UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

LUANA KAREN CORREIA DOS SANTOS

GENES DE RECEPTORES DA RESPOSTA IMUNE E A HANSENIASE EM UMA
POPULACAO ALAGOANA

Maceio
2021



UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

LUANA KAREN CORREIA DOS SANTOS

GENES DE RECEPTORES DA RESPOSTA IMUNE E A HANSENIASE EM UMA
POPULACAO ALAGOANA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Alagoas, como requisito parcial para a
obtencédo do grau de Mestre em Ciéncias da Saude.

Orientador(a): Prof®. Dr? Carolinne de Sales
Marques

Co-orientador(a): Prof®. Dr?. Elaine Virginia Martins
de Souza Figueiredo

Maceio
2021



Catalogacao na Fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisao de Tratamento Técnico
Bibliotecario: Marcelino de Carvalho Freitas Neto — CRB-4 - 1767

S237G  Santos, Luana Karen Correia dos.
Genes de receptores da resposta imune e a hanseniase em uma populagido alagoana
/ Luana Karen Correia dos Santos. — 2021.
103 £ : 1l

Orientadora: Carolinne de Sales Marques.

Co-orientadora: Elaine Virginia Martins de Souza Figueiredo.

Dissertacdo (mestrado em Ciéncias da Saude) — Universidade Federal de
Alagoas. Instituto de Ciéncias Biologicas e da Satude. Programa de Pos-Graduacio
em Ciéncias da Saldde. Maceid, 2021.

Bibliografia: f. 83-94.
Apéndices: f. 95-97.
Anexos: f. 98-103.

1. Genética. 2. Alergia e imunologia. 3. Mycrobacterium leprae - Alagoas. 4.
Polimorfismo de nucleotideo unico. 1. Titulo.
CDU: 616-002.73(813.5)




Aos pacientes e aqueles que acreditam no poder

transformador da ciéncia.



Agradecimentos

A Deus, ao Universo e & Santa Catarina de Alexandria por sempre colocarem em meu
caminho tudo o que eu preciso viver para evoluir e aprender, todos os obstaculos, mas
também a coragem para 0s superar, por me apresentarem as pessoas certas no momento certo
para que tudo ocorresse da maneira que tinha de ser.

A minha querida “prof Carol” pelo acolhimento, por todos os ensinamentos tanto académicos
guanto pessoais, pela paciéncia, pela confianca em mim depositada e por todo o apoio na
realizacdo desse trabalho. Sou imensamente grata pela oportunidade que tive de trabalhar com
vocé e pela sua amizade.

Aos pacientes, por dedicarem seu tempo para realizagdo das coletas, pela a sua humildade e
simpatia. Vocés com certeza acrescentaram muito no meu crescimento pessoal.

As minhas amigas Susana e Everly, que estavam comigo no comeco de todos o0s
experimentos. Agradeco pelos bons momentos que passamos no laboratorio, pelas risadas de
felicidade e as de desespero quando algo ndo saia como queriamos.

Agradeco aos meninos do PIBIC, Karen, Heloisa e Victor e as meninas do PIBIT, Vitdria,
Ayara e Samilla por me acompanharem no laboratorio e nas inUmeras coletas durante esses
anos.

A Prof®. Dr?. Elaine Virginia pela sua co-orientacéo e pelo seu suporte durante toda a
realizacéo desta pesquisa. Agradeco por toda disponibilidade em me ajudar.

A equipe do CRIA, em especial a Walcélia, que foi meu braco direito em todos os momentos
que passei la, sempre esteve disposta a me ajudar, sou grata pela sua amizade. Claudia,
Roberta, José Rodrigues, Dr. Karlisson, Ailton e JP, meu muito obrigada, a ajuda de vocés foi
indispensavel para realizacdo desse estudo.

Agradeco a equipe do Hemoal Arapiraca que estiveram sempre dispostos a ajudar nas coletas.
Grata também aos doadores voluntarios, que foram uma parte fundamental desse estudo.

A minha familia pelo apoio e pelo esfor¢o dado & mim, em especial minha irm4 Rayssa que
sempre discutiu comigo resultados, experimentos e me ajudou inumeras vezes, isso foi
fundamental para a realizagéo dessa etapa na minha caminhada académica.

A Katy Perry. Suas musicas e sua historia sempre foram meu combustivel para 0s momentos
em que me faltava motivacdo para continuar na minha jornada tanto académica quanto
pessoal.

Agradeco a Ithallo que é mais que um técnico de laboratoério, € um amigo que o LABMEG e a
UFAL me presentearam. Obrigada por todas as conversas e momentos de descontracao.



Sou grata ao Diego Siqueira que foi a ponte para o contato com a professora Carol 1a em
2017, esse trabalho n&o teria sido realizado sem esse pequeno detalhe.

A Carolzinha e Lucia, suas contribuicdes foram imprescindiveis para a realizagio da meta-
andlise.

Aos meus colegas da pos-graduacdo, em especial Ellyda e Lucia por se mostrarem téo
solicitas em todas as vezes que precisei passar um tempo na sua casa.

Agradeco a todo o pessoal que me deu carona para Maceid quando eu precisei, Renise,
Ithallo, Edilson, Eloiza e Abel.

A equipe de seguranca da UFAL Arapiraca, em especial Marcelo, Yuri, Fernando e a Lailza
gue sempre foram solicitos em me ajudar em tudo que precisei e também pelas boas conversas
que tivemos.

Por ultimo, mas ndo menos importante agradeco a Gabriela, obrigada por ter entrado na
minha vida, pelo amor, carinho, apoio e compreensdo dados a mim todos os dias. Eu te amo.

As agéncias de fomento FAPEAL (Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de Alagoas,
edital UNIVERSAL FAPEAL 4/2016 processo n° 60030 1025/2016) e CNPq (Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, edital UNIVERSAL MCTI/CNPq N°
01/20186, processo n° 429669/2016-0) por todo o apoio cientifico e financeiro.

A todos que de maneira direta e indireta contribuiram para a realizacdo desse trabalho e ndo
foram citados, meu muito obrigada.

Gratidao!



“I know there’s gotta be rain if I want the rainbows”

Resilient — Katy Perry.



RESUMO

A hanseniase ¢ uma doenca infectocontagiosa causada pelo Mycobacterium leprae que atinge
a pele e os nervos periféricos, podendo causar deformidades fisicas. A baixa diversidade em
seu genoma faz com que a hanseniase seja um 6timo modelo para se estudar a influéncia da
genética do hospedeiro na doenca. Evidéncias apontam que genes da resposta imune inata,
principalmente os genes TLR1 e NODZ2, sdo importantes no desfecho e na diferenciacdo das
formas clinicas e ja foram associados em populagfes brasileiras, no entanto, ndo ha
investigacdo do papel desses genes em Alagoas. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
associacao de polimorfismos nos genes TLR1 e NOD2 na hanseniase e suas formas clinicas
em uma populacdo alagoana. Foi conduzido um estudo caso-controle, onde 0s casos incluiram
pacientes do CRIA (Centro de Referéncia Integrado de Arapiraca) e os controles individuos
saudaveis, doadores de sangue no Hemoal-Arapiraca. Foram avaliados os polimorfismos
rs4833095-TLR1 e rs8057341-NOD2. O DNA dos individuos que aceitaram participar do
estudo foi extraido através do método salting out e genotipado por meio de PCR em tempo
real através de discriminagdo alélica usando sondas TagMan. Foram obtidas as frequéncias
alélicas, genotipicas e de carreadores de alelo, que posteriormente foram comparadas entre 0s
grupos atraves de regressao logistica. Foi conduzida uma revisdo sistematica afim de agrupar
os resultados obtidos em uma meta-analise sobre polimorfismos no gene TLR1 seguindo o
guia PRISMA. Todas as analises estatisticas foram realizadas no ambiente R versdo 1.4.1717
utilizando os pacotes “genetics” e “SNPassoc” para as analises de associacdo genética e
“meta” e “metafor” para a meta-analise. Como resultado do recrutamento populacional em
Alagoas, obtivemos 424 individuos, sendo 159 casos e 265 controles. A frequéncia dos
polimorfismos na populacdo de alagoas (controles) foi de 17% para o genétipo TT do SNP
rs4833095-TLR1 e de 11,8% para o gen6tipo TT do SNP rs8057341-NOD2. No desenho
caso-controle e de associacdo genética com a hanseniase as estimativas de associa¢do foram
as seguintes: rs4833095-TLR1 alelo C com OR=0,90 (p=0,63), geno6tipo TC com OR=1,06
(p=0,83) e CC com OR=0,84 (p=0,58); rs8057341-NOD2 alelo T com OR=0,97 (p=0,91),
genétipo CT com OR= 1,10 (p=0,64) e TT com OR=0,84 (p=0,62). Os resultados
demonstram que os SNPs estudados ndo possuem associacdo com a hanseniase na populacao
investigada, mesmo apds a correcdo para a covariavel sexo. Além disso, a analise de
associacdo com a classificacdo operacional (MB versus PB) também ndo resultou em
associacdo mesmo apos ajuste (p=>0,05). Na meta-analise os carreadores do alelo C do
rs5743618-TLR1 se mostraram associados com a hanseniase exibindo um efeito protetor
OR=0,57 (p=0,048). A analise de sensibilidade confirmou um efeito protetor em todos os
modelos genéticos para esse mesmo SNP, exibindo valores de OR=0,48 (p=0,010) para o
alelo C, OR=0,47 (p=0,028) para os carreadores de C e OR=0,26 (p=0,003) para o gendtipo
CC. Os resultados obtidos na meta-analise apontam uma associacdo protetora do SNP
rs5743618 do gene TLR1 com a hanseniase. Os achados do presente estudo agregam
informacdes a respeito da influéncia genética na hanseniase em uma populagéo de Alagoas,
que podem ser Uteis para compreender sobre o desenvolvimento da doenca na regido.

Palavras-chave: Genética. Imunologia. Mycobacterium leprae. SNPs.



ABSTRACT

Leprosy is an infectious disease caused by Mycobacterium leprae that affects the skin and
peripheral nerves, leading to physical deformities. The low diversity in your genome makes
leprosy a great model to study the host genetic influence of the disease. Evidence shows that
genes in the innate immune response, mainly TLR1 and NOD2, are important in the outcome
and differentiation of clinical forms and, have been associated in Brazilian populations,
however, there is no investigation of the role of these genes in Alagoas. The study aimed to
evaluate the association of polymorphisms in the genes TLR1 and NOD?2 in leprosy and its
clinical forms in an alagoana population. We conducted a case-control study, where the cases
were constituted by patients from CRIA (Integrated Reference Center of Arapiraca) and, the
controls were healthy individuals, blood donors from Hemoal-Arapiraca. We evaluated the
rs4833095-TLR1 e rs8057341-NOD2. The individuals’ DNA who accepted to participate in
the study was extracted through the salting-out method and genotyped through Real-Time
PCR via allelic discrimination using TagMan probes. We obtained the alleles, genotypes and
allele carriers frequencies, that afterward were compared between the groups through logistic
regression. We conducted a systematic review to group the results obtained in a meta-analysis
about polymorphisms in the TLR1 gene following PRISMA guidelines. All statistical analyses
were performed in R studio version 1.4.1717 using the packages “genetics” and “SNPassoc”
for the genetic association analysis and “meta” and “metafor” to meta-analysis”. As result of
populational recruitment in Alagoas, we achieved 424 individuals, 159 cases, and 265
controls. The frequency of polymorphisms from Alagoas population (controls) was 17% to
TT genotype of rs4833095-TLR1 SNP and 11,8% to TT genotype of rs8057341-NOD2 SNP.
In the case-control and genetic association with leprosy the estimates of association were the
following: rs4833095-TLR1 C allele with OR=0,90 (p=0,63), TC genotype with OR=1,06
(p=0,83) and CC with OR=0,84 (p=0,58); rs8057341-NOD2 T allele with OR=0,97 (p=0,91),
CT genotype with OR= 1,10 (p=0,64) and TT with OR=0,84 (p=0,62). The results show that
the studied SNPs do not have an association with leprosy in the investigated population, even
after correction to sex co-variate. Furthermore, the association analysis with operational
classification (MB versus PB) did not result in association even after correction to sex
(p=>0,05). In the meta-analysis, carriers of the C allele of the SNP rs5743618-TLR1 showed
association with leprosy exhibiting a protector effect OR= 0,57 (p=0,048). When performed
the sensitivity analysis and omitting a study, this protector effect was observed in all genetics
models to the same SNP, showing OR=0,48 (p=0,010) to the C allele, OR=0,47 (p=0,028) to
C carriers and, OR=0,26 (p=0,003) to CC genotype. The results obtained in the meta-analysis
indicated a protector association of SNP rs5743618 of the TLR1 gene and leprosy. The
findings of this study aggregate information regarding the genetic influence in leprosy a
sample from Alagoas, which may be useful to understand the disease development in the
region.

Keywords: Genetics. Immunology. Mycobacterium leprae. SNPs
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1. INTRODUCAO

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa e crénica, com registros milenares e de
evolucdo lenta, que atinge a pele e 0s nervos periféricos, e quando ndo tratada precocemente
pode levar ao desenvolvimento a incapacidades fisicas e deformidades gerando um estigma
que frequentemente é enfrentado pelos pacientes. Em paises subdesenvolvidos ainda é
considerada um sério problema de salde publica ocasionado pelo perfil incapacitante (BOKU
etal., 2010; SCOLLARD et al., 2006).

O agente causador da hanseniase é o bacilo intracelular Mycobacterium leprae (M.
leprae) e tem como hospedeiro o ser humano, que pode transmitir a hanseniase pelas vias
respiratdrias superiores através de aerossois que sao provenientes da boca. Como o periodo de
incubacdo do bacilo é grande, é necessario um contato prolongado para que haja infec¢éo,
além disso, individuos sem tratamento sdo os principais disseminadores da hanseniase. O M.
leprae tem a capacidade de infectar muitos individuos, no entanto, apenas as pessoas mais
susceptiveis tendem a desenvolver a doenga e a maioria daqueles que entram em contato com
o0 bacilo consegue conter a infeccdo (MARTINEZ et al., 2011; WHO, 2017a).

Desde a implementacdo da poliquimioterapia 0 nimero de casos sofreu uma grande
diminuigéo, no entanto, ainda sdo detectados milhares de casos novos no mundo a cada ano.
O Brasil é o segundo pais com 0 maior nimero de casos registrados anualmente, em 2018
foram notificados 28.660 casos novos no pais, perdendo apenas para a india que no mesmo
ano registrou 120.334 casos, completando o ranking dos trés paises com maior nimero de
casos esta a Indonésia com 17.017 casos. Ainda no mesmo ano Alagoas notificou 357 novos
caso, o qual representa uma taxa de deteccdo 10,53 casos a cada 100.000 habitantes, gerando
uma certa preocupacao, pois caracteriza o estado como um local de alta endemicidade para a
doenca (BRASIL, 2021a; WHO, 2019a).

A hanseniase se apresenta em um espectro de formas clinicas, indo de um polo mais
brando, o tuberculdide a um polo mais grave, o lepromatoso, alem disso, entre um polo e
outro ainda existe formas imunologicamente instaveis, as formas borderlines, que podem
migrar para qualquer um dos polos dependendo da resposta imune do hospedeiro, essa
resposta juntamente com a genética desempenham um papel importante no desfecho da
doenca. (RIDLEY; JOPLING, 1966).

Os receptores da resposta imune s@o considerados como a primeira linha de interacéo
do M. leprae com o hospedeiro e sdo importantes para o reconhecimento do bacilo e ativagao

das vias inflamatorias. Nesse contexto, os receptores da resposta imune inata TLR1 e NOD2
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desempenham um papel importante na contencdo da infeccdo. Tendo em vista que o bacilo
sofreu pouca alteracdo durante sua evolucdo, os fatores genéticos atuam fortemente no estagio
inicial da doenca e no desenvolvimento das formas clinicas, nesse contexto, alguns autores
investigaram a influéncia de polimorfismos nos genes desses receptores e observaram
associacOes relacionadas ao risco ou protecdo a hanseniase em Vvérias populacdes
(BERRINGTON et al., 2010; CARDOSO et al., 2011a; SURYADEVARA et al., 2017).
Estudos de associacdo genética sdao uma ferramenta indispensavel para compreender
os diferentes perfis dentro uma populacdo e aumentar o conhecimento da fisiopatologia da
hanseniase, além disso, possibilita a criacdo de biomarcadores genéticos que s&o
imprescindiveis para 0 monitoramento de casos, e atrelado a outros fatores ndo genéticos
possibilita a criacdo de métodos de prevencdo aos grupos de risco. Até o momento em
Alagoas ndo se foi investigado o perfil genético da populagdo e hanseniase, e tratando-se de
um estudo inédito de abordagem genética servira como base para outros estudos. Portanto,
partindo da hipétese que polimorfismos nos genes de receptores da resposta imune TLR1 e
NOD?2 estdo associados ou ndo com o desenvolvimento da hanseniase e suas formas clinicas a
presente pesquisa teve a finalidade de investigar a associacdo genética desses polimorfismos

em uma populacédo alagoana através de um estudo caso-controle.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da hanseniase
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A hanseniase € uma doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium leprae (M.

leprae) que acomete a pele e os nervos periféricos, sendo considerada uma das doengas mais
antigas a acometer o ser humano (ROBBINS et al., 2009; TAN; GRAHAM, 2008). Acredita-

se que a doenca tenha se originado no Leste africano e se disseminado para Europa, Oriente

Médio e Asia através de migragdes e viagens comerciais em seguida para as Ameéricas a partir

do colonialismo e trafico de escravos (Figura 1) (MONOT et al.,, 2005). A vinda da

hanseniase para as Américas se deu por volta dos séculos XVI e XVII, os primeiros casos de

hanseniase no Brasil foram reportados no Rio de Janeiro no ano de 1600 e posteriormente se

espalhou para outros estados brasileiros (EIDT, 2004).

Figura 1 — Origem e disseminagdo da hanseniase ao redor do mundo.
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Fonte: Adaptado de Monot et al., 2005.

Nota: Os circulos mostram os diferentes tipos (cepas) do bacilo e o seu lugar de origem. As setas
coloridas indicam a direcdo das migracdes de cada cepa e as setas em cinza indicam a rota de

migrag&o do ser humano.

O bacilo M. leprae possui uma predilecdo pelas células de Schwann nos nervos

periféricos, levando a um comprometimento das fun¢Bes motoras, perda da sensibilidade e

pode também causar deformidades fisicas, sendo considerada um problema de saude publica
em alguns paises (WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015). Devido a seu perfil incapacitante,
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muitos pacientes encontram dificuldade ao se restabelecer na comunidade ao qual pertencem
em consequéncia do preconceito sofrido pelo estigma social causado pela hanseniase, o que
impacta também na sua saude psicoldgica prejudicando sua qualidade de vida, aléem disso, 0s
danos neurais causam limitacdo na realizacdo de atividades (BOKU et al., 2010; DAS et al.,
2020; MARAHATTA et al., 2018).

E uma doenca de evolugéo lenta e o periodo de incubagio pode levar de 1 a 20 anos
para 0 aparecimento dos sintomas, no entanto, ja foi observado casos de hanseniase entre
criancas e adolescentes (BRUBAKER; MEYERS; BOURLAND, 1985; BARRETO et al.,
2014; WHO, 2019a). O que demonstra uma transmissdo ativa da doenca com um rapido
periodo de transmissdo tanto entre contatos domiciliares quanto em regiGes endémicas.

Devido a baixa diversidade genémica do M. leprae, na hanseniase, a genética do
individuo esta estritamente ligada tanto com o adoecimento, quanto com o desenvolvimento
das suas formas clinicas e reacfes. Uma pessoa infectada pode assim evoluir para a cura sem
a necessidade de intervencdo ou desenvolver a patologia (MORAES et al., 2006). O bacilo
apresenta uma alta infectividade, ou seja, tem a capacidade de infectar muitos individuos, no
entanto possui baixa patogenicidade (acometimento de poucas pessoas que foram infectadas),
acredita-se que apenas 5% das pessoas que entram em contato com o bacilo desenvolveréo a
doenca, e isto esta relacionado com a genética atuando em sinergia com a resposta imune do
individuo (WHO, 2017a; BRASIL, 2020a).

2.2 Epidemiologia

Mesmo sendo conhecida como uma das patologias que acomete o ser humano desde a
antiguidade, até os dias de hoje, a hanseniase € considerada um grande problema de saude
publica em paises subdesenvolvidos, como o Brasil. Embora tenha ocorrido uma diminuicao
nos nimeros de casos da doenca a partir da implementacdo do tratamento em 1981, passando
de aproximadamente mais de 5 milhdes de casos de hanseniase por volta de 1985 para menos
de 215.000 casos em 2016, no entanto, novos casos continuam a acontecer mundialmente
indicando uma transmissao continua (WHO, 2017b).

Em 2019 foram detectados 202.185 novos casos de hanseniase globalmente, com uma
taxa de deteccdo de 25,9 casos a cada um milhdo de habitantes, quando esse nimero €
comparado ao ano anterior observa-se que houve uma diminui¢cdo de 6.506 casos quando
comparado com o ano de 2018. Os numeros registrados no Brasil sdo preocupantes, pois 0

pais ocupa a 2° colocacao no ranking de mundial pela OMS (Organizagdo Mundial de Saude).
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Foram notificados 27.863 casos em 2019 Brasil, perdendo apenas para india em nimeros de
casos, sendo notificado nesse mesmo ano 114.451 casos. Juntos, Brasil india e Indonésia
contribuiram com 79% dos novos casos de hanseniase globalmente, e juntamente com 23

paises séo considerados como prioridade pela OMS (Figura 2) (WHO, 2020a).

Figura 2 — Distribui¢do do numero de novos casos de hanseniase notificados globalmente no ano
de 2019 segundo a Organiza¢do Mundial da Salde.
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Fonte: Adaptado de WHO, 2020a.

Nas Américas 0s nimeros dos casos novos de hanseniase vém mostrando uma queda
gradativa desde 2009 e, em 2019 foram notificados 29.936 novos casos representando uma
diminuicdo de 1.021 casos em comparagdo ao ano anterior (WHO, 2020a, 2019a). O Brasil
soma 93% dos casos em todo o continente americano e 0 ndmero de novos casos de
hanseniase em 2019 foi de 27.864, desses, 11.561 casos estiveram presentes na Regido
Nordeste, que compreende a regido com maior nimero de casos no Brasil, e 282 no estado de
Alagoas, representando uma taxa de detecgdo 8,28 casos a cada 100.000 habitantes, o que a
caracteriza como um estado de média endemicidade para a hanseniase (BRASIL, 2021a).

A deteccdo de casos de hanseniase com algum tipo de incapacidade instalada é um
importante indicador para avaliacdo da rapidez na procura por atendimento e diagnostico. A
OMS adota o grau de incapacidade fisica 2 (quando ha danos irreversiveis no paciente) para
avaliar esses parametros. No ano de 2019, do total dos casos reportados, 10.813 apresentaram

grau de incapacidade fisica 2, desses, 2.351 ocorreram no Brasil, que apresentou um aumento
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de casos desde 2015. A forma clinica da hanseniase também contribui para uma anélise da
presenca de casos mais avangados da doenca. Os dados globais apontam um total de 130.058
novos casos de hanseniase em 2019 com a classificacdo operacional multibacilar (MB), a
mais grave da doenca, e no Brasil esse nimero é preocupante: foram detectados 21.850 novos
casos multibacilares. Uma vez que a forma clinica MB é mais grave e favorece a transmissao
da doenga, esta relacionada com a demora a procura do servico de salde, e a uma maior
disseminacéo do bacilo (MOET et al., 2004; WHO, 2020a).

Outro dado quem tem importancia para 0 monitoramento hanseniase sdo 0s casos que
ocorrem entre menores de 15 anos, sendo um indicativo de transmisséo recente e ativa da
doenca. Anualmente a média de casos de hanseniase entre individuos menores de 15 anos é de
15.000 casos globalmente, segundo a OMS. Os resultados desse indicador mostram que em
2019 foram notificados 14.981 (7,4%) novos casos de hanseniase em menores de 15 anos, no
Brasil esse nimero compreende em 1.545 dos casos resultando em uma taxa de deteccdo de
3,44 casos a cada 100 000 habitantes (BRASIL, 2021a; WHO, 2020a).

O Ministério da Saude disponibilizou alguns dados preliminares referentes ao ano de
2020, o Brasil, nesse ano, reportou 13.807 novos casos de hanseniase, desses, 0 estado de
Alagoas registrou 170 casos. Dos novos casos notificados no Brasil em 2020, 79,5% foram
classificados como MB, nimero que apontam para a relevancia da infeccdo no pais.
Relacionado a gravidade da doenca também se tem dados preliminares do grau de
incapacidade fisica, e em 2020, 1.108 pacientes foram diagnosticados com grau de
incapacidade fisica 2. Outro nimero que apresentou uma reducdo diz respeito aos casos novos
em menores de 15, sendo notificado 672 desses casos em 2020, representando 4,86% do total
de casos neste mesmo ano (BRASIL, 2021b). Esses dados preliminares devem ser
interpretados com cautela pois a pandemia causada pelo SARS-CoV-2 influenciou o
diagnostico, a notificacdo e 0 acompanhamento dos casos de hanseniase no Brasil durante o
ano de 2020, além disso, a OMS relata que todos os paises que reportaram os dados sofreram
impacto da pandemia nos seus programas de saude segundo o relatorio epidemioldgico de
2020 (WHO, 2020a).

A OMS, em conjunto com 0s programas nacionais, lancou em 2021 uma estratégia
global baseada em quatro pilares que visam combater, prevenir a hanseniase, bem como
controlar as suas complicagbes e prevenir novas incapacidades, além disso, combater o
estigma da doenca até 2030. No Brasil, o Ministério da Saude elaborou um documento

seguindo os preceitos da OMS que visa um pais livre de hanseniase e tem como objetivo
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reduzir os casos da doenca até 2022 (BRASIL, 2020b; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

2.3 Caracteristicas do Mycobacterium leprae (M. leprae)

O agente etioldgico da hanseniase foi descoberto em 1874 pelo médico noruegués
Gerhard Henrick Armauer Hansen que encontrou em pacientes lepromatosos organismos que
se assemelhavam a bactérias. No entanto ele falhou ao provar sua hipotese, pois ndo obteve
sucesso na reproducdo do patdgeno em meios artificiais (TAN; GRAHAM, 2008). Por muito
tempo a reproducdo do bacilo era restrita a modelos animais, como tatus e camundongos,
fazendo com que houvesse um grande obstaculo para o estudo da microbiologia do patdgeno,
no entanto, recentemente foi descoberto pela primeira vez, por pesquisadores brasileiros que o
M. leprae pode ser cultivado em células provenientes de carrapatos, abrindo portas para uma
nova era de estudos com o bacilo (FERREIRA et al., 2018).

Em 1960, Shepard realizou um experimento no qual ele infectou o coxim plantar de
camundongos com bacilos provenientes da mucosa nasal de pacientes lepromatosos e pode
observar o aparecimento de lesdes similares as da hanseniase ap6s alguns meses depois de
inoculados (SHEPARD, 1960). Anos depois, em 2001, dois pesquisadores dos Estados
Unidos, também inoculando bacilos em coxim de camundongos, dessa vez atimicos (nude),
obtiveram uma quantidade de bacilo viavel que foi usada para estudos experimentais em tatus
da espécie Dasypus novemcinctus (TRUMAN; KRAHENBUHL, 2001).

O M. leprae é uma bactéria Gram-positiva, intracelular, imoével, que possui a forma de
bastonete reto com suas extremidades arredondadas, que se coram devido a fucsina e nédo
sofrem descoloracdo pela solucdo de alcool-acido da técnica de Ziehl-Neelsen, sendo
considerados bacilos alcool-acidos resistentes (AAR), mede aproximadamente de 1 a 8 um de
comprimento e 0.3 um de didmetro, em imagens de microscopio os bacilos podem ser
observados em aglomerados que sdo chamados de globias (DIORIO, 2014; LOWY; RIDLEY,
1954). Possui predilecéo por partes mais frias do corpo humano, como por exemplo, trato
respiratorio superior, orelhas e extremidades do corpo e nervos periféricos, ndo se
multiplicando nas partes “quentes”, sua temperatura ideal para crescimento é de 27 °C a 30
°C, e possui um tempo de incubacdo de aproximadamente 12,5 dias (HASTINGS et al.,
1968; JACOBSON; KRAHENBUHL, 1999; SHEPARD, 1965).
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2.4 Transmissao

O mecanismo de transmissdo da hanseniase ainda néo foi totalmente esclarecido, mas
a maioria dos autores apontam o ser humano como Unica fonte de transmissdo através de
goticulas provenientes do trato respiratdrio superior como o principal fator de propagacéo por
meio do contato pessoa-pessoa. Foi observado que em uma populacdo endémica da Indonésia
ocorre uma propagacdo do bacilo através da mucosa nasal indicando uma ocorréncia
disseminada do M. leprae. A mucosa nasal também foi considerada como um dos locais para
0 aparecimento das primeiras lesGes mesmo antes de se tornarem visiveis na pele (KLATSER
et al.,, 1993; SUNEETHA et al., 1998). Além do envolvimento da mucosa nasal, estudos
sobre a mucosa oral também encontraram bacilos através da técnica de PCR que podem ser
fontes secundarias de transmissdo e infeccdo da hanseniase (MARTINEZ et al., 2011;
MORGADO DE ABREU et al., 2014).

O contato proximo e prolongado de um individuo saudavel com uma pessoa infectada
é um dos principais fatores para 0 acometimento da doenca, sendo esse contato proximo nédo
sO relacionado a pessoas que convivem na mesma residéncia, mas também a pessoas com
relagdes de proximidade, como vizinhos e colegas de trabalho. Contatos que mantiveram uma
proximidade cerca de 5 anos com uma pessoa infectada foram associados com o
desenvolvimento da hanseniase em uma populacdo brasileira, no entanto, riscos maiores sao
encontrados em pessoas que compartilham do mesmo material genético, como por exemplo 0
filho de uma pessoa infectada tem mais chances de desenvolver hanseniase quando
comparado com seu conjuge (JOYCE, 2012; SALES et al., 2011).

A indice bacilar (IB) e a forma clinica da pessoa infectada também é um fator
importante relacionado com a transmissdo, estima-se que individuos multibacilares (carga
bacilar maior) estdo mais propensos a transmitir a hanseniase se comparados com individuos
paucibacilares (PB) (menor carga bacilar) (FINE et al., 1997; MOET et al., 2004).

Até o presente momento a Unica fonte ndo humana do Mycobacterium leprae é o tatu
de nove bandas (Dasypus novemcinctus) que pode ser encontrado no sul dos Estados Unidos.
Foi encontrado uma associagdo, a partir de um sequenciamento gendmico, entre a mesma
cepa infectando pacientes com hanseniase e o tatu de nove bandas, indicando os tatus como
uma fonte de infeccdo, podendo ser considerada uma zoonose nos Estados Unidos
(TRUMAN et al., 2011). O consumo desses animais ja foi associado com a hanseniase nos
Estados Unidos, no entanto, quando realizada uma regressao logistica desses dados nédo foi

encontrado correlacdo significante com a doenca (CLARK et al., 2008). Embora o papel
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desempenhado por esses animais e a hanseniase ainda ndo esteja completamente elucidado,
um estudo publicado recentemente apontou que o0 uso de testes soroldgicos em espécies de
tatus encontradas no Brasil podem se tornar uma ferramenta rapida e importante para a
deteccdo de antigenos especificos do M. leprae nesses animais e investigar o seu papel
zoondtico na hanseniase (DA SILVA FERREIRA et al., 2020). Além de tatus, outros animais
que podem ser reservatorios e possiveis fontes de transmissdo da hanseniase, como esquilos e
carrapatos (FERREIRA et al., 2018; SCHILLING et al., 2019).

2.5 Diagnostico e tratamento

O diagndstico da hanseniase € principalmente clinico, e desempenha um papel
importante no controle da doenca, pois a partir dele ¢ dado inicio ao tratamento e a
transmissdo € interrompida. O exame clinico é feito através de observacdes
dermatoneuroldgicas da doenca, trés aspectos principais sdo levados em consideracdo e 0
diagnostico é dado quando o paciente apresenta dois deles: 1) area da pele esbranquicada com
perda de sensibilidade ou manchas avermelhadas; 2) acometimento dos nervos periféricos
também com perda de sensibilidade; 3) baciloscopia positiva (WHO, 2017a).

A baciloscopia é um exame laboratorial complementar, de baixo custo feito através de
raspados intradérmicos. E pode ser usado para auxiliar no diagnéstico clinico quando se ha
alguma duvida na classificacdo operacional para dar inicio ao tratamento, suspeita de recidiva
ou no diagndstico diferencial com doencas semelhantes a hanseniase. Apds a coleta dos
raspados é feita a coloragdo através da técnica de Ziehl-Neelsen (que permite corar 0s bacilos
e fazer uma avaliacdo quantitativa) e em seguida é feita uma observacdo dos bacilos por
microscopio, a contagem é realizada por meio do indice Baciloscopio (IB) e fundamenta-se
em uma escala que varia de 0 a 6. Na forma tuberculdide (TT) a baciloscopia é negativa, no
entanto, isso ndo exclui o diagndstico da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Outra ferramenta complementar ao diagnéstico da hanseniase € a histopatologia, que
consiste na avaliacdo microscopica de biopsias de lesdes de pele ou de nervos, onde os bacilos
alcool-acido resistentes sdo corados e fixados em parafina. A bidpsia de lesdes é capaz de
apresentar aspectos como inflamacdo neural e granulomas caracteristicas da hanseniase
auxiliando no diagnostico clinico tanto de pacientes como dos contatos (RIDLEY, 1955;
SUNEETHA et al., 1998).

Testes sorologicos que detectam anti-PGL-1, anticorpos da classe IgM que sdo

especificos para glicolipidio fendlico 1 presente na parede celular do M. leprae, podem ser
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usados como uma ferramenta rapida e fécil aplicacdo para a classifica¢do da forma clinica do
paciente, tendo em vista que somente ele ndo é adequado para o diagndstico (BUHRER-
SEKULA et al., 2007). A presenca de anticorpos IgM para o PGL-1 e lgG para outros
antigenos (NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID) refletem na carga bacilar do paciente, dado que
uma sorologia positiva foi alta em pacientes MB quando comparados com PB, e seus contatos
também apresentaram resultado semelhante, corroborando com a hipotese de que pacientes
MB sdo uma fonte de transmissao ativa (FABRI et al., 2015). Pode-se constatar que em areas
endémicas o uso da sorologia para um diagnostico diferenciado é um método eficaz para
distinguir a hanseniase de outras dermatoses (FREITAS et al., 2016).

Depois da descoberta do genoma do M. leprae e o avanco das técnicas de biologia
molecular foi possivel detectar o DNA do bacilo através da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR, em inglés), proporcionando assim uma ferramenta de diagnostico da hanseniase mais
acurada. A PCR ¢ considerada uma ferramenta rapida e altamente especifica e sensivel que
pode detectar uma pequena quantidade de bacilos através de raspado intradérmico e em
biopsias da pele (AZEVEDO et al., 2017). Esse método se mostra eficaz e produz resultados
mais confidveis nos casos nos quais € dificil o diagnostico pelos os outros meios ja
mencionados, como é o caso do paucibacilar que apresenta baciloscopia negativa e pacientes
que exibem a forma neural pura (NP) da doenca que ndo manifesta lesdes de pele
(MARTINEZ et al., 2014). Foi visto que a PCR pode auxiliar em casos de diagnostico
precoce e acompanhamento de contatos, contribuindo para a interrupcdo da cadeia de
transmissdo da hanseniase e para prevenir as incapacidades fisicas (PATHAK et al., 2019).
Recentemente, pesquisadores brasileiros desenvolveram um novo par de primers que
detectam uma sequéncia do genoma do M. leprae com mais de 90 % de especificidade para o
bacilo quando comparado com outros organismos (MACHADO et al., 2020).

A hanseniase é uma doenca que possui cura, € em 1982 a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) introduziu um tratamento baseado na combinacdo de trés antibi6ticos chamado
poliquimioterapia (PQT) ou multidrogaterapia (MDT), essa juncdo substituiu a monoterapia
com Dapsona pois 0 M. leprae desenvolveu resisténcia medicamentosa. A MDT consiste na
administracdo de Rifampicina, Clofazimina e Dapsona diminuindo a resisténcia e
possibilitando a cura da doenca (WHO STUDY GROUP, 1982).

O tratamento é dividido de acordo com a classificacdo operacional e no caso de
criangas a dose é ministrada de acordo com o peso a idade. A duracdo da MDT ¢é de seis
meses para pacientes paucibacilares e de 12 meses para os multibacilares, o tratamento com

esses antibidticos vem sendo eficaz e foi observado que ap6s um més de MDT o numero de
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M. leprae em biopsia da pele reduziu 54,3% em pacientes MB e 61,8% em PB quando
comparados com o valor inicial (BRASIL, 2020c; KAMPIRAPAP et al., 1998). O tratamento
preconizado pela OMS para adultos e adotado pelo Ministério da Saude esta representado

abaixo na Tabela 1.

Tabela 1 — Tratamento da hanseniase para adultos adotado pelo Ministério da Saude.

Classificacdo  Medicacao Dose Duracao

Paucubacilar Rifampicina  Dose mensal de 600mg/supervisionada  Seis meses
Dapsona Dose mensal de 100mg/supervisionada e

dose diaria de 100mg/autoadmistrada

Multibacilar  Rifampicina  Dose mensal de 600mg/supervisionada 12 meses
Dapsona Dose mensal de 100mg/supervisionada e
dose diaria de 100mg/autoadmistrada
Clofazimina  Dose mensal de 300mg/supervisionada e
dose diaria de 50mg/autoadmistrada

Fonte: Adaptado de Brasil, 2020c.

Segundo a OMS para pacientes paucibacilares que apresentam apenas uma lesdo na
pele o tratamento € diferenciado, é administrada uma dose de 600mg de Rifampicina, 400mg
de Ofloxacina e 100mg de Minociclina. A alta dos pacientes é concedida logo apds o término
das doses preconizadas pelo esquema terapéutico. Ao final da MDT todo paciente realiza um
exame dermatologico, avaliacdo neuroldgica e é verificado se ha algum caso de grau de
incapacidade fisica. Depois desses procedimentos o paciente recebe alta por cura (BRASIL,
2020c; WHO, 2020b).

Durante as reacdes hansénicas o tratamento é complementado com medicamentos que
na reacdo tipo 1 controlam a inflamac&o aguda, diminuem a dor e reduzem o dano neural. E
administrado a prednisona em doses baixas que podem ser diminuidas de acordo com a
melhora do quadro reacional do paciente. Para tratar o ENH € utilizado prednisona em doses
mais elevadas no comego e se 0s sintomas ndo tiverem uma melhora é administrado a
talidomida (WALKER; LOCKWOOD, 2006).
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2.6 Formas clinicas

A infeccdo pelo M. leprae apresenta uma variacdo no curso e cada individuo pode
diferenciar-se nesse quesito, sabendo disso, a classificacdo da hanseniase se torna importante
para a administragdo do tratamento adequado. Em 1953 durante o Congresso Internacional de
Hanseniase, em Madri, foi proposta uma classificacdo baseada em quatro grupos principais
baseados em critérios clinicos e pela baciloscopia e geralmente é aceitavel pela maioria das
pessoas. As formas tuberculdide e lepromatosa (virchowiana) sdo consideradas polos opostos
e imunologicamente estaveis, e as formas indeterminada e dimorfa compBe o grupo
imunologicamente instavel (TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015).

Com o avanco de estudos sobre a imunologia e a hanseniase, em 1966, Ridley e Joplin
propuseram uma nova classificacdo baseada em nos exames clinicos, histopatolégicos,
baciloscdpico e na imunologia dos pacientes frente a infeccdo avaliada através do teste de
Mitsuda. Esse novo método dividiu a hanseniase em cinco grupos, que se apresentam em um
espectro. Em um polo a forma tubercul6ide (TT), mais branda e com baciloscopia negativa,
no polo oposto a forma lepromatosa (LL), com lesbes mais graves e apresentando
baciloscopia positiva com numerosos bacilos. Entre essas duas formas polares existem as
intermediéarias, borderline tubercul6ide (BT), borderline borderline (BB) e borderline
lepromatosa (BL), que sdo imunologicamente instaveis e podem migrar para um dos polos
dependendo do tempo que o individuo é diagnosticado. A hanseniase também pode ser
classificada como indeterminada (I) e acontece com pacientes que ainda ndo desenvolveram a
resposta imune celular e sua caracteristica mais comum € a perda de sensibilidade térmica,
sem a habilidade distinguir entre algo quente e frio (RIDLEY; JOPLING, 1966; TALHARI;
TALHARI; PENNA, 2015). Uma representacdo grafica dessa descricdo de formas clinicas
pode ser visualizada na Figura 3.

As diferentes formas clinicas da hanseniase ativam tipos distintos de producdo de
citocinas da familia Thl e Th2. Individuos do polo tuberculoide secretam citocinas IL-2 e
INF-y (familia Thl) pertencentes a resposta imune mediada por células que impedem o
crescimento e proliferacdo do M. leprae, ja pacientes da forma mais grave da doenca,
lepromatosos, exibem uma producdo de citocinas IL-4 e IL-10 da familia Th2 e que estéo
relacionados com a resposta imune humoral e producéo de anticorpos (YAMAMURA et al.,
1991).
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Figura 3 — Formas clinicas da hanseniase pela classificacdo de Ridley e Joplin (1966) e a
classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude.

Paucibacilar Multibacilar

TT BT BB BL LL

Imunidade mediada

por células (Thl) [FN-y, IL-2

Imunidade humoral
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Carga bacilar

Fonte: Adaptado de Alter et al., 2011.

Nota: Tuberculéide (TT), Borderline tuberculdide (BT), Borderline borderline (BB), Borderline
lepromatoso (BL) e lepromatoso (LL). Estdo presentes também o tipo de citocina secretado por cada
tipo de resposta imune e a carga bacilar apresentada nos diferentes subtipos da hanseniase.

Para fins de tratamento a Organizacdo Mundial da Saude classificou os pacientes em
dois grupos de acordo com o resultado da baciloscopia e 0o nimero de lesbes. Essa
classificacdo resultou no grupo paucibacilar (PB) que apresenta resultado negativo na
baciloscopia e poucas lesdes (de uma a cinco) e multibacilar (MB) que apresentam grande
carga de bacilos e mais de cinco lesdes. Esse sistema proposto pela OMS é utilizado pelo
Ministério da Satde (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Além das formas clinicas classicas da hanseniase, os pacientes podem desenvolver
respostas imunoldgicas agudas tanto durante o tratamento quanto apds, essas complicagdes
sdo chamadas de reagdes e séo divididas em dois grupos principais: reacao reversa (RR) ou
reacdo do tipo 1 e eritema nodoso hansénico (ENH), podendo acometer de 30% a 50% dos
pacientes (SCOLLARD et al., 2006).

A reacdo reversa € caracterizada pelo inchaco e vermelhiddo das lesGes na pele,
inflamacdo do nervo com perda de capacidade motora e ocorre principalmente nas formas
clinicas borderline (BT, BB e BL), sendo o tipo mais comum de reacdo. Durante o tratamento
se caracteriza por uma melhora imunologica aumentando a resposta imune mediada por

células e pode representar uma transi¢do para TT, no entanto, é observado também uma piora
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levando ao aparecimento de novas lesdes semelhantes as encontradas em LL. O ENH é uma
reacdo mais severa e estd mais relacionado com as formas clinicas BL e LL no inicio do
tratamento. Ha a ocorréncia de eritemas dolorosos e nddulos subcutaneos, essas lesdes podem
ulcerar e necrosa e sdo encontradas em todas as partes do corpo. Um outro tipo de reacédo foi
recentemente descoberto, 0 Fendmeno de Lucio é uma reacao rara que atinge individuos ndo
tratados da forma lepromatosa. Uma das suas caracteristicas principais € o infiltrado bolhoso e
assim como 0 ENH as les6es podem ulcerar e necrosar. Casos como esse sao mais observados
na América Central, principalmente no México (FISCHER, 2017; VARGAS-OCAMPO,
2007).

Como o bacilo possui uma preferéncia pelas células de Schwann, a hanseniase pode
ser considerada também uma neuropatia e encontrar-se na forma neural pura (NP).
Considerada uma forma rara que apresenta aumento de um ou mais nervos periféricos que
podem ser dolorosos, causando perda de for¢ca muscular, se diferenciada forma TT pelo ndo
envolvimento de lesdes na pele (RIDLEY; JOPLING, 1966; TALHARI; TALHARI; PENNA,
2015).

2.7 Resposta imune e a hanseniase

A resposta imune inata constitui a resposta inicial a invasdo de microrganismos em
seres humanos, atuando na prevencao, no controle e na eliminacio do patégeno. E a primeira
linha de defesa do M. leprae com o hospedeiro, e devido a baixa patogenicade do bacilo
permite com que esse tipo de resposta desempenhe um papel significativo no estabelecimento
ou ndo da hanseniase e suas formas clinicas. As células dendriticas (DCs, do inglés denditric
cells) sdo células apresentadores de antigeno (APCs, do inglés antigen-presenting cells) e
estdo localizadas na pele e nas mucosas, sabendo que as vias aéreas superiores representam a
principal via de transmissdo do M. leprae, as DCs sdo as primeiras células a encontrar com 0s
bacilos e também sdo consideradas uma ponte entre a imunidade inata e a imunidade
adaptativa, é visto que a producdo de 1L-12, uma citocina pré-inflamatéria, pelas DCs em
resposta a antigenos micobacterianos pode levar a uma resposta imune adaptativa do tipo Thl
(DEMANGEL; BRITTON, 2000; SCOLLARD et al., 2006).

Os macréfagos séo células da imunidade inata e estdo predominantemente presentes
no trato respiratério superior, no entanto, também sdo encontrados na pele, mas em menor
namero. Eles sdo divididos em dois subtipos funcionais principais, M1 e M2, que apresentam

as respostas Thl e Th2, respectivamente. Embora, para fins de simplificacdo sejam divididos
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em apenas dois grupos, os macréfagos apresentam um espectro de diferenciacdo que depende
do estimulo encontrado frente & um patégeno (SICA et al., 2015). Na hanseniase, 0s
macrofagos desempenham um papel importante na patogénese da doenca, sendo o hospedeiro
primario do M. leprae ele apresenta/processa antigenos e secreta citocinas, bem como podem
eliminar o bacilo, no entanto, frente a uma resposta imune inata debilitada eles podem se
proliferar e com isso apresentar uma caracteristica esponjosa (do inglés, “foamy cells”)
devido a grande quantidade de bacilos, caracteristica essa que pode ser mais observada em
lesGes dos pacientes LL e foi descrito por Virchow em 1863 (MONTOYA; MODLIN, 2010;
SCOLLARD et al., 2006).

Pacientes dos polos TT e LL apresentam diferentes feno6tipos de macréfagos em suas
lesbes quando comparados entre si, 0 polo TT exibe macrofagos do tipo M1 que apresentam
citocinas pro-inflamatorias (IL-12, IL-6, IFN-y) as quais contém a proliferagdo do bacilo,
enquanto o polo LL apresenta uma predominancia de M2 que secretam proteinas anti-
inflamatorias (IL-10, IL-13). Diferenca também é observada nos tipos de reacGes, onde 0s
pacientes com RR exibem M1 e pacientes com ENH apresentaram o tipo M2 (DE SOUSA et
al., 2016; FACHIN et al., 2017).

A parede celular do M. leprae possui varios componentes que, na interacdo com a
imunidade inata, ativam os padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs, do inglés
Pathogen-Associated Molecular Patterns) que por sua vez sdo reconhecidos através dos
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs, do inglés Pattern Recognition
Receptors) que sdo expressos em monocitos, células dendriticas, neutrofilos e células
epiteliais do hospedeiro. Os PRRs também séo capazes de reconhecer os padrdes moleculares
associados ao dano (DAMPs do inglés, Damage-Associated Molecular Patterns) que sé&o
moléculas enddgenas que sdo produzidas e liberadas por células danificadas ou mortas. Os
principais PRRs descritos que atuam no reconhecimento do M. leprae sdo os receptores do
tipo Toll (TLRs) e os receptores tipo NOD (NLRs), mais precisamente o receptor NOD2 (do
inglés, nucleotide-binding oligomerization domain containing 2) (PINHEIRO et al., 2018).
Além da interacdo que ativa 0s PAMPs, o M. leprae também podem interagir com receptores
gue estdo associados com a adesdo e entrada do bacilo nos macréfagos e células de Schwann,
como o0 MRC1 (receptor de manose), a2-laminina e receptores do complemento.

Os receptores do tipo Toll (TLRs, do inglés, Toll-like receptors) pertecem a uma
familia de receptores transmembrana tipo | que contém um dominio extracelular rico em
leucinas, um dominio transmembrana e um dominio homdlogo chamado de receptor

toll/interleucina 1 que esta conservado no dominio citoplasméatico. A proteina Toll foi



35

descoberta em uma espécie de Drosophila adulta e foi visto que Toll desempenha uma
atividade antiflngica induzindo uma resposta imune inata. Com o avanco dos estudos, foi
encontrado um homélogo da proteina Toll, achada em Drosophilas, nos seres humanos que
possui a funcdo de um receptor do sistema imune e induz a resposta imune inata e adaptativa
em vertebrados (JEONG; LEE, 2011; LEMAITRE et al., 1996; MEDZHITOV; PRESTON-
HURLBURT; JANEWAY, 1997). Os TLRs sdo majoritariamente expressos em células do
sistema imune como macrdfagos e células dendriticas, no entanto, podem ser encontrados
também em células epiteliais e fibroblastos. Foram descritos 13 tipos de TLRs, que sdo
encontrados tanto em humanos quanto em camundongos; TLR1 até TLR9 é expresso em
ambos, TLR10 é encontrado apenas nos seres humanos e TLR11 até TLR13 estdo presentes
nos camundongos. Os TLRs se diferenciam tanto na sua localizacdo, sendo expressos no meio
intra (ex.: TLR3, 7, 8 e 9) ou extracelular (TLR1, 2, 4, 5 e 6) quanto no reconhecimento dos
PAMPs, nos quais alguns reconhecem lipidios e o lipopolissacarideo (LPS) (ex.: TLR1, 2 e 6)
e outros acidos nucleicos (TLR7, 8 e 9) (MCGETTRICK; O’NEILL, 2010; OOSENBRUG et
al., 2017). A Figura 4 ilustra a localizacdo e variabilidade dos componentes que podem ser

detectados pelos TLRs e que desencadeam as vias de sinalizacdo e montam a resposta imune.

Figura 4 — Localizagdo dos Toll-like receptors no meio extra e intracelular, bem como seus
ativadores.
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Fonte: Adaptado de Oosenburg et al., 2017.

Nota: Os TLRs extracelulares, como por exemplo o TLR1, podem detectar componentes da parede
celular de bactérias, enquanto os receptores intracelulares detectam PAMPs de patdgenos que
entraram dentro da célula, sendo capazes de reconhecer fitas de RNA.

A rota de sinalizacdo dos TLRs inicia-se a partir dos ligantes no dominio rico em

leucinas originando uma interacdo com proteinas sinalizadoras/adaptadoras das familias
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MyD88/IRAK/TRAF que transmitem uma cascata de sinalizacdo levando a ativagdo de
fatores de transcricdo (NF-kB, IRF-3) no qual facilitam a expressdo de citocinas pro-
inflamtérias ou IFN (MUKHERJEE; HUDA; SINHA BABU, 2019). Em biopsias de
pacientes com hanseniase foi observado uma maior expressdo dos heterodimeros TLR1/TLR2
em lesdes de individuos da forma polar TT quando comparado com os LL, sugerindo uma
maior participacdo desses TLRs na contencdo da infeccdo pelo M. leprae (KRUTZIK et al.,
2003). Examinando o papel do TLR2 na infeccdo pelo Mycobacterium tuberculosis, foi
notado uma expressdo de TNF-a que resultou na inducdo de uma resposta protetora contra a
referida micobactéria (UNDERHILL et al., 1999).

A ativacdo dos TLRs em macrofagos humanos, mais especificamente o0s
heterodimeros TLR1/TLR2, estdo envolvidos com o aumento da expressdo do gene que
codifica para o VDR (receptor de vitamina D, do inglés vitamin d receptor) levando a sintese
da catalecidina contra 0 Mycobacterium tuberculosis, mediando a atividade antimicrobiana.
Através do estimulo com ligantes diferentes de TLRs foi observado uma alta producdo de
catalecidina induzida por lipopolissacarideo e por DNA do M. tuberculosis (LIU et al., 2006;
RIVAS-SANTIAGO et al., 2008) Na hanseniase 0s niveis desse peptideo foram mais baixos
em pacientes tratados e ndo tratados quando comparado com individuos saudaveis, na
comparagdo entre os pacientes os niveis foram mais baixos naqueles que acabaram de ser
diagnosticados. Somando a esse fato, a presenca da forma ativa da vitamina D na
diferenciacdo de macréfagos induzidos por IL-15 aumentou a via anti-microbiana dependente
de vitamina D incluindo a producdo de catalecidina, formando uma resposta microbicida
contra o M. leprae (MATZNER et al., 2011; KIM et al., 2018).

Os miRNAS (microRNAs) fazem parte da familia de RNAs ndo codificantes que se
ligam a 3’UTR no seu mRNA alvo, suprimindo sua traducdo, e vém sendo descritos como
importantes moduladores da expressdo de genes da resposta imune, participando de processos
como inflamac&o e apoptose. Algumas proteinas sinalizadoras dos TLRs ou 0s préprios TLRs
sdo alvos dos miRNAs e este Gltimo pode desencadear varios processos regulatorios, além
disso, a expresséo de alguns miRNAs podem diminuir a ativacdo dos TLRs (BAYRAKTAR,;
BERTILACCIO; CALIN, 2019; O’NEILL; SHEEDY; MCCOY, 2011; TAGANOV et al.,
2006). Em lesdes de pacientes com hanseniase foi visto uma diferenciagdo de miRNAs entre
pacientes e controles, nas formas clinicas e nos estados reacionais, além disso, a expressao de
um miRNA especifico foi capaz de inibir a acdo da via antimicrobiana da vitamina D dos
TLR1/TLR2, evidenciando o envolvimento dos miRNAs na disseminacgdo do bacilo (LIU et
al., 2012; SOARES et al., 2017).
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Outro PRR que tem participacdo na infeccdo pelo M. leprae é o receptor NOD2, que
esta localizado no meio intracelular citosélico e pertence a familia NLRs (do inglés, Nod-like
receptors) que é capaz de reconhecer estruturas microbianas e ativar a resposta imune inata
controlando assim a inflamacdo. Essa familia possui aproximadamente 20 membros que
compartilham caracteristicas semelhantes, e assim como os TLRs, também possuem um
dominio rico em leucinas (MAGALHAES et al., 2011; MUKHERJEE et al., 2019). NOD1 e
NOD2 sdo os receptores da familia NLR que reconhecem o peptideoglicano da parede celular
das bactérias e participam da defesa do hospedeiro contra invasores induzindo respostas
antimicrobianas. Enquanto o NOD1 identifica o acido D-glutamil-meso-diaminopimélico, que
é encontrado majoritariamente em fragmentos de bactérias Gram-negativas, 0 NOD2 detecta
o muramil dipeptideo (MDP) que pode ser observado na maioria das bactérias (GIRARDIN et
al., 2003; MAGALHAES et al., 2011).

Embora NOD1 seja expresso na maioria dos tecidos e em diferentes niveis, NOD2 é
expresso majoritariamente em monocitos. Em relacdo aos seus dominios, em ambos 0s
NODs, sdo encontrados como dominios principais o dominio CARD de ativacdo (do inglés,
Caspase Recruitment Domain), no entanto, € observado dois destes no NOD2 e acredita-se
que seja a primeira proteina a apresentar essa caracteristica, diferente do NOD1 que apresenta
apenas um, e o dominio NBD (do inglés, nucleotide-binding domain), que é seguido de
sequéncias repetidas ricas em leucina. (OGURA et al., 2001). A estimulacdo do dominio
CARD do NOD1 e NOD2, através do reconhecimento do peptidioglicano das bactérias, leva a
uma ativacdo de vias como NF- kB e MAPK por meio do recrutamento de proteinas como a
RIPK2 (também conhecida como RIP2) que atuam como mediadores de sinalizacdo, e por
meio disso sdo capazes de induzir uma producéo de citocinas e quimiocinas, bem como uma
resposta antimicrobiana (CARUSO et al., 2014; MUKHERJEE et al., 2019). A Figura 5
ilustra o reconhecimento, ativacdo e sinalizacdo do NOD2 para montar uma resposta
antimicrobiana. O NOD2 também demonstrou que pode induzir a autofagia em células
dendriticas tratadas com MDP (muramil dipeptideo) e com o auxilio da sinalizagéo feita pela
RIPK2 (COONEY et al., 2010), além disso, em outro estudo foi observado um perfil de
resposta Th2 por meio da injecdo de MDP e, atuando em sinergia com a sinalizagdo dos
receptores Toll-like, 0 NOD2 apresentou um tipo de resposta Thl (MAGALHAES et al.,
2008). Ambos os estudos exibem a importancia da deteccdo dos PAMPs para o
aprimoramento da resposta imune.

Figura 5 — Ativacdo da resposta imune através do reconhecimento e sinalizacdo feito pelo
receptor NOD?2.
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Fonte: Adaptado de Billmann-Born et al., 2011.
Nota: O receptor NOD2 reconhece o MDP e muda sua conformagdo ao se ligar com a proteina
adaptadora RIP2 que resulta na ativacdo do fator de transcricdo NF-kB e leva a uma liberacdo de
quimiocinas e outras moléculas antibacterianas.

Muito se tem visto sobre o papel do NOD2 na infecgdo bacteriana, no entanto, ha
estudos sobre a relacdo desse receptor com outros tipos de infec¢Bes, como por exemplo na
infeccdo viral, onde ele pode agir como PRR viral e desencadear a ativacdo de fatores de
transcricdo (IRF3) que sdo dependentes de MAVS (do inglés, mitochondrial antiviral
signaling) e levando a produgdo de INF do tipo | como IFN-B (SABBAH et al., 2009;
VISSERS et al., 2012). Camundongos deficientes do gene NOD2 durante uma infeccdo
causada por um protozoario demonstraram uma diminuigdo da producdo de IFN-y e células T
deficientes do receptor NOD2 exibiram uma baixa secre¢éo de IL-2 resultando em uma pobre
diferenciacdo da resposta imune pela célula T helper, esse achado sugere que NOD2 participe
da promocéo da diferenciacao das respostas Thl e Th2 (SHAW et al., 2009).

O papel desempenhado por NOD2 na hanseniase foi observado por Schenk e
colaboradores, que demonstraram a ativacdo de mondcitos e a inducdo na sua diferenciacédo
em células dendriticas através do ligante do NOD2 (MDP) a partir de um mecanismo
dependente de IL-32, que se mostrou mais capaz de apresentar antigenos do MHC | quando
comparado com células derivadas de mondcitos (GM-CSF), onde estas foram mais expressas
nos receptores TLR1/2. Além disso, 0s mesmos autores mostraram que a proteina IL-32 foi
encontrada em abundancia em lesdes de pacientes da forma polar TT, enquanto poucas
concentracdes foram vistas em lesdes provenientes de LL, sugerindo um papel importante da
IL-32 via NOD2. Em outro estudo, os autores observaram que o reconhecimento do MDP
pelo M. leprae in vitro ndo difere do que acontece naturalmente na maioria das bactérias
(SCHENK et al., 2012, 2016).

A resposta imune adaptativa se caracteriza em dois tipos principais, a resposta tipo 1
(ou celular) e tipo 2 (humoral), também chamadas de Thl e Th2, respectivamente. Esses dois
grupos de células T frente a microrganismos produzem classes diferentes de citocinas, IL-2 e
IFN-y, sdo produzidas pela resposta Thl, enquanto que Th2 produz citocinas como IL-4 e IL-
10, e em ambas ha secrecdo de IL-3 e TNF-a (MOSMANN et al., 1986; MOSMANN; SAD,

1996). Na infeccdo pelo M. leprae os pacientes desenvolvem diferentes expressdes de Thl e
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Th2 no espectro das formas clinicas e também nas reagdes, influenciando na susceptibilidade
ou resisténcia & hanseniase.

A relacdo entre hanseniase e respostas Thl/Th2 foi observada por Yamamura e
colaboradores (1991) que relataram que citocinas do perfil inflamatorio Thl (IL-2 e IFN-y)
foram vistas em lesdes de pacientes do polo TT em contraste com a resposta exibida pelas
lesbes dos pacientes LL que foi caracterizada pela secre¢do de citocinas 1L4, IL-5 e IL-10
(Th2). A resposta Thl frente a infeccdo pelo bacilo € mais eficaz e outros estudos também
confirmaram essa hipotese. No polo LL a resposta Th2 resulta na producdo de anticorpos
pelos linfécitos B, no entanto, como M. leprae é microrganismo intracelular ela se torna
menos eficiente para eliminagdo do bacilo e assim resultando em um aumento da inflamacao,
0 que € observado nas formas clinicas mais graves (RODRIGUES et al., 2017; VENTURINI
etal., 2011).

Outro subgrupo de linfocitos CD4+ que participa da regulacdo da infeccdo na
hanseniase é o Thl7 que sdo células que produzem principalmente citocinas IL-17. Essas
células ja foram associadas a doencas infecciosas, como tuberculose e leishmaniose
(GONZALEZ-LOMBANA et al., 2013; TORRADO; COOPER, 2010).

Pacientes do polo TT apresentaram uma maior producdo de citocinas IL-17A (tanto
nas lesdes, quanto no soro) e IL-6 quando comparadas com pacientes LL apresentando reacao
ou ndo, mostrando-se importante no controle da proliferagdo do bacilo e na sua contencéo.
Além disso, pacientes que tiveram um aumento na producdo de INF-y (Th1) foram propensos
a apresentar reacfes (QUARESMA et al., 2015; SANTOS et al.,, 2017). Em um estudo
também com o M. leprae os autores sugeriram que o perfil Th17 pode estar relacionado a
células T ndo polarizadas (ThQ0) onde foi notado uma expressao simultanea de IFN-y e IL-4,
citocinas que sdo vistas nas respostas Thl e Th2, respectivamente (SAINI; RAMESH; NATH,
2013).

Embora tenha-se visto um papel protetivo do perfil Th17, em pacientes com ENH foi
observado um aumento da expressdo da IL-17A antes e depois do tratamento com talidomida,
outras citocinas como IL-17B (IL-20) e foram vistas somente antes do tratamento, ja o fator
de transcrigdo RORyT, que implica na ativagdo de Thl7, s6 foi detectado depois do
tratamento. Resultado semelhante foi encontrado em estudo avaliando a populagéo brasileira
onde houve um aumento tanto na producdo de IL-17 e de TGF-B, que é importante na
diferenciacdo de Th17, em lesdes de pacientes com ENH (COSTA et al., 2018; MARTINIUK
etal., 2012).
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Ainda, mais um subgrupo de células T vem sendo associado com a hanseniase, sdo as
Treg (T reguladoras) também chamadas de CD4* CD25"9"FoxP3* por expressarem em grande
quantidade CD25 e o fator de transcricdo FoxP3 que é importante no seu desenvolvimento e
funcdo, podendo induzir imunossupresséo e ser um bom marcador dessas células, além disso
TGF-p (fator de transformacdo de crescimento beta, do inglés transforming growth fator beta)
é necessario para manter a expressdo de FoxP3 (FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003;
MARIE et al., 2005).

O papel das Trg na hanseniase é pouco elucidado e alguns resultados podem se
apresentar controversos, estudos mostraram um aumento das células T reguladoras tanto em
lesGes quanto no meio intracelular de LL quando comparadas com o0s pacientes apresentando
as formas mais brandas da doenca (TT e BT), como também a producdo de TGF-B. Por outro
lado foi vista uma redugdo de TGF-p e diminuicdo de Trg nas reacbes hansénicas
(BOBOSHA et al., 2014; SAINI et al., 2016). Outros estudos indicaram um aumento na
frequéncia de Treg em pacientes TT e nos que apresentaram a forma neural pura. Nos estados
reacionais também foi notado um aumento, onde RR apresentou maior nivel de Treg em
contraste com ENH, e por fim, concentraces de TGF-B no soro foram maiores em pacientes
do que em controles sendo expressa também em lesdes nos pacientes com ENH (ATTIA et
al., 2014; COSTA et al., 2018). Esses resultados também apresentaram um envolvimento da
resposta Th17 que € induzida pelo TGF-B, o que evidencia a complexidade da resposta imune

frente a infeccdo pelo M. leprae.

2.8 A genética e hanseniase

2.8.1 Estudos de associacao genética

Gracas ao avanco dos estudos na area medicina moderna e biologia, hoje sabemos que
a genética desempenha um papel importante no desfecho de varias doencas infecciosas.
Dentre essas doengas encontra-se a hanseniase, tendo em vista que o bacilo possui pouca
variabilidade em seu genoma, a genética do hospedeiro juntamente com os fatores ambientais
desempenha um papel importante desfecho da hanseniase e também das suas formas clinicas
(COLE et al., 2001; SCOLLARD et al., 2006).

Os estudos de associacdo genética servem como uma ferramenta para analisar a
existéncia de fatores genéticos nos hospedeiros que possam vir a contribuir para a existéncia

de uma susceptibilidade ou protecéo a determinadas doencas. Através da comparagéo aléelica
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de um marcador genético entre os individuos que sdo afetados por uma doenca e pessoas
saudaveis, podemos observar se um alelo é especifico para determinada condi¢cdo quando
houver diferenca significativa entre as duas popula¢cdes (PREVEDELLO; MIRA, 2007).

No genoma humano existem varios tipos de marcadores genéticos como 0S
polimorfismos de microssatélite (STR, do inglés, short tandem repeat), de mini-satélite
(VNTR, do inglés, variable number of tandem repeats) e polimorfismos de base tnica (SNP,
do inglés, single nucleotide polymorphism) que sdo importantes nos estudos genéticos.
Devido a sua frequéncia nas populac6es e sua ampla distribuicdo ao longo do genoma, quando
comparado com os outros dois tipos, os SNPs sdo os mais utilizados nos estudos genéticos de
associacao. Os SNPs sdo mutacgdes pontuais bialélicas que estdo amplamente distribuidas na
populacdo mundial e que ocorrem em uma frequéncia maior que 1%. Os SNPs sao
importantes pois quando estdo localizados em regifes codificantes podem alterar a sequéncia
de aminoé&cidos resultando em varia¢cdes nas funcbes das proteinas, ou nas suas estruturas
(MORAES et al., 2006; PACHECO; MORAES, 2009).

Em comparacdo a outros tipos de investigacdes genéticas, os estudos de associacdo
possuem um grande poder estatistico devido a utilizacdo de genes candidatos em grandes
populagdes. Os genes candidatos sdo escolhidos baseados no seu papel no desfecho da
doenca e em investigacOes de associacBes genéticas anteriores (PREVEDELLO; MIRA,
2007; RISCH; MERIKANGAS, 1996). Na hanseniase os genes candidatos sdo aqueles que
participam de vias pro e anti-inflamatorias, bem como em receptores da resposta imune que
desempenham papel importante na contencdo da infeccéo pelo bacilo.

Um dos desenhos de estudo genético de associagdo mais utilizado quando se pesquisa
sobre a hanseniase é o0 do tipo caso-controle, o qual inclui a coleta de amostras de individuos
que foram acometidos pela doenca em uma determinada populacéo e de individuos saudaveis,
e se observa a frequéncia de determinado marcador genético em ambos os grupos. Um dos
desafios em estudos caso-controle é a selecdo da populacdo a ser estudada, uma vez que a
escolha do grupo dos casos deve ser feita apoiada em diagnosticos médicos para assegurar
gue a pessoa incluida seja realmente definida como um caso. Para a escolha do grupo de
individuos ndo afetados (controles) além das pessoas serem da mesma localidade que o grupo
de casos € importante que tenham sido expostos ao agente causador da doenca e mesmo assim
ndo desenvolverem a doenca. Vale ressaltar também a importancia do tamanho amostral, que
nédo deve ser pequena demais levando a uma néo representatividade da populagéo e a um fraco
poder amostral, como também ndo precisa ser muito grande devido a ponto de levar custos
desnecesséarios (LEWIS; KNIGHT, 2012; PACHECO; MORAES, 2009).
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Outra ferramenta que pode ser usada em investigacOes de associacdo genética € o
GWAS (do inglés, genome-wide association study), que pode ser considerado caso-controle,
onde se avalia a variagdes genéticas causais de todo o genoma de muitos individuos em varias
doencas simultaneamente sem uma hipdtese anteriormente investigada, que pode detectar
variantes genéticas utilizando os marcadores do tipo SNPs. Embora 0 GWAS seja um bom
método para a identificacdo e mapeamento de genes que possam ser importantes no desfecho
de doencas, alguns cientistas acreditam que o custo, o trabalho para realizar essa metodologia
e a falta de resultados clinicamente significantes sejam problemas pertinentes (BURTON et
al., 2007; HIRSCHHORN; DALY, 2005; VISSCHER et al., 2012).

2.8.2 Influéncia da genética na susceptibilidade a hanseniase

A participacdo da genética como fator decisivo na infeccdo pelo M. leprae foi
abordada através de estudos envolvendo familias e com gémeos, nesse segundo, foi
demonstrado que houve uma maior frequéncia da ocorréncia da hanseniase nos monozigoticos
guando comparados com os dizigoticos e foi também observado uma associacdo entre as
formas clinicas e os gémeos monozig6ticos (ALI; RAMANUJAM, 1966; SHIELDS;
RUSSELL; PERICAK-VANCE, 1987). Os componentes genéticos que estdo envolvidos na
susceptibilidade a hanseniase foram analisados por segregacdo complexa e, por meio deste foi
possivel observar que genes recessivos e codominantes influenciaram no desfecho da
hanseniase per se e na forma paucibacilar (ABEL; DEMENAIS, 1988).

Vaérias sdo as evidéncias que apontam a genética do hospedeiro como uma das causas
determinantes que predisp@e a hanseniase. Diante desse aspecto frente ao curso natural da
doenca podemos afirmar que os fatores genéticos do individuo podem atuar em trés estagios
diferentes: no controle da infec¢cdo pelo M. leprae independente da forma clinica, no desfecho
das formas clinicas e nos episodios reacionais (MORAES et al., 2006; SAUER et al., 2015)
(Figura 6).

Figura 6 — Genética como fator determinante no curso natural da hanseniase e nos diferentes
estagios da doenca.
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Fonte: Adaptado de Sauer et al, 2015.
Nota: PB= paucibacilar. MB= multibacilar. RR= reag&o reversa. ENH= eritema nodoso

hansénico.

2.9 Principais genes da resposta imune e a hanseniase

2.9.1 Genes da resposta imune inata

Os primeiros estudos que relacionaram genes com a hanseniase apontaram a regido
10p13 do cromossomo com risco a forma paucibacilar da doenca na populacdo indiana.
Posteriormente, 0 mesmo tipo de estudo foi reproduzido com uma populacdo do Vietnad e
constatou que a regido 10p13 no cromossomo estava associado com a forma paucibacilar e a
regido 6925 relacionada com a susceptibilidade a hanseniase per se (independente das formas
clinicas) (MIRA et al., 2003; SIDDIQUI et al., 2001). Na mesma regido dos dois estudos
(10p13) encontra-se o gene MRC1 que codifica para o receptor de manose, outros autores
constataram que 0 SNP rs1926736 (396G>S) associou-se com a hanseniase per se e com a
forma multibacilar em populacgdes do Brasil e Vietnd (ALTER et al., 2010).

Os TLRs possuem um papel importante na imunidade inata frente microorganismos
como o M. leprae, e estudos envolvendo o gene que codifica para esse receptor apontam
marcadores de susceptibilidade ou protecdo para a hanseniase. Em duas populagdes da india,
a variante C do SNP ndo-sinbnimo rs5743618 (1805C>A) do TLR1 (troca de aminoacido
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1602S) foi associado com protecdo a hanseniase. (WONG et al., 2010a). O primeiro estudo
funcional que analisou o impacto do SNP rs5743618 (1805C>A) foi realizado na Turquia e
demonstrou que individuos homozigotos para o 1805C apresentaram baixa expressao nos
niveis de TLR1 estando isso relacionado a uma deficiéncia na sua funcdo. Quando esse SNP
foi avaliado em pacientes observou-se uma associagdo com protecdo a hanseniase, sugerindo
que essa diminuicdo da fungéo tem efeito protetor (JOHNSON et al., 2007). No entanto, dois
estudos, um com populacdo brasileira e outro com indiana ndo encontraram resultados
significativos acerca desse polimorfismo e a hanseniase (DE SALES MARQUES et al., 2013;
SURYADEVARA et al., 2017).

Um segundo SNP no gene TLR1 que vem sendo estudado quanto sua relagdo com a
hanseniase, é 0 rs4833095 (743T>C) que altera a posicdo do aminoacido N248S. Um estudo
caso-controle em Bangladesh na india constatou que homozigotos 743C foram associados
com risco a hanseniase per se. Em populacbes do sudeste brasileiro esse polimorfismo foi
associado a hanseniase per se em estudos caso-controle e confirmado através de um estudo de
familia. Outro estudo realizado no sudeste do Brasil mostrou que a variante heterozigota desse
SNP possui um efeito protetor contra a hanseniase em mulheres (ALVARENGA NIITSUMA,;
FERNANDES; LANA, 2018; DE SALES MARQUES et al., 2013; SCHURING et al., 2009).

Na familia dos TLRs ainda ha outros SNPs podem desempenhar um papel importante
na hanseniase. Um estudo conduzido na Etidpia encontrou dois polimorfismos, 0 rs4986790
(896G>A) e 0 rs4986791 (1196C>T), no gene TLR4 que foram associados com protecdo a
hanseniase. No Brasil, 0 alelo T do SNP rs3804099 (597T>C) no TLR2 conferiu risco a
hanseniase em uma populacéo do nordeste (BOCHUD et al., 2009; SANTANA et al., 2017).

Um estudo do genoma completo realizado em 2009 na populacdo chinesa foi o
primeiro a associar variantes do NOD2 com a hanseniase. Dois SNPs (rs9302752 e
rs7194886) foram associados com doenca, além disso, também foram associados a forma
mais clinica mais grave (multibacilar). Esse estudo também revelou variantes nos genes
CCDC122, CD13o0rf31, TNFSF15, HLA-DR-DQ, RIPK2 e LRRK2 associados com 0 risco ao
desenvolvimento da hanseniase (ZHANG et al., 2009). Uma replicacdo dos SNPs no NOD2
do estudo de Zhang e colaboradores (2009) foi conduzido com populacdes da india e Africa
Ocidental, no entanto, ndo foi encontrada nenhuma associa¢do dos mesmos com a hanseniase
(WONG et al., 2010b). Um estudo mais detalhado avaliou varios SNPs na regido
cromossémica do NOD2 no Nepal e sua relacdo com a hanseniase. Dos 32 polimorfismos
investigados, oito foram associados com susceptibilidade a doenga per se e 16 estiveram

relacionados com os estados reacionais, sendo sete conferindo protecdo a RR e 0s outros sete



45

associados ao aumento do ENH (BERRINGTON et al., 2010). Os polimorfismos rs2111234 e
rs3135499 no NOD2 na populacéo brasileira se mostraram associados a prote¢do em estudos
com familias e 0 rs8057341 também se mostrou com efeito protetor contra a hanseniase
qguando avaliado em casos e controles. Além disso, 0 SNP rs751271 se associou com 0
desenvolvimento de rea¢6es (LETURIONDO et al., 2020; SALES-MARQUES et al., 2014,
2017).

O GWAS realizado por Zhang e colaboradores (2009) encontrou uma associacdo dos
genes CCDC122-LACC1, com susceptibilidade a hanseniase na populacdo chinesa. Em
seguida, um estudo caso-controle feito Wong e colaboradores (2010) também confirmou a
associacao desses genes com a hanseniase em duas populac@es, indiana e africana. Esses dois
genes fazem parte do mesmo locus, no entanto, enquanto a funcdo do CCDC122 continua
desconhecida, o gene LACC1 que codifica para a proteina homoénima estd envolvida com
varios processos imunoldgicos, dentre eles a regulacdo das vias MAPK e NF-kB induzidas
por NOD2, secrecdo de citocinas e atividade microbicida em mondcitos derivados de
macrofagos primarios humanos (LAHIRI et al., 2017). Trés SNPs do GWAS foram
replicados em um estudo envolvendo familias do Vietnd e os autores encontraram resultados
semelhantes observados na populacdo chinesa. Investigando variantes diferentes do
CCDC122-LACC1, foi obtido um resultado diferentes dos anteriores, 0s SNPs rs4942254 e
rs2275252 apresentaram um efeito protetor contra a hanseniase na populacdo brasileira tanto
em estudo caso-controle, quanto com familias (GRANT et al., 2012; SALES-MARQUES et
al., 2014).

Um mapeamento do genoma realizado atraves de estudo com familias no Vietna teve
como resultado a identificacdo da regido 625 associada com a hanseniase per se. Essa regido
foi posteriormente estudada em mais detalhes, e foram encontrados os genes PRKN
(anteriormente chamado de PARK?2) e a sua regido co-reguladora PARCG. Através de analise
multivariada foram vistos dois SNPs do PRKN (rs9356058 e rs1040079) que capturavam toda
a informac&o de associacdo com a susceptibilidade a hanseniase (MIRA et al., 2003, 2004). A
parkina é uma E3 ubiquitina ligase, uma proteina codificada por PRKN, é importante no
metabolismo de ubiquitinacdo celular que atua na transferéncia, na modificacao e sinalizacéo
para a degradacdo de proteinas e também se mostra importante na regulacdo da imunidade.
Mutacgdes nesse gene sdo encontradas principalmente em pessoas com a doenca de Parkinson.
No contexto de doengas infecciosas, a diminuicdo de PRKN nas células de Schwann e nos
macrofagos estimulados com M. leprae prejudica a produgdo das citocinas pro-inflamatérias
IL-6 e MCP-1 (DE LESELEUC et al., 2013; SCHURR et al., 2006). Um mapeamento de



46

associacdo de alta densidade nos genes PRKN e PARCG encontrou dois SNPs (rs1333955 e
rs2023004) que foram associados & hanseniase per se em uma populacdo do Vietna e da india
em dois tipos de estudos diferentes, com familia e caso-controle, respectivamente. Além
disso, na populacédo vietnamita os autores observaram que o SNP rs1040079 € um fator de
risco para o inicio precoce da hanseniase. No entanto, um estudo caso-controle conduzido na
populagdo do Amazonas ndo observou nenhuma associacdo entre os SNPs rs9356058 e
rs1040079 com hanseniase, 0s quais foram previamente relacionados em populacdes do
Vietna e india (ALTER et al., 2013; LETURIONDO et al., 2020).

Por fim, a expressdo do VDR (receptor de vitamina D, do inglés vitamin D receptor)
induz uma resposta imune microbicida contra micobactérias através da producgéo de peptideos
antibacterianos, iniciando uma resposta imune efetiva. Analisando a relacdo entre os niveis de
vitamina D e a expressdo do gene VDR em uma populacdo indiana, foi revelado que os
pacientes que tinham uma diminuicdo no mMRNA do VDR tinham apresentado ENH, e em
conjunto a isso eles exibiram pouca proteina do receptor de vitamina D (MANDAL et al.,
2015). Em outro estudo realizado na india os autores observaram que a expressdo do VDR foi
menor nos pacientes quando comparado com os controles, no entanto, foi maior em pacientes
com ENH, contrastando com o estudo anterior. Além disso, os polimorfismos Taqgl
(rs731236) e Fokl (rs2228570) do VDR foram significativamente maiores em pacientes do
que em controles, sugerindo risco a hanseniase, ja com a variante Apal (rs7975232) néao foi
encontrado resultado significante (SINGH et al., 2018). Os polimorfismos Fok1 (rs2228570),
Bsml (rs1544410), Apal (rs7975232), e Tagl (rs731236) foram investigados na populacédo
brasileira, nenhuma associacdo foi vista quando investigado as frequéncias alélicas e
genotipicas, no entanto, quando avaliados os hapl6tipos formados por esses SNPs foi
observada uma associacdo com protecdo a hanseniase per se e a forma multibacilar. No
Nepal, as variantes Fokl, Bsml e Tagl ndo foram associadas nem protecdo ou risco a doenca
(PEPINELI et al., 2019; SAPKOTA et al., 2010).

2.9.2 Genes da resposta imune adaptativa

A IL-10 é uma citocina anti-inflatéria secretada em altos niveis por pacientes das
formas mais graves da hanseniase. O gene IL10, o qual codifica essa proteina esta localizado
na regidao 1931-g32 do cromossomo, nesse locus também estdo outros genes de citocinas
(IL19, IL20 e 1L24) que j& foram associadas a outras doengas de pele (CHUNG et al., 2007,

KOKS et al., 2005). Em relacdo a hanseniase, o principal polimorfismo estudado é o
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rs1800871 (-819C>T) que esta localizado na regido promotora. O alelo -819T desse SNP ja
foi associado com risco ao desenvolvimento da hanseniase em populagfes da india e Brasil,
além disso essa associacdo foi confirmada através de uma meta-anélise (ALVARADO-
ARNEZ et al., 2015; PEREIRA et al., 2009; TARIQUE et al., 2015). A variante -1082G>A,
também na regido promotora, demonstrou estar associada ao risco da infeccéo pelo M. leprae
em pacientes homozigotos para o alelo G na india, no entanto, contrastando com esse estudo,
na populacdo chinesa os homozigotos para o alelo A que estavam associados a infeccéo
(CHEN et al., 2013; TARIQUE et al., 2015, 2020).

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major
Histocompatibility Complex) nos humanos é denominado sistema HLA (do inglés, Human
Leukocyte Antigen), e o gene do complexo estd localizado no cromossomo 6 e realiza a
apresentacdo de peptideos para os linfécitos T durante a ativacdo da imunidade adaptativa. Os
genes localizados no HLA sdo considerados os mais polimorficos em humanos (TURNER,
2004). Em 2009, Wong e colaboradores realizaram um GWAS onde foi confirmada a
participacdo do HLA classe | no locus HLA-B-C e classe Il no locus HLA-DR-DQ na
hanseniase. Em estudos independentes, usando o desenho caso-controle em populacbes
brasileiras, indianas e taiwanesas, genes localizados no HLA classe | e classe Il foram
associados tanto com protecdo quanto com susceptibilidade a hanseniase. Ademais, o estudo
de Souza-Santana e colaboradores (2015) tambeém observou uma associacéao significante com
0 HLA-B*15 (classe 1) e reacdo reversa (DE SOUZA-SANTANA et al., 2015; HSIEH et al.,
2010; WONG et al., 2010a).

Localizado na regido HLA classe 111, o gene TNF, principalmente o SNP rs1800629 (-
308G>A) que esta na regido promotora, € um dos mais investigados na hanseniase devido ao
papel importante da sua citocina na estabilizacdo da formacdo de granuloma na infeccao por
M. leprae. Cardoso e colaboradores (2011) executaram estudos independentes de caso-
controle e de familia com esse SNP, além disso, foram incluidos estudos disponiveis na
literatura para a realizacdo uma meta-analise. Foi observado uma associagdo a protecdo contra
hanseniase tanto nos estudos independentes quanto na meta-analise. Em 2017, em uma meta-
anélise mais atualizada, os autores ndo encontraram nenhuma associacdo com a populagéo no
geral e a hanseniase, apenas na analise de subgrupo que foi visto um efeito protetivo na
populacdo da America Latina (AREESHI et al., 2017; CARDOSO et al., 2011b). Essa
variante possui resultados controversos relacionado a sua associagdo com a hanseniase em
populagdes da india, Brasil e Nepal (LETURIONDO et al., 2020; SAPKOTA et al., 2010;
TARIQUE et al., 2015). Um estudo investigando outro SNP na regido promotora do gene
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TNF, 0 rs1799964 (-1031T>C), observou que homozigotos para -1091C estavam associados a
protecdo contra a hanseniase no estado do Amazonas quando comparado casos e controles
(SILVA et al., 2015).

O gene INFG localizado na regido 12g14 do cromossomo codifica para a citocina
INF-y que desempenha um papel importante no controle das infec¢des por invasores
intracelulares como M. leprae. Estudos do SNP rs2430561 (+874T>A) na populacéo
brasileira mostraram que a variante +874T mostrou um efeito protetivo contra a hanseniase,
ademais, os autores observaram uma grande liberacdo de INF-y por esses individuos. Na
populacdo chinesa os autores falharam ao associar esse SNP a hanseniase, no entanto, a
variante rs3138557 apresentou uma repeticdo de alelos CA foi associada a forma clinica MB
(CARDOSO et al., 2010; WANG et al., 2012). Posteriormente, Silva e colaboradores (2014)
realizaram uma meta-andalise que confirmou a associa¢do com protecdo a hanseniase do alelo
+874T. Resultados semelhantes foram encontrados em outra meta-analise avaliando esse
mesmo SNP e sua relagdo com a tuberculose (PACHECO; CARDOSO; MORAES, 2008;
SILVA et al., 2014).

3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia de polimorfismos genéticos em genes da resposta imune
(rs4833095-TLR1 e rs8057341-NOD?2) e sua relagdo com a hanseniase per se e sua
classificacdo operacional em uma populagéo alagoana.

3.2 Objetivos especificos

e Construir um desenho do tipo caso-controle na hanseniase em uma populagéo
de Alagoas;

e Caracterizar as frequéncias genotipicas, alélicas e de carreadores de alelo dos
SNPs rs4833095-TLR1 e rs8057341-NOD2 na populacéo estudada;

e Investigar a associacdo dos SNPs caracterizados com a hanseniase através da
comparacéo da distribuicéo de frequéncias em casos e controles;

e Investigar a associacdo dos SNPs do presente estudo com a classificacdo

operacional dos pacientes;

e Realizar um estudo de revisdo sistematica e meta-analise incluindo

polimorfismos no gene TLR1 e a associa¢do com a hanseniase.

4. METODOLOGIA
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4.1 Populagéo e desenho experimental

O presente trabalho caracteriza-se por um estudo de associacao genética retrospectivo
do tipo caso-controle realizado no municipio de Arapiraca no interior de Alagoas. Os
pacientes recrutados para esse estudo foram diagnosticados no Centro de Referéncia Integrada
de Arapiraca (CRIA), e adicionalmente pacientes que residem em Penedo e Santana do
Ipanema também foram recrutados. A partir dos dados contidos nos prontuarios de cada
paciente foram coletadas informacdes sociodemogréficas e clinicas, as quais foram agrupadas
em uma planilha Excel do pacote Microsoft Office 2013. Depois da coleta de informagdes,
todos os pacientes foram agrupados de acordo com forma clinica seguindo os critérios da
classificacdo de Madri (Indeterminada, Tubercul6ide, Dimorfa e Virchowiana) e a
classificacdo operacional foi a sugerida pela OMS, sendo multibacilar (MB) e paucibacilar
(PB). O grupo controle foi composto por individuos saudaveis, sem histérico de doencas
infecciosas provenientes de Alagoas, que iam realizar a doagdo de sangue no Hemocentro de
Alagoas Unidade Arapiraca (Hemoal Arapiraca). As idas ao CRIA foram feitas nos dias de
atendimento para os pacientes com hanseniase (tercas e quintas-feiras), e as coletas de
amostras foram realizadas no periodo de 14/09/2017 até 27/05/2021; no Hemoal (Arapiraca)
as coletas foram feitas as quartas, quintas e sextas-feiras durante 17/04/2018 e 07/02/2020. Os
pacientes de Santana do Ipanema e Penedo foram recrutados entre os dias 07/05/2019 e
27/11/2019, quando também foram realizadas as coletas de amostras. Todos os individuos
foram informados sobre os objetivos da pesquisa e 0s que aceitaram participar do estudo
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para o fornecimento da
amostra biologica.

4.2 Coleta do material bioldgico

Dos individuos que aceitaram participar do estudo foram coletados aproximadamente
4mL de sangue total periférico um tubo de coleta & vacuo que foi destinado a extracdo de
DNA (tubo com EDTA). As coletas de sangue foram realizadas por enfermeiros e enfermeiras
responsaveis em cada um dos locais de recrutamento. Apds a escolha do local a ser
puncionado foi feita assepsia com alcool 70% e em seguida realizada a pungdo venosa. Todas
as amostras foram etiquetadas e possuiam informac6es como o ID (nimero de identificacdo
no banco de dados do estudo), abreviagédo do nome, sexo, data de nascimento, data de coleta e

local. Cada amostra identificada foi acondicionada em recipiente térmico para a manutengéo



51

da temperatura durante o transporte até o Laboratorio de Biologia Molecular e Genética na
Universidade Federal de Alagoas campus Arapiraca.

4.3 Extracdo de DNA

As amostras de sangue de pacientes e controles foram extraidas a partir do metodo de
salting-out (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988) com algumas modificacdes (Apéndice A).
Essa etapa foi realizada no Laboratdrio de Biologia Molecular e Genética.

Apo0s a extracdo todas as amostras foram avaliadas quanto a sua pureza e qualidade
pelo método de quantificacdo de &cidos nucleicos através da medicdo da razdes de
absorbancia nos comprimentos de onda 260nm e 280nm (nanémetro) no equipamento
BioMate 3S Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific) e em seguida armazenada em um

freezer a -20 °C.

4.4 Genotipagem

Os SNPs dos genes TLR1 (rs4833095) e NOD2 (rs8057341) foram genotipados
aplicando a técnica de discriminacgdo alélica por PCR (reacdo em cadeia da polimerase) em
tempo real. A escolha desses SNPs se deu pelo envolvimento dos mesmos com a hanseniase
em varias populacbes, incluindo o Brasil (DE SALES MARQUES et al., 2013;
LETURIONDO et al., 2020). Esses genes codificam para receptores da resposta imune inata e
ativacdo de vias efetoras que sdo essenciais na defesa contra 0 M. leprae (JOHNSON et al.,
2007; SCHENK et al., 2012).

Nesse ensaio sdo utilizadas sondas fluorescentes especificas para cada alelo do gene
que estd se investigando, a inferéncia dos gendtipos foi baseada na intensidade de
fluorescéncia como mostra a Figura 7A e B. Em todas as reac6es foram utilizadas um controle
negativo (reacdo feita apenas com os reagentes para verificar possivel contaminacéo, sem a
adicdo de DNA). A técnica de PCR utiliza sondas que emitem florescéncia para cada alelo
especifico, na Figura 7A e B podemos observar varios pontos com trés cores distintas, onde
cada ponto representa um individuo e cada cor determina o gendtipo que cada pessoa
amplificou, a cor azul mostra homozigose para o alelo 1, o verde significa que o sujeito é
heterozigoto e o vermelho é homozigoto para o alelo 2. O quadrado preto representa o

controle negativo.
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As reacOes de PCR em tempo real foram realizadas por meio do ensaio com sondas
TagMan (Applied Biosystems) de acordo com instru¢fes sugeridas pelo fabricante, e as

amplificacdes foram executadas no equipamento StepOne Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems) do Laboratdrio de Biologia Molecular e Genética.

Figura 7 — Representacdao grafica dos resultados obtidos por meio da técnica de PCR em
tempo real por discriminagéo alélica.
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Fonte: dados da autora, 2021.

Nota: (A) discriminacdo alélica do SNP rs8057341 (gene NOD2), mostrando os gendtipos CC
(azul), TT (vermelho) e CT (verde); (B) discriminacdo alélica do SNP rs4833095 (gene
TLR1), mostrando os genotipos TT (azul), CC (vermelho) e TC (verde). O quadrado preto
representa o controle negativo da reacao.

4.5 Analise de dados

As frequéncias genotipicas nos genes TLR1 (rs4833095) e NOD2 (rs8057341) em
pacientes e controles foram avaliadas quanto a desvios no Equilibrio de Hardy-Weinberg
através do teste de qui-quadrado (y?). Foi-se comparado a frequéncia alélica, genotipica e a de
carreadores de alelo (incluindo heterozigotos e homozigotos) entre o0s seguintes grupos de
comparacdo: i) casos (com hanseniase) versus controles (sem hanseniase); ii) forma clinica
operacional MB versus PB. A razdo de chance (OR, do inglés Odds Ratio), e o intervalo de
confianca de 95% foram calculados considerando os valores de OR <1 para protecéo e >1
para risco. Para os resultados obtidos o valor de p foi estimado e valores menor do que 0,05
foram tidos como estatisticamente significativos.

Todas as analises de associacdo foram feitas através do ambiente R, versdo 1.4.1717

para Windows utilizando os pacotes “genetics” e “SNPassoc”.
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4.6 Aspectos Eticos

O presente estudo possui aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa da Universidade

Federal de Alagoas sob o parecer nimero: 3.213.273 (Anexo B).

4.7 Revisdo Sistematica

Com o intuito de realizar uma meta-analise dos SNPs investigados nesse estudo foi
realizada uma revisdo sistematica. Embora o presente projeto também contemple o gene
NOD?2, os resultados obtidos para referido gene ndo foram suficientes para inferir resultados
com alguma significancia para a realizacdo da meta-analise (dados ndo mostrados), entdo
apenas polimorfismos no gene TLR1 compuseram a revisdao. A pesquisa seguiu o roteiro
proposto em Preferred Reporting of Systematic Reviews and Meta-analyses (PRISMA) de
2020 (PAGE et al., 2021) que se encontra detalhado no Anexo C. Dois autores foram
responsaveis por fazer a busca independentemente e aplicar os critérios de inclusao e excluséo
e selecionar os estudos de interesse. A pesquisa foi realizada durante o periodo de 17 de junho
de 2020 até 27 de junho do mesmo ano e atualizadas no dia 13 de fevereiro de 2021, as bases
de dados utilizadas para resgatar os artigos publicados foram PubMed, Scopus, ScienceDirect
e LILACS, utilizando uma combinacdo das palavras-chave “leprosy”, “mycobacterium
leprae”, “toll-like receptor 17, “TLR1”, e “polymorphism” em conjunto com 0S operadores
Booleanos (APENDICE B). Para a inclusdo na meta-analise os artigos deviam ser escritos na
lingua inglesa e realizado estudo de caso-controle com polimorfismo no gene TLR1, além
disso possuir a frequéncia dos gendtipos em ambos os grupos para se calcular a OR. Os
estudos excluidos foram aqueles que ndo eram artigos cientificos (ex.: monografia, capitulo
de livro), revisbes, que ndo eram caso-controle, artigos sem a frequéncia genotipica e
duplicatas.

Para a meta-analise foi estimada a Odds ratio (OR) e seu intervalo de confianca 95%
da juncdo de todos os estudos incluidos depois da filtragem pelos critérios de incluséo e
exclusdo e valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. A
heterogeneidade foi medida e, também se usou o ponto de corte com p<0,05 para resultados
estatisticamente significativos, além disso, a inconsisténcia (1) foi obtida para quantificar a
variabilidade dos estudos e aumentar a avaliagdo da heterogeneidade, o resultado é expresso
em porcentagem e quanto maior o nimero mais heterogénea é a populacdo. Para testar a

sensibilidade foi retirado um estudo de cada vez para identificar o impacto que cada trabalho
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apresentou na juncdo das ORs. Para essas estatisticas foi utilizado o ambiente R versdo
1.4.1717 para Windows utilizando o pacote “meta” versao 4.8-1 e “metafor” versao 1.9-9.
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5. RESULTADOS

A amostra desse estudo foi composta por 424 individuos alagoanos (159 casos e 265
controles), sendo 157 (37%) do sexo feminino e 267 (63%) do sexo masculino. As idades e
informacdes clinicas de cada paciente foram obtidas no dia de seu diagnostico e a dos
controles, no dia que em foi realizada a coleta do material biologico. A idade minima dos
pacientes foi de 10 anos e a méxima de 85, com média de 48,8 anos (+16,4). A média de
idade do grupo controle foi de 32,8 (£11,6) anos com idade maxima de 64 e minima de 16
anos. A partir dos dados disponiveis que foram resgatados dos prontuarios no CRIA, a
maioria dos pacientes (73,6%) apresentaram a forma mais avancada da doenca, multibacilar
(MB), e 15,1% foram classificados como paucibacilares (PB). A forma clinica mais
representada foi a dimorfa com 37,1% de pacientes e a que apresentou a menor porcentagem
foi indeterminada com 3,1%. As informac6es mais detalhadas dos pacientes e controles sdo

encontradas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Frequéncia de variaveis populacionais de ambos os grupos de individuos incluidos no
estudo e frequéncia das informac6es clinicas do grupo casos.

Variaveis Casos (N=159) Controles (N=265)
n % n %
Sexo
Masculino 98 61,6 169 63,8
Feminino 61 38,4 96 36,2
Faixa etaria
Média 47,8 32,8
(x DP) (£16,4) (£11,6)

7 a 14 anos 3 1,9 0 0
15 a 29 anos 17 10,7 119 45
30 a 54 anos 70 44 133 50,2

>55 anos 55 34,6 12 4,5
Sem informagéo 14 8,8 1 0,3

Classificacao

operacional

Paucibacilar (PB) 24 15,1 - -
Multibacilar (MB) 117 73,6 - -
Sem informagéo 18 11,3 - -

Forma Clinica
Indeterminada 5 3,1 - -
Tuberculéide 18 11,3 - -
Dimorfa 59 37,1 - -
Virchowiana 42 26,4 - -
Sem informacéo 35 22 - -

Fonte: dados do autor, 2021
Nota: DP: desvio padrdo.

O teste de y> foi feito para avaliar a frequéncia alélica e genotipica dos dois
polimorfismos investigados na populacéo do estudo quanto ao desvio no Equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) e resultou nos seguintes valores para o0 SNP TLR1 (rs4833095) x?= 0,31
(p=0,57) e para 0 SNP NOD2 (rs8057341) ¥*= 0,22 (p=0,63) no grupo controle. Os resultados
ndo significativos indicam que na populacdo ambos os SNPs ndo desviaram do EHW e
estavam dentro dos preceitos propostos. Para a realizacdo da etapa de genotipagem foi
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utilizado o DNA extraido de todos os individuos do presente estudo para ambos 0s SNPs,
além disso, devido a perdas acarretadas pelo ndo funcionamento de algumas reacGes, em cada
SNP pode haver diferencas quanto ao nimero total de individuos que foram genotipados
tendo em vista que a genotipagem obteve um sucesso de aproximadamente 95%. A qualidade
do material genético foi verificada e os valores das razdes 260/280 foram proximos de 1,8,
valor que indica grau de pureza das amostras, ademais, a concentracdo do DNA variou entre
2ng/uL e 600 ng/mL (dados ndo mostrados).

5.1 Frequéncia alélica e genotipica do SNP TLR1 (rs4833095)

As frequéncias genotipicas e a associacdo genética para 0 SNP TLR1 (rs4833095) em
casos e controles se encontram detalhadas na Tabela 3. A andlise da frequéncia alélica
mostrou que o alelo C foi mais presente na amostra populacional Alagoana, com 57,5%
(N=291). Quando observado a frequéncia genotipica nos grupos, notou-se a predominancia de
TC tanto nos casos (55,1%) quanto nos controles (51,0%). O gendtipo menos representativo
nos grupos foi o TT, estando presente em 17,3% dos casos e 17,0% dos controles. Nao foi
observada associacdo do alelo C com a hanseniase, mesmo com corre¢do para a covariavel
sexo, e ambos apresentaram 0 mesmo resultado (OR= 0,90; IC 95% 0,60-1,35, p= 0,63). Na
analise dos gendtipos, ndo foi obtido resultado significativo de associagdo com a hanseniase
para o genotipo CC (OR=0,84; IC 95% 0,46-1,55; p= 0,58), bem como para o TC (OR= 1,06
IC 95% 0,61-1,84; p= 0,83). Quando ajustado para covariavel sexo 0s resultados
permaneceram sem significancia estatistica para os genétipos (Tabela 3).

Foram também obtidas as frequéncias dos carreadores do alelo C, ou seja,
homozigotos e heterozigotos que possuem o alelo menos frequente, e avaliada sua associacao
com a hanseniase. Os casos exibiram 82,7% de carreadores de C e o0s controles 83%, o que
refletiu em uma auséncia de associacdo com a hanseniase (OR= 0,97; IC 95%= 0,57-1,66; p=
0,93), e que se manteve mesmo apos ajuste para sexo (OR= 0,97; IC 95%= 0,57-1,66; p=
0,93). Os resultados para as analises do SNP rs4833095 estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Distribuicdo das frequéncias genotipicas, alélicas e carreadores de alelo do SNP
rs4833095 no gene TLR1 em pacientes e controles e sua associacdo com a hanseniase.

N (frequéncia %)

Casos Controles OR p OR p*
Gendtipos ~ (N=156)  (n=253) (IC 95%) (IC 95%)*
TT 27(17,3) 43 (17,0) Referéncia
TC 86 (55,1) 129 (51,0) 1,06 0,83 1,06 0,82
(0,61-1,84) (0,61-1,84)
CC 43 (27,6) 81 (32,0) 0,84 0,58 0,84 0,58
(0,46-1,55) (0,46-1,55)
Alelo T 140 (44,9) 215 (42,5) Referéncia
Alelo C 172 (55,1) 291 (57,5) 0,90 0,63 0,90 0,63
(0,60-1,35) (0,60-1,35)
Carreador 129 (82,7) 210(83,0) 0,97 0,93 0,97 0,93
deC (0,57-1,66) (0,57-1,66)
EHW ¥*=0,31
p=0,57

Fonte: dados da autora, 2021
Nota: EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg. OR: odds ratio. IC: intervalo de confianga. p: valor de p.
¥?: qui-quadrado. *Valores ajustados para co-variavel de sexo.

5.2 Frequéncia alélica e genotipica do SNP NOD?2 (rs8057341)

Na Tabela 4 € evidenciada a distribuicdo dos genotipos do SNP rs8057341 no gene
NOD2 nos grupos de pacientes e controles. O alelo que se mostrou mais predominante na
amostra da populacdo de Alagoas foi 0 C (66,9%, N= 352). O genétipo CC apresentou maior
frequéncia nos controles e mostrou-se em 45,6%, ja o genétipo CT foi mais frequente nos
casos estando presente em 45,8% do grupo. TT foi o gendtipo menos frequente e foi
observado em 9,7% nos casos e 11,8% em controles. N&o obtivemos associacdo com a
hanseniase para o alelo T, onde OR= 0,97 (IC 95% 0,64-1,49), p= 0,91, mesmo ap0s ajuste
para sexo (OR= 0,98; IC 95% 0,64-1,49; p= 0,92). Nos resultados da analise de associa¢ao
genotipica ndo foi observada significancia estatistica para o genétipo CT (OR= 1,10; IC 95%
0,72-1,67; p=0,64) e nem parao TT (OR= 0,84; IC 95% 0,42-1,66; p= 0,62). Ap0s a correcao

os valores se mantiveram similares ao do modelo sem ajuste e n&o houve alteragdo no nivel de
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significancia para o gen6tipo CT (OR=1,10; IC 95% 0,72-1,68; p=0,64), e TT (OR=0,84; IC
95% 0,42-1,68; p= 0,63).

Quando analisado os carreadores de T, frequéncias semelhantes foram encontradas nos

dois grupos (55,5% nos casos e 54,4% nos controles), e a analise de associacdo para 0S

carreadores revelou auséncia de associa¢do com a hanseniase (OR= 1,04; IC 95%-= 0,70-1,55;

p=0,82). Apds a correcdo para sexo, auséncia de associacdo se manteve (OR= 1,04; IC 95%=
0,70-1,56; p=0,81) (Tabela 4).

Tabela 4 — Distribuicdo das frequéncias genotipicas, alélicas e carreadores de alelo do SNP
rs8057341 no gene NOD2 em pacientes e controles e sua associagdo com a hanseniase.

Gendtipos

CC
CT

TT

Alelo C
Alelo T

Carreador
de T
EHW

N (frequéncia %)

Casos Controles OR p OR p*
(n=155)  (n=263) | g505) (IC 95%)*
69 (44,5) 120 (45,6) Referéncia
71 (45,8) 112 (42,6) 1,10 0,64 1,10 0,64
(0,72-1,67) (0,72-1,68)
15(9,7)  31(11,8) 0,84 0,62 0,84 0,63
(0,42-1,66) (0,42-1,68)
209 (67,4) 352 (66,9) Referéncia
101(32,6) 174 (33,1) 0,97 0,91 0,98 0,92
(0,64-1,49) (0,64-1,49)
86 (55,5) 143 (54,4) 1,04 0,82 1,04 0,81
(0,70-1,55) (0,70-1,56)
¥2= 0,22
p=0,63

Fonte: dados da autora, 2021

Nota: EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg. OR: odds ratio. IC: intervalo de confianca. p: valor de p.
¥?: qui-quadrado. *Valores ajustados para co-variavel de sexo.
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5.3 Associagdo genética dos SNPs de acordo com a forma clinica operacional

5.3.1 SNP rs4833095 no gene TLR1

As frequéncias genotipicas, alélicas e de carreadores do alelo menos frequente para o
SNP rs4833095 (TLR1) e sua associacdo com a classificacdo operacional (paucibacilar versus
multibacilar) sdo mostradas na Tabela 5. O alelo C se apresentou na frequéncia de 58,3% dos
pacientes PB, e em 55,3% dos pacientes MB. O gendtipo TC esteve presente em 58,3% dos
paucibacilares e em 54,4% dos multibacilares. TT foi o gendtipo menos frequente em ambos
0S grupos, e 0s pacientes paucibacilares apresentaram uma menor frequéncia desse genoétipo
guando comparado com os multibacilares (12,5%, e 17,5%, respectivamente). Considerando
as comparacdes de frequéncias entre MB versus PB, a nivel alélico ndo houve associagdo
estatisticamente significativa entre o alelo C e a hanseniase MB (OR= 0,88; IC 95% 0,36-
2,15; p= 0,78), resultado que se manteve similar mesmo ap0s o ajuste para covariavel sexo
(OR= 0,86; IC 95% 0,34-2,16, p= 0,76). No modelo genotipico também ndo foi observada
associacdo do genétipo TC com a forma MB (OR= 0,66; IC 95% 0,17-2,54; p= 0,55), e nem
do gendtipo CC (OR= 0,68; IC 95% 0,15-2,96; p= 0,61). O resultado no modelo genotipico
sem manteve sem associacdo apds o ajuste (TC: OR= 0,66; IC 95% 0,16-2,66; p= 0,56 e CC:
OR=0,65; IC 95% 0,14-2,95; p=0,58.)

A frequéncia de carreadores do alelo C foi de 87,5% para os paucibacilares e de 82,4%
para 0os multibacilares. Essa diferenca refletiu em valores de OR indicativos de protecdo, que,
no entanto, ndo exibiram significancia estatistica (OR= 0,67, IC 95% 0,18-2,46, p= 0,54),
mesmo apos correcdo para sexo (OR= 0,66; IC 95% 0,17-2,53; p= 0,54) (Tabela 5).

5.3.2 SNP rs8057341 no gene NOD2

Para o0 SNP no gene NOD2 (rs8057341) foi observada uma maior frequéncia do alelo
C em ambos os grupos PB e MB, com frequéncias de e os valores foram 66,7% e 68,1%,
respectivamente. O gendtipo CT foi numericamente mais frequente em multibacilares
(46,0%) do que em paucibacilares (41,7%) enquanto o genotipo o TT apresentou-se com uma
frequéncia de 12,5% em PB e de 8,9% em MB. Nos resultados obtidos de associagdo genética
no modelo alélico ndo foi observada associa¢do do alelo T com a forma clinica MB (OR=
0,93; IC 95% 0,36-2,38; p= 0,88) e depois do ajuste para sexo 0s valores permaneceram sem

indicar associagdo (OR= 0,86; IC 95% 0,32-2,27; p= 0,76). A anélise genotipica também nao
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resultou em associacdo com a hanseniase MB para o genétipo CT: OR= 1,12; IC 95% 0,43-
2,86; p=0,81) e nem para o CC (OR=0,71; IC 95% 0,16-3,05; p= 0,65), mesmo apos o0 ajuste
para sexo: CT (OR= 1,10; IC 95% 0,41-2,91; p= 0,84) e CC (OR= 0,65; IC 95% 0,14-2,95;
p=0,58) (Tabela 5).

Foram encontradas frequéncias semelhantes dos carreadores do alelo T em ambos 0s
grupos, 54,1% em paucibacilares e 54,8% em multibacilares. Na analise de associa¢do néo foi
encontrado resultado significativo no modelo sem ajuste para sexo (OR= 1,02; IC 95% 0,42-
2,49; p=0,95), e nem no modelo com ajuste (OR=0,97; IC 95% 0,38-2,42; p= 0,95) (Tabela
5).



Tabela 5 — Distribuicéo das frequéncias genotipicas, alélicas e carreadores de alelo em pacientes paucibacilares e multibacilares nos SNPs rs4833095-

TLR1 e rs8057341-NOD2.

N (frequéncia %)

Genétinos Paucibacilar Multibacilar OR OR *
P (n=24) (n= 114) (IC 95%) P (IC 95%)* P
TT 3(12,5) 20 (17,5) Referéncia
0,66 0,66
rs4833095 T 1483 02(44) (0,17-2,54) 0.5 (0,16-2,66) 056
0,68 0,65
(TLR1) CcC 7(29,2) 32 (28,1) (0,15-2.96) 0,61 (0,14-2.95) 0,58
Alelo T 20 (41,7) 102 (44,7) Referéncia
0,88 0,86
Alelo C 28 (58,3) 126 (55,3) (0,36-2.15) 0,78 (0,34-2.16) 0,75
Carreadores 0,67 0,66
de C 21 (87,5) 94 (82,4) (0,18-2,46) 0,54 (0,17-2.53) 0,54
Genétinos Paucibacilar Multibacilar
P (n=24) (n=113)
CcC 11 (45,8) 51 (45,1) Referéncia
1,12 1,10
CT 10 (41,7) 52 (46,0) (0,43-2.86) 0,81 (0,41-2,91) 0,84
rs8057341 0,71 0,54
(NOD2) 1T 3(12,5) 10 (8,9) (0,16-3,05) 0,65 (0,11-2,49) 0,43
Alelo C 32 (66,7) 154 (68,1) Referéncia
0,93 0,86
Alelo T 16 (33,3) 72 (31,9) (0,36-2.38) 0,88 (0,32-2.27) 0,76
Carreadores 1,02 0,97
de T 13 (54,1) 62 (54,8) (0,42-2.49) 0,95 (0,38-2,42) 0,95

Fonte: dados da autora, 2021.

Nota: OR: odds ratio. IC: intervalo de confianca. p: valor de p. %% qui-quadrado. *Valores ajustados para co-variavel de sexo.



64

5.4 Revisao da literatura e meta-analise

A busca por artigos publicados na literatura ndo restringiu a apenas o polimorfismo
investigado nesse estudo e com isso, resultou em 382 documentos encontrados. Quando
aplicados os critérios de inclusdo e exclusdo restaram oito artigos dos quais foram extraidas

suas informacdes (Figura 8).

Figura 8 — Fluxograma da selecao dos estudos que compuseram a meta-analise.

Identificacdo dos estudos via base de dados
i) Documentos encontrados: i
S ScienceDirect = 284 Docu_mentos removidos antes
S _ .| datriagem:
= Scopus = 67 >
s PubMed = 23 . _
o LILACS = 8 Duplicatas (n = 174)
A\ 4
Documentos examinados . Documentos excluidos

(n =208) (n =200)
S
(<)
% \ 4
= Artigos completos avaliados

para eligibilidade

(n=8)
& Estudos incluidos na meta-
< analise
e (n=8)

Fonte: dados da autora, 2021.
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Dentre os estudos incluidos na analise, seis avaliaram o SNP rs4833095 (T743C)
e quatro o rs5743618 (C1805A), sendo que alguns autores investigaram dois
polimorfismos. A Tabela 5 e 6 retne informacGes das frequéncias genotipicas e alélicas
e o Equilibrio de Hardy-Weinberg do grupo controle de cada populacdo nos dois SNPs
achados.

O estudo mais antigo foi o de Johnson e colaboradores (2007) no polimorfismo
rs5743618 em uma populagdo da Turquia envolvendo 147 individuos o qual indicou
que o alelo C tinha um efeito protetivo nessa populacdo. Na populacio da india foram
investigados os dois SNPs que mostraram diferentes resultados, enquanto o rs4833095
se mostrou associado ao desenvolvimento de hanseniase (SURYADEVARA et al.,
2017), foi visto que o rs5743618 leva a protecdo (WONG et al., 2010a), corroborando
com os achados de Johnson e colaboradores (2007). Leturiondo e colaboradores (2020)
foi o estudo mais recente encontrado na busca pelas bases de dados, os pesquisadores
investigaram varios polimorfismos em genes importantes para o desfecho da hanseniase
em uma populagdo do estado do Amazonas no Brasil, incluindo o TLR1 (rs4833095),
embora tenha-se observado uma tendéncia para o risco de desenvolvimento da
hanseniase, o valor de p ndo foi estatisticamente significativo.

No Brasil, os dois polimorfismos foram investigados em populagdes do Norte,
Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste, e apresentam resultados conflitantes. O estudo de
Sales-Marques e colaboradores (2013) que avaliou a associacdo do SNP rs4833095
combinou trés populacdes de estados diferentes, o que somou 2.435 individuos, e seus
resultados mostraram susceptibilidade a hanseniase, entretanto, um estudo na populagéo
de Minas Gerais mostrou um efeito protetivo em individuos do sexo feminino
(ALVARENGA NIITSUMA; FERNANDES; LANA, 2018).

Quanto aos valores para desvios no Equilibrio de Hardy-Weinberg nos
individuos saudaveis que compuseram o grupo controle todos apresentaram um valor de
p>0,05 em todas a populacGes e se mostraram em consonancia com as premissas

postuladas pelo EHW.
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Tabela 6 — Frequéncias alélicas e genotipicas e odds ratio com valor de p do SNP rs4833095 no gene TLR1 das populagdes que compuseram a revisao sistematica.

Schuringetal., Sales-Marqueset Santanaet Suryadevaraet Niitsumaet Leturiondo etal.,
2009 al., 2013 al., 2017 al., 2017 al., 2018 2020
Populacédo Bangladesh/India  SP/RJ/MT/Brasil BA/Brasil Telangana/India  MG/Brasil ~ Amazonas/Brazil
1T 212 (25) 313 (21,8) 60 (18,5) 7(3) 59 (25,2) 102 (25)
TC 352 (42) 667 (46,4) 148 (45,5) 45 (19, 6) 129 (55,1) 207 (50)
CcC 278 (33) 456 (31,8) 117 (36) 178(77,4) 46 (19,7) 103 (25)
Pacientes Total 842 1,436 362 230 234 412
N (%) T 776 (46) 1,293 (45) 268 (41,2) 59(12,8) 247 (52,8) 411 (49,9)
C 908 (54) 1,579(55) 382 (58,8) 401(87,2) 221 (47,2) 413 (50,1)
Carreadores 630 1,123 265 223 175 310
d'I‘%'I? 136 (25) 354 (26) 44 (13,4) 7(3) 68 (29,2) 213 (22)
CT 261 (48) 659 (49) 163 (49,5) 73 (31,8) 107 (45,9) 482 (50)
CcC 146 (27) 340 (25) 122 (37,1) 150 (65,2) 58 (24,9) 261 (27)
Total 543 1,353 368 230 233 956
Controles
N (%) T 533 (49) 1,367 (51) 251 (38,1) 87(19) 243 (52,2) 908 (47,5)
C 553 (51) 1,339 (49) 407 (61,9) 373(81) 223 (47,8) 1,004 (52,5)
Carreadores 407 999 285 223 165 743
gil\?v p= 0,346 p=0,343 p=0,365 p=0,597 p=0,222 p= 0,785

(Continua)
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(Conclusao)
Tabela 5 — Frequéncias alélicas e genotipicas e odds ratio com valor de p do SNP rs4833095 no gene TLR1 das populagdes que compuseram a revisao sistematica.

Casos Vs. OR OR=1,34 OR=1,39 OR=0,703 OR=1,86 OR=10,54 OR=1,13
Controles  (IC 95%) (1,06-1,70) (1,12-1,72) (0,44-1,11) (1,21-2,75) (0,32-0,91) (0,86-1,47)
p p=sem valor p=0,03 p=0,137 p=0,003 p=0,02 p=0,377
Tipo de Caso-controle Caso-controle Caso- Caso-controle Caso- Caso-controle
estudo controle controle

Fonte: dados da autora, 2021.
Nota: MG: Minas Gerais. BA: Bahia. SP: Sdo Paulo. RJ: Rio de Janeiro. MT: Mato Grosso. EHW: Equilibrio de Hardy-Weiberg. Os valores estdo expressos
como N (frequéncia %).
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Tabela 7 — Frequéncias alélicas e genotipicas e odds ratio com valor de p do SNP rs5743618 no gene TLR1 das popula¢es que compuseram a revisao sistematica.

Wong et al., 2010

Jonhson et al.,

Sales-Marques  Suryadevara et

2007 etal., 2013 al., 2017
Populacédo Turquia Nova Calcutd/india Nova SP/Brasil Telangana/india
Delhi/india Delhi/Calcuta
AA 32 (56) 193 (92,3) 157 (93,4) 350 (92,8) 171(38) 195(84,7)
AC 20 (35) 16 (7,7) 10 (6) 26 (6,9) 213(47) 35(15,2)
CC 5(9) 0 (0) 1(0,6) 1(0,3) 68(15) 0(0)
Pacientes Total 57 209 168 377 452 230
o)
N (%) A 84 (73,7) 402 (96,2) 324 (96,7) 726 (96,4) 555(61) 425(92,4)
C 30 (26,3) 16 (3,8) 11 (3,3) 28 (3,6) 349(39) 35(7,6)
Carreadores 25 16 11 27 281 35
de C
AA 33 (37) 184 (77) 109 (83,2) 293 (79,2) 133(35) 189(82,1)
AC 37 (41) 48 (20,1) 22 (16,8) 70 (18,9) 191(50) 38(16,5)
CC 20 (22) 7(2,9) 0 (0) 7(1,9) 55(15) 3(1,3)
Total 90 239 131 370 379 230
Controles
N (%) A 103 (57,2) 416 (88,3) 240 (91,6) 656 (88,6) 457(60) 416(90,4)
C 77 (42,8) 55 (11,7) 22 (8,4) 84 (11,4) 301(40) 44(9,6)
Carreadores 57 55 22 77 246 41
de C
EHW p=0,128 p=0,08 p= 0,294 p=0,248 p=0,306 p=0,494

(Continua)
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Tabela 6 — Frequéncias alélicas e genotipicas e odds ratio com valor de p do SNP rs5743618 no gene TLR1 das populagdes que compuseram a revisao sistematica.

Casos vs. OR OR=0,48 OR=0,27 OR=0,40 OR=0,31 OR=0,88 OR=1,2
Controles  [IC 95% p.] (0,29-0,80) (0,15-0,47) (0,20-0,83) (0,20-0,48) (0,66-1,18) (0,73-1,98)
p=0,017 p=1,3x10° p= 0,012 p=5,7x108 p=0,42 p= 0,45
Tipo de Caso-controle Caso-controle ~ Caso-controle  Caso-controle  Caso-controle Caso-controle
estudo
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Fonte: dados da autora, 2021
Nota: SP: Sdo Paulo. EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg. Os valores estdo expressos como N (frequéncia %).
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Na andlise estatistica para a meta-analise do SNP rs4833095 no gene TLR1 foram
incluidas populagdes de seis estudos, no entanto, nenhuma associagdo com a hanseniase foi
encontrada investigando o alelo C (OR= 1,08 [IC 95% 0,93-1,25], p= 0,32), o gendtipo CC
(OR= 1,15 [IC 95% 0,91-1,44], p= 0,23) e carreador de C (OR= 1,01 [IC 95% 0,83-1,23], p=
0,90). Em todos os modelos pode-se observar uma heterogeidade maior que 50% e com valor
de p=<0,05 demonstrando uma grande diversidade populacional nos estudos investigados por
esse motivo os resultados expostos foram através do efeito randémico. A representacdo

gréfica de cada resultado se encontra nas Figuras 9A, 9B e 9C, respectivamente.

Figura 9 — Graficos de floresta e teste de heterogeneidade dos estudos da meta-andlise para o
SNP rs4833095 do gene TLR1 para o (A) alelo C, (B) genétipo CC e (C) carreador de C.

Experimental Control Weight Weight
Study Events Total Events Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Schuring et al., 2009 908 1684 553 1086 _.'_ 1.13 [0.97;1.31] 19.8% 19.4%
Sales Marques et al.,, 2013 (comb) 1579 2872 1339 2706 fre— 125 [1.12;1.39] 39.7%  21.7%
Santana et al, 2017 382 650 407 658 — 088 [0.70;1.10] 10.7% 15.8%
Suryadevara etal., 2017 401 460 373 460 i—'— 159 [1.11;227 31% 10.1%
Niitsuma et al_, 2018 221 468 223 466 —— 097 [0.75,126] 75% 14.2%
Leturiondo et al,, 2020 413 824 1004 1912 —'——i 091 [0.77;107] 19.3% 18.8%
Fixed effect model 6958 7288 < 1.11 [1.04; 1.19] 100.0% -
Random effects model el 1.08 [0.93; 1.25] - 100.0%
Heterogeneity: 1° = 74%, % = 0.024, p < 0.01 ' ! '
05 1 2
Experimental Control Weight Weight
Study Events Total Events Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Schuring et al., 2009 278 842 146 543 —E— 134 [1.06;1.70] 18.8% 18.8%
Sales Marques et al., 2013 (comb) 456 1436 340 1353 1:—'— 139 117164 377% 211%
Santana etal , 2017 117 325 122 329 — 095 [069;1.31] 122% 16.2%
Suryadevara et al., 2017 178 230 150 230 i—'— 183 [1.21;275] 53% 13.3%
Niitsuma et al., 2018 46 234 58 233 — 074 [0.46,1.14] 7.4% 12.6%
Leturiondo et al , 2020 103 412 261 956 —'——i 089 [068;116] 186% 18.0%
Fixed effect model 3479 3644 <= 1.21 [1.09; 1.34] 100.0% -
Random effects model T 1.15 [0.91; 1.44] - 100.0%
Heterogeneity: 12 = 74%, t* = 0.0561, p < 0.01 ' ! !
05 1 2
Experimental Control Weight Weight
Study Events Total Events Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Schuring et al., 2009 630 842 407 543 —u— 099 [077;127] 222%  221%
Sales Marques et al., 2013 (comb) 1123 1436 999 1353 i—* 127 [107,151 400%  27.0%
Santana et al, 2017 265 325 285 329 — | 068 [045104] 93%  132%
Suryadevara et al., 2017 223 230 223 230 i 100 [035;290] 1.2% 31%
Niitsuma et al., 2018 175 234 165 233 — 122 [081;184 74%  138%
Leturiondo et al., 2020 310 412 743 956 —0—5— 087 [066;114] 198%  208%
Fixed effect model 3479 3644 :' 1.07 [0.95; 1.20] 100.0% -
Random effects model % 1.01 [0.83; 1.23] - 100.0%
Heterogeneity: 1~ = 55%, t° = 0.0294, p = 0.05
05 1 2

Fonte: dados da autora, 2021.
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Quando omitido um estudo de cada vez na analise de sensibilidade para o alelo C,
gendtipo CC e carreador de C afim de observar o impacto que cada estudo incluido teria no
resultado global das ORs também né&o foi exibida associacdo com a hanseniase (Figuras 10A.
10B e 10C, respectivamente). Indicando que independente de qual estudo foi removido o

valor da OR consenso néo sofre alteragéo.

Figura 10 — Gréficos de floresta do teste de sensibilidade referente a meta-analise nos estudos
que investigaram o SNP rs4833095-TLR1. (A) alelo C, (B) genétipo CC e (C) carreador de C.

A Study Odds Ratio OR  95%-Cl
Omitting 1 ; 1.07 [0.88; 1.30]

Omitting 2 : 1.03 [0.88;1.21]

Omitting 3 ; 112 [0.96; 1.31]

Omitting 4 —E 1.03 [0.89; 1.20]

Omitting 5 ; 1.10 [0.93;1.30]

Omitting 6 : 112 [0.96; 1.31]

Random effects model : —=:i=:::==—l 1.08 [0.93; 1.25]

08 1 1.25

B Study Odds Ratio OR  95%Cl
Omitting 1 [0.83; 1.47]

Omitting 2 : 09 [0.83; 1.44]

Omitting 3 : 1.19 [0.92; 1.53]

Omitting 4 — [0.85; 1.35]

Omitting 5 +—=—— 122 [098;152]

Omitting 6 ; 1.22 [0.96; 1.54]

Random effects model | — | 115 [0.91; 1.44]

075 1 15

c Study Odds Ratio OR  95%-Cl
Omitting 1 j 1.01 [0.78; 1.30]
Omitting 2 : 093 [0.79; 1.10]
Omitting 3 : 1.08 [0.91:1.28]
Omitting 4 : 1.01 [0.82:1.25]
Omitting 5 : 098 [0.781.23]
Omitting 6 : 1.05 [0.84:1.31]

Random effects model : —=::Ci*:::==—l 1.01 [0.83; 1.23]

0.8 1 1.25

Fonte, dados da autora, 2021.

Resultados diferentes foram obtidos na analise do SNP rs5743618 através do efeito

randomico, onde, para o alelo C ja foi vista uma associacdo borderline para protecdo a



72

hanseniase, com OR=0,58; IC 95% 0,33-1,02 e valor de p= 0,056 (Figura 11A) e para 0s
carreadores de C essa associagdo com efeito protetor foi confirmada exibindo uma OR= 0,57
(IC 95% 0,33-1,00; p= 0,048) (Figura 11B). Nenhuma associacéo foi evidenciada na analise
para o genétipo CC (OR= 0,43 [IC 95% 0,15-1,25], p= 0,12) (Figura 11C). Em todos 0s
modelos a heterogeneidade foi significativa apresentando valores de p<0.05 e sua

porcentagem sendo maior que 50%.

Figura 11 — Graéficos de floresta e teste de heterogeneidade dos estudos da meta-analise para o
SNP rs5743618 do gene TLR1 para o (A) alelo C, (B) genétipo CC e (C) carreador de C.

Experimental Control Weight Weight
A Study Events Total Events Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)
Jonhson et al,, 2007 30 114 77 180 ——+ 048 [029;080] 120% 233%
Wong et al,, 2010 (comb) 28 754 84 740 —— : 030 [019;047] 222%  246%
Sales Marques etal, 2013 (SP) 349 904 301 758 3 0095 [0.78;1.16] 547%  28.0%
Suryadevara et al, 2017 35 460 44 460 : 078 [049:124] 111%  241%
Fixed effect model 2232 2138 < 0.73 [0.63; 0.86] 100.0% -
Random effects model = 0.58 [0.33; 1.02] - 100.0%
Heterogeneity: I = 88%, 1° = 0.2773, p < 0.01 ! ‘ ‘ !
02 05 1 2 5
Experimental Control Weight Weight
B Study Events Total Events Total Odds Ratio OR  95%-Cl (fixed) (random)
Jonhson etal., 2007 5 57 200 90 . 034 [012;096] 187%  31.3%
Waong et al,, 2010 (comb) 1 377 7 370 ' 0.14 [002;1.13] 93%  163%
Sales Marques et al., 2013 (SP) 68 452 55 379 L] 104 [0.71;153] 673% 424%
Suryadevara et al., 2017 0 230 3 230 : 0.14 [001;275] 46%  100%
Fixed effect model 1116 1069 <><i 0.78 [0.56; 1.10] 100.0% -
Random effects model 0.43 [0.15; 1.25] - 100.0%

Heterogeneity: /* = 65%, <° = 0.6547, p = 0.04 ! ' !
001 01 1 10 100

Experimental Control Weight Weight

Study Events Total Events Total Odds Ratio OR 95%-Cl (fixed) (random)

C Jonhson et al, 2007 25 57 57 90 —+— 045 [023,089] 107%  21.2%
Waong etal,, 2010 (comb) 27 37T 77370 —=— i 029 [018;047] 31.0%  254%

Sales Marques etal, 2013 (SP) 281 452 246 379 b 0.89 [067;1.18] 435%  286%
Suryadevara et al., 2017 35230 41 230 3 083 [051;1.36] 149%  248%

Fixed effect model 1116 1069 :‘ 0.65 [0.53; 0.79] 100.0% -

Random effects model == 0.57 [0.33; 1.00] - 100.0%

Heterageneity: 12 = 83%, == 0.2608, p < 0.01 ' '
02 05 1 2 5

Fonte: dados da autora, 2021.

Omitindo o terceiro estudo (Sales Marques e colaboradores, 2013) o qual avaliou a
influéncia do polimorfismo na populacdo brasileira e possuia 0 maior tamanho amostral,
obtivemos associa¢do com protecdo a hanseniase em todos os modelos genéticos investigados
com valores de OR=0,48 (IC 95% 0,27-0,84; p= 0,010) para o alelo C (Figura 12A), OR=0,26
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(IC 95% 0,11-0,64; p= 0,003) para o genoétipo CC (Figura 12B) e para os carreadores de C
OR=0,47 (IC 95% 0,24-0,92; p=0,028) (Figura 12C).

Figura 12 — Gréficos de floresta do teste de sensibilidade referente a meta-analise nos estudos

que investigaram o SNP rs5743618-TLRL1.

A

Study

Omitting 1
Omitting 2
Omitting 3
Omitting 4

Random effects model

Study

Omitting 1
Omitting 2
Omitting 3
Omitting 4

Random effects model

Study

Omitting 1
Omitting 2
Omitting 3
Omitting 4

Random effects model

Fonte: dados da autora, 2021.
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6. DISCUSSAO

A hanseniase é considerada uma doenga complexa pois ndo somente o ambiente
desempenha um papel importante na infeccdo, sendo a genética do hospedeiro também
essencial para entender sua fisiopatologia. Além disso muitos estudos ja& demonstraram a
influéncia da genética em vérias outras doencas infecciosas. Diante do exposto, estudos que
investigam polimorfismos auxiliam na deteccdo de grupos de risco em diferentes populagdes
e contribuem para o desenvolvimento de estratégias de prevencdo (KELADA et al., 2003).
Nesse estudo foi avaliada a associacdo de polimorfismos nos genes TLR1 (rs4833095) e
NOD2 (rs8057341) na susceptibilidade a risco ou protecdo a hanseniase em uma populacao de
Alagoas.

6.1 O SNP TLR1 (rs4833095) e a hanseniase

Os Toll-like receptors (TLRs) sdo componentes imprescindiveis na formacgdo da
resposta imune inata contra micobactérias, pois possuem um vasto conjunto de mecanismos
antibacterianos que sdo ativados mediante o reconhecimento do patdégeno. O TLR1 pode ser
encontrado em lesBes dos dois polos da hanseniase, no entanto, com concentracdes diferentes
em razdo da diferenca de citocinas excretadas em cada polo. O primeiro estudo que mostrou a
influéncia da expressdo do TLR1 associados com uma doenca foi o de Alexopoulou e
colaboradores (2002), o identificou que individuos que apresentaram uma baixa frequéncia de
TLR1 apresentaram poucos titulos de anticorpos contra uma lipoproteina que é necessaria
para a vacina contra a Doenca de Lyme (KRUTZIK; MODLIN, 2004).

No presente estudo, ndo foram encontradas associacfes estatisticamente significativas
para 0 polimorfismo rs4833095 no gene TLR1 com a hanseniase. O alelo C apresentou
frequéncias préximas entre casos e controles, 55,1% e 57,5%, respectivamente. O genotipo
TC se apresentou numericamente mais frequente em casos (55,1%) do que em controles
(51,0%), mas ndo refletiu em associacdo estatisticamente significativa. A frequéncia do alelo
C na nossa amostra da populacdo de Alagoas (controles) foi de 57,5%, corroborando com
estudos realizados em populagdes brasileiras e indianas 0s quais apresentaram uma maior
frequéncia do referido alelo em seus trabalhos (LETURIONDO et al., 2020; SANTANA et
al., 2017; SCHURING et al., 2009; SURYADEVARA et al., 2017). Outras duas populag¢des

brasileiras apresentaram um resultado diferente e reportaram o alelo T sendo o mais frequente
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em seus estudos (ALVARENGA NIITSUMA; FERNANDES; LANA, 2018; DE SALES
MARQUES et al., 2013).

O SNP rs4833095, que envolve a troca T743C a nivel de gene é uma variante missense
que resulta na troca de uma asparagina por uma serina na posicao 248 a nivel de proteina
(N248S) causando a diminuicdo da resposta do receptor desencadeados por componentes
bacterianos (OMUETI et al., 2007; UCIECHOWSKI et al., 2011). Estudos em varias
populacdes ja associaram esse polimorfismo com a hanseniase, na india dois pesquisadores
investigaram o papel desse SNP e a doenca. No estudo conduzido por Suryadevara e
colaboradores (2017), o alelo C se encontrou mais frequente e foi observada uma associagao
com risco ao desenvolvimento de hanseniase quando comparado com os controles (p=0,01),
nesse mesmo estudo o alelo T apresentou efeito protetor (p=0,01) se mostrando menos
frequente nos pacientes. Os geno6tipos CC e TC foram associados com a hanseniase com
valores de p= 0,003 e p= 0,002, conferindo risco e protecdo respectivamente. Schuring e
colaboradores (2009) ndo reportaram associacdo alélica com o desenvolvimento de
hanseniase, no entanto, 0s autores observaram uma associacao de pacientes com alelo C e 0
desenvolvimento de ENH (OR= 0,40 [IC 95% 0,16-0,99]). Quando verificada a associacdo
dos gendtipos com a hanseniase, ambos 0s estudos encontraram resultados semelhantes onde
CC foi relacionado com risco (OR= 1,34 [IC 95% 1,06-1,70]) e o TC refletiu em protecao
contra hanseniase (OR= 0,78 [IC 95% 0,63-0,96]).

Na populacdo brasileira foram realizados estudos em trés regides distintas do pais e
com metodologias diferentes, ainda assim os resultados se mostram um pouco conflitantes.
Em dois estudos recentes ndo foram encontradas associacbes do SNP rs4833095 com a
hanseniase (LETURIONDO et al., 2020; SANTANA et al., 2017). Embora Santana e
colaboradores (2017) ndo tenham observado associacdo, houve uma diferenca nos niveis de
citocinas pro-inflamatérias (IL-12p40 e IL-17) excretadas nos genotipos, onde, pacientes
carreadores de T (TC+TT) produziram uma grande quantidade quando comparados com
pacientes CC. Houve diferencas também nos niveis de MCP-1, pacientes TC e CC
produziram mais dessa quimiocina em comparacdo com pacientes TT.

Em Minas Gerais apenas quando estratificado para sexo que foi observado que o
gendtipo TC desse polimorfismo é protetivo (OR= 0,54; p= 0,02) contra a doenca em
individuos do sexo feminino (ALVARENGA NIITSUMA; FERNANDES; LANA, 2018). Ja
no resultado combinado de trés populacdes de caso-controle do sudeste brasileiro o alelo C, os
carreadores de C (TC+CC) e o gen6tipo CC foram todos associados com risco mesmo depois

de corrigir os resultados para sexo e etnia, esse resultado também segue a mesma tendéncia
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quando avaliada cada populagdo individualmente. No estudo de familia desse mesmo trabalho
0 Teste de Desequilibrio de Transmissdo (TDT) também mostrou que o alelo C foi
transmitido em excesso em individuos afetados, indicando a susceptibilidade ao
desenvolvimento de hanseniase per se. Os autores afim de avaliar se outros SNPs na mesma
regido poderiam estar relacionados com a associagéo vista do rs4833095 e encontraram um
desequilibrio de ligagdo (r>=0,92) com o SNP rs5743614 (A1518G/S506S) e um resultado
moderado (r?=0,67) foi encontrado com rs5743618 (C1805A/1602S) (DE SALES
MARQUES et al., 2013).

Na tuberculose a variante T foi associada com protegdo em uma populagdo indiana,
além disso houve um aumento da resposta imune contra o M. tuberculosis. Resultado
contrastante foi visto em um outro estudo, embora ndo se tenha encontrado associacdo com a
tuberculose quando investigado sé o SNP rs4833095, a interacdo do referido polimorfismo
com outros no gene TLR2 se mostrou susceptivel com a tuberculose em uma populagéo do sul
da Africa (DITTRICH et al., 2015; SALIE et al., 2015). Esses resultados exibem a
importancia desse polimorfismo contra infecgdes causadas pelas micobactérias.

A classificacdo operacional da hanseniase é considerada um indicador de transmissao
ativa da doenca, uma vez que pacientes ndo tratados que possuem uma alta carga bacilar
(multibacilares) contribuem em maior grau para transmissdo da hanseniase (LASTORIA; DE
ABREU, 2014). Os multibacilares foram o mais frequentes no nosso estudo (73,6%), e
acredita-se que a grande proporc¢do desse numero se da pelo fato de que o local de coleta das
nossas amostras (CRIA) € um centro de referéncia para o diagnoéstico e acompanhamento da
hanseniase para a regido agreste de Alagoas, recebendo muitos casos de maior complexidade.
Além disso a ocorréncia de um diagnostico ocorrendo de forma tardia na regido pode estar
contribuindo para a frequéncia aumentada de casos multibacilares no interior de Alagoas.
Dados de quatro estudos, dois brasileiros e um indiano também relataram uma maior
predominancia de pacientes multibacilares (ALVARENGA NIITSUMA; FERNANDES;
LANA, 2018; LETURIONDO et al., 2020; SURYADEVARA et al., 2017), no entanto, em
outro estudo indiano houve uma predominancia de pacientes paucibacilares (SCHURING et
al., 2009).

No presente estudo ndo foram encontradas associagdes estatisticamente significantes
para 0 SNP rs4833095-TLR1 e a classificacdo operacional dos pacientes diagnosticados com
hanseniase. Outros estudos que fizeram analise de associacdo também ndo encontraram
resultados com significancia (p>0,05) (ALVARENGA NIITSUMA; FERNANDES; LANA,
2018; SCHURING et al., 2009). Suryadevara e colaboradores (2017) investigaram a
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classificagdo operacional em comparagdo com o0s controles e encontraram resultados
significativos em PB e grupo controle e MB e grupo controle.

Em nossos resultados o alelo C esteve mais presente em paucibacilares (58,3%)
quando comparado com multibacilares (55,3%). Dois autores que investigaram a populacéo
indiana observaram uma maior frequéncia do alelo C em paucibacilares quando comparado
com multibacilares, contrastando com os achados de um estudo na populagéo brasileira, onde
foi vista uma maior frequéncia do alelo T em pacientes paucibacilares em comparacdo com
multibacilares. =~ (ALVARENGA  NIITSUMA; FERNANDES; LANA, 2018;
SURYADEVARA et al., 2017).

6.2 O SNP NOD?2 (rs8057341) e a hanseniase

NOD2 é um importante receptor intracelular e reconhece um componente da parede
celular do M. leprae, o muramil dipeptideo, além de outros produtos bacterianos e promove
uma resposta contra a invasao do patdgeno onde ha a producéo de citocinas pré-inflamatorias
e agentes antimicrobianos. Os sensores de componentes bacterianos dos receptores NOD1 e
NOD2 desencadeiam uma via da resposta imune que inclui o recrutamento da proteina
ATG16L1 para a membrana plasmatica iniciando a autofagia bacteriana ao entrar na célula
(CARUSO et al., 2014; SCHENK et al., 2016; TRAVASSOS et al., 2010).

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que o alelo C do SNP rs8057341-
NOD?2 foi 0 mais frequente na populacdo estudada, estando presente em 67,4% dos individuos
(controles). Corroborando com os resultados aqui encontrados, dois estudos conduzidos no
Brasil também observaram uma maior frequéncia do alelo C em controles (LETURIONDO et
al., 2020; SALES-MARQUES et al., 2014), no entanto, em popula¢des do Vietnd e da China
foi visto uma maior frequéncia do alelo T (GRANT et al., 2012; XIONG et al., 2016;
ZHANG et al., 2009). O genétipo CC se mostrou mais frequente no grupo controle (45,6%) e
0 CT no grupo casos (45,8%). O presente trabalho até 0 momento nédo identificou nenhuma
associacdo do polimorfismo NOD2 (rs8057341) com a hanseniase em todos os modelos
estatisticos analisados e nas corregdes feita para a co-variavel sexo.

Zhang e colaboradores (2009) foram os primeiros a encontrar polimorfismos
(rs9302752 e rs7194886) no gene NOD?2 associados com a hanseniase e suas formas clinicas
em um estudo de larga escala envolvendo a populagdo chinesa. Na tentativa de replicar esses
achados na india e Africa Ocidental através de um estudo caso-controle, 0s autores néo

conseguiram associar essas variantes em suas populacées (WONG et al., 2010b).
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Anos mais tarde os mesmos polimorfismos analisados no estudo de larga escala em
2009 foram replicados em outra regido geografica da China e no Vietna e apenas um SNP em
cada estudo exibiu significancia estatistica. O resultado do SNP rs9302752 seguiu a mesma
tendéncia do estudo de 2009 em relacdo ao subtipos clinicos, e mostrou o alelo C como
associado a forma clinica multibacilar na populacao vietnamita (OR=1,30; p=0,036), também
foi vista associacdo com a hanseniase per se (OR=1,27; p= 0,014) (GRANT et al., 2012).
Diferente do achado anteriormente, 0 SNP rs3135499 obteve associacdo positiva com a
hanseniase indicando risco ao desenvolvimento da doenca em portadores do alelo A na
populagédo chinesa OR=2,55; IC 95% 1,83-3,55; p=0,001 (XIONG et al., 2016). Os autores
também investigaram o SNP rs8057341, no entanto, ndo foram encontrados resultados
estatisticamente significativos. Essas diferentes associacdes refletem o quanto a diversidade
étnica pode participar do desfecho de doencas infecciosas como é o caso da hanseniase.

Em uma populacdo do Nepal os autores genotiparam 32 polimorfismos, onde, apenas
um SNP (rs7194886) foi também investigado no estudo de Zhang e colaboradores (2009), e
apresentou associacdo com o0s episodios reacionais. Dessas 32 variantes quatro foram
significativas a nivel alélico, o resultado mais significativo para essa analise foi OR= 0,44 [IC
95% 0,29-0,68] p=0,00017 para 0 rs1477176 conferindo protecdo. A nivel de gendtipo, oito
SNPs foram associados com a hanseniase per se, e devido a diversidade populacional
encontrada no Nepal os resultados foram corrigidos para co-varidaveis, mesmo assim
continuaram associados com o desenvolvimento da hanseniase. Quando analisada a forma
clinica, apenas o polimorfismo rs1131716 foi associada com predisposicdo ao polo
lepromatoso (OR= 2,01 [IC 95% 1,12-3,76] p= 0,013). Além disso, 0s autores encontraram
associacOes significativas em varios SNPs com os tipos de reagdes desenvolvidas pelos
pacientes (BERRINGTON et al., 2010). Embora tenha-se investigados 32 polimorfismos,
nenhum deles foi o do presente trabalho.

O SNP rs8057341 foi investigado na populacdo brasileira por dois autores. No
primeiro estudo foram utilizados dois modelos experimentais, no modelo baseado em familias
encontrou-se uma sob-transmisséo do alelo T para a prole afetada indicando prote¢édo contra a
hanseniase (p=0.003). No mesmo estudo houve uma replicacdo desse marcador em amostras
de caso-controle em trés cidades do Sudeste, e 0 genotipo TT conferiu resisténcia a doenca
nessas populagdes, esses resultados se mantiveram em acordo quando foi feita uma analise
combinando todos os estudos caso-controle (OR=0,49 [IC 95% 0,36-0,65] p=0,001) e, na
jungdo de todas as populagdes (caso-controle e baseado em familia) o resultado obtido

confirmou o alelo T com efeito protetor contra a hanseniase (OR=0,80; p=0,0001) (SALES-
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MARQUES et al., 2014). O segundo autor a avaliar esse polimorfismo na populagédo
brasileira encontrou resultados semelhantes ao estudo anterior, onde o genétipo TT obteve
resultado com significancia estatistica (OR=0,56 [IC 95% 0,37-0,84] p=0,005) conferindo
protecdo a hanseniase. A analise de alelo e de carreadores de T seguiram essa mesma
tendéncia, no entanto, apresentaram resultados considerados borderlines (LETURIONDO et
al., 2020).

Os SNPs do estudo em larga escala de Zhang e colaboradores (2009) também foram
replicados em um trabalho onde se investigou o papel dos mesmos na tuberculose, no entanto,
essas variantes ndo se mostraram associadas a doenga na comparagdo com 0s controles mas,
quando estratificado apenas em casos observou-se uma associagdo dos carreadores de T
(CT/TT) do SNP rs7194886 a uma alteracdo de risco a tuberculose (PAN et al., 2012). Além
de infeccBes micobacterianas, polimorfismos do NOD2 também estdo envolvidos em outras
doencas inflamatdrias como é o exemplo a Doenca de Crohn, que ¢ uma doenca do trato
intestinal com uma resposta imune exacerbada. Dois SNPs (rs2066843 e rs2076756) foram
associados ao risco da doenca (GLAS et al., 2010).

O nosso estudo observou uma maior frequéncia do alelo C em multibacilares (68,1%)
quando comparado com 0s paucibacilares, em concordancia com nossos achados, em outra
populacéo brasileira foi relatada também uma maior frequéncia do referido alelo em pacientes
MB (ALVARENGA NIITSUMA; FERNANDES; LANA, 2018). O presente trabalho néo
identificou nenhuma associacdo da classificacdo operacional e o SNP investigado mesmo
apos a correcao para a variavel sexo.

Em um estudo realizado com a populagdo brasileira os autores observaram uma
associacao borderline de protecdo ao desenvolvimento da forma mais grave da hanseniase
(MB) em pacientes que possuiam o genétipo GG (OR= 0,56, p= 0,046) (ALVARENGA
NIITSUMA; FERNANDES; LANA, 2018). Grant e colaboradores (2012) investigaram a
populacéo do Vietnd e ndo encontraram resultados significativos para o SNP do nosso estudo,
entanto, observaram um outro SNP, o0 rs9302752-NOD2, exibindo um efeito de risco em
pacientes multibacilares com OR= 1,30 e p= 0,036 em um desenho experimental baseado em
familias. Um estudo de associacdo do genoma completo os autores compararam a
classificacdo operacional e o grupo controle e observaram uma forte associacdo do SNP
rs9302752-NOD2 e os multibacilares (OR= 1,73, p= 8,87x10*!), ainda, os autores
encontraram associagio com paucibacilares (OR= 1,44, p= 1,44x107°) (ZHANG et al., 2009).

Quando comparado com outros estudos de associacdo genética na hanseniase, o

tamanho amostral do nosso estudo (N= 424) é considerado baixo, o que pode refletir em um
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baixo poder estatistico, indicando a necessidade de ampliar a quantidade de amostras para
concluir sobre a associacdo dos SNPs estudados com a hanseniase.

6.3 Meta-analise

E notavel que a presenca de variantes genéticas leva ao desenvolvimento de diferentes
quadros clinicos em diversas doencas, e se tratando da hanseniase que € considerada uma
doenca complexa a importancia de estudos que investigam polimorfismos em genes da
reposta imune se tornam necessarios para compreender o papel dos mesmos no desfecho da
doenca. O papel do receptor que é codificado pelo gene TLR1 ja foi discutido ao longo deste
trabalho e estudos em diferentes populagdes exibiram alguns desfechos conflitantes, dado a
isso, foi realizada uma meta-analise com todos os estudos que foram publicados sobre
variantes no gene TLR1 e a sua associa¢do com a hanseniase com intuito de trazer resultados
para esclarecer seu papel na patogénese da doenca e reduzir resultados falso-positivos.

Os dados da meta-analise feita no presente estudo ndo indicaram associacdo do SNP
rs4833095 (743T>C) em nenhum dos modelos genéticos investigados no resultado global,
mas, observando as populacdes individualmente algumas relatam susceptibilidade a
hanseniase (DE SALES MARQUES et al., 2013; SCHURING et al, 2009;
SURYADEVARA et al., 2017), enquanto outras ndo reportaram associacdo com a doenca
(ALVARENGA NIITSUMA; FERNANDES; LANA, 2018; LETURIONDO et al., 2020;
SANTANA et al., 2017). Essa variacdo nos resultados pode estar relacionada a com a
diversidade populacional ou & um poder estatistico fraco.

A segunda variante a ser encontrada na busca realizada através das bases de dados, que
possuia uma quantidade de estudos suficientes para a realizacdo de uma meta-analise foi o
SNP rs5743618 (1805C>A). Foi observada associacdo com protecdo a hanseniase apenas nos
carreadores de C (OR=0,57; p=0,048) e, quando omitido o estudo de Sales Marques e
colaboradores (2013) realizado com individuos da populacdo brasileira, todos os resultados
dos modelos genéticos foram estatisticamente significativos conferindo protecdo contra a
hanseniase, diferindo do estudo de Suryadevara e colaboradores (2017) que avaliou a
influéncia desse SNP na India (Telangana) e ndo encontrou associacdo em nenhum dos
modelos genéticos. As outras duas populaces (india e Turquia) individualmente exibiram um
resultado que indica esse efeito protetor visto na meta-analise (JOHNSON et al., 2007,
WONG et al., 2010a). Esses estudos em varios paises mostram como a diversidade genética

desempenha um papel importante frente a infeccdes. Como perspectiva pretende-se realizar a
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genotipagem do SNP rs5743618-TLR1 na populacdo Alagoana, e investigar a existéncia de
associagao com a hanseniase.

Na abordagem de meta-analise os estudos se mostraram muito heterogéneos, a
porcentagem somou >50% e valores de p=<0,05 em todos os modelos genéticos utilizados
nas analises. Por essa razéo foi escolhido utilizar o modelo de efeito randémico para estimar a
OR global. Ademais, para melhor avaliar a influéncia da heterogeneidade observada foi
conduzido o teste de sensibilidade retirando um estudo por vez para analisar 0 poder que cada
um possuia no resultado final.

A falta de estudos em diferentes grupos étnicos que investiguem o papel dessas
variantes € um maior nimero amostral sdo as principais limitacGes dessa meta-analise, no
entanto, com a inclusdo de varios estudos o poder estatistico foi maior promovendo um

resultado mais robusto quando comparado com os trabalhos individualmente.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A maior limitagdo do presente estudo foi referente a etapa de recrutamento dos
pacientes, uma vez que nao obtivemos o tamanho amostral desejado (de no minimo 300
pacientes) durante o periodo de estudo. Como a hanseniase pode ser uma doenca silenciosa e
com longo periodo de incubagdo, hd um impacto direto no tempo para o diagndstico da
doenca. Também, a pandemia causada pelo SARS-CoV-2 e as medidas de distanciamento
social dificultaram o processo de recrutamento populacional.

Estudos de investigacdo genética sdo uma ferramenta importante para compreender 0s
fatores de risco que estdo atrelados as doencas infecciosas, como é o caso da hanseniase, bem
como compreender melhor as vias moleculares relacionadas ao desenvolvimento da doenga.
Alagoas é considerado um estado endémico para a hanseniase e entender os mecanismos
genéticos associados a doenca é imprescindivel para o melhoramento de politicas publicas
que visam diminuir o nimero de casos no estado. Com os resultados do presente estudo
almejamos contribuir para a¢Ges de vigilancia sanitaria e promocéo da salde na regido, que
possam futuramente empregar os marcadores genéticos em um painel de predicdo para o
adoecimento ou agravamento da hanseniase. Como trata-se de um estudo pioneiro no estado,
espera-se que ele seja base para outras abordagens, norteando futuros estudos genéticos e

populacionais.
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CONCLUSOES

e O desenho caso-controle na hanseniase foi possibilitado a partir do
recrutamento populacional com importante adesdo dos pacientes e controles na

coleta do material biolégico;

e Oalelo C do SNP rs4833095 do gene TLR1 apresentou frequéncia de 57,5% da
amostra populacional alagoana estudada, se assemelhando em frequéncias

observadas em outras populagdes (brasileiras e indianas);

e Oalelo C do SNP rs8057341 do gene NOD?2 foi 0 mais frequente na populacao
investigada e apresentou frequéncia de 66,9%, resultado que se assemelhou

com dois estudos conduzidos no Brasil;

e N&o foi observada associacdo genética com a hanseniase nos dois SNPs
(rs4833095 e rs8057341) investigados no presente estudo;

e Nao foi observada associacdo genética entre os dois SNPs estudados
(rs4833095 e rs8057341) e a forma clinica operacional multibacilar da

hanseniase;

e A meta-analise do SNP rs4833095 no gene TLR1 ndo apresentou associacao
com a hanseniase em nenhum dos modelos genéticos e nem na omissdo de um

estudo por vez no teste de sensibilidade;

e A meta-analise do SNP rs5743618 no gene TLR1 resultou em uma associa¢do

dos carreadores do alelo C com protecdo & hanseniase;

e Quando omitido um estudo da analise de sensibilidade realizada na meta-
analise, foi vista uma associacdo com efeito protetor em todos os modelos
genéticos do SNP rs5743618 no gene TLR1.
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APENDICES

APENDICE A — Protocolo de extracdo de DNA por salting out adaptado do Laboratdrio de

Biologia das Interagdes e Laboratério de Hanseniase — I0C/Fiocruz — Rio de Janeiro
Material: sangue total

Volume utilizado: 500uL

1. Distribuir 1,5 mL de tampao TE para lise de hemécias em tubos cénicos de 2 mL.
2. Adicionar 500uL de sangue total a cada tubo.

3. Deixar as amostras em banho seco a 56 °C por aproximadamente 5 minutos e depois

vortexar os tubos por 1 minuto.

4. Centrifugar as amostras a 2800rpm (aprox. 1000 g) por 20 minutos.

5. Descartar o sobrenadante.

6. Completar o volume de 1,5mL com TE (lise de hemacias).

7. Homogeneizar os tubos no vartex até desfazer o pellet, produto da centrifugacao.

8. Repetir este processo 2 ou 3 vezes descartando mas agora centrigugando a 2600rpm por 15

minutos.
9. Verter o sobrenadante.

10. Adicionar 200 pL de tampao de lise, 50 uL de SDS 10% e 5 pL de proteinase K (solugao

a 25 mg/mL) e homogeneizar no vortex.

11. Incubar a 56°C durante a noite.

12. Adicionar 200 pL de solugdo de acetato de sddio saturada e homogeneizar no vortex.
13. Centrifugar a 2800rpm por 20 minutos a 10 °C.

14. Transferir o sobrenadante (500uL) para outro tubo conico de 1,5 mL.

12. Adicionar etanol absoluto (2 vezes o volume obtido) e misturar por inversao até que o
DNA precipite.

13. Centrifugar a 12000rpm por 15 minutos a 4 °C.
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14. Verter o tubo para descartar o sobrenadante e deixar o tubo vertido no papel até evaporar.

15. Adicionar 1mL de etanol 70 % e com o auxilio da pipeta tentar soltar o pellet da parede do
tubo.

16. Centrifugar a 12000 rpm por 15 a 20 minutos a 4 °C.

17. Descartar o sobrenadante e repetir etapa 14.

18. Ressuspender o DNA em 100 pL de TE de ressuspensao.

19. Deixar dissolver o pellet em banho-maria a 56°C por aproximadamente 20 minutos.

20. Depois armazenar o material genético a -20 °C.



APENDICE B — Combinacdes das palavras-chaves usadas para cada base de dado
pesquisada.

PubMed:

leprosy OR mycobacterium leprae AND toll-like receptor 1 AND polymorphism;
leprosy OR mycobacterium leprae AND TLR1 AND polymorphism.
Scopus:

“toll-like receptor 1 AND leprosy AND polymorphism;

“toll-like receptor 1 AND “mycobacterium leprae” AND polymorphism;
TLR1 AND leprosy AND polymorphism;

TLR1 AND “mycobacterium leprae” AND polymorphism
ScienceDirect:

leprosy AND “toll-like receptor 1> AND polymorphism;
“mycobacterium leprae” AND “toll-like receptor 1 AND polymorphism;
“mycobacterium leprae” AND TLR1 AND polymorphism.

LILACS:

“mycobacterium leprae” tlr]l polymorphism,;

leprosy tlrl polymorphism;

leprosy “toll-like receptor 1 polymorphism;

99 <6

“mycobacterium leprae” “toll-like receptor 1” polymorphism.
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ANEXOS

ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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ANEXO B — Parecer de aprovacao da pesquisa pelo comité de ética e pesquisa.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Platoforma
ALAGOAS %’M

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Fatores de susceptibilidade & hanseniase em Alagoas: aspectos epidemiolégicos,
genéticos e imuno-inflamatdrios.

Pesquisador: Emiliano de Oliveira Barreto

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 57828716.0.0000.5013

Instituigdo Proponente: Instituto de Ciéncias Biologicas e da Salde
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 3.213.273

Apresentagio do Projeto:
Desenho:

Este projeto tem por objetivo investigar fatores de risco associados com a hanseniase em populagfies do
Estado de Alagoas. Para isso, pacientes com hanseniase (n = 100) diagnosticados nas Unidades de Salide
do municipio de UniZo dos Palmares-AL e Arapiraca, a partir do ano de 2010, e individuos sem hanseniase
(n=100), que ndo apresentem doencas infecciosas serdo convidados a participar. Informacdes sobre dados
epidemiologicos e sociodemograficos serdo obtidas mediante consulta as planilhas de bancos de dados do
SINAN. Ameostras de sangue serdo doadas por estes pacientes para o Instituto de Ciéncias Biclogicas e da
Saude (UFAL) para analises bioquimicas e avaliagtes imuno-inflamatérias. Além disso, sera realizado um
estude do tipo casc-controle para identficar os marcadores de susceptibilidade genética a hanseniase (nos
genes TLR1, NOD2, CCDC122, miR146, CCL2, IL10, LTA, PARK2 e PACRG) na populac3o de Unido dos
Palmares e Arapiraca. Neste aspecto, polimorfismos de base dnica (SNPs) em genes ja considerados de
risco para a hanseniase em outras populacdes (TNF, IFN, IL10, TLR1 e NOD2) serio investigados na
populacio em estudo utilizando ensaios de discriminac3o alélica por PCR em tempo real (StepOne Applied
Biossytems) no Laboratério de Biologia Molecular e Express3o Génica da UFAL-Arapiraca.

Enderego:  Av. Lourival Melo Mota, sin - Campus A . C. Simdes,

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 57.072-200

UF: AL Municipio: MACEID

Telefone:  (82)3214-1041 E-mail: comitedeeticaufalifigmail. com
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ANEXO C — Roteiro para revisdes sistematicas e meta-analises proposto em Transparent Reporting of Systematic Reviews and Meta-analyses
(PRISMA) de 2020.

A, : .
ey PRISMA 2020 Checklist

Hem  Checklist item

TITLE
Title 1 | Identify the report as a systematic review.
ABSTRACT
Abstract 2 | See the PRISMA 2020 for Abstracts checklist.
INTRODUCTION
Rationale 3 | Describe the rationale for the review in the context of existing knowledge.
Objectives 4 | Provide an explicit statement of the objective(s) or question(s) the review addresses.
METHODS
Eligibility criteria 5 | Specify the inclusion and exclusion criteria for the review and how studies were grouped for the syntheses. p.54
Information 6 | Specify all databases, registers, websites, organisations, reference lists and other sources searched or consulted to identify studies. Specify the | p. 54
SOUrces date when each source was last searched or consulted.
Search strategy 7 | Present the full search strategies for all databases, registers and websites, including any filters and limits used. p.97
Selection process 8 | Specify the methods used to decide whether a study met the inclusion criteria of the review, including how many reviewers screened each record | p.53
and each report retrieved, whether they worked independently, and if applicable, details of automation tools used in the process.
Data collection 9 | Specify the methods used to collect data from reports, including how many reviewers collected data from each report, whether they worked p.53
process independently, any processes for obtaining or confirming data from study investigators, and if applicable, details of automation tools used in the
process.
Data items 10a | List and define all outcomes for which data were sought. Specify whether all results that were compatible with each outcome domain in each p.65-68
study were sought (g.g. for all measures, time points, analyses), and if not, the methods used to decide which results to collect.
10b | List and define all other variables for which data were sought (g g. participant and intervention characteristics, funding sources). Describe any Nag se
assumptions made about any missing or unclear information. aplica
Study risk of bias 11 | Specify the methods used to assess risk of bias in the included studies, including details of the tool(s) used, how many reviewers assessed each | p.54
assessment study and whether they worked independently, and if applicable, details of automation tools used in the process.
Effect measures 12 | Specify for each outcome the effect measure(s) (g g. risk ratio, mean difference) used in the synthesis or presentation of results. p.54
Synthesis 13a | Describe the processes used to decide which studies were eligible for each synthesis (g.g. tabulating the study intervention characteristics and p.54
methods comparing against the planned groups for each synthesis (item #5)).
13b | Describe any methods required to prepare the data for presentation or synthesis, such as handling of missing summary statistics, or data Nag, se
conversions. aplica
13c | Describe any methods used to tabulate or visually display results of individual studies and syntheses. p.54
13d | Describe any methods used to synt hesize results and provide a rationale for the choice(s). If meta-analysis was performed, describe the p.54
modelis), method(s) to identify the presence and extent of statistical heterogeneity, and software package(s) used.
13e | Describe any methods used to explore possible causes of heterogeneity among study results (e.g. subgroup analysis, meta-regression). N, se
aplica
13f | Describe any sensitivity analyses conducted to assess robustness of the synthesized results. p.54
Reporting bias 14 | Describe any methods used to assess risk of bias due to missing results in a synthesis (arising from reporting biases). Man se




Checklist item
is reported
assessment aplica
Certainty 15 | Describe any methods used to assess certainty (or confidence) in the body of evidence for an outcome. p.5d
assessment
RESULTS
Study selection 16a | Describe the results of the search and selection process, from the number of records identified in the search to the number of studies includedin | p 59
the review, ideally using a flow diagram.
16b | Cite studies that might appear to meet the inclusion criteria, but which were excluded, and explain why they were excluded. Mio se
aplica
Study 17 | Cite each included study and present its characteristics. p. 61-64
characteristics
Risk of bias in 18 | Present assessments of risk of bias for each included study. MEg, se
studies aplica,
Results of 19 | For all outcomes, present, for each study: (a) summary statistics for each group (where appropriate) and (b) an effect gstimate and its precision p. 66 e 68
individual studies (2.g. confidence/credible interval), ideally using structured tables or plots.
Results of 20a | For each synthesis, briefly summarise the characteristics and risk of bias among contributing studies. Map se
syntheses aplica,
20b | Present results of all statistical syntheses conducted. If meta-analysis was done, present for each the summary estimate and its precision (g.g. p.65 e 67
confidence/credible interval) and measures of statistical heterogeneity. If comparing groups, describe the direction of the effect.
20c | Present results of all investigations of possible causes of heterogeneity among study results. p.65 e 67
20d | Present results of all sensitivity analyses conducted to assess the robustness of the synthesized results. p.66 e 63
Reporting biases 21 | Present assessments of risk of bias due to missing resulis (arising from repeorting biases) for each synthesis assessed. Nag se
aplica
Certainty of 22 | Present assessments of cerfainty (or confidence) in the body of evidence for each outcome assessed. p.66 e 63
evidence
DISCUSSION
Discussion 23a | Provide a general interpretation of the results in the context of other evidence. p.74eT75
23b | Discuss any limitations of the evidence included in the review. p.75
23c | Discuss any limitations of the review processes used. b['ﬁi,g se
aplica
23d | Discuss implications of the results for practice, policy, and future research. [)['ﬁi,g se
aplica
OTHER INFORMATION
Registration and 24a | Provide registration information for the review, including register name and registration number, or state that the review was not registered. Map se
protocal aplica
24b | Indicate where the review protocol can be accessed, or state that a protocol was not prepared. [)['ﬁi,g se
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. Location
?ECPO“ g o Checklist item where item
opic # .
is reported
24¢ | Describe and explain any amendments to information provided at registration or in the protocol. Nap se

aplica
Support 25 | Describe sources of financial or non-financial support for the review, and the role of the funders or sponsors in the review. blﬁ;}, se

aplica
Competing 26 | Declare any competing interests of review authors. Nfp se
interests aplica,
Availability of 27 | Report which of the following are publicly available and where they can be found: template data collection forms; data exiracted from included NMap se
data, code and studies; data used for all analyses; analytic code; any other materials used in the review. aplica

other materials

Fram: Page MJ, McKenzie JE, Bossuyt PM, Boutcon | Hoffmann TC, Mulrow CD, et al. The PRISMA 2020 statement: am updated guideline for reporfing systematic reviews. BMJ 20212372071, doi:

10.1136/bmi.A7T1

For more information, wvisit: http2/fwew_prisma-statement org/
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