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EPiIGRAFE

“Se pude enxergar mais longe foi
porque estava sobre os ombros de
gigantes”

Isaac Newton

“Nos nao temos dinheiro, entao
temos que pensar”
Ernest Rutherford

“De tudo ficaram trés coisas: a
certeza de que ele estava sempre
comegando, a certeza de que era

preciso continuar e a certeza de
qgue seria interrompido antes de
terminar. Fazer da interrupcdo um
caminho novo. Fazer da queda um
passo de dancga, do medo uma
escada, do sono uma ponte, da
procura um encontro”

Fernando Sabino



RESUMO

Introdugdo: A hanseniase, uma doencga infecciosa crénica causada pelo
Mycobacterium leprae, afetou 232.857 novos individuos no mundo em 2012,
principalmente na india (134.752, 57.8%) e Brasil (33.303, 14.3%). Dentre
estes novos casos, 59% (137.410) eram multibacilares e 8.5% (20.200)
ocorreram em criangas. Hoje, € amplamente aceita a existéncia de um
componente genético do hospedeiro controlando a susceptibilidade a
hanseniase e suas formas clinicas; no entanto, o numero total e a natureza
exata das variagdes genéticas envolvidas permanecem desconhecidas. Um
estudo anterior, pan-gendmico, conduzido numa amostra populacional
chinesa, revelou associagcdo entre hanseniase e cinco genes n&o-HLA:
CCDC122, LACCT1 (anteriormente conhecido, C130rf31), NOD2, TNFSF15 e
RIPK2. Objetivo: Investigar variantes dos genes previamente descritos em
associacdo com a hanseniase em uma amostra populacional Chinesa para
testar a associagdo em um grupo independente de familias hansenianas
brasileiras. Métodos: Foram genotipados 36 tag SNPs, que capturavam a
informagdo completa dos cinco genes candidatos, em 179 individuos
distribuidos em 51 trios formados por um filho afetado e seus pais. Todos os
trios foram recrutados na Vila do Prata, um isolado populacional
hiperendémico para hanseniase localizado na Amazénia brasileira. Genotipos
de todos os individuos foram produzidos através de tecnologia baseada em
fluorescéncia TagMan. A anadlise de associacdo baseada em familias foi
realizada como implementada no software FBAT. As estimativas de
desequilibrio de ligagdo foram realizadas utilizando o software Haploview.
Resultados: O estudo baseado em familias demonstrou associagao entre a
protecdo a hanseniase e os alelos “A” do rs8057341 (P = 0.01) e “C” do
rs4942254 (P = 0.04), localizados nos genes NOD2 e CCDC122,
respectivamente. Conclusao: Nossos resultados corroboram com a hipotese
de um papel para variantes de NOD2 e CCDC122 no complexo mecanismo
molecular de controle da susceptibilidade a hanseniase. Importante, a
associagao entre a hanseniase e NOD2 marcador rs8057341 € uma perfeita
replicacéo dos resultados observados no estudo original.

Palavras-chave: hanseniase, estudo de associagéo, genes candidatos.



ABSTRACT

Introduction: Leprosy, a chronic infectious disease caused by
Mycobacterium leprae, affected 232.857 new individuals worldwide in 2012,
mainly in India (134.752, 57.8%) and Brazil (33.303, 14.3%). Among these
new cases, 59% (137.410) were multibacillary and 8.5% (20.200) occurred in
children. To date, it is largely accepted the existence of a host genetic
component controlling susceptibility to leprosy and its clinical forms; however,
the total number and the exact nature of the genetic variations involved are
still unknown. A previous genome-wide study conducted in a Chinese
population sample revealed association between leprosy and five non-HLA
genes: CCDC122, LACCT1 (formerly known, C130rf31), NOD2, TNFSF15 and
RIPKZ2. Aim: To investigate genes previously described in association with
leprosy in a Chinese population sample for replication in an independent
collection of Brazilian leprosy families. Methods: The five candidate genes
previously described in the Chinese study were genotyped for 36 tag SNPs
capturing their entire information, in 179 individuals distributed in 51 trios
composed by an affected child and both parents. All trios were recruited at the
Prata Village, an isolated, highly endemic former leprosy located at the
outskirts of Brazilian Amazon. Fluorescence-based TagMan technology was
applied to produce genotypes of all individuals. Family-based association
analysis was performed as implemented in the software FBAT. Linkage
disequilibrium estimations were carried out using the Haploview software.
Results: The family-based study revealed association between leprosy
resistance and alleles “A” of rs8057341 (P = 0.01) and “C” of rs4942254 (P =
0.04), located at NODZ2 and CCDC122, respectively. Conclusion: Our results
support the hypothesis of a role for variants of NOD2 and CCDC122 in the
complex molecular mechanism controlling leprosy susceptibility. Of note, the
association between leprosy and NODZ2 marker rs8057341 is a perfect
replication of the results observed in the original Chinese study.

Keywords: leprosy, association study, candidate genes.
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1 INTRODUGAO

1.1 Aspectos Gerais

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium
leprae, um patogeno intracelular obrigatério de crescimento lento que exibe um
tropismo especial por macrofagos e células de Schwann do Sistema Nervoso
Periférico (1). A capacidade do bacilo de invadir e infectar células de Schwann é
responsavel por desencadear os danos neurais que podem acarretar incapacidades
fisicas permanentes e perda sensorial, as quais contribuem para o forte estigma e
preconceito ainda associados com a doenga (2, 3).

O M. leprae foi identificado em 1873 pelo noruegués Gerhard Henrik Armauer
Hansen (4), sendo este o primeiro patdégeno reconhecido como agente etiolégico de
uma doenga infecciosa humana. O mecanismo exato de transmissdo do bacilo em
seres humanos nao foi completamente elucidado, mas acredita-se que ocorra
principalmente através do contato com secregbes das vias respiratérias de
individuos infectados (5). Um dos principais problemas para a reducao da ocorréncia
de casos novos de hanseniase € o diagndstico tardio e, consequentemente, a
transmissao ativa da doenca de individuos nao tratados para os contatos (individuos

saudaveis em estreita proximidade com individuos infectados).

1.2 Historia da Hanseniase

A hanseniase € uma doenga mitica e milenar cuja histéria sobre a sua origem
e disseminacdo acompanha a histéria da humanidade (6, 7) Os primeiros relatos da
hanseniase provém de papiros egipcios datados de mais de 4.000 antes de Cristo
(a.C) (8). Além disso, relatos muito antigos indicam que a “lepra" provavelmente
existiu em populagdes humanas no Egito (9), india (7) e China (10), embora a
doenga pode muitas vezes ter sido confundida com outras manifestagdes

dermatoldgicas. Os mais antigos registros escritos da hanseniase estdao presentes



nos textos indianos Sushruta Samhita datados cerca de 600 a.C., que descreve com
precisao as caracteristicas e diagnostico de hanseniase (11). Restos de esqueletos
continuam sendo o indicador mais confiavel, para se observar as deformidades

caracteristicas da hanseniase (Figura1 —ae b) (11).

Figura 1. Cranio humano fossilizado apresentando lesGes erosivas na regido da glabela,
remodelacéo da abertura nasal e necrose bilateral da maxila (a) alteragbes no palatino (b). Fonte: (7).

Hipoteses recentes indicam que muito provavelmente a hanseniase teve sua
origem no leste do continente Africano, do ponto de vista evolutivo, mesmo local
onde surgiu o homem moderno; acredita-se que as rotas migratérias foram
responsaveis pela disseminacédo da doenca para india, Asia e continente Europeu.
Posteriormente, a doenga foi disseminada no continente Americano através das
navegacoes de colonizacao e de expansao comercial (12, 13).

Uma maneira de refazer a histéria da hanseniase foi examinar os genomas de
isolados de M. leprae coletadas em diversas regides geograficas, que identificou
polimorfismos raros presentes em apenas algumas cepas do globo, que puderam
ser usados para se estimar a rota de disseminacdo da doenga (Figura 2). Mais
recentemente, um estudo de genémica comparativa analisou cepas de M. leprae
antigas frente a linhagens modernas, representando diversos gendtipos e regides
geograficas: as comparagdes revelaram uma notavel conservagao gendmica durante

os ultimos 1000 anos, indicando que a variabilidade do bacilo € baixa (14).
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Figura 2. Grafico da disseminacédo da hanseniase no mundo — a distribuicdo do bacilo acompanha as
rotas migratérias humanas (indicadas pelas setas) (13).

Durante a ldade Média a “lepra" ndo designava apenas uma doencga, mas a
um conjunto de enfermidades dermatoldgicas de cunho visual semelhante, como
vitiligo, psoriase e pénfigo (15), contribuindo assim para a perpetuacdo do forte
estigma psicossocial observado nos portadores de hanseniase.

Desde os escritos biblicos, no antigo testamento, o termo “lepra” conta com
aproximadamente 50 citacdes, sobre tudo no livro Levitico (16) que relata uma breve
descricao a respeito da identificacdo dos casos de “lepra” e o que deveria ser feito

com os individuos portadores da doenca:

“Quando um homem for atingido pela lepra; sera conduzido ao sacerdote, que o
examinara. Se houver na sua pele um tumor branco, e este estiver branqueando o cabelo, e
aparecer em carne viva o tumor, é lepra inveterada na pele do seu corpo; o sacerdote o

declarara impuro; ndo o encerrara, porque € imundo”

Sendo assim, feito o diagndstico da doenga por um sacerdote, o “leproso” era
submetido a uma cerimdnia que solenizava a sua exclusdo social, nesta ocasido o
doente era vestido com uma mortalha e levado em procissao até a igreja onde era
rezada uma missa funebre de corpo presente. Por sua vez, o padre deveria colocar

terra retirada do cemitério na testa do paciente, indicando que a partir daquele



momento ele estaria morto para a sociedade. O “leproso” entdo era conduzido a sua
nova moradia, o leprosario, onde deveria habitar fora dos limites da comunidade.
Aos “leprosos”, instrugdes eram impostas tais como: o uso de vestimentas longas,
de luvas e de um grande chapéu a fim de encobrir as deformidades do seu corpo e
de sua face, bem como uma sineta ou matraca para anunciar a presenga de um
“‘leproso” (17, 18).

Historiadores acreditam que certamente a hanseniase foi endémica na
Europa e o apice global foi entre os séculos Xl e Xlll, enquanto a redugéo da
doenca ocorreu na Europa em meados dos séculos XIX e XX, sendo a Noruega, um
dos ultimos paises europeus a eliminar a doencga (11).

O forte estigma associado a “lepra”, gerado na antiguidade, permanece em
nossa sociedade até os tempos atuais. No Brasil, a doenga permanece como um
problema de saude publica, e a segregacao compulsoéria foi abolida somente em
1962. No entanto, muitos moradores permanecem nesses locais, pois nao foram
adaptados socialmente. O decreto N. 76.078/1975 e posteriormente a lei N.
9.010/1995 torna obrigatodria a substituicdo da terminologia “lepra” e seus derivados
por hanseniase, divergindo da nomenclatura mundial, e visando diminuir o
preconceito contra os portadores da doenga. Além destes, a medida provisoéria N.

373/2007 reconheceu a penséo vitalicia aos hansenianos.

1.3 Epidemiologia

1.3.1 Prevaléncia

A hanseniase tem sido um fardo para a humanidade ha milhares de anos, e
apesar dos esforgcos globais para sua reducao e eliminagcédo, a doenga permanece
endémica em alguns paises em desenvolvimento, com destaque para Brasil e india,
que apresentam os maiores indices absolutos de casos. Inicialmente a proposta da
OMS consistia na redugédo da prevaléncia para menos de um caso a cada dez mil
habitantes (1/10.000 habitantes) até o ano 2000, porém, em 2012 , trés paises ainda

nao haviam atingido essa meta, incluindo o Brasil (Figura 3) (19).
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Figura 3. Grafico de prevaléncia de hanseniase no inicio de 2012. O Brasil ficou entre 1 - 2
casos/10.000 habitantes, ainda fora da meta de eliminagdo da OMS. Fonte: (20).

Segundo indicadores do Ministério da Saude, observa-se, que os estados do
Mato Grosso, Maranhdo e Tocantins apresentam coeficiente de prevaléncia alto
(entre 5 e 9,99 casos/10.000 habitantes) (Figura 4 — A). Por sua vez, observa-se
uma padrao espacial de concentragao da prevaléncia da hanseniase por municipios
(Figura 4 — B). Aqueles de endemicidade mais elevada estéo localizados no entorno
da Amazébnia brasileira, especialmente em Rondénia, Mato Grosso, oeste de Goias,

Maranhao, Mato Grosso do Sul, Tocantins e sudoeste do Para (21).
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Figura 4. Coeficiente de prevaléncia de hanseniase por 10.000 habitantes nas Unidades da
Federacéo Brasileira (A) e municipios (B). Fonte: (21).

1.3.2 Incidéncia

Apesar da diminuicdo na prevaléncia, as taxas de incidéncia (novos
casos/100.000 habitantes) da hanseniase mantiveram-se estaveis nos ultimos anos
e, somente no ano 2012, foram registrados 232.857 novos casos de hanseniase no
mundo (19). O Brasil, atualmente, ocupa o primeiro lugar mundial na taxa de
incidéncia (16,76), seguido pelo Sud&o (16,61), Nepal (12,71) e india (10,89) (Figura
5).
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Figura 5. Grafico da taxa de incidéncia de hanseniase no inicio de 2012. O Brasil ficou com a taxa de
detecgdo >10 casos/100.000 habitantes, ainda fora da meta de eliminacdo da OMS. Fonte: (19).

Entre os novos casos registrados no mundo, 8,5% (20.200) ocorreram em
criangas, indicando a transmissao ativa da doenca. Nas Américas, foram registrados
2.549 casos em criangas; destes, 2.420 (94,9%) foram notificados pelo Brasil (19).
Outro indice epidemioldgico relevante a ser observado é a incapacidade fisica de
grau 2: de acordo com a OMS, no Brasil foram detectados 2.234 casos em 2012,
indicando diagndstico tardio, consequentemente, transmissao da doenga (19).

Segundo indicadores epidemiolégicos do Ministério da Saude (MS), a maior
concentracdo de detecgdo de novos casos da doenga em nosso pais esta nos
estados das regides Norte, Centro-Oeste e Nordeste, com taxas de incidéncia em
2012 de 42.24, 40.04 e 25.78/100.000 habitantes, respectivamente, configurando
hiperendemicidade (21) (Figura 6). E possivel observar que determinadas regides
geograficas concentram bolsdes de pobreza e além disso, acredita-se que os fatores
historicos, sécio-econdmicos e cultural possam contribuir para o ocorréncia

concentrada de casos.
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Figura 6. Coeficiente

No estado do Parana,

detecgao variou

Recentemente, o Ministério da Saude definiu sua diretrizes para os anos de
2013 — 2015 e o principal objetivo dos programas de controle da hanseniase sera
fortalecer a promocgao e, a vigilancia em saude visando aumentar a propor¢ao de
cura nas coortes detectados em casos novos de hanseniase, bem como garantir os

exames dos contados intradomiciliares para garantir o diagnostico precoce da

hanseniase (22).

de detecgao
geogréficas entre 2002 a 2012. Fonte:

de

1.4 Agente Etioldgico

O M. leprae é uma bactéria que pertence ao género Mycobacterium, da

classe Actinobacteria, ordem Actinomycetales e da familia Mycobacteriaceae (23).

da hanseniase por 100.000 habitantes

(21).

entre periodo de 2003 a 2012, o coeficiente de

17.39 a 9.35/100.000 habitantes,

classificagao “alta” em 2012, segundo parametros oficiais (21).

segundo regides

apresentando uma
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Esta familia inclui cerca de 200 espécies e mais de 600 cepas. No entanto, apenas
20 espécies sao consideradas potencialmente patogénicas para os seres humanos:
M. africanum, M. leprae, M. tuberculosis, M. avium, M. celatum, M. genavense, M.
gordonae, M. haemophilum, M. simiae, M. xenopi, M. avium paratuberculosis, M.
abscessos, M. chalonae, M. fortuitum, M. kansasism, M. malmoense, M. marinum,
M. scrofulaceum, M. szulgai e M. ulcerans (24).

Morfologicamente o M. leprae € um bacilo intracelular obrigatério, gram
positivo, alcool-acido resistente (BAAR). Normalmente, apresenta um formato reto
ou ligeiramente curvado, com comprimento médio entre 1 - 8 um e 0.3 — 0.6 um de
largura, podendo ser observado isoladamente ou em globias (agrupamento
caracteristico do M. leprae). Entre as micobactérias, o M. leprae € o uUnico que
infecta nervos periféricos, e apresenta tempo de duplicagdo extremamente lento:
entre 12 — 14 dias em temperatura 6tima de 30 — 32°C (24).

Por microscopia eletrénica, observa-se que o envoltorio celular do M. leprae é
constituido basicamente pela parede celular (camada exterior e camada interior) e
membrana plasmatica. Estes elementos desempenham um papel crucial na
adaptagcao intracelular, modulacdo imunolégica e defesa contra as atividades
microbicidas do sistema imunoloégico, bem como barreiras permeaveis para a
absorgao de nutrientes e drogas (24).

Até o presente momento, o M. leprae nao é cultivavel in vitro utilizando meios
sélidos, o que constitui um fator limitante no entendimento da infeccdo e da
modulagao a resposta imunoldgica do hospedeiro - € possivel apenas manté-lo vivo
em meios liquidos ou em culturas de macrofagos por um curto periodo de tempo. Os
modelos animais, especialmente em tatus e camundongos, vem sendo sugeridos
para manutencdo e multiplicacdo do bacilo para fins experimentais. Atualmente,
inoculagdo de M. leprae em camundongos atimicos (nude), imunologicamente
deficiente de células T, tém resultado em formacgao de granulomas com quantidades

significativas de bacilos viaveis (25, 26).
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1.5 Transmissao

Ainda hoje, o mecanismo exato de transmissdo do M. leprae em seres
humanos nao foi completamente elucidado, mas devido a fisiologia do bacilo, que
apresenta baixa viruléncia e baixa infectividade, acredita-se que ocorra
principalmente através do contato com secregbes das vias respiratérias de
individuos infectados ndao submetidos ao tratamento com a poliquimioterapia (PQT)
(5, 27). Suportando esta hipotese, estudos detectaram o acido desoxirribonucleico
(DNA) do M. leprae, por reagcao em cadeia da polimerase (PCR), em amostras de
mucosas (28), pele e secregdes nasais (29, 30) de pacientes e individuos
saudaveis. Sendo assim, um dos principais problemas para a redugéo da ocorréncia
de casos novos de hanseniase é o diagndstico tardio e, consequentemente, a
transmissao ativa da doenca para os contatos intradomiciliares (individuos
saudaveis em estreita proximidade com individuos infectados), bem como para
vizinhos e pessoas do convivio social. O risco relativo estimado para a hanseniase
foi de cerca de nove vezes maior para os contatos intradomiciliares de pacientes
multibacilares, frente a quatro vezes maior para contatos de pacientes
paucibacilares (31); esta observacao reforca a ideia que a vigilancia dos contatos é
uma estratégia profilatica no controle da hanseniase.

Embora a hanseniase afete ambos os sexos, € interessante observar que, em
diferentes regides geograficas, os homens sao afetados mais frequentemente que
as mulheres, muitas vezes, na proporcao de 2:1 (32-34).

Sabe-se, que os seres humanos sao considerados o principal reservatoério
natural do M. leprae, embora a doenca tenha sido relatada em outros animais, em
particular, o tatu (35). O impacto de tatus afetados com hanseniase nos humanos é
dificil de mensurar, porém um estudo realizado em Arkansas, Louisiana, Mississippi
e Texas demonstrou a possibilidade dos tatus silvestres serem uma reservatorio do
M. leprae (36). Posteriormente, 0 mesmo grupo, relatou casos de pacientes com
hanseniase no sul dos Estados Unidos, sem histérico de exposicdo externa,
infectados com a mesma cepa do M. leprae de tatus selvagens capturados na
regido. Este achado indica a possibilidade da hanseniase ser uma zoonose neste

regiao (37).
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Outras possiveis rotas alternativas de transmissdo vem sendo propostas,
incluindo a deteccdo de M. leprae viavel em amostras de solo de areas endémicas
(38, 39), bem como em amostras de agua (40). Contudo, ndo ha evidéncia de

relevancia epidemiolégica de nenhum desses modelos alternativos.

1.6 Patogénese

A exposicdo ao M. leprae é necessaria, mas nao suficiente para o
desenvolvimento da hanseniase. Sendo assim, apds a exposicdo do individuo ao
bacilo, a patogénese da hanseniase pode ser dividida em dois estagios principais:
no primeiro, os individuos sao expostos ao bacilo, porém nao desenvolvem a
infeccao, esses sao ditos individuos nao susceptiveis. Por outro lado, os individuos
intrinsecamente susceptiveis desenvolvem a infecgao, porém parte destes evoluem
para a cura espontanea (41, 42). Estes individuos sdo descritos como susceptiveis
a hanseniase per se, isto €, independente da sua manifestacao clinica. Individuos
gque nao curam espontaneamente avangam para o segundo estagio, no qual a
doenga se manifesta clinicamente, de acordo com a resposta imunolégica do
hospedeiro (42).

Em 1966, Ridley e Jopling (41), propuseram um sistema de classificagcao da
hanseniase envolvendo critérios clinicos, histopatoldgicos e imunoldgicos. Segundo
este sistema, as formas clinicas da hanseniase sao distribuidas em dois polos e trés
formas intermediarias. Em um polo deste espectro encontra-se a forma tuberculdide
(TT), localizada, com lesdes bem definidas, auséncia de bacilos na pele e nervos,
associada com uma forte resposta imunoldgica do tipo Th1 e reagao positiva ao
Teste de Mitsuda. No polo oposto esta a forma lepromatosa (LL), sistémica, com
multiplas lesdes de pele, presencga de bacilos em pele e nervos, associada com uma
resposta imunoldgica do tipo Th2 e reagdao negativa ao Teste de Mitsuda. Entre os
polos, ha trés formas intermediarias denominadas borderline: borderline tuberculbide
(BT) borderline borderline (BB) e borderline lepromatosa (BL); da primeira a ultima,
ocorre uma progressiva redugao da resposta imunoldégica mediada por células,
acompanhada pelo aumento da carga bacilar, nivel de anticorpos anti PGL-1

(especifico para M. leprae), lesbes cutaneas e de nervos periféricos (43). A forma
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indeterminada (I) também foi proposta como sendo um estagio transitério que evolui
para uma das cinco formas do espectro de manifestacbes das formas clinicas

proposto por Ridley e Jopling (Figura 7).

Exposi¢cdo ao M. leprae

Ndo Infecgdo

Individuo ndo
susceptivel
Individuo

susceptivel

" Hanseniase per se |

Espontdnea

Tratamento

l
|

/ | Cura

Figura 7. Patogénese da hanseniase. Fonte: Adaptado de (2).

Para fins operacionais e de orientagdo terapéutica, a OMS estipulou uma
classificagdo em apenas dois grandes grupos: os multibacilares (MB) e
paucibacilares (PB). Todos os pacientes devem ser classificados de acordo com o
indice baciloscopico e numero de lesbes na pele. Os pacientes BB, BL e LL
geralmente sao MB, apresentam baciloscopia positiva e seis ou mais (= 6) lesdes
cutaneas; os pacientes BT e TT sdo PB, que por sua vez apresentam baciloscopia

negativa e menor ou igual a cinco (< 5) lesdes cutaneas (44).

1.7 Diagnéstico

O diagnéstico da hanseniase é clinico e laboratorial (baciloscopia e/ou
histopatologia); se necessario, outros exames laboratoriais podem ser utilizados. A
anamnese deve incluir a avaliagdo de lesbes de pele e palpagdo dos nervos

periféricos, juntamente com a avaliacdo sensorial e motora (42). Em regides
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hiperendémicas que n&o dispde de recursos laboratoriais, o diagnostico é
essencialmente clinico e, para fins de tratamento, conta-se 0 numero de lesdes
cutaneas. Os casos com até cinco lesbes sao considerados PB, e aqueles que
apresentam numero de lesdes superior séo classificados como MB (35).

Um dos primeiros testes a seres implementados para auxilio no diagndstico
e/ou classificagao da hanseniase foi o Teste de Mitsuda; no entanto, hoje este teste
nao esta sendo realizado em alguns estados brasileiros devido a escassez da
lepromina (suspensao esterilizada de bacilos de hanseniase mortos pelo calor). O
teste consiste na aplicagdo de 0,1 mL de lepromina intradérmicamente, na face
anterior do antebraco. O resultado é observado apés 21 — 28 dias da injecédo, em
leitura tipicamente binaria, negativa ou positiva. A reagdo é negativa quando a
medida do nédulo inflamatério for menor que 3,0 milimetros, e positiva quando o
nodulo inflamatério apresentar diametro = 3 milimetros (41) (45). Os pacientes LL
mostram-se negativos ao teste, enquanto os paciente TT possuem reacao positiva a
lepromina.

O exame baciloscopico de esfregacos cutaneos (linfa de Iébulos auriculares,
cotovelos e/ou lesdes) € um procedimento laboratorial rapido e de baixo custo. A
coloracao ¢é feita pelo método de Ziehl-Neelsen e a avaliacdo através do indice
baciloscoépico (IB), que varia de 0 a 6. O IB € um paradmetro diretamente relacionado
com a carga bacteriana, e reflete o numero estimado de todas as bactérias
(independente de sua forma) presentes em um esfregaco (46). E realizado através
da contagem do bacilo em uma série de 100 campos sob objetiva em 6leo de

imersao, como proposto por Ridley e Jopling (Tabela 1) (41).

Tabela 1. indice baciloscopico (IB) para 100 campos microscopicos.

IB Leitura

0 Auséncia de BAAR em 100 campos microscépicos

1+ 1-10 de BAAR em 100 campos microscépicos

2+ 10 - 100 de BAAR em 100 campos microscopicos

3+ 100 - 1.000 de BAAR em 100 campos microscépicos
4+ 1.000 - 10.000 de BAAR em 100 campos microscopicos
5+ 10.000 - 100.000 de BAAR em 100 campos microscopicos

6+ > 100.000 de BAAR em 100 campos microscopicos




15

A correlacédo entre a baciloscopia e a clinica é de fundamental importancia
para o diagnéstico da hanseniase. A baciloscopia mostra-se (IB=0) na TT; por sua
vez, apresenta-se fortemente positiva, com presenga de volumosas globias (IB=+6)
na LL, e apresenta valores variaveis nas formas BT, BB e BL. Na forma |, os bacilos
estao ausentes ou muito escassos (41).

A histopatologia, € um procedimento auxiliar para o diagnostico da
hanseniase: o paciente € submetido a bidpsia de pele ou nervos, nas quais é
possivel observar os aspecto morfolégicos do tecido, bem como a presenca de
infiltrados celulares (47).

Imunoensaios para detec¢ao de anticorpos IgM contra o antigeno Glicolipideo
Fendlico-1 (PGL-1), especifico do M. leprae podem ser empregados como ensaios
alternativos de diagndstico. A detecgédo do anticorpo anti PGL-1 é realizada através
da analise do soro do paciente pelo teste de ELISA (do inglés, "Enzime Linked
Immunosorbent Assay”), e o nivel detectado de PGL-1 correlaciona-se com a carga
bacilar (48, 49). Os pacientes PB, em sua maioria, apresentam resultados negativos,
enquanto, os pacientes MB sao soro-positivos (49-51). Apesar do teste apresentar
uma baixa sensibilidade e alta especificidade, os dados sorolégicos vem sendo de
grande ajuda para classificacdo clinica e possivel definicdo da terapia
medicamentosa. Testes rapidos para deteccédo de anticorpos anti PGL-1 vem sendo
propostos (49), no entanto, este precisam ser validados para possivel
implementagao laboratorial em massa.

A recente introducado da metodologia de PCR como ferramenta de diagndstico
laboratorial da hanseniase, propiciou a detecgao rapida e sensivel do M. leprae a
partir de amostras de swab nasais (52), bidpsia de pele (53). A técnica apresenta
100% de especificidade e 90% de sensibilidade em pacientes com a forma
multibacilar da doenca; nos paucibacilares, a sensibilidade oscila entre 34% a 80%
(54). A associacao entre a clinica e dados de PCR e outros exames laboratoriais
disponiveis pode ter grande utilidade na elucidagdo dos casos de hanseniase de
dificil diagnéstico clinico.

Mais recentemente, testes especificos de PCR quantitativa (QPCR) vem
substituindo a PCR convencional, com melhora na especificidade e sensibilidade na
quantificacado de DNA bacteriano e/ou conteudo de cDNA de amostras clinicas (55-
57).
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1.8 Tratamento e Profilaxia da Hanseniase

A busca de tratamento efetivo para a cura da hanseniase exigiu grandes
investimentos, principalmente no século passado. Na década de 50, o tratamento
era feito por monoterapia baseada no antibidtico dapsona (sulfona), sendo este o
tratamento padrdo para os paciente MB e PB. No entanto, esta estratégia resultou
no aparecimento de cepas de M. leprae resistentes a dapsona em algumas regides,
chegando a 40 — 70% dos novos casos diagnosticados (58, 59). Na década de 70, a
rifampicina, muito eficaz no combate ao M. leprae, passou a ser utilizada como
monoterapia no tratamento da hanseniase. No entanto, em 1976, foram relatados os
primeiros casos de resisténcia a rifampicina (60). Sendo assim, a partir de 1981, a
OMS passou a recomendar o uso da PQT para o tratamento efetivo da hanseniase.
A PQT é composta pelos medicamento rifampicina, dapsona e clofazimina, e a
combinagao destes é adaptada para a forma clinica apresentada pelo paciente (61).

Desde 1995, a PQT é disponibilizada global e gratuitamente para todos os
pacientes com hanseniase. Pacientes MB devem ser tratados com dapsona,
rifampicina e clofazimina por 12 meses; pacientes do grupo PB devem ser tratados
com dapsona e rifampicina por 6 meses (para uso pediatrico, as doses sao
ajustadas) (61, 62) (figura 8).



PQT

Cada blister contém medicacéo para 4 semanas de tratamento.

Tratamento PB para adultos:

Uma vez ao més: Dia 1
— 2 capsulas de rifampicina (300 mg X 2)
— 1 comprimido de dapsona (100 mg)

Uma vez ao dia: Dias 2-28
— 1 comprimido de dapsona (100 mg)

Tratamento completo: 6 blisters
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Tratamento PB para criangas (10 a 14 anos)

Uma vez ao més: Dia 1
— 2 capsulas de rifampicina
(300 mg+150 mg)
— 1 comprimido de dapsona (50 mg)

Uma vez ao dia: Dias 2-28
— 1 comprimido de dapsona (50 mg)

Tratamento completo: 6 blisters

Para criangas com menos de 10 anos as doses
devem ser ajustadas de acordo com o peso corpéreo.

Blister para PB adultos

Tratamento MB para adultos: Tratamento MB para criangas (10 a 14 anos)

Uma vez ao més: Dia 1

— 2 capsulas de rifampicina (300 mg X 2)
— 3 capsulas de clofazimina (100mg X 3)
— 1 comprimido de dapsona (100 mg)

Uma vez ao dia: Dias 2-28

Uma vez ao més: Dia 1

— 2 capsulas de rifampicina (300 mg+150 mg)
— 3 capsulas de clofazimina (50 mg X 3)

— 1 comprimido de dapsona (50 mg)

Uma vez ao dia: Dias 2-28

— 1 capsula de clofazimina dias intercalados
(50 mg)
— 1 comprimido de dapsona (50 mg)

— 1 capsula de clofazimina (50 mg)
— 1 comprimido de dapsona (100 mg)

Tratamento completo: 12 blisters

Blister para MB adultos Blister para MB criangas Tratamento completo: 12 blisters

Para criangas com menos de 10 anos as doses
devem ser ajustadas de acordo com o peso corpéreo.

Figura 8: Esquema recomendado e tempo de tratamento com a PQT. Fonte: (62).

O tratamento com PQT é considerado eficaz na quase totalidade dos casos.
No entanto, relatos de resisténcia tem sido reportados na Africa, Asia, e América do
Sul (63), conforme detectada através da analise molecular de variantes dos genes
folP2, rpoB e gyrA associadas a resisténcia a dapsona, rifampicina e quinolonas
(ofloxacina), respectivamente (64-66). Sendo assim, nos casos de reagao alérgica
ou de cepas resistentes principalmente a rifampicina, existe tratamento alternativo
com quinolonas (ofloxacina, pefloxacina, sparfloxacine e moxifloxacina), tetraciclinas
(minociclinas) e macrolideos (claritromicinas).

A vacina BCG (Bacilo Calmette-Guérin), eficaz na prevencao da tuberculose,
tem sido utilizada para prevencao da hanseniase. No entanto, estudos mostram que
o nivel de protecao desenvolvido contra a hanseniase a partir do emprego da vacina
BCG varia entre as populagdes (67). Apesar de promissores, as razdes para
variagdes na qualidade das imunizagbes devem ser claramente compreendidas, e
até o presente momento nao existe uma vacina eficaz para prevengao da

hanseniase.
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1.9 Estados Reacionais

Estima-se que os estados reacionais (ER) podem ocorrer entre 30 — 50% dos
individuos diagnosticados com hanseniase (54). Estes s&o caracterizados pela
exacerbacao da resposta imunoldgica contra o bacilo, podendo manifestar-se antes
do tratamento antimicrobiano, durante este tratamento e até mesmo em pacientes
que atingiram a cura terapéutica. Estes episddios, ainda pouco conhecidos
cientificamente, caso nao tratados rapidamente, provocam danos neurais
permanentes, contribuindo para o aparecimento das deformidades fisicas,
especialmente de grau 2 (presenca de feridas, ulceras e garra mével nas maos ou
pés, hiperemia acentuada e fechamento incompleto dos olhos)

Os ER sao divididos em dois grandes grupos: reagcao do tipo1 (RT1) (ou
‘reacao reversa”’, RR), e reacao do tipo 2 (RT2) (ou “eritema nodoso hansénico”,
ENH) (68). Estes eventos sao distintos, porém podem ocorrer em um mesmo
paciente em diferentes periodos de tempo, mesmo que raramente (69). Os fatores
de risco mais envolvidos com os episédios reacionais sdo a carga bacteriana e a
forma clinica da doenga. No entanto, estudos recentes mostram a influéncia da
genética do hospedeiro na ocorréncia dos estados reacionais (70, 71).

A RT1 ocorre predominantemente em pacientes classificados com a forma
borderline da doenga (BT, BB e BL); nestes pacientes, ocorre um aumento
espontaneo da resposta imunoldgica celular e de hipersensibilidade tardia ao M.
leprae. Frequentemente, ocorrem danos na pele e aparecimento de novas lesdes,
podendo apresentar o envolvimento ou ndo de nervos periféricos. A manifestagcao
dos sinais e sintomas clinicos surgem rapidamente e devem ser imediatamente
tratados a fim de evitar dano neural permanente (72).

A RT2 ocorre predominantemente em paciente classificados nas formas (BL e
LL) da doenca e se caracteriza por um aumento inesperado da resposta imunoldgica
Th1 em pacientes com resposta Th2 (73, 74). Frequentemente, surgem lesdes
eritematosas na pele, formacao de nédulos e papulas de coloragdo vermelha a roxa,
podendo tornar-se ulcerativas ou necroéticas. A maioria dos pacientes apresentam
febre alta (75) e dores no corpo. Da mesma forma que na RT1, é de extrema
importancia que a RT2 seja diagnosticada e tratada precocemente a fim de evitar

incapacidades fisicas permanentes.
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1.10 Tratamento dos Estados Reacionais

Pacientes com hanseniase que desenvolvem ER devem iniciar terapia anti-
inflamatdria o mais breve possivel, se necessaria, concomitante a PQT, para evitar a
progressao para eventuais danos neurais. Nos pacientes com RT1, é utilizada a
prednisona em doses de 30-40 mg/dia, enquanto para a forma RT2, o tratamento é
feito com prednisona 40-60 mg/dia, podendo estar associado a talidomida em doses
diarias de 400 mg/dia; contudo, este medicamento deve ser administrado com
cautela em mulheres na idade fértil, devido a sua teratogenicidade (76, 77).

1.11 Genética do M. leprae

O genoma do M. leprae, cuja sequéncia completa foi publicada em 2001, é
formado por 3.268.203 pares de base e um conteudo médio de G+C de 57,79%. Por
sua vez, o genoma do M. tuberculosis tem 4.411.532 bp e 65,61% de G+C. Na
comparagao destes dois genomas, observa-se uma perda expressiva de genes pelo
M. leprae, que possui apenas 49,5% do genoma contendo genes funcionais; em
contraste, a capacidade codificante do M. tuberculosis é de 90,8% (78). Este achado
pode explicar o maior tempo de duplicagao e a incapacidade do cultivo do M. leprae
in vitro.

O M. leprae sofreu redugdo evolutiva, e apresenta 1.116 pseudogenes
distribuidos essencialmente ao acaso (Figura 9) (78), numero elevado em
comparagdo com outras bactérias patogénicas e n&o patogénicas (79). O
aparecimento de pseudogenes pode indicar uma mudanga brusca na evolugao
adaptativa do bacilo, de um modo de vida livre para um parasitismo intracelular

obrigatério (13).
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Figura 9. Mapa do genoma circular do M. leprae mostrando a posi¢cdo e orientacdo dos genes,
pseudogenes e sequéncias repetitivas. De fora para dentro: circulos 1 e 2 (sentido horario e anti-
horario) genes das fitas — e +, respectivamente; circulos 3 e 4 pseudogenes; 5 e 6 genes especificos
do M. leprae; 7 sequéncias repetitivas; 8 conteudo G+C (G+C)/(G-C) desvio do conteudo G/C. Fonte:
(78).

Apesar do papel dos transcritos derivados de pseudogenes permanecerem
desconhecidos, dados indicam que alguns possam estar envolvidos no processo de
crescimento celular, organogénese (80), regulagdo da infeccdo e parasitismo
intracelular (79). Assim, a funcao reguladora dos pseudogenes do M. leprae pode
ser uma ferramenta importante na capacidade de sobrevivéncia do bacilo, mesmo
com um numero limitado de genes funcionais.

No contexto da genética de susceptibilidade a hanseniase, uma das principais
contribuicdes do sequenciamento completo do genoma do M. leprae foi a
observacdo de que diferentes cepas do patégeno, distribuidas em regides
geograficas distintas e em diferentes periodos de tempo, apresentaram baixa
variabilidade (Figura 2) (12, 14). Isso refor¢ca a importancia de estudos de fatores de
risco genéticos do hospedeiro no controle da susceptibilidade a hanseniase, a fim de

permitir um melhor entendimento dos fenétipos e endofendtipos da hanseniase.
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1.12 Genética da Susceptibilidade Humana a Fenétipos da Hanseniase

A epidemiologia genética humana evoluiu de uma abordagem inicial de estudos
sobre doencas mendelianas raras para a analise das doencas complexas, ou seja,
aquelas em que a ocorréncia € controlada por componentes genéticos juntamente
com a acao integrada de fatores distais (ambientais, socioecondmicos e culturais).

A investigagado da existéncia de fatores genéticos envolvidos no controle da
susceptibilidade humana a hanseniase teve inicio no século XIX, com os primeiros
estudos observacionais que indicaram a presenga de um componente familial de
susceptibilidade a doenga (81). Em 1972, um estudo com 102 pares de gémeos
realizado na india revelou maior taxa de concordancia para hanseniase per se entre
gémeos monozigoticos (60%) quando comparados a gémeos dizigoticos (20%).
Quando avaliados frente as formas clinicas, 52% dos gémeos monozigéticos foram
concordantes, contra 15% dos gémeos dizigéticos (15). Outro estudo relatou 83% de
concordancia para hanseniase per se em gémeos monozigéticos quando
comparados a 17% em dizigoticos (82). Estes achados indicam a existéncia de um
forte componente genético controlando susceptibilidade do hospedeiro a hanseniase
per se, bem como seu espectro das manifestagdes clinicas.

No final da década de setenta, analises de segregacao complexa (ASC) foram
realizadas, visando a descricdo do modelo de heranga genética envolvido na
transmissao dos fendtipos da hanseniase. Em 1988, um estudo com uma amostra
populacional de 27 pedigrees multigeracionais, incluindo um total de 953 individuos,
foi realizado na ilha caribenha de Desirade. A prevaléncia da doenca na ilha era de
aproximadamente 30/1.000 habitantes, e o0s pesquisadores assumiram
homogeneidade dos fatores ambientais e de exposicdo ao M. leprae. Como
resultado, foi detectada a presenca de um gene principal envolvido na
susceptibilidade a hanseniase per se (83). Mais recentemente, uma ASC realizada
por N0sso grupo, apos o recrutamento completo da populagao da Vila Santo Anténio
do Prata, Para, (uma ex-colénia de hansenianos, geograficamente isolada,
hiperendémica para hanseniase, e objeto do presente estudo), também resultou na
rejeicdo do modelo predominantemente ambiental no controle da susceptibilidade a
hanseniase (84). Este estudo indicou a dependéncia familial na presenga do efeito

de um gene principal juntamente com a transmissdao herangca mendeliana como
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modelo genético ideal para explicar o enriquecimento de fatores de risco genético
para susceptibilidade a hanseniase nesta populagao.

Os conhecimentos adquiridos nas ultimas duas décadas permitiu avangos no
desenvolvimento de métodos e ferramentas de analise genética molecular, como
estudos de ligagdo envolvendo regides gendbmicas candidatas, a fim de localizar
genes responsaveis por determinado efeito, e estudos de associacao, eficientes na
identificacdo de alelos de risco de genes candidatos. Mais recentemente, ambos
desenhos passaram a ser aplicados em scan genédmicos completos.

O primeiro scan genbmico de ligacdo para genes de susceptibilidade a
hanseniase encontrou evidéncias de ligagdo entre a regido 10p13 e hanseniase
paucibacilar em uma amostra populacional das regides de Tamil Nadu e Andhra
Pradesh, india (85). Um estudo subsequente encontrou associagdo de um
polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) n&o-sinénimo (p.Gly396Ser) no exon 7 do
gene MRC1 (mannose receptor, C type 1), localizagdo 10p12.33, com hanseniase
per se e sua forma MB em dois grupos populacionais distintos do Vietna e do Brasil
(86).

Um segundo scan gendmico de ligacdo para genes de susceptibilidade a
hanseniase per se resultou na primeira identificagdo, por clonagem de posicao, de
variantes genéticas envolvidas no controle a susceptibilidade a uma doenca
infecciosa. A analise de ligacao foi realizada em 86 familias multiplex (pai, mae e
filhos) vietnamitas afetadas com hanseniase e distribuidas igualmente entre as
formas clinicas PB ou MB. Em uma primeira etapa de analise, foram utilizados 388
marcadores do tipo microssatélites, e foram identificadas 11 regides cromossémicas
gue mostraram evidéncia de ligacdo com hanseniase per se. Uma segunda etapa de
analise envolvendo 89 marcadores adicionais identificou as regides 6p21 e 6q25-927
fortemente ligadas a hanseniase per se (87). Um estudo subsequente de
mapeamento de alta resolugao para analise de associacgao foi realizado na regido de
6,4 mega bases (Mb) do cromossomo 6g25-qg27 em uma amostra populacional
independente de 197 familias simplex (pai, mae e filho) do Vietna. Como resultado,
17 SNPs foram encontrados associados a hanseniase per se na populacdo em
estudo, todos distribuidos na regidao co-regulatéria dos genes PARK2 (parkin RBR
E3 ubiquitin protein ligase) e PACRG (PARK2 co-regulated gene) (88). Pouco mais
tarde, um estudo independente demonstrou 0os mesmos polimorfismos de

susceptibilidade a hanseniase dos genes PARK2/PACRG associados com febre
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tiféide e paratiféide em uma amostra populacional da Indonésia (89), sugerindo um
papel destes polimorfismos no controle de outras doencgas infecciosas.

Recentemente, um total de 305 SNPs cobrindo densamente a regido
candidata PARK2/PACRG foram genotipados em uma amostra de familias
vietnamitas, e 69 SNPs foram associados com a hanseniase per se; destes, 56
SNPs estavam localizados na regidao promotora sobrepostas destes dois genes. No
mesmo estudo, foi detectada associacdo entre hanseniase e 24 SNPs da regiao
PARK2/PACRG em uma amostra populacional de 364 casos e 370 controles do
Norte da india. Importante ressaltar que dois SNPs (rs1333955 e rs2023004) foram
replicados entre os dois grupos étnicos. Este estudo mostrou que o padrado de
associacao entre marcadores — um fendmeno denominado DL — e a idade de
diagndstico da amostra populacionais s&o cruciais para a validagdo dos achados
originais para PARK2/PACRG. Com a construgao dos bins (utilizando um cut-off de
r* = 0,6) eles puderam observar diferencas nos blocos de LD entre as duas amostras
populacionais, etnicamente distintas, analisadas com algumas regides de
concordancia. Essa analise elucidou o motivo pelo qual diferentes SNPs desses
genes foram associados com a doenga em certas amostras populacionais e ndo em
outras. Posteriormente, os autores realizaram uma estratificacdo da amostra
populacional de acordo com a idade de diagndstico, e observaram que a associagao
de marcadores da regiao promotora dos genes PARK2/PACRG com a hanseniase
também sao idade-dependente (90).

Um estudo envolvendo mais de 400 marcadores genéticos do complexo HLA
(Human leukocyte antigen) encontrou forte evidéncia de associacao entre alelos do
gene LTA (Lymphotoxin alpha), mais especificadamente, o polimorfismo LTA+80, e
susceptibilidade a hanseniase per se em amostras populacionais do Vietna e da
india. Evidéncia para associacdo foi mais forte em casos de manifestacdo precoce
da doenga (91). Outros estudos reportaram variantes do complexo HLA associadas
a hanseniase per se e a suas formas clinicas (2) que parecem ser
independentemente modificadas por polimorfismos nos genes TNF (92), e DRB1
(93). Finalmente, marcadores de genes nao-HLA, tais como KIR (19913) (94),
SLC11A1 (2935) (95, 96), VDR (12q13) (97), IL10 (1931) (98-100), BCHE (3926)
(101), IL23R (1p31) e RAB32 (6g24) (102), CUBN (10p13) e NEBL (10p13) (103),
TLR1 e TLR2 (104-106), bem como IL6 (7p21) (71) ja foram descritos em ligacéo

e/ou associagao com fenoétipos da doenca.
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Um scan gendbmico completo de ligagdo realizado em uma amostra
populacional chinesa composta por 23 familias com multiplos casos encontrou forte
evidéncia de ligagcado na regido 2p14 com a hanseniase. A regido apresenta genes
potencialmente envolvidos com a resposta imune inata, em particular o processo de
endocitose, como por exemplo, CLEC4F, CD207, ATP6V1B1, PPP3R1, ANXA4 e
AAK1. Estes achados podem ajudar a orientar novos estudos sobre a hanseniase
(107).

Mais recentemente, uma primeira varredura genémica de associacdo em
hanseniase (Genome-Wide Association Studies — GWAS) foi realizada em uma
amostra populacional chinesa. Inicialmente, um total de 491.883 SNPs foram
genotipados em 706 casos e 1225 controles. Subsequentemente, 93 SNPs com
forte evidéncia de associagdo com hanseniase foram testados em trés amostras
populacionais independente (caso/controle) formadas predominantemente por
chineses Han. O resultado foi a identificacédo de 15 SNPs localizados em seis genes
— CCDC122 (coiled-coil domain containing 122), LACC1 (laccase (multicopper
oxidoreductase) domain containing 1), NOD2 (nucleotide-binding oligomerization
domain containing 2), TNFSF15 (tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member
15), HLA-DR e RIPK2 (receptor-interacting serine-threonine kinase 2) — associados
com a susceptibilidade a hanseniase (108). Além disso, o gene LRRK2 (leucine-rich
repeat kinase 2) mostrou uma tendéncia de associagao (108). Os autores destacam
que estes genes, exceto LACC7 e CCDC122, na mesma via do PARK2.

Na tentativa de validar esses achados, Wong e cols. genotiparam os mesmos
marcadores em amostras populacionais provenientes da India e do oeste da Africa
(caso/controle); apenas as associagcdes envolvendo variantes dos genes de fungao
desconhecida LACC1 e CCDC122 foram validadas (109). O mesmo grupo utilizando
a técnica gene-centric associaram os genes TLR1, HLA-DRB1, HLA-DQAT,
CCDC122 e LACC1 com hanseniase em diferentes amostras populacionais caso-
controle e familias proveniente da India (110). Em seguida, cinco desses genes,
CCDC122, LACC1, NOD2, HLA-DR e RIPK2, foram validados com hanseniase per
se em uma amostra populacional composta por 472 familias nucleares vietnamitas
(111). O gene NOD2 também foi associado com hanseniase per se e estados

reacionais em uma do Nepal (112).
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1.13 Contextualizagao do Projeto

O presente projeto encontra-se inserido em uma proposta maior intitulada
“Caracterizagao Epidemioldgica e Clinica e Avaliagdo de Estratégias de Intervengao
em Areas Endémicas de Hanseniase”, mais especificamente, no subprojeto voltado
para o estudo da genética do hospedeiro, conforme representado nos fluxogramas
das Figuras 10 e 11.

Projeto
DECIT/CNPg/2009/2010

|
|

Clinica e
Epidemiolégica

Intervengoes
Sociais

Intervencoes
Laboratoriais

Levantamento dos
Dados Clinicos

Representagbes

S Imunom:
Socian unomarcadores

Caracterizagéo
Epidemioldgica e Toque sua pele
Geoprocessamento

Genética do
Hospedeiro

Prevaléncia Oculta e
Prevaléncia de
Deformidades

Genética do Patégeno

Estudo de Recidiva

Figura 10. Desenho do estudo do trabalho “Caracterizacdo Epidemiolégica e Clinica e Avaliagao de
Estratégias de Intervengdo em Areas Endémica de Hanseniase”. Em lilas, encontram-se destacados
os trés eixos principais e suas subcategorias; em rosa, destaca-se a genética do hospedeiro o qual o
presente projeto esta inserido.
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Figura 11. Desenho detalhado da etapa da “Genética do Hospedeiro” evolvendo cinco amostras
populacionais. Em roxo, encontram-se destacadas as etapas de validagdo da populacdo da Vila
Santo Anténio do Prata (populagcdo de descoberta) do presente projeto de mestrado; em rosa,

encontram-se as etapas de replicagdo do projeto principal.
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2 JUSTIFICATIVA

A hanseniase ainda € um problema de saude publica no Brasil, onde a taxa
de incidéncia, a mais alta do mundo (= 16,76), vem permanecendo estavel ao longo
dos ultimos cinco anos. Um sdlido corpo de evidéncia no campo da genética das
doencgas infecciosas tem se acumulado, ao longo das décadas, no sentido de
confirmar que a exposicao ao M. leprae é necessaria mas nao suficiente para o
desenvolvimento da doenga. Sabe-se que a hanseniase € uma doenga complexa,
pois envolve multiplos fatores para o seu desenvolvimento, dentre os quais o0s
fatores distais (ambientais, socioecondmicos e culturais) e os fatores proximais
(imunologicos, étnicos e mais recentemente, os fatores genéticos). A baixa
variabilidade encontrada no genoma do M. leprae sugere fortemente que variantes
genéticas do hospedeiro tém um papel relevante para o estabelecimento e
progressao da doenca.

O primeiro GWAS em hanseniase, recentemente publicado, resultou na
identificacdo de cinco loci associados com a doenca: CCDC122-LACC1, NOD2,
TNFSF15, HLA-DR e RIPK2. Apesar de representar um enorme avango, hoje é
amplamente aceito que os resultados de estudos genético-epidemioldgicos originais
de associagdo entre marcadores genéticos e fendtipos complexos precisam ser
validados e replicados em estudos independentes, envolvendo populagdes
etnicamente distintas da original. Neste contexto, até o presente momento,
nenhuma validacao independente dos achados do estudo chinés ndo HLA foi
realizado em amostras populacionais brasileiras. Quando comprovada a associagao
dos cinco /loci candidatos ndo HLA incluidos no presente estudo (CCDC122-LACCH1,
NOD2, TNFSF15 e RIPK2), tera se avangcado no entendimento do componente
genético controlando a susceptibilidade a hanseniase per se, consolidando-se estes
genes como fortes candidatos ao controle da susceptibilidade a hanseniase em

populagdes humanas.
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3 OBJETIVO GERAL

Aplicar a ferramenta de analise de associagcao baseado em familias para
investigar a participagcdo de genes candidatos com a susceptibilidade a hanseniase
per se em uma amostra populacional composta por trios formados por um filho
afetado com hanseniase e seus pais, de um isolado populacional na regido Norte
do Brasil, a fim de se avancar na compreensao da natureza do componente genético

qgue controla a susceptibilidade humana a doenca.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Testar 36 fag SNPs, selecionados de forma a capturar totalmente a
informacdo dos genes candidatos CCDC122-LACC1, NOD2, TNFSF15 e
RIPK2, para associagao a hanseniase per se;

2. Avaliar a independéncia de eventuais sinais positivos de associacao, através
de analise de desequilibrio de ligacdo, para todos os genes associados no

presente estudo.
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4 ARTIGO PUBLICADO NO PERIODICO “HUMAN GENETICS”

O primeiro GWAS em hanseniase resultou na identificacdo de associagao de
15 variantes genéticas distribuidas nos genes CCDC122-LACC1, NOD2, TNFSF15,
RIPK2 e HLA-DR com hanseniase per se em uma amostra populacional chinesa.
Apéds a publicagao deste, alguns grupos efetuaram tentativas de validar a totalidade
dos achados genéticos originais, em amostras populacionais independentes
utilizando como candidatos os mesmos genes e SNPs identificados na abordagem
de larga escala. No entanto, as tentativas resultaram na validagdo somente de parte
dos achados genéticos do GWAS e isto impulsionou 0 nosso grupo € nossos
colaboradores a validar e replicar as associagbes genéticas em amostras
populacionais brasileiras.

Sendo assim, a proposta do nosso trabalho foi estudar parte da totalidade dos
achados do GWAS (CCDC122-LACC1, NOD2, TNFSF15 e RIPK2), e testa-los para
associacao com hanseniase per se em amostras populacionais brasileiras baseadas
em familias e em caso-controles. Para isso, selecionamos 36 tag SNPs afim de
efetuar a cobertura completa dos genes candidatos na amostra populacional de
descoberta — Vila Santo Anténio do Prata — e realizar um estudo de associacao
baseado em familias (etapa que compreende o presente mestrado). Posteriormente,
os dois tag SNPs que apresentaram associagcao nesta amostra populacional -
rs8057341 do NOD2 e o rs4942254 do CCDC122-LACC1 — foram replicados em
quatro amostras populacionais independentes — Rio de Janeiro, Bauru,
Rondonodpolis e Almenara. Como resultado final, a variante genética localizada no
gene NOD2 foi fortemente associada a hanseniase per se em trés amostra
populacionais (Rio de Janeiro, Bauru e Rondondpolis), enquanto a variante do locus
CCDC122-LACC1 apresentou forte associacao na amostras populacionais do Rio de
Janeiro e Rondondépolis. Nossos resultados, reforcam a importancia do NOD2 e do

CCDC122-LACC1 no controle da susceptibilidade a hanseniase per se.
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P = 1.39e—06; OR- = 0.72, P = 0.003, respectively).
These results clearly implicate the NOD2 pathway in the reg-
ulation of leprosy susceptibility across diverse populations.

Introduction

Leprosy is an infectious disease caused by Mycobacterium
leprae that, in 2012, affected ~230,000 new individuals
worldwide (WHO 2014). The disease compromise mainly
the skin and peripheral nerves (Britton and Lockwood 2004)
and can lead to severe disabilities. M. leprae is well adapted
to the human host and exhibits very low variability across
different isolates (Monot et al. 2009). Also, comparative
molecular analysis of DNA samples recovered from pre-
served corpses from endemic European countries in the 12
and 13 centuries demonstrated that the genomic architec-
ture and variability of M. leprae did not change significantly
over the past 1,000 years (Schuenemann et al. 2013). M. lep-
rae is not highly infectious since only a small proportion of
the exposed individuals are infected and, among these, even
fewer individuals progress toward clinical disease. Within
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this subset of patients, leprosy may present either as a local-
ized or disseminated disease. Today, it is well accepted
that human genetic variability in genes involved with the
regulation of host immunity is crucial to determine both
susceptibility and progression toward clinical forms of lep-
rosy (Alter et al. 2011). In fact, genome-wide linkage scans
(Alcais et al. 2007; Mira et al. 2003; Siddiqui et al. 2001),
case—control studies of candidate genes (Cardoso et al.
2011a; Pereira et al. 2009) and genome-wide association
studies (GWAS) (Wong et al. 2010; Zhang et al. 2009) have
been contributing to an increasing list of genes associated
with leprosy. Validation and replication studies in different
populations, although not common, are mandatory to finally
pinpoint the major genes/pathways controlling leprosy phe-
notypes, ultimately leading to an improved understanding of
the influence of genetic host variations in susceptibility or
resistance to the disease (Cardoso et al. 2011b).

The first leprosy GWAS was conducted in a Chinese
population sample, variants located at CCDCI22-LACCI
(the second, formerly known as Cl3orf31), NOD2,
TNFSF15, HLA-DR-DQ and RIPK2 were associated with
the disease and trend toward association was observed
for LRRK?2 (Zhang et al. 2009). A subsequent study using
a Mali and a New Delhi population sample validated the
CCDCI22 and LACCI associations (Wong et al. 2010).
A family-based validation study conducted in Vietnamese
families re-tested all 16 SNPs associated with leprosy in the
Chinese original GWAS: 6 of them—Ilocated at CCDC122-
LACCI, NOD2, RIPK2 and the HLA-DR-DQ loci—were
replicated (Grant et al. 2012). The NOD2 gene was also
associated with leprosy per se and leprosy reactions when
tested in Nepal (Berrington et al. 2010).

Here we investigated whether non-HLA genes originally
described in the Chinese GWAS are associated with leprosy
among Brazilians. Our stepwise design involving five pop-
ulation samples from different Brazilian regions resulted in
positive association between leprosy and two genetic mark-
ers located at the NOD2 and CCDCI122-LACCI loci.

Methods

Ethics statement

All methods and procedures used in this study were
approved by the local ethics boards and the Brazilian
National Board for Ethics in Research. A written informed
consent was obtained from all study participants.

Subjects and study design

First, we investigated all four candidate loci (five non-
HLA genes identified previously in the Chinese GWAS:

@ Springer

CCDCI22-LACCI, NOD2, TNFSFI5 and RIPK2) in a
family-based sample recruited at the Prata Village, a former
leprosy colony located at the state of Pard, north of Brazil.
This village was founded in the early 1920 with the objec-
tive to isolate individuals affected by leprosy. Isolation
was compulsory until 1962; however, to date, the popula-
tion remains highly isolated and present unique charac-
teristics, such as very high disease frequency and homog-
enous distribution of socioeconomic and environmental
variables (Lazaro et al. 2010; Werneck et al. 2011). A very
strong genetic effect controlling susceptibility to leprosy
has been described for the Prata population (Lazaro et al.
2010), making it suitable for genetic association studies on
leprosy. The Prata sample is composed of 179 individuals
distributed in 60 nuclear families, from which 67 trios (one
leprosy-affected individual and both parents) were derived.

Then, we used a stepwise strategy to investigate the
associated markers from Prata in four replication sam-
ples from Brazil, totaling 3,435 individuals: three case—
control samples, including 1,601 leprosy cases and 1,387
controls, from Rio de Janeiro—Rio de Janeiro; Bauru—Sao
Paulo and Rondonépolis—Mato Grosso, and an independ-
ent family-based sample from Almenara-Minas Gerais,
composed by 447 individuals distributed in 125 nuclear
families from which 147 trios were derived. When nec-
essary, siblings were used to infer the genotype of an
absent parent.

Patients were classified according to the classic, five-
group classification system (Ridley and Jopling 1966), and
were treated following the World Health Organization rec-
ommendation, as paucibacillary or multibacillary. In Rio de
Janeiro and Bauru, blood donors were used as controls; in
Rondonépolis, controls were recruited during campaigns of
active search for new leprosy cases performed at military
bases and universities. In all contexts, controls were unre-
lated and from the same geographical region as cases, and
presented no documented history of chronic infectious or
inflammatory diseases. The ethnicity of each subject was
classified as Black, Caucasian or Mestizo according to
morphological characteristics of the individual and his/her
family. The description of demographic and clinical char-
acteristics of these samples is summarized in Table | and
described in detail elsewhere (Marques et al. 2013).

SNP selection and genotyping

Tag SNPs markers capturing the entire information of each
candidate gene (from Chinese GWAS) were defined accord-
ing to the information available at the International Hap-
Map Project using the following parameters: minor allele
frequency of 0.05 in the YRI population (Yoruba in Ibadan,
Nigeria), tagger multimarker method, and 7 cutoff of 0.8.
Following this strategy, 36 markers were interrogated at the
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four loci, as follows: 13 markers at CCDCI22-LACCI, 7
markers at NOD2, 8 markers at RIPK2 and 8 markers at
TNFSF1I5.

Genomic DNA was extracted from peripheral blood
by classic salting-out (John et al. 1991). Genotyping was
performed by fluorescence-based allelic discrimination
using TagMan, as implemented in the Applied Biosystems
StepOnePlus Real-Time PCR System platform.

Statistical analysis

Family-based association analysis was performed using the
Transmission Disequilibrium Test (TDT), as implemented
in the FBAT software, version 2.0.2 (Horvath et al. 2001).
We applied the empirical variance (-e) function to allow for
association testing in the presence of linkage, an appropri-
ated approach when multiplex families are used (Lake et al.
2000). Deviations from Hardy—Weinberg equilibrium and
linkage disequilibrium (LD) estimations (Prata Village)
were performed using the Haploview software, version 4.2
(Barrett et al. 2005). To test for independence of positive
association signals in the Prata sample, stepwise logis-
tic multivariate regression analysis (Schaid and Rowland
1998) was performed as implemented in the SAS software
version 9.1.

Comparative analyses for allelic, genotypic and carrier
frequencies among cases and controls were carried out
using an unconditional logistic regression model as pre-
viously described (Cardoso et al. 2011a; Marques et al.
2013). Analysis was performed using R for Windows (R
Development Core team 2013) version 2.10.1, with the
package ‘“‘genetics”. An overall analysis combining the
case—control samples was performed controlling for possi-
ble confounding effects using the geographic region of the
population sample, gender and ethnicity. In addition, we
have integrated our TDT and case—control studies to obtain
an overall OR estimate as suggested by Kazeem and Farrall
(2005), using the package “catmap” in R environment.

Results

Allele frequencies were in Hardy—Weinberg equilibrium in
all population samples included (data not shown) and the
genotyping success rate was >95 % for the tested markers.
Seven out of the 36 SNPs genotyped in the primary sample
of trios from the Prata Village were excluded from the analy-
sis due to complete homozygosis (rs5743270, rs16900581,
rs16900592,  rs16900593, rs11995005, 1rs16931739,
rs6478107). In addition, marker rs17065164 from CCDC122
was not analyzed due to the low number of informative
families in the discovery sample (<10). Among the remain-
ing 28 markers tested for association with leprosy per se in
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the Prata Village, 23 were not associated (Table S1). Three
alleles of NOD2 markers—rs8057341-A, rs2111234-G and
1s3135499-C—and two at CCDCI22-LACCI—1s4942254-
C and rs2275252-A—were under-transmitted to affected off-
spring, indicating leprosy protection (Table 2). Out of these
five, two NOD2 markers (rs8057341 and rs3135499) were
also associated in the original Chinese GWAS.

Linkage disequilibrium analysis of the associated mark-
ers suggested the existence of one single association signal
in each loci (Fig. 1): there is moderate LD between NOD2
marker rs8057341 and both rs2111234 (#* = 0.59) and
rs3135499 (2 = 0.36); marker rs4942254 of CCDCI22-
LACCI is in strong LD with rs2275252 (¥ = 0.93). This
effect was confirmed by stepwise, logistic multivariate analy-
sis: for each gene, when all associated markers were included
in the model, association remained significant only for
1s8057341 and rs4942254 of NOD2 and CCDCI122/LACCI,
respectively; therefore, these two markers were selected for
further analysis in the replication samples.

Among the three genetic models tested in our case—con-
trol studies (genotypic, allelic and carriers), the genotypic
was the best model to capture the differences between cases
and controls in all populations. The replication of associa-
tion between NOD2 rs8057341 and leprosy was observed
in all case—control samples, with the genotype “AA” con-
ferring resistance to leprosy (Table 3). In the family-based
Almenara sample, however, the allele rs8057341-A did not
reach statistical significance (P = 0.20, Table S2). A com-
bined analysis including all case—control studies endorsed
the protective effect of rs8057341-AA against leprosy
(OR,p = 0.49, P = 1.39e—06, Table 3). Finally, to obtain
an overall estimate, all samples (case—control and family-
based studies) were included to build a summary plot that
indicated a consensus protective OR value (overall OR,
allele = 0.80, P = 0.0001), confirming allele “A” of NOD2
rs8057341 as a leprosy resistance genetic factor (Fig. S1a).

Table 2 Association between leprosy per se and markers at
CCDCI122-LACCI and NOD2 genes in a family-based study from
Prata Village

Gene SNP MAF*  Allele Z° FBAT

Py
CCDCI22-LACCI 154942254 0345 C —2.000 0.013
CCDCI22-LACCI 152275252 0351 A —2.263 0.023
NOD2 1s8057341 0372 A —2.556  0.003
NOD2 rs2111234 0401 G —2.157 0.031
NOD?2 rs3135499 0400 C —2.556 0.023

# Minor allele frequency
b Z test

¢ Family-based association test; P value, reported for the recessive
model
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The genotype “CC” of rs4942254 at CCDC122-LACCI
was also associated with leprosy resistance in two of our
replication samples: Rondondpolis and Rio de Janeiro
(Table 3). However, no association was observed for this
marker in Bauru and Almenara. The combined analysis of
1s4942254 revealed association between the CC genotype
and leprosy per se (ORq- = 0.72, P = 0.003, Table 3). The
summary plot including all studies resulted in a global OR
consistent with a protective effect of CCDCI22-LACCI1
allele rs4942254-C (OR¢ 4 = 0.86, P = 0.003) against
leprosy (Fig. S1b).

The LD plots for genes RIPK2 and TNFSF15 are avail-
able in Fig. S2. As a remark, the SNPs associated with
leprosy in the Chinese GWAS are also indicated in the LD
figures.

Discussion

Genetic risk factors for complex traits have been inten-
sively investigated and candidate genes have been pro-
posed for several common diseases, including leprosy. The
first GWAS in leprosy (Zhang et al. 2009), performed in a
Chinese sample, identified new genes (CCDCI22-LACCI,
NOD?2, TNFSF15, HLA-DR, RIPK2 and LRRK?2) and path-
ways that encouraged validation and replication studies in
other populations of distinct genetic backgrounds. A study
involving an Indian and an African sample population
validated only the association between leprosy and vari-
ants of the CCDC122-LACCI locus (Wong et al. 2010). In

A ccpc122

contrast, when a Vietnamese sample population was inves-
tigated for the same genes and markers, only LRRK2 and
TNFSF15 associations were not replicated (Grant et al.
2012). These conflicting results reinforce the importance
of additional validation and/or replication studies using
independent population samples. In this scenario, we
sought to validate the Chinese results, first using a sample
from a unique family-based sample from the Prata Vil-
lage, located in the Brazilian amazonic state of Pard. Our
assumption is that, due to its history as a former isolation
colony, the Prata population is enriched of leprosy suscep-
tibility genetic variants which, combined with very homog-
enous demographic, socioeconomic, environmental and
educational variables (Lazaro et al. 2010), makes it suitable
for genetic association studies in leprosy. The small Prata
sample size, however, poses an obvious limitation; thus, to
confirm the observations, we applied a four-stage replica-
tion strategy using one family-based and three independent
case—control samples from different regions of Brazil.

As a result, we have identified two polymorphisms at
genes NOD?2 and the CCDC122-LACC1 locus consistently
associated with host resistance to leprosy. Up to now, the
association between NOD?2 and leprosy susceptibility origi-
nally reported in Chinese has been validated in Nepalese
and Vietnamese population samples (Berrington et al. 2010;
Grant et al. 2012; Zhang et al. 2009), but not in Indians and
Africans (Wong et al. 2010). Data from the Chinese study
indicate the G allele associated with increased leprosy risk
(Zhang et al. 2009). Here, allele A of NOD2 rs8057341 was
found associated with host resistance to leprosy in all the
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samples studied. The replication of the association signal
for marker rs8057341, with the same resistance allele on
all our population samples, argues consistently in favor of
NOD?2 as leprosy per se susceptibility gene. Interestingly,
in Vietnam, NOD?2 rs8057341 was not associated with lep-
rosy (Grant et al. 2012); however, the same study reported
NOD2 marker rs9302752 associated with the disease,
which may indicate a distinct LD profile across these popu-
lations, a hypothesis supported by the HapMap data—LD
between rs8057341 and rs9302752 of ¥ = 0.77, 0.41 and
0.00 in the CEU, CHB and YRI populations, respectively
(International HapMap 2005).

A second consistent association signal was observed for
154942254, which is located intragenic to CCDCI122; how-
ever extensive LD pattern does not allow excluding neigh-
boring gene LACCI as the true responsible for the associa-
tion detected. Finally, a combined plot was conducted to
summarize the information from all samples of the present
study. The results confirmed the host resistance effect for
both loci.

The conflicting results obtained in leprosy association
studies may reflect biological differences associated with
population-specific genetic effect (Manry and Quintana-
Murci 2013). The increased ethnic proximity between
Vietnamese and Chinese may explain the higher rate of
successful validation observed among these populations
(Grant et al. 2012). Differences in allele frequency and
haplotype/LD structure reflect ethnic specificity; thus, the
association pattern identified in Chinese population may
not be captured in different populations. Also, in the pre-
sent study, it is important to consider that the small sample
size of the discovery sample could have an impact upon the
power to capture more subtle genetic association effects.
Finally, we cannot exclude the possibility that genes not
validated/replicated for leprosy per se susceptibility are
actually controlling susceptibility to endophenotype of the
disease, such as clinical forms and the occurrence of rever-
sal reactions.

Zhang and cols (Zhang et al. 2009) identified a pathway
placing five leprosy susceptibility genes (LRRK2, NOD2,
RIPK2, HLA-DRBI and TNFSF15) within the same bio-
logical pathway that included PARK2, previously associ-
ated with leprosy (Mira et al. 2004). Several of these genes
have been implicated with host immune response in dif-
ferent infectious diseases (Schurr and Gros 2009; Zhang
et al. 2011). The NOD?2 gene encodes an intracellular sens-
ing molecule that recognizes a component of mycobacte-
rial wall. Upon recognition, the NOD2-mediated signaling
pathway promotes the recruitment of RIPK2 and formation
of a NOD2-RIPK2 complex that indirectly leads to acti-
vation of NF-kB as a part of the host immune response to
infection (Schurr and Gros 2009; Zhang et al. 2009, 2011).
A functional study reinforced the importance of the NOD2

cascade in leprosy by demonstrating that the interaction
of NOD2 with muramyl dipeptide, a mycobacterium cell
wall component, leads a distinct interleukin-32-dependent
induction, resulting in the differentiation of monocytes
into dendritic cells (Schenk et al. 2012). It has also been
shown that NOD2 is able to induce autophagy, a crucial
mechanism for intracellular bacterial clearance (Cooney
et al. 2010). In contrast, the function of CCDC122-LACCI
locus is yet unknown. Remarkably, our data add up to the
accumulating body of evidence indicating a common asso-
ciation fingerprint across leprosy, Crohn’s and Parkinson’s
disease (Orlova et al. 2011): variants of leprosy suscepti-
bility genes PARK2, TNFSF15, NOD2, LACCI, LRRK2,
IL23R, ILISRAP/ILISRI and ILI2B have been described
also associated with Crohn’s, Parkinson’s and inflamma-
tory bowel disease (Liu et al. 2012; Trabzuni et al. 2013;
Zhang et al. 2009, 2011). It is possible to speculate that a
better understanding of the genotype—phenotype regula-
tory switches controlled by these associated SNPs can help
develop novel diagnostic and therapeutic approaches for
infectious, inflammatory and neurodegenerative diseases.
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Table S1. Data of the SNPs tested with leprosy per se in the family-based study from Prata Village but
with no significant association.

Gene SNP* Allele AF® z FBAT (P)
CCDCI22 1$12869697 C 0.204 -1.194 0.232°
1$9533667 C 0.778 -1.687 0.089¢
1s2325089 G 0.470 -0.798 0.425°
1$9533660 C 0.926 0.000 1.000°
1s12428350 A 0.208 -1.417 0.156
rs1562216 G 0.119 -0.352 0.724¢
LACCI 1$9533674 C 0.906 -0.662 0.507°
1$895266 T 0.493 -1.141 0.254°
1s9533676 T 0.125 -0.451 0.652¢
1$6561150 G 0.260 -1.417 0.156
NOD2 rs1861758 A 0.287 -1.769 0.076°
1s5743266 G 0.762 -0.211 0.832°
rs11647841 A 0.293 -1.504 0.123°
RIPK2 1s10504881 A 0.182 -1.084 0.278¢
1s13262484 G 0.060 -0.798 0.508°
1s39764 T 0.735 -1.031 0.425¢
rs39502 A 0.675 -1.179 0.302¢
TNFSF15 rs7847158 A 0.766 -0.087 0.930°
154979462 T 0.129 -0.095 0.924¢
1s7862325 G 0.611 -1.187 0.060°
rs3810936 T 0.274 -1.438 0.150¢
1s7867918 G 0.877 -1.857 0.063°
rs6478108 C 0.265 -1.897 0.057°
*Single-nucleotide polymorphism
"Allele frequency
°Z test

dFamily—based association test; P-value, reported for the dominant model
“Family-based association test; P-value, reported for the recessive model



Table S2. Association between leprosy per se and markers at CCDC122-LACC1 and NOD?2
genes in a family-based study from Almenara sample.

Gene SNP MAF* Allele 7P FBAT (P)°
CCDCI22-LACCI rs4942254 0.419 C 0.614 0.538
NOD?2 rs8057341 0.322 A 1.293 0.196
*Minor allele frequency

°7 test

“Family-based association test; P-value, reported for the additive model
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Fig. S1 Representative plots grouping our genetic studies (family-based and case-control studies) and f
NOD2 and CCDC122-LACC1 SNPs with leprosy per se. At plot, the bars represent 95% of confidence |
ratio (OR) values. The size of each box indicates the weight of the study in the pooled result. In a th
rs8057341 - A allele at NOD2 (Pooled OR = 0.80, P = 0.0001), and in b the plot representation of :
CCDC122-LACCI (Pooled OR = 0.86, P = 0.003). The overall OR was obtained as described by Kazec
and Farrall 2005), using the package “catmap” in R environment. In this analysis only the allelic mo
results can be different if compared with other genetic models



Fig. S2 Relative position and linkage disequilibrium plot (LD) patterns of markers for the receptor - Interacting Se
(RIPK2) (a) and Tumor Necrosis Factor (ligand) superfamily, member 15 gene (TNFSF15) (b) in Prata Village
represent LD measured using the r* parameter and the intensity of shading is proportional to r*. *SNPs associated in
al. 2009)
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5 CONCLUSOES

1. A partir dos dados dos 36 tag SNP estudados podemos concluir que:

O alelo “A” do tag SNP rs8057341 (P = 0,003) do gene NOD?2 esta
associado com protecao a hanseniase na amostra populacional estudada;

Os marcadores rs2111234 (P = 0,031) alelo “G” e rs3135499 (P = 0,023)
alelo “C” do gene NOD2 apresentaram sinal de associacdo com
hanseniase com significancia estatistica;

O alelo “C” do tag SNP rs4942254 (P = 0,013) e o alelo “A” do tag SNP
rs2275252 (P = 0,023) do locus CCDC122-LACC1 estao associados com
protecao a hanseniase na amostra populacional estudada;

O marcador rs9533667 (P = 0,089) do locus CCDC122-LACC1 apresentou
sinal de associacdo com hanseniase, com significancia estatistica
marginal;

Os marcadores rs7862325 (alelo “G”), rs7867918 (alelo “G”) e rs6478108
(alelo “C”) do gene TNFSF15 apresentaram respectivamente valores de P
de P =0,060, P=0,063 e P =0,057;

Nao foi detectada associacdo entre variantes do gene RIPK2 e

hanseniase na amostra populacional testada;

2. Através da analise dos plots de desequilibrio de ligacdo podemos concluir que:

Os marcadores rs2111234 e rs8057341 do gene NOD2 encontram-se em
DL moderado (r? = 0,59), sugerindo um Unico sinal de associacéo para
este locus;

O marcador rs2275252 do locus CCDC122-LACC1 (P = 0,023) encontra-
se em forte DL (r* = 0,93) com o marcador associado rs4942254 (P =

0,013), novamente sugerindo um unico sinal de associacgao;
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O marcador rs9533667 do locus CCDC122-LACC1 (P = 0,089) apresentou
baixo DL (r? = 0,14) com o marcador associado rs4942254;

Para o gene TNFSF15, trés marcadores apresentaram significancia
estatistica marginal — rs7862325, rs7867918 e rs6478108 — e todos eles

se encontram em baixo DL entre si.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo de Fatores de Riscos Genéticos de Susceptibilidade do Hospedeiro a

Hanseniase

A Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR) estara realizando um estudo
que ira investigar o papel da genética na susceptibilidade a hanseniase (lepra) e na
gravidade da doenga. Se bem sucedido, o projeto podera facilitar o tratamento da
hanseniase e melhorar a qualidade de vida dos pacientes, seus familiares e pessoas
proximas. Este estudo sera coordenado por Dr. Marcelo Tavora Mira, professor
adjunto e pesquisador do programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias da Saude da
PUCPR.

1) Métodos

Se vocé concordar em participar ou autorizar seu dependente a participar
neste estudo, vocé respondera a uma entrevista com perguntas sobre dados
pessoais, estilo de vida e saude seus e/ou de seu dependente. Sob sua autorizagao,
informacgdes de prontuarios clinicos também poderao ser lidas pelos cientistas e

utilizadas no estudo.

2) Local do estudo

A unidade de origem deste estudo é o programa de Pdés-Graduagdo em
Ciéncias da Saude da PUCPR. Colaboracao entre a PUCPR e outros institutos de
pesquisa deverdo aumentar as chances de sucesso e o impacto do estudo.
Portanto, esta sendo requerida sua autorizagdo para o uso de sua amostra em
estudos da hanseniase envolvendo outras instituicbes. Sua autorizagdo so valera
sob a condicdo de se manter o desenho, objetivos e metodologia do projeto
original, além da avaliacdo e aprovagao de eventuais alteragdes pelo Comité de
Etica da PUCPR.
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3) Riscos Fisicos para Saude/Desconfortos

Nao existe riscos fisicos para sua saude e/ou de seu dependente decorrente

da participacao neste estudo.

4) Alternativas

Se vocé e/ou seu dependente estiver afetado por hanseniase, acesso a
procedimentos médicos para diagnéstico e tratamento da doenca sera
providenciado mesmo que n&o concorde em participar ou n&o autorize a
participacdo de seu dependente no estudo. Portanto, se vocé decidir nao
participar, ou cessar sua participagdo e/ou de seu dependente no estudo a
qualguer momento, todos os procedimentos para diagnosticos e tratamento
meédico serdao mantidos pelo Hospital Santa Casa de Misericérdia da PUCPR e

instituicdes colaboradoras.

Se vocé e/ou seu dependente ndo estiver afetado pela hanseniase, sua
decisao de participar e/ou autorizar ou nao a participacao de seu dependente , ou
de cessar sua participacao a qualquer momento, nao ira interferir de nenhuma
forma nos procedimentos médicos para diagndéstico ou tratamento da hanseniase
que vocé e/ou seu dependente possa necessitar no futuro. Da mesma forma, sua
decisdo nao ira refletir no acesso a procedimentos médicos necessarios a algum

familiar ou contato afetado pela hanseniase.

5) Custos para os participantes

No caso de vocé decidir participar ou autorizar a participacdo do seu

dependente no estudo, vocé ou seu dependente nao terdo nenhum custo.
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6) Beneficios

A longo prazo, resultados deste projeto podem facilitar a deteccdo de
resisténcia ao tratamento da hanseniase, tornando possivel evitar tratamentos
inadequados. Além disso, espera-se que conhecimentos cientificos adicionais
sejam alcangados, com consequente melhoria do tratamento de pessoas afetadas
pela hanseniase.

7) Reembolso

Nem vocé nem seu dependente serdo reembolsados por participar deste

estudo.

8) Confidenciabilidade dos dados

A participagdo em projetos de pesquisa pode resultar em perda de
privacidade. Além disso, a descoberta de fatores de risco genéticos para
hanseniase podem expor susceptibilidades de certos grupos de pessoas,
possivelmente levando a outros ou certas empresas a considerar estes grupos
diferentes de uma forma negativa. Entretanto, procedimentos serdo adotados
pelos responsaveis por este estudo no intuito de proteger a confidencialidade das
informagcdes que vocé fornecer e as informagdes produzidas pelo projeto.
Nenhuma informacao genética individual sera tornada publica. As informacdes
serao codificadas e mantidas num local reservado o tempo todo. Somente os
pesquisadores envolvidos neste estudo terdo acesso as informagdes. Apds o
término deste estudo, as informacgdes serdo transcritas dos questionarios para
arquivos de computador, mantidos em local restrito com acesso premitido apenas
aos mesmos pesquisadores. Os dados deste estudo poderao ser discutidos com

pesquisadores de outras instituigdes, mas nenhuma identificagcao sera fornecida.
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CONSENTIMENTO

Estudo de Fatores de Riscos Genéticos de Susceptibilidade do Hospedeiro a

Hanseniase

Vocé recebera uma copia deste Termo de Consentimento para manté-lo consigo.
Se vocé tiver qualquer duvida no futuro sobre a sua participagao neste estudo,
vocé pode e deve utilizar os seguintes meios de contato com o pesquisador
responsavel:Dr. Marcelo Tavora Mira, telefone: (41) 3271-2618, celular: (41)
9164-4045, e-mail: m.mira@pucpr.br

A PARTICIPAGAO EM PESQUISA E VOLUNTARIA

Vocé tem o direito de ndo concordar a participacdo de seu dependente, ou
mesmo de cessar a participacdo de seu dependente do estudo em qualquer
momento que queira, sem riscos para o seu tratamento dele/dela. Se vocé autorizar
a participagao de seu dependente do estudo, permitira desejar e concordar em

participar, deve assinar ou fornecer sua impressao digital na linha apropriada abaixo.

Se vocé desejar participar do estudo, permitira que seu endereco e telefone
sejam anotados em uma folha separada, para facilitar contato quando necessario.
Como ja foi esclarecida anteriormente, toda informagao, pessoal sera mantida em

sigilo.

Assinatura ou impressao digital do voluntario Nome completo e n° do prontuario

Assinatura do entrevistador Nome do entrevistador
Assinatura testemunha 1 Assinatura testemunha 2
/ /

Data
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Abstract A solid body of evidence produced over decades of intense research supports the hypothesis that
leprosy phenotypes are largely dependent on the genetic characteristics of the host. The early evidence of a
major gene effect controlling susceptibility to leprosy came from studies of familial aggregation, twins, and
Complex Segregation Analysis. Later, linkage and association analysis, first applied to the investigation of
candidate genes and chromosomal regions and more recently, to genome-wide scans, have revealed several
leukocyte antigen complex and nonleukocyte antigen complex gene variants as risk factors for leprosy
phenotypes such as disease per se, its clinical forms and leprosy reactions. In addition, powerful, hypothesis-
free strategies such as Genome-Wide Association Studies have led to an exciting, unexpected development:
Leprosy susceptibility genes seem to be shared with Crohn’s and Parkinson’s diseases. Today, a major
challenge is to find the exact variants causing the biological effect underlying the genetic associations. New
technologies, such as Next Generation Sequencing that allows, for the first time, the cost and time-effective
sequencing of a complete human genome, hold the promise to reveal such variants. Strategies can be
developed to study the functional effect of these variants in the context of infection, hopefully leading to the
development of new targets for leprosy treatment and prevention.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

Genetics of host susceptibility to
infectious diseases

The burden of infectious diseases has been massive
throughout history of mankind. Infections have been

* Corresponding author. Tel.: +55 (41) 3271-2030; fax: +55 (41) 3271-1657.
E-mail address: m.mira@pucpr.br (M.T. Mira).
! These authors share first authorship.
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0738-081X/© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

responsible for a strong selective pressure; yet, some
of them are, still today, major public health problems.
Recent advances, such as the development of vaccines
and antibiotics, combined with a general increase of the
education and socio-economical level of human populations
led to an increase of life expectancy, but not to eradication of
infectious diseases.! To understand this scenario, it is
necessary to consider a very complex interplay between
environmental (microbial and nonmicrobial) and human
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(genetic and nongenetic) factors that determines immunity to
infection or its clinical outcome.!

A classic feature of human infections is that only a
proportion of exposed individuals develop clinical disease.?
Accumulating evidence suggests that host genetic factors play a
particularly important role in controlling susceptibility to these
diseases.® Some of the most compelling evidence that
human genetics does indeed determine the occurrence of
infection comes from primary immunodeficiencies (PIDs). The
PIDs are typically monogenic (Mendelian) disorders that impair
host defense mechanisms and result in predisposition to multiple
infectious diseases. The PIDs are responsible for more than 200
known clinical syndromes, at least 100 of which presenting a
well-defined molecular genetic basis. Examples of PIDs include
mutations in genes encoding proteins of the IL-12/23-IFN-y
pathway associated with the Mendelian Susceptibility to
Mycobacterial Diseases syndrome; complement defects associ-
ated with Neisseria sp invasive disease; X-linked lymphoprolif-
erative disease associated with Epstein-Barr virus infection;
mutations in genes EVERI or EVER?2 associated with Epidermo-
dysplasia verruciformis; and apolipoprotein L-1 deficiency,
associated with trypanosomiasis.'#~¢

The profound influence of the genetic make-up of the host
over resistance to infection has been investigated in several
models. Studies in mice, based on reverse (gene-targeted knock-
out and knock-in mutations) and forward genetics (natural
mutation and random mutagenesis), have provided important
insights into the mechanisms controlling infection and immunity
in human, natural conditions.” In human genetics, epidemiologic
studies of adopted individuals showed that predisposition to
infection were largely inherited, paradoxically, even more than
diseases associated with less obvious environmental risk factors,
such as cancer.'® Studies comparing concordance rates between
monozygotic and dizygotic twins have provided powerful
evidence for the existence of a host genetic background
controlling susceptibility to different infectious diseases.' Finally,
several genes have been associated with diseases such as AIDS
(HLA, MICA, PSORS1 C3, KIR, and CCRY); hepatitis B (genes
HLA); tuberculosis (MBL, VDR, NRAMPI, genes HLA); malaria
(HBB, SCO1, DDC); and meningococcal disease (CFH).>10

In this context, leprosy presents as a very good model for the
study of genetic predisposition to infection: Mycobacterium
leprae, the etiologic agent, is known for its limited diversity
between strains of different locations!!:!2; this near clonal
characteristic, together with the observation of a wide range of
leprosy clinical phenotypes, strongly suggests that most of the
disease variability, including susceptibility to leprosy per se, is
dependent upon the genetic background of the host.!3

Genetics of leprosy

Todays, it is widely accepted that the exposure to M leprae
is necessary but not sufficient to trigger the outcome of the
disease, and different sets of genes modify host susceptibility

to leprosy in three different stages, namely: (i) the control of
infection per se, that is, the disease regardless of its clinical
form manifestation; (ii) after the infection is established,
the definition of different clinical forms of the disease; and
(ii1) the risk of developing leprosy reactions (Figure 1).

Observational studies indicate the presence of a familial
component to susceptibility to the leprosy,'* as well as
increased concordance rates of disease per se and its clinical
forms among monozygotic compared with dizygotic
twins.'>-16 In addition, several Complex Segregation Analyses
have been performed for leprosy in different populations,!”~!?
aiming to identify the best-fit model of inheritance of the
phenotype, given a collection of pedigrees. All of these studies
supported a polygenic model of inheritance that includes a
major gene effect.

Taken together, these results indicate the existence of a
strong genetic component controlling susceptibility to leprosy;
however, these observational designs do not provide any
information about the exact nature of the genetic factors
involved, that is, the identity and number of genes, as well as
the genetic variants of these genes, causative of the leprosy
phenotypes. For that, molecular studies are necessary, and a
vast number of these studies have been conducted over the past
decades. As a result, several candidate chromosomal regions
and genes have been described, such as the MHC/HLA-liked
genes of class [ and II, TNFA, LTA, MICA, MICB, as well as
non-HLA genes, such as CCDC122, IFNG, IL10, IL12 B,
IL23 R, KIR, LACCI (formerly C13 orf31), LTA4 H, LRRK2,
MRC1, NOD2, PARK2/PACRG, RIPK2, SLC11A1 (formerly
NRAMPI), TAP, TLR, TNFSF15, and VDR. Among these, a
few candidates have been consistently replicated by indepen-
dent studies and/or successfully investigated by functional
studies. A brief summary of selected genes is presented in
Table 1 and expanded next.

Major histocompatibility complex genes

The major histocompatibility complex (MHC), in humans
known as the leukocyte antigen complex (HLA), is a cluster
of highly polymorphic genes contained within a 3.6 mega-
base (Mb) interval located on chromosome 6p21. Most of
these genes encode for proteins that are essential players in
the processing and binding of antigenic peptides during the
immune response. The HLA region is organized in 3 classes:
HLA class 1 contains subclasses HLA-A, —B and -C, which
present antigenic peptides of intra-cellular origin to CD8+ T
cells; HLA class II includes subclasses HLA-DR, —DQ, —
DM, and -DP, that primarily bind peptides of extra-cellular
origin and present them to CD4+T cells, and HLA class III
contains genes coding for cytokines, such as tumor necrosis
factor alpha (TNFA) and lymphotoxin alpha (LTA), for
enzymes involved in steroid synthesis, for heat-shock
proteins and for other intermediates of the immune response
mechanisms.?’
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Leprosy reactions

A schematic stage model of genetic susceptibility to leprosy. The exposure to the mycobacteria does not always result in infection.

In an initial stage, a first group of genes confers susceptibility to infection (leprosy per se). Among the individuals who develop the disease,
a second group of genes determines the type of host immune response and subsequent leprosy subtype. Finally, a third group of genes
confers the risk of developing leprosy reactions. TT: Tuberculoid-tuberculoid, BT, Borderline-tuberculoid; BB, Borderline-borderline;
BL, Borderline-lepromatous; LL, Lepromatous-lepromatous; I, Indeterminate; PB, Paucibacillary; MB, Multibacillary; Thl, T-helper 1;

Th2, T-helper 2; MDT, Multidrug therapy.

The crucial role of the HLA region in immune response
regulation makes it the most exhaustively studied genomic
candidate region in infection.?! It seems reasonable to
assume a particularly important role for HLA genes in
leprosy, given that clinical manifestation of the disease
depends on the type of immune response shown by the host.
The exchanges between Thl and Th2 types of immune
response may be partially controlled by a mechanism of
antigen presentation involving HLA molecules.>> A large
number of linkage and association studies reported the
involvement of HLA alleles and haplotypes as important
genetic factors controlling susceptibility to leprosy. In
particular, HLA-DR alleles have been consistently associat-
ed with leprosy?3: Several studies reported an association of
the HLA-DR2 alleles HLA-DRB1*04, DRB1¥10 DRB1*12,
DRB1*15, and DRB1*16 with susceptibility or resistance to
leprosy in populations around the world.>*=3° In addition,
HLA-DR3 alleles were also found to be associated with
leprosy susceptibility in two different populations.3!-32

HLA class I has been also intensively studied in leprosy, and
HLA-A*2, A*11, B*40, and C*7 are some examples of alleles
detected more often among leprosy cases compared with
unaffected controls.>* A recent study performed a high-resolution
association scan of a 1.9 Mb region in the HLA complex in a
Vietnamese population, followed by step-wise replication in an

independent sample from Vietnam and a sample from North
India. The result was the identification of eight intergenic HLA
class I region single nucleotide polymorphisms (SNPs) as novel
genetic risk factors for leprosy per se, particularly implicating the
HLA-C in leprosy susceptibility.3*

There is cumulative evidence that class III genes 7NFA
and LTA are involved in the immune response against
leprosy.®> TNFA encodes TNF-a, a proinflammatory and
immunostimulatory cytokine that belongs to the TNF
superfamily. This cytokine is involved in the regulation of
a wide spectrum of biological processes, including the
modulation of innate and adaptive immune responses. It is
mainly secreted by macrophages, and functions as an
important modulator of antigen presentation, through class
I molecules, and cytokine production necessary for effective
leukocyte response. In leprosy, a large body of functional
experimental data indicates that TNF-a plays a central role
by mediating the protective response to M leprae invasion.
Genetic studies have consistently indicated that 7NFA
variants can influence leprosy phenotypes.3®37 Recently, a
large association study involving 4 population samples and
more than 2500 individuals, followed by a meta-analysis,
confirmed association between a promoter variant of 7NFA
and leprosy, interestingly, the effect seems to be restricted to
the Brazilian samples.?’
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Table 1  Selected leprosy associated genes replicated in at least two distinct population samples
Official symbol Official full name Function
HLA-DRBI1 Major histocompatibility complex, class I, DRB1 Heterodimer anchored in the membrane that
present antigenic peptides of extra-cellular origin to CD8+ T cells
TNFA Tumor necrosis factor alpha Proinflammatory cytokine
LTA Lymphotoxin alpha Proinflammatory cytokine
IL10 Interleukin 10 Anti-inflammatory cytokine
PARK?2 Parkinson protein 2, E3 ubiquitin protein ligase E3 ubiquitin ligase
NOD2 Nucleotide-binding oligomerization Cytoplasmic receptor that plays a role in the immune
domain containing 2 response to intracellular bacterial lipopolysaccharides
RIPK2 Receptor-interacting serine-threonine kinase 2~ Member of the receptor-interacting protein (RIP) family
of serine/threonine protein kinases
LACCI Laccase (multicopper oxidoreductase) Unknown
domain containing 1
CCDC122 Coiled-coil domain containing 122 Unknown

LTA is also a member of the TNF superfamily, but
compared with TNF-a, much less is known about its
function.®> This cytokine is produced by lymphocytes and
forms heterotrimers with lymphotoxin-beta, which anchor
lymphotoxin-alpha to the cell surface. LTA signaling has
proven important in controlling infection by intracellular
pathogens, including Mycobacterium tuberculosis and M
leprae among others.3®3° Interestingly, it seems that, in
leprosy, the LTA4 genetic effect is more pronounced in patients
with early onset of disease.*® A recent study using knockout
mice showed that the combination of TNF and LTA are
necessary to the formation and maintenance of granulomas in
response to M leprae: LTA seems to regulate granuloma
formation whereas TNF-a is responsible for its integrity.3>3°

Finally, variants of additional HLA-linked genes, such
MICA (MHC class I polypeptide-related sequence A), MICB
(MHC class I polypeptide-related sequence B), and TAP
(Transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B [MDR/
TAP]), have also been described in association with leprosy
phenotypes in different populations.??

Of note, the interpretation of genetic association studies
involving the HLA complex requires caution, due to the
close proximity and very high gene density typical of this
locus: Once positive association is detected between a
leprosy phenotype and an MHC/HLA marker, the challenge
is to determine if the causative gene is the one being
investigated of another in close proximity to the marker used,
a phenomenon called linkage disequilibrium.??

Non-HLA genes
Interleukin 10
The Interleukin 10 (IL10) gene is located at the 1q31-q32

chromosomal region and encodes for the anti-inflammatory
cytokine IL-10, secreted by cells of the monocyte/macrophage

lineage and T-cell subsets such as Type 1 Tr, regulatory T, and
T-helper 17.35#! The IL-10 exerts its anti-inflammatory
actions by blocking the production of proinflammatory
cytokines by macrophages and their ability to serve as
antigen-presenting or costimulatory cells.*! More specifically,
this cytokine inhibits the production of IL-1, IL-6, and TNF-« in
LPS- and IFN-y-activated macrophages.3¢41—43

High levels of IL-10 are observed in multibacillary/
lepromatous leprosy patients compared with paucibacillary/
tuberculoid patients and a low TNF-o/IL-10 ratio is
correlated to disease progression.?>#? Genetic epidemiology
studies have been consistently reporting association between
leprosy and SNPs located at the /L10 gene.***° The exact
reason why /L 10 polymorphisms are associated with leprosy
is yet to be cleared. As this cytokine suppress the production
of inflammatory mediator and boosts the development of
Th2 immunity,’° it is plausible that these polymorphisms
somehow change ILI/0 expression, directing the patient
towards one of the poles of the leprosy clinical spectrum.

PARK2/PACRG (Parkinson protein 2, E3 ubiquitin
protein ligase/Parkin co-regulated gene)

A genome-wide linkage analysis conducted in a Vietnamese
population mapped a leprosy susceptibility /ocus to chromo-
some 6q25-27, an effect distributed along the entire leprosy
clinical spectrum.’' In a follow-up study, the same group
performed a systematic association scan of the candidate region
and found 17 SNPs associated with leprosy susceptibility,>? 15
of them located in and around the promoter region shared by
two genes: PARK2 and PACRG. These results were validated
in a separate set of unrelated individuals from Brazil. Later, an
independent case—control study found significant association
between leprosy and PARK2/PACRG SNPs in an Indian
population sample; however, the signal did not resist correction
for multiple testing.>> A study conducted in a geographically
isolated Croatian community with a well-documented history
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of leprosy showed that the protective alleles of two PARK2
SNPs associated with the disease in Vietnam and Brazil were
enriched in this population,>* suggesting positive selection.
More recently, a study involving a Vietnamese and an
Indian population sample confirmed the PARK2/PACRG effect
and revealed that age at diagnosis and differences in linkage
disequilibrium patterns across different ethnicities are important
for the correct interpretation of these association results.>>
Curiously, association has been also reported between the
PARK2/PACRG leprosy polymorphisms and typhoid and
paratyphoid fever in an Indonesian population.>® The finding
raised the hypothesis that the PARK2/PACRG genetic effect
would not be specific to infection with M leprae, but related to
host responses against intracellular parasites.

The PARK?2 gene encodes Parkin, an E3 ubiquitin ligase
involved with the ubiquitin-proteasome complex that mediates
the targeting of protein substrates for proteasomal degradation. '3
Replicated association between leprosy and PARK2/PACRG
variants revealed a new ubiquitin-dependent pathway of
immunity to infection with M leprae, an idea supported by a
functional study which demonstrated that proteasome function
is important for M leprae-induced apoptosis.>’

The Genome Wide Association Studies genes

Genome Wide Association Studies (GWAS) are a powerful
study design based on extensive coverage of the entire genome
with hundreds of thousands of makers, genotyped in one single
experiment, that capture the vast majority of common variants
in the genome sequence.’®>° The genotyping data are then
used in association testing that, if performed in samples large
enough to achieve an adequate statistical power, allows for the
identification of very small genetic effects, without the need of
a previous hypothesis. The first GWAS on leprosy included
491,883 SNPs genotyped in 706 cases and 1225 controls from
Eastern China. A total of 93 SNPs showed association with
leprosy at the GWAS significance level; these SNPs were then
tested in three independent replication sets totaling 3254
patients and 5955 controls from Eastern and Southern China.
As a result, 15 SNPs distributed in six genes, CCDCI22,
LACCI, NOD2, TNFSF15, RIPK2, and the HLA-DR-DQ,
were consistently associated with leprosy across all samples. In
addition, a trend toward association was detected between
leprosy and one SNP of LRRK2.%° In 2011, the same group
published an expanded GWAS by combining their first data set
with additional control subjects—two additional genes were
identified associated with leprosy: IL23R and RAB32.°! Later,
another study identified a relative increase in /L23R gene copy
number significantly associated with paucibacillary leprosy.®?

Given the nature of the GWAS, association studies
involving a tremendous number of tests performed on a
single experiment, therefore under strong inflation of
type I error (false positive), these results, although exciting,
must be validated by replication and/or by functional
independent studies.®?

Association between leprosy and HLA-DR-DQ was
replicated in an Indian population® and the LACCI and
CCDC122 signals were replicated in an Indian and African
population.®> More recently, a family-based replication study
conducted in 474 Vietnamese leprosy families re-tested all 16
SNPs associated with leprosy in the Chinese original GWAS;
six of them, located at CCDC12, LACC1, NOD2, RIPK?2, and
the HLA-DR-DQ genes were replicated.®® Association be-
tween NOD2 and leprosy has also been replicated in Nepal.®”

Several of the proteins encoded by these genes are
involved in microbial sensing and in the early immune and
inflammatory responses.®* NOD?2 is located on chromosome
16q12 and encodes an intracellular receptor that recognizes a
muramyl dipeptide component of the bacterial wall. After the
interaction with activated NOD2 molecules, RIPK2 un-
dergoes poly-ubiquitination mediated by an E3 ubiquitin
ligase and promotes the activation of the TGFp-activated
kinase 1 (TAK1) complex. The activated TAK1 complex,
again via poly-ubiquitination of a mediator, leads to
degradation of transcriptional regulator nuclear factor kB
(NF-kB) repressor IkB, releasing NF-kB to promote the
transcription of pro-inflammatory genes, one of them,
TNESF15.93870 A functional study reinforced the impor-
tance of the NOD?2 cascade in leprosy, by demonstrating that
after NOD2 from monocytes interact with M leprae’s
muramyl dipeptide, a distinct interleukin-32-dependent
induction of innate immune responses takes place, leading
to the differentiation of monocytes into dendritic cells.”!
These antigen-presenting cells are competent to define the
adaptive immune response in leprosy.”> 74

Genetics of leprosy reactions

LRs are sudden and intense inflammatory processes that
affect individuals at all stages of the disease, from diagnosis,
during treatment and even in the post-cure. The pathophys-
iologic mechanisms involved are still widely unknown.
Leprosy reactions are classified as type 1 (T1R or reversal
reaction), which commonly affects patients at the tuberculoid
side of the clinical spectrum; or type 2 (T2R, or Erythema
Nodosum Leprosum), which affects mainly patients from the
lepromatous pole of the disease.”>~7° Only recently, human
genetic epidemiology tools have been applied to the
investigation of the molecular mechanisms controlling
susceptibility to this extreme leprosy phenotype, as recently
reviewed by Fava and cols.””-80

The first evidence of association between LR and genetic
polymorphisms came from studies involving Toll-like
receptor (TLR) genes. An investigation involving a Nepalese
population sample revealed polymorphisms on 7LR/ and
TLR?2 associated with higher risk for TIR.8!-82 A functional
polymorphism of 7LRI, which causes a substitution of
asparagine to serine (N248S), was found associated with
susceptibility to leprosy reactions in a Bangladeshi
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population sample.®? Interestingly, a recent study detected
association between the same N248S polymorphism and
susceptibility to leprosy in a Brazilian population sample.*
The TLRs are transmembrane proteins that play a critical role
in the inflammatory response to microbial pathogens.®*%3
TLRI is located on chromosome 9q33.1 and its protein forms
a heterodimer with TLR2 or TLR6 and mediates the
recognition of several mycobacterial motifs: The heterodimer
TLR1/TLR?2 is involved in the recognition of M leprae,® and
TLR1/TLR6 seems to be related to M leprae persistence in
Schwann cells.?”

A prospective study of a Brazilian population sample
resulted in strong evidence implicating variants of the /L6
gene with susceptibility to T2R. Upon diagnosis, leprosy
patients were monitored for at least 1 year for the occurrence
of LR. Patients who developed TIR or T2R within the
follow-up period were included in the group of cases, and
leprosy patients who did not develop reactions were used to
compose the control group. Cases of TIR and T2R were
matched with controls by clinical form of leprosy and
compared for the allele frequencies of markers physically
covering the entire /L6 gene. No association was observed
between the /L6 markers and T1R. Two independent signals
of association with T2R were detected; one of them was
captured by SNP rs1800795, a variant with known impact
over /L6 expression. These results support an important role
of IL6 in the development of T2R.””

Additional studies on genetics of LR have implicated
variants of NOD2 and VDR as risk factors for the occurrence
of T2R and TIR, respectively.®”-8% Finally, a study in a
Brazilian sample demonstrated an association between a
SNP of SCL11A41 with leprosy reactions.®® These findings
are yet to be replicated.

Leprosy, Crohn's, and Parkinson's diseases:
a common genetic background?

In the past recent years, interesting findings concerning
the genetic control of complex diseases have been observed:
Some disorders, apparently unrelated, share genetic risk
factors. In this context, the identification of leprosy
susceptibility genes revealed an unexpected overlap with
inflammatory bowel conditions and Parkinson’s disease.’

Inflammatory bowel disease (IBD) is characterized by a
chronic, relapsing intestinal inflammation. The two major
types of IBD are Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis
(UC). The identification of Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis RNA in mucosal samples of CD and UC
patients suggested that the development of the disease, at
least in some individuals, might be triggered by mycobac-
terial infection.”®°! This hypothesis have been supported by
recent genetic studies revealing CD susceptibility genes that
encode proteins responsible for recognition of bacterial
structures and/or are present in immunologic pathways.”°

Some of the these CD susceptibility loci are shared with
leprosy,®? as clearly exposed by the Chinese leprosy GWAS:
Five of the newly described leprosy susceptibility genes
have been previously associated with CD: TNFSF15,
NOD2, LACCI1, LRRK2, and IL23R.°%-6! Motivated by this
unexpected finding, the same group later performed a
systematic, comprehensive association study testing all
previously described IBD loci as leprosy susceptibility
candidates in a large Chinese leprosy sample, again, two
IBD loci were associated with leprosy: ILISRAP/ILISRI,
and ILI2B.°® These outstanding results corroborates the
hypothesis that IBD, mainly CD, and leprosy share genetic
risk factors and sum additional evidence supporting the role
of an infectious agent participating in the initial events leading
to CD manifestation.

One additional intriguing finding of the Chinese study is
that the in silico analysis that places NOD2, RIPK2, and
TNFSF15 in the same pathway also included PARK2 and
LRRK?2, genes encoding proteins that directly interact.®®
Strikingly, PARK2 and LRRK?2 are well known Parkinson’s
disease (PD) susceptibility genes. Of particular interest, LRRK?2,
shown to be expressed in macrophage and monocytes,’* harbors
variants that have been associated with CD%® and Parkinson’s
disease, as well as leprosy.

Based on this results, one can speculate that because
NOD2/RIPK2 initiates a signaling process that involves
an ubiquination process through TRAF6 (TNF receptor-
associated factor 6), an E3 ubiquitin ligase, it is possible that
parkin, also an E3, plays a role in this process; in addition,
LRRK2 is thought to regulate the ligase activity of
PARK2%; therefore, it may also take part in the signaling
control. These observations suggest the existence of a
partially shared genetic control of susceptibility to an
infectious disease, an inflammatory disease and a neurode-
generative disorder. The complete elucidation of the cross
talk between those susceptibility genes is a difficult, yet
tremendously exciting task.

Future perspectives

Classic genetic studies on susceptibility to leprosy have
been focusing on the identification of common variants that
could explain predisposition to disease and, as a result,
several common variants were described to be associated
with leprosy phenotypes. The assumption made is that a set
of these variants in one or several genes of a biochemical
pathway would act together to contribute to a clinical
outcome. These findings cannot explain the totality of the
large genetic effect observed in descriptive genetic epidemi-
ology studies. Interesting, this scenario remain true for a
number of complex traits.””

With the popularization of the GWAS, it has become
increasingly clear that a large part of the genetic effect
controlling disease susceptibility was missing®®: With rare
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exceptions, more than 90-95% of the heritable component of
a disease has been left unexplained after extensive GWAS on
several complex diseases, giving rise to the term “missing
heritability”.°%°° The idea behind these “missing effect” is
that common genetic variability is unlikely to explain the
entire genetic predisposition to disease.”®100-101

As a result of intense debate, a new scenario of not one,
but two major hypothesis has risen, both aiming to offer a
better understanding on how different classes of genetic
variations can account for a specific outcome: The “Common
Disease-Common Variant (CDCV)” and the “Common
Disease—Multiple Rare Variant (CDMRV)” hypothesis.
The first one argues that common variants with small effect
are responsible for the genetic susceptibility to common
diseases; the CDMRV hypothesis defends the idea that
multiple rare alleles of large effect, explains the genetic
susceptibility to common diseases. 00101

In fact, the idea that rare variants are behind of human
susceptibility to common diseases is not new. A remarkable
example of the impact of a rare variant over disease
phenotypes has been provided by Altare et al. in 199812
By applying molecular biology tools a genetic analysis on
the study of a single young girl presenting generalized,
atypical M. bovis-BCG infection. The authors found a
homozygous, 4.4 kb-long deletion in the gene /L/2B that
impaired IL12-dependent, IFN-y mediated response against
a non-virulent mycobacteria. The finding, that clearly
implicates the IL-12/IFN-vy axis as critical for the control
of the immune response against mycobacterial infection,
represents strong support to the idea that a rare structural,
homozygous variant can underlie the mechanism controlling
host susceptibility to infection. This study and others
provided rising evidence that rare variations are important
pieces of the puzzle of human phenotypic variation.!?3
Identifying these rare variants without previous indication of
their possible location used to be a daunting task, given (i) the
need to study rare, extreme cases of disease; and (ii) the limited
throughput and the high costs of classic, Sanger-based
methods for genome sequencing.

The CDMRYV hypothesis gained momentum with the very
recent advent of next generation genetic analysis platforms
capable of sequencing massive segments of the human
genome, whole exomes or even genomes, in short time
frames and for a reasonable cost. By reducing the time and
cost limitations to a minimum challenge, these platforms of
next-generation sequencing (NGS) technologies, also known
as massively parallel DNA sequencing, are ideal tools to be
used on the search of such rare variations. 00104

Conclusions

The NGS technology has the potential to revolutionize
our understanding on how genes or genomic regions are
involved in the pathogenesis of human diseases.'%> The use
of NGS can be directed to the identification of causative

disease mutation by resequencing the whole genome (or
exome) of a small number of affected individuals, typically
displaying extreme phenotypes of the disease. The approach
has been successfully applied to determine the genetic basis
of rare disorders, much of them Mendelian, through the study
of a small number of affected individuals. In this scenario, an
interesting question would be whether the same strategy
could be applied to the identification of rare mutations possibly
contributing to the risk of occurrence of a complex disease, such
as common infections. In this much more complex context,
leprosy has been considered as an excellent model to the study
of genetic susceptibility to common infectious diseases.!%°
It is reasonable to believe that innovative approaches based
on NGS technology could help to unravel much of the ”missing
heritability” observed in leprosy and other infectious diseases.
Also, classic experimental design such as linkage analysis can
be coupled to these approaches to increase its power.
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