, uma vez que o M. leprae é um patégeno intracelular e seu reconhecimento
pelo hospedeiro e o desencadeamento dos mecanismos de defesa dependem da resposta imune
controlada por genes deste complexo (33-40). Hoje, varios genes ligados ou ndo ao complexo
HLA tém sido investigados, e os dados sugerem que conjuntos diferentes de genes controlam
fendtipos distintos da doenca, tais como susceptibilidade & hanseniase per se (a doenca
independente da forma clinica), e suas formas de manifestacédo clinica.

Tivemos a oportunidade de contribuir em uma revisdo que aponta, até o momento, 0s
principais avancos na area da genética da susceptibilidade do hospedeiro a hanseniase. Esta
revisdo foi publicada recentemente na revista Anais Brasileiros de Dermatologia, volume 82 na
edicdo de setembro/outubro de 2007. O manuscrito do artigo é apresentado no capitulo seguinte,
como texto complementar a esta introdugdo. Uma copia do arquivo em formato PDF, conforme
publicado, esta disponivel no anexo 1.

Como complementacdo, uma contextualizacdo mais detalhada dos genes estudados neste

projeto sera apresentada a seguir.

1.9.1 O Scan Gendmico Vietnamita — O Gene PARK2

Um scan gendmico completo realizado em uma populagdo vietnamita identificou um
novo locus envolvido na susceptibilidade a hanseniase per se no cromossomo 6q25-g27 (41). O
mesmo trabalho confirmou, na populagdo vietnamita, a existéncia de um locus no cromossomo
10p13 atuando como modificador para a forma paucibacilar da doenga. O locus 10p13 havia sido
previamente detectado em um scan gendmico realizado em uma colecdo de familias
paucibacilares da India, mas até 0 momento nenhum gene candidato emergiu desta regido em
relacdo a hanseniase (42). A construcdo de um mapa denso de Desequilibrio de Ligagdo (LD) do
segmento gendmico localizado sob o pico de ligagdo do cromossomo 6g25-g27 resultou na
identificacdo de um bloco de LD de 80 kb contendo variantes genéticas compartilhadas por dois

genes: 0 PARK2, também conhecido como gene da doencga de parkinson autossémica recessiva
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juvenil, ou parkinson de inicio precoce e o0 seu co-regulador e PACRG, envolvidas no controle da
susceptibilidade & hanseniase per se na populagdo vietnamita (43). O gene PARK?2 codifica uma
E3 proteina ubiquitina ligase, enzima que participa da via da ubiquitina e degradacéo de proteinas
do proteossomo.O achado foi replicado em um amplo estudo caso-controle em uma amostra
populacional brasileira. Um dos tag SNP identificados nesse estudo foi o marcador PARK2(-
2599), rs 9356058, localizado em uma regido ndo transcrita. Este estudo demonstrou, pela
primeira vez, que a estratégia de aplicacdo de estudos sistematicos de associacdo envolvendo
genes candidatos localizados em regifes previamente identificadas por scans genémicos pode ser
bem sucedida na identificacdo de novos genes associados & patogénese de doengas infecciosas.

1.9.2 O Gene LTA

No mesmo estudo do scan gendmico da populagdo vietnamita que identificou a regido
6025-g27 como locus de suscetibilidade a hanseniase, um segundo pico sugestivo de ligagdo foi
identificado no cromossomo 6p21. Nesta localiza¢do o pico de ligagdo estava sobre um cluster de
genes da superfamilia que inclui o gene do fator de necrose tumoral (TNF) e o gene da
linfotoxina alfa (LTA). O LTA é o gene que codifica uma citocina altamente produzida e secretada
por linfécitos que ancora com a linfotoxina-beta na superficie celular, gerando uma variedade de
estimulo imunolégico e resposta inflamatoria e anti-viral. Em estudo subseqiente, 0 mapeamento
fino deste locus levaram a identificacdo de marcadores do gene LTA associados com a doenca
(44), sendo que o marcador LTA(+80) mostrou significancia para associagdo com
susceptibilidade a hanseniase, curiosamente apenas quando analisados casos de diagnéstico
precoce da doenca, em pelo menos trés grupos étnicos distintos, a saber: vietnamita, indiano e
brasileiro. Os marcadores desse gene que foram analisados, no entanto encontravam-se em bins
diferentes nas populacOes estudadas, sendo um bin formado por um conjunto de marcadores, nem
sempre consecutivos fisicamente, cujos alelos estdo associados entre si, caracterizando um
fenémeno conhecido como Desequilibrio de Ligacdo (LD). Em um destes bins estava localizado
0 marcador LTA(+252) (rs909253), que no estudo original, ndo mostrou associacao significativa
com hanseniase, mas como a divergéncia dos marcadores genéticos em populacdes étnicas

distintas ocorre com freqiiéncia, justifica-se sua analise em estudos de replicagéo.
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Hanseniase: Uma Doenca Genética?
Artigo de Revisao

Resumo

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa milenar que, apesar da existéncia de terapéutica
eficaz, ainda persiste como problema de satde publica em seis paises, entre eles o Brasil, lider
mundial em prevaléncia da doenca. Ao longo das Ultimas décadas, a hanseniase vem sendo
estudada por perspectiva talvez inesperada para uma doenca infecciosa: modernos métodos de
analise experimental tém sido empregados para evidenciar um importante componente genético
no controle da susceptibilidade do hospedeiro a hanseniase e seus fendtipos. Esses estudos
indicam que constituicdo genética favoravel do hospedeiro, somada a fatores propicios,
ambientais e relativos ao agente patogénico, tem alto impacto na definicdo da susceptibilidade
tanto a infeccdo propriamente dita quanto a evolucdo clinica da doenga. Hoje, diversos genes e
regides gendmicas ja foram relacionados ao controle da susceptibilidade & hanseniase. Outros
estudos estdo em andamento, visando ao avango no entendimento das bases moleculares de
controle da susceptibilidade do hospedeiro & doenca. O conjunto de resultados desses estudos
pode levar a formas mais eficazes de diagndstico, tratamento e prevencdo da hanseniase e outras

doencas infecciosas.

Abstract

Leprosy is an ancient chronic infectious disease that, despite the existence of efficient
therapy, still persists as a public health problem in six countries, including Brazil, the world
leader in leprosy prevalence. During the past decades, leprosy has been studied from a somewhat
unusual perspective for an infectious disease: modern methods for experimental analysis have
been applied to demonstrate the existence of an important genetic effect controlling host
susceptibility to leprosy and its phenotypes. These studies indicate that a favorable host genetic



15

make-up, combined with environmental and pathogen-related variables, has a high impact on the
definition of susceptibility to both infection and clinical manifestation of leprosy. To date, several
genes and genomic regions have been implicated in the control of leprosy susceptibility.
Additional ongoing studies aim at advancing further in the elucidation of the molecular basis of
host susceptibility to the disease. This body of evidence may lead to new strategies for diagnosis,

treatment and prevention of leprosy and other infectious diseases.

Palavras-chave:Genética; Hanseniase; Polimorfismo genético; Predisposicdo genética

para doenca.

1- Introducéo

Na historia da humanidade, provavelmente nenhuma doenca gerou estigma social tdo
intenso quanto a hanseniase, sempre associada com conceitos tais como pecado, impureza e
punicdo. Na era pré-microbioldgica, contribuia para o fortalecimento do estigma a nocdo de que
hanseniase era hereditaria, j& que agregacdo familiar de casos era observada com frequéncia.
Com a identificacdo do bacilo causador da doenca no século XIX por Armauer Hansen,
confirmou-se a natureza infecciosa da enfermidade, e muito da investigacéo cientifica passou a se
concentrar em aspectos relativos ao agente patogénico e suas propriedades, tais como viruléncia,
capacidade de inducdo de resposta imune e resposta a tratamento. Contudo, observagdes clinicas
sempre indicaram que ndo bastava o contato com o bacilo para se desenvolver a doenca, que a
hanseniase ocorria com maior ou menor frequéncia em diferentes populacfes e que a doenga se
manifestava de diferentes maneiras em diferentes individuos. Por exemplo, ja em 1937, Rotberg,
estudando a reagdo de Mitsuda, havia sugerido a possibilidade de um componente genético de
controle da susceptibilidade a doenga, em que pacientes que manifestassem positividade a reacdo
apresentariam um fator natural de resisténcia, denominado pelo autor de Fator N, de natureza
desconhecida (1). Hoje, pode-se especular que o Fator N é na verdade a manifestagdo de um
conjunto de genes, os quais, interagindo de forma complexa, resultam em diferentes formas de

resposta do individuo ao antigeno de Mitsuda.
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Hanseniase pode ser brevemente definida como uma doenga infecciosa crénica causada
pelo Mycobacterium leprae (M. leprae) que afeta primariamente a pele e o sistema nervoso
periférico. A doenca ocorre naturalmente apenas em duas espéecies conhecidas, 0s seres humanos
e os tatus. O sequenciamento completo do genoma do M. leprae revelou extensa reducdo
evolutiva, com a perda de um grande nimero de genes em comparagdo com o M. tuberculosis,
desde que estas espécies divergiram de um ancestral comum (2). A manutencdo de um conjunto
minimo de genes pode ser a explicagdo para algumas caracteristicas Unicas do M. leprae, tais
como a incapacidade de ser cultivado em meio artificial, o longo tempo de duplicagdo e a
altissima especificidade por seus alvos celulares, os macréfagos e as células de Schwann do
sistema nervoso periférico. Recentemente, ferramentas de gendmica comparativa foram aplicadas
para dar suporte & hiptese de que a doenca tenha tido origem na Africa oriental, de onde se
espalhou para o resto do mundo seguindo as rotas migratérias das primeiras populagcdes humanas
(3).

A hanseniase é doenca de manifestacdo clinica espectral. Segundo Ridley e Jopling (4), 0s
polos deste espectro sdo ocupados de um lado pela forma mais localizada denominada
tuberculdide, associada a uma resposta imunolégica do tipo Thl (celular), e do outro, pela forma
virchowiana (assim denominada no Brasil em substituicdo ao termo “lepromatosa” da
classificacdo original), sistémica, e associada com uma resposta imunologica do tipo Th2
(humoral), com trés formas clinicas intermediarias, ou borderline. Os pdlos tuberculdide e
virchowiano correspondem aproximadamente as formas paucibacilar e multibacilar criadas pela
Organizagdo Mundial da Satde (OMS) para fins de orientagdo terapéutica.

Desde meados da década de 1980, esforco global tem sido empregado, sob orientacdo da
OMS, com o objetivo de se eliminar hanseniase como problema de saude publica. Originalmente,
esta meta deveria ter sido atingida em 2000. No entanto, em 2007, cerca de 300.000 novos
casos/ano ainda s3o diagnosticados, a maioria no Brasil e na india. Considerando-se que (i) ndo
existe reservatorio natural de importancia biologia conhecido para o M. leprae; (ii) casos novos
da doenca sdo tratados por poliquimioterapia através de protocolos 100% eficazes; e (iii) 0s
medicamentos sdo fornecidos gratuitamente pela OMS, a origem destes novos casos permanece

desconhecida (www.who.int/lep/en/).
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2- Breve Introducdo a Analise Genética das Doengas Complexas

Em genética, doengas complexas sdo aquelas que ndo apresentam um padrdo de heranca
Mendeliana cléssica, em que ha perfeita correlacdo entre gendtipo e fendtipo. A ocorréncia destas
doencas € controlada por componente genético, resultado da acdo integrada de um ndmero
variado de genes, associado a fatores ambientais, socioeconémicos, culturais, entre outros. Tal
definicdo conduz a conclusdo de que todas as doencas comuns, entre elas, as infecgdes, pelo
menos em parte, sdo genéticas.

Em termos gerais, a dissec¢do do componente genético de doengas complexas inicia-se
por meio de estudos observacionais, que buscam evidéncias de participacdo de genes
contribuindo para a caracteristica que se esta estudando. Entre as estratégias adotadas estdo as
analises de agregacdo familial de casos, 0s estudos comparativos de taxas de concordancia da
ocorréncia da doenca entre gémeos mono e dizigdticos, e as analises de segregacdo complexa,
que visam descrever o0 modo de heranca genética que melhor explica as observacdes em um
conjunto de pedigrees. Esses estudos, entretanto, ndo fornecem informagOes sobre a exata
natureza do componente genético em questdo, tais como a localizagdo, nimero e identidade dos
genes envolvidos. Para se avancar, portanto, é necessaria a ado¢do de outros modelos de estudos,
agora envolvendo marcadores genéticos moleculares, tal como € feito nas analises de ligacéo e

associagao.

2.1- Estudos de Ligacao

Estudos de ligacdo sdo estudos de mapeamento genético, cujo objetivo é localizar genes
responsaveis por um determinado efeito no intervalo cromossémico mais estreito possivel. Esses
estudos, embora poderosos no mapeamento de genes exercendo um efeito genético moderado a
intenso, ndo tem poder de resolucdo para implicar um Unico gene — tipicamente, estudos de
ligacdo terminam localizando o gene em questdo em um intervalo gendmico contendo dezenas de
genes. O resultado deste tipo de estudo normalmente é expresso em LOD escore; um LOD escore
igual ou superior a 3,0 indica significancia estatistica, e a regido genémica encontrada passa a ser

tratada como regido candidata a abrigar o gene que esta se procurando identificar.

2.2- Estudo de Associagdo
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Os estudos de associacdo, em seu formato mais simples, baseiam-se na comparagdo das
freqUiéncias alélicas de um marcador genético entre os individuos afetados e ndo afetados.
Determinado alelo é considerado associado com o fendtipo estudado quando ocorre com
freqUéncia diferente entre individuos afetados em comparagdo com um grupo controle de ndo-
afetados. Estudos de associacdo tém alto poder de deteccdo de efeitos genéticos moderados a
fracos e geralmente sdo utilizados ou na analise de genes candidatos, ou como seqiéncia
complementar de estudos de ligagdo, com o objetivo de se identificar com precisdo, em regido
gendmica candidata, o gene responsavel pelo efeito detectado.

3- Genética da Hanseniase

Na hanseniase, estratégias como as descritas acima tém sido empregadas com o objetivo
de serem elucidadas as bases moleculares do controle da susceptibilidade do hospedeiro ao
M.leprae. Hoje, é amplamente aceita a nogdo de que conjuntos diferentes de genes modificam a
susceptibilidade & doenca em pelo menos dois momentos distintos, a saber: (i) no controle da
infeccdo per se, isto é, a doenca independentemente da sua forma de manifestacéo clinica; e (ii),
uma vez o individuo infectado, na definicdo da diferentes formas clinicas da doenca, conforme

ilustrado na figura 1.

3.1- Primeiros estudos: estudos de gémeos e analises de segregacdo complexa

A hipdtese que a hanseniase teria um componente hereditario vem sendo investigada
desde a Idade Média. Observacbes do monge franciscano Bartholomaeus Angelicus em 1246 ja o
levavam a postular que a transmissdo da doenca ocorria de pais para filhos (5). Bem mais tarde,
estudo classico de gémeos realizado em larga escala na India evidenciou taxas significativamente
maiores de concordancia da ocorréncia de hanseniase entre gémeos monozigdticos em
comparagdo com gémeos dizigbticos, ndo s6 para a doenca per se, mas também para suas formas
clinicas (6).

Em 1988, foi realizada uma anéalise de segregacdo complexa em uma populacéo da ilha
caribenha Desirade, envolvendo 953 individuos, entre eles, 82 pacientes hansenianos (28
virchowianos e 54 ndo-virchowianos). A prevaléncia de hanseniase na ilha era de
aproximadamente 30/1.000 habitantes, uma das mais elevadas do mundo na ocasido. Os

resultados do estudo rejeitaram um modelo esporadico (ndo-familial), indicando um modelo de
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heranca mendeliana com um gene principal co-dominante ou recessivo controlando a
susceptibilidade & doenca (7). Mais recentemente, esse achado foi em parte confirmado em
estudo envolvendo uma amostra de 76 pedigrees brasileiros e que também resultou na rejeicdo de
um modelo predominantemente ambiental de controle da susceptibilidade & hanseniase (8).

3.2- Genes Candidatos

A escolha de genes candidatos para analise genética molecular é tarefa dificil para o
geneticista, em particular frente a constatacdo de que o genoma humano é formado por estimados
30 a 40 mil genes. Assim, genes candidatos sdo tipicamente selecionados com base em trés
critérios: (i) possivel papel critico na patogénese da doenca (candidatos funcionais); (ii) sua
localizagdo em uma regido gendmica previamente envolvida no controle da doenca (candidatos
posicionais), ou (iii) uma combinagdo dos dois anteriores (candidatos funcionais/posicionais).
Breve descricdo dos genes candidatos mais intensamente estudados em hanseniase é apresentada

a seguir.

3.2.1- Genes ligados ao complexo do Antigeno Leucocitario Humano (HLA)

3.2.1.1- HLAII

O complexo HLA é um conjunto de genes localizados na regido cromossdmica 6g21
(figura 2). Estudos relacionando genes HLA com hanseniase séo suportados pela observacdo de
que as formas clinicas da doenca estdo associadas ao perfil de resposta Th1/Th2 apresentado pelo
hospedeiro; essa resposta seria parcialmente controlada por mecanismos de apresentacdo de
antigenos e interacdo célula-célula, por sua vez dependentes da expressao de genes HLA. De fato,
um grande nimero de estudos de ligacdo e associacdo demonstrou envolvimento de alelos e
haplétipos do complexo HLA, em particular, HLA-DR2 e HLA-DR3, ambos da classe HLA I,
como importante fatores de risco genéticos para susceptibilidade a subtipos da hanseniase (5, 8,

9). Esse efeito ndo é tdo evidente para susceptibilidade a hanseniase per se.

3.2.1.2- MICA e MICB
MICA e MICB sdo dois genes da classe | do complexo HLA que expressam proteinas na

superficie de células quando sujeitas a estresse, fazendo entdo que sejam reconhecidas por células
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T CD8+ e natural killer. Estudo recente envolvendo pares de irméos afetados por hanseniase
paucibacilar recrutados no sul da india identificou evidéncia positiva para associacdo entre a
doenca e uma variagcdo funcional do gen MICA, bem como com polimorfismo do tipo
microssatélite proximo ao gene vizinho MICB. Esta associacdo parece ser independente daquela
observada no mesmo estudo para variantes do gene TNFA, apesar de sua proximidade gendmica
(Figura 2). O mesmo nao pdde ser confirmado para alelos do complexo HLA classe I,
especificamente HLA-DRB1, devido a falta de poder de resolucdo estatistica da amostra (10).
Infelizmente, os autores ndo testaram nenhum marcador para o gene LTA, associado de forma
independente com hanseniase em diferentes populacdes (11). As proteinas codificadas pelos
genes MIC parecem ter papel na resposta imune inata & infecgdo; resta agora esclarecer melhor a
relevancia dos polimorfismos dos genes MICA e MICB na patogénese da hanseniase.

3.2.1.3- TNFA

O TNFA ¢é o gene que codifica o fator de necrose tumoral alfa, citocina pré-inflamatéria
que participa de varios processos bioldgicos, incluindo a modulagdo da resposta imune inata e
adaptativa. Diversos estudos genéticos tém produzido evidéncias de impacto de variacdes
genéticas no gene TNFA sobre fendtipos da hanseniase em popula¢des de origem étnica distintas,
como a brasileira (12) e a indiana (13). Porém, a exata natureza deste efeito ainda € motivo de
controversia, uma vez que a direcdo da associa¢do de variantes do gene TNFA tem-se mostrado
inconsistente em diferentes estudos, com um mesmo alelo ora associado com fendtipos de

resisténcia, ora com fenotipos de susceptibilidade nas populacoes brasileira e indiana.

3.2.14-LTA

A linfotoxina alfa, codificada pelo gene LTA, é citocina importante na modulacdo da
resposta inflamatoria. Recentemente, estudo em larga escala envolvendo mais de 400 marcadores
genéticos da regido HLA encontrou forte evidéncia de associagdo entre alelos do gene LTA e
susceptibilidade a hanseniase per se em duas amostras populacionais independentes do Vietham
do Sul. No mesmo estudo, o achado foi replicado em amostra populacional da India (11).
Interessantemente, evidéncia para associacdo, em todas as populaces analisadas, mostrou se

mais forte a medida que diminuia a idade de diagndstico dos casos, sugerindo efeito genético
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mais pronunciado em pacientes precocemente afetados por hanseniase. Além disso, a
proximidade fisica entre os genes TNFA e LTA (figura 2) permite especulagdes quanto a qual dos
dois genes — se ndo os dois — é o verdadeiro responsavel pelos efeitos genéticos observados para

este segmento gendmico em diversas doengas complexas.

3.2.2- Genes ndo-HLA

Os achados, amplamente replicados, apontando para a regido HLA como l6cus crucial na
definicdo do risco genético de susceptibilidade a fendtipos da hanseniase, tém levado a uma série
de perguntas ndo respondidas. Por exemplo, associa¢do de alelos HLA com hanseniase per se €
menos evidente do que com determinadas formas clinicas da doenca. E, portanto, razoavel
pressupor a existéncia de genes ndo ligados a regido HLA envolvidos na definicdo da
susceptibilidade a hanseniase. Assim, varios genes candidatos ndo-HLA tém sido testados para
ligagdo e/ou associacdo com fenotipos da doenca. Além disso, até o momento, trés scans
gendmicos completos ja foram realizados em cole¢Bes de familias afetados por hanseniase em
diferentes populagdes. Todos eles apontam para a existéncia de loci ndo-HLA envolvidos no
controle de fendtipos da doenga. O quadro 1 resume alguns dos principais achados envolvendo
genes e regibes gendmicas ndo ligadas ao complexo HLA. Mais detalhes desses estudos estdo

apresentados a seguir.

3.2.2.1- IL-10

Evidéncia experimental acumulada sugere que a interleucina-10 é citocina importante na
modulagdo da resposta imune do hospedeiro contra 0 M. leprae. Estudo de associa¢do baseado
em populagdes realizado por Moraes e colaboradores, do Laboratério de Hanseniase da
Fundacdo Oswaldo Cruz, detectou efeito protetor de haplétipo especifico formado por trés
marcadores intragénicos ao gene IL-10, tanto contra hanseniase per se quanto contra a sua forma
multibacilar (14, 15). No mesmo estudo, haplétipo alternativo composto por alelos dos mesmos
trés marcadores foi encontrado em associacdo com susceptibilidade a hanseniase per se, mas nao
com determinada forma clinica da doenga, reforcando a hipotese da participacdo de variantes do

gene I1L-10 no controle de fendtipos da hanseniase.

3.2.2.2- NRAMP1 (ou SCL11A1)
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Em importante série de artigos, Gros e colaboradores acumularam sélida evidéncia de que
a resisténcia natural a parasitas intracelulares no camundongo é controlada pelo gene Natural
resistance associated macrophage protein 1 (Nrampl), como foi batizado pelos autores (16) . O
gene homélogo no ser humano localiza-se na regido cromossémica 2925 e € expresso no baco,
figado, nos pulmdes e mais intensamente nos leucocitos do sangue periférico. Hoje, numerosos
estudos tém sugerido um impacto de variacdes genéticas do gene NRAMP1 sobre o controle de
vérias doencas inflamatdrias crénicas, auto-imunes e, em particular, infecciosas, tais como Aids,
leishmaniose e tuberculose.

As primeiras evidéncias de que polimorfismos neste gene seriam fatores de risco para
susceptibilidade a doengas em humanos surgiram de estudos com hanseniase. Estudos baseados
em familias encontraram evidéncia positiva de ligacdo entre haplotipos do NRAMP1 e
susceptibilidade a hanseniase per se (17) e a resposta granulomatosa da reacdo de Mitsuda,
analisada como fendtipo tanto quantitativo quanto qualitativo (18). Entretanto, estudos de
associagdo baseados em populagdes tém encontrado resultados discordantes, deixando ainda
incerta a magnitude e a natureza da participacdo desse gene no controle da manifestagéo de
fendtipos da hanseniase em popula¢des humanas. (19-21).

3.2.2.3 Os genes PARK2/PACRG

Um scan gendmico para genes de susceptibilidade & hanseniase per se em populacéo
vietnamita resultou no primeiro estudo bem-sucedido de clonagem de posicdo de variantes
genéticas exercendo papel no controle da susceptibilidade do ser humano a uma doenca
infecciosa. Analise de ligacdo ndo-paramétrica foi aplicada no estudo de 86 familias multiplex
afetadas por hanseniase, recrutadas na cidade de Ho Chi Min, Vietnam do Sul. Foi encontrada
forte evidéncia de ligacdo entre hanseniase per se e a regido cromossémica 6q25-g27, com um
LOD escore méximo multiponto de 4,31 (P=2.5x10™"") (22). Em estudo complementar, 197
familias vietnamitas simplex independentes foram utilizadas na constru¢cdo de um mapa de
associacdo de alta resolugdo da regido candidata 6g25-g27. Esse estudo levou a identificacdo de
17 SNPs (Polimorfismos de Nucleotideo Unico) associados com hanseniase per se na populago
vietnamita. Analise de Desequilibrio de Ligacgdo da regido candidata mostrou que 15 dos 17 SNPs
associados estavam localizados em um unico bloco com 80 quilobases de extensdo, cobrindo

regido reguladora compartilhada por dois genes: o gene do parkinsonismo juvenil autossémico
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recessivo (AR-JP), denominado Parquina (PARK2) e o gene PACRG (Gene co-regulado com
parquina). Analise de regressdo logistica multivariada detectou dois tag SNPs que capturavam
completamente a informacdo de associacdo observada na regido. Haplotipos definidos por estes
dois tag SNPs foram associados com um aumento de até 5,28 vezes do risco de contrair
hanseniase (P = 0,0005). Ainda no mesmo estudo, esses achados foram integralmente replicados
em populagdo caso-controle independente e etnicamente distinta recrutada na cidade do Rio de
Janeiro, Brasil (23). Mais recentemente, associacdo entre um dos tag SNPs associados no
Vietnam e Brasil foi detectada em uma populacio caso-controle da india (24). Embora
significancia estatistica ndo tenha resistido a correcdo para testes multiplos, em um contexto de
replicacdo, este achado independente reforca a hipotese da participacdo universal de variantes
regulatorias dos genes PARK2 e PACRG no controle da susceptibilidade & hanseniase.
Interessantemente, as mesmas variag0es do sistema PARK2/PACRG associadas com
hanseniase foram relacionadas com susceptibilidade a febre tifoide e paratifoide em uma
populacdo da Indonésia (25), sugerindo um papel destes genes candidatos sobre o controle da

susceptibilidade do hospedeiro a outros patdgenos intracelulares.

3.2.2.4- VDR

As primeiras evidéncias de um papel imunol6gico importante para a vitamina D datam do
século XVIII, quanto propriedades terapéuticas do dleo de figado de peixe eram aplicadas no
tratamento da tuberculose. Em meados do século XX, a vitamina D era usada com sucesso no
tratamento da tuberculose cutanea. A forma ativa da vitamina D é produzida pelos macr6fagos e
é capaz de ativar mondcitos, estimular imunidade celular e suprimir imunidade humoral através
da regulagédo da producéo de citocinas (26). Para exercer seus efeitos, a vitamina D precisa ligar-
se a um receptor polipeptidico intracelular especifico, codificado pelo gene do receptor da
vitamina D (VDR). Essas observacGes levaram a hipotese que variantes do gene VDR pudessem
estar envolvidas no controle da resposta imune do hospedeiro contra micobactérias. Em
hanseniase, Roy e colaboradores (19) conduziram um estudo envolvendo 170 casos de individuos
com hanseniase tuberculoide, 124 com a forma virchowiana da doenca e 166 doadores de sangue
saudaveis. Os autores encontraram associacdo estatisticamente significativa entre alelos de
marcador do gene VDR e susceptibilidade a formas clinicas da hanseniase, com homozigotos “tt”

e “TT” enriquecidos nos grupos tuberculdide e virchowiano, respectivamente. Esse achado foi
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confirmado em estudo mais recente envolvendo uma populacdo de 270 individuos hansenianos e

452 controles saudaveis recrutados em Malawi (27).

3.3 Regibes candidatas posicionais

3.3.1. Regibes cromossémicas 10p13 e 20p12

O primeiro scan gendmico para susceptibilidade a hanseniase foi realizado em colecdo de
familias indianas das provincias de Tamil Nadu e Andhra Pradesh apresentando
predominantemente a forma paucibacilar da doenca. Uma analise em dois passos resultou em
evidéncia positiva para ligacdo entre hanseniase e a regido cromossémica 10p13, com um LOD
escore maximo multiponto de 3,52. A adicdo de oito marcadores na regido candidata resultou em
aumento do contetido de informac&o e aumento do LOD escore para 4,09 (P < 2x107) (28). Esse
achado foi confirmado no scan genémico realizado na populacéo vietnamita, quando incluida na
analise apenas uma subpopulacdo de familias com hanseniase paucibacilar (22). Esse resultado
sugere o l6cus 10p13 como um modificador para a forma clinica paucibacilar da hanseniase.

Em desdobramento do estudo original, anélise envolvendo apenas familias recrutadas na
provincia de Tamil Nadu identificou ligag&o entre a regido cromossémica 20p12 com hanseniase,
com um LOD escore maximo de dois pontos de 3,48 (P =0,00003) (29). Curiosamente, a analise
multiponto resultou em LOD escore maximo menor, de 3,16. Quando as familias de Andhra
Pradesh foram incluidas, ndo foi encontrada ligacdo estatisticamente significativa na analise
multiponto. Embora encorajadores, estes achados devem ser interpretados com cautela, uma vez
que a forma paucibacilar da hanseniase ndo pode ser considerada representativa de todas as
formas clinicas da doenga. Até o momento, nenhum gene candidato emergiu de estudos

envolvendo as regides 10p13 e 20p12.

3.3.2 - Regido cromossémica 6g25-q27

O forte efeito genético de ligacdo detectado para a regido cromossdmica 6025-027,
associado a observacgdo de associagdo positiva entre hanseniase e alelos de marcadores do tipo
microssatélites e SNPs localizados adjacentes a regido regulatoria dos genes PARK2/PACRG,
sugere a presenca de genes candidatos adicionais para a susceptibilidade & hanseniase nesta

regido cromossdmica (22, 23). Estudos adicionais estdo em andamento, com 0 objetivo de se
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avancar na dissec¢do completa do papel deste I6cus no controle da susceptibilidade do hospedeiro

a doenca.

3.3.3 - Regido cromossémica 17q11-g21

Mais recentemente, um terceiro scan gendmico em hanseniase foi realizado em colecéo de
71 familias brasileiras multiplex multigeracionais. Os autores reportaram evidéncias sugestivas
para ligacdo entre a regido 17ql1-g21 e susceptibilidade a hanseniase. O indicio de ligagdo
manifesta-se em dois picos com um LOD escore maximo de 2,67 (P=0,004). Infelizmente, o
namero de trios era insuficiente para analise de associagdo baseada em familias. O mesmo estudo
reportou fraca evidéncia para ligacdo entre a regido 20p13 e hanseniase (LOD escore 1,51,
P=0,004), regido localizada 3,5 megabases distais do reportado no estudo indiano (30).

5. Considerac0es Finais

A participacdo de fatores genéticos contribuindo para a infeccdo e fendtipos clinicos da
hanseniase, de mera suposicdo, é hoje uma certeza, gracas em grande parte a aplicacdo das
poderosas ferramentas de andlise genéticas modernas atualmente disponiveis. Em conjunto,
dados acumulados a partir de estudos observacionais e estudos moleculares de ligacdo e/ou
associacdo tém-nos levado mais proximo da elucidacdo das bases moleculares que influenciam a
susceptibilidade do hospedeiro a essa doenca milenar. No entanto, a complexidade da
caracteristica, claramente resultado de efeito poligénico associado a ampla gama de variaveis
ambientais, ainda faz de sua completa dissec¢do enorme desafio a ciéncia. Hoje, uma importante
questdo diz respeito a viabilidade de aplicagdo de estudos de associa¢do, mais sensiveis que o0s de
ligacdo, na investigacdo de genomas completos, os chamados “estudos pangendmicos de
associacdo”. Esses estudos, geradores de hipdteses, embora potencialmente muito poderosos,
ainda dependem da aplicacdo de tecnologia avancada, hoje s6 disponivel em poucos grandes
centros de pesquisa, concentrados na América do Norte e Europa. Além disso, a imensa
quantidade de dados primarios produzidos por essas plataformas tecnoldgicas gera dificuldades
considerdveis para sua andlise e interpretacdo, tornando necessario o desenvolvimento de
métodos e de estratégias inovadoras de andlise estatistica. Finalmente, esses estudos
pangendmicos ainda sdo de altissimo custo. A superacdo dessas dificuldades é ponto crucial na

popularizacdo dessas estratégias.
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Na hanseniase, pouco se questiona quanto a relevancia da participacdo de genes HLA e
ndo-HLA no controle da manifestacdo de fenotipos da doenga. Alguns dos resultados ja obtidos
tém levado a implicagdo de vias metabdlicas antes insuspeitas na patogénese da doenga, por
exemplo: o gene PARK2 codifica uma E3 proteina-ubiquitina ligase, enzima que participa da via
da ubiquitina e degradacdo de proteinas do proteossomo. Mutaches nesse gene tém sido
associadas a ocorréncia de doenca de Parkinson de inicio precoce. Como a via da ubiquitina
participa da patogénese da hanseniase e qual a relacéo entre hanseniase e doenca de Parkinson -
duas patologias neurodegenerativas cronicas de etiologia distinta — sdo perguntas cientificas
intrigantes que podem ser exploradas intensamente.

Apesar desses avangos, a exata natureza deste componente genético, em particular o
namero exato de genes envolvidos, suas funcBes biologicas e as variaches genéticas desses genes
responsaveis pelos efeitos observados ainda é amplamente desconhecida. O melhor entendimento
do impacto da genética em doengas infecciosas como a hanseniase podera levar ao
desenvolvimento de novas estratégias de diagnostico, prevencao e terapéutica dessas doengas no

futuro.
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Figura 1: Representacdo esquematica do espectro clinico da hanseniase, sugerindo a
participacdo de conjuntos diferentes de genes no controle das duas etapas da patogénese da
doenca - infecgdo per se e manifestacédo clinica.
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Figura 2: Desenho esquematico do cromossomo 6, com representacdo em escala da localizacéo

relativa dos principais genes HLA envolvidos com hanseniase. Fonte: Sanger Institute.
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Tabela 1 — Principais genes e regides candidatas ndo HLA relacionados a hanseniase, ja estudados e algumas evidencias
estatisticas.

LOD, OR, Valor de

Gen Candidato Desenho Fenétipo Tipo Estudo  Cromossomo P Populagdo Primeiro Autor Ano
Hanseniase per

IL-10 caso-controle se,MB Associacdo 1g31-g32 P=0,005 Brasileira Moraes et al, 2004
VDR caso-controle Tipo clinico Associacdo 12g13.11 OR=4,3,P=0,004 Indiana Roy et al, 1999
NRAMP1 pares irm&os Hanseniase per se Ligacdo 2935 P<0,005 Vietnamita Abel et al, 1998
caso-controle Tipo clinico Associacdo P=0,007 Mali/Indiana Meisner et al, 2001

625.2-
PARK2/PACRG scan gendmico Hanseniase per se Ligacdo q27/6026 P =0,0002 (overall) Vietnamita/Brasileira Mira et al, 2004

Regido Candidata

LOD=4,31, P=2,5x10°
14

Regido 6g25-g27  scan gendmico Hanseniase per se Ligacdo Vietnamita Mira et al, 2004

Regido 10p13 scan gendmico Hanseniase PB Ligacdo LOD=4,09, P<2x10™ Indiana Siddiqui et al, 2001
LOD=3,48,

Regido 20p12 scan gendmico Hanseniase PB Ligacdo P=0,00003 Indiana Tosh et al, 2002

Regido 17911-g21  scan gendmico Hanseniase per se Ligacdo LOD=2,67, P=0,004 Brasileira Miller et, al 2004
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2 Justificativa e Hipotese

Embora a presenca de loci controlando a susceptibilidade do ser humano a hanseniase e a
suas formas clinicas tenha sido detectado e confirmada por diversos estudos, a exata natureza do
controle genético envolvido permanece desconhecida. Por exemplo, hoje é amplamente aceita
entre os geneticistas a no¢do de que achados originais de associagdo entre marcadores genéticos e
fendtipos complexos precisam ser validados por replicagdo em estudos independentes, de
preferéncia envolvendo populagdes de background étnico distinto do original. Nossa hipdtese é
que polimorfismos nos genes PARK2 e LTA, previamente associados & ocorréncia de hanseniase
em pelo menos duas amostras populacionais diferentes, estejam envolvidos também no controle

da susceptibilidade & doenca em uma populagéo sul-brasileira.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral desta pesquisa € de investigar, em uma populagdo sul-brasileira, a
associacdo entre hanseniase e polimorfismos de genes candidatos previamente descritos como

associados com a susceptibilidade a hanseniase em outras populagdes.

3.2 Objetivos Especificos

1- Recrutar, caracterizar e descrever epidemiologicamente uma amostra populacional de
pacientes hansenianos do Estado do Parana para compor o grupo de casos;

2- ldentificar e recrutar uma amostra de individuos sem sinal ou histéria de hanseniase,
sem relacdo de parentesco com a amostra populacional de casos e com histérico de
convivéncia prolongada com a doenga para compor o grupo controle;

3- Produzir dados genotipicos da amostra populacional estudada, relativos aos
marcadores PARK2(-2599) e LTA(+252) dos genes PARK2 e LTA candidatos ao
controle da susceptibilidade do hospedeiro a hanseniase;

4- Aplicar um desenho do tipo caso-controle na investigacdo de associagéo entre alelos
dos polimorfismos testados e a susceptibilidade & hanseniase per se na populagdo

estudada.
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4 Métodos

4.1 Recrutamento da Amostra Populacional dos Casos

Para compor a amostra populacional de casos, foram recrutados individuos portadores de
hanseniase independente da forma clinica, pacientes de unidades de satde publica que prestam
atendimento e dispensa¢do de medicamento aos hansenianos no estado do Parana. As seguintes
unidades de saude participaram da pesquisa: Fundagdo Prd-Hansen, de Curitiba, Unidade de
Saude Central de Pato Branco, Unidade de Saude Central de Prudentdpolis, Unidade de Saude
Central de Piraquara.

Todos os pacientes tiveram o diagnostico confirmado por médico especialista seguindo
critérios da OMS. Casos antigos de hanseniase foram identificados junto aos prontuarios e
cadastros de pacientes mantidos pelos servigos participantes. Os individuos foram contactados
por telefone pelo seu médico pessoal, apresentados ao estudo e, caso houvesse interesse em
participar, convidados a comparecer para uma consulta com médico membro da equipe de
pesquisa. Na ocasido da consulta, o estudo era apresentado em detalhes e o individuo era
convidado a, caso aceitasse participar, assinar um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE, anexo 2), aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR (anexo 2). Com a
inclusdo do paciente formalizada, dados relativos a idade, género, etnia e vacinacdo por BGC
foram obtidos. A variavel etnia foi definida pelo entrevistador e confirmada por consulta ao
prontudrio do paciente. A variavel vacina¢do por BCG foi auto-relatada. Consulta subsequiente a
prontudrio permitiu a coleta de dados clinicos relativos a hanseniase, a saber: idade de
diagndstico, forma clinica conforme estabelecida pelos protocolos da OMS e de Madri, namero
de lesbes no diagndstico, ocorréncia de episédios reacionais, indice baciloscdpico, resposta da
reacdo de Mitsuda e realizacdo ou ndo de biopsia cutdnea. Nem todos os pacientes apresentaram
dados da realizacdo de todos os exames complementares, mas pelo menos um deles estava
sempre presente. Apenas pacientes que tiveram seu estado de afetado por hanseniase confirmado
pelo procedimento descrito acima, foram incluidos no estudo. Finalmente, os pacientes eram
submetidos a uma coleta de 10ml de sangue periférico em tubos do tipo Vacutainer® com
EDTA, seguindo padrdes basicos de anti-sepsia, para obten¢do do DNA.
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4.2 Recrutamento da Amostra Populacional dos Controles

Para compor a amostra populacional controle, foram recrutados individuos sem histérico
de hanseniase, doencas infecciosas e/ou inflamatdrias crbnicas e neoplasicas. Trés tipos de
individuos foram incluidos: (i) trabalhadores da area de saude com longo histérico de atuacao
junto a pacientes hansenianos; (ii) moradores de domicilios com histérico de hanseniase, porém
sem parentesco bioldgico com individuo afetado incluido no estudo; e (iii) moradores de
domicilios vizinhos aqueles com histérico de hanseniase. Todos os controles foram recrutados no
municipio de Piraquara, regido metropolitana de Curitiba-PR. O municipio hospeda o antigo
“leprosario” S& Roque, hoje denominado Hospital de Dermatologia Sanitaria do Parana, ao
redor do qual vive hoje uma comunidade de ex-doentes, seus familiares e funcionérios do
hospital. Dados relativos a género, idade, etnia e vacinagdo por BGC foram obtidos, seguindo
protocolo idéntico ao aplicado para o grupo de casos.

Todos os individuos recrutados para compor o grupo controle também assinaram o TCLE
e também tiveram 10ml de sangue periférico coletado para extracdo do DNA.

4.3 Critérios de Inclusao

1- Ser ou ter sido portador de hanseniase, independente da forma clinica, com diagndstico
confirmado e passivel de verificagcdo nos registros médicos disponiveis, para compor o
grupo de casos;

2- Nao apresentar historico de hanseniase, de doenga infecciosa ou inflamatdria crénica,
neoplasia ou relagdo de parentesco com 0s pacientes hansenianos recrutados, para

compor a amostra controle.

4.4 Critérios de Exclusao

1- Pacientes para os quais ndo foi possivel a obtengdo de DNA de qualidade,
conforme definido no item 4.5 de “Métodos”;

2- Pacientes cujo DNA ndo amplificou em todos os testes de genotipagem, ou que
consistentemente ndo tenham produzido gendtipos possiveis de serem definidos de

forma inquestionavel para ambos os marcadores testados.



40

4.5 Extracdo do DNA e Determinacdo da Concentracdo das Amostras

O sangue coletado foi centrifugado e separou-se a camada leucocitéria para extracdo do
DNA, segundo o protocolo para extracdo rapida do DNA gendmico proposto em (45).
Brevemente, a camada leucocitaria foi transferida para tubos plasticos de 14ml com tampa para
precipitacdo de DNA e proteinas. O precipitado foi submetido ao processo de salting out e o
sobrenadante resultante foi utilizado para precipitacdo do DNA em etanol absoluto. O DNA foi
entdo transferido para microtubos de 1,5 ml esterilizados, lavado com etanol a 70%, centrifugado
e deixado para secar em estufa a 37°C. O pellet de DNA resultante foi finalmente ressuspendido
em tampao TE e armazenado a -20°C. Uma descricdo detalhada do método de extracdo utilizado
esta disponivel no anexo 3.

O DNA extraido foi submetido a leitura por espectrofotometria para verificar a
concentracdo da amostra. O método espectrofotométrico empregado tem como principio a
absorcédo seletiva de luz ultravioleta de 260 nm de comprimento de onda pelo DNA, enquanto
que proteinas absorvem seletivamente luz em 280nm. Portanto, a leitura da solucdo nestes dois
comprimentos de onda permite a quantificacdo tanto de DNA quanto de proteinas presentes na
amostra extraida. A absorbancia (A) encontrada em 260nm é utilizada no célculo da concentracdo
de DNA, e a razdo Azeo/Azgo fornece uma indicagéo do grau de pureza da amostra.

Para determinar a concentracdo e pureza do DNA obtido, as amostras foram diluidas
1:200 (1 parte da solugdo para 200 partes de agua milli-Q). Em seguida, foi medida a absorbancia
em 260nm e 280nm, e calculada tanto a concentracdo de DNA, com base nas leituras a 260 nm,
quando a razdo Ageso/Azgo. Valores entre 1,7 e 2,0 para a razdo Agso/Azge indicam boa
concentracdo e pureza da amostra, com maior propor¢do de DNA em relagéo as proteinas.

Apo6s a determinacdo da concentracdo, as amostras foram diluidas em solucBes de

trabalho a 20 ng/ul e armazenadas em freezer a — 20°C.

4.6 Definicdo dos Genes Candidatos e Marcadores Correspondentes

Genes candidatos foram selecionados com base em resultados anteriores positivos para
associacdo com fendtipos da hanseniase. Foi dada prioridade para genes candidatos identificados

por clonagem de posi¢do. Com base neste critério, incluimos neste estudo os genes PARK2 e
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LTA, os dois Unicos exemplos conhecidos, até 0 momento, de genes identificados por clonagem
de posigdo como fatores de risco genéticos para fenotipos da hanseniase.

Marcadores bialélicos do tipo Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP, de Single
Nucleotide Polymorphism) foram selecionados para cada gene candidato. A escolha do marcador
foi baseada em resultados positivos anteriores, para populagdes de origem étnicas distintas. Para
0 gene PARK?2, foi selecionado o marcador PARK2(-2599) (rs9356058), um dos dois tag SNPs
que capturavam completamente a informacao de associagdo observada nas populag¢Ges vietnamita
e brasileira do Rio de Janeiro (43). Para o gene LTA, foi selecionado o marcador LTA(+252)
(rs909253), uma das variantes investigadas no estudo original em duas populagdes vietnamitas

independentes e uma populacdo indiana (44).

4.7 Genotipagem

A genotipagem do marcador do gene LTA foi realizada através do sistema de Reacdo em
Cadeia da Polimerase — Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP,
de Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism). A genotipagem
do marcador do gene PARK?2 foi realizada atraves do sistema de discriminagéo alélica por PCR

em tempo real, conforme descrito em detalhes a seguir.

4.7.1 Genotipagem do Marcador LTA(+252) — Amplificacédo por PCR

A regido gendmica contendo o marcador genético para o gene LTA foi amplificada por
PCR. As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Veriti 96 Well Thermal
Cycler Applied Biosystems, sob condigdes uniformes. Os oligonucleotideos utilizados, bem como
as condicdes de ciclagem e tamanho dos fragmentos amplificados encontram-se discriminados no
quadro II. As reac¢des foram realizadas em um volume final de 25uL. contendo tampéo para Taq
DNA polimerase (Invitrogen) na concentracdo de 1x, 1,5 mM de MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 0.3 uM
de cada oligonucleotideo e 1.0 U de Taq polimerase (Invitrogen) e aproximadamente 40ng de
DNA.

Apos as reacdes de PCR, as amostras foram aplicadas em gel de agarose 1,7% em tampé&o
TBE 0,5X (Tris-borato 0,045M, EDTA 1 mM) para verificagdo de produto. Foram aplicados 10

pL do produto amplificado, homogeneizados em 2uLL de tampdo de corrida (glicerol 30%, azul
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de bromofenol 0,25% e xileno cianol 0,25%). As amostras foram submetidas a eletroforese em
gel a 100V durante aproximadamente 40 minutos utilizando marcador de peso molecular
(Invitrogen) de 123 pb. Em seguida o gel foi submetido & coloracdo por imersdo em solucéo de
brometo de etideo 0,1 ug/mL. As bandas foram visualizadas em transiluminador e fotografadas
em sistema de fotodocumentacéo digital Geliance 200 Imaging System da Perkin Elmer.

Quadro Il - Os Oligonucleotideos, Condi¢des de Ciclagem e Tamanho dos Fragmentos
Utilizados na PCR.

SNP Oligonucleotideos Ciclagem Tamanho do Fragmento
(orientacdo 5'-3")

LTA+252 Sense 95°C- 3 min
5-CCGTGCTTCGTGTTTGGACTA-3' 95°C- 45 seg 782pb
62°C- 45 seg }
) 35X
Antisense 72°C-1'30"
5-AGAGGGGTGGATGCTTGGGTTC-3' 72°C — 5 min

4.7.2 Genotipagem do Marcador LTA(+252) — Analise por RFLP

A técnica de RFLP baseia-se na deteccdo de variantes genéticas com base no resultado
obtido pela digestdo do amplicom de DNA contendo a variagdo em anélise por enzimas de
restricdo. Ao ser submetido a clivagem com uma enzima de restricdo especifica, 0 DNA de
individuos geneticamente distintos é cortado nos sitios de restricdo gerando fragmentos de
diferentes tamanhos. A separacdo destes fragmentos por eletroforese permite a distincdo dos
diferentes genotipos.

Para a genotipagem do SNP LTA(+252), procedeu-se a digestdo do produto de PCR
contendo a variagdo com a enzima de restricio Ncol, através de protocolo indicado pelo
fabricante, modificado quando necessario. Brevemente, duas unidades de enzima foram
adicionadas a 15 uL de produto de PCR para um volume final de 25 uL. O sistema foi incubado
por 15 horas a 37°C e os produtos da digestdo foram separados por eletroforese a 90 V por 1 hora
e 30 minutos em gel de agarose a 3%. O padré@o de bandas resultante da digestdo dos fragmentos

foi visualizado em transiluminador apds coloracdo com brometo de etideo segundo descrito
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anteriormente (figura 1). O amplicom de 782 pares de bases (pb), quando digerido, resultava na
formacdo de um fragmento de 586 pb e outro menor de 196 pb. A genotipagem foi realizada de
acordo com o padrdo de bandas observado ap0s a reacdo, conforme descrito no quadro Il e
ilustrado na figura 1.

Quadro 111 - Reacéo de Digestao para Genotipagem da Variagdo LTA(+252) e Tamanho dos
Fragmentos Observados.

SNP Condicdes de Digestéo Fragmentos Observados
LTA(+252) Temperatura: 370C AA: 1 fragmento (782pb)
Tempo de digestdo: 15 horas GA: 3 fragmentos (782, 586 e 196pb)
Enzima: Ncol 2U GG: 2 fragmentos (586 e 196pb)

Sequéncia reconhecida: 5-C'CATGG-3'
Tampao 4 (NEB)-1x

Volume Produto de PCR - 15pl

Volume final de reacgéao - 25yl

Legenda: 2U= duas unidades; NEB = New England Biolab; pb= pares de bases
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Figura 1 — Padrao de Digestédo de Produtos de PCR Contendo a Sequiéncia Flanqueadora do
SNP LTA(+252) ap6s Incubacao com Enzima Ncol.

861pb
782pb
586pb
492pb

246pb
196ph

123ph

Gel de agarose a 3%, com o0s gen6tipos 1= homozigoto ndo digestdo AA, 2= heterozigoto AG e 3= homozigoto GG

4.7.3 Genotipagem do Marcador PARK2(-2599) — Discriminacao Alélica

A genotipagem do marcador PARK2(-2599) foi realizada através do sistema TagMan de
discriminacdo alélica do tipo Assay by Design (Applied Biosystems, cddigo do produto
C_179028-10). O sistema de reacdo & composto de um par de primers flanqueadores do
polimorfismo em analise e duas sondas, ambas marcadas com um quencher (responsavel por
omitir a luz do fluor6fulo quando ambas estdo ligadas a sonda) e um fluréfulo diferente para cada
uma delas. A sonda especifica para o alelo C foi marcada com o fluoréfulo VIC que emite uma
luz em um comprimento de onda diferente de FAM, fluor6foro marcador da sonda especifica
paraoalelo T.

O experimento pode ser descrito em quatro etapas:

1. Preparo do sistema de reacdo de PCR em tempo real contendo:
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1 ul de DNA a 20ng/ ul

0,0125 pl de mistura de reacdo contendo os primers reverse e forward
especificos para o segmento gendmico contendo a variante investigada e as
duas sondas marcadas com fluoréfulos.

2,5 pl de solugdo master mix contendo Taqg Polimerase Gold com atividade de
5’ DNAse, dNTP’s tampéao a base de cloreto de magnésio.

1,375 ul de diluente (Agua Milli Q)

2. Pré-leitura de placa de reacdo para determinacéo de luminescéncia basal.

3. Amplificacdo e leitura Optica da placa a cada ciclo, conforme os passos descritos

abaixo:

Passo 1: O sistema é incubado por 10 minutos a 95°C para que ocorra a
desnaturacéo inicial da fita de DNA

Passo 2: A temperatura entdo é reduzida a 60°C por um minuto para permitir o
anelamento dos primers forward e reverse, da sonda e a extenséo da cadeia. Se
sonda for exatamente complementar ao DNA, quando ocorrer a extensdo, a
DNA polimerase, gracas a sua atividade de 5 DNAse, cliva a sonda separando
o quencher do fluoréfulo. Nesse processo a luz é liberada e pode ser medida
por um leitor de luminescéncia. Caso a sonda ndo anele perfeitamente, ndo
haverd separacdo do quencher e do fluoroforo, com consequente auséncia de
emissdo de luminescéncia.

Passo 3: A temperatura é novamente elevada a 95°C por 15 segundo para que
ocorra uma nova desnaturagéo das fitas de DNA.

Passo 4: Retorna-se ao passo 2 e repete-se o ciclo, 40 vezes.

Leitura final da luminescéncia:

Nos individuos homozigotos, como s6 ocorre 0 anelamento perfeito com uma
das sondas (pois a outra ndo é complementar), luminescéncia de apenas uma
cor, correspondente a sonda em questéo, sera detectada.

Nos individuos heterozigotos, ambos as sondas sdo clivadas, liberando as duas

fluorescéncias distintas em quantidades equivalentes.



46

A figura 2 a seguir ilustra como ¢é visualizada a discriminacédo alélica pelo programa.

Figura 2 — Discriminacéo alélica — Plataforma Tagman

Allelic Discrimination

L 4
3 N
£

Allele Y (Park alelo T)

KX AL -

Allele X (Park alelo C)
[@]ete [SJAsete ¥ [AJsorr [@nm [EE}Undetenmined
Marker Pak  Well(s) A1-H12

Em azul no eixo Y estdo os homozigotos para o alelo T, em vermelho no eixo X os homozigotos para o alelo C, no
centro do gréfico em verde os heterozigotos e em preto o que ndo foi determinado.

4.8 Analise Estatistica

Analise estatistica descritiva foi aplicada para ambos 0s grupos de casos e controles. Para
as variaveis qualitativas foram calculadas as fregiiéncias em porcentagens em cada grupo, € para
as varidveis quantitativas obteve-se a média, desvio padrdo, valores minimo e maximo. A
comparagdo entre 0s grupos para variaveis qualitativas foi realizada através da aplicacdo do teste
de chi-quadrado (y?) para analise bivariada. Comparagdo da variavel quantitativa idade entre os
grupos foi conduzida utilizando-se o teste “t” de Student. Para analise multivariada, modelo de
regressdo logistica step-wise foi aplicado utilizando-se gendtipos, idade e género como variaveis
explicativas e hanseniase como variavel resposta. As variaveis idade e género foram incluidas no
modelo por estarem distribuidas de forma ndo homogénea entre 0s grupos de casos e controles e
serem classicos fatores de risco para hanseniase. Todos estes procedimentos foram realizados

conforme implementados no programa SAS verséao 9.1.
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Hapl6tipos foram construidos utilizando-se o programa THESIAS (Testing Haplotype
Effects In Association Studies). Este programa permite construir hapl6tipos com base no grau de
desequilibrio de ligacdo entre os alelos, bem como calcular suas freqiiéncias. Num primeiro
momento, foi realizado um teste de verossimilhanga para verificar se existia o efeito dos
haplétipos. Para tanto, o programa conduz uma andlise de regressdo logistica para calcular a
verossimilhanga sob a hipotese nula (Ho) de que ndo ha efeito dos haplétipos; em seguida, no
caso do fenotipo ser binério, a regressdo logistica é usada para calcular a verossimilhanga sob a
hipdtese alternativa H; de um modelo no qual ha efeito dos haplétipos sobre o fenétipo (46).
Finalmente, subtrai-se o logaritmo (log) das verossimilhancas encontradas para Ho e Hi, obtendo-
se 0 LRT (likelihood radio test). Significancia do LRT ¢é testada aplicando-se um teste do chi-
quadrado (?).

Apods o efeito dos haplotipos ser confirmado, o efeito de cada haplétipo foi analisado. O
parametro estimado () na regressao logistica € dado pelo logaritmo das Odds Ratio (OR) de cada
haplétipo. O valor de OR de cada hapl6tipo é o exponencial do pardmetro . A ordem que 0s

haplotipos sdo apresentados é baseada na ordem em que os polimorfismos sdo lidos no arquivo.



RESULTADOS

48



49

5 Resultados

5.1 Caracteristicas Gerais da Populacdo em Estudo

A aplicacdo de nossa estratégia resultou no recrutamento de 120 individuos portadores de
hanseniase. Esta amostra populacional foi descrita para as seguintes variaveis epidemiolégicas:
local de recrutamento, género, etnia, biopsia de pele, resposta a reacdo de Mitsuda, indice
baciloscdpico e vacinacdo com BCG. Foram ainda levantados dados quanto ao numero de lesdes
por ocasido do diagnostico, idade média no recrutamento e no diagndstico, presenga de estado
reacional, forma clinica e classificacdo operacional em PB ou MB. Nem todos os pacientes
tinham todos os dados disponiveis; neste caso, a informacéo ndo disponivel foi codificada como
ND (néo disponivel).

Dos 120 portadores de hanseniase incluidos, 72 foram recrutados em Curitiba (60%), 24
em Prudent6polis (20%), 11 em Pato Branco (9,1%) e trés (2,5%) em Piraquara. Houve
predominancia do género masculino (67 individuos, 55,8%) em relacdo ao feminino (53
individuos, 44,1%). A idade média por ocasido do recrutamento foi de 49,4 anos e, por ocasido
do diagndstico, de 45,4 anos. A distribuicdo por etnia (termo utilizado aqui em substituicdo a
“raca”, de conotagdo negativa), considera 0S grupos em branco, negro ou pardo, conforme
apresentado nas fichas de notificacdo do Sistema Nacional de Agravos de Notificacdo (SINAN) e
coletado em prontuarios médicos ou no momento da entrevista com o paciente.

Obtivemos um total de 163 individuos para compor o grupo controle, sendo 90 (55%) do
género feminino e 73 (45%) do masculino. Dados epidemiolégicos como etnia, idade e vacinagdo
quanto a BCG foram levantados, bem como histérico de contato com individuo portador de
hanseniase. Dos 163 individuos, 29 (17,7%) tiveram contato com portador de hanseniase em
nivel profissional e 26 (15,9%) devido a relacdo de parentesco, o restante (108, 66.4%) eram
individuos moradores de domicilios vizinhos a hansenianos. Nestes casos, a relacdo de
parentesco foi sempre com individuos que ndo foram incluidos no grupo de casos, mantendo-se
assim a independéncia das duas amostras populacionais. A idade média de recrutamento foi de
42,37 anos.

A tabela 1 sumariza o resultado de analise comparativa entre a populacdo de casos e de

controles em relagdo a género, etnia, idade média e status vacinal com BCG.



Tabela 1 - Comparacédo entre Casos e Controles para as Variaveis: Género, Etnia, Idade no

Recrutamento e Vacinacéo por BGC

Casos Controles P-value
Género
Feminino 53(44,17%) 90(52,21%)
Masculino 67(55,83%) 73(44,78%) 0,06
Etnia Brancos 92(77%) 114(69,93%)
Negros 7(5,93%) 8(4,9%) NS
Pardos 19(16,1%) 38(23,31%)
Outros 3(1,84%)
ND 2(1,66%)
Média de
Idade 49,4 anos 42,37 anos 0,001
BCG Sim 13(10,8%) 86(52,76%)
Nao 8(6,66%) 39(23,92%)
ND 99(82,5%) 38(23,31%) 0,0001

NS= ndo significativo

5.2 Caracteristicas Epidemiolégicas do Grupo de Casos

5.2.1 Distribuicdo Quanto as Formas Clinicas

5.2.1.1 Classificacdo Segundo OMS
A classificacdo da populacdo de 120 pacientes quanto ao critério da OMS revelou uma

maior proporcdo de casos multibacilares (MB, 90 individuos, 75%) em comparagdo com a

frequéncia de casos paucibacilares (PB, 30 pacientes, 25%), conforme ilustrado no grafico 1.



51

Gréfico 1 - Distribuicdo da Amostra Populacional de Casos em Formas Clinicas em

Valores Porcentagem, Segundo Critério da OMS

OoMB

HPB

753’/

MB = Multibacilar; PB = Paucibacilar;

5.2.1.2 Classificagcdo Segundo o Protocolo de Madri
Dos 120 pacientes, 117 foram classificados segundo o protocolo de Madri, que distribui a

doenca em formas clinicas T para Tuberculdide, V para Virchowiana, D para Dimorfa, | para
Indeterminada e N para Neural. Nossos dados indicam um predominio das formas dimorfa e
virchowiana, confirmando um enriquecimento das formas multibacilares na populagédo estudada

(gréfico 2).
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Grafico 2: Formas Clinicas Segundo Classificacdo de Madri
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No eixo Y encontra-se 0 nimero total de individuos e sobre as colunas o nimero exato de cada forma clinica e
porcentagem em parénteses, sendo: T= Tuberculéide, I= Indeterminada, D= Dimorfo, V= Virchowiano, N= neural

5.2.2 Numero de Lesodes

Para a descrigdo da distribuicdo do nimero de lesdes, conforme observado na ocasido do
diagndstico, os pacientes foram agrupados em dois subgrupos: com até 5 lesbes (n=27, 22,5%) e
com mais de 5 lesdes (n=55, 45,8%). Para 38 casos ndo estava especificado o nimero de lesGes.
O resultado indica um predominio da presenca de mais de 5 lesdes por ocasido do diagndstico,

mais uma vez confirmando a maioria de casos multibacilares nesta populacdo (grafico 3).
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Grafico 3 - Distribuicdo do Namero de Lesbes Cuténeas no Diagndstico em NUmeros

Absolutos e (Porcentagem)
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Oate5
Emaisde 5
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Séao apresentados valores absolutos e em porcentagem em parénteses

5.2.3 Episodios Reacionais

A ndo houve observacdo da ocorréncia de episddios reacionais na maioria dos pacientes
incluidos no grupo de casos (n=87, 72,5%). Entre os pacientes que apresentaram estado
reacional, a reacdo tipo 2 (ENH) foi a mais freqlente, com 25 pacientes (20,8%) apresentando
este tipo de estado reacional contra quatro (3,3%) com histdria de ocorréncia de Reacdo Reversa

do tipo 1 (gréfico 4).



54

Grafico 4 - Distribuicdo da Frequéncia de Ocorréncia de Episodios Reacionais na
Populacéo Estudada
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Os valores no eixo Y estdo em nimeros total de individuos. Os valores acima das barras indicam o nimero exato em
cada grupo, em paréntese o valor em %.. Tipo 1 = Reagdo Reversa tipo 1 (RR1); Tipo 2 = Eritema Nodoso
Hansénico; Nao = sem historico de estado reacional; ND = informag&o ndo disponivel.

5.2.4 Dados Complementares

Os resultados referentes aos dados epidemioldgicos como realizagdo do teste intra-
dérmico de Mitsuda, baciloscopia, realizacdo de bidpsia de lesdo cuténea e vacinagdo com BCG
levantados dos prontuarios dos pacientes estdo ilustrados na tabela 2. Nota-se uma grande
proporc¢do de individuos sem informacdes disponiveis quando a resposta ao antigeno de Mitsuda,
realizacdo de bidpsia e vacinagdo por BCG.

Tabela 2 - Outros Dados Epidemioldgicos

Mitsuda IB Biopsia
n(%)
Sim Positivo 3(2,5) 40(33,3) 55(45,8)
Negativo 8(6,7) 41(34,1)
Né&o 23(19,1) 16(13,3) 2(1,6)
ND 86(71,6) 23(19,1) 63(52,5)

Dados em valor absoluto e percentual (entre paréntesis). ND= Nao disponivel.
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5.3 Andlise de Associacdo entre Hanseniase e Alelos dos Marcadores
PARK2(-2599) e LTA(+252) na Amostra Populacional Estudada

Ambos os marcadores testados estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg.

5.3.1 Analise do Marcador PARK2(-2599)

As frequiéncias alélicas e genotipicas do marcador PARK2(-2599) do gene PARK2 nas
populagcbes de casos e controles esta descrita na tabela 3. Em ambos os grupos, o percentual de
sucesso na determinagdo dos genotipos foi superior a 95%. N&o foi detectada evidéncia positiva
para associagdo entre genotipos (P = 0,5177) ou alelos (P = 0,9155) deste marcador com

hanseniase na amostra populacional estudada.

Tabela 3 — Comparacao das Distribuicdes das Freqiiéncias Alélicas e Genotipicas do
Marcador PARK2(-2599) entre os Grupos de Casos e Controles

Casos Controles ¥2 P-Value*
CC 17(14,6%) 29(18,3%)
Freq. Genotipicas CT 56(48,2%) 66(41,7%)
TT 43(37%) 63(39,8%) 1,3167 0,5177
IND 4(3,33%) 5(3%)
Freg. Alélicas C 90(38,70%) 124(39,20%) 0,0113 0,9155
T 142(61,30%) 192(60,80%)

Valores absolutos e percentual para os genoétipos e percentual para as freqliéncias alélicas. * Valor de P para

comparacao global entre os 3 grupos genotipicos e os dois grupos alélicos. IND = gen6tipo ndo determinado.

5.3.2 Analise do Marcador LTA(+252)

Para 0 SNP LTA(+252) do gene LTA, os alelos A e G foram analisados também em homo
e heterozigose em ambas as populagbes, assim como suas frequéncias alélicas foram
determinadas (tabela 4). Nao foi possivel obter o genotipo em 10 amostras dos casos e 18
amostras dos controles. Novamente, analise de diferengas na distribuicdo das freqliéncias alélicas
e genotipicas entre 0s grupos de casos e controles ndo mostrou evidéncia positiva para associacdo

na amostra populacional estudada (P = 0,4406 e P = 0,2645, respectivamente).



Tabela 4 - Resultados Genotipicos do Marcador LTA(+252)

Casos Controles i P-Value
AA 54(49%) 73(50,3%)
Genotipos AG 46(41,8%) 66(45,5%)
GG 10(9%) 6(4,1%) 2,6601 0,2645
IND 10(8,33%) 18(11%)
Freq. A 154(70%) 212(74%) 0,5946 0,4406
Alélica G 66(30%) 78(28%)

Valores absolutos e percentual para os genoétipos e percentual para as freqliéncias alélicas. * Valor de P para

comparacao global entre os 3 grupos genotipicos e os dois grupos alélicos. IND = gen6tipo ndo determinado.

5.4 Analise de Regressédo Logistica Multivariada

Como citado na metodologia, a variavel “grupo”, isto é, caso e controle, é a variavel
dependente da regressdo logistica conduzida. Os valores genotipicos dos marcadores sdo as
variaveis independentes. As variaveis género e idade foram incluidas por serem fatores de risco
para hanseniase. E importante ressaltar que, apesar de ndo se observar diferenca estatisticamente
significativa na distribuicdo do género entre os grupos, na presenga da variavel idade, aquela se
torna significativa em um contexto de analise multivariada.

A tabela 7 mostra que as variaveis de confundimento idade e género permanecem sendo as
Unicas significativas na andlise de regressdo logistica, isto é: na presenca destas variaveis, ndo ha
evidéncia estatisticamente significativa de distribuicdo diferente das freqiiéncias genotipicas entre
0s grupos de casos e controles.

Tabela 7 - Andlise da Regressao Logistica

Parametro B Y2 P-Value
Género 0,5895 5,3605 0,0206
Idade 0,0318 15,6509 <,0001

5.5 Anélise Haplotipica

Quatro haplétipos foram estimados pelo programa, com freqliéncias haplotipicas e erro
padréo apresentados na tabela 8 para o conjunto da amostra populacional estudada. A distribuicdo
das frequéncias dos hapldtipos entre 0s grupos de casos e controles esta indicada na tabela 9.
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Tabela 8 - Frequéncias Haplotipicas em Desequilibrio de Ligacao

Frequéncias Erro Padrdo

Hapldtipo 1 TA 0.394958

Haplotipo 3 TG 0.201056 0.021236

Haplotipo 2 CA 0.266274 0.021974

Haplotipo 4 CG 0.137712 0.019696

Tabela 9 — Frequéncias Haplotipicas
Frequiéncias Haplotipicas Controles Casos

Haplotipo 1 TA 0.420586 0.357991
Haplotipo 3 TG 0.177574 0.234929
Haplotipo 2 CA 0.278801 0.248204
Haplotipo 4 CG 0.123040 0.158876

O log da verossimilhanca obtido sob a hipotese nula (Ho) foi de 643,00 com um grau de
liberdade (df) = 1. Em seguida, o efeito dos hapldtipos foi testado sob a hipotese alternativa Hy,
obtendo-se um log da verossimilhanga em —639,07. Finalmente, subtraindo-se H; de Ho e
multiplicando-se por 2, obtivemos o valor do LRT de 7,86 (P = 0,048), indicando a presenca de

um efeito dos haplétipos (tabela 10).

Tabela 10 — Teste de Hipdtese e Valor do LRT

Log LRT P-Value
Sem Efeito (Ho) -643,00
Com Efeito (H,) -639,07 7,86 0,048

Log= logaritmo da verossimilhanca , LRT= likelihood ratio test.

Anélise de regressdo logistica, quando aplicada para se investigar diferencas na
distribuicdo das freqliéncias haplotitpicas entre os grupos falhou em identificar efeito

estatisticamente significativo (tabela 11).
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Tabela 11 - OR dos Haplétipos Comparados com a Referéncia e com 95% de Intervalo de

Confianga
Beta Erro Padrao T-Test OR P-Value
Haplétipo 1 TA -0.38559 0.145050 -2.658.315
Haplétipo 3 TG 0.56445 0.325579 1.733.683 1,75848(0.92897-3,32871) 0,082974
Haplétipo 2 CA 0.08554 0.268069 0.319110 1,08931(0,64412-1,84220) 0,749643
Haplétipo 4 CG 0.44553 0.320601 1.389.678 1,56132(0,83290-2,92680) 0,164627
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DISCUSSAO
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6 Discussao

A hanseniase é uma doenca com caracteristicas que combinadas a tornam Unica, a saber:
(1) tem o ser humano como um de apenas dois hospedeiros conhecidos (0 outro hospedeiro
natural € o tatu); (ii) é causada por um agente etioldgico intracelular obrigatério, o M. leprae, que
ndo e cultivavel in vitro (14); (iii) seu mecanismo de transmissao ainda é desconhecido, apesar de
ser aceita a nocdo da transmissdo por contato de um doente com um ndo doente, pelo convivio
intimo e prolongado através de secrecGes das vias aéreas superiores (47); (iv) ndo existem vetores
conhecidos, embora esta possibilidade ndo esteja descartada; (v) a doenga manifesta-se
clinicamente em formas distintas, dependendo do perfil imunolégico do hospedeiro, em formas
mais brandas com predominio da resposta imunoldgica Thl (celular) ou mais graves com
predominio da resposta Th2 (humoral) (31); e (vi) a doenga tem cura, através da aplicacdo de um
esquema de medicamentos antimicrobiano (a PQT) fornecido gratuitamente e de maneira eficaz
em todo o globo e, no entanto, em pleno século XXI, no ano de 2008, sdo registrados um total de
212 802 casos no mundo (11).

Por todas estas particularidades a hanseniase, cuja origem pode ter sido no Leste do
Continente Africano (9), ¢ uma doenca que acomete a humanidade a muitos séculos, de forma téo
dramatica como nenhuma outra, 0 que a torna uma doenca instigante e proporciona um campo
vasto de pesquisa com o intuito de esclarecer os seus mistérios.

Na antiguidade acreditava-se que apenas pessoas “impuras”, que mereciam uma punicao
divina, adquiriam a doenca. Com a identificacdo do agente patogénico por Armauer Hansen no
século XIX (2), estas crengas perderam credibilidade entre os médicos e cientistas, porém,
persistem até hoje com forca entre as populacdes leigas, mesmo as mais educadas. Infelizmente, a
etiologia contagiosa da hanseniase foi interpretada de maneira que os fatores genéticos do
hospedeiro fossem excluidos como relevantes para o risco de aquisi¢do da doenga. Hoje se sabe
que esta visdo nao é correta (48).

Estudos genéticos classicos como os estudos observacionais em familias (49), estudos de
gémeos (30), andlises de segregacdo complexa (29), e mais recentemente, estudos de ligacéo (41,
42, 50, 51) e associacdo (38, 52-54) demonstram que a genética do hospedeiro tem papel

relevante na aquisigdo e desenvolvimento das formas clinicas distintas da hanseniase.
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Para os geneticistas, ndo poderia haver uma doenca mais desafiadora. Dentro do conceito
genético das doencas complexas, a hanseniase se encaixa perfeitamente: doencas complexas séo
aquelas que ndo apresentam padrdo de heranca mendeliana classica, em que ha perfeita
correlacdo entre genotipo e fendtipo, sendo a ocorréncia controlada por um componente genético
resultante da acdo integrada de um numero variado de genes, associado a fatores ambientais,
socioecondmicos, culturais, entre outros (55).

Como demonstrados em estudos prévios, evidéncias positivas da participacdo do
background genético do hospedeiro controlando a susceptibilidade a hanseniase ja é uma
condicdo aceita, mas a exata natureza dos genes envolvidos ainda precisa ser esclarecida na sua
plenitude. Uma grande dificuldade de iniciar um estudo genético neste sentido reside na escolha
inicial do gene ou genes candidatos, nunca uma tarefa facil. Existem duas estratégias principais
aplicadas para dirigir o processo de escolha: genes podem ser candidatos funcionais, quando séo
selecionados com base em profundo conhecimento da fisiopatologia da doenca e as vias
metabdlicas envolvidas; alternativamente, pode-se definir um gene candidato posicional, sempre
a partir de estudos de mapeamento genético, com base exclusivamente na sua posicdo no
genoma. A combinagdo das duas estratégias, gerando candidatos funcionais e posicionais, é uma
alternativa atraente, mas nem sempre aplicavel. Para tal, busca-se em regides gendmicas
candidatas genes com um possivel papel na fisiopatologia da doenca. Ainda assim, estas
estratégias ndo garantem o sucesso dos experimentos, uma situacdo explicdvel visto que o
genoma humano é composto de certa de 35 mil genes, e exemplos vem se acumulando de que a
escolha mais 6bvia nem sempre é a correta.

Com o objetivo de contribuir para o melhor entendimento da participacdo genética no
controle da susceptibilidade a hanseniase per se, neste trabalho optou-se por testar para
associagéo entre a ocorréncia da doenca e dois marcadores de genes previamente investigados em
outras populagfes. Assim, dois marcadores localizados nos genes PARK2 e LTA (41, 43, 44)
foram investigados. Tanto o gene PARK2 como o LTA, encontram-se no cromossomo 6,
respectivamente nas regides 6025-q27 e 6p21, mapeadas em estudo de scan gendmico publicado
em 2003 - neste estudo, encontrou-se forte efeito de ligagdo, com LOD score de 4,31 para a
regido 6025-q27 e 2,39 para a regido 6p21 (41). Estudos subsequentes identificaram marcadores
destes dois genes em associacdo com a hanseniase em popula¢des independentes do Vietnam,

Brasil e India. Dentre estes marcadores, foram selecionadas as variagdes PARK2(-2599) (43) e
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LTA(+252) para investigacdo de repeticdo de observagdes anteriores, neste estudo, em uma
populacdo de hansenianos recrutados em municipios do estado do Parand. (44). Estudos de
replicacdo sdo importantes em genética, pois se um efeito observado, como por exemplo, a
associacdo de determinado alelo de um gene em uma amostra populacional, for também
detectada em mais de uma amostra populacional independente da original, a relevancia de
participacdo deste efeito € reforcada.

Assim, partimos para o recrutamento de uma populagdo de individuos afetados por
hanseniase identificados em municipios do estado do Parand. Importante notar que, embora o
Brasil seja o pais com maior prevaléncia de hanseniase no mundo, com uma taxa de prevaléncia
em 2008 de 2,4/ 10.000 hab. (11). O Estado do Parana apresenta um bom controle da doenca ,
com indice de prevaléncia préxima das expectativas propostas pela OMS (1,63/10.000 hab.),
sendo registrado em 2007, 1.242 casos novos de hanseniase no estado (56). Isso gerou uma
dificuldade adicional na identificacdo de novos casos, 0 que levou & decisdo de se incluir na
amostra casos antigos que ja obtiveram a alta do tratamento medicamentoso, mas cujos registros
médicos estavam disponiveis. Esta estratégia permitiu o recrutamento de 120 casos
documentados de hanseniase e 163 controles saudaveis semelhante ao grupo de casos na
distribuicdo de género e etnia. Os dados epidemioldgicos foram entdo descritos e comparados
entre os dois grupos. As amostras de DNA foram genotipadas para os marcadores estudados e a
distribuicdo das frequéncias alélicas nos dois grupos foi comparada tanto para cada marcador
isoladamente como para hapl6tipos construidos combinando-se 0s dois marcadores, conforme
implementado no programa THESIAS (46). As comparag0es foram realizadas utilizando-se tanto
ferramentas de analise univariada quanto aplicando modelos de regressao logistica.

Dentre o0s casos recrutados foi observado um predominio do género masculino (55,8%), a
faixa etéria da populacdo foi acima dos 50 anos por ocasido do recrutamento, mas com média de
idade por ocasido do diagndstico de 45,4 anos, e predominio das formas multibacilares da doenga
(70%). O acometimento mais freqlente de homens ndo difere do que observado em outros
estudos e dados epidemioldgicos (47, 57), sendo que a prépria OMS estipula uma relagdo de 2:1
para homens e mulheres afetados por hanseniase. O predominio das formas multibacilares
observado na populagdo de estudo também estd de acordo com dados disponiveis para o Brasil,
indicando uma freqiiéncia de 53,53% de casos MB em 2008, segundo dados OMS (11). O Parana

teve em 2005 62,6% dos casos de hanseniase classificados com MB, segundo dados da Secretaria
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da Saude do Parana (58). Assim, ambas as observacdes para distribuicdo da doenca entre géneros
e formas clinicas ndo diferem do encontrado em outras amostras populacionais, principalmente
nos paises da América Latina que ainda apresentam casos de hanseniase (59). No entanto, é
curioso notar que a idade média de diagnostico na nossa amostra foi mais elevada em
comparagdo com o que se observa no Brasil, cuja idade média de aparecimento da doenca é de 39
anos (60). Este efeito pode ser devido a diversos fatores, tais como, uma possivel exposi¢cdo
tardia da populacdo estudada a doenca, devido a populagdo paranaense apresentar niveis de
desenvolvimento socioecondmicos mais altos do que a média brasileira. Desta forma, reduzir-se-
ia a chance de exposi¢cdo a doencgas infecciosas classicamente associadas a pobreza e ao baixo
grau de escolaridade (61, 62), como € o caso da hanseniase. No entanto, esta hipdtese precisa ser
formalmente investigada, e ndo é possivel descartar a possibilidade de um desvio de recrutamento
ou mesmo, desta diferenga ser ao acaso. Quanto a etnia, houve predominio da cor branca, o que
condiz com a caracteristica étnica no Sul do Brasil.

Um aspecto crucial em estudos desta natureza diz respeito ao recrutamento de um grupo
controle adequado. Neste estudo, individuos saudaveis selecionados para compor o grupo
controle ndo apresentavam qualquer grau de parentesco com 0s casos recrutados e ndo tinham
historico de acometimento por hanseniase ou outra doenca infecciosa crénica. Foram ainda
selecionados individuos que apresentaram contato com a doenca de alguma forma, ou por
convivéncia domiciliar, ou como conseqliéncia de suas atividades profissionais, ou ainda, por
residirem proximos a domicilios com histérico de casos de hanseniase. Curiosamente, no
processo de recrutamento foi percebida uma resisténcia maior dos homens em aceitar participar e
doar uma amostra de sangue; como conseqléncia, o género feminino estd mais frequentemente
representado no grupo controle (n=90, 52,21%) em relacdo ao masculino (n=73, 44,78%),
diferindo de forma ndo significativa estatisticamente (P = 0,06) da populac&o dos casos. Ja para a
variavel idade, a média encontrada para os controles foi de 42,37 anos, significativamente
inferior a dos casos. Esta diferenca pode ter impacto sobre o resultado da analise genética, uma
vez que idealmente, os controles deveriam apresentar idade média igual ou superior a dos casos,
garantindo um tempo de exposicéo a doenca semelhante ou mais alto.

Na comparacdo entre as populages dos casos e controles, outra varidvel que mostrou
diferenca significativa foi quanto a condi¢do de vacinacdo com BCG. Os controles apresentaram

positividade para a vacina BCG em 52,76% contra 10,8% dos casos. A vacinagdo com BCG, que
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é aplicada ja no recém-nato como profilaxia a tuberculose é também utilizada como medida de
profilaxia contra hanseniase. E uma medida adotada no Brasil bem como em outros paises (63),
sendo aplicado uma ou até duas novas doses (revacinagdo) para 0s contatos de pacientes
hansenianos, mas sua real eficacia ainda ndo é comprovada — dados indicam que esta pode variar
entre 34-80% (47). Um estudo recente realizado com escolares na cidade de Manaus, capital do
Amazonas, Brasil, acompanhados por quase 7 anos, demonstrou que a revacinagdo com BCG néo
protege contra a hanseniase (64). Assim, o impacto da diferenca observada para vacinagdo com
BCG entre 0s grupos de casos e controles neste estudo pode ser limitado. Além disso, o status de
vacinado ou ndo, neste estudo, foi definido apenas com base no auto-relato, e a grande maioria
dos pacientes com hanseniase (82,5%) ndo souberam responder a esta pergunta, contra apenas
23,31% dos controles, o que limita a interpretacdo deste dado. No entanto, ndo é possivel
descartar que o status de vacina¢do por BCG ndo atuou como um fator de confusdo na analise
genética. Para evitar esta situacdo em andlises futuras, vacinagcdo por BCG esté sendo verificada,
no exame fisico, através da caracteriza¢do da cicatriz vacinal.

Quanto a ocorréncia das reagdes reversas, 0 ENH ocorreu em 25 dos casos incluidos neste
estudo (20,8%). Segundo dados de literatura, a reacao tipo 2 (ENH) pode acontecer em até 30%
dos pacientes com as formas virchowianas da doenca, tanto na vigéncia do tratamento
medicamentoso como até apds 2 anos da alta medicamentosa (65). A ocorréncia da reacdo
reversa tipo 1 foi detectada em apenas 4 pacientes. Uma provavel justificativa reside no fato de
na nossa amostra populacional predominaram os casos MB e sabidamente, a reacdo tipo 1 é mais
comum nas formas interpolares da doenca, tendendo ao po6lo PB (28); simetricamente, 0 achado
mais comum de ENH é compativel com a maior propor¢do de casos MB mencionada.

Quando se analisa o resultado do indice baciloscopico (IB), a positividade encontrada foi
de 33,3% contra 34,1% de negatividade, uma aparente contradicdo, j& que se esperaria maior
porcentagem de positividade, compativel com a predomindncia observada de casos
multibacilares. Relatdrio da secretaria de Saude do Estado do Parana publicado on-line indica
uma proporcdo de 25% de casos multibacilares notificados com baciloscopia negativa em 2005,
sugerindo inconsisténcias no preenchimento de prontuérios e fichas de notificacdo que podem
estar associada com o observado neste estudo (66). Outra hipotese sugerida para esta diferenca

seria um falso predominio da negatividade do 1B, uma vez que em muitos dos casos este exame
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ndo foi realizado e pode ter sido relatado como negativo por engano. Uma amostra maior é
necessaria para a confirmacgéo destas hipoteses.

Andlise estatistica univariada empregada na comparacdo das freqiiéncias alélicas dos
marcadores PARK2(-2599) e LTA(+252) e hanseniase ndo revelou evidéncia positiva de
associacdo na amostra populacional estudada. Para aprofundar esta anélise, anélise de regresséo
logistica multivariada, incluindo as variaveis idade e género, foi aplicada; porém, o achado
negativo para associacdo se manteve, mesmo quanto estes possiveis fatores de confusdo foram
considerados no modelo. Finalmente, haplétipos foram construidos, tiveram suas freqliéncias
estimadas e testadas para associacdo com hanseniase; novamente, ndo houve evidéncia
estatisticamente significativa de associacdo entre a doenca e os haplotipos testados.

Ambos os genes incluidos neste estudo foram encontrados em associagdo com hanseniase
em populacOes vietnamita, indiana e brasileira. No caso do marcador PARK2(-2599), o achado
original foi realizado em uma populacéo do Vietnam do Sul com uma idade de diagndstico muito
mais baixa do que a observada para a populacdo paranaense (41). Da mesma forma, associagao
positiva entre hanseniase e varios marcadores do gene LTA foi observada em uma populacdo da
india com idade de diagnostico inferior aquela descrita para nossa populagdo de estudo (44).
Neste mesmo estudo, os autores descrevem a idade de diagnostico como variavel fundamental
para explicar os efeitos genéticos observados. Assim, é provavel que os resultados negativos aqui
descritos sejam devido a idade avancada de diagnostico dos casos incluidos, uma caracteristica da
populacdo de hansenianos do estado do Parand. Além disso, a amostra populacional incluida
neste estudo € pequena em comparacdo com as dos estudos originais — novamente, a baixa
prevaléncia da doenca no Parana contribuiu para agravar esta limitacdo. Assim, para se testar o
efeito dos genes PARK2 e LTA na popula¢do paranaense, seria necessario o recrutamento de uma
amostra populacional maior e com idade de diagnéstico mais precoce, tarefa longe de trivial. O
recrutamento de casos e controles adicionais, com énfase em casos com idade de diagndstico
precoce, estdo atualmente em andamento.

Outro aspecto importante a ser destacado é o fato de que os marcadores do gene LTA
associados previamente com hanseniase (44) pertencem a dois bins de LD que ndo incluem o
SNP LTA(+252). E possivel nestes casos que, apesar da proximidade fisica deste marcador com
outros do mesmo gene implicados na doenga, nenhuma evidéncia matematica de associacdo seja

detectada. Finalmente, é possivel ainda que a estrutura de LD na populacdo estudada seja
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diferente daquela observada em estudos anteriores. Se for o caso, marcadores adicionais,
selecionados entre tag SNPs de forma a cobrir todo o gene em estudo, devem ser genotipados.
Eventual resultado positivo indicaria, mesmo na auséncia de replicagdo no sentido estrito do
termo, a participacdo do gene em estudo no controle da suscetibilidade do hospedeiro a doenca.

Como conclusdo, frente ao exposto acima, o resultado negativo na anélise de associacao
realizada neste estudo ndo exclui a participacdo dos genes candidatos estudados no controle da
suscetibilidade & hanseniase na populagdo paranaense. Como perspectiva futura, sugere-se: (i) a
ampliacdo deste estudo com o aumento do tamanho da amostra populacional, aumentando o
poder da andlise estatistica; (ii) a inclusdo preferencial de pacientes com diagndstico de
hanseniase em idade mais precoce, e (iii) a genotipagem de marcadores adicionais, a fim de se
obter uma cobertura mais compreensiva dos genes em estudo. Finalmente, a amostra
populacional aqui descrita podera ser utilizada no estudo de outros genes e regides candidatas ao
controle da suscetibilidade do hospedeiro a hanseniase.
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7 Conclusoes

1- Nossa estratégia de recrutamento resultou na composicdo de um grupo de casos e
controles aplicavel a estudos genéticos de susceptibilidade do hospedeiro a hanseniase;

2- A populacdo de casos de hanseniase recrutada no estado do Parana é
predominantemente branca, do género masculino, apresentando as formas multibacilares
da doenca e com idade média de diagnostico de 45 anos.

3- Né&o foi detectada evidéncia estatisticamente significativa de associacdo entre o
marcador do tipo SNP PARK2(-2599) do gene PARK2 com hanseniase per se na
populacdo estudada;

4- N&o foi detectada evidéncia estatisticamente significativa de associagdo entre o
marcador do tipo SNP LTA(+252) do gene LTA com hanseniase per se na populacéo
estudada;

5- Andlise de associagdo entre haplétipos construidos com gendtipos dos genes PARK2 e
LTA e hanseniase ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa na populacdo
estudada.
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ANEXO 02 — Aprovacio Comité de Etica em Pesquisa e TCLE
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ANEXO 03 - Extragdo de DNA




