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RESUMO

Hanseniase é uma doenca infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium leprae
gue ainda afeta ~250.000 individuos em paises em desenvolvimento todos 0s
anos, com a maioria dos casos concentrados na india e no Brasil. Embora estudos
moleculares de ligacdo e associacdo tenham tido sucesso na identificacdo de
genes controlando suscetibilidade do hospedeiro & hanseniase, ndo se sabe
precisamente a amplitude deste complexo efeito genético. Essa dificuldade em
dissecar o componente genético, em parte, € justificada pelas respostas
discordantes obtidas em analises de segregacdo complexa (ASC) realizadas com
0 objetivo de definir o modelo de heranca para o fenétipo de suscetibilidade a
doenca. O objetivo deste estudo foi conduzir uma ASC utilizando os dados
fenotipicos de uma populacdo isolada de hansenianos e suas familias. A
populagdo do estudo foi formada por familias recrutadas na Vila Santo Ant6nio do
Prata, uma antiga col6nia de hansenianos localizada na cidade de Igarapé-Acu,
nordeste do Estado do Para, que possui as seguintes caracteristicas: grande
numero de familias hansenianas multigeracionais, multiplex; alta frequéncia da
doenca; alto grau de isolamento, com baixo fluxo migratério; homogeneidade
ambiental, socioecondmica e de background étnico. Nossa estratégia de
recrutamento permitiu a inclusdo de toda a populacéo da coldnia, totalizando 2868
individuos (225 afetados), distribuidos em 112 pedigrees multigeracionais. A ASC
foi realizada utilizando o programa REGRESS, que estima o melhor modelo de
andlise de regressédo logistica multivariada para avaliar a probabilidade de uma
pessoa ser afetada, dado um conjunto de variaveis explicativas. A ASC identificou
0 modelo co-dominante, com frequéncia do alelo de predisposi¢cdo estimado em
0.22 (p = 5,04 e-07), como o que melhor explica os dados observados. Dadas as
caracteristicas Unicas da populacdo estudada, acreditamos que estes resultados
podem contribuir significativamente para a evidéncia acumulada de um forte
componente genético na susceptibilidade do hospedeiro a hanseniase.

Palavras-chaves: Hanseniase, Mycobacterium leprae, andlise de segregacao
complexa.
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ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae that
affects 250.000 new individuals worldwide every year, with the majority of cases
concentrated in India and Brazil. Genetic analysis has been successfully applied to
the identification of host genetic factors impacting on susceptibility to leprosy.
However, a consensus regarding the exact mode of inheritance is yet to be
achieved, in part due to the heterogeneity of the studied populations. The objective
of this study was to conduct a Complex Segregation Analysis (CSA) on leprosy
using data from the Prata Colony, an isolated former leprosy colony founded in the
1920’'s on the outskirts of Brazilian Amazon presenting: large multiplex,
multigeneration leprosy families; high disease frequency; homogenous
environmental and socioeconomical variables. Our enrollment strategy was
complete ascertainment leading to the examination and inclusion of the whole
colony, totalizing 2868 individuals (225 affected) distributed in 112 pedigrees. CSA
was performed by using REGRESS, which specified a regression relationship
between the probability of a person to be affected and a set of explanatory
variables. CSA identified a best fit codominant model, with the frequency of
predisposing allele estimated as 0.22 (p-value = 5.04 e-07). Given the unique
characteristics of the studied population, we believe these results may contribute
significantly to the cumulative evidence of a strong genetic component in host
susceptibility to leprosy.

Key words: Leprosy, Mycobacterium leprae, complex segregation analysis.
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Capitulo 1

Introducéo e Revisdo da Literatura



1.1. Hanseniase

1.1.1. Historia da Hanseniase

A hanseniase é uma doencga infecciosa cronica que tem marcado e
acompanhado a humanidade por milhares de anos, sendo ainda um problema de
saude publica em alguns paises subdesenvolvidos (1). A doencga € reconhecida
em antigas civilizagdes como na india, Egito e China (2). A primeira referéncia
escrita registrada da doenca foi datada em 600 a.C. (3). Esta data também
coincide com recentes achados de pesquisadores, que encontraram fortes marcas
distintivas da hanseniase em restos 0sseos de duas mumias localizadas no
cemitério de El-Bigha, Egito (3). Outros autores encontraram e confirmaram, apos
exames, clara evidéncia da hanseniase mutilante em extremidades 6sseas e em
cranios de antigos esqueletos (4, 5). A hanseniase era considerada um castigo
divino no Antigo Testamento e um carma no budismo (6). No Antigo Testamento,
em Levitico, capitulos 13 e 14, encontram-se toda uma orientacdo sobre a doenca,
seus sinais para identificagdo e cuidados em relacdo aos doentes. Notavelmente,
somente a Biblia relata mais de 50 referéncias a doenca (7, 8). Entretanto,
dificilmente se pode comprovar que realmente se tratava de hanseniase, sendo
possivel que as lesbes dermatoldgicas reportadas fossem de outra etiologia
(elefantiase, sifilis ou infeccbes de pele). A hanseniase, como outras doencgas, era
algo anormal e ameacador, que confrontava a saude (8).

As concepcdes religiosas sobre a hanseniase como uma punicdo divina,
altamente contagiosa, incuravel, herdada, causadora de graves deformidades e
incapacidades, resultou em uma forte estigmatizacao do doente (9, 10). A posicao
de doenca associada ao maior estigma da histéria afeta ndo somente os doentes,
mas também seus familiares, parentes e incrivelmente até os médicos (11). Assim,
ja antigas sociedades, como na india, adotavam leis de isolamento como medida
de prevencéao da doenca e protecdo da populacéo (12).

Durante a idade média, as medidas de exclusdo e isolamento se tornaram

ainda mais expressivas. Muitas comunidades adotavam ac¢les drasticas para o



isolamento social dos individuos com a doenca. A forte rejeicdo dos cidadaos
preocupados com o contato forcava os governantes a aplicar leis em que os
individuos com a doenca ndo poderiam residir ou possuir propriedades dentro de
determinadas cidades (13, 14), como por exemplo o decreto do Rei Eduardo | em
1346, expulsando os hansenianos da cidade de Londres (15). Em algumas
comunidades medievais, 0os hansenianos eram vestidos com roupas especiais, de
facil identificagdo. Estas vestes tinham no peito um desenho em formato de cruz
ou a letra “L” e utilizavam tunicas de pano com mangas longas, compridas até os
tornozelos, tingidas de castanho avermelhado e com capuz (16). Em alguns casos
os individuos afetados eram obrigados a usar sinos para alertar outras pessoas de
sua presenca (17). Por outro lado, existiam comunidades que se caracterizavam
pela compaixdo aos doentes, fornecendo comida, escola e permissao de
compartilhar ambientes publicos (13).

Embora entre membros da igreja e da maioria das pessoas da época fosse
comum o0 conceito de que a hanseniase era infligida por Deus, isso ndo era
completamente aceito no ambito dos cientistas e médicos medievais, que
caracterizaram inimeras causas e tratamentos para a doenca. Entre as causas e
explicacbes foram listados: a transmissdo sexual, mordidas de vermes
peconhentos, ingestdo de alimentos deteriorados (vinho, peixes e carne) e
desequilibrio de fluidos corporais. Na época medieval, se utilizava uma grande
variedade de tratamentos para cuidar, mas ndo necessariamente curar a doencga.
Os meédicos utilizavam ervas, curas quimicas, lirio branco e até reliquias religiosas
como por exemplo, os 0ssos da Santa Milburga (18).

Diante desta incapacidade clinica em tratar a doenca, a estratégia de
isolamento se tornou uma medida amplamente aceita tanto entre os médicos
guanto pelas comunidades. Esforgos publicos levaram a construcédo dos primeiros
“Lazaretos” ou “casas-de-leprosos” (hoje conhecidos como leprosérios) durante a
idade média na Europa. Tipicamente, estes hospitais tinham jardins privados,
capelas, cemitérios e eram localizados fora do limite urbano. Apesar do
isolamento, esses hospitais permitiam a visita dos parentes (13). Posteriormente,

os leprosarios se espalharam pelo mundo e ainda hoje estdo operando em paises



com alta prevaléncia da hanseniase. No entanto, a funcdo dessas instalagfes
passou a ser de puro isolamento, para centros de caridade dedicada a melhoria
das condic¢des de vida das pessoas afetadas pelas deformidades fisicas causadas
pela doenca.

Somente em 1873, com o médico noruegués Gerhard Henrik Armauer
Hansen (1841-1912), foi identificado o agente causador da hanseniase (19),
através do isolamento do Mycobacterium leprae de lesfes de individuos afetados,
tornando a hanseniase a primeira doenca para qual um agente infeccioso foi
identificado (20, 21). G. H. A. Hansen foi somente o primeiro cientista de uma
grande lista na luta contra um desafio que persiste até os dias de hoje. Desde
entdo, a impossibilidade de cultivo do microrganismo in vitro, o tempo de
duplicacdo da bactéria extremamente lento e a dificuldade de transferéncia para
modelos animais tém sido os maiores obstaculos no avanco da pesquisa em
hanseniase (22). Em 1960, Charles Shepard contribuiu com importante avanco,
conseguindo uma multiplicagéo limitada de M. leprae nas patas de camundongos
(23). No inicio dos anos 70 foi descoberto que o tatu de nove bandas (Dasypus
novemcinctus) poderia ser infectado e que quantidades suficientes de M. leprae
eram obtidas neste modelo animal para andlises biolégicas e imunologicas (24).
Das varias tentativas posteriores de cultivo do M. leprae em laboratério, nenhuma
superou o modelo do tatu, que forneceu material para o sequencimento completo
do M. leprae (25). Nos ultimos anos, laboratoérios de todo o mundo tém identificado
modelos experimentais alternativos, como os camundongos Swiss White (SW), e
os atimicos nude mice, que permitem uma rotina de producéo satisfatoria de M.
leprae viaveis para uso experimental. Certas espécies de macacos (Cercocebus
sp e Mangabey sp) e camundongos knockout para genes de citocinas e
guimiocinas (26, 27) também tém sido considerados; entretanto, nenhum desses
modelos apresenta a diversidade clinica observada entre pacientes humanos com
hanseniase.

O titulo de hanseniase como doenca incuravel permaneceu até meados do
século XX. Em 1940, o primeiro avan¢o no tratamento da hanseniase ocorreu com

a aplicagdo da dapsona. No inicio, essa droga era capaz de deter o avanco da



doenca. Porém, apés alguns anos de pesquisa e tratamento, percebeu-se que a
monoterapia da dapsona estava induzindo resisténcia bacteriana (28, 29). Assim,
em 1982 foi introduzida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a
poliquimioterapia (PQT), que torna a hanseniase 100% curavel e com baixa taxa
de recaida (1, 28). Hoje, o tratamento € disponibilizado gratuitamente através da
OMS para todos os pacientes do mundo (30).

Recentemente, um novo capitulo da historia desta doenca milenar tem sido
escrito no sentido de desvendar sua exata origem. Stuart Cole e colaboradores
(31) com a ajuda da genética molecular, utilizaram ferramentas gendmicas
comparativas para suportar a hipétese que a hanseniase tenha tido origem na
Africa Oriental ou préxima ao Oriente, espalhando-se para o resto do mundo por
sucessivas migracfes humanas. Os autores sugerem que soldados gregos, de
regresso das campanhas indicas de Alexandre, “o Grande”, tenham disseminado
a doenca para a Europa e Norte da Africa. Os Europeus ou Norte-Africanos teriam
introduzido a hanseniase na Africa Ocidental e nas Américas ao longo dos Ultimos
500 anos (31).

1.1.2. Epidemiologia e Controle da Hanseniase

O sucesso proveniente da combinacéo da PQT e o desenvolvimento de um
conceito global de eliminacdo levaram a uma reducdo drastica da prevaléncia
mundial da hanseniase de 5.351.408 casos em 1985 para 212.802 casos
registrados no inicio de 2008 (32-34). Em 1991, uma ambiciosa campanha de
eliminagcdo da hanseniase foi lancada. A iniciativa tomada pela Assembléia
Mundial da Saude (um férum mantido pela OMS, que incorpora membros de
varios paises para definir campanhas, metas, medidas e etc), tinha como meta a
“eliminacdo da hanseniase como um problema de saude publica para o ano de
2000". Esta eliminacdo foi definida com a reducdo da taxa de prevaléncia da
hanseniase para menos que 1 por 10.000 individuos (35). Como resultado, se em
1985, 122 paises no mundo tinham a taxa de prevaléncia da hanseniase maior de

gue 1/10.000, este numero diminuiu para 24 paises em 2000, para 15 paises em



2001, para 12 paises em 2002, para 6 em 2006, para 4 paises em 2007 e para 3
paises (Brasil, Nepal e Timor-Leste) em 2008 (33). Juntos eles representaram
durante 2007, 17% dos novos casos detectados no mundo. Em adicdo, 118 paises
reportaram relatorios a OMS para avaliagdo estatistica global da doenca,
excluindo a regido européia.

Em particular, a incidéncia mundial da doenca, que estava estavel no
periodo de 1994 a 2003 com ~600.000 casos novos/ano, recentemente diminuiu
em nivel global em 2007 para ~254.000 casos novos/ano (32). A principal regido
responsavel pelo abrupto declinio foi o Sudeste Asiatico. Os motivos para estas
oscilagdes nao sao totalmente compreendidos. Existem alguns fatores que podem
distorcer os valores globais da incidéncia, como por exemplo: (i) o longo periodo
de incubacdo da doenca, variando de 2 a 20 anos (36, 37); (i) pacientes
recentemente diagnosticados com a hanseniase, transmitindo a doenca para
outros familiares ou individuos da comunidade muito antes da doenca ser
detectada (1); (iii) a variavel proporcao de casos em mulheres no mundo 21-60%,
provavelmente devido a dificuldade de acesso das mulheres aos servicos de
saude em alguns paises (38); (iv) a propor¢do de casos em criangas, também
possui altas oscilagbes que variam de 1-2% na Argentina e China, de 10-20% no
Sri Lanka e Republica Dominicana, e para mais de 30% na Micronésia (38); (V)
principalmente, as diferencas operacionais de diagnostico constatadas entre os
programas de combate de diferentes paises. No entanto, esses fatores sugerem
novos critérios para computar os valores da incidéncia global, os quais atualmente
ndo estdo sendo levados em conta pela OMS e os tornam de dificil comparacgéao.

Apesar de esforcos na reducdo da hanseniase, como por exemplo, a nova
meta de eliminagéo global da OMS reagendada para 2010 (39), a sustentagc&o na
manutencdo de combate a doenca e campanhas de eliminacdo local, ainda é
incerto afirmar quando a hanseniase sera eliminada como um problema de saude
publica. Modelos matematicos indicam que, com as atuais ferramentas disponiveis
de combate, a doenca ainda permanecera por varias décadas como um grande

problema de saude publica (1, 38-40).



1.1.3. Patogénese

1.1.3.1. Agente Etiologico

O M. leprae € uma bactéria que pertence ao género Mycobaterium, da
classe Actinobacteria, ordem Actinomycetales e da familia Mycobacteriaceae (41).
Morfologicamente € um bastonete imével, ndo formador de esporos, microaerdfilo,
gram positivo, alcool-acido resistente (BAAR), parasita intracelular obrigatorio e
gue possui tropismo para macrofagos e células de Schwann (40). Normalmente
tem um formato reto ou ligeiramente curvado, possuindo de 4.0-7.0 pym de
comprimento por 0.3-0.5 pym de largura (21, 29). Na microscopia eletrbnica,
verifica-se que sua parede celular apresenta duas camadas, uma interna eletro-
densa e outra externa eletro-transparente, e abaixo dela a membrana plasmética
(42, 43). Um importante lipidio abundante encontrado na parede celular e na
capsula é o glicolipidio fendlico-1 (PGL-1), um antigeno exclusivo do M. leprae, o
gual confere especificidade imunoldgica (1, 40, 43). Estudos recentes, indicam que
PGL-1 esta envolvido na interacdo do M. leprae com a laminina das células de
Schwann, sugerindo um papel para o PGL-1 na interagdo do bacilo com os nervos
periféricos do hospedeiro (44).

O M. leprae possui trés notaveis caracteristicas que o diferenciam de outras
bactérias patdogenas humanas. Primeira, pelo método de Ziehl-Neelsen, os bacilos
viaveis (solidos e integros) se coram uniformemente em vermelho, se
apresentando isolados ou agrupados em “globias”. Este tipo de disposicao
apresentada pela bactéria a torna Unica na natureza (42). Segundo, a bactéria se
multiplica muito lentamente, variando entre 12 a 14 dias (40, 45), tornando-se o
patdgeno humano com o maior tempo de duplicacdo conhecido. Terceiro, o M.
Leprae tem seu melhor crescimento em torno de ~30C, conseqientemente,
preferindo areas mais frias do corpo humano (21, 46, 47). Os principais tecidos
alvos para infeccdo do M. leprae sdo, primariamente, a pele e o sistema nervoso

periférico (10).



Ap6s o completo seqlenciamento do genoma do M. leprae, um grande
avanco no sentido da elucidacdo das caracteristicas Unicas deste organismo foi
alcancado (25). Apesar das analises no genoma em micobactérias terem sidos
iniciados na década de 80, mais uma vez o M. leprae perdeu a disputa com M.
tuberculosis, cujo sequenciamento completo do genoma foi publicado em 1998
(48). Isto colaborou futuramente para o sequienciamento do genoma do M. leprae,
gue apoOs sua conclusao, ofereceu a possibilidade de uma analise comparativa
com o M. tuberculosis. Esta comparagcdo sugere que o genoma do M. leprae
sofreu um processo dramatico de evolucdo redutiva (20), resultando em um
genoma menor (3.27 Mb para M. leprae versus 4.41 Mb para M. tuberculosis) e
uma reducdo significativa no conteudo G+C (57,8% para M. leprae versus 65,6%
para M. tuberculosis). Somente (49,5%) do seu genoma é composto por genes
codificadores de proteinas, enquanto, (27%) sdo formados por pseudogenes
reconheciveis. O restante (23,5%) do genoma parece ndo ser codificante, e pode
corresponder a sequéncias regulatorias ou genes residuais mutados a ponto de se
tornarem irreconheciveis. A distribuicdo dos 1.116 pseudogenes do M. leprae,
contra somente seis pseudogenes em seu parente proximo, o M. tuberculosis, €
essencialmente aleatéria em todo o genoma. Dos 1.604 genes potencialmente
ativos, 1439 genes sdo comuns a ambos os patdgenos. Entre os 165 genes
restantes, sendo nenhum ortélogo no M. tuberculosis, somente 29 podem ter
funcdes atribuidas. Muitas das 136 seqUéncias codificantes restantes no M.
leprae, ndo mostram nenhuma similaridade com genes conhecidos, podendo
também representar pseudogenes (25).

Portanto, assumindo que o genoma do M. leprae foi uma vez equivalente
topologicamente e funcionalmente a outras micobactérias, a perda macica de
genes na sua evolucéo proporciou ao bacilo uma elevada especificidade por seus
alvos celulares no homem e no tatu, os macrofagos e nas células de Schwann do
sistema nervoso periférico. Suspeita-se que o M. leprae perdeu mais de ~2.000
genes comprometendo varias vias metabdlicas, catabolicas e suas funcdes
respiratorias, obrigando a ser um parasita intracelular (25, 43, 49). Hoje, a

manutencdo de um conjunto minimo de genes pode ser a explicacdo para



algumas caracteristicas Unicas do M. leprae, tais como a impossibilidade de ser

cultivado em meio artificial e seu longo tempo de duplicagéo.

1.1.3.2. Transmissao

E surpreendente que ainda ndo se saiba com preciséo a forma com a qual
a hanseniase € transmitida. Alguns autores defendem supostamente duas
principais rotas de infeccdo: o contato fisico com pacientes com a hanseniase
multibacilar virgens de tratamento e através da via respiratoria.

Uma das hipoteses é de que a dissemina¢do da doenca seria pelo contato
da pele de pacientes multibacilares ndo tratados com a pele de individuos sadios.
Pacientes contaminantes seriam casos extremos da doenca, apresentando trauma
ou reacdes com ulceracdo, deixando a epiderme exposta e permitindo a saida
direta do bacilo pela pele, j& que ndo ha evidéncias de que o M. leprae possa
transversar a pele intacta em qualquer direcéo (1). Assim, o contato pele-para-pele
nao é atualmente considerado uma rota comum de transmissao da doenca (50).

Por outro lado, a rota amplamente aceita de transmissdo € provavelmente
por propagacédo do aerossol de secrecOes nasais e de captacdo nasal ou mucosa
respiratoria de pacientes portadores da hanseniase lepromatosa ndo expostos ao
tratamento com PQT (37). Diversos estudos encontraram a micobactéria em
secrecdes nasais dos pacientes portadores da hanseniase lepromatosa virgens de
tratamento (51, 52). O DNA do M. leprae também pode ser encontrado em swab
nasal de até 5% dos individuos saudaveis da india e Indonésia, o que sugere que
uma infeccdo subclinica ocorre mais freqientemente em areas endémicas (51, 53-
55). Mesmo que a maioria dos individuos com infec¢cdo subclinica néo
desenvolvam a doenca clinica, a simples proximidade com pacientes de
hanseniase pode ser um fator determinante na transmissdo (37, 56). O risco
relativo para a doenca hanseniase em contatos domésticos é de 8-10 para a
forma lepromatosa e de 2-4 para a forma tuberculéide (37, 50). Com a prevaléncia

da doenca em declinio em todo o mundo, a importancia relativa da transmisséo



domeéstica se torna fundamental para uma terapia profilatica no controle da
hanseniase.

Outras possiveis rotas alternativas de transmissdo tém sido propostas,
incluindo o contato com os tatus, insetos (57, 58), inoculacdo dérmica direta (do
solo (59) e em tatuagem (60, 61)) e através de secrecBes organicas (leite,
esperma, suor e secrecao vaginal (29)), mas nenhum desses modelos alternativos

propostos conseguem comprovar qualquer relevancia epidemioldgica.

1.1.3.3. Forma Clinica

A patogénese da hanseniase pode ser descrita em dois estagios: no
primeiro, uma pequena quantidade (42) de individuos intrinsecamente
susceptiveis a hanseniase sao infectados pelo M. leprae e podem desenvolver
poucas lesdes ou uma lesdo Unica, caracterizadas pelo aparecimento de manchas
hipocrbmicas e com alteragdo de sensibilidade. Freqlentemente, apenas a
sensibilidade térmica encontra-se alterada. Nesta forma clinica ndo ha
comprometimento de troncos nervosos (apenas em pequenas ramificacdes
nervosas cutaneas) e a pesquisa de BAAR, revela-se negativa (29). Cerca de trés
guartos destes pacientes evoluem com cura espontanea (62-64). O restante dos
individuos sdo descritos como susceptiveis a hanseniase per se, isto é, a
hanseniase independente do tipo de manifestacdo clinica. Esses individuos que
ndo obtiveram a cura espontanea e que ndo sdo tratados podem progredir para o
segundo estagio, onde a doenca se manifesta em um espectro de formas clinicas,
de acordo com o tipo de resposta imune predominante no hospedeiro. Em um dos
polos deste espectro reside uma forma mais localizada, chamada de tuberculéide,
gue esta associada com uma eficiente e vigorosa resposta imunolégica do tipo
Thl (mediada por células); no outro polo, uma forma sistémica que estéd associada
predominantemente com a resposta imunoldgica do tipo Th2 (humoral), chamada
de lepromatosa (Figura 1). Esses padrbes de resposta imune s&o o resultado dos
perfis de citocinas produzidas pelo hospedeiro quando exposto ao M. leprae, por

exemplo, a interleucina 2 (IL-2) e o interferon gama (IFN-y) nos individuos
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tuberculbides e as interleucinas 4, 5, 10 nos individuos lepromatosos (65, 66).
Portanto, a dicotomia das respostas Th1-Th2 é um fator determinante no tipo de
defesa do hospedeiro, direcionando a apresentacgao clinica da doenca.

Historicamente, varias classificagbes da hanseniase foram propostas e
utilizadas em seus determinados periodos de acordo com o0 conhecimento
disponivel na ocasido. A primeira tentativa de classificacdo € datada de ~500 a.C.,
conforme apresentado em um compéndio meédico indiano chamado Sushruta
samita que relatava a doenc¢a sob duas formas, uma com ndédulos e ulceracfes e
outra com anestesia e deformidades. Porém, somente em 1953 no Congresso
Internacional de Hanseniase realizado em Madrid (67), uma classificacdo
universal das formas clinicas da doenca foi proposta e aceita, sendo que nenhum
outro congresso internacional se dispbés a altera-la (42, 68). A chamada
Classificacdo de Madrid, adota critérios de polaridade, baseados principalmente
em fundamentos clinicos (variando em numero, extensao, definicdo de margens e
simetria de distribuicdo das lesdes) e histologicos da doenca (variagdo de
granulomas bem definidos a infiltrado difuso linfo-histiocitario) (68-71), definindo os
grupos polares em tuberculéide (T) e virchoviano (V) ou lepromatoso (L); o grupo
transitério e inicial da doenca, a forma indeterminada (I); e o instavel e
intermediario, a forma borderline (B) ou dimorfa (D) (67).

Em 1966, Ridley e Jopling (72) propuseram uma classificacdo para ser
utilizada por pesquisadores. A justificativa desta nova proposta era de que, apesar
do espectro da doenca possuir dois polos bem definidos, entre eles existia um
grande numero de pontos intermediarios que, pela classificagdo da época (Madrid,
1953) que adotava critérios baseados somente em aspectos clinicos e
histolégicos, levava facilmente a confusdes e a erros na definicdo das formas
clinicas. Esta nova classificagdo adotava subgrupos dentro do espectro, definidos
segundo critérios clinicos (numero, tamanho, aparéncia de lesdes na pele e outros
achados clinicos) e bacteriolégicos (indice bacterial em esfregacos da pele), e
enfatiza os aspectos imunolégicos (grau de receptividade do teste da lepromina) e
histopatologicos (biopsia do granuloma da pele) (68, 72). Assim, cinco grupos

foram descritos rigorosamente: tuberculdide-tuberculéide (TT), borderline-
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tubercul6ide (BT), borderline-borderline (BB), borderline-lepromatoso (BL) e

lepromatoso-lepromatoso (LL).

Figura 1 — Modelo de dois estagios para a patogénese da hanseniase.

Exposicéo

Nao infectados

Lesao Unica,

Auto-cura Infectados

Th2

LesdOes

Fonte: Adaptado de Jacobson e Krahenbuhl (62).

Nota: No primeiro estagio, a maioria dos individuos expostos ao M. leprae néo é infectada; porém,
uma pequena quantidade de individuos intrinsecamente susceptiveis a hanseniase é infectada e
podem desenvolver uma lesdo Unica que permanece ndo detectada e freqlientemente cura-se
espontaneamente. Aqueles que ndo curam espontaneamente e que ndo sdo tratados podem
progredir para o segundo estagio, onde a doenga se manifesta em um espectro de formas clinicas,
de acordo com o tipo de resposta imune predominante no hospedeiro (Thl eTh2), que varia desde
uma forma localizada até a forma sistémica, de acordo com os critérios de Ridley e Jopling (72).
Nesse critério, a hanseniase € classificada fenotipicamente em um espectro com dois poélos
extremos: de um lado do espectro, o pélo tuberculbide (TT), com lesdes bem definidas e auséncia
de bacilos na pele e nervos; do outro lado, a forma lepromatosa (LL), com multiplas lesdes de pele
e presenca de bacilos na pele e nervos. Entre esses pélos estdo as formas intermediarias (BT, BB
e BL), que sdo caracterizadas pela instabilidade imunoldgica.



Em 1982, a OMS propds também uma classificagdo com fins operacionais
para a utilizacdo dos esquemas multiterapicos de tratamento da hanseniase.
Nessa classificacdo, os pacientes sdo divididos em: paucilbacilares (PB), caso
apresentem cinco ou menos lesdes cutaneas com baciloscopia negativa,
abrangendo assim todos os tuberculdides e indeterminados; e os multibacilares
(MB), caso apresentem seis ou mais lesdes cutaneas com baciloscopia positiva,
dos quais fazem parte todos os virchovianos e dimorfos (68, 73).

Alguns estudiosos cogitam a possibilidade de fazer correlagcbes
equivalentes das formas clinicas entre os sistemas de classificacdo (42, 69),
apesar de que, definitivamente ndo h& perfeita sobreposicdo dos esquemas
existentes. A correlacdo mais aceita é entre as classificacbes da OMS e de Ridley
& Jopling, sendo que pacientes com as formas TT e parte de BT (Ridley e Jopling)
sao geralmente equivalentes para a doenga PB (OMS), enquanto que pacientes
com as formas LL, parte de BT, BB e BL (Ridley e Jopling) sdo equivalentes para
a doenca MB (OMS).

1.1.3.4. Caracteristicas Clinicas

As manifestagcfes clinicas da hanseniase acontecem predominantemente
na pele, mucosas e nos nervos periféricos. Doentes apresentam comumente
lesbes cutaneas, dorméncia e fraqueza causada pelo envolvimento dos nervos
periféricos ou mais raramente Ulceras anestésicas nas maos ou pés. Em alguns
casos, pode ocorrer o comprometimento de outros tecidos e 6rgaos, tais como
olhos, nariz e testiculos. Em resumo, as caracteristicas clinicas da doenca podem
ser agrupadas em trés partes: (i) manifestacdes devido a proliferacdo bacteriana;
(i) manifestacdes devido a resposta imunoldgica do hospedeiro ao M. leprae; e (iii)
manifestacdes devido a neurite periférica causada pelos dois primeiros processos
(63).

Em um polo do espectro, a hanseniase tuberculdide é caracterizada pela
exacerbada resposta imune celular, ocorrendo formacdo de granuloma bem

definido e manifestando-se geralmente com lesGes cutaneas e/ou neurais Unicas
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ou em pequeno numero com distribuicdo assimétrica. As lesbes séo
freqientemente escamosas, secas e com alopecia parcial ou total. Os disturbios
sensitivos nas lesdes cutaneas sao bastante acentuados (hipoestesia ou
anestesia), assim como as alteracdes da sudorese e vasomotoras (42). Os danos
nos nervos periféricos sdo limitados, devido a destruicdo das fibras nervosas
dérmicas. O teste de Mitsuda é fortemente positivo e a baciloscopia nas lesdes &
negativa. Essa forma clinica tem tendéncia a cura espontanea (69).

Em outra extremidade do espectro, a hanseniase virchowiana é
caracterizada pela alta susceptibilidade do hospedeiro devido a deficiéncia da
resposta imune celular. Esta forma apresenta uma alta proliferagdo bacilar
resultando em lesdes na pele, em nervos periféricos, e em alguns casos,
evoluindo para os 0Orgdos internos, testiculos e olhos. As lesfGes cutaneas se
distribuem principalmente em areas mais frias do corpo e séo ricas em bacilos
(74). Nos nervos periféricos, existe acometimento multiplo que o0s tornam
espessados a palpacao (tipicamente, o nervo tibial posterior € o mais comumente
afetado, seguido pelo ulnar, mediano, popliteo lateral e nervos faciais (75, 76)). A
hipoestesia das extremidades e das lesbes deve-se a destruicdo dos nervos
periféricos. Edemas nos pés e nas pernas sdo comuns; com a progressao da
doenca, os casos lepromatosos apresentam espessamento da pele facial (face de
leonino), decorrente da infiltracdo dérmica (29, 77). Deformidades nas maos e nos
pés sdo comuns em doentes ndo tratados. A baciloscopia é fortemente positiva e
a reacao de Mitsuda é negativa (69). Esta forma clinica € importante do ponto de
vista epidemiologico, pois 0s pacientes tendem a apresentar bacilos nas lesfes
cutaneas na proporcdo de 10 M. leprae por grama de tecido (63), sendo
portanto, potencialmente infectantes.

Entre os pdlos, a hanseniase dimorfa é caracterizada por sua instabilidade
imunoldgica, o que faz com que haja grande variagdo em suas manifestacbes
clinicas, principalmente na pele e nos nervos periféricos. As lesfes de pele séo
numerosas e sua morfologia combina aspectos das formas tuberculdide e
lepromatosa, podendo haver tendéncia na dominancia para uma das formas. As

lesbes neurais sdo precoces, assimeétricas e, com frequéncia, levam a
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incapacidades fisicas (29, 78). A baciloscopia pode ser negativa ou positiva com
indice bacilar variavel e a reacdo de Mitsuda varia de negativa a positiva fraca
(69).

Apesar do bacilo possuir uma alta infectividade em uma pequena populagéo
susceptivel, sua baixa patogenicidade ndo leva diretamente a morte. Entretanto,
um periodo anterior a atual quimioterapia efetiva, em raros casos, alguns
pacientes desenvolviam uma obstrucdo laringica que em associacdo com outras
doencas (como pneumonia e tuberculose) poderia levar o paciente a situacdes de

alto risco de 6bito.

1.1.3.5. Diagndstico

O diagnéstico da hanseniase é clinico e baseado na presenca de um ou
mais dos seguintes sinais cardeais: (i) manchas hipopigmentadas ou
avermelhadas com perda definitiva de sensacgdo; (i) nervos periféricos
espessados; (iii) bacilos em esfregacos de pele ou em material de biopsia (73). O
diagndstico atraves desses trés sinais é amplamente reconhecido. Estudos na
india retratam que a utilizag&o destes critérios resultou em uma alta sensibilidade
(>97%) e especificidade (>92%) para o diagnostico da hanseniase (79, 80). Em
amostras populacionais de Bangladesh e da Etidpia, 96% e 91% dos casos
multibacilares e 86% e 76% dos casos paucibacilares tinham o alargamento de um
ou mais nervos, respectivamente (81, 82). Esfregaco de pele, coletados para
detectar a presenca intradérmica do bacilo, possui alta especificidade mas baixa
sensibilidade, porque cerca de 70% de todos os portadores de hanseniase tém o
esfregaco negativo (83). No entanto, esfregacos de pele sdo importantes porque
eles identificam os pacientes mais infecciosos e os pacientes que oferecem um
maior risco de recaida. O diagnéstico histolégico, quando disponivel, é importante
para dar consisténcia ao diagnostico. A presenca de inflamacg&o neural diferencia,
histologicamente, a hanseniase de outros disturbios granulomatosas.

A proposta de que a hanseniase possa ser diagnosticada pela presenca de

um uanico sinal de lesdo de pele com perda sensorial, por si s6, ndo passa no
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critério de avaliagdo. Embora, 70% das lesbes de pele de hanseniase tenham
sensacdo reduzida, os 30% das lesdes ndo anestésicas ocorrem em pacientes
com a doenca multibacilar (83), que séo infecciosas e tém um risco aumentado de
desenvolver deficiéncias em comparagdo com aqueles com a doencga paucibacilar.
Portanto, outros critérios, como alargamento de nervos periféricos e esfregacos de
lesGes, também devem ser empregados para aumentar a precisao do diagnostico.

Recentemente, novas ferramentas no auxilio ao diagndstico da hanseniase
e na identificacdo do M. leprae tem sido propostas. Por exemplo, a deteccdo de
anticorpos PGL-1 (84-87). Testes baseados na Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), séao potencialmente sensiveis e especificos, mas detectam o M. leprae em
95% dos pacientes multibacilares e somente 55% dos pacientes paucibacilares
(88-92). A utilidade destes novos métodos de diagndsticos na hanseniase ainda

precisa ser investigada.

1.1.3.6. Reacao de Mitsuda

A lepromina, no Brasil chamada de mitsudina, é uma suspensao
esterilizada de bacilos de hanseniase mortos pelo calor, extraidos mecanicamente
de hansenomas de pacientes virgens de tratamento (lepromina H) ou de tecidos
de tatus infectados por M. leprae (lepromina A). A denominacédo “mitsudina” foi
adotada no Brasil para homenagear Kensuke Mitsuda, o primeiro a relatar, na Il
Conferéncia Internacional de Hanseniase, realizada em 1923 (Estrasburgo), os
resultados das experiéncias realizadas com a suspenséo de M. leprae em larga
escala (93, 94). A lepromina é utilizada em uma intradermoreacdo conhecida
como Teste de Mitsuda.

O teste de Mitsuda consiste na aplicagdo de uma injecdo intradérmica de
0,1 ml de lepromina na face volar do antebraco, que pode provocar uma reacao
precoce que é lida 48 horas apds a inoculacdo dessa suspensdo (reacdo de
Fernandez) (95), e uma reacao tardia que é denominada reacdo de Mitsuda. Os
resultados da induracdo da reacdo de Mitsuda sdo obtidos medindo o didametro

(mm) dos nodulos formados apés 21-30 dias da injecdo de lepromina. A
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interpretacdo desses resultados € tipicamente binaria, negativa ou positiva. A
reacdo negativa € quando ha auséncia de resposta clinica ou aparecimento de
papula, nédulo e infiltracdo (< 3 mm), enquanto que uma reagdo positiva &
caracterizada por respostas clinicas com diametro = 3 mm (96). Este teste fornece
uma mensuracdo da capacidade do individuo em montar uma resposta imune
granulomatosa contra a mistura de antigenos presentes, mas ndo € um marcador
para resposta imune especifica para o bacilo de hanseniase (97). Assim, uma
resposta negativa estad associada com a forma lepromatosa da hanseniase, ou
seja, com uma incapacidade do hospedeiro em responder ao M. leprae e de
elimina-lo. Uma resposta positiva da reacdo de Mitsuda esta associada com a
capacidade de desenvolver uma resposta granulomatosa, envolvendo células
apresentadoras de antigeno (macrofagos e células dendriticas) e participacdo de
linfécitos CD4" em pacientes com hanseniase, ou seja, uma eliminagdo bem
sucedida do bacilo (40, 98). A combinacdo da bidpsia e o exame histopatoldgico
fortalecem a confirmacéo dos resultados (40). Portanto, do ponto de vista clinico, a
reacdo de Mitsuda € um interessante indicador de eficacia da imunidade anti-
hanseniase, porque tem um elevado valor de progndéstico para a susceptibilidade
ou resisténcia para a forma lepromatosa da doenca em individuos infectados com
0 M. leprae (99-102).

Contudo, entre todos os testes cutédneos usados para diagnostico ou
investigacdo de doencas infecciosas (por exemplo: tuberculina, histoplasmina,
toxoplasmina e candidina), a lepromina € provavelmente o Unico antigeno
amplamente estudado que reflete a capacidade de um individuo em gerar uma
resposta granulomatosa. Por esta raz&o, a possibilidade de influéncia genética na
falta de resposta a lepromina, ou seja, associada ao fendtipo Mitsuda-negativo,
pode ser de grande importancia para geneticistas interessados na heranca de
aspectos imunologicos da resposta granulomatosa (103-106). Encontrar o locus
responsavel pelo controle da reagdo de Mitsuda parece ser um caminho promissor
na localizacdo dos alelos responsaveis pela susceptibilidade e/ou resisténcia a
hanseniase lepromatosa e outras doencas granulomatosas.
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1.1.3.7. Tratamento e Prevencgéao

O primeiro agente microbiano efetivo contra o M. leprae foi a dapsona,
mundialmente introduzida na década de 50 como quimioterapia padrdo no
tratamento das formas paucibacilares e multibacilares da hanseniase. Entretanto,
sua utilizacdo como monoterapia por quatro décadas resultou no aparecimento de
resisténcia medicamentosa de até 40% em algumas areas do mundo (107).
Paralelamente, outras drogas foram desenvolvidas e testadas no tratamento da
hanseniase, como por exemplo: rifampicina, clofazimina, minociclina, ofloxacina e
claritromicina. Porém, o emprego dessas drogas como monoterapia resultaram em
resisténcia medicamentosa, fraco desempenho bactericida, hepatotoxicidade e
outros efeitos colaterais (40).

Para superar o problema de resisténcia do M. leprae a drogas e encontrar
uma melhor eficacia no tratamento da doenca, a OMS padronizou um tratamento
poliquimioterapico para a hanseniase em 1981 (28). Atualmente, esse tratamento
€ composto por trés drogas combinadas: dapsona, rifampicina e clofazimina,
recomendados para os pacientes paucibacilares e multibacilares por periodos de
seis e doze meses, respectivamente (108).

A PQT tem sido de grande sucesso e contribuiu significativamente na
diminuicdo da prevaléncia mundial (109). No entanto, mesmo com essa poderosa
combinacdo de drogas, o nimero de novos casos registrados no mundo nédo
sofreu diminuicdo consideravel, e relatos sobre resisténcia medicamentosa ao
PQT ocorrem esporadicamente. Estudos indicam que regides especificas do DNA
do M. leprae tém importante papel no controle da resisténcia a drogas. Varios
autores sugerem variantes especificas ligadas aos genes folP1, rpoB e gyrA
sendo responséaveis pela resisténcia para a dapsona, rifampicina e ofloxacina,
respectivamente (110-112). Um estudo em Karigiri no distrito de Tamil Nadu na
india, utilizou 265 biopsias de pacientes hansenianos para avaliar estirpes
resistentes de M. leprae: 18,49% das biopsias apresentaram cepas resistentes do
bacilo para diversas concentracbes de dapsona, rifampicina e clofazimina. No

mesmo estudo, utilizando uma amostra de 369 pacientes multibacilares com
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baciloscopia positiva foi detectado uma resisténcia de 6,23% para uma ou mais
drogas (113). Contudo, apesar de varios estudos evidenciarem a resisténcia
natural do M. leprae a drogas, a descontinuidade no tratamento PQT e a
monoterapia podem colaborar para o aparecimento de bacilos resistentes (114).

Desenvolver estratégias para erradicar a doenca é necessario, tanto a nivel
profilatico (pré-exposicdo) como terapéutico (pos-exposicdo). Esforcos tém sido
direcionados para a producao de vacinas, as quais oferecem vantagens do ponto
de vista imunologico, como por exemplo, a quebra na cadeia de transmisséo da
doenca. Na hanseniase diversas vacinas ja foram desenvolvidas, mas nenhuma
ofereceu elevados niveis de protecdo contra o M. leprae. Ensaios controlados
randomizados e estudos de caso-controle mostram que o bacilo Calmette-Guérin
(BCG) proporciona variavel protecdo contra a hanseniase. Em Burma, os
resultados demonstraram protecao com eficiéncia para BCG de (20%; 95% IC: 12-
28) (115), em Malawi (49%; 95% IC: 1-74) (116) e em Uganda com eficiéncia de
(80%; 95% IC: 72-85) (117). Em adicdo, uma combinacdo de BCG com bacilos
mortos de M. leprae (HKML) melhoraram significativamente a protecdo contra a
doenca na india (64%; 95% IC: 54-81) (118). Entretanto esse efeito ndo é
evidenciado em outras populaces, como da prépria india (42%; 95%, IC: 1-66)
(119), Venezuela (120) e Malawi (116). Na regido amazbnica, a vacinacao
neonatal do BCG tem resultado na protecdo contra a doenca, com eficiéncia de
(74%; 95% IC: 57-86) (121), sugerindo evidéncias de um importante impacto na
ocorréncia e transmissdo da hanseniase. Entretanto, os mesmos autores né&o
encontraram evidéncia de protecdo conferida na segunda dose da vacina BCG
contra a hanseniase (122).

Continuando a busca por novas vacinas, diversos estudos em
camundongos tém demonstrado, historicamente, prote¢c&o contra o M. leprae (123-
125). Em um exemplo recente, Ngamying et al mostraram que o0 uso de
componentes celulares do M. leprae localizados no citosol e fragbes de membrana
podem conferir protecéo significante contra o crescimento bacteriano nas patas de
camundongos (126). Embora promissor, a eficacia dessas vacinas ainda devem

ser testadas em grandes popula¢cées humanas com apropriada seguranga.
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1.1.3.8 Reacdes da Hanseniase

As reagOes da hanseniase (ou hansénicas) sdo complicacdes inflamatorias
agudas que representam a principal causa de danos e morbilidade neurais em
grande parte dos pacientes hansenianos. Essas reacfes sao um fendmeno
imunolégico que ocorre antes, durante ou depois da conclusdo da PQT, e que
podem afetar de 30% a 50% de todos os pacientes com hanseniase (40, 127).
Essas manifestacbes da hanseniase séo resultantes das alteracdes no balanco
imunolégico entre o hospedeiro e o M. leprae (63). A contribuicdo das reacgdes é
enorme para o 6nus da hanseniase, e precisam ser diagnosticadas e tratadas
precocemente para evitar o comprometimento da funcdo nervosa (definido como
gualquer reducao na funcdo motora e sensorial), com perda subseqiente de
sensibilidade, paralisia e deformidade.

Existem dois tipos principais de rea¢gfes hansénicas: as reagfes do tipo 1
(RT1) ou Reacdo Reversa (RR1), e as reacdes do tipo 2 ou Eritema Nodoso da
Hanseniase (ENH). Evidéncias indicam que a RT1 é o resultado do aumento
espontaneo da imunidade mediada por células e da hipersensibilidade tardia aos
antigenos de M. leprae, mas as causas € mecanismos deste aumento
permanecem pouco esclarecidos (40). Esses episédios ocorrem na maioria das
vezes, em pacientes da por¢cao bordeline do espectro (BL, BB e BT). Reagdes do
tipo 1, geralmente, se desenvolvem de forma gradual e seu curso natural pode
durar vérias semanas (128). As lesbes cutaneas ocorrem em lesdes existentes
gue se tornam mais eritematosas e edematosas, sendo possivelmente seguido
com novas lesdes agudas em outros locais. Em reacdes graves, as lesdes podem
tornar-se Ulceras. Nos nervos, a presenca de neurite aguda leva ao
comprometimento da funcdo nervosa, que se nédo for tratada rapidamente e de
forma adequada causa a perda permanente da fungcdo nervosa, ocasionando
neuropatia periférica sensitiva e motora (42). O tratamento das reac¢des do tipo 1
destinado a controlar a inflamacdo aguda, aliviando dores e inversdao do dano
neural, através da administracdo de corticosteroides orais, como por exemplo a

prednisolona.
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A reacdo do tipo 2 ou ENH incide em pacientes com imunidade celular
deficiente ao M. leprae, abundantes bacilos em lesGes nervosas periféricas ou
cutdneas e uma resposta a anticorpo policlonal com altos niveis de
imunoglobulinas circulantes. Autores propuseram que a reacao tipo 2 representa
um fendmeno mediado por imunocomplexos, porém essa teoria ainda nao foi
comprovada (40). O ENH ocorre normalmente em pacientes multibacilares (LL e
BL), causando lesbes cutaneas e neurites. As manifestacdes cutaneas da ENH
sdo generalizadas com nédulos eritematosos que se desenvolvem na face,
extremidades ou tronco e sem relagdo com lesdes previamente existentes. As
neurites ocorrem frequentemente e de forma severa. A maiora destes pacientes
apresenta febre alta (40,5 °C) (50), dores no corpo, aumento doloroso de
linfonodos, mal estar, e graus de neurite com neuropatia sensorial e motora. No
ENH grave, algumas lesGes cutaneas podem tornar-se ulcerosas (eritema nodoso
necrotizante). O curso natural das reacdes do tipo 2 é de 1 a 2 semanas, mas
muitos pacientes tém episodios multiplos recorrentes ao longo de varios meses
(77). O tratamento para o ENH se inicia através de corticoesterdides e, se
necessario, emprega-se a talidomina (129).

Uma vez que as reacgdes e a neuropatia ainda séo as principais causas de
incapacidades na hanseniase, entender estes episodios torna-se prioridade. Uma
melhor compreensdo e maior especificidade é necessaria para definir mecanismos
e fatores de risco. Portanto, entende-se que o diagndstico precoce e a eficacia de
tratamentos alternativos de droga sdo essenciais para reduzir riscos inerentes ao

tratamento de estedides ao longo prazo, deformidades e deficiéncia.

1.1.3.9. Mecanismos Moleculares da Patogénese da Hanseniase

A expresséo clinica da infecgcdo com o M. leprae € o resultado de interacfes
complexas entre fatores (genéticos e ndo genéticos) do hospedeiro com os fatores
(microbiais e ndo-microbiais) da bactéria (130). O mecanismo molecular destas
interacbes tem sido o objetivo de investigacdo intensa por parte de muitos

pesquisadores (131). Em particular, a susceptibilidade para a hanseniase per se
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depende provavelmente de mecanismos de interacdo entre o bacilo e suas
células-alvo, os macréfagos e células de Schwann do sistema nervoso periférico.

Em pacientes lepromatosos, os bacilos sédo encontrados em uma variedade
de tecidos e tipos de células, mas no interior dos macrofagos essas bactérias
podem sobreviver e multiplicar (132). Esses macréfagos interiorizados localizados
em tecidos especificos e em sitios de infeccdo podem desempenhar um
importante papel na patogénese da hanseniase, sendo provavelmente veiculos de
disseminacdo da doenca. Embora candidatos para mediar a interagcdo M. leprae-
macrofago tenham sido descritos (133, 134), a identidade dos receptores
macrofagicos para o M. leprae ainda permanece desconhecida. Aléem disso, estes
achados ndo conseguem explicar a alta afinidade especifica do M. leprae pelas
células de Schwann.

Estudos clinicos e histopatolégicos realizados na década de 50 ja
indicavam que o M. leprae invade primariamente as células de Schwann dos
nervos periféricos (135), causando danos nervosos e resultando nas deformidades
e incapacidades da doenca (136-138). A base molecular dessa interagdo entre M.
leprae e células de Schwann de humanos era praticamente desconhecida até a
década de 90, quando intensa pesquisa foi direcionada para a elucidacdo dos
mecanismos envolvidos. Esses estudos contribuiram imensamente para o
entendimento da biologia basica da hanseniase e das interac6es do M. leprae com
células hospedeiras. Rambukkana et al (139) demonstraram como o M. leprae tem
especificamente como alvo os nervos periféricos, acoplando-se no dominio-G da
cadeia alfa da laminina-2, uma molécula presente na lamina basal das células de
Schwann. O complexo formado pela laminina-2/M. leprae acopla-se, por sua vez,
a cadeia a da distroglicana (a-DG), um receptor para laminina presente na
membrana plasmatica da célula de Schwann (140), em um evento que media a
invasao celular.

Entretanto, evidéncias indicam nitidamente que esse mecanismo de ligacao
na superficie da célula de Schwann através das lamininas a2 ndo € unico para o
M. leprae. Outras espécies de micobactérias, incluindo M. tuberculosis, M.

chelonae e M. smegmatis tém demonstrado uma rapida capacidade de ligar-se a
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laminina a2 (141) e essas especies interagem inteiramente com linhagem celular
de células Schwannoma (neoplasia da célula de Schwann) humano. Isso sugere
gue a habilidade de aderéncia as lamininas a2 é conservada dentro do género
Mycobacterium (40).

De forma natural, a préxima questdo a ser respondida seria quais fatores
bacteriais especificos estariam contribuindo para o tropismo observado nas
células de Schwann. Uma maneira de limitar que fatores bacterianos estédo
envolvidos nessa interacdo do M. leprae/célula de Schwann é comparando a
parede celular do M. leprae com M. tuberculosis e de outras micobactérias, e
determinar quais moléculas séo exclusivas do M. leprae. Uma dessas moléculas
emergentes é o PGL-1, que além de ser Unico para o M. leprae, tem sido
evidenciado como ligante especifico da cadeia a2 da laminina na camada da
lamina basal da unidade célula de Schwann in vitro (44), através do seu
trissacarideo terminal.

Além da interacdo do PGL-1 do M. leprae com a laminina-2 do hospedeiro,
outra molécula protéica da parede celular especifica de adesdo, denominada
pelos autores MB-LBP21, potencializa a interacdo do bacilo com a célula de
Schwann. Codificado pelo gene do M. leprae ML1683, a proteina de 21 kDa (MB-
LBP21) também se liga especificamente a laminina-2 nos nervos periféricos (142).
Esses experimentos indicam um especifico papel para MB-LBP21 na adeséo do
M. leprae com as células de Schwann. Essa proteina foi identificada por dois
grupos simultaneamente (142, 143).

Em resumo, a descricdo dos mecanismos envolvidos na invasao especifica
do sistema nervoso periférico pelo M. leprae é um importante passo em dire¢do ao
melhor entendimento da neuropatologia da doenga. Entretanto, ha evidéncias para
a existéncia de mecanismos moleculares adicionais, ainda nao descritos,
envolvidos nos eventos precoces da infecgcdo na hanseniase (140, 141). Uma
combinacdo de diferentes abordagens experimentais, por exemplo, estudos
funcionais de genes identificados por analise genética, podem ajudar a superar as

limitagbes das técnicas classicas da biologia molecular, fornecendo evidéncias
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adicionais que contribuirdo para a elucidacdo da complexa natureza da interacéo

entre o M. leprae e suas células-alvo.

1.2 Genética de Tragos Complexos

A genética foi revolucionada durante a década de 80 através da aplicacdo
de mapeamento genético, por clonagem posicional, para localizacdo de genes
responsaveis pelas doengcas mendelianas simples, ou seja, doengas associadas a
uma perfeita correlagdo entre gendtipo e fendtipo. Hoje, sabemos que muitas das
doencas e tracos ndo seguem padrdes classicos de heranca mendeliana, sendo
nomeadas entdo como “doengas ou tracos complexos”. Essas doencas complexas
ocorrem devido a combinacdo de fatores genéticos (oligogénica ou poligénica)
associados a fatores ambientais (exposicdo ao patdgeno), sécio-econdbmicos e
culturais (tabagismo, etilismo, etc) — que em parte sdo previsiveis e, em parte,
devido ao acaso (144). Assim, podemos assumir que fenotipos de doencas
complexas (multifatoriais), incluindo as doencas infecciosas, sdo ao menos em
parte controlados por fatores genéticos (145).

Em 2001, o completo sequenciamento do genoma humano (146, 147)
proporcionou aos cientistas interessados um novo e empolgante desafio no
sentido de dissecar o componente genético para susceptibilidade do hospedeiro a
fendtipos complexos. Diversas metodologias foram desenvolvidas (148) com a
proposta de obter o exato numero e localizacdo de genes causadores de impacto
sobre esses fendtipos complexos. Classicamente, o primeiro passo nessa direcao
€ realizado por uma ampla estratégia de estudos observacionais, como por
exemplo, a agregacao familial, estudos comparativos de gémeos e as analises de
segregacdo. Estas estratégias tém como objetivo somente caracterizar a
participacdo de um componente genético influenciando o fenoétipo, porém
nenhuma delas tem o poder suficiente de definir a exata localizacdo e a
guantidade de genes envolvidos. Para tal, outros estudos sdo utilizados, como
estudos de ligagdo e associacdo, que empregam marcadores genéticos

moleculares com o objetivo de refinar a busca por genes. Estes estudos
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moleculares podem usar ou ndo as informacfes extraidas dos estudos
observacionais para incrementar a forca da analise. A combinacdo de métodos
observacionais e moleculares tem obtido sucesso na localizacéo e identificacédo de

genes de diversas doencas infecciosas (149).

1.3. Genética do Hospedeiro e Susceptibilidade a Doencas Infecciosas

As doencas infecciosas séo responsaveis por grande parte do problema de
saude global, afetando principalmente as populacdes de paises em
desenvolvimento. Na maioria dessas doencas, somente uma pequena fracado de
individuos expostos a um determinado agente patogénico torna-se infectada, e
uma fragdo ainda menor desenvolve doenga clinicamente evidente. Isso levanta a
guestdo de qual é a natureza das diferencas entre os individuos susceptiveis a
infeccdo em relacdo aos que ndo desenvolvem. Essa questdo ja intrigava
cientistas e médicos, que sugeriam um componente de heranga ligado a doencgas
infecciosas, em especial tuberculose e hanseniase (40). Um exemplo classico e
desastroso € o acidente de Lubeck na Alemanha em 1926 (150), onde 249 bebés
foram acidentalmente inoculados com uma cepa virulenta de M. tuberculosis,
apresentando um amplo espectro de patologia clinica, que foi da auséncia da
doenca clinica até a morte. Deles, 173 bebés sobreviveram, indicando que a
maioria da populacdo tinha resisténcia inata efetiva contra tuberculose. Esta
variabilidade interindividual € determinada, em parte, pelo efeito combinado de
proteinas codificadas do hospedeiro por uma série de genes, que controlam a
guantidade e qualidade da interacdo parasita-hospedeiro e a resposta imunolégica
do hospedeiro (151). Haldane em 1949 (152) concluiu, através de metodologias
observacionais e experimentais, que variacdes genéticas em genes da
hemoglobina podem fornecer resisténcia a malaria. Em adicao, diversos estudos
de gémeos e de agregacdo familial suportam forte evidéncia da existéncia de
fatores hereditarios de controle da susceptibilidade para diversas doencas

infecciosas (153-158). Assim, evidéncias acumuladas ao longo da histéria tém
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contribuido para consolidar o conceito de que fatores genéticos sdo importantes

parametros de susceptibilidade para doencgas infecciosas (159).

Figura 2 — Modelo de dois conjuntos diferentes de genes controlando a resposta
imune do hospedeiro para o M. leprae, em momentos distintos da patogénese.

Exposicéo

Nao infectados

Lesdo Unica,
Auto-cura

Infectados

Th2

Lesdes

Fonte: Adaptado de Jacobson e Krahenbuhl (62).
Nota: O modelo é suportado por dados experimentais e moleculares indicando que dois conjuntos
diferentes de genes estéo controlando a patogénese da hanseniase.

Especificamente na hanseniase, inUmeros estudos de diversas estratégias
tém sido empregados com o objetivo de elucidar as bases moleculares do controle
da susceptibilidade do hospedeiro ao M. leprae. A idéia de que pelo menos dois
genes possam estar controlando a resposta imune do hospedeiro foi inicialmente
proposta por de Vries (160) em 1976 e posteriormente suportada por Abel (161) e
Wagener (162) em 1988. Atualmente, evidéncia acumulada indica a presenca de

conjuntos diferentes de genes influenciando a resposta imune do hospedeiro para
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o M. leprae, em pelo menos dois momentos: (i) na resisténcia ou susceptibilidade
para a infeccdo per se; e (ii) uma vez o individuo infectado, na definicdo de
diferentes formas clinicas da doenca (163) (Figura 2).

A identificacdo de genes de impacto na resisténcia ou susceptibilidade do
hospedeiro a infec¢ao ira proporcionar um melhor entendimento da patogénese de
doencas como a hanseniase, e facilitar o desenvolvimento de novas estratégias
de diagnéstico, prevencéo e terapéutica dessas doencas no futuro.

1.4. Estratégias de Analise e Primeiros Estudos em Hanseniase

1.4.1. Estudos Observacionais: Estudos de Agregacéo Familial e de Gémeos

O primeiro passo na investigacdo de um eventual papel genético
corroborando para o aparecimento da doenca em um grupo de familias € através
da deteccao e estimativa de agregacao familial de casos (por exemplo, altas taxas
de ocorréncia da doenca em irmaos ou filhos de individuos afetados). Os estudos
de agregacédo familial para um determinado trago € uma condicdo necessaria,
porém ndo suficiente para inferir a importancia do componente genético no
controle da susceptibilidade & doenca, porque as influéncias ambientais e culturais
podem também ser compartilhadas em agregados familiais (164). Nesses estudos,
um importante ponto a ser destacado é a definicdo do fendtipo a ser estudado:
fendtipos dicotdbmicos oferecem resultados mais consistentes do que fendtipos
guantitativos (96).

Outro delineamento tradicional para distinguir efeitos familiais
compartilhados ndo genéticos dos efeitos genéticos é o de estudos de gémeos.
Estes estudos sdo desenhados para estimar a contribuicdo genética para um trago
através da comparacao de pares de gémeos monozigéticos (MZ, qual compartilha
todos os seus genes) com os dizigoticos (DZ, qual compartilha metade de seus
genes). Uma taxa de concordancia de ocorréncia da doenca aumentada entre
gémeos MZ quando comparada a gémeos DZ é considerada evidéncia da

participacdo de fatores genéticos (165).
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1.4.1.1. Estudos Observacionais: Estudos de Agregacdo Familial e de GEmeos em

Hanseniase

Na hanseniase, diversos estudos tém retratado agregacdo familial,
principalmente, a partir da década de 60, quando ficou provada a ocorréncia de
agregacao familial da doenca em uma populacédo brasileira (166, 167). Em 1987,
Shields et al (158) realizaram um estudo com 238 irm&os hansenianos de uma
populagdo isolada e endémica da regido de Karimui, sul de Papua Nova Guiné.
Foi identificada forte agregacéo familial de casos de hanseniase, com 22% (52 de
238) de pedigrees contendo 58% (301 de 521) dos individuos afetados. Em
particular, os habitantes eram organizados em uma ordem Unica familiar, vivendo
em comunidade e ndo na unidade familiar, ou seja, marido e mulher nao
coabitavam. Outros habitos culturais eram peculiares, tais como a distribuicdo
compartilhada de alimentos e outros parametros econdmicos por toda
comunidade. Assim, essas caracteristicas sociais levaram os autores a concluir
gue a influencia ambiental poderia ser excluida, devido ao comum
compartilhamento desses fatores. Diante disso, a natureza familial da distribuicdo
da doenca observada em Karimui pode ser devida exclusivamente a fatores de
susceptibilidade genética, ainda mais em vista a uma proposta de contato
uniforme da populagdo com o M. leprae.

Em outro cenério, varios estudos de gémeos foram realizados ao longo da
histéria para hanseniase, todos na tentativa de se obter um resultado definitivo
(168, 169). Entre essas tentativas, Mohammed Ali e Ramanujam em 1966 (170)
realizaram um estudo com uma amostra recrutada em trés areas diferentes da
india, composta em sua totalidade de 35 pares de gémeos (MZ = 23 e DZ = 12).
Os resultados desse estudo identificaram uma alta taxa de concordéancia de 82.6%
em gémeos MZ e 16.7% em gémeos DZ, para hanseniase per se. Ainda neste
estudo foi identificada uma taxa de concordancia de 89.5% em gémeos MZ, para
tipo clinico da doenca. Sete anos depois, um definitivo estudo foi realizado por
Chakravartti e Vogel em uma nova amostra indiana (153). Essa amostra era

composta por 102 pares de gémeos (o qual foi adicionada toda a amostra do
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estudo de Mohammed Ali e Ramanujam) divididos em MZ = 62 e DZ = 40. Os
autores identificaram uma taxa de concordancia para gémeos MZ de 59.7% para
hanseniase e 51,63% para tipo clinico de hanseniase; para gémeos DZ foi
encontrada uma taxa de concordancia de 20% para hanseniase e 15% para tipo
clinico de hanseniase. Esses resultados de genética epidemiolégica sugerem
fortemente que existem fatores genéticos controlando e/ou compartilhando a
susceptibilidade do hospedeiro para a infeccdo da hanseniase e também de seus

tipos clinicos.

1.4.2. Andlise de Ligacao

A analise de ligacdo é uma ferramenta poderosa que busca encontrar
regides no genoma que estejam influenciando o fendtipo de estudo. Neste tipo de
analise, o0 objetivo é testar co-segregacado de marcadores de uma regido genémica
e um fendtipo, a fim de se estabelecer se o marcador e a caracteristica estao
fisicamente ligados (171). Essa potente ferramenta genética tem sido amplamente
utilizada para mapear doencas complexas (172). Classicamente, a analise de
ligacdo se divide em dois tipos, os métodos paramétricos e 0s ndo-paramétricos.
Os métodos paramétricos, ou model-based exigem a definicdo de um modelo
especificando a relacdo entre o fendtipo e um gene putativo. Os parametros deste
modelo sdo: o0 modo de heranca, penetrancia de cada genotipo e frequéncias
génicas, os quais sdo habitualmente estimados pelas andlises de segregacao
complexas (ASC) (173). Entretanto, a inexisténcia de um modelo simples de
heranca para caracteristicas complexas e, especialmente, que a mesma pode
depender de co-variaveis (idade de inicio da doenca, sexo e etc), somadas a
dificuldade na obtencédo de genealogias multigeracionais informativas, tornam a
aplicacdo desse método sujeito a resultados falso-positivos (164, 174). Dessa
forma, os métodos ndo-paramétricos ou model-free sdo fortemente recomendados
guando pouco se sabe sobre a relacdo entre fendtipo e um gene putativo; ou
guando a AS ndo foi realizada ou se realizada, o “gene principal” ndo é claramente

inferido (164, 173). Nesses estudos, ndo € necesséario estabelecer a priori,
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freqiéncias génicas e penetrancias, o que os tornam frequentemente utilizados.
Por fim, ambos os métodos tem conduzindo, com sucesso, a localizacdo e
identificacdo de genes nas analises de diversos fenétipos, como por exemplo, em

doencas infecciosas (175, 176).

1.4.2.1. Anélise de Ligacdo em Hanseniase

Durante os ultimos 40 anos, a hipétese de um componente geneético
controlando a susceptibilidade do hospedeiro ao M. leprae tém sido confirmada
através dos estudos de ligagéo realizados em diversas amostras populacionais.
Estes estudos aplicados na hanseniase per se e formas clinicas da doenca
apontam para variantes genéticas ligadas ao complexo de antigeno leucocitario
humano (HLA): HLA de classe | e Il (revisado por (163)), HLA/TNFA (177) e
variantes néo ligadas a regido HLA: NRAMP1 (103, 106, 178). Em adicao, trés
scans gendmicos baseados na analise de ligagdo n&o-paramétrica tém
demonstrado ligagéo significativa para a hanseniase paucibacilar no cromossomo
10p13 (em estudo subsequente 20p12 (179)) em uma populacdo Indiana (180) e
para a hanseniase per se no cromossomo 17g11-q21 em populacdo Brasileira
(181) e, no cromossomo 6g25-g26 e 6p21 em populacdo Vietnamita (182). Porém,
somente esse Ultimo cromossomo 6g25-026 e 6p21 resultou na identificacdo de
novos genes de susceptibilidade para hanseniase: os genes PARK2/PACRG (183)
e LTA (184), respectivamente.

1.4.3. Andlise de Associagéo

As analises de associacdo sdo ferramentas utilizadas para refinar e/ou
detectar a participacdo de genes candidatos causando impacto sobre um
determinado fendtipo, complementando o achado da analise de ligagdo ou
simplesmente testando genes candidatos. Essas analises tém como objetivo
determinar o excesso ou déficit de alelos de marcadores entre casos quando

comparados com um grupo controle (149, 185). Em outras palavras, analisar se
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um alelo A esta associado com a doenca D e, se as pessoas que tém D também
tém o alelo A mais ou menos vezes do que seria esperado com base nas
frequéncias individuais de A e de D na populacdo (171). Estudos de associagéo
sdo mais poderosos do que os de ligacdo para detectar alelos com efeito genético

moderado a fraco, exercendo impacto sobre o fendtipo estudado (186).

1.4.3.1. Andlise de Associacdo em Hanseniase

Através das analises de associacdo, maior precisdo foi alcancada para
avaliar o eventual impacto dos genes canditados sobre a hanseniase. Diversas
metodologias foram empregadas em amostra populacionais espelhadas pelo
mundo. Com isso, o0 atual cenario demonstra que pelo menos 10 genes
destacaveis estdo implicados na susceptibilidade/resisténcia do humano para o M.
leprae. Por exemplo, genes na regido HLA: HLA classe | e Il (revisado por (163)),
MICA e MICB (187), TAP (188), TNF-a (177, 189-192), KIR (193) e LTA (184); e
genes ndao HLA: IL-10 (194-196), VDR (197, 198), NRAMP1 (199) e na regido
regulatoria comum dos genes PARK2/PACRG (183) tém sido associados com
hanseniase per se e formas clinicas da doenca. Portanto, apesar dos avangos
importantes obtidos através de estudos moleculares de ligacdo e associacao,
nenhum destes genes sugeridos responde pelo amplo efeito genético detectado
em diversas analises de segregacdo complexa (161, 177, 200) e as altas taxas de
concordancia notada em estudos de gémeos monozigoticos (153, 170). Com isso,
a exata natureza do componente genético da hanseniase (como por exemplo: o
namero preciso de genes envolvidos), ainda permanece amplamente
desconhecidos; talvez em parte devido a ndo definicAo do exato modelo de
heranca. O melhor entendimento do impacto da genética na hanseniase pode
levar ao desenvolvimento de novas estratégias de diagnéstico, prevencdo e

terapéutica no futuro.
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1.5. Andlise de Segregacdo Complexa (ASC)

1.5.1. Conceitos Basicos

A analise de segregacao (AS) é o primeiro passo no sentido de identificar a
natureza dos fatores genéticos envolvidos na expressdo de doencas humanas
complexas, como as doencas infecciosas. Basicamente, o objetivo deste método €
estudar dados de agregados familiais com a finalidade de inferir estatisticamente o
modo de heranca de um determinado fendtipo, especialmente com o objetivo de
detectar a existéncia de um gene principal (201). Mendel, no século XIX, foi o
pioneiro nesse tipo de analise, que o conduziu a descoberta das leis béasicas de
hereditariedade. Entretanto, esta ndo € uma tarefa simples, em particular para
fendtipos complexos, para os quais a analise basica visual de heredrogramas nao
€ suficiente para proporcionar resultados confiaveis de segregacdo. Portanto,
realizar essas andlises em computadores é uma necessidade, tendo em vista a
complexidade dos diversos formatos populacionais e do grande numero de
variaveis que hoje podem ser incluidas neste estudo (164).

A técnica de AS é dividida historicamente em: (i) analise de segregacao
simples (ASS) ou classica; e (ii) analise de segregacdo complexa (ASC). As ASS
eram restritas para estudar fendétipos simples, que sdo determinados, em grande
parte, pela acdo de um unico gene (202). A finalidade desta andlise era de buscar
um componente genético e testar somente a existéncia de um Uunico gene
mendeliano através das taxas de segregacao nos filhos (144, 164). Assim, essa
analise ndo investigava a existéncia de um gene principal e muito menos testava
outras hipdteses (como por exemplo: modelos ambientais compartilhados,
modelos de dependéncia familiais, modelos de genes mudltiplos, penetrancia
incompleta, interacdo gene/ambiente e etc.), 0 que é comumente realizado nas
ASC (201). Adicionalmente, a transicao de tracos mendelianos simples para tragcos
complexos gerou dificuldades adicionais que ndo foram resolvidas até o inicio da
década de 70, quando foram desenvolvidas as primeiras técnicas de ASC (144).
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As ASC tém como principal finalidade, além de discriminar os fatores
genéticos entre variaveis ambientais, culturais, socioeconémicos e dependéncia
familial; testar a existéncia de um gene principal. A presenca de um gene principal
€ interpretada ndo como a existéncia de um uUnico gene controlando o fendtipo,
mas sim como, entre todos os genes envolvidos, hd um cujo efeito € grande o
suficiente para se distingui-lo dos outros (172). As ASC podem ser aplicadas em
gualquer estrutura de pedigree e funciona tanto para fenotipos qualitativos quanto
guantitativos (203). Particularmente, nos fenétipos clinicos qualitativos ou binarios
(afetado ou néo afetado pela doenca, por exemplo), este efeito pode ser expresso
em termos de Risco Relativo (a razdo entre a probabilidade de ser afetado dado
um genotipo AA e a probabilidade de ser afetado dado um gendétipo aa) (173).
Esta andlise permite testar se a distribuicdo familial observada de um fendétipo é
compativel com distribuices esperadas sob diferentes hipoteses de transmisséo,
incluindo o efeito de um gene principal mendeliano e adicionando separadamente
ou simultaneamente os efeitos de co-varidveis (como por exemplo fatores
ambientais) e correlacdes (dependéncias) familiais na determinacdo do fendtipo
(204). As diferentes hipoteses (modelos genéticos e ndo genéticos) estimadas sdo
introduzidas no método de maxima verossimilhanca (maximum likelihood), no qual
a likelihood é maximizada para cada modelo de transmissdo genética. A
comparacao de diferentes modelos € realizada com a finalidade de obter o que
melhor explica os dados observados, levando em conta a significancia do achado
comparativo diante de um modelo mais restrito (que estima menos parametros)
(203). O Critério de Informacédo de Akaike (AIC) (205) pode ser usado como uma
avaliacdo adicional para escolher o modelo mais enxuto, com o melhor ajuste de
dados. Em outras palavras, um modelo com o menor AIC explica melhor os dados
observados utilizando um nimero minimo de parametros que ndo sdo rejeitados
quando comparado com o modelo geral. O critério de AIC ndo pode ser usado
para excluir uma hipétese se esse modelo néo foi rejeitado contra 0 modelo mais
geral, usando o teste da taxa de likelihood. Finalmente, se for identificado um gene
principal, o método permite a estimativa dos parametros freqiéncia alélica e

penetrancia (probabilidade de ser afetado dado um determinado gendtipo de
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susceptibilidade) (172). Esses parametros estimados podem ser, entéo, utilizados
em uma analise de ligagdo paramétrica, uma ferramenta poderosa para mapear
loci de susceptibilidade a doenga, por exemplo.

1.5.2. Modelos (Histdria)

No inicio do século passado, a AS foi uma importante ferramenta na
investigacdo de fatores genéticos influenciando as doencgas. Inicialmente as ASS
eram aplicadas no estudo de tracos raros de doencas binarias em irmaos para
analisar se eles ocorriam devido a simples segregacdo mendeliana de alelos
dominantes ou recessivos (201). Esta analise era exclusiva para familias
nucleares, onde cada tipo de acasalamento era tratado sob um modelo com dois
parametros: frequéncia de segregacao (p) e a de probabilidade recrutamento ().
N&o era possivel usar pedigrees extensos ou multigeracionais. Diante disso,
alguns pesquisadores, como Weinberg em 1912 (206) e Fisher em 1934 (207),
tentaram implementar sistemas de corre¢bes, mas ainda os resultados oscilavam
sensivelmente devido as formas de recrutamento e metodologia de avaliagcédo
empregadas (172, 208).

Além disso, a adequacdo dessa metodologia revelou-se limitada quando
aplicada a fenotipos ndo-mendelianos, e a complexidade na estrutura dos
pedigrees deixava 0s pesquisadores da €poca incapazes de superar essas
dificuldades (209). Ap6s a segunda Guerra Mundial, o avanco na capacidade
computacional permitiu estender a andlise da frequéncia de segregacéo (p) e a
verificagdo da probabilidade (17) entre as familias (210). Notavelmente, no inicio da
década de 70 surgiu o que conhecemos hoje como ASC, que permitiu analisar
parametros de cruzamento em nivel populacional e ndo mais restrito a familias
isoladas. Esta década foi caracterizada por iniciar o desenvolvimento de inimeras
metodologias (211-213) que proporcionaram a analise de estruturas de pedigrees
maiores apresentando feno6tipos ndo-mendelianos.

Trés representativos trabalhos revolucionaram os estudos nesta area e

criaram o conceito de ASC (Figura 3). O primeiro deles foi postulado por Elston &
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Stewart em 1971 (211). Esses autores desenvolveram um modelo geral para
analise genética de dados de pedigrees, batizado de “Modelo de Probabilidade de
Transmisséo”. Basicamente, esse modelo investiga a possivel segregacao de dois
alelos (A e a), de um locus principal. Trés componentes basicos do modelo s&o
sintetizados: (i) a freqiéncia genotipica dos pais aleatériamente acasalados em
familias séo expressos em termos de frequéncia do alelo deletério (g), assumindo
o equilibrio de Hardy-Weinberg; mais interessantemente (ii) a distribuicdo
genotipica dos filhos é condicional aos genotipos dos pais, 0s quais Ss&o
parametrizados em trés probabilidades de transmissdo: TAAA = P (um individuo
AA transmitir A para cada filho); TAaA = P (um individuo Aa transmitir A para cada
filho); taaA = P (um individuo aa transmitir A para cada filho). Sob a simples
hipétese mendeliana, essas probabilidades de transmissédo séo, respectivamente,
igual para 1, %2 e 0; (iii) analisa somente fenotipos dicotébmicos (por exemplo:
afetados e ndo afetados). Por outro lado, o modelo ndo tem parametros
consistentes para avaliar as hipéteses ambientais.

No segundo estudo, produzido por Morton & MacLean em 1974 (212), foi
desenvolvido uma nova metodologia direcionada para lidar com fendtipos
guantitativos. Para os autores, esses estudos proporcionavam maior poder para
as analises de doencas complexas, tendo em vista que todas as analises de
segregacdo até o momento tratavam somente de fendtipos dicotbmicos
(qualitativos). Este modelo foi chamado pelos geneticistas como “Modelo Misto”,
cujo conceito ja havia sido introduzido por Morton em 1967 (214). Em resumo,
este modelo de herangca assume um locus principal com transmissdo mendeliana,
um componente poligénico e efeitos ambientais aletatorios. Refinamento posterior
do método permitiu realizar a analise de dados de pedigrees complexos através
dos pointers (215). Os pointers sdo uma estratégia que permite dividir os
pedigrees em grupos de familias nucleares, sendo possivel incluir um ou varios
parentes de fora da familia nuclear (denominados pointers) para qualquer um dos
trés componentes da familia nuclear (pai, mae ou conjunto de criangas); assim

contribuindo para um recrutamento fixado do pedigree.
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Figura 3 — Modelos de analises de segregacdo ao longo das décadas.

Analise de Segregacéao Classica

Unico Gene

Mendeliano
] Modelo de probabilidade de transmissao Modelo Misto
%_ (Elston & Stewart, 1971) (Morton & McLean, 1974)
g Unico Gene Gene Principal + Poligénico
O Principal + Ambiente
l%
S —
a Modelo Unificado “ Modelos Regressivos
:g (Lalouel, Rao, Morton e Elston, 1983) (Bonney, 1984 — 1986 )

Efeito Principal/Gene + Poligénico Gene Princ. + Dep. Familial +
+ Ambiente (Dep. Familial/Gene Princ) + Ambiente

Nota: Na primeira metade do século passado, as AS eram aplicadas restritamente para fen6tipos
simples (dicotdbmicos), com a finalidade de buscar um componente genético e testar somente a
existéncia de um Unico gene mendeliano através das taxas de segregacdo nos filhos. Com o
avangco computacional e a exigéncia de tratar fenétipos complexos, duas linhas de AS (Elston &
Stewart (211) e Morton & McLean (212)) surgiram e criaram o conceito de ASC. Apés isso, um
grupo seleto de pesquisadores (Lalouel, Rao, Morton e Elston (213)) unificaram os dois modelos
anteriores, possibilitando para a analise utilizar também hip6teses ambientais. Por fim, Bonney
(204, 216) proporcionou avanco as ASC através dos modelos regressivos aplicados para analisar
as hipéteses genéticas, dependéncias familiais e ambientais; com isso, possibilitando trabalhar
com pedigrees maiores e multigeracionais.

O terceiro estudo, publicado por Lalouel e importantes colaboradores da
época, como Morton, Elston e Rao em 1983 (213), propunha a unificagdo das
duas propostas anteriores. Esse modelo unificado assume que o fendtipo seja
influenciado pela contribuicdo aditiva e independente de um efeito principal
transmissivel (gene principal), um componente  multifatorial/poligénico
transmissivel e um efeito aleatério ambiental ndo-transmissivel. Sob a hipotese

genética, o efeito principal é resultado da segregacéo de dois alelos (A e a) de um
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unico locus e; a frequiéncia do alelo de predisposicdo (g). Dentro de cada gendtipo
g (aa, Aa ou AA), a distribuicdo de um fenotipo € assumida para ser normal, com
meédia “p” e variancia “0”. Outros parametros desse modelo sdo o grau de
dominancia do gene (d), a herdabilidade (H) e as taxas de transmissao entre
geracoes (1).

Embora grandes avancgos, esses modelos populares ainda continuavam
restritos no sentido de ter uma razoavel abordagem do componente ambiental, o
gue poderia ocasionar distorcdes na estimativa de um componente genético
multifatorial. Com a introdu¢do dos modelos regressivos, em meados da década
de 80, esse problema foi parcialmente resolvido. Em uma seqiéncia de varios
trabalhos, George E. Bonney introduziu os modelos regressivos como uma
alternativa aos modelos mistos para serem aplicados nas andlises de segregacao
de fendtipos complexos. Esses modelos foram desenvolvidos para ambos
fendtipos quantitativos (1984) (216) e qualitativos (1986) (204), cujo principio &
especificar uma relacdo de regresséo entre a probabilidade de uma pessoa ser
afetado e um conjunto de variaveis explicativas, incluindo o genotipo, fenoétipos
dos ancestrais (pais e irmdos mais velhos) e outras co-variaveis explicativas de
interesse. O efeito do gene principal é especificado da mesma forma que no
modelo unificado de Lalouel et al (213), com parametros idénticos.
Interessantemente, o modelo de classe D de dependéncia (204) permite testar
separadamente e/ou simultaneamente o efeito de um fenétipo binario de um gene
principal sob padrdes complexos de dependéncia familial, incluindo a correlacdo
pai-mae (esposo-esposa), correlacdo pai-filho, correlagcdo mae-filho, e correlacéo
irmdo-irmdo. A idade foi introduzida nesse modelo como uma covariavel, a fim de
gue parametros da regressdo polinominal na idade possam ser estimados
simultaneamente com a genética e parametros de correlagédo familial. Os modelos
regressivos tém metodologicamente varias vantagens comparadas ao modelo de
Lalouel et al (213), entre elas: (i) evitar problemas numéricos ocasionados por
varias integracdes multiplas na andlise de grandes pedigrees; (ii) ndo € necessario
especificar a origem genética ou ambiental de correlacdes familiais e; (iii)

importantemente, permite estimar simultaneamente os parametros geneéticos, de
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covariaves ambientais e de dependéncia familial e de buscar as interacdes entre
esses fatores.

Existem varios programas de computadores que realizam os célculos das
formulas geradas nos trabalhos acima citados, como por exemplo: SAGE
(Statistical Analysis for Genetic Epidemiology); POINTER/COMDS; GENPED;
FINESSE; PAP (Pedigree Analysis Package); SOLAR (Sequential Oligogenic
Linkage Analysis Routines); REGRESS. Alguns desses programas podem ser

encontrados na Internet (217).

1.5.3. Vantagens e Desvantagens das ASC

A ASC é claramente uma poderosa ferramenta utilizada na elucidagédo das
bases genéticas de doencas humanas complexas. A grande vantagem desse
método é que, uma vez caracterizado um efeito genético forte, relativo a um unico
gene ou pelo menos oligogénico, seria entdo justificAvel um investimento em
grandes estudos de ligacdo ou associacao voltados para identificacdo de genes
responsaveis pelo efeito e das variacdes genéticas destes genes causadores do
impacto biologico (218). Assim, cronologicamente, as ASC seriam 0 primeiro
passo de uma cascata de investigacdo e identificacdo de genes responséaveis por
um determinado fendétipo. Consequientemente, os resultados dessas analises
podem ser utilizados tanto de forma direta (219) quanto para gerar estimativas que
aumentariam a resolucdo de andlises de ligacdo paramétrica (173, 220). Esta
segunda abordagem adotada tem proporcionado sucesso no mapeamento de loci
de vérias doencas (177, 221). Em outro cenario menos otimista, a auséncia de um
ou poucos genes principais reduziria as chances de sucesso de eventuais
investigacdes moleculares adicionais: a detec¢cdo de inimeros genes, cada um
responsavel por um pequeno efeito sobre o fenotipo, pode se tornar dificil, cara e
demorada o suficiente para inviabilizar o projeto, como evidenciado em estudos de
simulacao (222). Assim, as ASC exercem um importante papel no contexto global
da investigacdo genética molecular, direcionando ou restringindo os proximos

passos na direcdo da eventual identificagéo dos genes envolvidos.
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Apesar das AS terem desempenhado um papel classico na genética, sua
aplicacdo vem se reduzindo, em particular desde a revolucéo tecnologica do DNA.
Este declinio, em parte, é justificado pelo aumento abrupto da forca
computacional, que hoje possibilita tratar modelos de analise de ligagdo né&o-
paramétrica com tanto poder quanto ao dos métodos paramétricos (218). Assim,
diversas andlises de ligagdo e scan gendmicos para doencas complexas vem
sendo realizadas utilizando-se métodos ndo-paramétricos (180-182), em parte
devido a resultados discordantes obtidos em ASC prévias, como evidenciado na

hanseniase.

1.5.4. Limitacdes das ASC

Como todo método de andlise, as ASC possuem limitacdes, sendo a
principal delas a necessidade de coleta de um grande numero de variaveis. O
recrutamento e caracterizacdo de uma amostra populacional apropriada € de
grande importancia, porque os resultados de uma ASC podem ser muito sensiveis
a desvios sutis introduzidos na coleta de dados (208). Com isso, autores sugerem
gue as amostras mais adequadas seriam as de base populacional para as quais:
(i) correcdes no recrutamento podem ser implementadas controladamente através
de um esquema de recrutamento baseado em fenotipos (172, 223); ou mais
interessantemente, (ii) caso toda a populacdo a ser investigada seja recrutada,
nao seria necessaria a correcdo para recrutamento (203). Outros pesquisadores
apresentaram formas similares de recrutamento e coleta de dados, na tentativa de
diminuir os desvios de recrutamento, obtendo sucesso na aplicagdo em diversas
doencas complexas (97, 200, 224, 225).

Outra restricdo das ASC é que uma grande quantidade de dados é
necessaria para ser proporcional ao nimero de parametros a serem estimados.
Por ser um método inteiramente estatistico, na pratica isso cria uma dificuldade
adicional ocasionando uma limitagdo ou perda de for¢ca na capacidade de avaliar
modelos mais complexos. Além disso, um método viavel para determinar o exato

tamanho da amostra a ser aplicado, com um desejado nivel de poder para
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detectar um locus Mendeliano, ainda n&o esta disponivel (203). Entretanto, uma
estratégia alternativa para se evitar esses problemas é aumentar o niamero da
amostra, ndo em quantidade de individuos, mas de pedigrees, de preferéncia
multigeracionais. Pedigrees grandes, multigeracionais e com alta frequiéncia de
individuos afetados sé@o esperados para, além de reduzir o tamanho da amostra,
proporcionar um aumento da transmissdo da informacdo. Jarvik em 1998 (203)
sugere que o0s tamanhos amostrais variem de centenas para milhares em
fendtipos qualitativos e quantitativos, respectivamente.

Uma limitacdo peculiar operacional que a ASC pode apresentar é a
incapacidade de distinguir entre o efeito de um Unico locus (que eventualmente
pode representar “falsamente” o gene principal de um traco) e os efeitos de dois
ou mais loci agindo independentemente com padrdes de transmissdo semelhantes
(203), como o observado para uma doenca multifatorial controlada por vérios loci
recessivos, por exemplo. Esses loci podem ser detectados como se fosse um
unico locus, com uma frequéncia do alelo da doenca igual a soma de todos os loci
envolvidos. A falsa estimacdo da frequéncia alélica pode proporcionar uma
estimativa equivocada da forca estatistica para detectar um locus principal e,
consequentemente reduzir o poder de deteccdo da contribuicdo de cada locus,

usado nas andlises de ligagéo.

1.5.5. Erros Potenciais

Um erro comum que pode acontecer na fase de implementacdo da ASC é
encontrar uma falsa concluséo de uma segregacdo Mendeliana. Isto normalmente
acontece pela incapacidade de ajustar, de forma adequada, o recrutamento nao-
aleatério dos pedigrees. Como os pedigrees podem ser selecionados para
multiplos individuos afetados, uma despreocupacdo no estagio de recrutamento
pode distorcer e apresentar um padrdo Mendeliano de heranca espurio. Na
pratica, se houve falha em testar as probabilidades de transmissdo Mendelianas,
Ou seja, 0 contraste na comparacao entre o melhor modelo geral e o modelo de

transmissdo Mendeliana — esse resultado pode proporcionar uma concluséao falsa
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de que existe um locus Mendeliano (203). Por exemplo, os resultados de um
estudo realizado em uma populacéo Brasileira com 10.886 individuos, distribuidos
em 1568 familias (226), sugeriram a presenca de um gene principal recessivo
controlando a susceptibilidade a hanseniase per se. Entretanto, ndo foi
identificada a existéncia de transmissdo Mendeliana. Com isso, 0s autores tiveram
dificuldades em suportar o achado do gene principal sem a comprovacédo da
segregacdao Mendeliana. Atualmente, faz parte da rotina de muitos laboratorios,
testar a probabilidade de transmissdo Mendeliana nas ASC, independente da

amostra e/ou populacao.

1.5.5.1. ASC em Hanseniase

1.5.5.1.1. ASC em uma Populacao Isolada da Papua Nova Guiné

Em 1987, Shields et al (158) realizaram uma ASC em uma comunidade
isolada de Karimui na Papua Nova Guiné. Essa populacdo chamou a atencéo dos
pesquisadores por ser uma comunidade isolada, endémica (com 552 casos) e,
principalmente, por ndo possuir em uma unidade familiar cldssica: os moradores
conviviam em regime comunitério. Por exemplo, maridos ndo co-habitavam com
suas esposas e alimentacao era distribuida igualmente entre os individuos. Além
disso, a uniformidade de diagndstico, realizado por um dream team de
leprologistas (D. A. Russel — diagnéstico; D. S. Ridley — histopatologista e C.
Shepard — microbiologista) e o recrutamento total por um periodo de 19 anos
levaram os autores assumirem a igualdade de contato ao M. leprae.

Para avaliar a influéncia dos fatores genéticos nesta comunidade, uma ASC
foi conduzida para hanseniase per se. Os dados do recrutamento foram
levantados através da aplicacdo de questionarios em todos os residentes. Essa
informacéo familial foi avaliada e inserida em um banco de dados para construcao
dos pedigrees. Porém, somente uma pequena amostra de um unico pedigree
multigeracional composto de 89 individuos (19 afetados) foi utilizado na ASC. Esta

analise foi baseada no modelo de probabilidade de transmissdo de Elston &
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Stewart (1971) (211), através do qual as seguintes hipoteses foram testadas: (i)
hipotese Mendeliana simples e; (ii) uma hipotese ambiental ndo assumindo
transmissdo entre geracdes. Operacionalmente, cada hipétese mendeliana
(dominante, recessivo e co-dominante) foi testada contra o modelo néo restrito.
Como resultado, nenhuma hipotese genética pode ser rejeitada quando testada (P
> 0.05) e, igualmente para a hipotese ambiental, quando testada (P > 0.05).
Portanto, a identificacdo da presenca de um gene principal controlando a
susceptibilidade a hanseniase per se nesse estudo ndo pode ser detectada, talvez
por falta de informac&o suficiente contida neste Unico pedigree para distinguir

entre as hipéteses mendelianas (genéticas) e as ambientais.

1.5.5.1.2. ASC em uma Amostra Populacional do Sul da india

Em 1985, Haile et al (227) aplicaram uma ASC em uma populacdo da area
de Gudiyathan Taluk ao norte do distrito de Arcot, no estado de Tamil Nadu — sul
da india. O objetivo deste estudo foi realizar uma ASC seguida de uma anélise de
ligacdo paramétrica. Provavelmente, este foi o primeiro estudo em hanseniase a
utilizar uma estratégia combinada de ferramentas genéticas aplicadas passo a
passo. Os dados familiares deste estudo foram obtidos através de um critério de
recrutamento que se iniciava nos probandos e era estendido aos familiares, tanto
no sentido ascendente como descendente dos pedigrees. Como resultado, 72
pedigrees foram obtidos com casos mdltiplos da doenca. ApOs isso, esses
pedigrees foram inseridos no programa POINTER® (215, 228), uma extens&o do
modelo misto de Morton & MacLean (212). Este programa utiliza um esquema de
pedigree-fixado, obtido através dos pointers. Assim, os 72 pedigrees iniciais foram
divididos em 77 familias nucleares com pointers. Por fim, a ASC foi conduzida
para trés fendtipos: (i) hanseniase per se; (ii) hanseniase tuberculoide (TT e BT) e;
(iif) hanseniase lepromatosa, segundo os critérios de Ridley e Jopling (72).

Os resultados da ASC para a hanseniase per se sugeriram um gene
principal recessivo, porém com uma pobre discriminacdo observada entre os

modelos. Por outro lado, resultados mais animadores foram alcangados quando a
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analise foi conduzida para a hanseniase tuberculdide, com a deteccdo de um gene
principal recessivo observado com grande discriminacdo entre os modelos. Por
ultimo, na analise para a hanseniase lepromatosa, os resultados nao foram
conclusivos. Os autores justificaram a pobre discriminagcdo encontrada para a
forma per se e a auséncia de efeito genético para a forma lepromatosa, devido ao
pequeno numero de pedigrees e aos poucos casos lepromatosos contidos na
amostra, respectivamente. Além disso, os resultados da penetrancia extraidos do
modelo recessivo estimam elevados valores que chegam a 100% para individuos
homozigotos com o alelo de predisposicdo a doenca.

No segundo estagio deste estudo, os parametros obtidos da ASC foram
inseridos em uma analise de ligacdo paramétrica envolvendo marcadores da
regiao do MHC/HLA no cromossomo 6p21. Porém, utilizando-se os parametros do
modelo recessivo, ndo houve evidéncia significativa para ligacdo entre os
fendtipos de hanseniase testados (doencga per se e formas clinicas) e a regido
candidata. Importante, a populacdo em estudo estava enriquecida para a forma
tuberculéide da doenca. E possivel que uma amostra com uma distribuicdo mais
homogénea entre formas clinicas e um maior numero de pedigrees tivesse maior

poder de resolucéao.

1.5.5.1.3. ASC em uma Amostra Populacional do Norte da Tailandia

Em 1988, Wagener et al (162) conduziram uma ASC em amostra
populacional situada ao Norte da Tailandia. O recrutamento desta amostra foi
realizado através de consulta aos registros do Instituto de Reabilitacdo McKean
em Chiang Mai, um importante centro de atendimento aos portadores da doenca
no norte do pais. O critério de inclusdo adotado para as familias foi de que pelo
menos dois ou mais parentes de primeiro e segundo grau tivessem a doenca.
Assim, dos 568 prontuarios analisados somente 228 (40%) foram validados
segundo esses critérios, 0 que resultou na identificacdo de aproximadamente 80
familias. Destas, somente 63 familias aceitaram participar do estudo, das quais

todos os membros e os parentes de primeiro, segundo e terceiro grau foram
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entrevistados através de questionarios. Esses 63 pedigrees (com um total
amostral de 626 individuos) foram inseridos no programa POINTER® (215, 228) e
divididos em 110 familias nucleares compostos pelos pointers. Para cada
individuo nas familias, incluindo o probando, foi atribuida uma classe de liability.
As classes de liability sdo subgrupos de uma populacdo que sado definidos por
nivel de risco para a doenca. Essas classes foram definidas por sexo e idade dos
individuos. Por fim, a ASC foi executada para dois fendtipos: (i) hanseniase per
se; e (ii) hanseniase tuberculéide, segundo os critérios de Ridley e Jopling (72).

Para a hanseniase per se, os resultados sugerem o modelo generalizado
de um gene principal dominante (d = 0,9) como o melhor ajustado para os dados
observados. Contrariamente, na segunda andlise para hanseniase tuberculdide,
0s resultados apontaram para um modelo de gene principal recessivo como 0
melhor que explica os dados observados; porém, com uma pobre discriminacao
em relacdo ao modelo dominante. Em adicéo, os resultados do modelo poligénico
(gene principal mais heranca poligénica) ndo alcancaram valores conclusivos para
ambos os fenotipos. Por fim, a estimativa da penetrancia para a hanseniase per se
indica efeito aditivo (100% para homens “AA” e 66% para mulheres “AA”, todos
acima de 50 anos).

Estes resultados séo discordantes dos observados em estudos anteriores.
A justificativa dos autores para a tal discrepancia foi a heterogeneidade do
background genético encontrado nas diversas populacées mundiais, 0 que exigiria
modelos exclusivos para determinadas amostras populacionais. Além disso, a
forma de recrutamento utilizada claramente embute um viés de recrutamento,

diminuindo assim o poder de deteccdo de um eventual efeito genético.
1.5.5.1.4. ASC em uma Populacéo Isolada da Ilha de Desirade

Este estudo pode ser considerado o mais expressivo ho ambito de analises
de segregacéo realizadas para a hanseniase. Laurent Abel e Florence Demanais

realizaram uma ASC em uma populagéo isolada da ilha caribenha Desirade, em

1988 (161). Esta ilha possui caracteristicas que a tornam muito particular,
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principalmente a respeito do seu histérico e geografia. A partir de 1728, todos os
individuos afetados por hanseniase das ilhas vizinhas foram deportados para
Desirade, esses individuos pertenciam a diferentes grupos étnicos (brancos,
negros e mulatos). Em 1959, o leprosario da ilha foi desativado e a maioria dos
pacientes permaneceu como moradores. Desirade possui 22 km2 e esté localizada
a 8 km de ilha vizinha de Guadeloupe; porém, seus 1.600 moradores habitam
somente a costa sul da ilha. Na época a freqiéncia de individuos afetados era de
~30/1.000, considerado uma das frequéncias mais elevadas do mundo; a anterior,
estimada para a ilha vizinha de Guadeloupe, era de 5/1.000 (229). Em destaque,
estas peculiaridades geograficas e histéricas levaram o0s autores a assumir
homogeneidade ambiental e, especialmente, de exposicdo uniforme dos
moradores ao M. leprae. Os dados dos pacientes afetados foram obtidos junto aos
arquivos dos pacientes da ilha, mantido pelo Instituto Pasteur de Guadeloupe.
Para o recrutamento da amostra, foram aplicados questionarios nos probandos e
em todos 0s seus parentes de primeiro e segundo grau, no qual era possivel
inserir os dados dos individuos que viveram por um determinado periodo na ilha
ou ja haviam falecido. Como resultado, dados completos de 82 individuos afetados
(53 probandos e 29 parentes afetados e; 28 lepromatosos e 54 nao-lepromatosos)
foram obtidos, o que proporcionou a reconstrucdo de 27 pedigrees
multigeracionais, composto por 953 individuos. Nenhuma associacdo
estatisticamente significativa foi observada entre hanseniase e sexo ou correlacao
familial (esposo-esposa) (x4 = 0.39 e x?; = 0.69), respectivamente. Para a ASC,
utilizou-se o programa POINTER® (215, 228), que dividiu os 27 pedigrees
multigeracionais em 227 familias nucleares. Em adi¢do, para cada individuo,
incluindo o probando, foi atribuida uma classe de liability. Por fim, a ASC foi
conduzida sob o modelo unificado de Lalouel et al (213) para trés fenétipos da
hanseniase: (i) per se; (ii) tuberculdides (TT, TB e BB) e; (iii) lepromatosos (LL e
BL), segundo os critérios Ridley & Jopling (72).

Os resultados da ASC demonstraram evidéncia significativa da presenca de
um gene principal recessivo ou co-dominante controlando susceptibilidade para a

hanseniase per se e hanseniase tuberculdide, (P < 0.02 para ambos os feno6tipos).
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Para ambos fendotipos, forte rejeicdo foi notada para o modelo esporadico
(ambiental; P < 10°®); verificou-se que a inclusdo de um componente multifatorial
ndo era necessaria para explicar o efeito do gene principal, a transmisséo
Mendeliana era compativel com o achado do gene (P < .40), e a hipétese de néo-
transmissao desse efeito principal foi excluida (P < .05). Com os dados extraidos
do modelo recessivo, estimativa da penetrancia demonstrou que aos 68 anos, um
homozigoto para o alelo de predisposicdo “A” tem um risco de 62% de
desenvolver a doenca. Para hanseniase lepromatosa, os resultados ndo foram
conclusivos, ocorrendo pobre discriminagdo entre os modelos. Finalmente, os
autores demonstraram formalmente, através de teste estatistico, a
homogeneidade da amostra.

O achado principal deste estudo foi a evidéncia de um gene principal
controlando a susceptibilidade para a hanseniase per se e tuberculéide, sem a
necessidade de incluir um componente multifatorial. Esses resultados somados a
prévios estudos de associacdo (que demonstram variantes genéticas na regiao
HLA associadas ao controle da susceptibilidade para os subtipos da hanseniase
(230, 231)) e; a prévios estudos experimentais (Qque mostraram diversos genes
atuando em diferentes estagios da resposta imune (232-234)) sugerem que a
susceptibilidade do hospedeiro para hanseniase € um processo que ocorre em
dois estagios, com grupos diferentes de genes controlando a infeccdo para
hanseniase per se e a progressao da doenca para as formas clinicas. A proposta
esta de acordo com a idéia extraida de estudos anteriores que ja sugeriam este
modelo de patogénese em dois estagios (160, 162). No entanto, este estudo foi o
primeiro a demonstrar, de maneira consistente, o efeito de um componente
genético na susceptibilidade a hanseniase per se. Por outro lado, mesmo com
uma amostra isolada, endémica (3%) e exposta homogeneamente ao bacilo, a
estratégia de recrutamento adotada (através dos probandos) resultou na inclusao
parcial da populacdo da ilha e na introdugdo de um viés de recrutamento, que

pode em algum grau dificultar a interpretacéo dos resultados.
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1.5.5.1.5. ASC em uma Amostra Populacional do Sudeste do Brasil

Em 1995, uma ASC em grande escala foi realizada por Feitosa et al (226)
em uma amostra populacional de Campinas, sudeste do Brasil. Nesta regido, a
prevaléncia da doencga era estimada em 3 casos por 1.000 individuos, bem menor
do observado para a populagéo da ilha Desirade. Os dados de individuos afetados
no periodo entre 1960 e 1970 foram levantados junto aos arquivos de pacientes
do Leprosario de Campinas. A partir da identificacdo dos probandos, estes e seus
familiares foram submetidos a questionario a fim de levantar informacéo
complementar. Como resultado, 1.568 familias foram recrutadas em um total de
10.886 individuos, a maioria caucasiana. A distribuicdo da hanseniase
lepromatosa foi maior nos homens do que nas mulheres (57% e 52%,
respectivamente). Para cada probando ou familiar foi atribuida uma classe de
liability, baseada na prevaléncia local para cada tipo clinico. Um Unico meédico
leprologista examinou todos os pacientes e seus familiares, seguindo os critérios
do Congresso Internacional de Hanseniase de Madrid (67). Finalmente, a ASC foi
conduzida para hanseniase per se e tipos clinicos sob o modelo unificado de
Lalouel et al (213) de 1983.

Os resultados da ASC sugerem a presenca de um gene principal recessivo
controlando a susceptibilidade para a hanseniase per se, com frequéncia
aproximada de 0.05. Entretanto, a transmissdo Mendeliana desse efeito principal
ndo pbéde ser comprovada (P < 0.001). Para os fenoétipos lepromatoso e
tuberculdide, os resultados foram similares aos da hanseniase per se,
principalmente no aspecto de evidéncia de um gene principal; porém, novamente
se observou rejeicdo da transmissdo Mendeliana para ambos os fenétipos. Por
fim, a penetrancia foi estimada para a hanseniase per se utilizando os valores do
modelo recessivo, e a probabilidade de ser afetado chegou a 90% para o gendtipo
“aa”, em individuos com 60 anos ou mais.

Apesar de encontrar um gene principal recessivo influenciando a
susceptibilidade para hanseniase per se, a estratégia estranhamente falhou na

identificacdo da hipotese Mendeliana nos dados de Campinas. Este resultado
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inesperado levou os autores a sugerir que fatores ambientais e culturais tém um
importante papel na transmissdo da doenca, os quais podem obscurecer o

mecanismo geneético principal envolvido.
1.5.5.1.6. ASC em uma Amostra Populacional do Sul do Vietna

O objetivo deste estudo foi de testar a hipotese, levantada em estudos
anteriores (160-162), que sugeria que a susceptibilidade a hanseniase é
controlada por um processo de dois estagios, com grupos diferentes de genes
atuando na infeccdo per se e na progressado da doenca para as formas clinicas.
Para tal, novamente Abel et al (200) realizaram uma ASC com uma ampla amostra
populacional residente na cidade de Ho Chi Minh, sul do Vietnd. Os dados dos
individuos afetados pela hanseniase foram identificados através de consulta aos
prontuarios do Hospital Dermatologico de Ho Chi Minh, Centro de Referéncia para
diagndstico e tratamento da hanseniase na regido. Em destaque, a metodologia
de recrutamento aplicada nesta analise foi de selecionar de forma aleatéria 10%
dos pacientes com hanseniase do hospital. A partir destes probandos foram
recrutadas as familias estendidas. Como resultado, foram incluidas 402 familias
nucleares compostas por 2.346 individuos, dos quais 517 pacientes de
hanseniase (402 probandos e 115 parentes afetados). Do total, 285 familias eram
de origem Vietnamita (1.644 individuos com 374 afetados) e 117 familias eram de
origem Chinesa (702 individuos com 143 afetados). Todos esses individuos foram
avaliados e classificados de acordo com os critérios de Ridley e Jopling (72). Forte
associacdo entre hanseniase e sexo foi observada (P < 10°®): dos 517 pacientes,
365 eram homens e 152 eram mulheres. Por fim, a ASC foi conduzida utilizando
modelo denominado Time-dependent Logistic Hazard Function desenvolvido por
Abel e Bonney em 1990 (235), e considerando trés fenotipos: (i) hanseniase per
se; (i) hanseniase lepromatosa e; (iii) hanseniase tuberculdide; sendo que para
cada fenotipo analises foram realizadas tanto para a amostra total como para

subgrupos étnicos (Vietmanitas e Chineses).
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Interessantemente, resultados da andlise global foram diferentes de acordo
com a origem étnica das familias: Quando a andlise foi realizada para hanseniase
per se, tanto na amostra total como incluindo apenas as familias Chinesas, nao
demonstraram convincente evidéncia de um gene principal. Em contraste, nas
familias Vietnamitas foi detectada evidéncia de um gene principal co-dominante
com presenca de dependéncia familial (esposo-esposa, pais-filho e irmao-irmao).
Para hanseniase tubercul6ide, a mesma evidéncia de um gene principal co-
dominante com a presenca de dependéncia familial (pais-filho e irm&o-irméo) foi
observada nas familias Vietnamitas; entretanto, a hipétese Mendeliana sofreu
rejeicdo bordeline (P < 0.02). Este resultado foi replicado para hanseniase
tuberculdide na amostra total e no sub-grupo de familias Chinesas. Por fim, as
andlises realizadas para a hanseniase lepromatosa ndo foram conclusivas, um
baixo valor discriminatério foi observado entre os modelos; provalvemente, devido
ao menor numero de casos lepromatosos e sua distribuicdo heterogénia entre os
grupos étnicos.

Em resumo, a analise da sub-amostra Vietnamita demonstrou evidéncia
para um gene principal co-dominante controlando a susceptibilidade para
hanseniase per se. Entretanto, a presenca de uma forte dependéncia familial
residual dificulta a interpretacdo dos parametros do gene principal. Além disso, a
estratégia alternativa que os autores adotaram para a identificacdo dos probandos
ndo foi suficiente para eliminar o viés de recrutamento. Assim, a replicacdo dos
achados da ilha de Desirade (161) e muito menos a confirmacdo do modelo de
dois estagios controlando a susceptibilidade a hanseniase néo foi alcangada nesta

amostra populacional.
1.5.5.1.7. ASC em uma Amostra Populacional do Norte do Brasil

A atual década tem sido caracterizada por uma escassez de ASC
realizadas para a hanseniase, apesar da falta de consenso observada para os

diversos resultados ja publicados. Uma excecdo € um grande estudo combinando

ASC seguida de andlise de ligacdo paramétrica realizado por Shaw et al (177) em
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uma amostra populacional localizada no municipio de Marituba, regido
metropolitana de Belém. A finalidade deste estudo combinado foi de investigar o
eventual papel dos genes MHC no controle da doenca. Para tal, dados dos
probandos foram obtidos junto aos prontuarios médicos dos centros locais do
Ministério da Saude e do Hospital de Hanseniase de Belém. Apés a identificacdo
dos probandos, o recrutamento foi estendido para o restante dos familiares para
reconstitucdo dos pedigrees. Como resultado, foram obtidos 76 pedigrees
compostos por 1.166 individuos. A classificacdo adotada para os individuos
afetados foi de acordo com os critérios de Ridley & Jopling (72). Para cada
individuo nas familias (afetado ou ndo afetado), foi atribuida uma classe de
liability, obtidas dividindo a prevaléncia cumulativa pela populacdo do estado do
Para em seus respectivos grupos de idade. Por ultimo, a ASC foi conduzida para a
hanseniase per se utilizando o programa COMDS® (209), o qual possibilita testar
modelos de um Unico gene e de dois locus. Este programa dividiu os 76 pedigrees
em 160 familias nucleares através da estratégia de pointers, de acordo com 0s
meétodos de Morton et al (236) e Shields et al (237).

Os resultados da ASC sugerem o modelo de dois locus como 0 mais bem
ajustado quando comparado ao modelo de unico locus (P = 0.0007). Este modelo
de dois locus é constituido por um gene principal recessivo com a freqiéncia do
alelo de predisposicdo a doenca q = 0.0388 e um gene (ou varios genes)
modificador (es) recessivo (s) com frequéncia do alelo de predisposi¢cédo a doenca
g = 0.0159. Parametros deste modelo foram usados na anélise de ligacéo
parameétrica, onde forte evidéncia para ligagéo foi alcancada entre marcadores da
regido HLA de classe Il e Ill com a doenca (HLA-DQB1, LOD = 4.978, P =
0.000002; HLA-DQA1, LOD = 4.870, P = 0.000002; HLA-DRB1, LOD =5.783, P =
0.0000003; e TNF, LOD = 4.000, P = 0.00002).

Estes achados contrariam todos os achados anteriores indicando a
existéncia de um gene principal controlando susceptibilidade a hanseniase per se.
Esta nova proposta sugere que um modelo oligogénico de heranca pode
influenciar na susceptibilidade para a hanseniase, o qual esta ligado a regido HLA
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de classe Il e lll. Este modelo oligogénico ja havia sido demonstrado pelos

mesmos autores em uma outra doenga complexa, a tuberculose (238).
1.5.5.1.8. ASC para Reacao de Mitsuda em uma Amostra Populacional do Vietna

Nos Uultimos anos, estudos de agregagcdo familial (105), analise de
segregacao (104) e estudo de ligacao (103) tém indicado evidéncia de um
componente genético influenciando a reacdo de Mitsuda. Ranque et al (97)
realizaram uma analise combinada (ASC seguida andlise de ligagdo paramétrica)
com 0 objetivo de testar a existéncia de gene principal envolvido no controle da
reacdo de Mitsuda. Dados dos pacientes com hanseniase foram identificados a
partir dos prontuarios do Hospital de Dermatologia de Ho Chi Minh, sul do Vietn4,
através de recrutamento aleatério dos probandos seguido da extensédo aos seus
familiares. Todos os individuos afetados foram classificados de acordo com os
critérios de Ridley e Jopling (72). Para obtencdo do fendtipo quantitativo, o teste
de Mitsuda foi realizado através de injecéo intradérmica de 0.1 mL de lepromina A.
A leitura da reacdo foi realizada 28-30 dias ap0s a inoculagéo, e o diametro da
induracdo (em milimetros) foi mensurado por dois leprologistas independentes.
Um total de 168 familias foi incluido no estudo (1.118 individuos), sendo 104
familias de origem Vietnamita (738 individuos; 66%) e 64 familias de origem
Chinesa (380 individuos; 34%). Forte efeito do status de hanseniase (P < 10™),
grupo étnico (P < 10 e sexo (P = 0.004) sobre a resposta & lepromina foram
notados. A ASC foi conduzida utilizando o programa REGRESS® (239).

Os resultados da ASC independente do status clinico sugerem a existéncia
de um gene principal recessivo com a presenca de dependéncia familial (pais-filho
e irméo-irméo) como o modelo mais bem ajustado para os dados observados (P <
10°). A freqiiéncia estimada do alelo de predisposicdo “A” para o modelo
recessivo foi de 0.34. Em complemento & ASC, os autores realizaram uma analise
de ligacdo paramétrica utilizando os parametros estimados pela ASC para detectar
ligacdo entre marcadores e o gene NRAMPL1. Para tal, 20 familias nucleares (16

Vietmanitas e 4 Chinesas) com pelo menos 2 irméaos afetados (total de 118

51



irméos) foram recrutadas na cidade de Ho Chi Minh. Os resultados desta analise
nao proporcionaram nenhuma evidéncia de ligagdo entre o gene NRAMP1 e
resposta a reacdo de Mitsuda.

Os autores concluem que, embora o NRAMP1 néo responda pelo efeito do
gene principal observado na ASC, este gene pode estar contribuindo para o forte
efeito residual familial encontrado na mesma analise. Interessantemente, em 2007
(106) o mesmo grupo, realizando um scan gendmico, encontrou ligacdo sugestiva
entre Mitsuda e duas regides cromossOmicas, em uma destas, o locus 2q35 (P =9
x 10™), no qual esté situado o gene NRAMP1.

1.5.5.1.9. Outras ASC

Além dos estudos principais apresentados acima, varias andlises de
segregacao tém sido realizadas em diversas amostras populacionais de diferentes
composicdes étnicas usando uma variedade de métodos analiticos, com o objetivo
de identificar o melhor modelo de heranca para a susceptibilidade a hanseniase
per se e seus sub-tipos clinicos. Uma apresentacdo resumida destes estudos
pode ser encontrada na Tabela 1. Nota-se uma baixa concordancia entre as ASC,
gue pode ser parcialmente explicada pela heterogeneidade das amostras
populacionais estudadas, que frequentemente as afastam de uma hipotética
populagdo ideal para estudos desta natureza. Nesse sentido, uma populacao ideal
para ASC teria as seguintes caracteristicas: (i) elevada presenca de familias
estendidas multigeracionais com multiplos casos de hanseniase; (i) alta
frequéncia da doenca igualmente distribuida por toda comunidade; (iii) elevado
grau de isolamento, com baixo fluxo migratorio; (iv) homogeneidade ambiental,
socioecondmica e background étnico; e (v) a possibilidade de recrutamento total

da populacao, evitando qualquer viés de recrutamento.
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Tabela 1 — Reviséo resumida de outras ASC prévias conduzidas para hanseniase.

Referéncia | Tipo de amostra Método de analise Conclusao
Smith  (1979) | 91 familias da Filipinas, no | Analise de segregacdo | Consistente com uma  hip6tese
(240) gual pelo menos um filho | classica, segundo o método | recessiva autossomal para

desenvolveu a forma
lepromatosa da doenca

de Elandt-Johnson
(241)

(1970)

susceptibilidade a forma lepromatosa da
hanseniase

Serjeantson et
al (1979) (242)

340 probandos da Papua
Nova Guiné e seus
parentes de primeiro grau

Modelos multifatoriais e de
gene Unico para heranga de
tracos semi-continuos,
desenvolvido  por  Wilson
(1979) (243)

Distribuicdo familial de ambos casos:
lepromatosos e  né&o-lepromatosos,
compativel com o modelo de heranga
Multifatorial, porém os resultados nao
sdo conclusivos

Demenais et al
(1985) (244)

16 pedigrees multigeracio-
nais da ilha de Desirade

Modelo de probabilidade de
transmisséo desenvolvido por

Para susceptibilidade a hanseniase per
se: evidéncia de um gene principal foi

Elston e Stewart (1971) | notada, porém a hipotese de
(211). Considerando trés | transmissdo Mendeliana foi rejeitada.
fendtipos: per se, | Em adicdo, para hanseniase néo
lepromatosos e ndo | lepromatosa: os resultados sugerem um
lepromatosos gene principal recessivo Mendeliano
Abel et al | 402 familias nucleares do | Dois modelos foram | Os resultados obtidos com ambos os

(1992) (224)

sul do Vietnd (Chineses
(117) e Vietnamitas (285))

aplicados nesta andlise: o
modelo baseado em uma
fungdo logistica de risco de
Abel e Bonney, 1990 (235) e
0 modelo logistico regressivo
de Bonney, 1986 (204). Os
dois modelos foram aplicados
para hanseniase per se

modelos foram similares. Para as
familias Chinesas, obteve evidéncia
para um gene principal co-dominante
(frequéncia do gene 0.024) com
dependéncial familial residual, porém a
transmissdo Mendeliana foi rejeitada.
Para as familias Vietnamitas, obteve a
presenca de um gene principal
altamente significativo (P > 0.0001) e,
compativel com a hipétese Mendeliana.
Em adicdo, dois modelos genéticos
ajustados néo puderam ser
diferenciados: (i) um gene co-dominante
(frequéncia 0.002) com dependéncia
familial residual e; (i) um gene
dominante (freqiiéncia 0.001) também
com dependéncia familial residual.

Nota: ASC realizadas para a hanseniase per se e tipos clinicos, utilizando uma variedade de
métodos analiticos em diversas amostras populacionais.
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2. Justificativa

Na hanseniase, diversos estudos moleculares de ligacdo e associagdo tém
tido sucesso na identificacdo de genes controlando susceptibilidade do hospedeiro
a hanseniase per se e formas clinicas. Porém, questdes basicas a respeito do
modelo genético envolvido ainda n&o foram respondidas, em parte devido a
resultados discordantes das diversas ASC realizadas ao longo das ultimas
décadas. Embora a maioria desses estudos indique a presenca de um gene
principal recessivo ou co-dominante controlando a susceptibilidade a hanseniase,
diferentes resultados sdo comumente notados. E possivel que estas discrepancias
sejam devido a dificuldades classicas de controle de variaveis ambientais,
socioecondmicas, culturais e relativas ao patégeno, como por exemplo, em
hanseniase, nivel de exposicdo da populagcdo ao M. leprae. Além disso, a
possibilidade de desvios de recrutamento ndo pode ser descartada em estudos
amostrais. Finalmente, nenhum destes estudos genético-epidemiolégicos foi
realizado em populacdes isoladas e hiper-endémicas. Como resultado, o modelo
de heranga genético que melhor explica o controle da susceptibilidade do

hospedeiro a hanseniase ainda permanece desconhecido.
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3. Objetivos

3.1. Geral

O objetivo geral deste estudo é de estimar parametros do modelo de
heranca genética que melhor explique os pedigrees observados na Coldnia Santo
Anténio do Prata, uma populacdo isolada e hiper-endémica de hansenianos
localizada no Para, norte do Brasil.

3.2. Especificos

. Descrever a populacdo em estudo para as variaveis epidemioldgicas:
() idade; (ii) género e; (iii) etnia;

. Descrever o padrdo de distribuicdo geografica de casos de
hanseniase na comunidade;

. Utilizar dados de parentesco de primeiro grau de toda a populacdo
da Colbnia do Prata para reconstruir os pedigrees a serem incluidos na
Andlise de Segregacdo Complexa;

. Realizar uma Andlise de Segregacdo Complexa para hanseniase per
se na colecdo de pedigrees reconstruidos, a fim de descrever o modo de
heranca mais adequado para explicar os padroes dos pedigrees
observados;

. Estimar a frequéncia do alelo de predisposicdo a doenca e a
penetrancia, de acordo com a idade, gendtipo e género na populacédo

estudada.
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ABSTRACT

Background: Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium
leprae that affects 250.000 new individuals/year worldwide. Genetic analysis has
been successfully applied to the identification of host genetic factors impacting on
susceptibility to leprosy; however, a consensus regarding its mode of inheritance is

yet to be achieved.

Methods: We conducted a Complex Segregation Analysis (CSA) on leprosy using
data from the Prata Colony, an isolated, highly endemic former leprosy community
located at the outskirts of Brazilian Amazon presenting large multiplex,
multigenerational pedigrees. Our enrollment strategy was complete ascertainment
leading to the inclusion of the whole colony (2005 individuals, 225 affected)
distributed in 112 pedigrees. CSA was performed using REGRESS, which
specified a regression relationship between the probability of being affected and a

set of explanatory variables.

Results: CSA identified a best fit co-dominant model, with a major gene
accounting for the entire familial effect observed. The frequency of predisposing
allele was estimated at 0.22. Penetrance for homozygous individuals for the
predisposing allele older than 30 years old ranged from 56% to 85%, depending on

gender.
Conclusions: A strong major gene effect in the isolated, hyper-endemic Prata
Colony indicates enrichment of genetic risk factors, suggesting a population

particularly suitable for leprosy gene identification studies.

Keywords: leprosy; Mycobacterium leprae; complex segregation analysis.
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INTRODUCTION

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae that
affects 250.000 new individuals worldwide every year, with the majority of cases
concentrated in India and Brazil [1]. Clinical manifestation of the disease is a
consequence of the interaction between the bacteria and the immune system of
the host. After exposure, most individuals develop efficient immunity against M.
leprae with no signs of clinical disease. However, in a small proportion of exposed
individuals, leprosy manifests in a wide spectrum of clinical forms, ranging from the
localized, tuberculoid to the systemic, lepromatous disease [2], associated with a
Thl or Th2 type of immune response presented against the pathogen, respectively
[3]. Despite a global leprosy elimination effort coordinated by the World Health
Organization since 1991, the disease persists in 118 countries, with Brazil, Nepal
and Timor-Leste still to achieve the elimination goal of a prevalence rate lower than
1/10,000 [1].

Clinical outcome of infection is the result of interaction between variables related to
the host, the pathogen and the environment [4, 5]. In this complex scenario, an
important role for host genetic risk factors controlling susceptibility to disease has
become increasingly evident. Recent genetic analysis has been based on the
investigation of candidate genes, genomic regions or genome-wide searches. For
example, variants of the HLA class | and Il [6], HLA-linked genes MICA and MICB
[7], TAP [8], TNFA [9-11], KIR [12]; and non-HLA genes IL-10 [13, 14], VDR [15,
16] and SLC11A1 (formerly NRAMP1) [17, 18] have been implicated with leprosy
phenotypes. In addition, three model-free genome-wide linkage studies involving
different leprosy phenotypes have been performed, localizing loci harboring
susceptibility genes on chromosomal regions 10p13 [19], 17g11-g21 [20], 6925-
g26 and 6p21 [21]. However, only from chromosomes 6g25-q27 and 6p21 new
leprosy candidate genes have emerged: high density association mapping resulted
on the positional cloning of leprosy per se susceptibility variants located on the
shared regulatory region of the PARK2 and PACRG genes on chromosome 6q25-
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g27 [22, 23] and of a functional regulatory site of the LTA gene located on 6p21
[24].

In addition to molecular, DNA-dependent studies, classic observational genetic
epidemiology tools, such as Complex Segregation Analysis (CSA), have been
used to contribute for the advance of the understanding of the genetic basis of
complex diseases [5]. Several CSA have been performed in leprosy affected
population samples of different ethnical background using a variety of analytical
methods, with the objective to identify the best fit model of inheritance for leprosy
phenotypes. While a few studies could not distinguish between environmental and
genetic effects or suggested a predominant environmental effect controlling
susceptibility to disease [25, 26], a larger number indicate the existence of a
recessive major gene (MG) controlling susceptibility to lepromatous [27], non-
lepromatous [28-30] and leprosy per se [30, 31]. Of note, the term “major gene”
means its effect is important enough to be distinguished from other genes effects
but does not assume it is the only gene involved. In contrast, two studies
concluded in favor of the existence of a dominant or co-dominant MG related with
susceptibility to leprosy per se in families from Thailand [32] and Vietnam [33].
More recently, Shaw et al. [9] described a best fit model for leprosy per se
susceptibility that included two loci, being one a recessive MG and the other, a

recessive modifier.

Importantly, none of these previous studies have been performed using an
isolated, hyper-endemic leprosy population homogenously exposed to the disease.
In addition, enrollment strategies are always prone to ascertainment bias that is
only completely controlled if the entire target population is included. For example,
complete ascertainment was applied in two CSA performed for susceptibility to
Human T Lymphotropic Virus type 1 (HTLV-1) and Human Herpes Virus 8 (HHV-8)
using an isolated hyper-endemic population from French Guiana, with notable
results [34, 35]. In leprosy, the CSA conducted in 1988 in the Desirade Island

involved 1600 individuals recruited from an area with disease frequency of
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~30/1000, the highest at the time [30]. To date, the Desirade study is the closest to
a theoretical ideal design for a CSA on leprosy, in which the entire population from

an isolated hyper-endemic area would be recruited.

Here we present the results of a CSA performed in a unique collection of leprosy
multiplex, multigenerational families corresponding to the complete population of
the Colony of Santo Antdnio do Prata (the Prata Colony), located at the Amazonic
state of Para, north of Brazil. The Prata is a former leprosy colony created in the
early 20’'s with the objective to isolate leprosy affected individuals. Isolation was
compulsory up to 1962; however, the population of the colony remains isolated up
to date, probably due to the strong stigma still associated with the disease.
Preliminary assessment indicated the highest disease prevalence ever reported
worldwide, homogenous environmental and socioeconomic variables and a

predominance of a mixed ethnic group.

MATERIALS and METHODS

Population Recruitment

The entire population of the Prata Colony was contacted by the research team over
a period from April 2006 to December 2007. The investigation was approved by the
Research Ethics Committee of the Pontifical Catholic University of Parana, by the
Brazilian National Board for Ethics in Research and by the Ethics Research

Committee of the World Health Organization.

To assure that all households were contacted, visits were planned following a
previously existing sub-division of the colony in six sectors. All households of one
sector were visited before the entire research team moves on to the next sector.
The procedure was repeated until all sectors were systematically included. All adult
individuals were independently interviewed by trained personnel. Information

regarding individuals under 18 years old was provided by the parents.
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Epidemiological data collection and phenotype defin ition

Demographic (gender, age, ethnicity, location of the household) and affection
status was collected for all individuals, who were classified as affected or not by
leprosy per se, i.e., leprosy independent of the clinical form. Ethnicity was defined
by trained personnel based on the following phenotypic characteristics: color of the
skin, hair type and nose and lips format [36]. Age and disease status were self-
reported at the interview. For self-reported affected individuals, both covariates
were confirmed upon cross-checking using three independent sources available at
the local health care center: (i) the medical record of the patient; (ii) a copy of the

compulsory notification form and (iii) a registry book used for treatment follow-up.

Pedigree Reconstruction

To allow for pedigree reconstruction, parental information was also obtained for all
individuals. Pedigree drawing was performed using Cranefoot® v3.2.2 [37].
Information regarding members of informative pedigrees but not living in the colony
(moved or deceased) — therefore not personally interviewed — was used upon
confirmation of epidemiological and clinical status, as described above. If checking
of disease status was not possible, these individuals were coded as “unknown”.
One very large pedigree (figure 1) was decomposed, due to computational
limitations, following systematic criteria that reduced the loss of information [38],
before included in the CSA. If necessary to link nuclear pedigrees, individuals were
duplicated or created (“dummies”), a procedure that did not impact over the

outcome of both the epidemiological description and the CSA (figure 1).
Statistical methods
The phenotype of interest for the CSA was a binary trait — that is, affected or non-

affected by leprosy. To investigate the influence of covariates, age was coded as

the natural logarithm of age in years, which was the best-fitting age function based
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on Akaike’s information criterion (AIC) [39]. Ethnicity was coded as a categorical
variable with 3 classes: white (the reference class), black and mixed. The analyses
were performed using logistic regression analysis as implemented in the
LOGISTIC procedure of SAS software v.9.1; (SAS Institute, Cary, NC).

Segregation analysis was done by using the regressive logistic model [40], which
specified a regression relationship between the probability of a person to be
affected and a set of explanatory variables, including MG, phenotype of preceding
relatives, and other covariates. The regressive model allowed to analyze large
families as a whole, to estimate simultaneously genetic and risk factor effects, and
to consider different patterns of familial correlations for leprosy status. The class D
pattern of familial dependence (FD) [40] was applied. Four types of phenotypic FD
were considered: father-mother (FM), father-offspring (FO), mother-offspring (MO),

LTS

and sib-sib (SS), with corresponding regression coefficients denoted as “Trw,” “I'ro,”
“I'o,” and “I'ss,” respectively. To account for the phenotype “unaffected”, each I'
parameter is a vector of 2 coefficients [40] — IemM=YFmuanf, YFMaf, IFO=YFOunafs YFOaffs
IMo=YMounaf, Ymoaff @nd T'ss=Yssunaf, Yssaf- The interpretation of the I's raises some
difficulties that have been considered in details by Abel and Bonney [41] since they
are usually not directly interpretable in terms of odds ratio because the phenotypes

are both dependent and explanatory variables.

The estimated parameters of the MG were Q (the frequency of allele a
predisposing to be affected by leprosy) and aaa, aaa, and aaa (the 3 baseline risks of
being affected on the logit scale for the 3 genotypes, “AA”, “Aa”, and “aa’,
respectively). Furthermore, the parent-offspring transmission of the major effect
was parametrized in terms of the three classical transmission probabilities as
defined by Elston and Stewart [42]: taaa, Taaa» and taaa Which denote the
probabilities of transmitting “a” for individuals “AA”, “Aa”, and “aa”, respectively
[42]. Mendelian transmission is obtained by setting taaa=1, Taaa=0.5 and taa2=0.0; in
this case the major effect is actually a MG. Two additional models including a

major effect were considered: (i) a model in which three types of individuals - aa,
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Aa and AA - are specified but in which absence of parents-offspring transmission is
obtained by setting taaa,= Taaa= Taaa; and (ii) a more general transmission model in
which the three ts are estimated. Segregation of a MG can be inferred if we failed
to reject the Mendelian transmission of the major effect when compared with the
general transmission model and we reject the non transmission hypothesis when
compared with the general transmission model. Parameter estimation and
hypothesis testing were performed using classic likelihood strategies. Because of
the study design, i.e. exhaustive collection of the whole population, there was no
need for ascertainment correction. CSA was performed as implemented in
REGRESS [43], which incorporates the regressive approach into the LINKAGE
package [44].

RESULTS

Population description

From all 2007 individuals invited, only two denied to participate; therefore, a total of
2005 individuals (1012 males, 993 females) signed an informed consent and were
enrolled in the study. Leprosy prevalence was 12.82% (257 confirmed cases/2005
individuals), distributed equally throughout the colony (figure 2). For the CSA, after
removal of single subjects and uninformative families, a total of 1867 individuals
(225 affected and 1642 unaffected) were included, distributed in 112 pedigrees.
Therefore, the observed prevalence in the CSA families was 12.05%, very close to
the global one. All clinical forms of disease were represented, with 104 (40.5%) of
the cases being lepromatous, 53 (20.6%) tuberculoid, 53 (20.6%) borderline and
47 (18.3%) of indeterminate clinical form. The mean and median age of diagnosis

was 27.2 years old and 25 years old, respectively.
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Analysis of Covariates

In the univariate analysis, there was a strong effect of age over disease status
(table 1). Distribution of the disease according to age class shows an increase of
the proportion of leprosy affected individuals in each age class as age increases up
to >60 years old. Males were more often affected (13.8%) than females (10.2%).
The distribution of leprosy across ethnicity shows a higher proportion of affected
among blacks (19.2%) as compared to whites (10.6%) and mixed (11%) (p =
0.002). Multivariate logistic regression analysis confirmed the strong effect of age
(p < 10% and gender (p = 0.002); however, the ethnicity effect became not

significant as it was due to an age confounding effect.
Complex Segregation Analysis

Results of CSA are shown on table 2. Since we never observed significant FM
correlation, these results were not included in the table (data not shown). Also, in
the different analyses we never observed a significant difference between FO and
MO dependence, therefore, only a global parents-offspring (PO) dependence

(YFounafiaff = YMOunafiaff = YPounaf/af) Was considered.

There was evidence of a strong FD, since the sporadic model without FDs was
rejected against the model that included PO plus SS correlation (model | vs lic,
X2(2df) = 22 p=107). When comparing the model with SS correlation versus the
model with PO plus SS correlation, the first model was rejected (model IlIb vs lic,
X2(2df) = 13 p=0.0015). The inclusion of a codominant major effect to PO plus SS
familial dependencies resulted in a highly significantly better-fit (model lic vs Il ,
X2(3df) = 26 p=10~). Interestingly, removal of residual PO plus SS dependence did
not significantly impact on the fitness (model Ill vs IVa, Xx2(4df) = 2 p=0.73). The
codominant model was significantly better than a recessive model (IVb vs IVa;
X2(1df) = 9 p=0.0027). Finally, the transmission of the codominant major effect was

compatible with the Mendelian hypothesis (IVa vs VI; x2(3df) = 5 p=0.17), and the
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hypothesis of no transmission was rejected (V vs VI , x2(2df) = 27 p=10°); In
summary, the CSA is in favour of a codominant MG influencing leprosy per se.
Under this codominant MG model (o aa # @ aa # @ aa), the frequency of the
predisposing allele “a” was estimated at 0.22. The same analysis was performed

using the mixed population only, with similar results (data not shown).
DISCUSSION

With the development of powerful tools for molecular genetic analysis, studies of
genetic risk factors for complex traits have been concentrated on linkage and
association analysis and new, exciting susceptibility loci and/or candidate genes
have been described [45, 46]. For leprosy, even though several initiatives have
been successfully used to identify genes related with host susceptibility to disease
phenotypes [6, 47], basic questions regarding the genetic model involved are still
not precisely known, as reflected by discordant results of several CSA conducted
to date [9, 25-33]. These discrepancies may be due to the tremendously difficult
task of accounting for all environmental, socioeconomic, cultural variables involved,
such as the level of exposure of the population to the pathogen, as well as
limitations regarding population enrolment. For example, the large number of
individuals required for a powerful CSA often imply in population sample
heterogeneity and ascertainment bias — except if the population is exposed to very

high disease risk and/or is entirely included in the study.

The objective of this study was to conduct a CSA using data obtained from the
entire population of the Colony of Santo Antonio do Prata, a former leprosy colony
with unique characteristics such as very high disease frequency with equal
distribution across the community (no clustering of cases), indicating homogenous
exposure to the pathogen, high degree of isolation and homogenous socio-
economical, environmental and ethnic backgrounds. We hypothesize that, since
the colony has been founded almost exclusively by leprosy affected individuals,

genetic risk factors are enriched within the community, today composed by a large
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number of extended, multiplex, multigenerational families. Of note, almost 80% of
the population can be related to a single, very large pedigree (figure 1). In this
context, the Prata CSA detected the existence of a MG controlling leprosy per se
susceptibility, inherited following a co-dominant model with the frequency of the
predisposing allele “a” estimated at 0.22. Our results are not far from a recessive
model as observed in a previous CSA performed using a population from the
Desirade Islands [30] - small discrepancies may be due to ascertainment
correction procedures adopted in the Desirade and not necessary in the Prata
study. Under this co-dominant, recessive-like model, ~5% of the population is “aa”
homozygous, therefore highly predisposed to leprosy. As shown in figure 3, in
addition to the strong effect of the underlying genotype, disease penetrance was
also influenced by gender and age; as an example, at 30 years old, penetrance
ranged from 0.85 for “aa” males to 0.56 for “aa” females and 0.0006 for “AA”

females.

A previous, classic study of a population from Malawi demonstrated an increased
risk for leprosy among dwelling contacts of a leprosy case. Disease risk decreased
for household contacts and was the lowest for no contacts, leading the authors to
conclude an environmental or behavioral cause for familial aggregation [48]. In the
Prata colony, the MG effect was detected in the presence of familial dependency;
however, when taking out these dependencies, the effect could be better noticed,
indicating that the observed familial aggregation was entirely explained by
genetics. Interestingly, the median age of diagnosis of leprosy in the Prata (25
years old) is lower than the Brazilian national median of 39 years old [49]. Although
early diagnosis of cases in a hyper-endemic population under constant monitoring
is somewhat expected, this observation is compatible with recent findings
suggesting that early leprosy cases are more likely to have a genetic basis [24].
Unfortunately, more precise inference about the nature of the MG effect observed
is limited by the impossibility of CSA to distinguish between one single, co-

dominant gene with very strong effect or several co-dominant genes with milder
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effect that will play additively on the risk. For further investigation, molecular, DNA-

based studies are necessary.

The results of the Prata CSA support the hypothesis of an enrichment of genetic
risk factors in this particular population, making it ideal for future gene mapping
analysis. For example, parameters of genetic model generated by the CSA may be
used for model-based linkage analysis followed by high density association
mapping using the already mapped Prata families. Such positional cloning strategy
has already proven successful in the context of model-free linakge analysis with
the identification of the PARK2/PACRG [22, 23] and LTA [24] as leprosy
susceptibility genes. The use of a model-based approach in the first step (i.e.
linkage analysis) should provide even more powerful to detect new genes in such
highly susceptible population. This will pave the way for a better understanding of
the physiopathology of this still devastating disease in the context of natural
condition of infection.
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TABLES

Table 1. Factors influencing the onset of leprosy:

and multivariate logistic regression analysis.

results from univariate

Univariate Multivariate
Covariate N* Affected (%) analysis analysis
Age (years) <10* <10*
0-20 1019 28 (2.7)
21-40 520 54 (10.38)
41 -60 233 86 (36.9)
> 60 95 57 (60)
Gender 0.01 0.002
Male 933 129 (13.8)
Female 934 96 (10.2)
Ethinicity 0.002 0.365
White 187 20 (10.6)
Mixed 1451 161 (11) 0.08? 0.57
Black 229 44 (19.2) 0.01° 0.67

* Only informative individuals included in the CSA.

% mixed vs white.
® plack vs white.
N sample size.
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Table 2. Segregation analysis of leprosy  per se in the Prata population.

yPO vPO ySS ySS B |gg
Model Qa 0 AA 0 Aa 0 aa unaf af unaf af gender age tAAa tAaa taaa  -2InL+C
I. Sporadic (0)  -3.67 [0AA]  [aAA]  (0) (0) (0) (0) 052 227 - - - 55
Il. FD
a. PO 0) -3.78 [«AA]  [aAA] -0.44  0.62 (0) (0) 051 233 - - - 42
b.SS (0) -3.85 [« AA]  [aAA]  (0) (0) -0.06 0.61 051 224 - - - 46
c. PO+SS (0)  -3.90 [@AA]  [eAA] -0.23 056 -0.08 0.49 048 231 - - - 33
Ill. MG and FD
PO+SS 0.21 -7.62 -5.38 0.29 -0.23 0.28 -0.06 0.06 -0.66 4.50 0) (0.5) Q) 7
IV. MG
a. codominant 0.22 -7.98 -5.94 -0.68  (0) (0) (0) (0) -0.75 426  (0) (0.5) (1) 5
b. recessive 0.27 -6.49 [-6.49] -0.97 (0) (0) (0) (0) -0.72 382 (0) (0.5) (1) 14
V. Absence of Transmission 0.06 -6.76 -6.75 -0.87 ©) 0) 0) 0) -0.69 432 0.68 [tAAA] [tAAA] 27
VI. General Transmission 015 -7.59 -5.60 -1.05  (0) (0) (0) (0) -0.64 413 0.00 031 1.00 0

NOTE. Abbreviation: FD, familial dependence; SS, sibling-sibling; PO, parent-offspring; MG, major gene.
“-" non-relevant parameter in the model.

‘()" fixed parameter for hypothesis.

‘11" parameter fixed to the same value as the preceding estimated parameter.

“Q" frequency of leprosy predisposing allele “a”

“a” baseline risk of being affected on logit scale corresponding to 3 genotypes: AA (0AA), Aa (aAa), aa (caa).
“YPO andySS' regression coefficients associated with familial dependences PO and SS, respectively.

“B" covariable regression coefficients.

“t” 1AAa, tAaa , taaa probabilities of transmitting “a” for individuals AA, Aa, and aa, respectively.

C =-1015, corresponding to twice the logarithm of the likelihood (2InL) of the best-fitting model (model VI).
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FIGURES -Titles and legends

Figure 1. Pedigree 1 constituted by 2238 individuals including residents and non-residents at the colony, duplicates and dummies.
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Individuals that link two or more nuclear families appear duplicated and connected by colored lines. Pedigrees were drawn using Cranefoot® v 3.2.2 [37].
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Figure 2. Distribution of households, all individua Is and leprosy affected

individuals across the six sectors of the colony.
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Sector 1 Sector 2 Sector 3 Sector 4 Sector & Sector 6
|I Households 305 11.83 26.56 11.83 8.51 10.79
| Individuals 323 12.39 2478 11.56 829 10.68
|lAffecteds 26.25 11.25 37.08 8.75 7.92 B75

Values inside the cells correspond to the exact percentage of households, total individuals and
leprosy affected individuals distributed in each sector of the colony. An apparent increase of leprosy
cases in sector 3 is due to the location, in this sector, of the permanent shelter for old leprosy cases

with no relatives living in the colony.
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Figure 3. Penetrance (i.e. probability of being lep  rosy affected) according to
age, genotype and gender, as predicted in the model [Va (tablel). “a” is the

leprosy predisposing allele.
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Exact penetrance values at 30 years old are: for females, 0.56 for “aa” and 0.005 for “Aa”; for
males, 0.85 for “aa” and 0.024 for “Aa”. Penetrance for homozygous “AA” individuals at 30 years old

was 0.003 for males and 0.0006 for females (not included in the figure).
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5. Conclusodes

* Forte efeito da idade foi observado sobre o status da doenca. Embora
presente em todas as classes de idade, existe um aumento da doenca com
a idade, variando de (2,7%) em individuos < 20 anos de idade para (60%)
em individuos > 60 anos de idade (p univariada < 10; p multivariada < 10™);

* A proporcao de homens afetados foi maior (13,8%) do que a notada entre
as mulheres afetadas (10,2%) (p univariada = 0,01; p multtvariada = 0,002);

» A distribuicdo da hanseniase através da etnia demonstra uma concentracéo
maior de individuos da etnia negra entre os afetados (19,2%) em
comparagao aos da etnia branca (10,6%) e mista (11%) (p univariada = 0,002);

» Os casos de hanseniase estavam distribuidos igualmente através dos seis
setores da colonia, indicando exposicdo uniforme da populagdo da
comunidade a doenca;

» Foi detectada a presenca de um gene principal co-dominante controlando a
susceptibilidade para a hanseniase per se na populagéo estudada;

* A frequéncia do alelo de predisposicao “a” foi estimada em 0.22 (p = 5,04 e-
07);

» A penetrancia variou de acordo com a idade, genétipo e género, atingindo
~85% entre homens “aa” com idade de 30 anos.
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