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RESUMO

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica causada pela bactéria Mycobcterium leprae e
afeta principalmente a pele e os nervos periféricos. O Brasil é o segundo pais no mundo em
numero de casos de hanseniase. No periodo de 2014 a 2019 foram notificados cerca de 164.000
novos casos da hanseniase no pais. No estado de Alagoas em 2019, a taxa de incidéncia da
doenca foi de 6,95/100 mil habitantes, sendo considerada de alta endemicidade. Assim, destaca-
se a importancia de investigar os possiveis fatores de risco relacionados a ocorréncia da doenca
na regido de Alagoas. Um dos fatores relacionados ao desenvolvimento da hanseniase é o
componente genético do hospedeiro, especialmente Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP)
em genes relacionados a citocinas da resposta imune na fisiopatologia da doenca. Estudos ja
realizados em outras populagdes mostraram associagdo dos polimorfismos nos genes das
citocinas IL10, IL6 e APOE. Assim, 0 objetivo do presente estudo foi investigar associacGes de
SNPs nos genes IL10, IL6 e APOE com a hanseniase e suas formas clinicas e operacionais. Foi
realizado um estudo do tipo caso- controle incluindo pacientes com hanseniase diagnosticados
no Centro de Referéncia Integrado de Arapiraca (CRIA). Para compor o grupo controle foram
recrutados voluntéarios sem historico de doengas infecciosas no Hemocentro de Arapiraca-AL
(HEMOAL). Apos isso foram coletadas amostras bioldgicas (sangue total periférico) das quais
foi realizada a extracdo do DNA pelo método de salting-out (ou método de precipitacdo do
DNA). A partir do DNA extraido foi realizada a genotipagem de SNPs nos referidos genes,
utilizando ensaios de discriminacdo alélica por Reacdo de cadeia polimerase (PCR) em tempo
real. As andlises foram realizadas através do modelo de regressdo logistica, que permite também
incluir possiveis co-variaveis que possam introduzir algum tipo de viés nas analises, gerando
medidas de associacdo genética com a hanseniase. Todas as analises foram realizadas em
ambiente R, versdo (2021-05-18), com auxilio do software R studio. Como resultado do
recrutamento populacional na regido agreste de Alagoas, foram recrutados 445 individuos,
sendo 181 casos (15,8% PB e 66,2% MB) e 264 controles. A frequéncia dos polimorfismos na
populacédo de Alagoas (controles) foi de 48% para o genotipo CT para o SNP rs1800871-1L10,
48% para 0 genétipo AG para 0 SNP rs2069845- IL6 e 48% para 0 gendtipo GT do SNP
rs405509-APOE. A andlise de associacdo genética com a hanseniase resultou nas seguintes
estimativas: OR=1,75 (p=0,08) para o gendtipo TT do SNP rs1800871- 1L10, OR=1,31
(p=0,36) para 0 GG do SNP rs2069845- I1L6 e OR=1,13 (p=0,67) parao TT do SNP rs405509-
APOE. Os resultados demonstram que os SNPs estudados ndo possuem associacdo com a
hanseniase per se na populacdo estudada, mesmo apds a correcdo para a covariavel sexo. A
analise de acordo com a classificacdo operacional mostrou associa¢do do SNP rs2069845- IL6
com aumento do risco para a hanseniase MB comparado com PB, que se manteve mesmo apds
a correcdo para sexo (genotipo GG, OR= 2,91; p=0,03). Os resultados obtidos no presente
estudo, colaboram nas informacdes a respeito da influéncia genética na hanseniase em uma
populacdo de Alagoas, podendo posteriormente ser utilizado para compor um painel de
marcadores para a doenca, principalmente para gravidade clinica, possibilitando monitorar os
pacientes e verificar as chances de desenvolverem a forma mais grave da hanseniase.

Palavras-chave: citocinas, genética, SNPs, imunologia.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease caused by the bacterium Mycobcterium leprae and
mainly affects the skin and peripheral nerves. Brazil is the second country in the world in
number of leprosy cases. In the period from 2014 to 2019, about 164,000 new cases of leprosy
were reported in the country. In the state of Alagoas in 2019, the incidence rate of the disease
was 6.95/100 thousand inhabitants, being considered highly endemic. Thus, the importance of
investigating the possible risk factors related to the occurrence of the disease in the region of
Alagoas is highlighted. One of the factors related to the development of leprosy is the genetic
component of the host, especially Single Nucleotide Polymorphism (SNP) in genes related to
cytokines of the immune response in the pathophysiology of the disease. Studies already carried
out in other populations showed an association of polymorphisms in the cytokine genes IL10,
IL6 and APOE. Thus, the aim of the present study was to investigate associations of SNPs in
the IL10, IL6 and APOE genes with leprosy and its clinical and operational forms. A case-
control study was carried out including patients with leprosy diagnosed at the Centro de
Referéncia Integrado de Arapiraca (CRIA). To compose the control group, volunteers with no
history of infectious diseases were recruited at the Blood Center of Arapiraca-AL (HEMOAL).
After that, biological samples were collected (peripheral whole blood) from which DNA
extraction was performed by the salting-out method (or DNA precipitation method). From the
extracted DNA, the genotyping of SNPs in these genes was performed, using allelic
discrimination assays by Polymerase Chain Reaction (PCR) in real time. The analyzes were
performed using the logistic regression model, which also allows the inclusion of possible co-
variables that may introduce some type of bias in the analyses, generating measures of genetic
association with leprosy. All analyzes were performed in R environment, version (2021-05-18),
with the aid of R studio software. As a result of population recruitment in the rural region of
Alagoas, 445 individuals were recruited, being 181 cases (15.8% PB and 66.2% MB) and 264
controls. The frequency of polymorphisms in the population of Alagoas (controls) was 48% for
CT genotype for SNP rs1800871-1L10, 48% for AG genotype for SNP rs2069845-1L6 and 48%
for GT genotype for SNP rs405509-APOE . The analysis of genetic association with leprosy
resulted in the following estimates: OR=1.75 (p=0.08) for the TT genotype of SNP rs1800871-
IL10, OR=1.31 (p=0.36) for the GG of the rs2069845-1L6 SNP and OR=1.13 (p=0.67) for the
TT of the rs405509-APOE SNP. The results demonstrate that the SNPs studied are not
associated with leprosy per se in the population studied, even after correction for the covariate
sex. The analysis according to the operational classification showed an association of SNP
rs2069845-1L6 with an increased risk for MB leprosy compared to PB, which remained even
after correction for sex (genotype GG, OR= 2.91; p=0, 03). The results obtained in the present
study, contribute to the information about the genetic influence on leprosy in a population of
Alagoas, and can later be used to compose a panel of markers for the disease, mainly for clinical
severity, making it possible to monitor patients and verify the chances of developing the most
severe form of leprosy.

Keywords: cytokines, genetics, SNPs, immunology
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1. INTRODUCAO

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica causada pelo patégeno intracelular
Mycobacterium leprae, que afeta principalmente a pele e o sistema nervoso periférico
(FREITAS et al., 2019) . Sua forma de transmissdo € através das vias aéreas superiores de
pessoa a pessoa através do convivio de suscetiveis com doentes baciliferos sem tratamento
(MEER, 2010). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2017), a hanseniase
ocorre em todas as idades, porém é observada com mais frequéncia em adultos e idosos. E
curavel, e o diagndstico seguido de tratamento precoce quebra o ciclo de transmisséo e evita a
maioria das incapacidades fisicas que podem ocorrer em decorréncia da doenca.

O Brasil ocupa a segunda posi¢éo entre 0s paises com maior nimero de casos novos de
hanseniase, onde também se concentra mais de 90% de todos 0s casos da doenca nas Américas
(WHO, 2019). Em 2019, foram registrados 27.863 novos casos, apresentando uma taxa de
deteccéo de novos casos de 13,20 por 100.000 habitantes (WHO, 2021). No estado de Alagoas,
no ano de 2019, foram notificados 348 casos novos da doenca, que representa uma taxa de
deteccdo de 6,95/100 mil habitantes, considerada de média a alta endemicidade (DATASUS,
2019).

O patogeno causador dessa doenca é o bacilo Mycobacterium leprae (M. leprae) e o ser
humano é o seu hospedeiro, podendo transmitir através das vias aéreas superiores. O periodo
de incubacdo € longo, sendo necessario um contato prolongado para haver a infec¢éo, sendo os
individuos sem tratamento os principais disseminadores da hanseniase (WHO, 2017). Existe
uma dificuldade no manejo clinico de pacientes devido ao desenvolvimento de reacdes,
episodios agudos que ocorrem no curso da doenga cronica, sendo um fendmeno imune
inflamatorio, podendo gerar incapacidades fisicas irreversiveis no mesmo (HUNGRIA et al.,
2019)

A doenca manifesta-se por manchas eritematosas que apresentam limites imprecisos na
pele. Essas lesdes podem ser acompanhadas de perda de sensibilidade térmica, queda de pelos
e perda de tonus muscular. O acometimento neural pode levar a alteracdo de sensibilidade. O
ndo tratamento da doenca pode, progressivamente, levar a deformacdo dos membros e danos
fisicos irreversiveis (BEZERRA, 2015).

Existem os fatores naturais e sociais que estdo associados a distribuicdo espacial da
hanseniase. Entre as premissas naturais, encontram-se o clima, o relevo, tipos de vegetagéo e
determinados ecossistemas. Entre os fatos sociais, destacam-se condi¢Ges desfavoraveis de
vida, desnutricdo, movimentos migratorios e outras (MAGALHAES; ROJAS, 2007). Além

disso, outros fatores podem estar relacionados, tais como o perfil genético do hospedeiro,
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vacinacdo com BCG (Vacina de Calmette e Guérin) e taxas de exposi¢cdo a Mycobacterium
leprae ou outras microbactérias (MORAES et al., 2006).

O bacilo causador da hanseniase, 0 M. leprae, possui a capacidade de infectar muitas
pessoas, mas poucas adoecem, a depender da interacdo entre fatores do hospedeiro (genéticos
e nao genéticos) e do ambiente, o que justifica a importancia de se conhecer os fatores genéticos
do hospedeiro associados a doenca (CARDOSO et al., 2011). Assim, a hanseniase depende da
interacdo entre fatores ambientais, do patdgeno e do hospedeiro.

Polimorfismos de base Unica (SNPs), do inglés Single Nucleotide Polymorphism, em
genes relacionados com o sistema imunoldgico do hospedeiro tém sido consistentemente
sugeridos como participantes na suscetibilidade a hanseniase (ALVARADO-ARNEZ et al.,
2015). Os SNPs, mutacdes que apresentam uma frequéncia maior que 1% na populacdo, foram
associados com a hanseniase em populacgdes distintas, podendo influenciar o perfil inflamatério
dos individuos e o desenvolvimento da doenga (PACHECO; MORAES, 2009).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos gerais da hanseniase

A hanseniase é uma das doencas mais antigas da humanidade, com relatos de casos que
datam de 3000 anos atras (LASTORIA; DE ABREU, 2014). Sua origem é pré-histérica, visto
que hé evidéncias arqueoldgicas provenientes da Africa e da Asia, porém, as teorias sobre a sua
origem séo controversas (ROBBINS et al., 2009), pois 0s primeiros registros textuais sobre a
doenca apareceram nos papiros egipcios datados de 1550 a.c. (HULSE, 1972). Estudos
baseados em gendmica comparativa e andlise filogenética, mostram que a doenca se originou
no Oeste africano e foi propagada para outras regides do mundo pelo fluxo de migracdes
continuas durante a historia da humanidade (MONOT et al., 2009). No Brasil, acredita-se que
a doenca foi introduzida por europeus e Africanos durante o comércio de escravos no século
XVIII (MONOT et al., 2005).

No passado, a principal estratégia utilizada para evitar a propaga¢do da hanseniase era
o isolamento obrigatdrio de pacientes em col6nias, que foram estabelecidas no Brasil em 1923.
Com a introducéo da sulfona na década de 1940 e seu uso no tratamento devido a eficacia, o
isolamento deixou de ser obrigatdrio, mas sé foi oficialmente anulado em 1962. No entanto, até
meados da década de 1980, muitos pacientes ainda permaneceram isolados por varias razdes,
dentre elas a resisténcia a monoterapia com sulfona. A OMS sugeriu 0 uso de regimes de
multiplos farmacos e desde o inicio da década de 1980 a doenca foi tratada com medicamentos,
regimes em ambulatério e os doentes considerados curados apés o tratamento (LASTORIA;
DE ABREU, 2014).

Na histdria provavelmente nenhuma doenca gerou estigma social tdo intenso quanto a
hanseniase, sempre associada a conceitos relacionados ao pecado, impureza e puni¢do dos que
eram infectados. Na era pré-microbioldgica, contribuia para o fortalecimento do estigma a
nocao de que a hanseniase era hereditaria, j que agregacéo familiar de casos era observada com
frequéncia (PREVEDELLO; MIRA, 2007).

A falta de conhecimentos clinico-imunolégicos motivou, hipdteses que apontavam o
carater hereditario da hanseniase (SANTOS; FARIA; MENEZES, 2008). O componente
genético da suscetibilidade a hanseniase foi sugerido pela primeira vez por estudos
observacionais, incluindo estudos de gémeos, agregacdo familiar e analises de segregacéo
(CARDOSO et al., 2011). Estes estudos ndo contrariaram a hipotese de que os elementos dos
gémeos monozigoticos sdo mais propensos a manifestar a mesma forma da doenca,

corroborando com a ideia da participacdo de um componente genético no risco da doenca e
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formas clinicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

2.2 Epidemiologia da hanseniase

De acordo com um estudo sobre o perfil epidemiolégico da hanseniase no Brasil, no
periodo de 2014 a 2019 foram notificados cerca de 164.000 novos casos da doenca no pais. No
periodo analisado, a taxa de incidéncia foi entre 11,14 e 15, 2 nas regi6es. Com relacdo ao
numero de casos, em 2014 foram realizadas 31.064 notificacdes de casos, ocorrendo em 2019
uma reducdo das notificagdes em aproximadamente 24% em comparagéo ao ano de 2014, com
23.612 novos casos notificados (OLIVEIRA, et al., 2021).

A prevaléncia da doenca foi reduzida para menos de 1/10.000 na populacdo global
devido as medidas de controle da hanseniase. No entanto, a hanseniase persiste enquanto
importante problema de saude publica nos focos subnacionais. A incidéncia de novos casos tem
mostrado apenas um declinio gradual nos ultimos 10 anos e em 2015 era de 210.758
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Em 2019, o niumero de novos casos de hanseniase foi de 202.185 globalmente, com uma
taxa de deteccdo de 25,9 casos a cada um milhdo de habitantes, quando esse numero é
comparado ao ano anterior observa-se que houve uma diminui¢do de 6.506 casos quando
comparado com o ano de 2018 (Figura 1, p.) (WHO, 2019).

O Brasil é 0 segundo pais no mundo em nimero de casos de hanseniase. Em 2016, de
acordo com a OMS, foram identificados no Brasil 25.218 casos novos de hanseniase,
perfazendo uma taxa de deteccdo de 12,2/100 mil hab. Esses parametros classificam o pais
como de alta carga para a doenca, sendo o segundo com o maior nimero de casos novos
registrados no mundo. Entre os anos de 2003 a 2018, foram registrados um total de 586.112
casos novos. Neste mesmo periodo, foram notificados 43.479 casos novos em menores de 15

anos e 37.790 casos novos com grau 2 de incapacidade fisica no diagnostico (WHO, 2019).
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Figura 1 - Distribuicdo do nimero de novos casos de hanseniase notificados globalmente no ano de
2019 segundo a Organiza¢do Mundial da Saude.
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] °
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Fonte: adaptado WHO, 2019a.

No Brasil, entre os anos de 2003 a 2018, a taxa de casos novos apresentou redugéo, com
variacdo ao longo do periodo. Em 2003, houve 14,50 casos novos por 1 milh&o de habitantes,
chegando a 8,80 por 1 milhdo de habitantes em 2016. Nos anos de 2017 e 2018, foi observado
aumento das taxas em relacdo ao ano anterior, sendo 9,39 e 10,10 casos novos por 1 milhdo de
habitantes, respectivamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

No ano de 2018, o Brasil apresentou endemicidade “alta” tanto na populagcdo de menores
de 15 anos de idade quanto na populacédo geral. Quando analisado o periodo de 2009 a 2018, a
taxa de deteccdo geral passou de 19,64 para 13,70 casos por 100 mil habitantes, com uma
reducio de 30,20% (Figura 2) (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).
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Figura 2 - Taxa de detecgdo geral de casos novos de hanseniase no Brasil entre 0s anos de 2009 a
2018.

Taxa de
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Fonte: Ministério da Saude, 2650.-

Segundo o Ministério da Saude, no Brasil altas taxas de incidéncia em algumas regides,
a magnitude e o alto poder incapacitante, mantém a hanseniase como um problema de salde
publica no pais. Entre os anos de 2014 a 2018, foram diagnosticados no Brasil 140.578 casos
novos de hanseniase. Entre estes, 77.544 casos novos ocorreram no sexo masculino, o que
corresponde a 55,2% do total. O maior numero foi identificado nos individuos entre 50 a 59
anos, totalizando 26.245 casos novos (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Esses parametros classificam o Brasil como de alta carga para a hanseniase, sendo o
segundo com o maior nimero de casos novos registrados no mundo. Apesar de ser uma doenca
de notificacdo compulséria que afeta varias partes do Brasil, ainda é bastante negligenciada em
sua fase de deteccdo e de notificacdo nos servigos de saide (MELO et al., 2017).

Entre os brasileiros, a hanseniase é um problema de saude publica cujo programa de
eliminacdo esta entre as acOes prioritarias do Ministério de Saude. A distribuicdo geografica da
doenca no Brasil € estudada, geralmente, por suas macrorregides e Estados, ndo havendo um
conhecimento sistematizado de sua distribuicéo espacial (MAGALHAES; ROJAS, 2007)

Em um estudo epidemioldgico realizado no periodo 2005 a 2015 mostrou que o

coeficiente de prevaléncia dos casos de hanseniase manteve-se num valor médio, ou seja,
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de 1,00 a 4,99/10 000 habitantes, com tendéncia nacional decrescente, no grupo etario
<15 anos ou _> 15 anos. Essa prevaléncia ndo foi observada nas regides Nordeste, Norte e
Centro-Oeste (RIBEIRO, 2018).

Em Alagoas, de acordo com o DATASUS, esse nimero foi um total de 482 novos casos,
onde o sexo masculino apresentou um valor de 250 e o sexo feminino de 232 em 2021
(DATASUS, 2021). O estado de Alagoas esta localizado na regido Nordeste, possui
102 municipios e uma populacdo de aproximadamente 3.120,494 habitantes, com extensdo de
27.848,140 kmz. O clima predominante no estado é semiarido e tropical tmido (IBGE, 2021).

Em um estudo do tipo descritivo, bibliografico e retrospectivo de abordagem
quantitativa, realizado no ano de 2016 e analisando o periodo de 2010 a 2014, em um distrito
de referéncia do municipio de Macei6-AL, a hanseniase teve uma maior incidéncia no ano de
2012. O estudo revelou que nesse periodo houveram 48 novos casos confirmados de hanseniase
em mulheres e 45 novos casos em homens, com maior incidéncia no ano de 2012, demonstrando
que ainda persistem altos os indices de acometimento da populagdo. Os resultados desse
trabalho, demonstraram que a hanseniase continua sendo um grave problema de satde publica,
ainda negligenciado (MELO et al., 2017).

Um estudo ecologico de novos casos de hanseniase na populacdo de Arapiraca no
periodo de 2008 a 2017, mostrou que foram registrados 292 novos casos de hanseniase,
ocorrendo principalmente no sexo feminino, numa faixa etaria de 46 a 59, com menos de oito
anos de escolaridade e residentes em areas urbanas. Nesses novos casos predominava a forma
tuberculdide e da classificagdo paucibacilar. Quase um terco das pessoas apresentavam algum
grau de deficiéncia fisica, principalmente ao grupo de 60 anos ou mais (ALBUQUERQUE et
al., 2020).

2.3 Agente etioldgico
A hanseniase ¢ uma doenca bacteriana cronica para a qual o agente etioldgico é
Mycobacterium leprae (M. leprae). Esse patdgeno € intracelular obrigatério que infecta
macrofagos e células Schwann do sistema nervoso periférico, resultando em danos severos e
irreversiveis nos tecidos nervosos. Pelo fato dela ter um longo periodo de incubacéo, acaba
dificultando o diagndstico e tornando-se um problema de sadde publica (SANTOS et al., 2017;
SILVA e BELISLE, 2018).
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O M. leprae é uma bactéria Gram-positiva, intracelular e imovel, possui a forma de
bastonete reto com extremidades arredondadas (DIORIO, 2014). E um bacilo alcool- acido
resistente, ndo cultivavel em laboratdrio e de multiplicacéo lenta (11-21 dias), com um periodo
de incubacdo de em média 5 anos (GOULART; PENNA; CUNHA, 2005; MISCH et al., 2010).
Apresenta-se sob a forma de bacilo reto ou um pouco encurvado, com extremidades
arredondadas, medindo aproximadamente de 1 a 8 mm de comprimento e 0,3 mm de didmetro
(MADEIRA, 2000). E um parasita intracelular obrigatorio com afinidade pelo sistema nervoso
periférico, ou seja, ramos nervosos sensitivos cutaneos e troncos nervosos. Tal caracteristica
confere ao bacilo um grande potencial para causar incapacidades fisicas que podem, inclusive,
evoluir para deformidades (LANA, 2005).

Tem mais afinidade em locais do corpo mais frios, como o trato respiratorio superior,
orelhas e extremidades do corpo, sendo a temperatura de 27 °C a 30°C ideal para o seu
desenvolvimento (HASTINGS et al., 1968). Afeta principalmente macrdfagos da pele e células
Schwann de nervos periféricos, nos quais a presenca do bacilo evoca como resposta uma forte
inflamacao que pode levar a danos nos nervos (CARDOSO et al., 2011).

A reproducdo do M. leprae ocorre pelo processo de divisdo primaria. Sua parede celular
possui cerca de 20 nm de espessura e uma estrutura quimica constituida de peptideoglicanos
entrelacados e ligados a cadeias polissacaridicas, que servem de suporte para os acidos
micolicos. Os lipopolissacarideos dessas micobactérias podem atuar de forma importante para
a sobrevivéncia no interior da célula do hospedeiro e patogénese da doenca. O bacilo apresenta
uma capsula e sua superficie externa é caracterizada pela presenca de uma grande quantidade
de componentes lipidicos, sendo provavelmente responsaveis pela "zona elétron transparente”
e pelo aspecto espumoso do material visto no interior dos macréfagos de pacientes virchovianos
(MADEIRA, 2000).

A estrutura da parede do bacilo é constituida por peptideoglicanos entrelacados e ligados
covalentemente a cadeias polissacarideos, servindo de suporte para o0s acidos micolicos. Esses
acidos possuem um alto peso molecular, tornando-se responsaveis pela natureza hidrofébica da
micobactéria sendo provavelmente responsaveis pela zona elétron-transparente (DIORIO,
2014). Quando uma radiacdo continua atravessa um material transparente, parte dessa radiacdo
pode ser absorvida, caso isso aconteca, ao atravessar um prisma ira produzir um espectro com
intervalos transparentes (espectro de absor¢do), com essa absor¢do, atomos ou moléculas
passam de um estado de energia mais baixa para uma energia maior, havendo assim uma
excitacdo dos elétrons (PAVIA et al., 2010).
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2.4 Aspectos clinicos da hanseniase

A hanseniase apresenta-se em um espectro de formas clinicas, indo de uma forma mais
branda até uma mais grave. Mediante a exposi¢cdo ao patdgeno a infecgdo pode ocorrer e a
doenga pode apresentar-se na forma indeterminada, que se caracteriza em uma forma latente
que posteriormente pode evoluir para qualquer das outras formas clinicas. Além disso, a doenca
ainda pode permanecer latente por anos sem manifestar sinais clinicos (MISCH et al., 2010).
Alguns pacientes que ndo tém resisténcia ao M. leprae apresentam um alto nimero de lesGes
elevadas ou nodulares em todas as partes do corpo, e que sdo reveladas, através de bidpsias ou
macréfagos espumosos na derme contendo muitos bacilos e micro colnias (Figura 3)
(SCOLLARD et al., 2006).

Figura 3 - Formas clinicas da hanseniase, ilustradas por lesdes dermatoldgicas que se apresentam com
diminuicdo ou auséncia de sensibilidade.

A
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A) Lesdo hipopigmentada (redugdo da coloracdo da pele) bem definida e sem sensibilidade ao toque no local da
mancha (PB). B) Mancha hipopigmentada (PB). C) Mancha na porgdo inferior do antebraco que aumentou ao
longo de um periodo de dois meses de observacdo e por fim detectou a perda de sensibilidade (PB). D) Superficie
da lesdo ligeiramente aspera e seca com perda de sensibilidade (PB). E) Perda muito evidente de sensibilidade
(PB). F) Vérias manchas hipopigmentadas. Paciente com mais de 5 lesGes e com alguns nervos comprometidos
(MB) G) Paciente com lesdes, dois nervos periféricos comprometidos e perda de sensibilidade ao toque leve (MB).
H) Varias lesfes no corpo do paciente, baciloscopia positiva e perda de sensibilidade ao toque leve e trés nervos
periféricos comprometidos (MB). ) Manchas na face e no pescoco e varios nédulos (MB)

Fonte: ATLAS DA HANSENIASE, 2019

Existem episddios inflamatérios conhecidos como reacfes hansénicas aos quais 0S
pacientes com hanseniase podem ser acometidos antes, durante ou ap0s o tratamento, existindo
duas formas principais, as quais apresentam diferentes mecanismos imunoldgicos (FOSS,
2003). A primeira, Tipo 1, que também é denominada reagao reversa, possui um quadro clinico
caracterizado pelo agravamento de lesdes pré- existentes e ao aparecimento de novas lesdes. O
segundo tipo de reagdo, Tipo 2 ou eritema nodoso, ocorre apenas nos pacientes multibacilares
e € manifestado com nodulos subcutaneos eritematosos, dolorosos, mais palpaveis do que
visiveis. Cada nodulo pode durar de uma a duas semanas, mas outros podem aparecer
(CARNEIRO, 2006).

Para a classificacdo das formas clinicas da hanseniase, Ridley e Jopling 1962 adotaram
subgrupos dentro do espectro, obedecendo critérios clinicos e bacterioldgicos, enfatizando os
aspectos imunologicos e histopatologicos. Sdo utilizadas siglas que indicam as formas polares
e borderlines: a) tuberculdide - tuberculdide (TT), onde o paciente possui lesbes cutaneas ou
neurais localizadas e predominio de resposta imune celular, com pouco ou nenhum bacilo; b)
lepromatosolepromatoso (LL), possuindo deficiéncia de resposta imune celular, com a
dispersdo da doenca e c) os trés subgrupos boderline- tubercul6ide (BT), borderline- borderline
(BB), borderline- lepromatosa (BL), representando as formas borderlines da doenca, que

apresentam respectivamente reducdo da resposta imune celular, lesdes na pele e nervos e
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aumento da carga bacilar e niveis de anticorpos (RIDLEY; JOPLING, 2015). Uma outra
proposta de classificacdo da hanseniase, classificacdo de Madri, adota critérios de polaridade,
baseados nas caracteristicas clinicas da doenca (SOUZA, 2013) que se ampliaram pelos
aspectos bacterioldgicos, imunologicos e histologicos da hanseniase, dividindo a hanseniase em
dois grupos instaveis: hanseniase indeterminada e dimorfa e dois grupos estaveis: tuberculdide

e virchowiana.

Tabela 1 - Correlagéo entre as classificagcdes de Madri (1953), de Ridley & Jopling (1996) e da OMS
adotadas para a hanseniase (1982).

Madri Indeterminada Tuberculbide Borderline Virchoviana
) (M) (B) V)
Ridley & TT BT* BB BL LL
Jopling
OMS Paucibacilares Multibacilares

TT: Tuberculdide- tuberculdide, *BT: Bordeline- tuberculdide, embora apresente caracteristicas da
forma paucibacilar, operacionalmente tem sido classificada como multibacilar; BB: Borderline-
borderline; Borderline- lepromatoso e LL: Lepromatoso- lepromatoso

Fonte: SOUZA (1997).

Foi proposta pela OMS em 1982 uma classificagdo simplificada e operacional para a
hanseniase, na qual os pacientes séo classificados em paucibacilar (PB — presenca de até cinco
lesGes de pele com baciloscopia de raspado intradérmico negativo, quando disponivel) ou
multibacilares (MB — presenca de seis ou mais lesdes de pele ou baciloscopia de raspado
intradérmico positiva). A classificacdo da OMS é utilizada para fins de tratamento, e por isso
se faz de extrema importancia no controle da hanseniase (“Chemotherapy of leprosy for control
programmes”, 1982). Os pacientes com as formas multibacilares da hanseniase séo
considerados a principal fonte de transmisséo, porém o papel dos paucibacilares na cadeia de
transmisséo ja ter sido demonstrado (GROSSI ARAUJO, 2003).

Sabe-se que o aparecimento das rea¢Oes possui alta relagdo com a ocorréncia das
incapacidades nos pacientes com hanseniase (FAVA et al., 2017). A agressao aos nervos na
hanseniase pode se estabelecer de dois modos: um inicial, que ocorre na auséncia de células
inflamatorias e € comum tanto a forma paucibacilar como a multibacilar; e, um tardio com
presenca de processo inflamatério (CHACHA et al., 2009). O dano neural é atribuido a
proliferacdo bacteriana ou a resposta imune do hospedeiro em nervos periféricos e areas da
derme adjacentes (GOULART; PENNA; CUNHA, 2005).
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2.5 Transmissao, tratamento e diagndstico da hanseniase

Pouco se sabe sobre a distribuicéo e transmissao da infecgéo e os fatores que conduzem
ao adoecimento, principalmente pela impossibilidade de cultivar o Mycobacterium leprae (DE
MOURA et al., 2008). A hip6tese aceita é que, para que a transmissdo do bacilo ocorra, é
necessario um contato direto e prolongado com o paciente na forma multibacilar e que nédo
esteja em tratamento (BRASIL, 2002). De acordo com o Ministério da Saude, normalmente, a
fonte da doenca é um parente préximo que ndo sabe que esta doente, como avos, pais, irmaos,
conjuges, etc. O bacilo € transmitido pelas vias respiratorias superiores, e ndo através de objetos
utilizados pelo paciente.

Ao longo da doenca, o paciente tratado, ndo tratado ou que esteja em tratamento, podera
apresentar episodios reacionais, caracterizado por inflamag6es agudas que podem levar ao
comprometimento sistémico, cutaneo e neuroldgico (SILVA, 2011). Esses episodios podem ser
classificados como Reacdo tipo 1 ou reacgdo reversa (RR), ocorrendo de forma mais frequente
em pacientes paucibacilares e parece estar associada ao aumento repentino da resposta imune
mediada por célula contra antigenos do M. leprae ou Reacdo tipo 2 ou reagdo de eritema
nodosono hansénico (ENH), ocorrendo principalmente em pacientes multibacilares, sendo
caracterizado por reacdo inflamatoria sisttmica, com uma imunopatologia mais complexa. A
maior ocorréncia € em pacientes sob tratamento, podendo ser recorrente (CARVALHO et al.,
2017)

Para o tratamento da hanseniase é utilizada a poliquimioterapia (PQT), onde os pacientes
PB e MB recebem um tratamento através da associagdo dos medicamentos Rifampicina,
Dapsona e Clofazimina. O tempo de tratamento para pacientes PB é de 6 meses (6 cartelas) e
para MP o tempo de tratamento é de 12 meses (12 cartelas) (BRASIL, 2017). O diagnostico e
o0 reconhecimento precoce da doenga garantem o inicio do tratamento e a interrupcao da cadeia
de transmisséo, prevenindo as incapacidades fisicas (GROSSI ARAUJO, 2003).

O diagndstico da hanseniase € essencialmente clinico, realizado atraves do exame fisico
onde procede-se uma avaliagdo dermatoneuroldgica, buscando-se identificar sinais clinicos da
doenca. Antes, porém, de dar-se inicio ao exame fisico, deve-se fazer a anamnese colhendo
informacbes sobre a sua historia clinica, ou seja, presenca de sinais e sintomas
dermatoneuroldgicos caracteristicos da doenca e sua historia epidemiologica (BRASIL, 2002).
Existem formas complementares de diagnostico que sdo: intradermorreacdo, baciloscopia,
histopatologia, sorologia, reacdo de imunohistoquimica e identificacdo molecular do M. leprae
(LASTORIA et al., 2012).



22

Na intradermorreacdo de Mitsuda, injeta-se na derme o antigeno lepromina. Esse teste
de imunidade celular é o Unico que o resultado ndo é analisado em 24 horas, mas ap0s 28,
quando ocorre a formacdo de um granuloma e hipersensibilidade (PINHO et al., 1998). No
exame baciloscépico é utilizado o microscopio como equipamento de leitura de amostras
obtidas das lesbes dos pacientes. A leitura dos resultados é realizada de acordo com o Indice
Baciloscopico (IB), proposto por Ridley em 1962, que se baseia em uma escala logaritmica com
variacdo entre 0 a 6. E 0 método de avaliagdo quantitativa mais utilizada na leitura da
baciloscopia em hanseniase (BRASIL, 2017).

O exame histopatologico é realizado pelas colora¢Ges de hematoxilina-eosina e Faraco-
Fite, que evidencia bacilos &lcool-4cido-resistentes (LASTORIA; DE ABREU, 2012) O
diagnostico molecular, por sua vez, detecta o M. leprae através da reacdo de PCR, permitindo
quantificar e determinar a viabilidade da bactéria. A Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
identifica porcdes especificas do DNA do M. leprae através da amplificacdo de sequéncias
gendmicas do bacilo (GOULART; GOULART, 2008).

Em 2021, foi aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o uso
do Kit-NAT HANS para a hanseniase. E um teste de biologia molecular para ser empregado
em bidpsias de lesdes cutaneas e de nervos, tem como objetivo auxiliar no diagnostico da

hanseniase, quando a baciloscopia de raspado intradérmico for negativa (BRASIL, 2021).

2.6 Incapacidades fisicas da hanseniase

Na abordagem clinica da hanseniase as incapacidades fisicas sdo consideradas como um
agravamento que impacta os pacientes, por levar a incapacidades, deformidades fisicas,
preconceito e estigma (MONTEIRO et al., 2013). Em 2002, o Ministério da Saude classificou
0s graus de incapacidade como grau 11l ao grau Il, com o objetivo de facilitar a avaliacdo nos
centros de atengdo basica (MINISTERIO DA SAUDE, 2008). O grau de incapacidade esta
relacionado com o tempo de doenga, permitindo uma avaliagdo indireta da efetividade das
atividades de detecgédo precoce e tratamento adequado dos casos (ALVES et al., 2010). A
prevencdo de incapacidades na hanseniase inclui um conjunto de medidas visando evitar a
ocorréncia de danos fisicos, emocionais e socioecondémicos (Figura 5). A principal forma de
prevenir as deficiéncias e as incapacidades fisicas, é o diagnostico precoce. O objetivo geral da
prevencdo de incapacidades é proporcionar ao paciente, durante o tratamento e apos alta, a

manutencdo ou melhora de sua condi¢&o fisica, socioeconémica e emocional (BRASIL, 2018).
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Figura 4 - Componentes da prevencédo de incapacidades em hanseniase.
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Fonte: Guia Prético de Hanseniase — Ministério da Satde, (2018).

2.7 Imunologia da hanseniase

Por se tratar de um bacilo intracelular obrigatério, a resposta imune eficaz é mediada
por células, sendo representada pela fagocitose dos bacilos pelos macrofagos, pela ocorréncia
do antigeno e apresentagdo dos antigenos aos linfécitos T auxiliares (Th). Se houver um
desequilibrio nesta interacdo ou a resposta ndo seja eficiente, podera favorecer uma
multiplicacdo do bacilo, dessa forma, contribuindo para o desenvolvimento da doenca
(UCIECHOWSKI et al., 2011).

A interacdo inicial entre o M. leprae e o ser humano envolvem os macrofagos e células
dendriticas (CDs) que atuam no sitio de invasdo do bacilo durante a resposta imune inata
(MENDONCA et al., 2008). Nelas e em outras células de defesa, como neutrofilos e linfocitos
B, além de outros grupos celulares envolvidos na resposta imune inata, estdo presentes
receptores, dentre estes os do tipo toll-like (TLRs), que sdo essenciais para o reconhecimento
de patdgenos, desencadeando uma resposta pré- inflamatoria (SILVA, 2013).

A imunidade natural tem um papel crucial no resultado da infeccéo, através da tentativa
inicial de contencdo da infeccdo e da producao de citocinas. Grande parte das células dendriticas
sdo ativadas durante o primeiro contato com o patogeno, fagocitando, processando e
apresentando o antigeno aos linfécitos T e B distantes do sitio da infecgdo. Além disso, ha a
producéo de citocinas como 1L-12, TNF, IL10 e IL6 (DEMANGEL; BRITTON, 2000).

A liberacdo de citocinas pode levar a resisténcia ou a progressao da doenca. Citocinas
do tipo Thl (IFN-y, IL-2, IL-7, IL-12, IL-15 e 1L-18) tém alta producdo local nas lesGes em
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pacientes paucibacilares. Ja individuos multibacilares possuem um padrdo de citocinas do tipo

Th2 nas lesbes (IL-4 e 1L10), com alta producéo de anticorpos, porém, nao sdo efetivos para a

doenca visto que o M. leprae ¢ bacilo intracelular obrigatério (FRANCHESCHI et al., 2009).
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Figura 5 - Em pacientes com hanseniase tubercul6ide (TT), a resposta imune inata é ativada pelo M. leprae por
meio de receptores toll-like (TLR2/1). Em pacientes com hanseniase tubercul6ide (TT), a resposta imune inata €
ativada pelo M. leprae por meio de receptores toll-like (TLR2/1). A IL-15 estimula o programa antimicrobiano
dependente de vitamina D em macrofagos e inibe a fagocitose de micobactérias. Esses eventos promovem uma
resposta de citocinas de células T Thl (IFN-y, IL-2, TNF e IL-15) que contém a infeccdo em granulomas bem
formados e uma resposta Th17 (IL-17A, IL-17F, IL -21 e 1L-22) que leva & inflamagdo e destruicdo do tecido,
recrutamento de neutrofilos, ativacdo de macrdéfagos e aumento de células efetoras Thl. b Em pacientes com
hanseniase virchowiana (LL), IL-4, IL10, membro 2 do receptor tipo imunoglobulina leucocitaria da subfamilia A
(LILRAZ2) e fosfolipidios oxidados inibem as respostas de citocinas induzidas por TLR2/1, mas preservam a
liberacdo de 1L10. Além disso, os imunocomplexos desencadeiam a producédo de IL10 e aumentam a fagocitose do
M. leprae, ApoB, complexo haptoglobina-hemoglobina e fosfolipidios oxidados pelos macréfagos através dos
receptores CD209 e CD163, sem ativar a via antimicrobiana dependente da vitamina D. A aparéncia espumosa dos
macrdfagos se deve ao acimulo de goticulas lipidicas (LD) no interior dessas células. Ha uma regulagéo positiva
da perilipina e da proteina relacionada a diferenciacdo adiposa no complexo reticulo endoplasmatico-Golgi com a
formagcdo de vesiculas contendo lipidios, fosfolipidios, éster de colesterol e colesterol. Além disso, hd um aumento
tanto na sintese de receptores de LDL (como CD36, LDL-R, SBA-1, SR-B1 e LRP-1) quanto na captagdo de
colesterol enddgeno que se acumula intracelularmente. 1sso induz um perfil imune Th2 e Treg, com producéo de
IL-4 e IL10, producgdo de anticorpos, auséncia de granulomas e falha em restringir o crescimento do M. Leprae
(Fonseca et al., 2017).
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Observacdes clinicas indicaram que ndo bastava o contato com o bacilo para se
desenvolver a hanseniase, e que a mesma ocorria com maior ou menor frequéncia em diferentes
populacbes e que a doenga se manifestava de diferentes maneiras em diferentes individuos
(PREVEDELLDO et al., 2007). De fato, evidéncias epidemioldgicas e genéticas tém implicado
genes principais que contribuem para o desenvolvimento de doencas micobacterianas (ALTER,
2011). Resultados gerais de analises de segregacdo complexa sugerem um modelo de
susceptibilidade a hanseniase, com alguns principais genes que influenciam a doenca e varios
genes e variagdes causando efeitos sutis no resultado da doenga (CARDOSO et al., 2011).

A hanseniase fornece um excelente modelo para investigar os mecanismos pelos quais
0 sistema imune inato, através da influéncia do background genético, determina o desfecho em
doengas infecciosas humanas (MODLIN, 2010). Dentre todos 0s genes que participam da
imunidade frente a doengas infecciosas, € plausivel que os genes de citocinas e de moléculas
associadas a inflamacdo e resposta imune desempenham um papel crucial (PACHECO;
MORAES, 2009). Estudos genéticos ja confirmaram a influéncia genética no desenvolvimento
da hanseniase (BEZERRA et al., 2019).

Em trabalhos realizados com o objetivo de detectar a citocina TNF-a na hanseniase, foi
observado que esta citocina esta presente no soro de pacientes com hanseniase tuberculéides e
ausente em soro de virchovianos. Estes resultados estavam correlacionados com a produgéo de
TNF-a por células mononucleares, de doentes com as formas polares da doenga, indicando que
a destruicdo do M. leprae e a formacédo de granuloma estdo associadas a presenca de TNF-o.
Além disso, observou-se que em estado reacional, que € comum em virchovianos, hd uma
crescente producdo de TNF-a, sugerindo que essa citocina pode estimular a reagao inflamatéria
aguda (FOSS, 1997). Além desse estudo, outro do tipo caso controle realizado no Brasil,
mostrou que o aumento da produ¢do de TNFa podem também resultar de uma diminuicao da
producéo de IL10, citocina anti infalamatdria que inibe a sintese de citocinas pro-inflamatdrias
(SANTOS et al., 2002).

2.8 Influéncia genética na hanseniase
Compreender os fatores genéticos de risco que o hospedeiro apresenta ajuda na
compreensdo dos mecanismos bioldgicos que estdo presentes em diversas doencas infecciosas.
Evidéncias oriundas de estudos genéticos realizados em varias populacdes apontam
conclusivamente para a influéncia da genética em doengas infecciosas, incluindo a hanseniase,

onde o contato com o patdgeno é necessario, mas ndo € suficiente para o desenvolvimento da
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doenga. (MIRA et al., 2022).

Estudos relacionados a associacdo genética sdo uma ferramenta para investigar 0s
fatores genéticos nos hospedeiros podem contribuir na suscetibilidade ou protecdo de muitas
doencas, utilizando comparacéo alélica de um marcador genético entre os individuos que foram
afetados por alguma doenca e pessoas saudaveis, observando se um alelo é especifico para
determinada condicdo quando houver diferenca significativa entre duas populagdes
(PREVEDELLO; MIRA, 2007).

Existem varios tipos de marcadores no genoma humano, como os polimorfismos de
microssatélite (STR; do inglés, short tandem repeat), de mini- satélite (VNTR, do inglés,
vaeriable number of tandem repeats) e polimorfismos de base unica (SNP, do inglés, vaeriable
number of tandem repeats) e polimorfismos de base Unica (SNP, do inglés, single nucleotide
polymorphism), com uma grande importancia nos estudos genéticos (MORAES et al., 2006).
Nos estudos genéticos de associacdo, os SNPs sdo os mais utilizados devido a sua frequéncia
nas populacdes e sua ampla distribuicdo no genoma. Eles sdo mutacdes pontuais bialélicas
distribuidas mundialmente e ocorrem em uma porcentagem maior que 1% na populacéo.
Quando estdo localizados em regides codificantes, os SNPs podem alterar a sequéncia de
aminoacidos e isso resultard em variacOes nas fungdes das proteinas ou em suas estruturas
(PACHECO, MORAES, 2009).

Os genes candidatos na hanseniase sdo aqueles que participam de vias pro e anti-
inflamatorias e receptores da resposta imune que desempenham papel importante para conter a
infeccdo pelo bacilo (SANTOS, 2021). Nas pesquisas sobre hanseniase, um dos desenhos mais
utilizados é do tipo caso- controle, necessitando de coleta de amostras de individuos com a
doenca em uma populacdo (casos) e individuos saudaveis (controles), analisando a frequéncia
de determinado marcador genético. (LEWIS; KINIGHT, 2012).

2.9 Influéncia genética na hanseniase
A genética é um fator importante na hanseniase, estando envolvidos na suscetibilidade
ou protecdo. Diante desse aspecto frente ao curso natural da doenca, pode- se afirmar que os
fatores genéticos podem atuar em trés estagios diferentes: no controle da infeccdo pelo M.
leprae independente da forma clinica, no desfecho das formas clinicas e nos episédios
reacionais (SAUER et al., 2015).
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Figura 6 - Genética como fator determinante na hanseniase em seus diferentes estagios da doenca.

Cura espontanea

Genes Genes Genes

Exp05|gao Hanseniase PB e MB ReacBes
ao bacilo per se

12 estagio 22 estagio 39 estagio

Fonte: adaptado de Sauer et al., 2015.

Nota: PB= paucibacilar. MB- multibacilar. RR= reac&o reversa. ENH= eritema nodoso hansénico.

Um estudo do genoma completo do tipo GWAS (Genome-Wide Association Study),
realizado em uma populacdo chinesa e que envolveu um grande ndmero de pacientes com
hanseniase (grupo casos) e pessoas ndo afetadas (grupo controles) encontrou associacdo da
hanseniase com 16 SNPs mostrando uma forte associacdo dentro de sete genes de
suscetibilidade: HLA- DR- DQ, RIPK2, TNFSF15, LRRK2, CCDC122, C130rf31 e NOD2
(ZHANG et al., 2009). Trés desses genes tiveram associa¢do em uma pesquisa de base familiar
na aldeia da Prata, Para, Brasil: NOD2 (rs8057341 - A, rs2111234- G, rs3135499- C) e
CCDC122-LACC1 (rs4942254- C e rs2275252- A), confirmando a associacdo com a hanseniase
na populacéo brasileira (SALES-MARQUES et al., 2014).

Um mapeamento do genoma que foi realizado em um estudo com familias no Vietna,
obteve como resultado a identificacdo da regido 6g25 associada com a hanseniase per se.
Posteriormente essa regido foi estudada com mais detalhes e foram encontrados os genes PRK2
que antes que chamado de PARK2 e a sua regido co-reguladora PARCG. Foram vistos dois
SNPs do PRKN (rs9356058 e rs1040079) que obtinham toda a informacéo de associa¢do com
a suscetibilidade a hanseniase (MIRA et al., 2003, 2004). Dentro das doencas infecciosas, a
diminuicdo de PRKN nas células de Schwann e nos macrdfagos estimulados com M. leprae
prejudica na producéo das citocinas pro- inflamatorias IL6 e MCP-1 (DE LESELEUC et al.,
2013; SCHURR et al., 2006).

Um estudo realizado na populacdo chinesa avaliando um genoma completo, foi o
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primeiro a associar variantes do NOD2 com a hanseniase. Dois SNPs rs9302752 e rs7194886
foram associados com a doenca e a sua forma mais clinica mais grave (multibacilar). Além
disso, nesse estudo revelou variantes nos genes CCDC122, CD13orf31, TNFSF15, HLA-DR-
DQ, RIPK2 e LRRK2, associados com o risco ao desenvolvimento da hanseniase (ZHANG, et
al., 2009).

Foi conduzido com populacdes da india e Africa Ocidental uma replicacdo dos SNPs no
NOD?2, mas néo foi encontrada nenhuma associagdo dos mesmos com a hanseniase (WONG et
al., 2010). Outro estudo avaliou SNPs na regido cromossdmica do NOD2 no Nepal e a sua
relacdo com a hanseniase. Dos 32 polimorfismos que investigaram, oito foram associados com
a suscetibilidade a doenca per se e 16 estiveram relacionados com 0s estados reacionais,
conferindo protecdo RR e 0s outros sete associados ao aumento do ENH (BERRINGTON et
al., 2010).

Na populagéo brasileira, os polimorfismos rs2111234 e rs3135499 no NOD?2, tiveram
associacao a protecao em estudos com familias e o0 rs8057341 também mostrou essa associacdo
quando avaliado em casos e controles. O SNP rs751271 foi associado com o desenvolvimento
de reacdes (LEITURIONDO et al., 2020; SALES- MARQUES et al., 2014, 2017).

Na imunidade inata, os TLRs possuem um papel importante, estudos envolvendo o gene
que codifica para esse receptor apontam marcadores de susceptibilidade ou protegéo para a
hanseniase. Na Turquia foi realizado o primeiro estudo funcional, analisando o primeiro
impacto do SNP rs5743618 (1805C>A), e mostrou que os individuos homozigotos para 1805C
apresentaram baixa expressao nos niveis de TLR1, estando relacionado a uma deficiéncia em
sua funcdo (JOHNSON et al., 2007).

No sudeste do Brasil, o polimorfismo rs4833095 no gene TLR1 foi associado a
hanseniase per se e confirmado através de um estudo de familia (ALVARENGA NIITSUMA,;
FERNANDES; LANA, 2018; DE SALES MARQUES et al., 2013).

Existem outros SNPs que podem desempenhar um papel importante na hanseniase. Na
Etiopia foi encontrado dois polimorfismos, o rs4986790 (896G>A) e 0 rs4986791 (1196C>T),
no gene TLR4 que foram associados com protecdo a hanseniase. No Brasil, o alelo T do SNP
rs3804099 (597T>C) no TLR2 conferiu risco a hanseniase em uma populacdo do nordeste
(BOCHUD et al., 2009; SANTANA et al., 2017).

No estudo do genoma completo também foi descoberto variantes nos genes CCDC122,
CD130f31, TNFSF15, HLA-DR-DQ, RIPK2 e LRRKZ2, associados com 0 risco ao
desenvolvimento da hanseniase (ZHANF et al., 2009). Outra associagéo nos genes CCDC122-
LACCI foi encontrada, mostrando suscetibilidade a hanseniase na populacéo chinesa (ZHANG
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et al., 2009). Na india e Africa esses genes também estiverem associados a susceptibilidade
(WONG et al., 2010). Na populacdo brasileira mostrou protecdo (rs4942254 e rs2275252)
(SALES-MARQUES et al., 2014).

O gene do receptor VDR (Vitamin D Receptor) também € outro gene que ja foi associado
com a hanseniase, conferindo suscetibilidade na populagio da india (ROY S et al., 1999). Em
um trabalho do tipo caso-controle (pacientes com hanseniase e individuos saudaveis), realizado
no Para, Brasil, foi analisada a frequéncia alélica por meio de dois haplotipos do gene NRAMP1
(Resisténcia Natural Associada a Proteina na Macroféagica), um com a inser¢do de quatro pares
de bases (pb) (CAAA) com 163 pb e outro com a delecdo de quatro pares de base com 159 pb,
obtendo como resultado uma forte associacdo com hanseniase MB, comparada com a PB e com
o0 grupo de controles (SILVESTRE et al., 2016).

A linfotoxina alfa, por sua vez, € uma citocina importante na modulagdo da resposta
inflamatdria, ela é codificada pelo gene LTA (PREVEDELLO; MIRA, 2007). Em um estudo
que envolveu mais de 400 marcadores genéticos da regido HLA, foi encontrado uma associagao
entre alelos do gene LTA e suscetibilidade a hanseniase per se em amostras da populagédo do
Vietnam (ALCAIS et al., 2005). Juntamente com os demais genes identificados como
relacionados com a hanseniase, os estudos de associacdo contribuem para enriquecer a lista de
marcadores associados com a doenga, em diversas populaces.

2.10 IL10, IL6 e APOE no contexto da hanseniase

A citocina IL10 é secretada em altos niveis por pacientes das formas mais graves da
hanseniase. O gene IL10 que codifica essa proteina esta localizado na regido 1g31-g32 do
cromossomo, na qual também outros genes de citocinas nesse locus ja foram associados a
doencas de pele (CHUNG et al., 2007; KOKS et al., 2005).

Na hanseniase o polimorfismo mais estudado é o rs1800871 (-819 C>). O alelo - 819T
desse SNP ja foi associado com risco ao desenvolvimento da hanseniase na india e no Brasil
(ALVARADO- ARNEZ et al., 2015; PEREIRA et al., 2009; TARIQUE et al., 2015). Outra
variante também na regido promotora (-1082G>A) mostrou associacdo a risco em pacientes
homozigotos para o alelo G na popula¢éo indiana, ja na populacéo indiana, os homozigotos para
o alelo A que estavam associados a infecgdo (CHEN et al., 2013; TARIQUE et al., 2015, 2020).

Pacientes com diagnoéstico confirmado e que atenderam a Unidade de Referéncia
ambulatorial Souza Aradjo, Fiocruz, Rio de Janeiro, os individuos com o gendtipo rs751271-
GT no gene NOD?2 apresentaram uma associacdo genética com a hanseniase, estando o genétipo
relacionado com uma menor producdo de IL6 (MARQUES et al., 2017).

InvestigacgOes feitas sobre mecanismos de modulagcdo da imunidade inata apoiam uma
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ideia de que apds a forma Indeterminada de hanseniase, ocorrem eventos imunorregulatérios,
0s quais determinam o espectro da doenca (FRANCHESCHI et al., 2009). A 1L10 atua como
imunomoduladora da resposta inflamatoria, e desloca a resposta imune para producdo de
anticorpos; assim, quanto menor a produgdo de IL10, maior a resposta celular inflamatéria que
protege contra a hanseniase (GARCIA et al., 2013). Acredita-se que ela seja 0 mais importante
mediador com papel limitador e finalizador da resposta inflamatéria (MOORE et al., 2001).

Em uma meta-analise foi constatado que diversos estudos avaliaram a influéncia de
polimorfismos no gene IL10 com a hanseniase em diferentes populagdes, encontrando
associacdo com protecdo a doenga. Todos os estudos foram do tipo caso controle, conduzidos
em brasileiros, indianos, mexicanos, malauianos, colombianos e em populacGes chinesas
(ALVARADO-ARNEZ et al., 2015).

A citocina IL6 é uma citocina pré-inflamatoria, atuando sobre o hepatdécito, estimulando
a producdo das proteinas da reacdo inflamatdria, entre elas a proteina C- reativa (FOSS, 1999).
Em outras populacbes, o SNP rs2069845 do gene IL6, que atua na imunopatogénese da
hanseniase, mostrou um aumento da citocina IL6 e também de outras citocinas pro-
inflamatorias em individuos que exibem uma resposta imune predominantemente humoral. I1sso
gera as rea¢Ges mais graves da hanseniase (LOCKWOOD et al., 2008).

Pacientes com hanseniase virchoviana, ao longo do tempo apresentam alterag6es na pele
e seus exames histolégicos mostram numerosos macrofagos carregados de material lipidico
(DIRCEU, 2017). A Apolipoproteina E (APOE) tem uma importancia no transporte lipidico,
estando associada a disturbios neurodegenerativos. E uma proteina glicosilada multifuncional,
tendo uma ampla distribuicao tecidual. Entre outras funcdes, o papel da APOE na modulagéo
da inflamacdo e oxidacdo é necessaria na apresentacdo dos fatores de risco de doencas
neurodegenerativas, visto que sua funcao esta ligada tanto as citocinas pro-inflamatérias, quanto
anti-inflamatoérias (ZHANG et al., 2011). Além disso, as propriedades fisioldgicas, como
antioxidante, antipoptotico e imunomodulatério, sdo significativamente influenciadas pelo
polimorfismo rs405509- APOE (ZHANG et al., 2010).

Em um trabalho realizado no sudoeste da China em que cinco SNPs de APOE foram
analisados em 1110 individuos (527 pacientes e 583 controles) foi demonstrado que SNPs
(rs405509 e rs439401) aumentaram o risco de hanseniase per se e hanseniase multibacilar
(p<0,005). APOE e genes lipidicos estdo envolvidos em uma rede de interacdo com genes de
suscetibilidade a hanseniase, provavelmente pela regulacao de genes que estdo relacionados ao
metabolismo lipidico (WANG et al., 2017).

Diante disso, levantamos a hipotese de que podem existir correlacbes entre as vias
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envolvendo os genes 1L10, IL6 e APOE na hanseniase, uma vez que a infecgdo pelo bacilo
M.leprae ativa vias imunoldgicas envolvendo os genes dessas citocinas, bem como vias
lipidicas relacionadas com o APOE. O gene APOE, por apresentar polimorfismos e uma ampla
distribuicdo tecidual, pode influenciar em sua conformacdo e vinculagdes a particulas de
lipoproteinas e receptores celulares, além disso sua funcao esté ligada as citocinas tanto pro-
inflamatorias como anti-inflamatérias, podendo alterar as respostas do hospedeiro diante de
infeccbes. Com isso, citocinas como IL6 e IL10, por ja terem sido analisadas em outros estudos
e encontrado relagdo com o metabolismo lipidico, realizado pelo gene APOE, e associacdo a
protecdo ou susceptibilidade da doenga, achou-se importante analisar polimorfismos nesses

genes em Alagoas, visto que ainda ndo foi investigado nessa populacao.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Investigar a associacdo de SNPs nos genes IL10 e IL6 e APOE com a hanseniase e suas

formas clinicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

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

o Caracterizar as frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs rs1800871, rs2069845 e
rs405509 nos genes IL10, IL6 e APOE respectivamente;

e Investigar a associacdo dos SNPs caracterizados com a hanseniase em uma populacéo do
agreste de Alagoas;

e Analisar a associacdo dos SNPs caracterizados com as formas clinicas operacionais da

hanseniase.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos
O presente estudo possui aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal
de Alagoas sob o parecer do nimero: 3.213.273 (ver secdo de Apéndice).

4.2 Populacgao de estudo e desenho experimental

A pesquisa foi realizada no municipio de Arapiraca, situada no estado de Alagoas,
Brasil, que consiste no principal municipio da regido do agreste, sendo a cidade com o segundo
maior nimero de habitantes do estado e a segunda economia do mesmo. E um estudo
retrospectivo e as atividades desenvolvidas basearam-se no recrutamento de individuos com
hanseniase (casos) e individuos saudaveis (controles). A etapa experimental foi realizada no
Laboratorio de Biologia Molecular e Expressdo Génica da UFAL — Arapiraca (LABMEG). O
recrutamento de individuos com hanseniase foi desenvolvido no Centro de Referéncia Integrado
de Arapiraca (CRIA), localizado a Rua Lino Roberto, n°® 998 - Santa Edwiges, Arapiraca — AL,
e adicionalmente, com os pacientes que residem nas cidades de Santana do Ipanema e Penedo,
sendo descartadas aqueles que tinham algum grau de parentesco.

O Centro de Referéncia Integrado de Arapiraca (CRIA) é considerado uma entidade que
concentra o diagnostico, tratamento e acompanhamento dos casos de hanseniase do municipio
de Arapiraca, sendo essa a justificativa ao fato de ser selecionado para o recrutamento de casos.
A presenca do centro na mesma cidade da instituicdo executora (UFAL Arapiraca) contribuiu
com o andamento da pesquisa, assinalando vantagem e gerenciamento logistico das atividades
desenvolvidas. Através dos dados que foram obtidos nos prontuarios, foram coletadas
informacgdes clinicas e sociodemogréaficas e os pacientes foram agrupados de acordo com a
forma clinica seguindo os critérios de classificacdo de Madri (indeterminada, tuberculdide,
dimorfa e virchowiana) e a classificagdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
(paucibacilar e multibacilar).

A atividade de recrutamento de controles foi realizada no Hemocentro Regional de
Arapiraca (HEMOAR), localizado na Rua Padre Cicero, n° 16, Centro, Arapiraca — AL. A
justificativa para a escolha deste centro para compor a rede de suporte ao desenvolvimento da
pesquisa se deve ao fato de que os doadores sdo enquadrados como individuos sem quaisquer
comorbidades infecciosas, e pela ampla distribuicdo desses doadores na regido de Arapiraca e
municipios vizinhos. Pensou-se nessa abordagem devido a triagem clinica multiprofissional

pela qual os doadores sdo submetidos antes da doagdo, assegurando confiabilidade & sua
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participacdo na pesquisa. A estratégia pensada para o recrutamento dos controles, foi de aliar-
se aos profissionais de servico durante dois momentos: o da sala de espera e a triagem médica.

No primeiro momento, na medida em que a educacdo em satde no contexto da doagdo
dos hemocomponentes era realizada pelos profissionais habilitados, estes forneciam um
momento de fala para apresentacdo da pesquisa, seus objetivos e participantes. Foi tratado
também da importancia da adesao dos doadores para concretizacdo do estudo caso-controle, de
modo a contribuir com a caracterizacao da hanseniase em Alagoas.

No segundo momento, enquanto os doadores aguardavam o chamado a triagem médica,
estes foram recrutados a respeito do interesse em ser integrante do estudo. Foi realizada nova
explicacdo a respeito da forma de participacdo: doacdo de um total aproximado de 10 mL de
sangue, colhidos em dois tubos apropriados para coleta, sendo que em um destes tubos havia

gel separador de soro, 0 EDTA, para a dosagem de citocinas em estudos futuros.

Ressaltou-se que essa doagdo ndo traria riscos, visto que seria da mesma sangria inicial.
Em caso de concordancia, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (presente no apéndice
A) foi preenchido em duas vias para os doadores participantes, sendo uma para o resguardo de

seus direitos.

4.3 Coleta de amostras

Os pacientes ja diagnosticados com hanseniase e atendidos pelos agentes do CRIA, entre
eles criancas, adultos e idosos, foram convidados a participar do estudo, a partir do momento
de fala e escuta fornecido pelos profissionais deste servico, a equipe de profissionais da area de
Hanseniase forneceu suporte adequado a apresentacdo da pesquisa, dos pesquisadores, bem
como dos objetivos do estudo. Tais pacientes foram recrutados por intermédio da abordagem
que enfoca a importancia da pesquisa para caracterizacao epidemioldgica e genética da infeccédo
em Arapiraca. A linguagem direcionada aos pacientes foi adequada a sua realidade e contexto
de convivéncia, ressaltando-se a relevancia de saber abordar e recrutar o paciente, através da
empatia e respeito a sua individualidade. Mediante a concordancia, o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido foi preenchido e assinado em duas vias para 0s pacientes participantes,
sendo uma para o resguardo de seus direitos e para a participacdo de menores de 18 anos, foi
solicitado a autorizacdo ao responsavel, sendo assinado pelo mesmo.

Foram coletados 4 mL de sangue total periférico dos individuos que aceitaram
participar, utilizando um tubo a vacuo (tubo com EDTA), destinado a extracdo de DNA. As

coletas foram realizadas por enfermeiros e enfermeiras responsaveis em cada local de
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recrutamento. Apds a coleta do material bioldgico, todas as amostras foram etiquetadas com
informacgdes como ID (nimero de identificacdo no estudo), iniciais do nome, sexo, data de

nascimento, data da coleta e local.

4.4 Acondicionamento das amostras
As amostras foram levadas ao LABMEG em transporte individual, acondicionadas em
caixa térmica com trava apropriada para o transporte, garantindo a seguranca das amostras e do
transportador. Apoés a coleta, todos os tubos para extragdo de DNA foram vertidos, de forma a
evitar a coagulacdo do sangue periférico. As amostras para extragdo foram armazenadas em

freezer a -20 °C.

4.5 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA a partir das amostras de sangue total periférico foi realizada atraves
do protocolo de extracdo por salting out. Foram feitas algumas adaptagdes ao protocolo original
para melhores resultados. Em resumo, foram distribuidos 1,5 mL de tampdo de TE (Tris- HCL
10mM, EDTA 1mM e Agua ultrapura Mili-Q) para a lise de hemacias em cubos cdonicos de 2
mL e em seguida foi adicionado 500 uL de sangue total em cada tubo. Essa etapa foi repetida 3
vezes, ou até obtencdo de um depositado celular (pellet) de cor clara. Ao final desta primeira
etapa, foi adicionado ao pellet 200 pL de tampé&o de lise nuclear (desfazendo o pellet no vortex),
completados com 50 pL de dodecil sulfato de sddio (SDS) a 10% e 5 uL de Proteinase K (25
mg/ mL), incubando posteriormente a 56 °C em banho seco por pelo menos 12 horas. Na
segunda etapa do protocolo, foi separada por centrifugacdo a porgéo da solugéo equivalente a
suspensao de acidos nucléicos (2.800 rpm por 20 minutos a 10 °C) e adicionada solucdo saturada
de sal (acetato de sodio). Posteriormente, foi adicionado 1 mL de etanol a 70% para precipitacao
do DNA, o qual foi separado por centrifugacéo a 12.000 rpm por 15 minutos a 4 °C e lavado
com etanol absoluto (95%). Ap6s isolamento do DNA, o mesmo foi seco e por fim
ressuspendido em 50 uL de tampédo TE de ressuspensao (3 mM/L, acetato e EDTA a 1 mM/L
em pH 8,0) previamente aquecido em estufa. Foi verificada a quantidade e a qualidade do DNA
extraido atraves de espectrofotometria em equipamento espectrofotdmetro BioPhotometer Plus.
Os parametros 260/280 e 230/280 nandmetros (nm) foram utilizados para inferir a
qualidade/pureza do DNA.

4.6 Genotipagem
A partir do DNA extraido foi realizada a genotipagem utilizando o método de

discriminacdo alélica por PCR em tempo real, seguindo o protocolo do fabricante (Applied
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Biossystems). E uma técnica qualitativa, em que o gene escolhido passa por um processo de
amplificacdo do DNA, utilizando ensaio do tipo Tagman. Os SNPs estudados foram os:
rs1800871 do gene 1L10, rs2069845 do gene IL6 e rs405509 do gene APOE., ja associados com
a hanseniase em estudos préevios.

A genotipagem foi realizada com as amostras de DNA em concentragédo de 10 - 50 ng/
uL e as reacdes realizadas no equipamento StepOne Plus (Applied Biossystems). Os gréaficos de
discriminacdo alélica foram gerados pelo software StepOne Plus do mesmo fabricante. Neste
ensaio foram utilizadas sondas fluorescentes especificas para cada alelo do gene que esta sendo
investigado, a presenca do gendtipo se da pela intensidade de fluorescéncia como mostra na
figura 8 (ver secdo resultados). Em todas as reacdes foi utilizada um controle negativo para
verificar se possivel de contaminacdo, utilizando apenas reagente e agua ultrapura, sem
adicionar DNA.

4.7 Anédlises estatisticas

As analises estatisticas de associacdo genética foram realizadas no ambiente R, verséo
4.2.1.1 para Windows, utilizando os pacotes “genetics” ¢ “SNPassoc”. Nessa analise foram
obtidas as frequéncias genotipicas nos genes IL10, IL6 e APOE nos controles e casos, as quais
foram verificadas quanto ao desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg através do teste de qui-
quadrado (X?). A estimativa de associacdo genetica entre os SNP e a hanseniase baseou-se na
comparacao das frequéncias entre casos e controles, através de regressdo logistica, com ajuste
para sexo. As analises também foram realizadas considerando como subgrupos as formas
clinicas operacionais da hanseniase, sendo eles: i) paucibacilar (PB), ii) multibacilar (MB).
Assim, foram comparadas as frequéncias dos SNPs entre o grupo PB versus o grupo MB. As
estimativas foram realizadas através da OR (Odds Ratio) e seus respectivos valores de p e
intervalo de confianca a 95%, sendo considerado os valores de OR <1 para protecdo e >1 para
risco. Para os resultados obtidos o valor de p< 0,05 foi considerado como estaticamente
significativo. A varidvel sexo foi utilizada como co-varidvel no modelo, gerando valores de OR

ajustados.
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5. RESULTADOS

A partir do recrutamento populacional incluindo pacientes diagnosticados com
hanseniase do agreste alagoano e individuos saudaveis, foi realizada a abordagem de genética
epidemioldgica através de estudo caso-controle. O recrutamento resultou em amostras
compostas de 445 individuos atendidos no municipio de Arapiraca-AL, incluindo 264 controles
e 181 pacientes.

No grupo de controles, observou-se uma maior frequéncia nos individuos do sexo
masculino (dos 264 individuos, 172, representando 65,1% do total) apresentando uma média de
idade de 32,84 (+11,60) anos com idade maxima de 64 e minima de 16 anos (Tabela 1). Em
relacdo ao grupo de pacientes (casos), também houve uma frequéncia maior de individuos do
sexo masculino (N= 111, 61,3%). Nesse mesmo grupo, a idade minima foi de 12 anos e a
méaxima de 88, apresentando uma média de 52,5 anos (+16,6). A maioria dos pacientes dos
casos (N= 181, 68,5%) apresentaram a forma clinica operacional mais avancada da doenga, a
forma multibacilar (MB), enquanto 15,8% foram classificados como paucibacilar (PB), e
demais 18% estavam sem informacédo. A forma clinica de Madri mais representada foi a dimorfa
(32,0%), seguida das formas virchoviana (25%), tubercul6ide (9,4) e indeterminada (4,4%). As
informacdes sociodemograficas e clinicas dos casos e controles incluidos no estudo estéo
resumidas na Tabela 1. A classificagdo “sem informag¢do” sdo os pacientes que nao constava a
forma clinica em seu prontuério.

Tabela 2 - Frequéncia da variavel sexo de ambos 0s grupos de individuos no estudo.

Variaveis Casos (N=181) Controles (N=264)
n % n %
Sexo
Masculino 111 61,3 172 65,1
Feminino 70 38,7 92 34,9
Faixa etaria
Média 52,6 32,8
(= DP) (£16,6) (+11,6)
<60 anos 127 70,3 260 98,2
>60 anos 49 27,0 4 1,5
Sem 5 2,7 1 0,3

informagao
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Classificacao

operacional
Paucibacilar (PB) 28 15,8 - -
Multibacilar (MB) 122 66,2 - -
Sem informacéo 31 18,0

Forma Clinica

Indeterminada 8 4.4 - -
Tuberculoide 17 9,4 - -
Dimorfa 58 32,0 - -
Virchowiana 45 25,0 - -
Sem informacéao 49 27,0 - -

Fonte: Dados da autora, 2022 Nota: DP: desvio padrdo

Nota: DP: desvio padrao

Na técnica de genotipagem, € possivel observar que cada ponto representa um individuo
e a cor determina o gendtipo que foi amplificado de cada pessoa. A cor azul representa o0s
individuos homozigotos para o alelo T, a cor verde heterozigoto e a cor vermelha homozigoto

para o alelo G. O quadrado representa o controle negativo.
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Figura 7 - Representacdo grafica dos resultados obtidos por meio da técnica de PCR em tempo real
por discriminacéo alélica.
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Fonte: dados da autora, 2022. Discriminacao alélica do SNP rs405509 (gene APOE), mostrando os

genotipos TT (azul), GG (vermelho) e TG (verde), O quadrado preto representa o controle negativo.

5.1 Frequéncia alélica e genotipica do SNP IL10-rs1800871 e a associacdo com a

hanseniase

A analise da frequéncia alélica para o polimorfismo rs1800871 no gene 1L10, mostrou
que o alelo C foi 0 mais frequente na amostra populacional alagoana, com uma porcentagem de
66% (N= 342) no grupo controle, enquanto no grupo de pacientes foi 60% (N=214). Quando
observada a frequéncia genotipica nos grupos, notou-se a predominancia do gendtipo CT no
grupo controles (48%). TT foi o gen6tipo menos frequente nos dois grupos, casos e controles
respectivamente (14% e 10%) (Tabela 2). Quando analisada a associacdo do alelo T com a
hanseniase foi observado valor indicativo de risco, porém sem significancia estatistica (OR=
1,28, IC 95% = 0,86- 1,91; p= 0,21). Mesmo ap0s 0 ajuste para sexo ndo foi observada
associacdo significativa com a hanseniase no modelo alélico para 0 SNP no gene 1L10
(OR=1,28; IC 95% = 0,86- 1,90; p=0,22). No modelo genotipico as analises ndo mostraram
diferencas significativas entre as frequéncias dos casos e controles, resultando na auséncia de
associacdo com a hanseniase tanto para o genotipo CT (OR=1,27; IC = 95% 0,84- 1,92; p=0,24)
quanto para o TT (OR=1,75; IC 95% = 0,93- 3,32; p= 0,08). Apbs a correcdo, os valores se
mantiveram similares ao do modelo sem ajuste e ndo houve alteragdo no nivel de significancia
para os genétipos CT, como detalhado na Tabela 2 (OR=1,26; IC 95% = 0,83 — 1,91; p= 0,26)
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e TT (OR=1,74; IC 95% = 0,92 — 3,30; p=0,08).

Quanto aos valores para desvios no Equilibrio de Hardy-Weinberg, todos apresentaram
um valor de p>0,05 se mostraram em consonancia com as premissas postuladas pelo EHW (X2=
1,14; p= 0,28, Tabela 2).

Em relagdo aos carreadores de T, foram caracterizadas frequéncias semelhantes em
ambos 0s grupos (64,7% nos casos e 72,5% nos controles), e a analise de associacdo para 0s
carreadores nao apresentou associacdo com a hanseniase (OR=1,35; IC 95% = 0,91- 2,01; p=
0,13), estando ausente mesmo apds a corre¢do para sexo (OR= 1,34; IC 95% = 0,90- 2,00;
p=0,13) (Tabela 2).

Tabela 3 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas, alélicas e carreadores de alelo do SNP rs1800871
no gene 1L10 em pacientes e controles e sua associagdo com a hanseniase.

N (Frequéncia%)

. Casos Controles OR OR
Genaotipos p p*
(n=177) (n=258) (IC 95%) (IC 95%) *
CcC 62 (35) 109 (42) Referéncia
1,27 1,26
CT 90 (51) 124 (48) : 0,26
(0,84-1,92) (0,83-1,91)
1,75 1,74
TT 25 (14) 25 (10) 0.08 0, 08
(0,93- 3,32) (0,92 - 3,30)
Alelo C 214 (60) 342 (66) Referéncia
1,28 1,28
Alelo T 140 (40) 174 (34) 0,21 0,22
(0,86- 1,91) (0,86- 1,90)
Carreador de 1,35 1,34
115 (64,7) 129 (72,5) 0,13 0,13
(0,91- 2,01) (0,90- 2,00)
X2=1,14
EHW
p=0,28

Fonte: dados da autora, 2022

Nota: EHW: Equilibrio de Hardy- Weinberg. OR: odds ratio. IC: intervalo de confianga. p: valor de p. x2: qui-
quadrado. *Valores ajustados para co-variavel sexo.

5.2 Frequéncia alélica e genotipica do SNP IL6 (rs2069845)

A Tabela 4 mostra a distribuicdo no grupo casos e controles dos alelos e genétipos do
SNP rs2069845 no gene IL6. O alelo A foi o mais frequente na populagdo alagoana N= 262
(65%).
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O gendtipo AG do SNP rs2069845 foi o mais frequente na populacéo alagoana (48%) e
0 gendtipo GG o menos frequente (11%). Ndo houve associacdo com a hanseniase para o alelo
G. Para a andlise de associacdo genotipica, ndo houve significancia estatistica para o genétipo
AG (OR=10,83; IC 95% = 0,54 — 1,25; p= 0,37), nem para GG (OR= 1, (OR= 1,05; IC 95% =
0,70- 1,56; p=0,79), mesmo apos ajuste para sexo (OR= 1,05; IC 95% = 71- 1,5; p=0,77). 31,
IC 95% = 0,72 — 2,38; p=0,36). Quanto aos valores para desvios no Equilibrio de Hardy-
Weinberg, todos apresentaram um valor de p>0,05 se mostraram em consonancia com as
premissas postuladas pelo EHW (X?= 0,45; p=0,49).

Tabela 4 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas, alélicas e carreadores de alelo do SNP rs2069845
no gene IL6 em pacientes e controles e sua associacdo com a hanseniase.

N (Frequéncia%)

. Casos Controles OR OR
Genaotipos p p*
(n=156) (n=264) (IC 95%) (1C95%)*
AA 75 (42) 106 (40) Referéncia
0,83 0,83 0,39
AG 74 (42) 126 (48) 0, 37
(0,54 —1,25) (0,55-1,2)
1,31 1,33 0,34
GG 28 (16) 30 (11) 0, 36
(0,72 —2,38) (0,73 -2,41)
Alelo A 224(63) 338 (65) Referéncia
1,05 1,05 0,77
Alelo G 130 (37) 186 (35) 0,79
(0,70- 1,56) (0,71- 1,5)
Carreador 156 0,92 0,93 0,71
102 (57,3) 0,68
de G (87,6) (0,6 —1,36) (0,6-1,37)
X2=0,45
EHW
P=0,49

Fonte: dados da autora, 2022.

5.3 Frequéncia alélica e genotipica do SNP APOE (rs405509)

A andlise da frequéncia alélica para o polimorfismo rs405509 no gene APOE, mostrou
uma maior frequéncia do alelo G na amostra populacional alagoana, com 58,2% (N=259).
Quando observado a frequéncia genotipica nos grupos, notou-se a predominancia do gendtipo
GT tanto nos casos (45%) quanto nos controles (48%). O gendtipo menos representativo nos

grupos foi TT, estando presente em 17% em casos e 15% em controles (Tabela 4). N&o foi
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observada associagdo com a hanseniase para o alelo T, onde OR= 1,03 (IC 95% = 0,69- 1,52;
p= 0,87), mesmo ap6s o ajuste para sexo (OR=1,02; IC 95% = 0,68- 1,51; p=0,91). Nos
resultados genotipicos, ndo houve significancia para o genétipo GT (OR=0,91; IC 95% = 0,60
—1,39; p=0,69) e nem parao TT (OR=1,13; IC 95% = 0,63 — 2,00; p= 0,74). Apds a correc¢éo,
os valores se mantiveram similares ao do modelo sem ajuste e ndo houve alteracéo no nivel de
significancia para o genétipo GT (OR=0,91; IC 95% = 0.60 — 1.39; p=0,69) e TT (OR= 1,10;
IC 95% = 0,62 — 1,95; p= 0,74), favorecendo as premissas de EHW.

Em relacéo aos carreadores de T, houve um percentual de 110, (61,8%) nos casos e 259,
(91,5%) nos controles e a analise de associacdo para os carreadores ndo apresentou associacao
com a hanseniase (OR= 1,03; IC 95% = 0,69- 1,52; p= 0,87), continuando ausente apos a
correcdo para sexo (OR=0,96; IC 95% = 0,64- 1,42; p=0,84) (Tabela 4).

Tabela 5 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas, alélicas e carreadores de alelo do SNP rs405509
no gene APOE em pacientes e controles e sua associagdo com a hanseniase.

N (Frequéncia%)

Genotipos  Casos  Controle OR p OR p*
(n=177) S (1C 95%) (1C95%)*
(n=259)
GG 67 (38) 96 (37) Referéncia
GT 80 (45) 125 (48) 0,91 0, 68 0,91 0, 69
(0,60 —1,39) (0.60 - 1.39)
TT 30 (17) 38(15) 1,13 0, 67 1,10 0,74
(0,63 —2,00) (0,62 —1,95)
Alelo G 214 (60) 317 (61) Referéncia
Alelo T 140 (40) 201 (39) 1,03 0,87 1,02 0,91
(0,69- 1,52) (0,68- 1,51)
Carreador 110 163 0,96 0,86 0,96 0,84
de T (61,8)  (91,5) (0,65- 1,43) (0,64- 1,42)
EHW X2=0,01
P=0, 89

Fonte: dados da autora, 2022

Nota: EHW: Equilibrio de Hardy- Weinberg. OR: odds ratio. IC: intervalo de confianga. p: valor de p. x2: qui-
quadrado. *Valores ajustados para co-variavel sexo.
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5.4 Associagao genética dos SNPs de acordo com as formas clinicas operacionais

As frequéncias genotipicas, alélicas e de carreadores do alelo menos frequente para o
SNP rs1800871-1L10, rs2069845- 1L6 e rs405509-APOE e sua associa¢do com a classificacao
operacional (paucibacilar e multibacilar) s&éo mostradas na tabela 5. Para 0 SNP no gene IL6
(rs2069845) foi observada uma maior frequéncia do alelo G no grupo MB comparado ao grupo
PB (40% e 21%), mas ndo mostrou significancia, mesmo apos ajuste para sexo (OR=2,71; IC
95% = 0,97- 7,53; p= 0,05). O gendtipo AG tambem foi mais frequente no grupo MB do que
no PB (44% e 29%), resultando em associacdo deste gendtipo com risco a forma MB da
hanseniase (OR= 2,55; IC 95% = 1,01-6,42; p= 0,04), mantendo resultados semelhantes apds o
ajuste para sexo (OR= 2,91; IC 95% = 1,08-7,01; p= 0,03). O gendtipo GG, mostrou uma
porcentagem de 11% no grupo PB e 14% no grupo MB, também resultando em associagdo com
susceptibilidade a forma MB da hanseniase, permanecendo essa associacdo mesmo apds o
ajuste para sexo (OR= 5,14; IC 95% = 1,02- 25,85; p= 0,04). Em relacdo ao carreador de G,
houve um percentual de (N=117,61,5%) no grupo MB e a analise de associacdo para oS
carreadores também apresentou associa¢do com a hanseniase (OR= 2,88; IC 95% = 1,22-6,79;
p= 0,01), continuando presente apds a correcao para sexo (OR= 03,35; IC 95% = 1,33-8,40;
p=0,009). Nos resultados obtidos de associacdo genética no modelo alélico, foi observada

associacao do alelo G ap6s o ajuste para sexo (Tabela 6).

Tabela 6 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas, alélicas e carreadores de alelo em pacientes
paucibacilares e multibacilares nos SNPs rs1800871- 1L10, rs2069845- IL6 e rs405509- APOE.

N (frequéncia %)

Paucibacilar Multibacilar OR OR
Genotipos (n=28) (n=117) (IC 95%) p (IC 95%)* p*
cc 10 (36) 42 (36) Referéncia

CT 15 (54) 59 (50) 0,93 0,88 0,89 0,82

(0,38-2,28) (0,35-

2,29)
TT 3(11) 16 (14) 1,26 074 1,26 0,75

(0,30-5,21) (0,28-

rs1800871 5,53)
(IL10) Alelo T 35 (62) 91 (39) 1,06 0,89 1,04 0,91

(0,45- 2,48) (0,42-

2,56)

Alelo C 21 (38) 143 (61)

Carreadores 18 (15,4%) 75 (64,1) 0,99 0,98 0,95 0,92

de T (0,14-2,34) (0,38-
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2,36_
Paucibacilar Multibacilar OR OR
Geno6tipos (n=28) (n=117) (IC 95%) p (IC 95%)* p*
AA 18 (64) 45 (38)
AG 8 (29) 51 (44) 2,55 0,04 2,91 0,03
(1,01-6,42) (1,08-
7,81)
GG 2(7) 21 (18) 4,20 0,06 514 0,04
rs2069845 (0,89- (1,02-
(1L6) 19,77) 25,85)
Alelo A 44 (79) 141 (60)
Alelo G 12 (21) 93 (40) 2,41 0,07 2,71 0,05
(0,91-6,41) (0,97-
7,53)
Carreadores 10 (35,8) 72 (61,5%) 2,88 0,01 3,35 0,009
de G (1,22-6,79) (1,33-
8,40)
Genotipos Paucibacilar Multibacilar OR p OR p*
(n=28) (n=117) (IC 95%) (IC 95%)*
GG A ] C)
GT 16 (57) 50 (43) 0,44 0,10 0,38 0,07
(0,16-1,17) (0,13-
1,09)
TT 5(18) 18 (15) 0,51 0,30 0,76 0,69
(0,14-1,82) (0,20-
rs405509
(APOE) 2,89)
Alelo G 30 (54) 148 (63)
Alelo T 26 (46) 86 (37) 0,67 0,34 0,77 0,56
(0,29- 1,54) (0,32-
1,86)
Carreadores T 21 (75) 68 (58,1) 0,46 0,10 0,47 0,13
(0,18-1,17) (0,17-
1,24)

Fonte: dados da autora, 2022

Nota: OR: odds ratio. IC: intervalo de confianca. p: valor de p. *Valores ajustados para co-varidvel sexo.

Para 0 SNP no gene IL10 e APOE nédo foi observada associagdo estatisticamente
significativa com a forma MB da hanseniase, considerando os modelos alélicos, genotipicos e
de carreadores de alelo (Tabela 5). O alelo C apresentou um percentual de 61% nos pacientes
MB e 38% nos pacientes PB. O gendtipo CT esteve presente em 54% nos PB e 50% nos MB.
TT foi o genotipo menos frequente em ambos 0s grupos, 11% nos paucibacilares e 14% nos
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multibacilares. Considerando as comparacfes de frequéncia genotipica, a nivel alélico ndo
houve associacdo estatisticamente significativa entre o alelo T e a forma hanseniase MB
(OR=1,26; I1C 95% = 0,45-2,48, p= 0,89). O resultado foi similar apds o ajuste para covariavel
sexo (OR-1,04; IC 95% = 0,42-2,56, p=0,91). No modelo genotipico também nao foi observada
associacao do genotipo CT com a forma MB (OR= 0,93; IC 95% = 0,38- 2,28; p=0,88), do
gendtipo TT (OR= 1,26; IC 95% = 0,30- 5,21; p= 0,74) e nem no carreador T (OR=0,99 (IC
95% = 0,14-2,34; p=0,98). O resultado de ambos se manteve apds o ajuste (OR- 0,89; 1C95%
=0,35-0,29; p=0,82), (OR=1,26; IC 95% = 0,28-5,53; p=0,75).

Para 0 SNP no gene APOE (rs405509) néo foi observada associa¢do com a forma clinica
MB da hanseniase, em todos 0s modelos analisados (tabela 5). O genétipo GT foi menos
frequente em MB do que em PB (43% vs 57%), mas a tendencia de protecdo a forma MB néo
apresentou uma significancia estatistica (OR= 0,44; IC 95% = 1,16 -1,17; p= 0,10), mantendo
resultados sem significAncia apds o ajuste para sexo (OR=0,38; 1C 95% = 0,13- 1,09; p= 0,07).
GG, foi 0 genotipo menos frequente entre 0s grupos, com uma porcentagem de 18% no grupo
PB e 15% no grupo MB, também ndo mostrando significancia (OR= 0,51; IC 95% = 0,14 —
1,82; p= 0,30), permanecendo sem resultado significante mesmo apos o ajuste para sexo (OR=
0,76; 1C 95% = 0,20-2,89; p=0,69). E para o carreador T, apresentou OR=0,46 (IC 95% = 0,18-
1,17; p=0,10). Nos resultados obtidos de associacdo genética no modelo alélico, ndo foi
observada associacdo do alelo T, mesmo apds o ajuste para sexo (OR= 0,77; IC 95% = 0,32-
1,86; p= 0,56) (Tabela 5).
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6. DISCUSSAO

A magnitude e o alto poder incapacitante da hanseniase a mantém como um problema
de satde publica no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2018). O presente estudo recrutou
pacientes com hanseniase diagnosticados em Arapiraca- AL e individuos saudaveis residentes
no mesmo estado para compor um estudo do tipo caso-controle de associagdo genética.

Na hanseniase, ndo apenas o ambiente desempenha um papel crucial na infeccéo, pois a
genética do hospedeiro ja mostrou ser essencial para entender sua fisiopatologia. Polimorfismos
que auxiliam na deteccdo de grupos de risco em diferentes populacdes, contribuem para o
desenvolvimento de estratégias de prevencdo (KELADA et al., 2003). Nesse estudo foi
investigada a associacdo dos SNPs IL10-rs1800871, 1L6-rs2069845 e APOE-rs405509 com a
hanseniase na populacdo de Arapiraca- AL.

Neste estudo, foram coletadas amostras de 181 participantes, sendo 156 pacientes com
hanseniase, com idade média de 52,6 anos, sendo a maioria do sexo masculino, isso indica um
diagnostico tardio. Outros estudos epidemiologicos tiveram resultados semelhantes a esse, onde
observou que nos estados de Minas Gerais, Para, Rio de Janeiro, Amazonas e Alagoas (SOUZA
etal., 2020; CUNHA et al., 2019; MENEZES et al., 2019; LETURIONDO et al.,2020; SILVA
etal., 2019).

No presente estudo, foram recrutados para o grupo controle 264 voluntérios, sendo
65,1% do sexo masculino, um resultado em relacdo ao sexo em outro estudo foi semelhante a
este no estudo de Liberato e colaboradoes (2013), onde a participacdo feminina foi menor nas
doacbes de sangue para o grupo de controles. Um dos principais motivos que justificam esse
valor inferior no sexo feminino sdo: a anemia e 0 peso menor que 50kg, o que justifica ser
menor em quantidade de individuos do sexo feminino no grupo de controle do presente estudo
(ROHR; BOFF; LUNKES, 2012).

Com relacdo aos SNPs, que sdo variacdes de uma Unica base na sequéncia de DNA no
cromossomo, podendo alterar a expressdo génica, a ativacao de receptores, sitios de splicing e
quantidade de citocinas produzidas pela célula, sendo responsaveis por variagdes fenotipicas
associadas a varias doencas. O gene da IL10 esta localizado no cromossomo 1 e é altamente
polimorfico (VISENTAINER et al., 2008). A 1L10 regula a inflamac&o reduzindo a producéo
de citocinas e quimiocinas a partir de macréfagos ativados (LANG et al., 2002). Na hanseniase,
0 papel imunoregulador da IL10 foi evidenciado em estudos mostrando que pacientes com a
forma mais grave da doenga possuem uma maior producgéo de 1L10 (FRANCHISCHI et al.,
2009).

No presente estudo ndo foram encontradas associacdes estatisticamente significativas
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para o polimorfismo rs1800871 no gene IL10. Na distribuicdo dos gendtipos do SNP
rs1800871-1L10 na populacdo alagoana, o genotipo TT esteve presente em 10% dos controles
recrutados, 0 que esta similar a frequéncia alélica nas demais populagdes brasileiras ja
caracterizadas para esse SNP (GARCIA et al., 2013). Os resultados mostraram que no SNP
rs1800871 no gene IL10, o alelo T foi o menos frequente na amostra populacional alagoana,
com uma porcentagem de 34% (N=258) no grupo de controle e 4% (N=177) no grupo de casos.
Os resultados das analises genéticas do gendtipo TT ndo demonstraram um indicativo para
protecdo a hanseniase, enquanto houve uma frequéncia maior do gend6tipo rs1800871-CT no
grupo de casos (OR=1,26; IC 95% = 0,83 — 1,91; p=0,26).

Em outros trabalhos utilizando outras populacdes, esse SNP ja foi associado com a
hanseniase, mostrando a suscetibilidade ou prote¢cdo. Em um estudo realizado no norte do
Brasil, os SNPs - 1082A>G, -819C>T e - 592C>A do gene IL10, forneceram protecédo
significativa para o desenvolvimento da hanseniase (GARCIA et al., 2013). J4 em um trabalho
realizado no sul do Brasil, 0 homozigoto -819 TT do SNP rs1800871 foi associado com
suscetibilidade a hanseniase (OR= 1,58; P-valor = 0,05) (PEREIRA et al., 2009).

Em um trabalho do tipo caso e controle realizado com individuos da Colémbia mostrou
que os gendtipos CC e CT no SNP 1L10-819 foram associados com a hanseniase (CASTRO et
al., 2012). Em uma revisdo sistemética incluindo estudos caso-controle mostrou protecdo para
0 SNP rs1800871 gendtipo TT na populacdo indiana (OR= 0,59; P-valor= 0,005) (MAZINI et
al., 2016). Ja na populagdo mexicana, 0 mesmo SNP distribui-se de forma homogénea em
ambos 0s grupos, ndo tendo nenhuma significancia estatistica (FELIX et al., 2012). Os
diferentes resultados de associagdo genética entre as populacdes podem ser atribuidos a
diferentes perfis de ancestralidade genética, sendo a populacao brasileira peculiar devido ao alto
grau de miscigenacdo (MANTA et al., 2013).

Em relacdo a distribuicdo alélica do gene 1L6 (rs2069845) na populacdo alagoana, o
alelo A predominou, com 65% nos controles e 63% nos casos e 0 genodtipo AG teve um maior
percentual entre os grupos, resultando em 48% no grupo controle e 42% no grupo de casos, mas
ndo mostrou significancia de acordo com as andlises (OR= 0,83; 1C 95% = 0,55- 1,2; p=0,39),
enguanto o genotipo GG foi 0 menos representativo. Em um estudo realizado no estado do
Ceara e do tipo caso e controle, o genétipo GG foi 0 mais frequente tanto no grupo de pacientes,
guanto no grupo de controles, sendo o gen6tipo CC o menos frequente entre os grupos (LIMA,
2009). Em Goiania, um trabalho do tipo caso-controle foi desenvolvido a partir de uma coorte
de 409 pacientes com hanseniase, observando evidéncias positivas de associacdo entre as
reagOes hansénicas tipo 2 e os marcadores do gene da I1L6, SNP rs2069832 (p=0,002) (SOUZA,
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2009).

No Rio de Janeiro, foi realizado um estudo em que foi observado a partir dos resultados
obtidos de uma amostragem de 447 pacientes com hanseniase, dos 15 polimorfismos nos 8
genes candidatos (TNF/LTA, IFNG, IL10, TLR1, NOD2, SODZ2e IL6) foi observado curvas de
sobrevivéncia estatisticamente diferentes para SNP NOD2-rs751271 e 1L6-rs2069845 (log-
rank, p-valor = 0,002 e 0,023, respectivamente), sugerindo uma influéncia na quantidade de
tempo antes de desenvolver reacdes de hanseniase. A partir desses resultados, observou que 0s
SNPs nos genes NOD2 e IL6 estdo associados as reagdes de hanseniase (MARQUES et al.,
2017).

Em um estudo realizado na india, pacientes com hanseniase virchowiana tinham niveis
mais altos da citocina 1L6 comparando com individuos saudaveis. O indice bacterioldgico
demonstrou correlacdo negativa e positiva com os niveis de INFg e IL6, respectivamente.
Pacientes com reacOes tipo | e tipo Il tinham niveis mais elevados de INFg e IL6,
respectivamente, em comparacao com os pacientes nao reativos (BELGAUMKAR et al., 2007).

O SNP rs2069845- 1L6 mostrou associacdo a risco no grupo multibacilar, onde o
gendtipo AG apresentou valor de OR=2,55 (IC 95% = 1,01-6,42; p= 0,04) e permaneceu
associado apds ajuste para sexo (OR=2,91; IC 95% = 1,08-7,81; p= 0,03). Esse e outros SNPs
nesse gene ja foram associados com os episodios reacionais em outros estudos, visto que as
reacdes hansénicas estao relacionadas com as formas clinicas, sendo a forma multibacilar a mais
grave, ou seja, mais episodios de reacdes (BELGAUMKAR et al., 2007).

Em um estudo onde foram estudadas 2.447 amostras de Orissa na India, esse SNP
mostrou uma forte associacdo com o grupo PB quando comparado ao grupo MB com o0s
pacientes do norte da india (CHOPRA et al., 2011). Ja em outro estudo com 447 pacientes
recrutados de uma Unidade de Referéncia ambulatorial Souza Aradjo, Rio de Janeiro, foram
analisados 15 polimorfismos em 8 genes onde concluiram que os SNPs nos genes NOD2 e IL6
estdo associados as reacOes da hanseniase. Os pacientes com IL6 rs2069845- G desenvolveram
reacGes mais rapidas do que aqueles com outros gendtipos/alelos, isso sugere que esse SNP ¢
um bom marcador progndstico para episodios reacionais (SALES- MARQUES, 2017). Em um
estudo na populacéo indiana, foi observado que existem associac¢des significativas entre IL6 e
a hanseniase, sendo considerado também um fator de risco para a doenca (CHOPRA, 2011).

Um estudo conduzido por Costa e colaboradores (2012), mostrou uma associagéo entre
a variante funcional (CC) do SNP rs1800795 do gene IL6 e a ocorréncia de eritema nodoso
hansénico (ENH). O alelo G de outro SNP (rs2069840) foi associado a protecao contra 0 ENH,
mas ndo foi encontrada associacdo entre as variantes no gene IL6 (COSTA et al., 2012).
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Também foi observado uma correlacdo da IL6 e pacientes com reagdes tipo 2 da regido central
do Brasil (SOUSA et al., 2012).

A Apolipoproteina E (APOE) é uma proteina glicosilada multifuncional, tendo uma
ampla distribuicdo tecidual. Entre outras funcdes, o papel da APOE na modulacdo da
inflamacdo e oxidagdo € necessaria na apresentacdo dos fatores de risco de doengas
neurodegenerativas, visto que sua funcéo esta ligada tanto as citocinas pré-inflamatorias, quanto
anti-inflamatdrias (ZHANG et al., 2011).

Os niveis de citocinas foram avaliados para investigar se SNPs estavam relacionados ao
perfil inflamatério em pacientes com hanseniase. De acordo com os resultados e comparando
com achados na literatura, na dosagem de IL6, IL10 e IFN-y foi confirmado que os pacientes
exibiram uma maior atividade pré-inflamatoria e os niveis de citocinas anti-inflamatéria foram
baixos, sendo que as citocinas IL6 e INF-y exibiram maiores niveis nos pacientes com reagao
(MARQUES et al., 2017).

Na China cinco SNPs de APOE foram analisados em 1110 individuos (527 pacientes e
583 controles) foi demonstrado que SNPs (rs405509 e rs439401) aumentaram o risco de
hanseniase per se e hanseniase multibacilar (p<0,005) (WANG et al., 2017).

Existem trés isoformas principais de APOE humano, o APOE2, APOE3 e APOE4, onde
seus alelos estdo distribuidos em todo mundo (CORBO & SCACCHI, 1999). As respostas do
hospedeiro diante de infec¢des, envolvem mudancas nos niveis lipidicos e metabolismo lipidico
no plasma. Essas alteracdes podem ser mediadas por trés citocinas, a IL-1, IL6 e pelo fator de
necrose tumoral (TNF-a), induzindo niveis elevados de triglicerideos e a producdo de
lipoproteina de baixa densidade (VLDL), diminuicdo dos niveis de colesterol, HDL e LDL e 0
aumento dos niveis de colesterol no soro, a depender dos agentes infecciosos (POLGREEN et
al., 2004).

A lipoproteina de alta densidade (HDL) de pacientes multibacilares, em alguns estudos
ndo ficou claro, possivelmente isso podera favorecer o acimulo de fosfolipideos oxidados nas
células Virchow, visto que uma das fungdes dessa lipoproteina é transportar colesterol,
fosfolipideos e acidos graxos, tendo a capacidade de reverter a formacéo de células Virchow,
reduzindo o volume de placas ateroscleroticas, consequentemente, diminuindo a inflamacéo
presente (GILLARD et al., 2018).

Alteracdes no perfil funcional e composicional das particulas HDL sdo resultados
principalmente do déficit de Apolipoproteina A-lI, e mostraram-se ligadas a resposta
inflamatoria em varios contextos, como na inflamacéo sistémica que é desencadeada por

infeccbes (NARDO et al., 2014). A analise da frequéncia alélica e genotipica no presente
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estudo, para o polimorfismo rs405509 no gene APOE, ndo mostrou associagdo com a
hanseniase ou forma clinica MB, diferente de outros estudos realizados em outras populacdes.
Em um estudo com multiplas populacgdes, agrupadas por etnia auto- identificadas (europeus-
americanos, asiaticos-orientais, africanos-americanos, nativos-havaianos do pacifico e indios-
americanos), foi demonstrado que uma das variantes em APOE (rs439401 e rs11208712) foram
associadas com adiposidade e inflamacao em uma populacdo (ANWAR et al., 2022).

No sudoeste da China, um estudo de caso-controle observou que 0os SNPs rs405509 e
rs439401 no gene APOE aumentaram o risco de hanseniase per se e hanseniase multibacilar (P
< 0.005) e concluiram que o gene APOE esta associado a hanseniase, provavelmente regulando
genes relacionados ao metabolismo lipidico (WANG et al., 2017). Em outro estudo, também
na China, o gene APOE foi analisado com rs405509-rs439401, e houve associacdo
estatisticamente significativo, estando associado com tipos de hanseniase em pessoas coreanas
afetadas pela hanseniase (PARCK, et al., 2020).

Os resultados para SNPs promotores de APOE dependem do historico heterogeneidade
e critérios de selecdo da amostra, parametros importantes para avaliagdo. E importante outros
estudos em coortes multiétnicas de pacientes de idades variadas para a validacédo e avaliar o seu
potencial. Além disso, o papel da APOE na conducdo da resposta imune humoral em pacientes
com a doenca LL deve ser investigado, visto que houve uma associagéo entre SNPs APOE e
hanseniase MB na populacgéo chinesa (ABREU, 2018).

Na hanseniase, 0s pacientes que ndo estdo em tratamento apresentam alta carga bacilar
(MB), contribuindo em maior grau para a transmissdo da hanseniase, dessa forma, a
classificacdo operacional é considerada um indicador de transmissdo ativa da doenca
(LASTORIA; DE ABREU, 2014). Nessa forma da doenca, geralmente sdo encontrados
macrdfagos carregados de lipidios, que sdo conhecidos como células espumosas ou células
Virchow (MATTOS et al., 2014). Estudos mostram que essas células encontradas em lesdes
dérmicas de pacientes multibacilares, sdo altamente positivas para proteina relacionada a
diferenciacdo adiposa. O acimulo de goticulas lipidicas favorece a sobrevivéncia do M. leprae.
A maioria dos lipidios presentes em organelas celulares chamadas de goticulas lipidicas, sdo
derivados do hospedeiro humano, sendo revelado uma maior expressao de genes envolvidos no
metabolismo e sintese de lipidios em lesdes cutaneas (CRUZ et al., 2008).

No presente estudo, o grupo multibacilar é o mais frequente (66%), levando em
consideracdo que as amostras sdo coletadas no centro de referéncia para diagndstico e
acompanhamento para a regido agreste de Alagoas. Outros estudos, na populacgéo brasileira e

indiana, também relataram uma predominancia de pacientes multibacilares (ALVARENGA
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NIITSUMA; FERNANDES; LANA, 2018; LETURIONDO et al., 2020; SURYADEVARA et
al., 2017). A grande ocorréncia de casos multibacilares ocorre em consequéncia do diagndstico
tardio e a inexisténcia de métodos eficazes de diagnostico para a doenca junto aos servicos de
salide, podendo estar subnotificado o nimero de pacientes paucibacilares (PEREIRA, 2018).

No SNP rs1800871-IL10 ndo foram encontradas associacOes estatisticamente
significativas com a classificacdo operacional dos pacientes diagnosticados com hanseniase. No
Brasil foi realizado um estudo de dosagem de citocinas nas formas e complicacgdes clinicas da
hanseniase em 107 pacientes e foram identificados, em relacdo ao perfil anti-inflamadtirio,
niveis mais elevados das citocinas IL-4, IL-9, IL10 e IL-27 (p- <0,05) nos pacientes MB quando
comparados aos demais grupos (CUNHA, 2020).

Em relacdo ao SNP rs405509- APOE, ndo foram encontradas associacfes
estatisticamente significantes com a classificacdo operacional dos pacientes diagnosticados com
hanseniase. Na China, variacBes genéticas em todos os éxons APE foram triadas em 798
pacientes e 990 controles e observaram em seus resultados que 0os SNPs rs405509 e rs439401
aumentaram o risco de hanseniase paucibacilar e multibacilar (p- <0,005) e concluiram que o
APOE esta associada a hanseniase, provavelmente regulando genes relacionados ao
metabolismo lipidico (WANG et al., 2017). Em outro estudo realizado na populacdo coreana,
0s SNPs rs405509 e rs439401 no gene APOE apresentou associagdo a risco, estando mais
presente no grupo multibacilar (JIN- HO, JI-KIM, PILL KIM, 2020).

Quando comparado com outros estudos de associagdo genética na hanseniase, 0
tamanho amostral deste estudo (N= 445) é considerado baixo. Devido as medidas de
distanciamento social causada pelo SARS-CoV-2, houve dificuldade em ampliar o tamanho
amostral. Com isso, ha uma perspectiva de ampliar o numero total de pacientes para enriquecer

0 N de ambos os grupos, paucibacilar e multibacilar.
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7. CONCLUSAO

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

O alelo T foi 0 menos frequente na amostra populacional alagoana, com uma porcentagem
de 34% (N= 258) no grupo controles e o gen6tipo TT do SNP 1L10- rs1800871 foi o
menos frequente (10%);

O alelo G foi o menos frequente na amostra populacional alagoana, com uma
porcentagem de 35% (N= 264) no grupo controles e o genétipo GG do SNP IL6-
rs2069845 foi 0 menos frequente (11%);

O alelo T foi 0 menos frequente na amostra populacional alagoana, com uma porcentagem
de 39% (N= 259) no grupo controles e o genotipo TT do SNP APOE-rs405509 foi o
menos frequente (15%);

Né&o foi observada associacdo genética entre os SNPs rs1800871-1L10, rs2069845-1L6 e
rs405509- APOE e a hanseniase na amostra populacional alagoana investigada.

Né&o foi observada associacdo genética nos SNPs rs1800871- IL10 e rs405509- APOE e a
forma clinica operacional multibacilar da hanseniase;

Foi observada associacdo genética entre 0 SNP rs2069845- IL6 com a hanseniase na
forma MB, indicando este SNP como um marcador da forma clinica MB da doenca.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Estudos realizados na tematica de hanseniase, no contexto da area de investigacdo
genética, sdo de grande importancia na compreensdo de fatores de risco envolvendo doencas
infecciosas, além de melhorar o entendimento das vias moleculares que estdo relacionadas ao
desenvolvimento da doenga.

E necessario melhorar as politicas plblicas para diminuir o nimero de casos de
hanseniase, visto que o estado de Alagoas, que € considerando um estado endémico. Através
dos resultados obtidos nesse estudo, almejamos contribuir com acdes de salde na regido, para
que futuramente possa ser empregado marcadores genéticos em um painel de predicdo para o

adoecimento ou ao avango da doenca.
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APENDICES
Protocolo de extracdo de DNA por salting out adaptado do Laboratério de Biologia das
InteracOes e Laboratorio de Hanseniase — IOC/Fiocruz — Rio de Janeiro

Material: sangue total

Volume utilizado: 500uL

1. Distribuir 1,5 mL de tampéo 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 vortex 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 pL. de SDS 10% e 5 pL de proteinase K

(solucéo 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 sodio saturada e homogeneizar no vortex.
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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 inversdo até que o DNA precipite.

13. Centrifugar a 12000rpm por 15 minutos a 4 °C. 97 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.



ANEXOS
ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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