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else has thought”
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RESUMO

INTRODUGAO: Os Estados Reacionais (ER), Reacdo Reversa (RR) e Eritema
Nodoso Hansénico (ENH) sdo episddios inflamatérios extremos, de inicio abrupto,
que acometem cerca de 30% dos individuos afetados por hanseniase ao
diagnodstico, durante e até mesmo apos o término do tratamento para a doenca.
Atualmente, esses episodios imprevisiveis sdo 0s maiores responsaveis por
estigmas associadas a hanseniase. Neste contexto, a descri¢cdo de fatores preditivos
para ER teriam um grande impacto sobre estratégias de prevencéo destes eventos
tdo estigmatizantes, os quais somente nos ultimos anos vém estado em foco de
pesquisadores em hanseniase. Em um estudo prévio comparando um amplo painel
de citocinas, utilizando soro de individuos afetados por RR e ENH, nosso grupo
identificou /L6 e CXCL10 como fortes candidatos genéticos a susceptibilidade a ER.
Paralelamente, nove genes das vias envolvendo TNF-a, associados a RR em estudo
realizado por nossos colaboradores (dados ndo publicados), e o gene TLR2
selecionado da literatura foram testados como candidatos a replicagéo.

OBJETIVO: Investigar a participagdo de genes candidatos ao controle da
susceptibilidade a ER em individuos diagnosticados com hanseniase.

RESULTADOS: No presente trabalho, demonstramos os resultados de um estudo
prospectivo envolvendo 409 individuos afetados por hanseniase, monitorados por
pelo menos um ano para averiguar a ocorréncia de ER. No fim do periodo de
acompanhamento, 154 individuos desenvolveram RR, 39 desenvolveram ENH e os
216 remanescentes foram considerados controles. Para a obtengcéo dos gendétipos
utilizou-se de metodologia TagMan, baseada na captacdo de fluorescéncia. As
frequéncias genotipicas foram comparadas entre casos de ER (RR ou ENH) versus
controles pareados por forma clinica. Foi observada associagédo entre as variantes
dos genes TLRZ2 rs3804099 (p=0,06) e NLRP12 rs4539722 (p=0,01) e a ocorréncia
de RR; os genes CXCL10 rs4859587 (p=0,002) e MAP2K2 rs12459484 (p=0,02)
demonstram-se associados ao desenvolvimento de ENH. O resultado de maior
impacto, foi a detecgcéo da forte correlagcéo entre polimorfismos do gene IL6 e ENH:
foram encontradas evidéncias estatisticamente significativa de associacéo entre os
trés tag SNP do gene /L6 e ENH: rs2069832 (p=0,002), rs2069840 (p=0,03) e
rs2069845 (p=0,04). Um polimorfismo funcional presente na regido regulatoria do
gene IL6 (rs1800795), também demonstrou-se associado a ENH (p=0,005). Analise
de regressao logistica subsequente, incluindo estes marcadores, revelou dois sinais
independentemente associados a ENH. Analises haplotipicas demonstraram
associagado significativa para a combinagdo de alelos de risco dos dois sinais
observados e ENH. Por fim, foi detectada correlagdo estatisticamente significativa
entre gendtipos de risco dos marcadores rs2069832 (p=0,04), rs2069840 (p=0,02) e
rs1800795 (p=0,04) e niveis séricos de IL6 em uma amostra contendo 49 individuos
selecionados. Nao foi observada associagao entre ER e os genes RNF216, PRKCZ,
MAP2KS, MAP3K5, NLRP4, JAK1 e TRAF1 no grupo estudado.

CONCLUSAO: Em conjunto, os resultados do presente estudo implicam novos
genes e polimorfismos associados ao controle da susceptibilidade a estados
reacionais da hanseniase, com destaque para o /IL6.

PALAVRAS CHAVE: Genética. Estados reacionais em hanseniase. Reacéo
reversa. Eritema nodoso hansénico. Estudo de associagéo. SNP.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Type 1 (T1R) and Type 2 (T2R) leprosy reactions (LR) are
aggressive inflammatory episodes of sudden onset that occur in 30% of leprosy
affected individuals, often several months after successful completion of treatment.
Today, these unpredictable episodes are the major cause of permanent disabilities
associated with leprosy. In this scenario, the description of innate predictive factors
for LR will have a major impact over preventive strategies against the effects of such
a stigmatizing event, which only recently has come under leprosy research focus. In
a previous comparative screening of a large panel of cytokines in the serum of
individuals affected by T1R and T2R, our group identified /L6 and CXCL10 as strong
candidates for genetic analysis. In parallel, several genes from pathways linked to
TNF-a, associated with T1R in in a Viethamese sample in a study performed by our
collaborator (unpublished data), and the TLR2 from the literature, to be tested as
replication candidates.

OBJECTIVE: To investigate the role of the studied candidate genes on susceptibility
control for LR in leprosy diagnosed patients.

RESULTS: Here, we present the results of a prospective follow-up study in a cohort
of 409 leprosy-affected individuals monitored for at least one year for the occurrence
of LR. By the end of the follow-up, 154 individuals had developed T1R, 39 had
developed T2R and the remaining 216 were considered as controls. Fluorescence-
based TagMan technology was applied to produce genotypes of all individuals.
Genotype frequencies were compared between LR cases (T1R or T2R) versus
controls matched by leprosy clinical form. Association was observed between T1R
and variant on genes TLR2 rs3804099 (p=0.06) and NLRP12 rs4539722 (p=0.01),
for T2R outcome the polymorphism of CXCL10 rs4859587 (p=0.002) and MAP2k2
rs12459484 (p=0.02) were significantly associated. Most importantly, we found
independent, positive evidence for association between T2R and three /L6 tag SNPs
—rs2069832 (p=0.002), rs2069840 (p=0.03) and rs2069845 (p=0.04), as well as with
the known functional /L6 regulatory variant rs1800795 (p=0.005). Subsequent logistic
regression analysis, including these markers, showed two independent bins
associated with T2R phenotype. Haplotype analysis demonstrated significant
association between risk alleles of the two bins and T2R. Finally, we produced
functional data showing statistically significant correlation between risk genotypes of
rs2069832 (p=0.04), rs2069840 (p=0.02) and rs1800795 (p=0.04) and serum levels
of IL6 in a sample of 49 selected individuals. No association was observed between
LR and the genes RNF216, PRKCZ, MAP2K5, MAP3K5, NLRP4, JAK1 and TRAF1
in the studied group.

CONCLUSION: Taken together, these results strongly implicate new genes and
polymorphisms in the control of susceptibility to leprosy reaction, with emphasis on
IL6.

KEYWORDS: Genetic. Leprosy reaction. Type 1 reaction. Type 2 reaction.
Association studies. SNP.
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1 INTRODUGAO

1.1 HANSENIASE — ASPECTOS GERAIS
3

1.1.1 Historico da hanseniase

Hanseniase é uma doenca milenar de caracteristicas clinicas e fisiopatolégicas
bem conhecidas e agente etioldgico bem descrito. As primeiras referéncias a doenca
provém de papiros egipcios datados de mais de 4.000 a.C. [1]. Além disto, restos
mortais escavados na india e datados de aproximadamente 2.000 a.C. apresentam
deformidades caracteristicas da doencga (figura 1). Escrituras deixadas pelos povos

chineses e indianos ha mais de 600 a.C. também contém referéncias a hanseniase

[2].

Photo courtesy Appalachian State University and University of North
Carolina. A photo of part of a 4,000 year okd skeleton found in India.
Scientists determined that this individual suffered from leprosy. "A"
shows lesions, teeth loss and erosion of the naval aperture, all signs
of leprosy. "B" shows an up-close view of pathological changes to
the Maxilla (an area just below the nose).

Figura 1 — Cranio humano fossilizado de aproximadamente 4.000 anos apresentando caracteristicas
compativeis com hanseniase.
Fonte: [3]

A doenca “lepra”, cujo agente patogénico € o Mycobacterium leprae (M.

leprae), muito provavelmente teve sua origem no norte/nordeste do continente



africano, mesmo local onde supostamente surgiu o ser humano moderno; com as
sucessivas migracdes do homem, o patégeno foi carreado para Asia e Europa,
sendo introduzido nas Américas somente no periodo das navegacgdes, retornando a
costa oeste do continente africano com o intercambio de escravos [4, 5]. A inferéncia
da rota de disseminacao da doenca foi estimada verificando a presenca de variantes
muito raras que surgiram no genoma do M. leprae ao longo dos séculos e soO

estavam presentem em cepas coletadas em certas regides do globo (Figura 2).
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Figura 2 — Disseminacgéo de hanseniase no mundo — a diferenciagéo do bacilo acompanhando as
rotas migratérias humanas.
Fonte: [5]

A biblia, em sua forma atual, conta com aproximadamente 50 citacbes do
termo “lepra” em diversas passagens. Curiosamente, o denominagao hebraica,
zara’at, originalmente utilizada para designar lesdes cutaneas consideradas
“impuras”, pode ter sido distorcida em sua traducdo para o grego “lepra” (lepros,
“aspero, descamativo” e lepis “escama, casca”) na septuaginta [6]. Ha uma grande
discussao na comunidade cientifica se realmente a “lepra” dos tempos biblicos é a
mesma doenca a qual conhecemos hoje ou um agrupamento de multiplas doencas
dermatolégicas, como a psoriase, vitiligo, elefantiase entre outras.

Durante a idade média o diagnostico da “lepra” e, consequentemente, a
segregacao social, era de responsabilidade dos sacerdotes e senhores feudais, e
baseada em fatores clinicos imprecisos, boa parte deles descritos em Leviticus,

capitulo 13 [7]. A passagem do Leviticus nao julga a moral do suposto “leproso”,



entretanto, define-o como ritualmente impuro, alegando que a doenga seria uma
“forma de punigao pelos pecados cometidos” [6].

O impacto de ser considerado “leproso” e todo o estigma psicossocial criado
em torno da doencga na idade média era de ordem cultural e disseminada por uma
politica de segregacé&o imposta pelos lideres religiosos. A ordem da época era temer
a doenga por ser considerada altamente contagiosa. Devido a isto, individuos
considerados leprosos obrigatoriamente tinham de usar vestimentas que cobrissem
todo o corpo, incluindo a face, e recebiam um sino que deveria ser tocado para
avisar de sua presenga ao adentrarem cidades, pois 0s mesmos deveriam se manter
afastados do convivio diario da populacéo [8].

Historiadores acreditam que a prevaléncia de “lepra” atingiu seu apice entre os
séculos Xll e Xlll, fato este baseado no numero de "leprosarios” (recantos para
isolamento e tratamento dos doentes) documentados na Franca e Inglaterra (figura
3) [7, 8]. Houve uma diminui¢cao na incidéncia da doencga na Europa entre os séculos
XIX e XX (Figura 4), possivelmente devido ao isolamento dos individuos portadores
de formas contagiosas da doenca nos leprosarios. Porém, os principais fatores
determinantes da queda na incidéncia da doencga foram relacionados com a melhoria
na qualidade de vida das populagdes, tais como saneamento basico e nos habitos
de higiene pessoal. Curiosamente o declinio na incidéncia de “lepra” coincide com o
aumento do numero de casos de tuberculose. Essas doencas s&o causadas por
patdogenos do mesmo género e desenvolvem uma resposta imunologica semelhante.
Devido a alta mortalidade por tuberculose no século XIX e XX, pesquisadores
sugerem um evento de selecao dos individuos resistentes a micobacterioses.

O estigma associado ao termo lepra, gerado na idade antiga e média,
permanece até os tempos atuais. No Brasil, o decreto N° 76.078/1975 e
posteriormente a lei N° 9.010/1995 obriga a substituicdo do termo lepra e seus
derivados por hanseniase, divergindo da nomenclatura em relacdo ao resto do

mundo, visando diminuir o preconceito aos portadores da doenca.
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Figura 3 — Variagdo no numero de hospitais responsaveis pelo tratamento de hansenianos na
Inglaterra entre os séculos Xl e XVI.
Fonte: [7] © the trustee, Wellcome Trust.
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Figura 4 — Variagéo da prevaléncia de hanseniase na Noruega entre 1855 e 1935.
Fonte: [7] © the trustee, Wellcome Trust.



1.1.2 Hanseniase no Brasil

O histérico de hanseniase no Brasil coincide com a colonizagao portuguesa.
A doenca em nosso pais assolava principalmente europeus nativos e seus
descendentes, ndo havendo registro da doenga entre os indios [9].

No século XVIII a endemia e o grande aumento no numero de hansenianos,
levou as autoridades coloniais e filantropicas a fundarem as sociedades protetoras
dos lazaros, denominacao dada aos portadores de hanseniase, com a finalidade de
tratamento. Com a continua propagacéo da doenca, no final do século XIX e inicio
do século XX foram instituidos os denominados asilos-colonias, tais como o Asilo
Sao Roque no Parang, o Asilo Aimorés em Sao Paulo e a Colénia Santo Antdnio do
Prata no Para (figura 5) entre outros. Os denominados “leprosarios” eram bem
distribuidos em todo o Brasil no inicio do século passado (figura 6) [10]. O Governo
passou a controlar a endemia com o isolamento compulsério, com o primeiro decreto
N° 5.156/1904; os individuos diagnosticados com hanseniase eram imediatamente
levados para um desses asilos e s6 sairiam mediante a alta concedida pelo servigo
médico. As colbnias ocupavam areas extensas e eram consideradas pequenas
cidades fechadas, contando com area urbana e rural. O isolamento dos afetados por
hanseniase foi abolido por decreto federal somente em 1962. Entretanto, muitos

moradores permaneceram nesses locais, por falta de reintegragéo a sociedade [9].
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Figura 5 — Colénia Santo Anténio do Prata, 1918.
Fonte: [11].
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Figura 6 — Distribuicao dos asilos-colénias no Brasil em 1936.
Fonte: [10]

1.1.3 Dados epidemioldgicos

Em 1991 foi implementada pela Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) uma
meta global de eliminacdo de hanseniase como problema de saude publica. A
proposta consistia na reducdo da taxa de prevaléncia para menos de um caso a
cada dez mil habitantes (1/10.000 hab.) até o ano 2000 [12], porém, em 2010, trés
paises ainda ndo atingiram essa meta, incluindo o Brasil (figura 7).

Apesar de esforgcos globais para eliminacdo de hanseniase e a redugédo de
cinco milhdes de novos casos estimados em 1985 para 244.796 em 2009, a
hanseniase continua sendo um grande problema de saude publica em muitos paises
de terceiro mundo [13]. O numero global de novos casos detectados declinou ao
longo dos ultimos anos, de 620.638 em 2002 para 244.796 em 2009 (dados de 141



paises), porém, a incidéncia da doenga vem se mantendo semelhante, se n&o igual
a prevaléncia, desde 1997 (figura 8).

Em 2009, o Brasil e mais 16 paises localizados nos continentes africano e
asiatico representaram 93% dos novos casos de hanseniase (tabela 1). Neste ano,
37.610 novos casos foram detectados em nosso pais, representando 15,4% do
numero global; estes valores tém oscilado entre 30.000 e 40.000 desde 1993. A
incidéncia de hanseniase no Brasil € observada em maior propor¢do nas regides
norte, nordeste e centro-oeste. Na regido sul e sudeste ha relato de novos casos; no

entanto, a taxa de deteccao é inferior em comparacao as outras regides (figura 9).

Leprosy prevalence rates, data reported to WHO as of beginning January 2009

Prevalence rates (per 10 000 population)
I 2and above

I 1.0-20

[ Lessthan1

[1 0(no cases reported)

[ No data available

z I: \ Data source: World Health Organization
\({ Ie \\}’ World Hea Ith The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever on the part of
NN 2 ] . . the World Health Organization concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its authorities, or concerning the delimitation
XX 13 2 organlzatlon of its frontiers or boundaries. Dotted lines on maps represent approximate border lines for which there may not yet be full agreement.
L © WHO 2010. All rights reserved

Figura 7 — Grafico de prevaléncia de hanseniase em 2009.
* O Nepal alcangou a meta da OMS em 2010.
Fonte: [13, 14].
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Figura 8 — Comparacéo entre o coeficiente de prevaléncia e deteccdo de novos casos de hanseniase
no Brasil de 1990 — 2009.
Fonte: [15]

Tabela 1 — Dados de paises com incidéncia de hanseniase superior a 1000 novos casos

No. of new cases detected - Nombre de nouveaux cas dépistés

Country - Pays
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Bangladesh 8712 8242 7882 6280 5357 5249 5239
Brazil - Brésil 49 206 49384 38410 44 436 39125 38914 37610
China - Chine 1404 1499 1658 1506 1526 1614 1597
Democratic Republic of the Congo — République démo- 7165 11781 10369 8257 8820 6114 5062
cratique du Congo
India - Inde 367143 260063 169 709 139 252 137 685 134184 133717
Ethiopia — Ethiopie 5193 4787 4698 4092 4187 4170 4417
Indonesia - Indonésie 14641 16549 19 695 17 682 17723 17441 17 260
Madagascar 5104 3710 2709 1536 1644 1763 1572
Mozambique 5907 4266 537N 3637 2510 1313 1191
Myanmar 3808 3748 3571 3721 3637 3365 3147
Nepal — Népal 8046 6958 6150 4235 4 436° 4708 4394
Nigeria — Nigéria 4799 5276 5024 3544 4665 4899 4219
Philippines 2397 2254 3130 2517 2514 2373 1795
Sri Lanka 1925 1995 1924 1993 2024 1979 1875
Sudan - Soudan 906 722 720 884 1706° 1901° 2100°
United Republic of Tanzania — République-Unie de 5279 5190 4237 3450 3105 3276 2654
Tanzanie

Total (%) 491 635 (96) 386 424 (95) 285 257 (95) 247 022 (93) 240 664 (93) 233 263 (94) 227 849 (93)
Global total - Total général 514718 407 791 299 036 265 661 258 133 249 007 244 796
# New cases detected from mid-November 2008 to mid-November 2009. — Nouveaux cas dépistés entre la mi- bre 2008 et la mi bre 2009.

® Includes data from southern Sudan. — Comprend les données du Sud-Soudan.

Fonte: [13].
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GRAFICO 1. COEFICIENTE DE DETECCAO DE HANSENIASE NA POPULAGAO GERAL,
POR REGIOES — BRASIL, 1990 A 2008.
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Figura 9 — Coeficiente de detecgdo de hanseniase no Brasil e regides de 1990 — 2008.
Fonte: [16].

1.1.4 Hereditaria ou adquirida? O agente etiologico da hanseniase

Por volta de 1800, um dos maiores nomes da pesquisa em hanseniase, o Dr.
Daniel Danielssen, escreveu o livro On leprosy, juntamente com o dermatologista
Carl Boeck. O livro endossava o fato de a hanseniase ser uma doencga hereditaria.
Hoje sabemos a importancia da genética do hospedeiro no controle da
susceptibilidade a doenca, o que explica parcialmente a hipotese de hereditariedade
proposta no século XVII. Ironicamente, o pupilo mais famoso de Danielssen, Gerard
T. Armauer Hansen, veio a derrubar a teoria da transmissao vertical, descrevendo a
hanseniase como uma doenca adquirida, causada por um agente etiolégico. Em
1874, Hansen observou em seus experimentos a presenga de pequeninos corpos
em formas de bastdo, semelhantes a bactérias, no interior de células provenientes
de biopsias de lesdes de pacientes com hanseniase [17, 18].

O M. leprae descrito por Hansen, foi o primeiro patdgeno de doenca infecciosa
humana a ser identificado. Entretanto, este fato é contestado por puristas até hoje,
devido a divergéncias no enquadramento do M. leprae, como fator causa, em
hanseniase pelo postulado de Henle-Kock, publicado pelo contemporaneo de

Hansen, Robert Koch em 1890 [19]. O postulado de Henle-Kock consiste em quatro
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critérios para definir um agente etiolégico como causa de uma doenca; os critérios

com comentarios encontram-se descritos na tabela 2.

1
1

Tabela 2 — Postulado de Hanle-Kock

Critério

omeneirm

Um agente microbiano
especifico deve estar sempre
presente em pacientes com a
devida doenga

O microrganismo deve ser
isolado e cultivado em meio
laboratorial puro.

A cultura pura do
microrganismo deve
desenvolver a mesma doenga
primaria quando inoculado
em um animal susceptivel

Retirada e identificagdao do
microrganismo do animal
infectado experimentalmente

A presencga do M. leprae em teste de raspado dérmico é especifico para confirmagao
do agente como causa de hanseniase, porém, é pouco sensivel; pacientes com baixa
carga bacilar apresentam poucos ou nenhum bacilos visivel no teste. Em
contrapartida, técnicas muito sensiveis de biologia molecular, demonstram a
presenca de M. leprae em vias aéreas superiores com alta sensibilidade, no entanto,
com especificidade baixa; individuos assintomaticos apresentam positividade [20],
tornando restrita a homologagéo do M. leprae nesse item.

Em estudo de gendmica comparativa entre o Mycobacterium tuberculosis e cepas de
M. leprae, é possivel inferir que o Ultimo apresenta redugado evolutiva, devido a
drastica diminuigdo no nimero de genes transcritos [5, 21], muito provavelmente
devido a sua especializagdo como parasita intracelular humano e tropismo por
linhagens celulares especificas, macréfagos e células de schwann. Em adigdo, ha
baixa variabilidade genética entre cepas de M. leprae de diversas partes do mundo, a
concordancia chega a 99,995% [22, 23], tornando-o dependente de meios complexos
ao ponto de ndo ser possivel, até o presente momento, sua manutengéo in vitro.

Em experimentos realizados por Shepard et al. inoculando cepas de M. leprae em
patas de camundongos nude (Foxn1nulFoxn1nu) foi possivel induzir a formagéo de
granuloma, mimetizando as mesmas caracteristicas apresentadas em hanseniase
[24]. Posteriormente, outro modelo animal utilizando tatus da espécie Dasypus
novemcinctus provou ser a Unica espécie além dos humanos a desenvolver
hanseniase [25]. Em estudo recente, pode-se averiguar uma provavel zoonose
causado por esta espécie de tatu no sul dos Estados Unidos, no qual animais
selvagens e portadores de hanseniase apresentam concordancia quanto a cepa de
M. leprae [22]. Mesmo com esse novo insight, uma zoonose nao explica
completamente a constancia na incidéncia de hanseniase, outras formas de contagio
devem ser estabelecidas. Uma segunda hipo6tese de transmiss&o seria o convivio
prolongado com individuos que apresentam alta carga bacilar nas vias aéreas
superiores.

E possivel e amplamente utilizada a retirada de M. leprae viavel proveniente dos
modelos animais citados acima.

1.1.5 Patogénese da hanseniase

Aposs o contato com o bacilo a patogénese da hanseniase pode ser dividida em
trés estagios: no primeiro, individuos intrinsecamente susceptiveis ao M. leprae
podem desenvolver uma lesdo uUnica, que com frequéncia permanece nao detectada
e cura-se espontaneamente, infecgdo sub-clinica [26, 27]. Estes individuos sao
descritos como susceptiveis a hanseniase per se, isto €, a doenca independente da
sua manifestagéo clinica. Aqueles que ndo curam espontaneamente e que nao sao

tratados, no segundo estagio, apresentam manifestacbes clinicas da doenca
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enquadradas em um espectro de formas clinicas que varia de acordo com a
resposta imune predominante no hospedeiro [28].

Nos critérios classicos de Ridley-Jopling [29], as formas clinicas da hanseniase
sdo distribuidas entre dois pdélos extremos e trés formas intermediarias: o pdlo
tuberculoide (TT), com lesbes bem definidas e auséncia de bacilos na pele e nervos,
esta associado a um predominio de resposta imunolégica do tipo Th1; o pélo oposto,
lepromatoso (LL), com multiplas lesbes de pele e presenca de bacilos na pele e
nervos, ocorre em individuos que apresentam perfil Th2 de resposta imune. Entre os
dois pdélos da doenga, existem as formas intermediarias, definidas como borderline-
tuberculoide (BT), bordeline-borderline (BB) e bordeline-lepromatosa (BL); da
primeira a ultima, ocorre uma progressiva reducao da resposta imune mediada por
células, acompanhada pelo aumento da carga bacilar, nivel de anticorpos anti-PGL-
1 (Phenolic Glico-Lipid 1, especifico para M. leprae), numero de lesbdes cutaneas e
de nervos periféricos [30]. Alternativamente, a OMS classifica a doencga, para fins de
tratamento, em paucibacilar (incluindo TT e parte de BT) e multibacilar (parte de BT,
BB, BL e LL), com base no numero, localizag&o das lesdes e indice baciloscopico.

No que pode ser considerado um terceiro estagio da doenca, podem ocorrer 0os
Estados Reacionais (ER): episddios inflamatorios extremos que acometem
individuos em todos os estagios da doenca, incluindo o momento do diagnéstico de

hanseniase, durante o tratamento e mesmo no pés-cura (Figura 10).

1° Estagi
PR

33Fstagi33

g
E¢
Eé
&
C+
E*
E:

< oty n Mitouv vipoativo |
‘ Bvcpccce ppvtpe ctivvt > L

Figura 10 — Patogénese da Hanseniase
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1.1.6 Tratamento da hanseniase

A busca de um tratamento efetivo para a cura de hanseniase foi uma longa
batalha travada principalmente no século passado. Os resultados mais efetivos no
tratamento medicamentoso foram observados com a utilizagcao de sulfona (dapsona)
na década de 40 e, posteriormente com antibiético rifampicina, muito eficaz no
combate ao M. leprae mesmo em dose unica. No entanto, com a utilizagdo de
monoterapia, comeg¢aram a surgir cepas resistentes em algumas regiées, chegando
a 50% dos novos casos diagnosticados para dapsona e 19% para rifampicina [12,
31].

Em 1981, a OMS propbs o uso global de um tratamento poliquimioterapico
(PQT), formado pelas drogas rifampicina, dapsona e clofazimina [12]. Com a
introdugéo da PQT, houve uma drastica redugcao do numero de cepas de M. leprae
resistentes. A dosagem da PQT é diferenciada de acordo com o enquadramento na
classificagdo clinica operacional, para fins de tratamento, proposta pela OMS,

conforme sumarizado na tabela 3.

Tabela 3 — Tratamento poliquimioterapico em hanseniase

. Modo de Duracéo do
Forma Clinica/lOMS Droga Dose L = ¢
administragdo tratamento/meses

Paucibacilar

rifampicina: 600 mg/dose unica supervisionada

dapsona: 100 mg/dia auto administrada 6-9

Multibacilar

rifampicina: 600 mg/dose Unica supervisionada

dapsona:

clofazimina:

100 mg/dia
300 mg/dose Unica
50 mg/dia

auto administrada
supervisionada
auto administrada

24 -36

Hoje o uso da PQT é considerado pela OMS efetiva em 99,99% dos casos no
entanto, em casos de resisténcia, a insercédo de outras terapias medicamentosas se
faz necessaria. Como alternativa terapéutica a resisténcia, intolerancia ou toxicidade
a rifampicina e/ou dapsona, pode-se fazer uso de ofloxacina, minociclina ou

claritromicina.



1.1.7 Estados reacionais em hanseniase

Os estados reacionais sao caracterizados pela ativagcdo de um processo
imuno-inflamatoério repentino e intenso, com frequente envolvimento de nervos
periféricos [32]. Estudos populacionais demonstram que de 16 a 56% dos pacientes
com hanseniase desenvolvem grau 2 de incapacidade [26], parametro desenvolvido
pela OMS que caracteriza danos neural irreversivel, com perda da sensibilidade,
deficiéncia motora e/ou deformidades anatémicas. Cerca de 30 a 50% dos pacientes
que desenvolvem hanseniase apresentam algum tipo de ER, sendo estes
considerados os principais responsaveis pelo alto indice de grau 2 de incapacidade
em casos de hanseniase na atualidade [28].

Em 2009 no Brasil, cerca de 6,4% dos novos casos de hanseniase
apresentaram grau 2 de incapacidade ao diagnéstico; esses numeros vém se
mantendo entre 5 — 8 % desde 2004 [14]. Aproximadamente 30% dos novos casos
de hanseniase e de ER sao diagnosticados simultaneamente [33], 0 que explica em
parte o alto indice de dano neural irreversivel observado no diagnéstico da doenga;
Por ser hanseniase considerada uma doenca “silenciosa”, o paciente muitas vezes
recorre ao atendimento médico de forma tardia, devido aos sintomas dos ER.

Existem dois tipos principais de ER: Reacdo do Tipo 1, ou Reacé&o Reversa
(RR), e Reacgédo do Tipo 2, ou Eritema Nodoso Hansénico (ENH). Pacientes com
hanseniase podem também desenvolver uma forma muito agressiva de reacgéo
denominada Fendmeno de Lucio (FL), ou ainda, somente neurite; porém, estes
episodios representam uma pequena parcela dos ER. Raramente, um mesmo
paciente pode apresentar ambos (ENH e RR), no entanto em periodos distintos [34].
Interessantemente, um estudo clinico demonstra que o perfil de expressao de
citocinas em lesédo neste caso € muito semelhante [35].

O tratamento e a manifestacdo clinica dos episédios sdo distintos; entretanto,
pode-se especular que ambas as formas de ER podem compartilhar um mesmo
mecanismo de controle de susceptibilidade, visto que as teorias mais aceitas para o
mecanismo de acdo dos ER baseiam-se em um aumento repentino na produgao de

citocinas da resposta Th1 [36, 37].



1.1.7.1 Reacgao reversa ou reagao do tipo 1 - RR

A reacdo do tipo 1 é também denominada reacdo reversa devido a
observagbes clinico/histopatologicas classicas evidenciarem o aumento inesperado
da resposta imune celular em lesdes, e caracteriza-se por uma hipersensibilidade
tardia a antigenos de M. leprae [28, 38]. Os achados dermatopatolégicos de RR s&o
um aumento do numero de linfoécitos na derme, e perda da organizagcdo normal do
granuloma, com posterior aumento do numero de células gigantes de Langhans [28,
32]. Estudos imuno-histoquimicos demonstram o papel crucial de linfécitos Th1 no
desenvolvimento de RR [rev. em [28].

A RR afeta de 20 — 30% dos pacientes com hanseniase, sendo mais
frequente que o ENH [39]. As manifesta¢des clinicas sao: Inflamag¢do aguda das
lesbes existentes, com o envolvimento de nervos periféricos ou nao, bem como o
surgimento de novas lesdes (figura 11). Efeitos sistémicos raramente estdo
presentes. Pacientes classificados nas formas borderline da hanseniase sao
considerados sob maior risco de desenvolverem RR quando comparado com formas
polares, principalmente devido ao seu perfil de resposta imunolégica instavel [33].
Outros fatores associados com susceptibilidade a RR sao: (i) idade: individuos
jovens (< 20 anos) tem menor chance de desenvolver RR quando comparados com
adultos-jovens (entre 20 e 40 anos) e adultos (> 40 anos) [33, 40]; (ii) raspado
dérmico superior a 4+, valor quantitativo representando o numero de bacilos visiveis
em cada sitio analisado; (iii) maior numero de lesdes ao diagnéstico [33]; e (iv)
deteccdo de DNA do M. leprae em lesdes de pacientes com lesdo unica [40].

Cerca de 95% dos casos de RR ocorrem dois anos apds o inicio do
tratamento [33, 41]. Os sinais e sintomas de RR surgem muito rapidamente e
necessitam de atendimento emergencial para amenizar a chance de dano neural.
Mesmo com tratamento adequado, cerca de 40% dos pacientes com RR n&o
recuperam-se completamente, desenvolvendo dano neural permanente [42].
Episédios de RR pode ocorrer muitos anos apds o tratamento, porém nesses casos

e dificil diferenciar um estado reacional de uma reincidéncia da doenca [43].



Figura 11 — Representagéo de paciente em reacgdo reversa.
Fonte: [44]

1.1.7.2 Eritema nodoso hansénico - ENH

O ENH acomete pacientes com resposta imunoldgica predominantemente
humoral. Ha grande variagdo geografica na prevaléncia de ENH. Em estudo
envolvendo um grupo populacional do Brasil, 37% dos pacientes classificados como
BL e LL desenvolveram ENH, enquanto na india, Nepal e Tailandia, a prevaléncia
varia de 19 a 26% nestas formas clinicas [rev. em [32]. No entanto, o Brasil registra
maior numero de casos multibacilares quando comparado com paises do sudeste
asiatico, nos quais casos de hanseniase paucibacilar sdo mais frequentes.

Em estudo prospectivo, um grupo de 481 indianos portadores de hanseniase
classificados nas formas BL e LL foram acompanhando por 11 anos, destes, menos
de 10% dos pacientes desenvolvem um unico episdédio de ENH, cerca de 62%
apresentam ENH de forma cronica [41]. No ENH, assim como no RR, o primeiro
evento € mais comumente observado no primeiro ano ap6s o inicio da PQT, e cerca
de um tergo dos casos de ENH s&o diagnosticados simultaneamente a hanseniase
[41, 45]. Além de forma clinicas BL e LL, um indice baciloscopico superior a 4+ é

considerado como fator de risco para ENH [41, 46].
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Os mecanismos fisiopatologicos responsaveis pela imunidade transitéria
caracterizada pelo aumento repentino na producéo de citocinas Th1, tais como IFN-
v, TNF-a, IL-12 e IL-6 em pacientes com resposta Th2, desencadeando o ENH,
ainda sédo pouco conhecidos [47, 48]. Sabe-se também que em pacientes do podlo
lepromatoso ha a deposigdo de imunocomplexos nas lesdes [49]; a ativagao da
resposta imune celular, em pacientes com resposta imunoldgica predominantemente
Th2, provoca uma reacgéo sistémica envolvendo os imunocomplexos, ativando um
processo inflamatorio extenso e agressivo, podendo levar a sérios danos teciduais.

As manifestagbes clinicas de ENH incluem Ilesbes eritematosas
generalizadas, nddulos e papulas superficiais ou profundas, podendo tornar-se
ulcerativas ou necroticas (Figura 12). Alguns nédulos atingem cronicidade, sendo
muito dolorosos e levando a fibrose e cicatrizes. Os principais efeitos sistémicos
relatados séo febre alta, edema e mal estar prolongado com duracéo de dias até
semanas [50]. Os achados histopatologicos em bidpsias de lesbes eritematosas
agudas sao: presenca predominantemente de neutréfilos, eosinéfilos e mastécitos;
ja em bibpsias de lesdes cronicas ha redugédo no numero de neutréfilos e aumento
de linfécitos e plasmocitos [51]. De fato, estudos confirmam a importancia dos

neutréfilos na secrecao de TNF-a em pacientes com forma aguda de ENH [52].

Figura 12 — Representagéo de paciente com lesbes caracteristicas de Eritema Nodoso Hansénico.
Fonte: [44]



1.1.7.3 Fendbmeno de Lucio - FL

O Fendbmeno de Lucio é um subtipo de ER pouco comum que acomete
pacientes classificados nos grupos LL e BL de Ridley & Joplin, principalmente
individuos de origem latina ou ancestralidade mexicana [53]; no entanto, também ha
relatos fora da América Central, como na costa oeste dos Estados Unidos, América
do Sul e Africa [54]. A patologia foi inicialmente descrita por Lucio e Alvarado em
1852 e posteriormente revisada por Latapi em 1948 [55, 56].

As reacdes apresentadas neste tipo de ER sao agudas, severas e
necrotizantes, com caracteristicas clinicas de um infiltrado cutaneo difuso e
presenca de multiplos bacilos no endotélio; em estagios avangados causam
ulceracbes extensas e muito dolorosas, nas extremidades ou muitas vezes
generalizada, acarretando infecgbes secundarias e sépsis, muito caracteristicos do
fendmeno que esta frequentemente associado a altas taxas de mortalidade [28, 57].

Pouco se sabe sobre o mecanismo fisiopatolégico do FL. Estudos
demonstram um papel importante de imunocomplexos formados por IgG e/ou C3 do
sistema complemento depositados em lesbes e vasos sanguineos periféricos, bem
como a presenca de imunocomplexos circulantes [54]. As caracteristicas clinicas
dos pacientes em risco e 0 mecanismo de acgdo, apesar de teorico, do FL,
assemelha-se muito ao de ENH; por muitos anos FL foi considerado uma forma
agressiva de ENH denominada Eritema Necrotico. Porém, através do
sequenciamento de regides do patdogeno presente no tecido autopsiado de pacientes
com FL foi possivel averiguar diferenca significativa em genes que deveriam ser
conservados no M. leprae, sugerindo a existéncia de uma nova subespécie, o

Mycobacterium lepromatosis sp, responsavel pelo FL [57].

1.1.8 Imunologia e estados reacionais

Mesmo com a alta incidéncia de ER, pouco se sabe sobre os mecanismos

imunologicos envolvidos no processo. Nenhum ensaio laboratorial desenvolvido até
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hoje pode prever com exatidao qual paciente € susceptivel a ER, visando assim um
acompanhamento médico mais préximo e com maiores cuidados. O monitoramento
de pacientes assintomaticos de hanseniase se baseia nos niveis circulantes de
anticorpo anti-PGL-1. A utilizacdo desta metodologia para prognéstico de ER ja foi
investigada, porém devido a pacientes com hanseniase apresentarem niveis
elevados de PGL-1 independente de seu status de reacdo, esse teste nédo é
aplicavel para ER [58]. Estudo recente demonstra a utilizagdo de proteinas
recombinantes para o diagnostico precoce de hanseniase, em adi¢cado ao teste anti-
PGL-1 [59, 60].

Quanto a mediadores imunolégicos, estudos demonstram variagdes nos
niveis de expressdao de citocinas como TNF-a, IL6, IL1, IL2, IL12, IFN-y e
quimiocinas IL8, IP10, MCP-1, RANTES durante os ER [48, 52, 61, 62]. A citocina
TNF-a mostra-se particularmente interessante, devido a seus niveis demonstram-se
super expressos na circulagdo e em sitios cutaneos em pacientes com RR e ENH e
em nervos periféricos de pacientes RR (rev. em [28]). A secrecédo desta citocina
envolve diversas vias como a dos Toll Like Receptors (TLR), e das MAP quinases,
Mitogen Activated Protein (MAP) kinases e da apoptose. O TNF-a é secretado por
diversas linhagens celulares, incluindo macr6fagos, neutréfilos e linfécitos T e
parece desempenhar um papel fundamental na formagdo de granulomas pés-
infeccado durante tuberculose pulmonar [63], porém, também & amplamente descrita
como responsavel por dano tecidual em processos inflamatérios.

Em estudo caso-controle realizado por colaboradores da Universidade
Federal de Goias, no qual niveis séricos de 16 citocinas pro-inflamatorias, 4 anti-
inflamatorias e 7 fatores de crescimento foram dosados em casos de RR, ENH e
controles portadores de hanseniase sem ER, dois principais fatores emergiram
como candidatos ao controle da susceptibilidade a ER. Pacientes que
desenvolveram RR demonstraram maiores niveis séricos da quimiocina IP10
(p=0,004) e de interleucina 6 (p=0,013); apesar de uma significAncia borderline, IL6
também apresentou-se em niveis mais elevados nos casos de ENH quando
comparados a controles sem reacao (p=0,05) [62]. Niveis de RNA mensageiro de
IL6 também sdo expressos em maior propor¢do em pacientes em ER nas formas
clinicas BL e LL quando comparados com pacientes sem ER [48]. Em estudo
independente, IP10 também demonstrou-se elevada no soro de pacientes com RR e

em biopsia de lesdo, quando comparados com pacientes sem ER [64]. Em modelo
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animal, a secrecédo de IP10 parece estar intimamente associada a niveis de TNF-a

em camundongos com tuberculose pulmonar [63].

1.1.9 Tratamento em estados reacionais

Os pacientes diagnosticados com hanseniase devem ser informado, no
momento do diagndstico, sobre os sinais e sintomas caracteristicos dos ER, e
orientados de forma que, ao percebé-los, se direcione imediatamente a um centro de
atendimento médico, o mais breve possivel, para o inicio da terapia medicamentosa,
evitando assim a progressao de eventuais danos neurais e consequentemente, a
ocorréncia de sequelas permanentes.

O tratamento a base de corticoide preconizado para ER foi iniciado na década
de 50 [65]. A terapéutica convencional para RR visa controlar a inflamagéo aguda,
diminuindo os danos neurais e reduzindo a dor do paciente. O medicamento de
referéncia é a prednisona, 30 — 40mg/dia, sendo reduzida gradativamente, 5mg a
cada 14 dias com a melhora do paciente. Os tratamentos s&do prolongados, com
duracdo média de 3 — 6 meses, podendo estender-se [32, 66]. Mesmo com
tratamento adequado somente 40% dos casos demonstram melhora na funcéo
neural apos trés meses de tratamento [42].

O tratamento de ENH é realizado a base de prednisona, muitas vezes
associada a talidomida; contudo, a utilizacdo deste farmaco deve ser cautelosa com
mulheres em idade fértil, devido a sua teratogenicidade [67]. A dose inicial de
prednisona € entre 40 — 60 mg/dia no tratamento de ENH de leve a moderado, a
associagao do corticoide com talidomida é utilizada em casos de ENH de moderado
a severo [32]. A talidomida tem efeito rapido no controle da inflamacao sistémica
devido sua acédo inibitéria sobre o TNF-a [68]. A dose usual inicial para casos
severos é de 400mg/dia e reduzida a 300mg/dia assim que possivel. Pacientes com
a doenga crbénica podem fazer uso de 100mg/més [69, 70]. Outro farmaco de
escolha para o tratamento de ENH é a pentoxifilina. Em estudo medindo a
expressdo de citocinas em bidpsia de lesado, foi possivel verificar a redugdo nos
niveis de TNF-a, INF-y e IL6 em pacientes apds o tratamento com a droga, sendo

esta considerada efetiva no tratamento a ENH bem como a talidomida [71, 72].
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O uso de corticoides como escolha terapéutica deve ser muito bem
acompanhado, pois seus efeitos adversos sdo multiplos e medidas para minimiza-
los devem ser empregadas. O uso prolongado pode causar desmineralizacao éssea
levando a osteoporose, hipertensdo e aumento na susceptibilidade a infec¢oes

devido a agao imunossupressora destes medicamentos.

1.1.10 Susceptibilidade a doengas complexas

Hanseniase e seus ER sdo ditos fenotipos complexos, pois necessitam ou
envolvem multiplos fatores para o seu advento [73]. Fatores ambientais, habitos de
higiene pessoal, fatores nutricionais e socioeconémicos, bem como o contato com o
agente patogénico sdo importantes no desenvolvimento de doencgas infecciosas,
contudo, ndo explicam porque certos individuos adoecem e outros nao, ou porque
apresentam formas mais severas da doenga, ou ainda, porque desenvolvem os
episodios reacionais.

Com o avango da biologia molecular, pode-se perceber que somente esses
fatores nédo séo suficientes; o perfil genético do hospedeiro e do parasita tem um
papel importantissimo na susceptibilidade a doencas ditas complexas [73]. A
variabilidade genética de cada individuo pode facilitar ou dificultar a acao infectante
dos agentes etioldégicos. Em hanseniase, a genética do hospedeiro tem um papel
bem mais relevante do que a do proprio M. leprae na infecg¢ao, ja que o mesmo tem
um genoma muito conservado [21, 23]. No caso dos ER, alguns fatores "ambientais”
ja foram associados a susceptibilidade e foram relatados anteriormente no texto;
entretanto, a real contribuicdo de fatores genéticos do hospedeiro no ER ainda é um

campo aberto cujos primeiros estudos vém sendo publicados nos ultimos anos.



1.2 GENETICA DA HANSENIASE

1.2.1 Genética do M. leprae

Devido a baixa variabilidade do genoma do M. leprae, como citado
anteriormente, pode-se dizer que apenas um clone € responsavel por todos os
casos de hanseniase [4]. Este fato reforga a hipétese de uma contribuicdo maior da
genética do hospedeiro no controle da susceptibilidade a hanseniase e suas
manifestacbdes clinicas quando comparado com outras doenca infecciosas, nas
quais a genética do patégeno também & um grande contribuinte, principalmente na
patogenicidade.

Em analises de expressédo génica do M. leprae foi possivel demonstrar que,
mesmo tendo 27% de pseudogenes inativos em seu genoma, 43% destes séo
transcritos. Interessantemente, grande parte do trascriptoma do M. leprae é
constituido por genes sem fungéo pré-estabelecida e que aparentemente néo trazem
beneficio algum ao patdgeno [74]. Estes achados geram perguntas intrigantes sobre
qual o papel destes pseudogenes transcritos na manutencao, sobrevivéncia ou até

mesmo o potencial de infecgao do M. leprae.

1.2.2 Genética da susceptibilidade a hanseniase

Pesquisas conduzidas ao longo dos ultimos 100 anos tém resultado em sélido
corpo de evidéncia em favor da existéncia de fatores genéticos atuando no controle
da susceptibilidade do hospedeiro a hanseniase. Estudos observacionais indicam a
presenga de um componente familiar de susceptibilidade a doencga [75], bem como
um aumento da concordancia de fendtipos da hanseniase entre gémeos
monozigbticos quando comparados com gémeos dizigoticos [76]. Seguidas analises
de segregacéo complexa, incluindo a realizada por nosso grupo recentemente, apds
recrutamento completo de toda a populacdo da Vila Santo Anténio do Prata (ex-
cblonia de hansenianos no estado do Para, em que a hanseniase apresenta-se de

forma hiperendémica), indicam a existéncia de um forte componente genético
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controlando a susceptibilidade a doenca, apesar de divergirem quanto ao modelo de
heranca [77, 78].

Com os avangos da biologia molecular e o desenvolvimento de métodos e
ferramentas de analise genética, como estudos de ligagdo envolvendo regides
genbmicas candidatas ou genomas completos, estudos de associagao de genes ou
vias candidatas e os recentes scan gendémicos de associacdo, muitos resultados
interessantes tém sido produzidos. Um primeiro scan gendmico de ligacado para
genes de susceptibilidade a hanseniase encontrou evidéncia de ligagdo entre a
regiao cromossomica 10p13 e hanseniase paucibacilar em uma populagdo de
familias da india [79]. Em estudo posterior um polimorfismo n&o-sinénimo
(p.Gly396Ser) presente no éxon 7 do gene MRCT1, localizado na regido 10p13,
demonstrou-se associado a hanseniase per se e forma multibacilar em dois grupos
populacionais distintos do Vietham e Brasil [80].

Um segundo scan gendmico resultou na identificagdo de variantes genéticas
localizadas na regidao compartilhada por dois genes, PARK2 e PACRG, como fatores
de risco para susceptibilidade a hanseniase per se em duas populagdes etnicamente
distintas do Vietnam e Brasil [81, 82]. A associacdo de uma destas variantes com
hanseniase per se foi replicada em um estudo caso-controle utilizando um grupo-
populacional da india [83]. Por fim, os mesmos polimorfismos de susceptibilidade a
hanseniase nos genes PARKZ2/PACRG no Vietnam e Brasil foram descritas em
associacdo com febre tiféide e paratiféide em uma populagdo da Indonésia [84],
sugerindo um papel para estes genes no controle da susceptibilidade a outros
patdégenos intracelulares além do M. leprae.

Em desdobramento adicional do scan gendmico realizado na populagéo
vietnamita, estudo em larga escala envolvendo mais de 400 marcadores genéticos
da regiao HLA encontrou forte evidéncia de associagao entre alelos do gene LTA e
susceptibilidade a hanseniase per se em duas amostras populacionais
independentes do Vietham do Sul. No mesmo estudo, o achado foi replicado em
uma amostra populacional da india [85]. Interessantemente, evidéncia para
associagao, se mostrou mais forte em individuos mais jovens.

Varios estudos seguem evidenciando genes em associacdo a hanseniase,
porém a grande maioria com efeitos de susceptibilidade de moderados a fracos.
Multiplos estudos em hanseniase per se e suas formas clinicas demonstram

associagcdo de variantes do complexo MHC/HLA [86], que parecem ser
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independentemente modificadas por polimorfismos nos genes TNFA [87, 88], TAP
[89] e HLA-DRB1/DQA1 [90, 91] e nos sorotipos de HLA classe I, A*2, A*9, A*10,
A*32, B*5, B*21, B*40, Bw*4, Bw*6, Cw*1, Cw*2 e Cw*7, frequentes, e A*3, A*28,
B*12, B*44 e Cw*3 pouco frequentes em pacientes com hanseniase [19]. Em estudo
recente, um SNP em forte desequilibrio de ligacdo com o sorotipo HLA-C*15:05
demonstrou-se associado a hanseniase per se em trés grupos populacionais
independentes [92]. Além disto, marcadores de genes nao-MHC, tais como
NRAMP1 [93, 94], VDR [95], IL10 [96-99], IFNG [100] e KIR [101] ja foram descritos
em associagcdo com fenétipos da doenca.

Em 2009 foi publicado o primeiro scan gendémico de associagdo em
hanseniase, demonstrando os genes CCDC122, C130rf31, NOD2, TNFSF15, HLA-
DR e RIPK2 associados a doenca [102]. Pode-se averiguar a interagao deste genes
(exceto os genes vizinhos C730rf31 e CCDC122) na mesma via de PARK2,
demonstrando novamente a importancia de variantes desta via na susceptibilidade a
hanseniase. Interessantemente, o achado estatisticamente mais expressivo do scan
genbmico, para o gene NODZ2, bem como para os outros cinco genes participantes
da via proposta, ndo foram replicados em estudo subsequente publicado por Wong e
cols. utilizando grupo-populacional da india; apenas as variantes dos genes de
funcdo desconhecida CCDC122 e C130rf31, foram replicados nesta populacéo
[103]. No entanto, varia¢des na regido promotora do gene NODZ2 foram descritas em
associacdo a hanseniase em trabalho subsequente [104]. Um posterior scan
gendmico de associagdo demonstrou a variante funcional 1602S no gene TLR7 em
associagdo com hanseniase per se em trés populagdes distintas [90]. Em trabalho
anterior aos estudos genético-epidemiolégicos em ER, a presengca do alelo
codificador do aminoacido alanina na variacao funcional p.asp110ala do gene NINJ1
demonstrou-se associada a susceptibilidade a dano neural em pacientes com
hanseniase. Embora o foco deste estudo nédo tenha sido ER, o achado pode ser
importante no contexto de reacdo em hanseniase, ja que mais de 75% dos

pacientes com grau de incapacidade < 0 também apresentaram estatus de ER [105].



1.2.3 Genética da susceptibilidade a estados reacionais

Recentemente foram publicados os primeiros estudos relacionando genes
candidatos e ER, e até o presente momento, apenas cinco artigos relatam
polimorfismos associados a ER. No primeiro deles, de 2008, foram investigadas
variagdes no gene TLRZ2 [106], que codifica uma proteina transmembrana envolvida
na maturagéo de células dendriticas, mediando a secrec¢ao de citocinas tanto para
resposta Th1 quanto Th2, e que representa um papel importante na resposta
inflamatéria a patégenos [107]. Para tanto, utilizou-se uma amostra populacional
contendo 638 individuos etiopes, de trés etnias distintas (Oromo, Amhara e Gurage),
sendo 197 controles sadios e 441 casos classificados de acordo com os critérios de
Ridley-Joplin e acompanhados por no minimo cinco € no maximo 11 anos apdés o
diagnéstico. Este acompanhamento foi realizado no contexto do AMFES (All-Africa
Leprosy Rehabilitation and Training Multidrug Therapy Field Evaluation Study). Do
total de casos acompanhados, 216 apresentaram algum tipo de estado reacional, 66
RR (15,0%) , 17 ENH (3,8%) e 133 neurites (30,2%).

Quatro marcadores do tipo SNP foram selecionados: rs3804099 +597 C/T,
rs3804100 +1350 T/C, R677W +2029 C/T e rs5743708 +2258 G/A. Os autores
encontraram evidéncia significativa de associacado entre o marcador rs3804099 e o
desenvolvimento de RR: dos 66 casos de RR, 38,3% eram heterozigotos, enquanto
que 56,1% dos 150 controles sem RR, apresentaram o mesmo genétipo (OR = 0,31,
p = 0,003), com o alelo T enriquecido no grupo controle. J& para os SNPs
rs3804100, rs5743708 e p.R677W, ndo se encontrou diferengas significativas na
distribuicao alélicas. Além disso, um marcador do tipo microssatelite localizado entre
162 e 100 bp acima do primeiro cédon do TLR2 foi testado, com o alelo 280 bp
encontrado enriquecido entre os individuos que desenvolveram RR (OR =7,09, p =
0,001) [106].

Em um segundo estudo, utilizando uma amostra populacional de 933
nepaleses afetados por hanseniase com 238 casos de RR (25,5%) e 124 ENH
(13,3%) acompanhados por no minimo 3 anos, demonstrou-se um polimorfismo
funcional, o SNP rs5743618 +1805 T/G (1602S) do gene TLR1, associado a protecao
a RR, na comparagéao por frequéncias alélicas, [OR = 0,51 (0,29 — 0,87) p = 0,01] e

genotipicas (prisher=0,05) [108]; posteriormente este mesmo marcador mostrou-se
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associado a hanseniase per se em estudo independente [90]. Uma segunda
variacdo funcional do gene TLR1 (N248S), causadora de uma substituicdo de
asparagina por serina no sitio externo de reconhecimento da proteina Toll-like — a
presenca da serina garante uma resposta efetiva no reconhecimento de patégenos,
reduzida pela asparagina [109] — foi testada para associacédo a ER; para tanto,
estudou-se uma amostra populacional de 742 individuos distribuidos em 656 casos
de hanseniase sem ER , 11 casos de ENH (1,5%) e 75 casos de RR (10,1%). Para o
polimosfismo p.N248S, o intervalo de confianga da odds ratio (OR) apresentada é
compativel com significancia para associagao a ENH (p<0,05) [OR = 0,40 (0,16 —
0,99) p=ndo demonstrado]. Homozigose para o alelo codificador do aminoacido
serina em casos de ENH foi menos frequente: apenas um caso (9%) e 211 controles
sem reacéao (32%) quando comparados, sob um modelo dominante, a frequéncia do
alelo codificador de asparagina: 10 casos de ENH (91%) contra 160 controles (68%).
Infelizmente os autores ndo descreveram os métodos de andlise utilizado,
dificultando a interpretagcéo dos resultados [110].

Polimorfismos do gene NOD2, investigados na mesma populagdo nepalense
utilizada no estudo do gene TLR1, foram demonstrados em associacdo a RR e ENH;
Os SNP rs8044345 e rs2287195 estdo associado a RR (p=0,02 e p=0,04) e ENH
(p=0,01 e p=0,006) respectivamente, sendo os alelos de protegdo para ENH os de
susceptibilidade para RR [111]. No trabalho mais recente em genética de ER, a
variacao funcional causada pela troca de uma citosina por timina na posi¢cao 274 do
gene NRAMP1 demonstrou-se em associacao a RR (prisner=0,03) € ENH (prisne=0,04),

novamente sendo o alelo de risco para RR o de protecéo para ENH [112].

1.2.4 Genes mediadores imunolégicos de interesse em ER

Em estudo de associagdo, baseado em familias, realizado por nossos
parceiros das universidades McGill, Montreal, Canada e Renée Descartes (INSERM
U980), Paris, Franca, foram selecionados 117 genes das vias envolvendo TNF-a
como candidatos ao controle da susceptibilidade a RR. Para cobertura destes
genes, 1043 tag SNP foram selecionados, seguindo o0s seguintes critérios:

Desequilibrio de ligagao (DL), conforme estimado pelo parametro r?, superior a 0.8, e
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frequéncia alélica minima (FAM) de 5% na populagédo Asiatica. Estes marcadores
foram genotipados em 193 familias Vietnamitas (pais e méaes de 202 filhos afetados,
sendo 9 pares de gémeos). Os marcadores que apresentaram baixa qualidade na
genotipagem, FAM<5% e/ou estavam fora do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW,
p<0,001), foram retirados da analise. Mdltiplos sinais de associa¢ao (p<0,01) foram
observados apés a correcao para testes multiplos (erro do tipo 1), por teste de Monte
Carlo. Ao aplicar regresséo logistica condicional para os marcadores associados, foi
possivel determinar quais destes estavam independentemente associados a RR.
(tabela 4) [113]. Os genes descritos no trabalho em questdo s&o potenciais
marcadores genéticos para ER, bem como outros mediadores imunolégicos (/L6,
IL1,IP10, TLR1, TLR2 e NODZ2) citados anteriormente; porém, nenhum estudo, até o
presente momento, confirma os achados descritos até agora. Como um importante
passo para estabelecer marcadores de previsdo para o desfecho ER em pacientes

com hanseniase, fazem-se necessario estudos de replicacao destes achados.

Tabela 4 — Analise de regressao logistica condicional dos genes envolvido a TNF- a.

Gene marqueur modele OR [95%] p value p value p value
RR*sexe =~ RR*age
JAKI rs310202 additif 0.46 [0.30-0.69] 0.0002 0.78 0.46
JAKI rs3818753 dominant 0.40 [0.19-0.86] 0.0190 0.95 0.73
MAP2K2 1512459484  dominant 0.526 [0.33-0.97] 0.0390 0.92 0.95
MAP2KS5 153784712 dominant 0.37 [0.17-0.82] 0.0150 0.87 0.56
MAP3K5 rs4351280 dominant 0.44 [0.26-0.75] 0.0024 0.99 0.84
NALPI2 157259148 dominant 3.26 [1.77-6.01] 0.0001 0.99 0.98
NALP4 rs4801639 additif 1.62 [0.11-2.36] 0.0110 0.80 0.82
PRKCZ 15262672 dominant 2.65 [1.42-4.93] 0.0037 0.86 0.80
TRIAD3 13779096 récessif 3.43 [1.16-10.2] 0.0260 1.00 0.10
TRAF1 1s3761847 récessif 0.38 [0.23-0.62] 0.0020 0.90 0.84

Géne; gene associado

Marqueur; SNP associado ap6s a analise de regressao logistica multivariada incluindo somente os
marcadores de cada gene

modele; modelo genético associado considerando o alelo de maior frequéncia

OR [intervalo de confianga 95%]; do modelo associado

p value; proveniente da regresséao logistica condicional do teste de pseudo-sibs

p value RR*sexe; termo de interagédo entre RR e género

p value RR*sexe age; termo de interacdo entre RR e idade

Fonte: [113]
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2 JUSTIFICATIVA

O uso de métodos de biologia molecular e ensaios genéticos para diagnostico
e prognostico de doencgas vém se destacando como importantes ferramentas de uso
laboratorial, com potencial de ampla aplicagdo em um futuro préximo. Entretanto,
anteriormente ao desenvolvimento de novos ensaios, as bases moleculares
envolvidas na susceptibilidade as diversas patogéneses ditas complexas precisam
ser melhor compreendidas.

Embora estudos tenham demonstrado um forte componente genético
controlando a susceptibilidade do hospedeiro a fenétipos variados da hanseniase,
tais como a doencga per se e posteriormente suas formas de manifestacao clinica,
pouco tem-se avancado na investigagcdo das bases genéticas e moleculares no
controle da ocorréncia de ER.

Os ER sao considerados um dos maiores problemas de intervengcédo médica
em hanseniase, sendo hoje os maiores responsaveis pelas sequelas nestes
pacientes. O desenvolvimento de métodos laboratoriais visando um prognéstico para
ER, contribuiria tanto com o Estado, com economia de verbas em medicagao e area
hospitalar, quanto com a diminui¢do do uso de medicamentos considerados de risco,
como a talidomida e uso prolongado de corticéides. No entanto, os principais
beneficiados seriam os pacientes, os quais teriam acompanhamento médico mais
proximo e tratamento imediato aos primeiros sintomas de ER, evitando assim os
danos neurais e as consequente sequelas.

Neste sentido, recentemente, os primeiros estudos envolvendo variantes
genéticas associadas ao desencadeamento dos ER vem sendo produzidos, com o
primeiro em 2008, entretanto, frequentemente com resultados inconclusivos. Assim,
faz-se necessario o desenvolvimento de novos estudos e posteriormente a
replicacdo dos achados em populagdes independentes, confirmando assim a

importancia e o impacto da genética neste patologia.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral do estudo foi investigar a participagdo de genes candidatos

ao controle da susceptibilidade a ER em individuos diagnosticados com hanseniase.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Testar tag SNP, capturando totalmente a informacgéo do gene /L6, para
a associacao com susceptibilidade a ER em um grupo-populacional de
casos de ER e controles pareados por forma clinica de risco;

b. Testar tag SNP, capturando totalmente a informagéo do gene CXCL10
(IP10), para a associagdo com susceptibilidade a ER em um grupo-
populacional de casos de ER e controles pareados por forma clinica de
risco;

c. Testar sete SNP localizados nos genes, MAP3K5/MAP7, MAP2K?2,
MAP2K5, NLRP4, PRKCZ, RNF216 e TLRZ2 previamente associados a
RR, para replicagdo em um grupo-populacional de casos de ER e
controles pareados por forma clinica de risco;

d. Testar tag SNP, capturando totalmente a informacdo de trés genes
candidatos, TRAF1, NALP12 e JAK1 e suas regides promotoras,
previamente associados a RR, para replicagdo dos achados em um
grupo-populacional de casos de ER e controles pareados por forma
clinica de risco;

e. No caso de sinais positivos de associagdo, investigar a correlacao
gendtipo/fendtipo entre marcadores do gene associado e niveis sérios

ou funcionais da proteina correspondente.
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4 METODOS COMPLEMENTARES

A descricdo do grupo populacional recrutado no Centro de Referéncia e
Diagnostico de Doencgas Tropicais, localizado em Goiénia, Goias, assim como 0s
métodos de descriminacédo alélica e analises estatisticas utilizados no presente

estudo, encontram-se descritos no capitulo 5.

4.1 SELEGAO DOS GENES CANDIDATOS AO CONTROLE DA
SUSCEPTIBILIDADE A ESTADOS REACIONAIS

4.1.1 Genes provenientes de estudo de perfil de citocinas

Os genes codificadores das proteinas IL6 (/L6) e IP10 (CXCL10) foram
selecionados, no presente estudo, como genes candidatos ao controle a
susceptibilidade a ER. Para cobertura fisica completa destes e de suas regibes
promotoras, foram selecionados trés tag SNP para o gene /L6 e um para 0 gene
CXCL10, seguindo os critérios de DL ’=0.8 e FAM = 20% na populaco caucasiana
(CEU) (Tabela 5).

4.1.2 Genes provenientes de estudo de vias e genes candidatos

Para a investigacédo dos genes candidatos revelados pelo estudo de vias e
SNP associados a ER em outras populagbes, duas abordagens distintas foram

aplicadas na selecao dos marcadores, conforme descrito a seguir.



4.1.2.1 Estratégia de replicacéo

Considera-se replicacdo, em estudos genéticos, a associagéo significativa
entre o fenotipo em questdao e 0 mesmo marcador molecular descrito anteriormente,
com a concordancia para o alelo de risco em ambos os grupos.

Para o estudo de replicagcéo, selecionamos seis SNP, presentes nos genes
MAP3K5/MAP7, MAP2K2, MAP2K5, NLRP4, PRKCZ e RNF216 respectivamente,
derivados do estudo de genes da via do TNF-a, os quais apresentaram associagao
significativa a RR (p>0,05), apbs a correcdo por testes multiplos e regressao
logistica condicional. Por fim, selecionamos como candidato a variante do gene

TLRZ2 previamente associada a RR em um grupo-populacional Etiope (Tabela 5).

Tabela 5 — SNP de genes candidatos

Gene dbSNP Variagao
MAP3K5 rs4351280 [A/G]
MAP2K2 rs12459484 [A/G]
MAP2K5 rs3784712 [A/G]
NLRP12 rs4801639 [C/T]
PRKCZ rs262672 [T/IG]
RNF216 rs3779096 [C/T]

TLR2 rs3804099 [C/T]

IL6 rs1800795 [C/G]

4.1.2.2 Estratégia de cobertura completa de genes

Selecionamos para cobertura fisica completa, os genes NLRP12, JAK1 e
TRAF1, que apresentaram os sinais de maior significancia estatistica no estudo de
genes da via do TNF-a (p=0,0001, p=0,0002 e p=0,002 respectivamente). Para a
discriminagdo dos bins, capturados por um tag SNP, seguiram os critérios de DL
r’=0.8 e FAM=5% na populagao Africana (YRI) (Tabela 6).



Tabela 6 — Tag SNP de genes candidatos

Gene dbSNP Variagao Gene dbSNP Variagao
CXCL10 rs4859587 [A/C] JAK1 rs3818753 [A/G]
IL6 rs2069832 [A/G] rs12135754 [A/C]
rs2069840 [C/G] rs310202 [A/G]
rs2069845 [A/G] rs310199 [AG]
NLRP12 rs2866111 [C/T] rs4916005 [C/T]
rs10410581 [GIT] rs12093269 [C/T]
rs8110965 [C/G] rs310198 [CT]
rs889163 [A/G] rs2256298 [A/G]
rs4419163 [A/T] rs2151572 [A/C]
rs4806773 [C/T] rs310228 [A/C]
rs10416363 [A/G] rs310225 [AG]
rs4539722 [A/G] rs4916004 [A/G]
TRAF1 rs2416804 [C/G] rs310247 [A/G]
rs13440146 [G/T] rs310244 [A/G]
rs3761847 [A/G] rs2780816 [A/C]
rs7021880 [C/G] rs2254002 [A/C]

4.2 METODOS DE ANALISE ESTATISTICA COMPLEMENTARES

Para os genes que demonstraram mais de um sinal de associagcdo nas
analises caso-controle ap6s a corregdo por co-variaveis, realizou-se o teste de
regressao logistica multivariada incluindo somente SNP associados com um grau de
significancia estatistica proximo de 5% (p<0,05). Os marcadores que apresentaram
valores de piikeiinood ratic Proximos de 0,05 na regresséao logistica foram considerados
como sinal de associagdo independente dos demais. Para os marcadores
independentes realizou-se as analises de associacdo haplotipica conforme
implementada no software Thesias 3.1 [114]. As andlises de regressao logistica
incluindo marcadores foram efetuadas conforme implementado no software SAS
vo.1.



4.3 DESENHO DO ESTUDO

O diagrama abaixo resume o desenho geral do estudo. Detalhes dos métodos
utilizados encontram-se descritos no capitulo 5.
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Figura 13 — Desenho do estudo
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ABSTRACT

Type 1 (TIR) and type 2 (T2R) leprosy reactions are major causes of nerve injury and
permanent disabilities. A previous study on plasma levels of 27 cytokines in T1R, T2R
patients and unreactional controls pointed to /L6 as a candidate gene for genetic analysis.
Two nested case-control studies were build-up from a cohort of 409 leprosy patients recruited
in central Brazil and monitored for TIR/T2R. Positive evidences for association between T2R
and /L6 tag SNPs rs2069832 (p=0.002), 152069840 (p=0.027) and rs2069845 (p=0.044) were
observed, capturing the entire information of the /L6 locus, as well as with functional /L6
variant rs1800795 (p=0.005). Moreover, IL6 plasma levels of leprosy patients with T2R
correlated with /L6 genotypes (p=0.04). No association was found between /L6 variants and
TIR. The description of genetic predictive factors for leprosy reactions may have a major
impact on preventive strategies against these incapacitating events.

Keywords: Leprosy; Type 2 reaction; IL6; Association analysis; Genetics; Tag SNP.



INTRODUCTION

Leprosy is a chronic dermato-neurological, disabling disease caused by Mycobacterium
leprae (M. leprae) that in 2009 affected approximately 245.000 new individuals worldwide.
Prevalence of the disease remains stable since the mid 1990’s, despite global implementation
of efficient multi-drug therapy (MDT) [1]. Leprosy presents as a broad clinical, baciloscopic,
histopathological and immunological spectrum, ranging from the localized tuberculoid (TT)
form, associated with a granulomatous Thl-type immune response, to systemic, Th2-type,
lepromatous (LL) disease. Immunologically unstable, borderline forms (borderline
tuberculoid, borderline borderline and borderline lepromatous (BT, BB and BL) lie between
the poles [2].

Leprosy reactions are immune-inflammatory-related phenotypes that may occur before
diagnosis, during treatment or after MDT. Leprosy reactions require immediate treatment to
prevent permanent nerve impairment, motor disability and deformity. Field cohort studies
estimate that the disability ratio in leprosy ranges from 16-56% [3], mainly due to the
occurrence of reactional episodes. Since leprosy reactions may occur months or even years
after MDT completion, related disabilities are expected to continue to occur even
under the unlikely scenario of leprosy eradication.

There are two major types of leprosy reactions. Type 1 reaction (T1R) affects 20-30% of
leprosy cases [4] and is characterized by acute inflammation of pre-existing skin lesions or by
the appearance of new ones and/or neuritis. Systemic symptoms are rare. TIR occurs
predominantly among leprosy patients presenting unstable immune response against the
bacilli (BT, BB, BL forms) [5] — however, TIR may also occur in TT patients [6, 7].
Approximately 95% of T1R cases are diagnosed simultaneously with leprosy or
during the first 2 years of MDT [8]. Even with adequate treatment, 40% of the T1R patients

may present permanent nerve damage [9]. Erythema Nodosum Leprosum (ENL) is the main



presentation of type 2 reaction (T2R) which affects predominantly leprosy patients showing
Th2-type of immune response and high bacterial load, therefore classified towards the
lepromatous pole (BB, BL and LL) of the disease. The onset of T2R is generally during MDT
treatment [10], and the majority of patients usually develop several acute and chronic
episodes over the years. T2R presents as painful erythematous tender nodules on various parts
of the body with or without neuritis, usually followed by systemic signs such as fever and
malaise. T2R is characterized by increased levels of tumor necrosis factor-a and immune-
complex-associated vasculitis, panniculitis, and uveitis. Treatment to T1R is based on
corticosteroids and T2R therapy includes corticosteroids and/or thalidomide [5].

Genomic sequence studies of M. leprae strains of worldwide distribution have shown very
low genetic diversity suggesting that differences in susceptibility to disease and to clinical
manisfestations, including reactional episodes, are influenced by the host defense genes [11].
Only recently genetic epidemiology studies have identified predictive susceptibility factors
for leprosy reactions. Most of these studies focused on variants on Toll-like receptor 1 (7LR1)
and Toll-like receptor 2 (TLR2) genes, important mediators of mycobacterium recognition
during innate immune response. Alleles of both the single nucleotide polymorphism (SNP)
rs3804099 and a microsatellite intragenic to 7LR2 were associated with type 1 reaction in an
Ethiopian population [12]. Non-synonymous SNP rs5743618 (1602S) of 7LRI was found
associated with protection against type 1 reaction in a Nepali population [13]. The same
variation was subsequently associated with leprosy per se in Indian and Turkish populations
[14]. Another non-synonymous polymorphism of 7LRI (N248S) was associated with both
leprosy per se and type 2 reaction, with the S and the N allele being more frequent among
leprosy and T2R patients, respectively [15]. Finally, the first genome-wide association study

(GWA) in leprosy revealed four SNPs intragenic to NOD2 gene associated with leprosy [16].



A subsequent study showed variants of the same gene associated with leprosy per se, TIR and
T2R [17]. However, associated variants were not the same across the two studies.

A constitutive gene expression analysis using non-stimulated peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) from reactional and non-reactional leprosy patients revealed that /L6 was
expressed in most of the TIR and T2R patients, whereas among non-reactional individuals,
mRNA was only detected in TT/BT patients. When skin biopsies were analyzed, expression
of IL6 was detected in most lesions of both T2R and TR1 patients [18]. Nevertheless, it is
known that mRNA expression and the actual level of the secreted protein may be different in
vivo. The production of IL-6 by PBMCs in response to anti-CD3 T cell polyclonal stimulant
was observed in a significantly higher proportion of LL than TT patients [19]. In a
comparative study, lepromatous patients had the highest serum levels of IL-6 and T2R
patients had higher levels of IL-6 than non-reactional patients [20]. In general, these studies
indicate higher IL-6 levels associated with LL leprosy, which is associated with occurrence of
T2R.

In this context, a recent analysis of 27 plasma factors including cytokines, chemokines and
growth factors revealed IL-6 as the only biomarker of both TIR and T2R when compared to
leprosy-affected individuals without reaction [21]. Here we present the results of a follow-
up prospective, nested case-control study of association between leprosy reactions
and tag polymorphisms of the IL6 gene in an expanded population sample of affected
individuals recruited at the same Brazilian reference center for leprosy diagnosis and

treatment.

MATERIALS and METHODS

Population sample



A cohort of leprosy patients was recruited at the time of leprosy diagnosis (newly
detected cases) at a public health reference center (“Centro de Referencia em
Diagnéstico e Terapeutica”) located in Goiania city, central western Brazil, between
February 2006 and March 2008. Leprosy diagnosis/classification was defined after
detailed dermato-neurological examination by a clinician with expertise in leprosy
diagnosis, baciloscopy and histopathology of skin lesion biopsies, according to Ridley
& Jopling criteria [2]. Case definitions of leprosy, T1R and T2R have been described
elsewhere [21]. Inclusion criteria were: newly detected patients, without history of
previous leprosy treatment, presenting or not leprosy reactions (T1R or T2R).
Leprosy patients have been closely followed up for reactional episodes during MDT
(6 months for PB patients and 12 months for MB patients). Upon completion of MDT,
patients have been strongly advised to return to the reference center in case any sign
or symptom of reaction occurred. Overall, patients have been followed up for at least
2 years since diagnosis; leprosy reactions were observed at diagnosis, during MDT
and post MDT. For patients who came for diagnosis during a reactional episode,
blood was collected before the start of MDT and anti-leprosy reaction therapy. For
leprosy patients who developed reactions during MDT, blood was collected during
MDT. For patients who developed a reactional episode after the completion of MDT,
by the time blood was collected, patients were taking neither MDT nor any other
specific drug therapy for leprosy reaction. Patients were excluded from the genetic
analysis if they had uncertain classification of leprosy or of the type of leprosy reaction, if the
clinical classification was inconsistent with the type of reaction and if the clinical signs and
symptoms were compatible with pure neuritis. Two nested case-control studies were build-up
from this cohort: the first included leprosy patients at the first episode of T1R and the second,

leprosy patients at their first episode of T2R.



Controls were newly detected leprosy patients who did not have reaction at the time of initial
diagnosis or during follow-up. Cases of TIR were compared with controls presenting polar
TT or intermediary BT, BB and BL leprosy. Cases of T2R were compared with controls with
polar LL or BL and BB disease. All patients were treated for leprosy following WHO MDT
therapy guidelines and for leprosy reaction following the appropriate therapy, when needed.
Demographic and clinical variables were measured and compared using chi-square and the t-
test, when appropriate, and an alpha error under 0.05 (p value) was considered significant.
This study was approved by the Brazilian National Committee for Ethics in Research
(CONEP, protocol # 650/2006/12638). All patients signed an informed consent as required by

ethical regulation.

MarKker selection:

Tag SNP markers capturing the entire information of the /L6 locus were selected according to
the information available at the International HapMap Project website, release 24/phase
2 Nov08. All selected markers presented a minor allele frequency of 0.2 or higher in the CEU
(Caucasian) HapMap population. Two markers were considered in linkage disequilibrium
(LD) when presenting a pairwise 1* > 0.8. Following these criteria, tag SNPs rs2069832,

152069840 and rs2069845 were selected for genotyping.

DNA extraction and genotyping:

Genomic DNA was obtained from peripheral blood by classic salting-out protocol [22],
purified and quantified. Tag SNPs rs2069832, rs2069840 and rs2069845 were genotyped by

polarized fluorescence, Tagman probe-based methodology [23] using the ABI 7500 platform.
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Genotypes were automatically called using the appropriate software with subsequent manual
checking of accuracy. Functional SNP rs1800795 was genotyped by restriction fragment

length polymorphism (RFLP) analysis as described elsewhere [24].

Plasma IL-6 levels:

Plasma levels of IL-6 were measured for all leprosy patients for whom a biological sample
was available. IL-6 levels were determined by ELISA (eBioscience Human IL-6 kit, San
Diego, CA) according to manufacturer’s instructions using undiluted samples. An exploratory

stem-and-leaf test was carried out to identify outliers.”

Statistical analysis:

Hardy-Weinberg equilibrium estimates were carried out using Haploview 4.2 [25].
Genotyping frequencies of cases and controls were compared by univariate analysis under
both dominant and additive model using the X test or the Student’s t-test when appropriated.
Adjustment for gender, clinical form and age was performed using stepwise multivariate
logistic regression analysis. The p-value threshold for rejection of the null hypothesis
was fixed at 0.05; for comparisons that reached statistical significance, Odds Ration (OR)
was estimated with the appropriated test. Mann-Whitney test was used to compare IL-6
plasma levels across controls and cases of leprosy reactions, as well as across
genotypes under a dominant model. Analysis was performed with the statistical software

SPSS 13.0.

RESULTS



A total of 429 leprosy-affected individuals were recruited for the study. Following
exclusion criteria, 20 individuals were removed from the analysis: 10 with pure
neuritis and 10 for inconsistencies or uncertain diagnosis of either leprosy and/or
type of reaction. During the two years follow-up since diagnosis, 37.7% (154/409) of
leprosy patients developed T1R, 9.5% (39/409) developed T2R and the remaining
216 (52.8%) did not present any sign of reaction. Regarding T1R, 8.5% (13/154) of
patients came for diagnosis during the first T1R episode, 56.5% (87/154) presented
the first TR1 episode during MDT and the remaining 36% (54/154) developed T1R
after completion of MDT, at a median time of 3 months post-MDT, ranging from 1-14
months. Among T2R cases, 10.2% (4/39) of patients came for diagnosis during the
first reactional episode, 63.8% (25/39) presented T2R during MDT and 26% (10/39)
patients presented T2R after MDT, at a median time of 4 months post-MDT, ranging
from 1-13 months. For the genetic analysis, the T1R sub-group was compared with
188 non-reactional controls presenting TT, BT, BB or BL leprosy; the T2R sub-group
was compared with 70 non-reactional leprosy controls presenting BB, BL or LL
leprosy.

Comparison between T1R cases and controls revealed statistically significant
differences in the distribution of the leprosy classification (p=8.1x10°), gender
(p=0.04) and age (p=1.3x10"°). T1R was more frequent among BT individuals (51.3%
of the cases) and males (61.7%); mean age for T1R cases was higher (61.0£15.2)
when compared to controls (41.7+16.6) (p=1.3x10°). For the T2R sub-group, the
only difference observed between cases and controls was regarding the leprosy
classification (p=0.005): LL patients were more frequent among T2R cases (71.8%)

than among controls (40%). Description and analysis of the Ridley & Jopling
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classification and epidemiological data from all groups T1R-controls and T2R-
controls are summarized in Table 1.

To replicate the association between levels of plasmatic IL6 and occurrence of
leprosy reactions observed previously in a smaller sample of the studied population
(REF 18), we compared plasma levels of IL6 across 16 reaction-free, leprosy-
affected control individuals, 33 cases of T2R and 54 cases of T1R from our
expanded dataset (figure 1). Results confirmed increased levels of IL6 among cases
of both T1R (p = 0.009) and T2R (p = 2.4x10°®) when compared with reaction-free,
leprosy controls. Interestingly, the magnitude of the effect was much more
pronounced for T2R when compared with T1R (p = 1.0x10°®).

All markers were in Hardy-Weinberg equilibrium. Genetic analyses failed to detect
association between /L6 variants and the occurrence of TIR. No association was observed
even after the removal of the 22 TT controls from this sub-population (data not shown) as
these patients present a relatively stable immune response and are less susceptible to develop
T1R. Positive evidence for association between all three tag SNPs and occurrence of T2R
(Table 2) was observed for both dominant and additive models after correction for leprosy
clinical form. Linkage disequilibrium analysis confirmed independence of all three SNPs
(Figure 2).

A comprehensive search on the HapMap database (build 24/phase 2 Nov08) revealed that
SNP rs2069832 was tagging a bin that contained variant rs1800795, a known, functional
polymorphism initially localized at a negative regulatory domain of the promoter region of
IL6 [26]. Therefore, SNP rs1800795 was genotyped exclusively in the T2R sub-population.
Analysis confirmed strong LD between rs1800795 and rs2069832 in our population sample
(r* = 0.69, Figure 1). Moreover, association between rs1800795 functional variant of /L6 and

occurrence of T2R was also observed. Odds ratio were estimated at 4.0 (95% CI = 1.64 —



9.76) and 3.7 (95% CI = 1.47 — 9.34) for risk alleles “A” and “C” of markers rs2069832 and
rs1800795, respectively. Allele “G” of marker rs2069840 showed very weak LD with both
rs2069832 and rs1800795 SNPs and was associated with protection against T2R (OR = 0.27,
95% CI=0.22-0.91).

Multivariate analysis performed including all four SNPs confirmed independent
association of two bins: the first captured by tag SNP rs2069832 and including
markers rs2069845 and rs1800795 (p = 0.01) and the second, an rs2069840
singleton, the latter with borderline significance (p = 0.06). Haplotypic analysis also
revealed statistically significant association between T2R and haplotypes composed
by the risk alleles of rs2069840 and both functional SNP rs1800795 and tag SNP
rs2069832 (p = 0.02 and 0.04, respectively; supplementary table 1).

Investigation of association between genotypes and plasma levels of IL6 was
performed using the entire sub-sample of 39 T2R cases (Figure 3). Protective allele
“G” of marker rs2069840 was associated with lower IL6 plasma concentrations under
a dominant model (p = 0.04). Higher plasma levels of IL6 were observed among
carriers of susceptibility alleles “A” and “C” of markers rs2069832 and rs1800795,
although the differences did not reached statistical significance. Five individuals
presented plasma IL-6 concentration = 56 pg/mL (considered outliers) and were

removed from the analysis after stem-and-leaf filtering.

DISCUSSION

This study presents combined genetic and serological evidence that implicates IL6
gene variants as risk factors for susceptibility to the occurrence of leprosy T2R. The
IL6 gene was selected for genetic analysis based on results of a previous multiplex

cytokine study from our group showing that, among 27 plasma factors tested, only IL-



6 was identified as a potential biomarker of both T1R and T2R [21]. First, we
replicated the original finding for both T1R and T2R in an expanded population
sample of patients recruited at the same highly endemic region, following a
prospective design. However, the effect was less notable for the T1R group (figure
1). Then, our strategy of comprehensive physical mapping of the IL6 gene using tag
SNPs, followed by a genotype/phenotype correlation study, led to an unbiased
identification of a functional IL6 variant associated with T2R in the expanded
population sample. No association between IL6 polymorphisms and leprosy T1R was
observed. This is an intriguing finding that deserves further considerations:
occurrence of both types of leprosy reaction is clearly associated with increased
production of pleiotropic inflammatory cytokine IL6. However, in T1R, higher levels of
IL6 take place in a context of an already existing Th1 type of immune response. This
increase of IL6 in T1R could be due to non-genetic and/or genetic determinants
located in different genes of the immune pathway. In contrast, a more exuberant
increase of plasma IL6 among T2R individuals seem to be dependent of genetic
determinants playing a central role, as T2R occurs in a context of Th2 immune
response background with only transient Th1 activation. This hypothesis is strongly
reinforced by the results of both genetic association and genotype/phenotype
correlation shown here.  Altogether, our results argue in favor of different
phisiopathological mechanisms for T1R and T2R in which genetic and non-genetic
variants have different impact over the phenotypes.

The small sample size of the leprosy T2R affected individuals is an acknowledged limitation
of our study. Indeed, despite the large number of leprosy-affected individuals enrolled for
follow-up, the number of individuals who developed T2R was small, as expected, reducing

the power of the association analysis. Another limitation is the lack of replication of the



genetic findings in an independent population sample. Nevertheless, these limitations are
partially minimized by the fact that genetic association between at least one SNP bin,
represented by tag SNP rs2069840, and occurrence of T2R was also observed in an
independent experiment using plasma levels of IL-6 as a phenotype. The second
associated bin, containing known functional SNP rs1800795, also correlated with
different IL6 plasma levels, however not reaching statistical significance, possibly due
to the small sample size.

In humans /L6 gene, located at 7p21 chromosome, produces a secreted 26-kDa glycoprotein
arranged in four chains. There are several possible mechanisms by which higher IL-6 levels
might affect the pathogenesis of T2R. Although IL-6 was first recognized by its property to
induce antibody production, it is considered a key player in inflammation and in acute-phase
reaction, which is one of the earliest responses to insults. IL-6 can be produced by a broad
spectrum of cell types, including T and B cells, macrophages, activated monocytes, mast
cells, neutrophils, eosinophils and can exert its effects on virtually any cell. IL-6 is known to
be deregulated in many chronic autoimmune and inflammatory diseases including rheumatoid
arthritis, Crohn’s disease, juvenile arthritis, and multiple myeloma [26]. IL-6 also participates
in the adaptive immune response affecting the T-cell differentiation into regulatory T cells
(Tregs) or Th1, Th2 and particularly in Th17 differentiation in humans. Although speculative,
it seems reasonable to assume that higher levels of IL-6 could contribute to the development
of leprosy T2R, mainly due to its potent pro-inflammatory role and capacity to stimulate
antibody production. Together with extensive systemic inflammatory manifestations,
immune-complex-associated vasculitis is one of the hallmarks of leprosy T2R.

The results presented in this report are, to our knowledge, the first implicating /L6
polymorphisms in leprosy T2R. Previous studies implicate /L6 genetic variants with different

diseases. In particular, SNP rs1800795 is a well-known functional /L6 polymorphism located



at position —174 of the promoter region of the gene, inside a negative regulatory domain.
Alleles of rs1800795 have been described as risk factor for Grave’s disease [27], systemic-
onset juvenile chronic arthritis [26], periodontitis [24, 28, 29], hepatitis C [30], and both type
1 and 2 diabetes mellitus [31, 32], the latter with inconclusive results [33]. As for tropical
infectious diseases, the same allele “C” of rs1800795 identified here as risk factor for T2R has
been associated with mucosal leishmaniasis in a Brazilian population [34]. Other studies
failed to detect association between /L6 markers, including rs1800795, and Chagas disease, as
well as HIV infection [35, 36].

Individuals homozygous for allele “C” of rs1800795 were shown to be under a six-fold higher
risk of developing Crohn’s disease, a chronic inflammatory bowel disease that can also have
erythema nodosum as systemic complication [37]. Interestingly, this is not the first time that
alleles of a gene are associated with both Crohn’s disase and leprosy phenotypes. Several
genetic epidemiology studies have independently detected variants of NOD2, TNFSF15 and
IL12B as risk factors for both Crohn’s disease and leprosy [16, 38-40], leading authors to
suggest an exciting hypothesis of a mycobacterial origin for Crohn’s disease [41]. In addition,
NOD?2 polymorphisms have been also associated with both types of leprosy reactions [17].

To date, no previous association of rs2069840 has been detected with any chronic
inflammatory, autoimmune or infectious disease. Since this SNP is not in linkage
disequilibrium with functional rs1800795 and seems to be independently associated
with occurrence of T2R, these observations suggest the existence of additional IL6
functional variants other than the rs1800795 LD bin playing a role in T2R
susceptibility. In fact, marker rs2069840 seems to be of particular importance, since it
is associated with both T2R and plasma levels of IL-6. Interestingly, haplotypes

composed by risk alleles of rs2069840 and both functional SNP rs1800795 and



rs2069832 were also associated with T2R, even under low power due to low allele
frequencies.

The essential role of IL-6 in T2R immunopathology needs to be further explored. The use of
IL-6 as a biomarker in multiple diseases has been widely discussed, based on the multiple
impact of this cytokine over the control of innate and adaptative immunity [42]. Here we
propose genetic variants of /L6 as possible biomarkers for T2R in leprosy. The results
presented here add up to a solid body of evidence implicating IL-6 in the pathogenesis of
leprosy T2R, and point to this cytokine as a possible valuable predictive marker for this

aggressive leprosy phenotype.
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Tables

Table 1. Ridely Jopling and epidemiological data of leprosy T1R-controls and
leprosy TR2-controls.
T1R (%) Controls (%) p T2R (%) Controls (%) p
N 154 188 39 70
Ridley
Jopling
Classification
TT EE— 22 (11.7) — EE—
BT 79 (51.3) 124 (66.0) — —
BB 29 (18.8) 16 (8.5) 246 E-08 3(7.7) 16 (22.8)  0.005
BL 46 (29.9) 26 (13.8) 8 (20.5) 26 (37.2)
LL — — 28 (71.8) 28 (40.0)
Gender
M 95 (61.7) 91 (48.4) 0.014 27(69.2) 45 (64.3) 0.60
F 59 (38.3) 97 (51.6) ] 12 (30.8) 25(35.7) ]
Age
Mean [SD] 51.0[15.2] 41.7[16.6] 40.0 [16.6] 45.9 (16.9)
Min - Max 10 - 88 7-87 38 E-07 11-78 9-79 0.073

Abbreviations: TIR, Type 1 Reaction; T2R, Type 2 Reaction; SD, Standard Deviation. TT
tuberculoid leprosy, BT borderline tuberculoid, BB borderline borderline, BL borderline
leprosy, LL lepromatous leprosy; M-male, F —female. p value of X* test for Ridley Joplin
classification and gender variable; p value of student’s t-test for age.
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Table 2. Association between /L6 genetic variants and occurrence of type 1 and type 2 leprosy reaction

T1R Controls pU pM T2R Controls pU M Odds Ratio (CI)
IL6 rs1800795
CcC — — 1(2,6) 3 (4,5)
CG — — —  —  22(57,9) 20(29,8) 0.019 0.030  2.41(1.09 -5.33)
GG — — 15(39,5) 44 (65,7)
CC+CG — — 23 (60,5)  23(34,3)
GG - - 15(30.5) 44 (65.7) 0.009 0.005  3.71(1.47-9.34)
IL6 rs2069832
AA 7(4.7) 52.7) 4(10.5) 344
AG 39 (26.2) 66 (36.1) 033 023  20(52.6) 19 (27.9) 0.005 0.007  2.71(1.32-5.57)
GG 103 (69.1)  112(61.2) 14 (36.9) 46 (67.7)
AA+ AG 46(30.9) 71 (38.8) 24 (63.1)  22(32.3)
GG 103 (69.1)  112(61.2) 0.13  0.11 14(36.9) 46 (67.7) 0.002 0.002  4.00 (1.64 - 9.76)
IL6 rs2069840
GG 16 (10.7) 17 (9.2) 1(2.6) 8 (12.1)
CG 73 (48.7) 86 (46.7) 050 050 13(33.3) 28(424) 0.034 0.027 0.44(0.22-0.91)
CcC 61 (40.6) 81 (44.1) 25(64.1) 30 (45.5)
GG+ CG 89 (59.4) 103 (55.9) 14 (35.9) 36 (54.5)
cc 61 (40.6) 81 (44.1) 0.54 0.51 25(64.1) 30 (45.5) 0.06 0.040  0.39(0.16 - 0.96)
IL6 rs2069845
GG 13 (8.6) 17 (9.3) 8 (20.5) 7 (10.4)
AG 63 (41.7) 83(45.6) 045 029 22(56.4) 30(44.8) 0.023 0.044 1.92 (1.02 - 3.63)
AA 75 (49.7) 82 (45.1) 9(20.1) 30 (44.8)
GG + AG 76 (50.3) 100 (54.9) 30(79.9) 37(55.2)
0.40 0.30 0.025 0.045  2.59(1.02-6.56)
AA 75 (49.7) 82 (45.1) 9 (20.1) 30 (44.8)

Abbreviations: TIR, Type 1 Reaction; T2R Type 2 Reaction; pU, p value for the X* test; pM, p value for the multivariate logistic
regression analysis; Odds Ration from multivariate logistic regression analysis; CI, Confidence interval.



Supplementary table 1. Haplotypic analysis including the two IL6 tag-SNPs independently associated with T2R

(sggll)l?ts);\?}sz) Frequencies Additive model Dominant model
rs1800795 - rs2069840 T2R  Controls D OR [IC] P OR [IC]
G-C 0.49 0.5 — — — —
C-C 0.31 0.17 0.05 2.19 [0.99 - 4.86] 0.02 3.17[1.21 - 8.29]
G-G 0.19 0.32 0.26 0.62 [0.27 - 1.42] 0.24 0.62 [0.28 - 1.37]
C-G >0.01 0.01 0.99  0.99 [<0.001 ->999.9] 0.99 0.99 [<0.001 ->999.9]
rs2069832 - rs2069840
G-C 0.45 0.49 — — — —
A-C 0.36 0.18 0.02 2.441.13 - 5.28] 0.04 2.74[1.04 - 7.25]
G-G 0.18 0.32 0.28 0.64 [0.27 - 1.45] 0.28 0.63 [0.28 - 1.44]
A-G >0.01 0.01 0.99 1.01 [<0.001 - >999.9] 0.99 0.99 [<0.001 ->999.9]

T2R: Type 2 leprosy reaction; Controls; individuals affected by BB, BL or LL leprosy and no sign of occurrence of
TI1R and/or T2R; OR: odds ratio; IC: 95% confidence interval
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Figure 1. Plasma levels of IL6 among 16 reaction-free controls, 54 T1R and
33 T2R cases from the genetic study dataset. p, non-parametric Mann-

Whitney p-values.

XX



Figure 2. Relative position and linkage disequilibrium
(LD) pattern of IL6 markers.
Genomic structure of the IL6 gene is represented in
blue. Values inside the boxes

represent LD measured using the r* parameter.
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Figure 3. Plasma levels of IL-6 according to IL6 genotypes. The sub-sample

was composed of 39 T2R cases that were distributed into the genotype

classes. N, number of individuals in each genotype class. P, Mann-Whitney

p-value for the IL-6 plasma levels across genotypes under a dominant model.

Circles and dots represent individuals with serum levels of IL6 above the 95%

confidence interval.
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6 RESULTADOS COMPLEMENTARES

A descricdo do grupo populacional utilizado nas analises dos sub-itens 6.1 a
6.6 encontra-se descrita no capitulo 5. Para os sub-itens 6.3 a 6.6, que incluem o
estudo de replicacdo dos genes associados a RR na populagdo Vietnamita [113],
foram removidos os controles TT do subgrupo RR, aproximando assim o grupo
populacional recrutado em Goiénia ao estudo original, no qual somente individuos
com a forma borderline de hanseniase foram incluidos. Mesmo apds a remoc¢éao dos
individuos TT, as variaveis forma clinica, género e idade permaneceram associadas
a RR (p=8,1 E-05, p=0,04 e p=1,3 E-05, respectivamente). Todos os marcadores
utilizados nas analises encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,05)

(EHW), a menos que especificado ao contrario.

6.1 ANALISES ESTATISTICAS ADICIONAIS PARA O GENE /L6
0]

0

6.1.1 Analise de regressao logistica multivariada incluindo SNP de IL6

Na analise de regresséo logistica multivariada, incluindo SNP de /L6, pode-se
observar diferenga estatisticamente significativa entre casos de ENH e controles
para o SNP rs2069832 (modelo aditivo p=0,01 e dominante p=0,03). O marcador
funcional rs1800795 e o SNP rs2069845 nao demonstraram ser significativos nesta
analise, apresentando similaridade na captura de informacao com o SNP rs2069832.
Para o marcador rs2069840 foi possivel observar valores de p borderline (modelo
aditivo p=0,06 e dominante p=0,07), indicando a independéncia deste marcador dos

demais (tabela 7).



Tabela 7 — Regressao logistica multivariada entre

marcadores de IL6

tag SNP Mode,:oLaR;iitivo Modelopdl;’:ﬁnante
rs2069832 0,01 0,03
rs2069840 0,06 0,07
rs2069845 0,31 0,57
rs1800795 0,89 0,69
6 p LR; valor de p da likelyhood ratio provéniente da
6 analise de regressao logistica multivariada.

Modelo dominate para os alelos de menor frequéncia.

6.2 ANALISE DE ASSOCIAGAO DO GENE CXCL10 E ESTADO REACIONAL.

As andlises nao demonstraram diferenca significativa na distribuicdo dos

genotipos no subgrupo RR para o tag SNP rs4859587 do gene CXCL10; para o

subgrupo ENH a presenga do alelo A tanto no modelo dominante quanto aditivo esta

associado a um forte fator de protecdo ao desenvolvimento de ENH (p=0,022
OR=0,36 (0,15 - 0,87) e p=0,002 OR=0,31 (0,15 — 0,65) respectivamente), quando

corrigidos pelas covariaveis idade e forma clinica (tabela 9).

Tabela 8 — Analise de associagao entre o tag SNP rs4859587 do gene CXCL 10 e estado reacional

RR (%) Controles (%) pU pM OR (IC) ENH (%) Controles (%) pU pM OR (IC)
CXCL10
rs4859587
AA 14(9.2) 21 (11.2) 1(2,6) 15 (21,4)
AC 67 (47,8) 93 (49,5) 0,17 0,19 NS 17 (43,6) 34 (48,6) 0,003 0,002  0,31(0,15-0,65)
cc 72 (47,0) 74 (39,3) 21 (53,8) 21 (30,0)
CC+AC 139 (90,8) 167 (88,8) 054 0.28 NS 38 (97,4) 55 (78,6) 0009 0016 007 (0.01—065
AA 14.(9,2) 21(11,2) ' ’ 1(2,6) 15 (21,4) : . ,07 (0,01 -0,65)
AA +AC 81 (53,0) 114 (60,7) 18 (46,2) 49 (70,0)
0,15 0,29 NS 0,014 0,022  0,36(0,15-0,87)
cC 72 (47,0) 74 (39,3) 21 (53,8) 21(30,0)

RR; reagédo reversa.

pU; andlise univariada, valores de p referentes ao teste de Xz‘,*p de fisher
pM; andlise multivariada, valores de p referente ao teste de regresséo logistica multivariada binomial. Subgrupo RR corrigido paras as covariaveis
género, forma clinica e idade e subgrupo ENH corrigido para a covariavel forma clinica

OR; odds ratio
IC; Intervalo de confianga

ENH; eritema nodoso hansénico.
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6.3 ESTUDO DE REPLICAGAO DE MARCADORES DO TIPO SNP PREVIAMENTE
ASSOCIADOS A ESTADOS REACIONAIS DA HANSENIASE.

O resultado das analises de replicagdo encontram-se na tabela 10. O SNP
rs3784712 do gene MAP2K5 foi excluido das analises por ndo demonstrar-se
polimérfico no grupo estudado.

Nenhuma associacao significativa foi observada entre os polimorfismos
rs4351280, rs4801639, rs262672 e rs3779096 presente nos genes MAPS3KS,
NLRP4, PRKCZ e RNF216 respectivamente, e ER, no entanto, uma tendéncia a
associagdo pode ser observada entre o alelo C do polimorfismo rs3804099 e
protecdo a RR [p=0,06 OR=0,57 (0,31 — 1,02). Para o sub grupo ENH, a presenca
do alelo G do marcador rs12459484 demonstrou-se associado a susceptibilidade a
ENH na analise multivariada, modelo aditivo [p=0,02 e OR =2,40 (1,14 — 5,00)]. Este
mesmo alelo encontra-se enriquecido nos casos de RR sob o mesmo modelo, no
entanto, a diferenca na distribuicdo entre casos e controles deste grupo nao foi

significativa p=0,09 (tabela 10).

6.4 ANALISE DE ASSOCIAGCAO DO GENE TRAF1 E ESTADO REACIONAL.

Quatro tag SNP foram necesséarios para capturar a informagdo do gene
TRAF1 e sua regiao promotora. O marcador rs7021880 n&o demonstrou-se em
EHW e foi retirado da analise estatistica (p=4,1 E-04). Nao foi observada associagéo
significativa entre tag SNP do gene TRAF1 e ER. O marcador rs2416804 apresenta
um valor de p de 0,09 para associacdo a ENH, com alelo G estando enriquecido no
grupo de controles (tabela 11). Analise de LD confirmou a independéncia de todos
os tag SNP do gene TRAF1 testados (Figura 14).



Tabela 9 — Analise dos SNP previamente associados a estados reacionais

Controles
RR (%) (%) pyU pM OR (IC) ENH (%) Controles (%) pU pM OR (IC)
MAP3KS rs4351280
GG 9(5.,8) 6 (3,7) 3(7.7) 1(1,5)
AG 52 (33,8) 55 (33,7) 051 027 NS 14 (35,9) 21(31,3) 0,14 0,31 NS
AA 93 (60,4) 102 (62,3) 22 (56,4) 45 (67,2)
AA + AG 145 (94,2) 157 (96,3) 036 027 NS 36 (92,3) 66 (98,5) .
GG 9(5,8) 6(3,7) 3(.7) 1(1.5) 0,15 0,38 NS
GG +AG 61(39,6) 67 (37,4) 070 040 NS 17 (43,6) 22 (32,8) 027 042 NS
AA 93 (60,4) 102 (62,3) ' ’ 22 (56,4) 45 (67,2) ’ ’
MAP2K2 rs12459484
GG 20 (13,0) 16(9,7) 5(12,8) 1(1,5)
AG 73 (47,4) 76 (46,1) 029 009  1,37(0,95-1,96) 19 (48,7) 31 (44,9) 0,03 0,02 2,40 (1,14 - 5,00)
AA 61(39,6) 73 (44,2) 15 (38,5) 37 (53,6)
AA + AG 134 (87,0) 149 (90,3) 34 (87,2) 68 (98,5) . i
N 20 (13.0) 16.(9.7) 035 0,18 NS 5(12.8) 1(15) 0,04 003  122(1,22-121,6)
GG +AG 93 (60,4) 92 (55,8) 24 (61,5) 32 (46,4)
040 0,16 NS 0,13 0,09 2,11 (0,88 - 5,06
AA 61(39,6) 73 (44,2) 15 (38,5) 37 (53,6) ¢ )
NLRP4 rs4801639
cc 37 (24,7) 35 (21,5) 8 (20,5) 16 (24,3)
cT 72 (48,0) 71 (43,6) 019 0,34 NS 18 (46,2) 27 (40,9) 0,88 0,96 NS
T 41(27,3) 57 (35,0) 13(33,3) 23 (34,8)
TT+CT 113 (75,3) 128 (78,5) 31(79,5) 50 (75,8)
cc 37 (24,7) 35 (21,5) 050 069 NS 8(20,5) 16 (24,3) 066 076 NS
T 109 (72,7 1 26 (66,7 43 (65,2
cc+C 09 (72,7) 06 (65,0) 015 025 NS 6 (66,7) 3 (65,2) 087 0.85 NS
TT 41(27,3) 57 (35,0) 13 (33,3) 23 (34,8)
PRKCZ rs262672
T 13 (8,9) 10 (6,3) 4(10,5) 7(10,3)
TG 53 (36,3) 56 (35,0) 036 028 NS 12 (31,6) 28 (41,2) 0,50 023 NS
GG 80 (54,8) 94 (58,7) 22 (57,9) 33 (48,5)
GG +TG 133 (91,1) 150 (93,7) 34 (89,5) 61(89,7) 0,97* 0,90 NS
T 13(8,9) 10 (6,3) 038 043 NS 4(10,5) 7(10,3)
TT+TG 66 (45,2) 66 (41,3) 16 (42,1) 35 (51,5)
048 0,33 NS 0,35 0,12 NS
GG 80 (54.8) 94 (58,7) 22 (57.9) 33 (48,5)
RNF216 rs3779096
T 17 (11,3) 21 (12,9) 3(7,7) 8 (11,9)
cT 61(40,4) 73 (44,8) 032 077 NS 25 (64,1) 33 (49,3) 0,61 078 NS
cc 73 (48,3) 69 (42,3) 11(28,2) 26 (38,8)
cc+CT 134 (88,7) 142 (87,1) 36 (92,3) 59 (88,1)
066 049 NS 0,15 0,28 NS
T 17 (11,3) 21(12,9) 3(7,7) 8(11,9)
TT+CT 78 (51,7) 94 (57,7) 28 (71,8) 41(61,2)
cc 73 (48,3) 69 (42,3) 028 012 NS 11(28,2) 26 (38,8) 0.27 027 NS
TLR2 rs3804099
cc 26 (17,0) 41(25,2) 10 (26,3) 15 (21,4)
cT 78 (51,0) 79 (48,5) 008 0,06 0,73 (0,52 - 1,02) 20 (52,6) 41 (58,6) 0,77 0,87 NS
T 49 (32,0) 43 (26,4) 8 (21,1) 14 (20,0)
TT+CT 127 (83,0) 122 (74,8) 0,08 3 28 (73,7) 55 (78,6)
ce 26 (17.0) 41(25.2) 0,06 0,57 (0,31 -1,02) 10/(26.3) 15 (214) 0,57 044 NS
cc+CT 104 (68,0) 120 (73,6) 027 NS 30 (78,9) 56 (80,0) 0,90 0,59 NS
T 49 (32,0) 48 (25,9) 8 (21,1) 14 (20,0)

RR; reagéo reversa.

pU; analise univariada, valores de p referentes ao teste de X2', *p de fisher

pM; analise multivariada, valores de p referente ao teste de regresséao logistica multivariada binomial. Subgrupo RR corrigido paras as covariaveis género,
forma clinica e idade e subgrupo ENH corrigido para a covariavel forma clinica

OR; odds ratio

IC; intervalo de confianga

ENH; eritema nodoso hansénico.

NS; nos marcadores com valores de p superiores a 0.1 na andlise multivariada a OR néo foi calculada e denominada nao significativa.



Tabela 10 — Analise de associacédo de tag SNP do gene TRAF1 e estado reacional

RR (%) Controles (%) pU pM OR (IC) ENH (%) Controles (%) pU pM OR (IC)
TRAF1
rs2416804
GG 25 (16,3) 36 (22.1) 6 (15.4) 21 (30.0)
cG 83 (54,3) 71 (43.6) 0.92 0.57 NS 19 (48.7) 31 (44.3) 0.09 0.09 0.59 (0.32 - 1.08)
cc 45 (29,4) 56 (34.4) 14 (35.9) 18 (25.7)
CC +CG 128 (83,7) 127 (77.9) 33 (84.6) 49 (70.0)
GG 25 (16,3) 36 (22.1) 0.20 0.12 NS 6 (15.4) 21 (30.0) 0.09 0.1 NS
GG +CG 108 (70,6) 107 (65.6) 25 (64.1) 52 (74.3)
0.35 0.63 NS 0.26 0.15 NS
cc 45 (29,4) 56 (34.4) 14 (35.9) 18 (25.7)
TRAF1
rs13440146
TT 0(0,0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
TG 15(9,7) 11(6.8) NA NA NS 4(10.5) 8 (11.6) NA NA NA
GG 139 (90,3) 169 (92.3) 34 (89.5) 61 (88.4)
GG +GT 154 (100) 161 (100) 38 (100) 68 (100)
™ 0(0,0) 0(0.0) NA NA NA 0(0.0) 0(0.0) NA NA NA
TG 15(9,7) 11(6.8) 4(10.5) 8 (11.6) .
0.35 0.64 NS 0.87 0.73 NS
GG 139 (90,3) 169 (92.3) 34 (89.5) 61 (88.4)
TRAF1
rs3761847
GG 24 (15,7) 35 (21.5) 8 (20.5) 20 (28.6)
GA 77 (50,3) 75 (46.0) 0.36 0.26 NS 19 (48.7) 31 (44.3) 0.43 0.20 NS
AA 52 (34,0) 53 (32.5) 12 (30.8) 19 (27.1)
AA + GA 129 (84,3) 128 (78.5) 31 (79.5) 50 (71.4)
oo 24 (15.7) 35 (21.5) 018 020 NS 8(20.5) 20 (28.6) 036 018 NS
GG + GA 101 (66,0) 110 (67.5) 27 (69.2) 51 (72.9)
0.78 0.53 NS 0.69 0.45 NS
AA 52 (34,0) 56 (30,3) 12 (30,8) 19 (27,1)

RR; reagédo reversa.
pU; andlise univariada, valores de p referentes ao teste de X2', *p de fisher

pM; analise multivariada, valores de p referente ao teste de regresséao logistica multivariada binomial. Subgrupo RR corrigido paras as covariaveis

género, forma clinica e idade e subgrupo ENH corrigido para a covariavel forma clinica
OR; odds ratio

IC; intervalo de confiaga

ENH; eritema nodoso hansénico.

NS; nos marcadores com valores de p superiores a 0.1 na andlise multivariada a OR néo foi calculada e denominada nao significativa.

NA,; teste estatistico ndo aplicado
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Figura 14 — Desequilibrio de ligacédo entre marcadores tag SNP do gene TRAF1
FONTE: HapMap, NCBI/MapViewer e Haploview 4.1
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6.5 ANALISE DE ASSOCIAGAO DO GENE NLRP12 E ESTADO REACIONAL.

Nenhum marcador do gene NLRP12 demonstrou-se associado a ENH. O tag
SNP rs4419163 apresentou tendéncia a associagao na analise multivariada, com a
alelo A como fator de susceptibilidade a RR (p=0,07). A presenca do alelo A para o
marcador rs4539722 esta associada a protecdo a RR tanto no modelo aditivo quanto
dominante [p=0,01 OR=0.66 (0,47 — 0,91) e p=0,04 OR=0,58 (0,34 - 0,97),
respectivamente] (tabela 12). A mapa do DL entre os tag SNP de NLRP12 encontra-

se na figura 15. A analise de DL confirmou a independéncia entre os marcadores.

6.6 ANALISE DE ASSOCIAGAO DO GENE JAKT E ESTADO REACIONAL.

Devido a baixa FAM observada para quatro (rs3818753, rs12135754,
rs2151572 e rs4916004) dos dezesseis tag SNP do gene JAK1, néo foi possivel
realizar as analises sob o modelo aditivo, bem como as analises multivariadas para
correcao dos valores de p obtidos para estes marcadores (tabela 13).

Nas analises com o sub-grupo RR, o marcador rs2780816 apresentou valor
de p com tendéncia a associagdo, com o alelo C enriquecido no grupo de casos
(p=0,09). O SNP rs4916005 apresenta a mesma tendéncia, com modelo dominante
para o alelo T (p=0,06), no entanto, a frequéncia observada para o alelo C foi muito
baixa. Para o subgrupo ENH, dois marcadores demonstram tendéncias a associagao
com valores de p inferiores a 0,1 nos modelos aditivos: rs2256298 (p=0,1) e
rs310247 (p=0,08) (tabela 13). A descricdo do padrao de desequilibrio de ligagéo

entre os tag SNP do gene JAK7 encontram-se na figura 16.



Tabela 11 — Andlise de associagéo de tag SNP do gene NLRP12 e estado reacional

RR (%) Controles (%) pU pM OR (IC) ENH (%) Controles (%) pU pM OR (IC)
NLRP12
rs2866111
TT 7 (4,6) 3(1,8) 1(2,6) 3(4,3)
cT 35(22,7) 42 (25,5) 0,64 0,96 NS 7(17,9) 22 (31,4) 0,13 0,14 NS
cc 112 (72,7) 120 (72,7) 31(79,5) 45 (64,3)
cc+CT 147 (95,5) 162 (98,2) " 38 (97,4) 67 (95,7) .
T 7 46) 3(18) 0,16 0,25 NS 1026) 3(43) 0,65 0,95 NS
TT+CT 42 (27,3) 45 (27,3) 8(20,5) 25 (35,7)
1 0,68 NS 0,10 0,09 044 (0,17-1,15
cc 112 (72,7) 120 (72,7) 31(79,5) 45 (64,3) ( )
NLRP12
rs10410581
T 1(0,6) 1(0,6) 0(0,0) 1(1,4)
TG 15 (9,8) 16 (9,8) 1 0,98 NS 2(5,1) 5(7,2) 0,44 0,36 NS
GG 138 (89,6) 146 (89,6) 37 (94,9) 64 (91,4)
GG+ TG 153 (99,4) 162 (99,4) 39 (100) 69 (98,6) .
T 1(0,6) 1(0,6) 1 0.88 NS 0(0,0) 1(1,4) ! ! NS
T .
+TG 16 (10,4) 17 (10,4) . 004 NS 2(5,1) 6(8,6) 051 05 NS
GG 138 (89,6) 146 (89,6) 37 (94,9) 64 (91,4)
NLRP12
rs8110965
GG 29 (19,3) 32(20,5) 6 (15,8) 11(16,0)
GC 79 (52,7) 76 (48,7) 0,84 0,60 NS 23 (60,5) 33 (47,8) 0,36 0,28 NS
cc 42 (28,0) 48 (30,8) 9(23,7) 25 (36,2)
CC+CG 121(80,7) 124 (79,5) 32 (84,2) 58 (84,1)
et 29 (193) 32 (20,5) 080 096 NS 6 (15.0) 1 16.0) 0% 079 NS
GG+ GC 108 (72,0) 108 (69,2) 29 (76,3) 44 (63,8)
0,60 0,45 NS 0,18 0,17 NS
cc 42 (28,0) 48 (30,8) 9(23,7) 25 (36,2)
NLRP12
rs889163
GG 3(2.1) 8(5.2) 2(54) 1(1.5)
GA 37 (25,3) 37 (24,2) 0,41 0,68 NS 10 (27,0) 17 (25,0) 0,36 0,24 NS
AA 106 (72,6) 108 (70,6) 25 (67,6) 50 (73,5)
AA + AG 143 (97,9) 145 (94,8) " 35 (94,6) 67 (98,5) .
GG 3(2,1) 8(5,2) 0.15 0.30 NS 2(54) 1(1,5) 0.28 0.41 NS
GG +AG 40 (27,4) 45 (29,4) 12 (32,4) 18 (26,5)
0,7 0,97 NS 0,52 0,3 NS
AA 106 (72,6) 108 (70,6) 25 (67,6) 50 (73,5)
NLRP12
rs4419163
AA 9(5.9) 6 (3.8) 2(53) 1(1.4)
AT 61(39,9) 56 (35,2) 0,18 0,07 1,46 (0,97 - 2,20) 14 (36,8) 14 (37,8) 0,38 0,55 NS
T 83 (54,2) 97 (61,0) 22 (57,9) 44 (63,8)
TT+TA 144 (94,1) 153 (96,2) 36 (94,7) 68 (98,6) "
AA 9(59) 63.8) 0,38 0,16 NS 2(5.3) 1(14) 0,29 0,43 NS
AA +AT 70 (45,8) 62 (39,0 16 (42,1) 15 (36,2)
0,23 0,12 NS 0,55 0,69 NS
TT 83 (54,2) 97 (61,0 22 (57,9) 44 (63,8)
NLRP12
rs4806773
cC 2(1,3) 8(5,1) 1(2,7) 1(1,4)
cT 32(21,2) 28 (17,7) 0,49 0,59 NS 8(21,6) 16 (23,2) 0,92 0,9 NS
T 117 (77,5) 122 (77,2) 28 (75,7) 52 (75,4)
TT+CT 149 (98,7) 150 (94,9) " 36 (97,3) 68 (98,6) "
ce 2 (1.3) 8(5.1) 0,10 0,15 NS 127) 1(14) 1 0,66 NS
cc+CT 34 (22,5) 36 (22,8) 0.96 0,99 NS 9(24.3) 17 (24.6) 0.7 0,99 NS
TT 117 (77,5) 122 (77,2) 28 (75,7) 52 (75,4)
NLRP12
rs10416363
GG 27 (17,5) 29 (17,7) 3(7,9) 13(18,6)
AG 69 (44,8) 71(43,3) 0,88 0,89 NS 22 (57,9) 33 (47,1) 0,43 0,33 NS
AA 58 (37,7) 64 (39,0) 13 (34,2) 24 (34,3)
AA +AG 127 (82,5) 135 (82,3) 35(92,1) 57 (81,4) .
e 27 (17,5) 29 (17,7) 097 088 NS 3(7.9) 13 (18.6) o012 NS
GG +AG 96 (62,3) 100 (61,0) 25 (65,8) 46 (65,7)
0,8 0,74 NS 0,99 0,85 NS
AA 58 (37,7) 64 (39,0) 113 (34,2) 24 (34,3)



NLRP12

rs4539722
AA 29 (19,0) 45 (27,8) 9(23,7) 17 (25,0)
AG 70 (46,1) 75 (46,3) 0,03 0,01 0,66 (0,47 - 0,91) 20 (52,6) 35 (51,5) 0,92 0,89 NS
GG 53 (34,9) 42 (25,9) 9(23,7) 16 (23,5)
GG +AG 123 (81,0) 117 (72,2) 29 (76,3) 51 (75,0)
AA 29 (19,0) 45 (27,8) 007 004  055(031-0,96) 0(237) 17.250) 088 097 NS
AA + AG 99 (65,1) 120 (74,1) 29 (76,3) 52 (76,5)
0,09 0,04 0,57 (0,34 - 0,97) 0,99 0,79 NS
GG 53 (34,9) 42 (25,9) 9(23,7) 16 (23,5)
RR; reagdo reversa.

pU; analise univariada, valores de p referentes ao teste de X*, *p de fisher

pM; andlise multivariada, valores de p referente ao teste de regresséo logistica multivariada binomial. Subgrupo RR corrigido paras as covariaveis género,
forma clinica e idade e subgrupo ENH corrigido para a covariavel forma clinica
OR; odds ratio

IC intervalo de confianga
ENH; eritema nodoso hansénico.

NS; nos marcadores com valores de p superiores a 0.1 na andlise multivariada a OR néo foi calculada e denominada nao significativa.
NA; Teste estatistico ndo aplicado
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Figura 15 — Desequilibrio de ligagdo entre marcadores fag SNP do gene NLRP12
FONTE: HapMap, NCBI/MapViewer e Haploview 4



Tabela 12 — Analise de associagao de tag SNP do gene JAK1? e estado reacional

RR (%) Controles (%) pU pM OR (IC) ENH (%) Controles (%) pU pM OR (IC)
JAKT
rs3818753
GG 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
AG 1(0,7) 3(1,8) NA NA NA 0(0,0) 0(0,0) NA NA NA
AA 150 (99,3) 160 (98,2) 38 (100) 70 (100)
AA +AG 151 (100) 163 (100) 38 (100) 70 (100)
fete) 0(0,0) 0(0,0) NA NA NA 0(0,0) 0(0,0) NA NA NA
A .
G 1(0,7) 3(1,8) 035 NA NA 0(0,0) 0(0,0) NA NA NA
AA 150 (99,3) 160 (98,2) 38 (100) 70 (100)
JAKT
rs12135754
cC 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
AC 10 (6,6) 11 (6,8) NA NA NA 1(2,6) 5(7,2) NA NA NA
AA 141 (93,4) 150 (93,2) 37 (97,4) 64 (92,8)
AA +AC 151 (100) 161 (100) 38 (100) 69 (100)
cc 0(0,0) 0(0,0) NA NA NA 0(0.0) 0(00) NA NA NA
A
c 10 (6,6) 11 (6,8) 0.04° NA NA 1(2,6) 5(7,2) 0.34" NA NA
AA 141 (93,4) 150 (93,2) 37 (97,4) 64 (92,8)
JAKT
rs310202
GG 27 (17,5) 24 (15,0) 3(7,9) 9(13,2)
AG 65 (42,2) 70 (43,8) 0,66 0,48 NS 16 (42,1) 27 (39,7) 0,55 0,82 NS
AA 62 (40,3) 66 (41,2) 19 (50,0) 32 (47,1)
AA +AG 127 (82,5) 136 (85,0) 35 (92,1) 59 (86,8) 0,41* 0,55 NS
GG 27 (17,5) 24 (15,0) 054 088 NS 3(7,9) 9(13,2)
GG +AG 92 (59,7) 944 (58,8) 19 (50,0) 36 (52,9)
0,86 0,54 NS 0,77 0,94 NS
AA 62 (40,3) 66 (41,2) 19 (50,0) 32 (47,1)
JAKT
rs310199
GG 31(20,3) 25 (15,5) 3(7,6) 8(11,4)
AG 74 (48,3) 89 (55,3) 0,74 0,58 NS 18 (46,2) 38 (54,3) 0,22 0,33 NS
AA 48 (31,4) 47 (29,2) 18 (46,2) 24 (34,3)
AA +AG 122 (79,7) 136 (84,5) 36 (92,4) 62 (88,6) .
GG 31(20,3) 25 (15,5) 0.27 0.21 NS 3(7,6) 8(11,4) 0.54 0,65 NS
GG +AG 105 (68,6) 114 (70,8) 21 (58,8) 46 (65,7)
0,67 0,84 NS 0,22 0,33 NS
AA 48 (31,4) 47 (29,2) 18 (46,2) 24 (34,3)
JAKT
rs4916005
cC 4(2,7) 10 (6,3) 1(2,7) 6(8,7)
cT 52 (35,1) 55 (34,4) 0,34 0,24 NS 11(28,9) 20 (29,0) 0,32 0,6 NS
T 92 (62,2) 95 (59,4) 26 (68,4) 43 (62,3)
TT+CT 144 (97,3) 150 (93,8) . i 37 (97,3) 63 (91,3) "
cc 427 10(6.3) 0,17 0,06 0,31 (0,09 - 1,07) 12.7) 6(67) 0,25 0,41 NS
cc+CT 56 (37,8) 65 (40,6) 062 0.56 NS 12 (31,6) 26 (37,7) 053 082 NS
TT 92 (62,2) 95 (59,4) 26 (68,4) 43 (62,3)
JAKT
rs12093269
TT 5(3,3) 10 (6,1) 1(2,6) 7 (10,1)
cT 54 (35,8) 54 (33,1) 0,65 0,54 NS 11(28,2) 18 (26,1) 0,30 0,50 NS
cc 92 (60,9) 99 (60,7) 27 (69,2) 44 (63,8)
cc+CT 146 (96,7) 153 (93,9) " 38 (97,4) 62 (89,9) .
T 5(3,3) 10 (6,1) 0.29 0.14 NS 1(2,6) 7(10,1) 0.18 0.21 NS
TT+CT 59 (39,1) 64 (39,3) 12(30,8) 25 (36,2)
0,97 0,95 NS 0,57 0,89 NS
cc 92 (60,9) 99 (60,7) 27 (69,2) 44 (63,8)
JAKT
rs310198
TT 4(27) 10 (6,1) 1(2,6) 4(5,7)
cT 49 (32,6) 55 (33,7) 0,22 0,19 NS 12 (31,6) 24 (34,3) 0,45 0,91 NS
cc 97 (64,7) 98 (60,2) 25 (65,8) 42 (60,0)
cc+cCT 146 (97,3) 153 (93,9) . 37 (97,4) 66 (94,3) .
T 4 27) 10 (6.1) 0,17 0,17 NS 126) 4(57) 0,48 0,94 NS
TT T 1 4,2 28 (4
+C 53 (35,3) 65 (39,8) 041 0.34 NS 3(34,2) 8 (40,0) 0.5 00 NS
cc 97 (64,7) 98 (60,2) 25 (65,8) 42 (60,0)



JAK1

rs2256298
AA 24 (16,1) 25 (15,6) 1(2.,6) 8 (11,4)
AG 64 (43,0) 76 (47,5) 0,65 0,56 NS 18 (47,4) 38 (54,3) 0,05 0,10 0,55 (0,27 - 1,14)
GG 61(40,9) 59 (36,9) 19 (50,0) 24 (34,3)
GG +AG 125 (83,9) 135 (84,4) 37 (97,4) 62 (88,6) .
AA 24 (16,1) 25 (15,6) 0,81 0.7 NS 1(2,6) 8(11,4) 0.15 0.21 NS
AA +AG 88 (59,1) 101 (63,1) 19 (50,0) 46 (65,7)
0,46 0,27 NS 0,11 0,2 NS
GG 61(40,9) 59 (36.9) 19 (50,0) 24 (34,3)

RR; reagédo reversa.

pU; andlise univariada, valores de p referentes ao teste de Xz‘, p de fisher

pM; andlise multivariada, valores de p referente ao teste de regresséo logistica multivariada binomial. Subgrupo RR corrigido paras as covariaveis género,
forma clinica e idade e subgrupo ENH corrigido para a covariavel forma clinica

OR; odds ratio

IC; intervalo de confianga

ENH; eritema nodoso hansénico.

NS; nos marcadores com valores de p superiores a 0.1 na andlise multivariada, a OR n&o foi calculada e denominada néo significativa.

NA; Teste estatistico ndo aplicado
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Figura 16 — Desequilibrio de ligacdo entre marcadores tag SNP do gene JAK1
FONTE: HapMap, NCBI/MapViewer e Haploview 4.1
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Tabela 12 — (cont.) Andlise de associagédo de tag SNP do gene JAK1 e estado reacional

RR (%) Controles (%) pU pM OR (IC) ENH (%) Controles (%) pU pM OR (IC)
JAK1
rs2151572
cC 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
AC 16 (10,5) 20 (12,1) NA NA NA 0(0,0) 7(10,1) NA NA NA
AA 137 (89,5) 145 (87,9) 38 (100) 62 (89,9)
AC +AA 153 (100) 165 (100) 0(0,0) 0(0,0)
cc 0(0,0) 0(0,0) NA NA NA 38(100) 69 (100) NA NA NA
A
C 16 (10,5) 20 (12,1) 0.64 NA NA 0(0,0) 7(10,1) 0.05* NA NA
AA 137 (89,5) 145 (87,9) 38 (100) 62 (89,9)
JAK1
rs310228
AA 3(2,0) 2(1,2) 0(0,0) 2(2,8)
AC 30 (19,6) 37 (22,6) 0,78 0,69 NS 7(18,4) 16 (22,9) 0,78 0,69 NS
cc 120 (78,4) 125 (76,2) 31(81,6) 52 (74,3)
CC +AC 150 (98,0) 162 (98,8) . 38 (100) 68 (97,2) .
aA 3(2.0) 2(12) 0,67 0,58 NS 0(00) 2(2.8) 0,29 0,58 NS
AA+AC 33 (21,6) 39 (23,8) 7(18,4) 18 (25,7)
4 4 N 4 N
cC 120 (78,4) 125 (76,2) 06 0% S 31(81,6) 52 (74,3) 0.39 05 S
JAK1
rs310225
AA 19 (12,5) 27 (16,4) 2(54) 11 (15,7)
AG 70 (46,1) 72 (43,6) 05 0,38 NS 19 (51,4) 33 (47,2) 0,5 0,38 NS
GG 63 (41,4) 66 (40,0) 16 (43,2) 26 (37,1)
GG + AG 133 (87,5) 138 (83,6) 35 (94,6) 59 (84,3) .
AA 19 (12,5) 27 (16,4) 0,33 0.24 NS 2(5,4) 11 (15,7) 0.21 0,24 NS
AA +AG 89 (58,6) 99 (60,0) 21 (56,8) 44 (62,9)
0,7 0,68 NS 0,54 0,68 NS
GG 63 (41,4) 66 (40,0) 16 (43,2) 26 (37,1)
JAK1
rs4916004
AA 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
AG 9(6,0) 15(9,3) NA NA NA 1(2,6) 6(8,6) NA NA NA
GG 140 (94,0) 146 (90,7) 37 (97,4) 64 (91,4)
GG +AG 149 (100) 156 (100) 38 (100) 70 (100)
AA 0(0,0) 0(00) NA NA NA 0(00) 0(0.0) NA NA NA
AG 9 (6,0) 15(9,3) 1(2,6) 6 (8.,6) d
0,28 NA NA 0,42 NA NA
GG 140 (94,0) 146 (90,7) 37 (97,4) 64 (91,4)
JAK1
rs310247
GG 28 (18,9) 25 (15,6) 13 (34,2) 11(16,0)
AG 69 (46,6) 80 (50,0) 0,69 0,72 NS 18 (47,4) 37 (53,6) 0,03 0,08 1,73 (0,93 - 3,21)
AA 51 (34,5) 55 (34,4) 7 (18,4) 21 (30,4)
AA +AG 120 (81,1) 135 (84,4) 25 (65,8) 58 (84,1)
GG 28 (18,9) 25 (15,6) 0,44 0.39 NS 13 (34,2) 11 (16,0) 0.03 0.1 NS
GG + AG 97 (65,5) 105 (65,6) 31(81,6) 48 (69,6)
0,99 0,87 NS 0,18 0,20 NS
AA 51 (34,5) 55 (34,4) 7(18,4) 21 (30,4)
JAK1
rs310244
AA 4(2,6) 6(3,6) 1(2,6) 2(2,9)
AG 48 (31,4) 50 (30,3) 0,87 0,57 NS 12 (31,6) 28 (40,0) 0,87 0,57 NS
GG 101 (66,0) 109 (66,1) 25 (65,8) 40 (57,1)
GG + AG 149 (97,4) 159 (96,4) " 37 (97,4) 68 (97,1) .
AA 4(26) 6(3.6) 0,60 0,64 NS 126) 2(2.0) 1 064 NS
AA +AG 52 (34,0) 56 (33,9) 099 0.4 NS 13 (34,2) 30 (42,9) 038 063 NS
GG 101 (66,0) 109 (66,1) 25 (65,8) 40 (57,1)
JAK1
rs2780816
AA 24 (16,3) 34 (20,6) 2(5.3) 12 (17,1)
AC 59 (40,2) 74 (44,9) 0,16 0,09 0,76 (0,55 - 1,05) 19 (50,0) 34 (48,6) 0,11 0,09 0,75 (0,54 - 1,04)
cc 64 (43,5) 57 (34,5) 17 (44,7) 24 (34,3)
CC +AC 123 (83,7) 131 (79,4) 36 (94,7) 58 (82,9) .
AA 24 (16,3) 34 (20,6) 0,33 0.35 NS 2(5,3) 12 (17,1) 0.13 0.33 NS
AA+AC 83 (56,5) 108 (65,5) 21 (55,3) 46 (65,7)
0,1 0,07 0,64 (0,40 - 1,04 0,28 0,08 0,64 (0,40 - 1,05
CC 64 (43,5) 57 (34,5) ( ) 17 (44,7) 24 (34,3) ( )
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JAK1

rs2254002
cC 34 (22,4) 34 (20,7) 14 (36,8) 16 (22,9)
AC 74 (48,7) 78 (47,6) 0,58 0,69 NS 15 (39,5) 35 (50,0) 0,6 0,69 NS
AA 44 (28,9) 52 (31,7) 9(23,7) 19 (27,1)
AA +AC 118 (77.6) 130 (79,3) 24 (63,2) 54 (77,1)
cc 34 (22,4) 34 (20,7) 0.72 0.74 NS 14 (36,8) 16 (22,9) 012 0.74 NS
CC+AC 108 (71,1) 112 (68,3) 29 (76,3) 51(72,9)
0,59 0,75 NS 0,69 0,75 NS
AA 44 (28,9) 52 (31,7) 9(23.7) 19 (27,1)

RR; reagédo reversa.

pU; analise univariada, valores de p referentes ao teste de X%, p de fisher

pM; analise multivariada, valores de p referente ao teste de regressao logistica multivariada binomial. Subgrupo RR corrigido paras as covariaveis género,
forma clinica e idade e subgrupo ENH corrigido para a covariavel forma clinica

OR; odds ratio

IC; intervalo de confianca

ENH; eritema nodoso hansénico.

NS; nos marcadores com valores de p superiores a 0.1 na andlise multivariada, a OR n&o foi calculada e denominada néo significativa.

NA; Teste estatistico ndo aplicado



7 DISCUSSAO COMPLEMENTAR

Muito pouco tem se avancado no entendimento das bases genéticas dos
estados reacionais, os artigos publicados até o momento carecem de replicagédo ou
apresentam limitagdes relevantes no desenho do estudo ou estratégia de analise.
Neste contexto, algumas abordagem diferenciais vém se mostrando promissoras na
selecdo de genes, como estudos do perfil de citocinas e de vias imunoldgicas,
trazendo um novo insight para a investigacdo dos mecanismos de acgédo dos ER,
sendo uma alternativa ao desenho de genes candidatos funcionais.

Para avaliarmos o impacto de fatores genéticos em ER, desenvolvemos duas
estratégias: (i) avaliagdo de SNP associados a ER, provenientes da literatura ou de
estudos colaborativos, para replicagao, (ii) avaliagdo por cobertura fisica de genes

candidatos novos ou previamente associados a ER.

7.1 EXPERIMENTOS DE REPLICACAO

7.1.1 SNP selecionado da literatura

Observamos em nossas andlises a tendéncia para associacdo do SNP
rs3804099 do gene TLR2 e ER (p=0,06). Este polimorfismo, descrito por Bochud e
cols. em 2008, foi a primeira variante genética demonstrada em associacdo a ER.
No estudo original a presencga do alelo T foi descrita como fator de protecdo a RR
(p=0,002) [106]. Nossos achados apontam para dire¢cao oposta, com o alelo C como
fator de protecéo.

Algumas fatores s&o cogitados para discutirmos as inconsisténcias
observadas: (i) a diferenca entre os grupos populacionais: o grupo do estudo
primario, de origem etiope, é formado por 441 individuos, nestes, a distribuicdo dos
tipos de reagao é peculiarmente distinta da relatada em outros grupos-populacionais.
Cerca de 30% dos casos de ER apresentados sao neurites, apenas 66 (15%) dos
individuos desenvolveram RR e 17 (3,8%) ENH. Esta baixa incidéncia de RR e ENH

€ inesperada, considerando que 75% das formas clinicas foram BT + BL
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(considerada de risco para RR) e 63% BL+LL (risco para ENH). A proporcao dos ER
do estudo original diferem das descritas em outras populagdes [46, 115], incluindo
nosso estudo, no qual somente 11 individuos apresentaram neurites e foram
excluidos do grupo; (ii) quanto a inversdo do sentido da associagdo, uma possivel
explicagdo adicional é a ocorréncia do fenébmeno de flip-flop [116], ou seja, a
inversdo do alelo de risco associado a um fenétipo em grupos distintos. Este efeito
seria plausivel nos casos em que o alelo associado ndo € o causal, mas sim, um
representante do bin desta variante. No entanto, neste caso, deve haver também
uma inversao na FAM do alelo de risco: se em uma populag¢ao o alelo de risco é o
mais frequente, na outra o alelo de risco deve ser o alelo raro; ndo corresponde as
nossas observacgdes, uma vez que o alelo associado € o de maior frequéncia em
ambos os grupos, sendo assim incompativel com a definicdo classica do fendbmeno
flip-flop [117]; (iii) a definicao do grupo controle “no RR” utilizado no estudo inicial:
ndo ha uma definicdo especifica se este grupo é formado por individuos sem
nenhum tipo de reagéo, ou se inclui os casos de ENH e neurite. Uma analise
cuidadosa dos numeros permite a especulacédo de que o grupo controle & formado
por individuos sem RR mas com os outros dois tipos de ER, o que torna a

comparacgao caso/controle dificil.

7.1.2 SNP selecionados de estudos colaborativos

No estudo realizado por nossos colaboradores, investigando as vias
envolvendo TNF-a, multiplos sinais de associagdo a RR foram observados, cuja
descricdo encontra-se resumida na tabela 14.

N&o observamos a replicacdo dos achados genéticos entre os SNP
rs3779096, rs4351280, rs262672 e rs4801639 presentes nos genes RNF216,
MAP3K5, PRKCZ e NLRP4 respectivamente, e RR. Nao foi observada diferenca
significativa também para o fen6tipo ENH. O SNP rs3784712 do gene MAP2K5 nao
foi utilizado nas analises genéticas, segundo o banco de dados HapMap, este &
polimorfico somente em individuos de origem asiatica, explicando a auséncia de
variancia na populacdo brasileira. Demonstramos sinal de associagao

estatisticamente significativo entre o marcador rs12459484 do gene MAP2K2 e ENH,
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com o alelo A enriquecido no grupo controle em ambos os modelos, aditivo (p=0,02)
e dominante (p=0,03). Apesar da diferenca na distribuicido dos gendtipos deste
marcador ndo ser significativa para o grupo RR (p=0,09), o alelo A encontra-se
também em maior propor¢do no grupo controle. De fato, este alelo é o mesmo
associado a protecdo a RR na populagéo Vietnamita [puy.caro=0,004 OR=0,55 (0,37 —
0,82)], esta observacdo é compativel com a hipotese de um possivel impacto de
protecdo para este alelo em ambos os ER. O papel da MAP2K2, cuja proteina é
denominada MEK2, parece ser muito importante no mecanismo de defesa do
hospedeiro. MEK2 é um dos principais alvos da protease secretada pelo Bacillus
anthracis, inibindo a via de mitose e diferenciacao celular ativada por MEK2 e MEK1,
muitas vezes sendo letal [118]. Outro fator virulento (YopJ) secretado por bactérias
do género Yersinia também tem impacto direto sobre MEK2, através da acetilagcao
de duas serinas residuais no loop de ativagcédo, causando a inibicdo da resposta
inflamatéria e o direcionamento para apoptose celular [119]. Contudo, novos estudo
esclarecendo o possivel impacto de polimorfismos nesse gene como fator de

protecdo a ER sao necessarios.

Tabela 13 — Genes associados a RR na populacao viethamita e suas funcées ja descritas

N Gene Nome Funcao
Proteina associada a receptores de TNF e uma das
tumor necrose factor receptor- responsaveis pela transdugéo do sinal. Interage com proteinas
1 TRAF1 . . - L ; o
associated factor 1 inibidoras de apoptose e medeia os sinais anti-apoptoticos dos

receptores de TNF

Inibidor das vias ativadas por TNF e IL1. Age também
2 RNF216 ring finger protein 216 funcionalmente como uma E3 ubiquitina proteina ligase,
transferindo a ubectina de E2 para o substrato

mitogen-activated protein kinase Tem um papel crucial na transdugéo do sinal de fatores de
3 MAP2K2 ; . o ) L
kinase 2 crescimento, mitdbgenos e de diferenciagéo celular

. . s A cascata de sinalizagdo mediada por esta citocina envolve
mitogen-activated protein kinase

4 MAP2K5 kinase 5 produgao de fatores de crescimento, proliferagao celular e
diferenciagdo para linhagem muscular
mitogen-activated protein kinase Gene muito conservado de droséfilas a mamiferos, sua real
5 MAP3K5 9 ) op fungdo ndo é bem estabelecida. Nos humanos é expresso
kinase kinase 5 A »
abundantemente no pancreas e no coragéo
NACHT leucine-rich repeat family, Envolvida na ativagao da via das caspases pela interagdo com
6 NLRP12 . : o : . A
pyrin domain containing 12 complexos proteicos denominados inflamossomos
7 NLRP4 NACHT leucine-rich repeat family, Envolvida na ativagao da via das caspases pela interagdo com
pyrin domain containing 4 complexos proteicos denominados inflamossomos
8 PRKCZ protein kinase C, zeta Envolvida em varios processos celulares como proliferagéo,

diferenciagao e secregéo de fatores inflamatorios

Enzima transdutora de sinais, acoplado a proteina de
9 JAK1 Janus kinase 1 membrana STAT formando o complexo JAK/STAT envolvido na
transducgéo de sinal da via do IFN-a e IFN-B

Fonte. [113], Gene Sequence/NCBI



7.2 EXPERIMENTO DE COBERTURA FiSICA COMPLETA

7.2.1 Analise de Cobertura fisica completa de genes previamente descritos

N&o averiguamos nenhum sinal de associacéo entre os tag SNP do gene
TRAF1 e ER no grupo populacional brasileiro, incluindo o SNP rs3761847 associado
a RR na populacado vietnamita (p=0,002). De fato, esta & variante do gene TRAF1
mais relatada em associacdo a doengas complexas, principalmente a artrite
reumatdide (AR), tanto no GWAS para AR quanto em meta-analise [120, 121]. Para
o SNP rs2416804, podemos observar claramente uma inversdo na distribuicdo
genotipica entre casos de ENH e controles. Contudo, essa diferenga nédo é
estatisticamente significativa (p=0,09). Este polimorfismo ndo foi relatado em
associagao a susceptibilidade a nenhuma doencga até o presente momento. O SNP
rs7021206 também associado a AR, quando avaliado em nosso grupo-populacional,
demonstrou frequéncias genotipicas fora do EHW, sendo retirado do estudo antes
das analises estatisticas.

Através da cobertura do gene NLRP12, utilizando a estratégia de tag SNP no
grupo-populacional brasileiro, foi possivel observar a associacao significativa entre
apenas um marcador, o rs4539722 e RR [alelo A p=0,01 OR=0,66 (0,47 — 0,91)]. O
SNP inicialmente associado a RR na populacao vietnamita, rs7259148 [p=0,0001
OR=3.26 (1,77 — 6,01)], encontra-se em alto DL com o rs4539722 (*=0.66) segundo
o banco de dados HapMap populagcdo CHB, utilizada no estudo original. Para
confirmarmos a dependéncia ou independéncia dos achados devemos observar a
distribuicao dos gendtipos destes dois SNP em ambos os grupos, no entanto, pelo
alto DL apresentado por estes na populagdo CHB, é possivel cogitar a hipétese de
estarmos capturando o sinal da mesma variagdo causal na populagédo vietnamita.
Uma vez que além do valor consideravel de DL, os dois SNP estéo fisicamente
proximos, localizados na regido UTR 5’ do gene NLRP12. Outro tag SNP, rs4419163
apresenta uma tendéncia a associagdo (p=0,07), apesar do DL entre os SNP
rs4539722 e o rs4419163 ser baixo (r’=0.24) em nosso grupo de estudo, estes
marcadores estdo possivelmente capturando a mesma informacdo. Nenhuma

associacao significativa foi observada entre os tag SNP e ENH.
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Membros da familia NLR tem sido descritos como importantes mediadores de
processos inflamatérios na imunidade inata, estando envolvidos no reconhecimento
de patoégenos intracelulares e no recrutamento de uma variedade de moléculas
efetoras, incluindo caspases e quinases [122]. A cascata de sinalizagdo envolvendo
as moléculas NLRP ainda ndo & bem elucidada, no entanto, estudos recentes
demonstram a interacéo direta e especifica entre NOD2 (descrita em associacao a
ER) e NLRP12 no inflamossomo [123], sugerindo um papel tdo importante para
NLR4 e NLRP12 quanto os atribuidos a NOD1 e NOD2 no reconhecimento de
patdogenos intracelulares. Em um dos primeiros estudos genéticos envolvendo
NLRP12, um polimorfismo denominado pelos autores como NALP12 In9, foi
descrito como fator de susceptibilidade a doenga cronica de pele (dermatite atépica)
[124].

Duas variagbes do gene JAK1?1 foram associadas a RR na populagéo
vietnamita. Este foi o Unico gene a apresentar sinais independentes de associacéo,
com os SNP rs310202 (p=0,0002) e rs3818753 (p=0,02). Na analise de JAK1 por
tag SNP na populacdo brasileira, estes achados ndo foram replicados. O SNP
rs3818753 demonstrou ser pouco polimérfico no grupo estudado (FAM=0,6%) e o
SNP rs310202 n&o apresentou diferenca estatisticamente significativa na
distribuicdo dos gendtipos e entre caos de ER e controles. Um unico marcador
demonstra tendéncia de associacdo a RR e ENH (p=0,09 para ambos), e este &
independente dos dois marcadores previamente associados na populacao
vietnamita (? <0.1). Jak1 é uma tirosina quinase que desempenha um papel crucial
na ativagdo da resposta imunologica mediada por importantes citocinas como IFN-
a/Bly, IL2/IL4, IL6 e IL10 [125]. A delecdo desse gene é fatal em camundongos
neonatos [126], sugerindo a importancia de um bom funcionamento dessa via.
Entretanto, variantes deste gene ndo demonstram associagcado a susceptibilidade a

ER no grupo-populacional brasileiro.



7.2.2 Analise de Cobertura fisica completa de genes inéditos

7.2.2.1 Discusséo complementar para o gene IL6
6
6

Uma ampla discussao dos achados para o gene /L6 encontra-se no Capitulo
5. Este sub-item limita-se a discussao da independéncia dos achados e das analises
haplotipicas.

Como padrao define-se que dois ou mais marcadores pertencem ao mesmo
bin quando os mesmos apresentam DL superior a *=0.8; no entanto, ndo podemos
descartar a hipétese de que marcadores com DL inferior ao valor de referéncia
compartilhem informacgdes. Esse fato pode ser observado no mapa de desequilibrio
de ligacédo, por exemplo: para o gene IL6 o marcador rs2069832 (p=0,007)
apresenta DL de r’=0.69 com o rs1800795 (p=0,03) e r’=0.47 com o rs2069845
(p=0,044). Neste caso, podemos observar uma redugdo na significAncia da
associagdo com o fenétipo, conforme expressa pelo valor de p, quando ha
diminuicdo no DL. Este fato indica apenas um sinal de associagdo sendo capturado
por trés polimorfismos, mesmo estes apresentando r° baixo para serem
considerados em um mesmo bin. O mesmo nao & valido para o SNP rs2069840 que
apresenta baixo DL com o rs2069832 (r*=0.1) e valores de p=0,027.

O modo de formalizar a dependéncia ou independéncia dos dados
observados é através de uma analise de regresséo logistica multivariada incluindo
somente o0s marcadores como co-variaveis, na qual sinais independentes
apresentam valores de piikeiinood ratio Significativos enquanto marcadores dependentes
perdem a significancia. Voltando ao exemplo anterior, a significancia estatistica do
modelo genético diminui a medida que aumenta o DL entre os SNP; o modelo aditivo
para os SNP rs1800795, rs2069845, rs2069832 e rs2069840 apresentam p=0,89,
p=0,31, p=0,06, p=0,01 respectivamente, confirmando a independéncia do
rs2069840 dos demais, observada no mapa de DL com valores de 7 inferiores a
0.25.



7.2.2.2 CXCL10 e ENH
6

6
Um dos resultados mais significativos do presente estudo, porém

surpreendente a principio, foi a associagédo do tag SNP rs4859587 do gene CXCL10
e ENH (p=0,002). O gene CXCL10 codifica a proteina IP10, previamente descrita em
niveis elevados em pacientes que desenvolveram RR, porém, ndo em casos de
ENH, no estudo que deu origem a selecdo deste gene [62]. Um trabalho
subsequente reforca o achado de IP10 elevado no soro de pacientes com RR, bem
como o aumento da expressdo de CXCL70 em biopsia de leséo [127]. No entanto,
nos dois estudos, esta alteragéo significativa somente € demonstrada em pacientes
durante RR. Nao houve diferenca nos niveis circulantes de IP10 como fator preditivo
em pacientes acompanhados até o eventual desenvolvimento de RR [127], o que
reforca a necessidade de utilizarmos marcadores genéticos, possivelmente
associados a super-expressao de mediadores imunolégicos, como indicadores para
o monitoramento de pacientes com hanseniase, e ndo medidas séricas. Alteragbes
nos niveis de IP10 também s&o descritas em outras patologias com fator etioldgico
semelhante. Em doenca de Crohn, € possivel observar um aumento de anticorpo
IgG especifico para Mycobacterium avium subs. paratuberculosis e ligantes de
CXCR3 como a CXCL10, CXCL9, CXCL11 (figura 17).

Sabemos que o aumento na circulagéo de anticorpo anti-PGL1 e IP10 estédo
associados a susceptibilidade a ER. O mecanismo de ag¢ado pelo qual ligantes de
CXCR3 estariam envolvidos nesse processo, poderia assemelhar-se ao apresentado
em pacientes com doencga de Crohn, com o aumento da expresséo de citocinas pro-
inflamatérias, como TNF-a, IFN-y e IL12, de forma desordenada, levando a dano
tecidual caracteristico de super-expressdo de TNF-a [128]. Neste caso, podemos
cogitar um papel inverso para a variante descrita como fator de protecdo a ENH,
esta tendo alguma influéncia, limitando a secrecdo de mediadores da resposta Th1,
uma vez que IP10 tem papel importante na quimiotaxia de neutréfilos e linfocitos
para o sitio de inflamacédo, bem como na angiogénese e a manutencdo do sitio

inflamatério, facilitando a formacéo de granulomas [129].
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Figura 17 — Hip6tese do mecanismo celular e molecular de doenga em Crohn induzida por
micobactéria. Assim como proposta para doenga de Crohn o mecanismo de acéo pelo qual ligantes
de CXCR3 estariam envolvidos no desenvolvimento de ENH seria através da quimiotaxia de células
Th1 para o sitio efetor, causando aumento na expressado de citocinas pré-inflamatérias, tais como
TNF-a e IFN-y, de forma desordenada, acarretando danos teciduais caracteristicos de super-
expressdo de TNF-a. Outro fato que aproxima as duas doencgas é a presenca de anticorpo especifico
para micobactérias, o que no casos de pacientes com hanseniase poderia causar a deposi¢cdo de
imunocomplexos, caracteristico de pacientes em ENH.
Fonte: [130]

Em paralelo, IP10 também vem sendo estudada como possivel marcador
prognéstico para tuberculose [131]. O sequenciamento da regido promotora do gene
CXCL10 demonstrou uma nova variagdo na posi¢ao -135 G/A em associagao a
doenga (p=0,02) em uma grupo-populacional Chinés [132]. Dois possiveis
mecanismos de expressédo de IP10 sdo descritos em tuberculose. No primeiro, a
expressao de IP10 seria regulada pelo nivel de TNF-a (figura 18) [63]. O segundo
seria através de IL17 [133]. No entanto, estudos funcionais envolvendo os
polimorfismos do cluster de CXCL10 s&o necessarios para averiguar o real papel

destas em ER.
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Figure 1. Influence of TNF on production of chemakines by r ges during A { is infection. A, Initial interaction and
nfection with M. tuberculosis elicits production of TNF by macrophages within 4 h. TNF can hen act on the infected macrophages or on other
macrophages to induce chemokine production (open arrows). Chemokines (e.g., CXCLS, CXCL10, and CCLS) are also produced by macrophages following
nfection (dotted arrows). B, Blocking production of TNF (antibody or receptor fusion; solid arrowhead) reduces the quantity of chemokines produced
by the macrophages, but a residual leve! of chemokine production that is not TNF dependent remains (dotted arrows).

Figura 18 — Influencia da secre¢cao de TNF na Produgé&o de citocinas
Fonte: [63].

7.3 LIMITACOES

7.3.1 Limitagdes do estudo

Devido a limitacdo da estratégia do estudo de replicacdo, a saber (i) a
investigacao apenas dos SNP previamente associados; (ii) o desenho do estudo de
vias candidatas e (iii) o poder da amostragem em detectar a associacao (erro do tipo
2) em nosso grupo-populacional, ndo podemos descartar o impacto dos genes nao
associados a patologia do ER.

Algumas limitagbes primarias devem ser consideradas: por exemplo, uma
diferenca nas estruturas de bins entre a populacédo vietnamita e brasileira pode ter
impacto direto sobre a falta de associacéo no estudo de replicagdo, uma vez que a
suposta variagdo causal ndo encontre-se no mesmo bin que o marcador genotipado.
Além disso, o desenho do estudo de vias candidatas para o TNF-a, é fundamentado
em analise de associagdo baseado em familias. Neste desenho, aplica-se um teste
denominado “Teste de Desequilibrio de Transmiss&do” (TDT), que busca identificar a
transmissao de alelos de forma n&o aleatoria de pais heterozigotos para um filho
afetado. Nesse caso, por ER acometerem apenas pacientes com hanseniase,
podemos considerar ER um “endofenétipo” (figura 19). Ao observarmos a

transmissao de pais para filhos afetados, ndo podemos assegurar se um eventual
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desequilibrio de transmissao é devido ao ER, a hanseniase ou mesmo as suas

formas clinicas.

SNP INP2
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Eddofeddf podéReacdodReveriad

INP2
1212

Figura 19 — Desenho de estudo de associagdo baseado em familias incluindo endofenétipos.

7.3.2 Limitagoes gerais da estratégia de analise

Para entendermos melhor o mecanismo de agdo dos ER, primeiramente
precisamos avangar no conhecimento de multiplas areas, como vias metabdlicas,
bioquimicas, interagcdes no sistema imune entre outros. Somente assim, poderemos
definir se as alteragées observadas nos niveis de citocinas s&o realmente a origem
dos ER, ou secundarias, devido a variagbes muito sutis presentes em genes
antecessores, apresentando um possivel efeito geométrico e em cascata. Um bom
exemplo nesta questdo é a via dos NLR; sabemos muito pouco sobre sua real
funcado, mas dois estudos independentes relatam a associag¢ao entre NLRP12 e RR.

Outro fator limitante sdo os métodos estatisticos aplicados em estudos de
replicacdo ou GWAS, apresentando valores matematicos que n&o consideram
estudos prévios. Por exemplo, em GWAS a linha de corte (p=1 E-07) é utilizada
como estratégia para evitar a observacdo de falsos positivos devido a testes
multiplos (erro do tipo 1), esse valor deve ser atingido pelos marcadores para serem
considerados significativos, incluido os ja associados ao fendétipo. Uma nova
abordagem mais cuidadosa faz-se necessaria, na qual o efeito biolégico seja o
relevante. Na atual interpretacdo dos GWAS, é considerado mais significativo
estatisticamente uma variacdo que apresente p=1 E-10 e OR=1,1 (1,0 — 1,2), do que
uma variagao previamente associada com p=1 E-03 e OR=7,1 (5,1 — 12,3), quando

na verdade esta ultima € muito mais significativa biologicamente. O mesmo processo
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€ valido para testes de replicacédo de SNP ou genes candidatos, no qual a estatistica
classica sempre testa a rejeicdo da hipotese nula, ndo levando em conta que a
selecao de determinada variante como candidata n&o foi aleat6ria, mas sim baseada
em evidéncias prévias. Novas abordagem estatisticas para estes tipos de estudo ja
vem sendo consideradas no meio cientifico, como a possivel aplicagdo da teoria de
Bayes. Por Fim, a juncado das limitagcdes citadas pode determinar a ndo observacao

de associagao entre fatores previamente descritos e ER, sendo eles verdadeiros.

7.4 CONSIDERAGOES FINAIS

Multiplos estudo vem demonstrando os mesmos genes associados a
diferentes doencas infecciosas. Como por exemplo PARK?2 associado a hanseniase
[81, 83, 134] e a febre tifoide e paratifoide [84] e NRAMP1 com hanseniase [93],
tuberculose [135], crohn [136], leishmaniose [137] entre outras doencas causadas
por parasitas intracelulares [138]. Outro gene interessante € NOD2, amplamente
descrito em associagdo a doenca de Crohn [139], o qual polimorfismos foram
recentemente descritos em associagéo tanto a hanseniase per se quanto a seus ER
[102, 104]. De fato, multiplos genes associados a doenca de Crohn sé&o
compartilhados por fenétipos de hanseniase, como IL6, NOD2, TNFSF15, IL12B,
CCDC122 e C130rf31 [102, 140, 141]. Essa correlagdo genética entre hanseniase e
Crohn é interessante e vem sendo questdo de debates, aquecidos pelo fato de
novas propostas sugerirem um papel muito importante para do Mycobacterium aviun
sub-paratuberculosis na etiologia da doenca Crohn [142, 143] e por uma de suas
possiveis complicagbes cutaneas ser eritema nodoso, assim como hanseniase
[144].

Alguns genes parecem ter impacto em diversos niveis em hanseniase, assim
como NOD2. O NRAMP1 também esta associado a hanseniase [93] e ambos os ER
[112], bem como TLR1, no qual a variante 1602S (rs2287195) esta associada a
protecado a RR [108] e a hanseniase per se [90], sugerindo a importancia deste SNP
em mais de um fendétipo em hanseniase.

Sumarizando, os genes TLR1, TLR2, NOD2 e NRAMP1 foram os primeiros

associados a ER, porém, nenhum destes é especifico para ER, variantes presentes
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nestes genes ja foram descritas anteriormente associadas a hanseniase ou suas
formas clinicas. Exceto pelo gene TLRZ2, cuja variante funcional (p.Arg677Trp)
primariamente associada a forma clinica lepromatosa [145], foi desconsiderada por
na realidade encontrar-se em uma regido homoéloga ao éxon 3 do TLR2, 23kb acima
do gene [146]. Novas abordagens, como as realizadas no presente estudo,
utilizando vias candidatas e perfil de citocinas, visam contribuir para um melhor
esclarecimento especificamente dos ER. As vias envolvendo TNF-a sé&o
particularmente interessantes neste contexto, em especial pelo fato de que a
talidomida, frequentemente utilizada no tratamento de ENH [70], € um potente
inibidor da transcricdo de TNF-a [147], assim como o “Infliximab®’, anticorpo
monoclonal anti-TNF utilizado recentemente como alternativa em pacientes com
ENH severo [148].

Como contribuigdo original de nosso trabalho, demonstramos associagao
entre ER e variantes genéticas presentes em genes responsaveis pela regulagdo da
resposta imune. Estes achados podem levar a concepc¢do de novos sitios de
interferéncia farmacolégica, bem como de marcadores progndsticos para o
tratamento e prevencao de ER. No entanto, estes sao os primeiros passos; novas
investigacdes funcionais envolvendo os genes associados (/IL6, CXCL10, NLRP12,
MAP2K2 e TLRZ2) fazem-se necessarias para a evolugdo de nosso conhecimento
sobre o mecanismo de acédo dos ER, possivelmente a maior heranga deixada pela
hanseniase como problema de saude publica, no caso improvavel de sua

eliminagao.



8 CONCLUSOES

a. Foi encontrada associacao significativa entre ENH e trés fag SNP do
gene IL6: rs2069832 (p=0,002), rs2069840 (p=0,027) e rs2069845
(p=0,044); A analise de DL demonstrou independéncia entre os
marcadores. A anadlise da variante funcional rs1800795 também
revelou evidéncia positiva de associacdo com ENH (p=0,005),
nenhuma associagéo foi observada entre polimorfismos do gene IL6 e
RR;

b. A presenca do alelo A no marcador rs4859587 do gene CXCL10
demonstrou-se associado a protegao contra ENH (p=0,002), nenhuma
associagao foi observada entre RR e este tag SNP;

c. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa na distribuicdo das
frequéncias alélicas entre controles e casos de RR foi observada para
os SNPs rs4351280, rs4801639, rs262672 e rs3779096 dos genes
MAP3K5, NLP4, PRKCZ e RNF216, respectivamente;

d. O polimorfismo rs12459484 do gene MAP2K2, foi observado em
associagédo a ENH (p=0,02), e apresentou uma tendéncia a associa¢ao
a RR (p=0,09);

e. Foi observada uma tendéncia de associagdo (p=0,06) entre RR e o
polimorfismo rs3804099 do gene TLR2, sendo o alelo de protec¢ao o de
maior frequéncia;

f. Uma diferenca na distribuicdo dos gendétipos entre casos/controles
pode ser observada para o SNP rs2416804 do gene TRAF1 no grupo
ENH, sem atingir, no entanto, significancia estatistica. N&o foi
detectada associagéo entre nenhum dos ER e os outros dois tag SNPs
rs13440146 e rs3761847;

g. Dos oito tag SNP analisados para o gene NLRP12 foi observada
diferenca na distribuicdo de frequéncia alélica estatisticamente
significativa apenas para o rs4539722, (p=0,01) com o alelo A

enriquecido no grupo controle para RR;



h. Dos dezesseis tag SNP investigados para o gene JAK7, o SNP
rs2780816 apresentou tendéncia a associag¢ao para RR e ENH (p=0,07
e p=0,08 respectivamente);

i. Foi observada diferenga significativa nos niveis séricos de IL6 entre
pacientes com RR e ENH quando comparados com controles sem ER,
pareados por forma clinica, p=0,009 e p=2.4 10® respectivamente.
Niveis de IL6 encontram-se aumentada em pacientes com ENH
quando comparados com pacientes com RR p=1.0 10°®;

j- A presenca do alelo de protecdo a ENH para o tag SNP rs2069840
correlacionou com uma diminuicdo estatisticamente significativa nos
niveis séricos de IL6, no modelo de dominancia (p=0,04) — ndo houve
diferenga significativa entre niveis séricos de IL6 e alelos dos fag
rs2069832 e rs2069845 bem como para o SNP funcional rs1800795.
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Capitolo 2

Genetica
V. Medeiros Fava, M. Tavora Mira

La teoria che la lebbra ed altre malattie infettive sono ereditarie fu formulata gia
nell’era pre-microbiologica. La scoperta rivoluzionaria di un microorganismo inizialmente
chiamato Bacillus leprae all’ interno di lesioni di pazienti affetti da lebbra, ha portato Ge-
hard H.A. Hansen a rifiutare fermamente I’origine ereditaria ed a essere in netto contra-
sto con 1 colleghi e perfino con il suo maestro. Oggigiorno disponiamo di chiare prove
che I’esposizione al Mycobaterium leprae ¢ necessaria ma non sufficiente per sviluppare
la malattia. Diversi geni e regioni genomiche sono recentemente state identificate come fat-
tori fondamentali di un complesso meccanismo genico che regola la suscettibilita alla ma-
lattia.

Genetica del M leprae

La sequenza genica completa del M leprae ¢ stata pubblicata all’inizio del 21° se-
colo. La comparazione genomica con il M tuberculosis ha dimostrato una marcata evolu-
zione riduttiva del M leprae, che risulta in un’alta specializzazione intracellulare. Lo studio
approfondito dell’espressione genica del M Ieprae ha dimostrato che il 27% del genoma,
inizialmente riconosciuto come pseudogenoma inattivo, ha in realta una trascrizione ge-
nica del 43%. Di conseguenza il transcriptoma del M leprae ¢ composto da una grande pro-
porzione di prodotti genici inattivi, generati in apparente assenza di beneficio per il
microorganismo. La motivazione di un profilo trascrizionale cosi inusuale rimane ancora
oggil incompresa.

Il genoma del M Ieprae ¢ altamente conservato ed i ceppi trovati a livello mondiale
vengono considerati geneticamente clonali: questa ¢ una delle maggiori scoperte raggiunte
con il sequenziamento genico del microorganismo. La dimostrazione della scarsa varia-
bilita del patogeno suggerisce che il fenotipo caratterizzante lo spettro clinico della malattia
sia direttamente collegato a fattori dell’ospite. Pertanto, durante gli ultimi cento anni tutti
gli sforzi si sono concentrati nell’identificazione di fattori genetici dell’ospite che siano
marcatori di suscettibilita per la lebbra ed i suoi fenotipi clinici, e piu recentemente mar-
catori predittivi per le leproreazioni e per la risposta al test di Mitsuda.

Genetica dell’ospite - studi preliminari

Gli studi di aggregazione famigliare sono stati i primi a suggerire 1’esistenza di un
collegamento genetico tra suscettibilita e malattia. Uno studio classico a questo riguardo
condotto da Chakravartii e Vogel nel 1973 ha rivelato un’alta concordanza di frequenza di
lebbra tra 1 gemelli monozigoti (82,6%) versus i gemelli dizigotici (16,7%). Diverse ana-
lisi di segregazione complessa (Complex Segregation Analysis [CSA]) sono state applicate
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ai diversi fenotipi di lebbra, aiutando ad identificare fattori di differenziazione e variabili
che possano giustificare il fenotipo familiare e, se possibile, identificare la presenza del-
I’effetto genico e dei parametri che determinano il modello di ereditarieta. Il pit impor-
tante esperimento riguardante 1 CSA ¢ stato condotto nell’isola caraibica di Desirade dove
una popolazione endemica ¢ stata isolata e studiata. I risultati hanno dimostrato 1’esistenza
di un fattore genetico co-dominante oppure recessivo responsabile della suscettibilita na-
turale.

Geni della lebbra e loci genomici

Larmamentario di analisi genetica molecolare ¢ stato applicato con successo per
I’identificazione di varianti genetiche che condizionano le vie immunopatogeniche e di su-
scettibilita di una malattia cosi complessa come la lebbra. L origine molecolare della com-
ponente genica che controlla la suscettibilita alla malattia ¢ stato intensamente ricercato
tramite studi di geni candidati, regioni geniche e perfino studi di tutto il genoma. Questi
studi hanno dimostrato che la lebbra ¢ una patologia con un processo a due fasi: nella
prima un gruppo di geni controllano la suscettibilita all’infezione per sé, mentre un se-
condo diverso gruppo genico controlla le manifestazioni cliniche. Studi piu recenti hanno
identificato un terzo gruppo genico che influenza, in una proporzione di soggetti, la com-
parsa di reazione reversal (RR). Nei paragrafi successivi presentiamo un breve riassunto
dei fattori genici piu rilevanti.

Geni HLA (Human Leukocyte Antigen)

I primi fattori di rischio genetico per sviluppare la lebbra sono stati collegati a va-
rianti del complesso HLA (un gruppo di geni che regola la risposta immunitaria), localiz-
zati nella regione cromosomica 6p21. Le manifestazioni cliniche della lebbra dipendono
direttamente da fattori immunitari dell’ospite come il bilancio Th1/Th2, il quale viene con-
trollato in parte della presentazione antigenica e dell’interazione cellula-cellula mediate dai
geni HLA. Ad oggi, disponiamo di evidenze che supportano I’associazione tra alleli spe-
cifici del’HLA, in particolare I’allele HLA-DRBI1, e le manifestazioni cliniche della leb-
bra. Uno studio completo del genoma in 71 famiglie brasiliane ha rivelato 1’associazione
tra I’allele HLA-DQA e la malattia. Alcune varianti di geni associati all’HLA sono state
descritte come TAP, MICA ¢ MICB in diversi fenotipi di popolazioni diverse.

Uno studio condotto in 22 famiglie vietnamite colpite dalla lebbra ha dimostrato
una relazione diretta tra il tipo clinico di lebbra e due marcatori microsatelliti del gene del
TNF-a (TNFA) localizzato nella regione di geni HLA. Questo studio ha dimostrato che
forme polari diverse all’interno della stessa famiglia erano associati ad aplotipi di TNFA
diversi. Questa scoperta concorda con 1’evidenza che supporta 1’associazione tra poli-
morfismi del promoter del TNFA e diverse manifestazioni cliniche della lebbra.

Uno studio recente condotto su quattro campioni di popolazioni diverse con origini
etniche variegate ha dimostrato che un singolo polimorfismo di un nucleotide (Single Nu-
cleotide Polymorphism [SNP]) localizzato a livello del paio di basi +80 del gene LTA, lo-
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calizzato vicino a TNFA, ¢ associato ad un esordio precoce della malattia, indicando I’eta
al momento della diagnosi come una variante fondamentale negli studi di associazione
genica.

La regione HLA presenta un’esteso, variabile e molto complesso pattern di “Lin-
kage Disequilibrium” (LD), un fenomeno nel quale un allelle localizzato in un gene puo
di per sé essere associato ad altri allelli di geni posti nelle vicinanze. In presenza di tale LD,
¢ possibile che un allelle direttamente collegato alla malattia si trovi associato al gene vi-
cino. Per tale motivo (LD) I’associazione tra lebbra e geni HLA deve essere interpretata
con molta attenzione.

Geni non-HLA

Ad oggi, numerose varianti non-HLA localizzate in numerosi geni sono state de-
scritte come fattori di rischio per la malattia, come il recettore per la Vitamina D (Vitamin
D Receptor [VDR]), il “Natural Resistance Associated Macrophage Protein 17
(NRAMPI), I'interleuchina 10 (IL10) e i geni PARK2/PACRG. Il gene Nramp | ¢ stato de-
scritto originalmente come un gene di suscettibilita murina a diversi patogeni intracellu-
lari. Comologo umano NRAMPI ¢ stato associato piu tardivamente alla suscettibilita della
lebbra ed all’intensita’ della risposta granulomatosa alla lepromina (Reazione di Mitsuda).

LIL-10 ¢ una citochina coinvolta nella risposta immune di tipo Th2 contro il M. le-
prae. Uno studio che ha valutato cinque SNP localizzati a livello della regione promoter
del gene dell ’IL-10 ed ha rivelato un aplotipo a tre marcatori che conferisce un’azione
protettiva contro 1’infezione leprosa in generale, ed in particolare contro le forme multi-
bacillari. Simultaneamente ¢ stato dimostrato che un aplotipo differente di questi tre mar-
catori era significativamente associato alla suscettibilita per la lebbra in generale e non a
forme cliniche particolari. Un studio caso-controllo confermato da un recente studio di
metanalisi, ha rivelato che SNP IL 10-819 costituisce un’ importante fattore genetico di ri-
schio per la malattia di Hansen.

Un’analisi genomica completa per la ricerca dei geni di suscettibilita per la lebbra
ha prodotto il primo posizionamento clonale delle varianti genetiche che controllano la
suscettibilita a diverse malattie infettive. Due SNP localizzati a livello della zona regola-
trice condivisa dai geni PARK2 e PACRG nella regione cromosomica 6q25-q27 si sono di-
mostrati associati alla malattia di Hansen sia in popolazioni vietnamite che brasiliane che
indiane, in studi condotti separatamente. E interessante notare che questi SNP associati alla
lebbra condizionano anche la suscettibilita al tifo ed alla febbre para-tifoidea in una po-
polazione indonesiana, suggerendo un ruolo fondamentale di questi polimorfismi nella
patogenesi di diverse infezioni causate da patogeni intracellulari. La proteina parkin, co-
dificata dal gene PARK?2 ¢ una proteina E3 ubiquitin ligasi. Come la via dell’ubiquitina
sia coinvolta nella patogenesi della lebbra (ed in altre malattie infettive) ¢ una domanda in-
teressante che ancora attende una risposta.
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Leproreazioni

Soltanto negli ultimi anni la ricerca si ¢ concentrata sulle basi genetiche associate
alla suscettibilita alle leproreazioni e sino ad oggi soltanto tre studi sono stati pubblicati a
tale riguardo. Uno di questi ha dimostrato ’associazione tra RR e allelli dei gene dei Toll-
Like Receptors (TLRs). Alcuni allelli di un SNP e un marcatore microsatellite del gene
TLR2 sono state le prime varianti genetiche associate alla protezione e suscettibilita alle
RR rispettivamente. Altri due lavori hanno dimostrato 1’impatto delle varianti del gene
TLR 1 nel rischio di sviluppare una RR. Una di queste varianti codifica per una sostituzione
isolecina a serina, causando un segnalazione inappropriata e la protezione verso le RR. |
fattori di rischio genetico associato all’insorgenza dell’ eritema nodoso leproso non sono
ancora stati descritti.

Prospettive

Lo studio genetico di tratti complessi nelle diverse patologie e in particolare nelle
malattie infettive ¢ un campo di particolare interesse e di continua crescita. La descrizione
delle basi genetiche della suscettibilita alla lebbra potra portare al miglioramento dei pro-
tocolli per diagnosi, terapia e prevenzione della malattia. Inoltre la lebbra puo essere vista
come un modello di studio per le diverse varianti fenotipiche, applicabili ad altre patolo-
gie infettive ed a meccanismi immunopatogenetici. Un’approfondita conoscenza del mec-
canismo molecolare dell’infezione potrebbe migliorare la nostra abilita per combattere
vecchie e nuove malattie infettive.
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+Abstract

Leprosy is a chronicle infectious disease that still affects approximately 215 000 individuals
worldwide. Clinical and epidemiological observations suggest that only a small proportion of the
population exposed to Mycobacterium leprae develop the disease. Today, it is known that
mechanisms controlling susceptibility to leprosy phenotypes strongly depend on the genetic
background of the host. This review summarizes the latest advances in the field, obtained from
genetic epidemiology and functional studies.
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Fatores de risco genéticos de suscetibilidade a hanseniase e suas formas clinicas

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa cronica, causada pelo Mycobacterium leprae, que
acomete principalmente pele e nervos periféricos. A doenga, também conhecida como lepra,
tem sido um problema de saude ancestral para populagdes humanas, e apesar disso, muito
pouco ainda se conhece sobre suas bases fisiopatologicas e epidemiologicas. Atualmente, a
hanseniase ainda afeta cerca de 215 000 individuos em todo mundo, com a maioria dos novos
casos concentrados no Brasil e na India." A doenca apresenta um amplo espectro de
manifestacdes clinicas que varia de acordo com a resposta imune do hospedeiro. Em um polo
desse espectro estd a forma lepromatosa, sistémica, associada com uma resposta imunologica
do tipo Th2 (humoral) e no outro, a forma tuberculdide, localizada e associada com forte
resposta imune do tipo Th1 (celular).?

Com a identifica¢do do bacilo causador da hanseniase no século XVII por Armauer Hansen,’
confirmou-se sua natureza infecciosa e muito da investigacao cientifica passou a se concentrar
em aspectos relativos ao agente patogénico e suas propriedades, tais como viruléncia,
capacidade de indugdo de resposta imune e resposta ao tratamento. Contudo, observacdes
clinicas sempre indicaram que o controle da suscetibilidade a diferentes fendtipos da doenga
depende de caracteristicas inatas ao hospedeiro, associadas a fatores ambientais e socio-
econdmicos.” Por exemplo, a influéncia de fatores genéticos no controle da hanseniase per se (a
doenca independentemente de sua forma clinica) e suas formas de manifestacao clinica tém
sido demonstrada em estudos de agregacdo familial, estudos em gémeos, analises de
segregacio complexa e analises de associagdo e ligacdo.’

Em 1988, foi realizada analise de segregacdo complexa em uma populacdo da ilha caribenha
Desirade. A prevaléncia de hanseniase na ilha era de aproximadamente 30/1 000 habitantes,
uma das mais elevadas do mundo na ocasido. Os resultados do estudo rejeitaram um modelo
esporadico (ndo familial) e indicaram uma heran¢a mendeliana, com um gene principal co-
dominante ou recessivo controlando a suscetibilidade 4 doenca.® Mais recentemente, esse



achado foi em parte confirmado em estudo realizado por nosso grupo, envolvendo 76 pedigrees
correspondentes a totalidade de uma populagao isolada e hiperendémica (128.2/1 000 hab.)
para hanseniase localizada no Para, norte do Brasil, que também resultou na rejeicdo de modelo
predominantemente ambiental de controle da suscetibilidade 4 doenca.’” Importante, este estudo
revelou que o efeito de gene principal encontrado foi capaz de explicar integralmente a
agregacdo familial de casos, independentemente do compartilhamento, em uma mesma familia,
de variaveis ndo-genéticas.

Embora eficientes em indicar a existéncia de um controle genético da suscetibilidade a
hanseniase, estes estudos observacionais sdo limitados em seu poder de definir a exata natureza
deste efeito, como por exemplo, o nimero e a identidade dos genes envolvidos. Para tal,
estudos genético-moleculares sdo necessarios, e varios t€ém sido realizados ao longo das ultimas
décadas ©. Como resultado, diversos genes, tais como o VDR,® NRAMPI® TAP,10 IL10" e
variantes da regido MHC/HLA'? foram identificados em associagdo ou ligagdo com fendtipos
da hanseniase.

Em 2001, uma primeira varredura gendmica para genes de suscetibilidade a hanseniase
encontrou evidéncia de ligacdo entre a regido cromossdmica 10p13 e hanseniase paucibacilar
em uma populacdo da India."* O achado foi confirmado, dois anos mais tarde, em uma coleco
de familias recrutadas no Vietnam do Sul.'’ Recentemente, uma anélise realizada em uma
amostra da mesma populagio vietnamita mostrou associagdo significativa entre marcadores do
gene MRC], localizado na regido 10p13, e hanseniase per se.'* Esse resultado argumenta a
favor do MRC1 como um gene de suscetibilidade a hanseniase per se; porém, ndo explica o
pico de ligagdo observado nos estudos de ligagdo anteriores, exclusivo para familias contendo
individuos portadores da forma paucibacilar da doenga. Até 0 momento, nenhum gene
candidato emergiu de estudos envolvendo a regido 10p13 e hanseniase paucibacilar.

O resultado mais importante da varredura gendmica realizada na populagio vietnamita,'> com a
participag@o de nosso grupo, foi a localizac@o de /oci de suscetibilidade a hanseniase per se nas
regides cromossdmicas 6q25-q27 e 6p21.">'® Estudos subsequentes, de mapeamento de alta
densidade, levaram a identificagdo de variantes dos genes PARK2/PARCRG" ¢ LT. A,17
respectivamente, como importantes fatores de risco para a doenga. Atualmente, um dos focos
de nosso trabalho estd na completa dissecc¢do do forte efeito de ligagdo observado entre a regido
cromossdmica 6q25-q27 e hanseniase per se. Nossa expectativa € de que genes candidatos
adicionais, localizados neste segmento cromossdmico, serdo descritos.

Recentemente, uma varredura genomica de associacdo (Genome-Wide Association, ou GWA),
realizada em uma populagdo chinesa identificou variagdes em sete genes —CCDC122,
CD13orf31, NOD2, TNFSF15, HLA-DR, RIPK2 e LRRK2— associados com a suscetibilidade a
hanseniase, com resultados mais evidentes para os genes CD/13orf31, NOD2, RIPK2 ¢ LRRK? ¢
hanseniase multibacilar. Na tentativa de replicar esses achados, Wong e col. genotiparam, em
uma populagdo africana, os mesmos marcadores associados no estudo chinés. Foi novamente
observada associagao significativa entre hanseniase e os genes C13o0rf31 ¢ CCDCI122, cujas
variantes t€m sido descritas como fatores de risco para doenca de Crohn. Curiosamente, os
achados para os genes NOD2, RIPK2, TNFSF15 e LRRK2 nio foram replicados.'® Segundo o
pesquisador Dr. Erwin Schurr, da Universidade McGill (Montreal, Canadé), o componente
genético de controle da sucetibilidade a infeccdes em geral é complexo, heterogéneo e
modulado por fatores ambientais, como determinantes da viruléncia microbiana. Porém,
estudos do tipo GWA, que combinam o conhecimento da sequéncia completa do genoma
humano com o da arquitetura complexa de suas variantes mais comuns, t€ém se mostrado uma
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ferramenta poderosa para se avancar na elucidagao destes fatores inatos de resisténcia.

Genética dos estados reacionais em hanseniase

Os estados reacionais (ER) acometem cerca de 30%-50% dos pacientes que desenvolvem
hanseniase® e sdo considerados os maiores causadores de sequelas neurolégicas permanentes
desde que a poliquimioterapia (PQT) foi implementada pela Organizagdo Mundial da Satde
(OMS) em 1982. Estudos demonstram que de 16% a 56% dos pacientes apresentam perda ou
diminui¢do de fungdo neural periférica ja no diagnostico de hanseniase,*® em sua grande
maioria devido a ocorréncia dos ER, ja que uma parcela consideravel dos diagnosticos de ER
sdo efetuados simultaneamente ao da doenca per se. Estudo prospectivo realizado em uma
populacdo da India demonstrou que 39.4% de novos casos multibacilares desenvolveram ER e
destes, 73% desenvolveram danos neurais previamente inexistentes.”' Os ER ocorrem com
maior freqiiéncia durante o tratamento PQT, principalmente no primeiro ano apos o
diagnostico,”* mas podem aparecer anos apds o término do tratamento, no entanto, com menor
freqiiéncia.”

Os mecanismos fisiopatologicos por trds dos ER ainda permanecem obscuros. As hipdteses
mais aceitas baseiam-se na ativagdo de um processo inflamatorio de forma repentina e
exacerbada nas lesdes pré-existentes e/ou em novas lesdes, freqiientemente envolvendo nervos
periféricos, o que requer tratamento imediato, normalmente com corticoides, a fim de se evitar
danos neurais permanentes. Os ER podem ser divididos em dois principais grupos: a rea¢io
reversa (RR), ou reagdo do tipo 1, e o eritema nodoso hansénico (ENH), também conhecido
como reacdo do tipo 2. RR e ENH diferem na forma clinica, porém, podem ocorrer em um
mesmo paciente em tempos distintos.**

Diversos estudos evidenciam niveis circulantes aumentados de citocinas Th1, tais como o TNF-
0, INF-y e IL-12, em pacientes no momento do diagnéstico de RR; (rev. em”). Esta observagio
esta de acordo com a hipdtese de que a RR € uma reacdo de hipersensibilidade tardia a
antigenos do M. leprae, causada pela reativacdo da resposta imune celular do tipo Thl.
Pacientes que apresentam as formas borderline da doeng¢a” tem maior propensdo ao
desenvolvimento de RR, provavelmente devido a instabilidade no balango Th1-Th2. Outros
fatores como idade, indice baciloscopico e nimero de lesdes também estdo associados a
patologia.”> Quanto ao ENH, acredita-se que, por motivo ainda nio esclarecido, ocorra a
ativacdo Thl em pacientes com resposta predominantemente Th2, levando a formagao de
imunocomplexos que causariam inflamacdo nas lesdes, muitas vezes de repercussao sistémica.
O ENH acomete predominantemente pacientes do pélo lepromatoso da doenga,” em 62.5%
destes, de forma cronica.”’

Apesar dos sinais e sintomas dos ER serem bem descritos, pouco tem sido explorada e hipdtese
da existéncia de fatores genéticos que levam ao desencadeamento do processo. Variagdes nos
genes TLRI e TLR2 vém sendo demonstradas associadas a ER. A familia de receptores TLR1,
2 e 6, envolvidos na resposta imune inata, é¢ formada por dimeros responsaveis pelo
reconhecimento de antigenos, principalmente de micobactérias.”® Estudo realizado em uma
amostra populacional etiope formada por 66 casos de RR e 150 controles demonstrou
associacdo do single nucleotide polymorphism (SNP) TLR2 rs3804099 com protegdo [OR =
0.34 (0.17-0.68) p = 0.002] e um microssatélite préximo ao gene com susceptibilidade a RR
[OR =5.83 (1.98-17.15) p=0.001].%

Dois SNPs ndo-sindnimos presentes no gene 7LR 1 foram descritos associados a ER: o SNP
rs5743618 (1602S) foi encontrado associado com protegdo a RR [OR =0.51 (0.29-0.87) p =



0.01] em uma populacio do Nepal de 206 casos de RR e 603 controles;*® o SNP rs4833095
(N248S) esta associado com ENH em uma populagdo de Bangladesh de 656 controles e apenas
11 casos de ENL [OR = 0.40 (0.16-0.99)].%"'

Recentemente, sete dos polimorfismos do gene NOD?2 investigados na mesma populacio
nepalense utilizada no estudo do gene 7LR/ foram demonstrados associados a RR e ENL, o de
maior significancia para RR foi o rs8044354 [OR = 0.74 (0.59-0.92) p = 0.005] e para ENL, o
rs2287195 [OR = ndo demonstrado; p = 0.006].*

Apesar dos primeiros estudos sugerindo um controle genético em ER, ha muito ainda a ser
explorado. Sdo de suma importancia novas pesquisas com o intuito de elucidar o mecanismo de
acdo dos ER, pois mesmo em um cendrio de elimina¢@o da hanseniase, previsto pela OMS mas
vista com ceticismo por muitos especialistas,” os ER continuardo a ser um grave problema de
saude publica. Portanto, a descri¢do de marcadores preditivos dos ER ¢ um dos maiores
desafios em hanseniase na atualidade. Estudos funcionais, por exemplo, podem ser uma boa
ferramenta para contribuir na escolha de genes e vias candidatas a susceptibilidade a ER. Em
publicacdo recente, o grupo liderado pela Dra. Mariane Stefani, da Universidade Federal de
Goias, Brasil, comprovou alteragdes, previamente descritas,”* nos niveis de expressdo de
diversas citocinas e quimiocinas, tanto na RR1 quanto no ENH.** Genes de citocinas sdo bons
candidatos funcionais, e varios deles estdo em fase avancada de investigag@o, em nosso
laboratdrio, como possiveis marcadores génicos de risco de desenvolvimento de ER.

Genética funcional da suscetibilidade a hanseniase

Entre as diversas estratégias possiveis para investigacdo dos mecanismos moleculares
envolvidos na patogénese da hanseniase, estudos genéticos em larga escala tém produzido
resultados promissores. Contudo, para maioria desses genes, pouco se sabe sobre suas fungdes
no contexto da infec¢do por M. leprae. Genes candidatos, como /L10, TNFA, LTA, MRCI ¢
PARK?2, vém sendo alvo de analises funcionais cujo objetivo ¢ entender melhor seus papéis
bioldgicos na fisiopatologia da doenca.

O gene /L 10 codifica uma citocina imunorregulatoria primariamente excretada por macréfagos
ativados e células T reguladoras, envolvidas no controle da imunidade inata e imunidade
mediada por células, respectivamente. Analises haplotipicas ultilizando SNPs localizados na
regidio promotora desse gene,'' > bem como estudo posterior caso-controle e de meta-analise,
revelaram que o alelo -819T estd associado com suscetibilidade a hanseniase.
Consistentemente, dosagem de IL-10 em sobrenadantes de células mononucleares de sangue
periférico de individuos carreadores do alelo -819T, estimuladas com antigenos de M. leprae,
revelou menor produgdo da citocina quando comparado com células com o genétipo -819C.*’

O TNF-a, codificado pelo gene TNFA, ¢ uma citocina principalmente produzida por
mondcitos/macrdfagos que, diferente da IL-10, tem atividade pré-inflamatdria, efetora da
resposta imune inata. Na hanseniase, o TNF-a parece estar envolvido no controle da resisténcia
do hospedeiro ao M. leprae. Estudo baseado em familias®® e estudos subsequentes caso-
controle®*’ sugerem que o alelo -308A da regido promotora do gene TNFA promove protegdo
contra hanseniase per se. Contudo, outros achados divergem desse resultado, e mostram o alelo
-308A associado com forte resposta inflamatéria contra M. leprae*’ e com suscetibilidade a
forma multibacilar da infecgdo.** Estudo funcional indicou que portadores do alelo -308A
apresentavam uma forte reag¢do inflamatdria contra antigenos do M. leprae em pele. Ainda,
dosagens de TNF-a em sobrenadante de células isoladas de bidpsias de pele revelaram que
pacientes classificados na forma tuberculéide expressam mais essa citocina.*> Outro estudo



funcional recente demonstrou que camundongos knouckout TNF'~ possuem menor capacidade
de controlar a infec¢do por M. leprae, ja que foi observado significativo aumento no numero de
bacilos durante nove meses de acompanhamento a partir da inoculagdo do microrganismo em
suas patas.** Tais achados revelam um envolvimento importante do TNF-o na patogénese da
hanseniase; porém, o papel exato da variag¢do -308 ainda permanece obscuro.

Outra citocina envolvida na hanseniase, a linfotoxina alfa (LT-a) ¢ um membro da superfamilia
do TNF. A fung¢do da LT-a, codificada pelo gene L74, ¢ menos conhecida em comparagdo com
o TNF-a. Sabe-se que ¢ uma citocina participante na ativagdo de inflamag@o cronica, através da
regulagdo da expressdo de moléculas de adesdo, bem como de outras citocinas e quimicionas
importantes no recrutamento de linfocitos* e na resposta contra patégenos intracelulares.*®
Alcais e col. relacionaram o SNP L74+80 com maior risco a hanseniase, principalmente em
populacdes de casos jovens.'” O papel biolégico deste SNP ja havia sido testado in vifro em
linhagens de células B, transfectadas para expressar os alelos L74 +80A ou LTA +80C,
revelando que o primeiro € capaz de suprimir a expressdo de LT-a. Outro estudo com
camundongos knouckout LT-a”" infectados com M. leprae mostrou uma diminuic¢do na ativacao
de células T, consequentemente uma menor resposta inflamatéria na fase cronica da infecgdo.**

Mais recentemente, estudos buscaram entender o papel biolodgico do gene MRC1 na hanseniase.
Esse gene codifica um receptor de manose (RM), membro da familia dos receptores de
superficie celular de lectina tipo-1 em humanos. Apesar dos RMs ndo serem receptores
intermedidrios da fagocitose, sdo expressos em células especializadas, como macrdofagos e
células dendriticas. Esses receptores sdo capazes de reconhecer e se ligar a padrdoes moleculares
associados a patogenos (pathogen-associated molecular patterns - PAMPs), como residuos de
manose, fucose e N-acetil-glucosamina,*”** evento chave no desencadeamento da resposta
imune inata. Alter e col.'* analisaram polimorfismos do éxon 7 do gene MRCI em amostras de
familias de individuos afetados por hanseniase do Vietnam e em amostras caso-controle do
Brasil. Os achados revelaram o haplotipo G396-A399-F407 associado a hanseniase per se e a
doenca multibacilar. J4 o haplotipo S396-A399-F407 apareceu com maior frequéncia no grupo
controle. Os mesmos pesquisadores partiram em seguida para uma abordagem funcional,
realizando ensaios de associagcdo com células recombinantes construidas para super-expressar
os haplotipos citados anteriormente. Apos ensaios celulares com ligantes classicos de MR
(ovoalbumina e zimosan) e ainda com M. leprae e B. bovis BCG, néo verificou-se diferengas
significativas entre as variantes em relagdo a capacidade celular de ligagao e internalizagao.
Esses achados funcionais sugerem que o efeito desses hapldtipos possa ser indireto, e que o
processo de internalizacdo do M. leprae ou de outros patégenos dependa de outras moléculas,
além dos MRs.

Um dos genes de grande interesse do nosso grupo € o PARK?2, associado ao controle da
suscetibilidade a hanseniase per se.'® O gene PARK? codifica uma enzima altamente
conservada denominada parquina, uma ubiquitina ligase (E3) de 465 aminoacidos e 52-
kDa.**" A parquina ¢ expressa em varios tecidos e tipos celulares, incluindo os neurdnios
dopaminérgicos presentes na substantia nigra do mesencéfalo e células de Schwann do sistema
nervoso periférico.'®* Por ser uma E3, a parquina classicamente ¢ responsavel pela
ubiquitinagio de proteinas-alvo, dirigindo-as para degrada¢io no proteassomo.” " A
ubiquitinagdo de proteinas, além de sinalizar para a degradacao, regula diversos processos
celulares, como reparo de DNA recém-replicado, endocitose, trafego de proteinas, degradacéo
lisossomal, apoptose, apresentagio de antigeno e transcrigio.”* Estudos recentes utilizando
diferentes modelos celulares e animais mostram que a parquina ¢ uma proteina multifuncional,
e destacam seu papel na regulacdo da integridade mitocondrial frente ao estresse oxidativo e



fosforilagdo oxidativa. Variantes do gene PARK?2 sdo capazes que elevar o estresse oxidativo,
¢ o . 55,56
conseqiientemente causando danos celulares indiretos e até morte celular.”™

Nao se sabe quais as conseqii€ncias bioldgicas da presenca de variagdes genéticas no gene
PARK? sobre o funcionamento das células em geral, e das células-alvo do M. leprae em
particular. Indiretamente, a inibi¢do do proteassomo de macrdfagos infectados com M. leprae
reduz o indice de apoptose celular, além de alterar o perfil de producdo de certas citocinas.”’ E
possivel que variagdes no gene PARK?2 alteram a funcdo normal dos macréfagos, modificando
sua resposta frente ao desafio com antigenos do M. leprae. Este efeito poderia ser especifico ao
M. leprae, ou pode ser comum a outros microorganismos patogénicos. Estudo genético
independente demonstrou associacio entre aqueles polimorfismos de PARK2/PACRG
encontrados primeiramente nos estudos com hanseniase e a febre tifdide e paratifoide,
infec¢des causadas pelos patdgenos intracelulares Salmonella typhi e Salmonella paratyphi,
respectivamente.58 Em nosso grupo, macréfagos primarios contendo mutac¢des no gene PARK?2,
e linhagens monociticas transfectadas com RNAs de interferéncia para este gene vém sendo
desafiados com M. leprae; em seguida, ensaios funcionais sdo aplicados, com o objetivo de se
avancar no entendimento da func¢io da proteina parquina na resposta imunoldgica do
hospedeiro frente ao patogeno.

Consideracdes finais

Ao longo dos ultimos anos, um sélido corpo de evidéncias acumulou-se em favor de um papel
crucial da genética do hospedeiro no controle da suscetibilidade a hanseniase. Porém, esses
estudos ndo explicam na totalidade porque certos individuos adoecem com mais facilidade,
progridem para diferentes formas clinicas da doenga ou desenvolvem episodios reacionais. A
combinacdo de estudos genéticos e funcionais pode ser uma poderosa ferramenta na dissec¢ao
de vias metabdlicas envolvidas na fisiopatologia da doenca. Além disso os conhecimentos
produzidos podem ter impacto direto sobre a saude do paciente na forma de melhores
estratégias de prevenc¢do, diagnostico e tratamento.

Los autores no manifiestan conflictos de intereses.
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Abstract: BACKGROUND: In the pre-microbiological era, it was widely accepted that diseases, today known to be
infectious, were hereditary With the discovery of microorganisms and their role in the pathogenesis of several
diseases, it was suggested that exposure to the pathogen was enough to explain infection. Nowadays, it is clear
that infection is the result of a complex interplay between pathogen and host, therefore dependant on the genet-
ic make-up of the two organisms. Dermatology offers several examples of infectious diseases in different stages
of understanding of their molecular basis. In this review, we summarize the main advances towards dissecting
the genetic component controlling human susceptibility to infectious diseases of interest in dermatology. Widely
investigated diseases such as leprosy and leishmaniasis are discussed from the genetic perspective of both host
and pathogen. Others, such as rare mycobacterioses, fungal infections and syphilis, are presented as good oppor-
tunities for research in the field of genetics of infection.

Keywords: Dermatology; Infection; Polymorphism, genetic

Resumo: INTRODUCAO: Durante a era pré-microbioldgica, era comum a visdo de que doengas, hoje sabidamente infec-
ciosas, eram hereditdrias. Com a descoberta dos microorganismos e seu papel na patogénese de diversas patologias,
chegou-se a propor que a exposi¢do ao patégeno era condicdo suficiente para explicar infecgdo. Hoje, esta claro que
infecgdo é o resultado de uma complexa interacdo entre patégeno e hospedeiro, dependendo portanto, em tltima
andlise, do make-up genético de ambos os organismos. Adermatologia oferece diversos exemplos de doengas infec-
ciosas em diferentes graus de entendimento de suas bases moleculares. Nesta revisdo, resumimos os principais
avangos na direcdo da disseccdo do componente genético controlando suscetibilidade do ser humano a doengas infec-
ciosas de importancia na dermatologia. Doengas amplamente estudadas, como a hanseniase e a leishmaniose, sdo dis-
cutidas sob o ponto de vista da genética tanto do hospedeiro quanto do patégeno. Outras, como micobacterioses
raras, micoses e sffilis, sdo apresentadas como boas oportunidades para pesquisa na drea de genética de infeccao.
Palavras-chave: Dermatologia; Infecgdo; Polimorfismo genético

INTRODUCTION

Research conducted over the last decades has
resulted in a solid body of evidence for the existence
of a genetic component controlling susceptibility to a
wide variety of infectious diseases, several of which
are important in dermatology. Familial and ethnic
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aggregation of cases, as well as an often exuberant
variety of clinical manifestations of diseases caused by
intracellular pathogens, are strong indicators that the
genetic make-up of both host and pathogen exerts
great impact on disease susceptibility and clinical phe-
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notypes." Leprosy and leishmaniasis are extreme
examples of the complexity of this scenario. In lep-
rosy, very low variability of the pathogen suggests a
major role for host genetic risk factors controlling
disease susceptibility and clinical manifestation. In
leishmaniasis, susceptibility to disease is likely to
depend on highly variable genomes of both pathogen
and host. In either case, as well as in the case of a few
additional infectious diseases of importance in derma-
tology; several genes and genomic regions have been
described either linked to or associated with clinical
phenotypes. In contrast, opportunities for molecular
research are wide open for little explored diseases
with dermatological manifestations, such as a number
of fungal infections and syphilis. In this review, we
present a summary of the advances in the field of
genetics of infectious diseases with relevance in der-
matology. We will focus on genetic risk factors for host
susceptibility; however, we will give attention to gene-
tics of the pathogen, when necessary.

GENETICS OF LEPROSY AND OTHER MYCOBAC-
TERIAL DISEASES

Leprosy

Genetics of Mycobacterium leprae

The causative agent of leprosy, Mycobacterium
leprae (M leprae), has some remarkable characteristics
that distinguish it from other human bacterial pathogens,
such as its inability to be cultured in artificial media, low
optimal growth temperature and exceptionally slow dou-
bling time (14 days).” These peculiarities might be explai-
ned by the loss of genes involved in crucial metabolic
pathways that occurred along evolution.” Of particular
relevance in the context of genetics of susceptibility to
leprosy - and one of the main contributions of the unra-
veling of the M leprae genome - is the observation that
different strains of the pathogen distributed worldwide
are virtually clonal. Therefore, the wide variability of cli-
nical manifestations of leprosy as well as the different
degrees of susceptibility to infection per se are likely to
rely heavily on the variability of the host. In this scenario,
studies on host genetic risk factors controlling leprosy
phenotypes are critical to allow for a deeper understan-
ding of the molecular pathogenesis of the disease.

Host genetics and susceptibility to leprosy

Thanks largely to the application of powerful
modern human genetic analysis over the past deca-
des, today the influence of genetic factors controlling
host susceptibility and clinical phenotypes of leprosy
is generally known. It is also accepted that a favorable
genetic make-up of the host, combined with environ-
mental and pathogen-related variables, has a high
impact on the definition of susceptibility to infection
and clinical manifestation of leprosy.’

The first report on the hypothesis of a genetic
component for human susceptibility to leprosy dates
from the turn of the nineteenth century’ The classic
study of twins in an Indian population showed signifi-
cantly higher concordance rates in the occurrence of
leprosy among monozygotic twins compared with
dizygotic twins, not only for leprosy per se but also for
clinical type of disease.” Several Complex Segregation
Analyses (CSA) for leprosy phenotypes have been per-
formed in order to answer questions concerning the
model of inheritance involved. The application of this
tool of analysis to different populations has shown that
susceptibility to leprosy has a significant genetic com-
ponent, probably with a major co-dominant or recessi-
ve gene controlling susceptibility to the disease.*

Association and linkage analysis identified seve-
ral genes and chromosomal regions involved in classi-
cal and non-classical immune response against
M leprae.”” Of note, leprosy was the first infectious
disease found to be associated with specific Human
Leukocyte Antigen (HLA) variants. Linkage and asso-
ciation studies have demonstrated involvement of
class II HLADR2 and HLADR3 as important genetic
risk factors for susceptibility to subtypes of leprosy
(reviewed by Mira)'*"" In addition, there is cumulative
evidence that other HLAlinked genes are involved in
innate immune response against leprosy, such as the
Tumor Necrosis Factor Alpha (TNFA) and the
Lymphotoxin Alpha (LTA).”" LTA highlights as a criti-
cal effector molecule involved in host defense against
intracellular pathogens; a low-expression allele loca-
ted at position (+ 80) of the LTA gene has been found
associated with a higher risk of early-onset leprosy per
se in patients from two independent family-based
samples from Vietnam and a case-control sample from
India.”

Among additional candidate genes involved in
classical immune response, cytokines evidently play a cri-
tical role in the pathogenesis of infectious diseases.
Previous studies have established IL-10 as a good candi-
date gene for susceptibility to both early stages of leprosy
infection and disease progression." Ahigher TNF-a.AL-10
ratio was also correlated with a better prognosis in terms
of clinical outcome of leprosy household contacts.

An interesting, unexpected outcome of the
intense investigation on genetic risk factors for com-
plex traits is the description of a number of candidate
genes associated with different diseases, suggesting
the existence of key genes and metabolic pathways
shared across the pathogenesis of these diseases. In
leprosy, remarkable examples are provided by genes
such as SLC11A1 (former NRAMP1), PARK2, NOD2 and
LRRK2, all linked to or associated with leprosy phe-
notypes as well as with susceptibility to Parkinson's
(PARK2 and LRRK2), Chron's disease (NOD2 and
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LRRK?) and several other autoimmune and inflamma-
tory conditions (SLCI11AI). PARK? is an E3 ubiquitin-
protein ligase thought to regulate innate immunity ™"
NOD?2 is an intracellular sensing molecule expressed
by macrophages and epithelial cells that recognizes the
bacterial cell-wall peptidoglycan and the muramyl
dipeptides motif. It is, therefore, valid to hypothesize
that PARK2 participates in ubiquination-mediated
NOD2? signaling, whereas LRRK2, a leucine-rich repeat
kinase 2, was shown to be a regulator of PARK2 acti-
vity'” SLC11Al encodes an integral membrane protein
expressed exclusively in cells of the immune system
recruited to the membrane of a phagosome upon pha-
gocytosis, a pathway likely to be involved in immune
response to infectious diseases in general.”

Only very recently attention has been paid to
the genetic control of occurrence of type 1 and type 2
leprosy reactions that affect about 30-50% of leprosy
patients and are considered the major causes of per-
manent neurological disability associated with the
disease. Variations in Toll-like Receptors 1 (TLR1) and
2 (TLR2) genes have been found associated with lep-
rosy reaction.””” Receptors TLR1, 2 and 6 are dimmers
responsible for antigen recognition, especially myco-
bacteria, in the innate immune response. Recently
NOD?2 gene polymorphisms were also shown to be
associated with both types 1 and 2 leprosy reactions as
well as with leprosy per se - replicating the Chinese
finding - in a population from Nepal.”"*

Cutaneous tuberculosis and other mycobacteriosis
In addition to leprosy, other mycobacteria may
cause human disease of interest in dermatology: In fact,
in terms of public health, the most important human
pathogen of the genus is Mycobacterium tuberculosis
(M tuberculosis), the causative agent of tuberculosis
(TB). Other species of mycobacteria may be associated
with disease and are collectively referred to as non-
tuberculous (or atypical) mycobacteria (NTM).

M tuberculosis infection usually affects the
lungs, but can also attack any part of the body such as
the skin, kidney, spine and brain. If not treated pro-
perly TB can be fatal. The disease is transmitted
through airborne particles from respiratory secretions
of patients or by direct inoculation.” Upon exposure,
only 10% of the population will develop the disease
and it is estimated that one third of the global popula-
tion is infected with M tuberculosis.” The ability of M.
tuberculosis to determine successful infection and
disease in such a small group of subjects depends on
its virulence factors and the genetic background of the
host, which, combined, will ultimately determine the
ability of the microorganism to evade immune respon-
se.” Immune defense against M tuberculosis is com-
plex and involves an interaction between CD4+ and
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CD8+ T lymphocytes and macrophages, along with
the production of cytokines such as interferon-y (IFN-y)
and tumor necrosis factor-o. (TNF-ot).”

Much has been studied on the genetics of host
susceptibility fesistance to pulmonary infection by M
tuberculosis. Several candidate genes have been
investigated in different populations, some of them
presenting variants showing strong association with
the disease, such as HLA genes, Interferon Gamma
(IFNG), Natural Resistance Associated Macrophage
Protein 1 (NRAMP1 or SCL11A1), TLR2 and the Vitamin
D Receptor (mR).23,26—33,34—38

Cutaneous tuberculosis is a rare form of extra
pulmonary disease that affects 1 to 4% of the total
cases of TB.¥* Cutaneous TB occurs more often in
children, intravenous drug users and individuals
under immunosuppressive therapy, as well as indivi-
duals affected by HIV/AIDS, diabetes mellitus, cancer
and end-stage renal disease.” In contrast with intense
scientific investigation focusing on host genetics and
control of pulmonary TB, successfully demonstrating
an important role for individual susceptibility to disea-
se, there is no published data reporting association
between genetic gene variants and occurrence of cuta-
neous TB, to our knowledge.

Awide variety of NTM is associated with human
diseases (including cutaneous infections) such as
Mycobacterium bovis-BCG, Mycobacterium marinun,
Mycobacterium avium-intracellulare and Mycobac-
terium chelonae.** Mendelian susceptibility to myco-
bacterial disease (Online Mendelian Inheritance in
Man - OMIM - 209, 950) is a rare syndrome characteri-
zed by innate predisposition to infection caused by
weakly virulent mycobacteria, such as BCG vaccines
and NTM* Mutations in patients affected by the
syndrome have been identified in five autosomal genes
(IFN-y receptor 1 [IFNGR1], IFN-y receptor 2 [I[FNGR2],
signal transducer and activator of transcription 1
[STAT1], IL-12 B p40 subunit [[L12B] and IL-12 recep-
tor b-subunit [IL12RB1]) and 1 X-linked (nuclear fac-
tor-kB-essential modulator [NEMO]) gene, clearly
implicating the IFN-aAL12 pathway of activation of
immune response as a critical step in the specific con-
trol against mycobacterial infection in humans.*

LEISHMANIASIS

Leishmaniasis is a vector-borne disease with
worldwide distribution. It affects populations from 88
developing and under-developed countries, most of
them located in the tropics. Productive infections
result in visceral or tegumentary disorders of poten-
tially life threatening or disfiguring clinical outco-
mes.” Approximately 2 million new cases of leishma-
niasis are detected annually.

According to clinical manifestations, the disease can
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be distributed into Visceral leishmaniasis (VL) and
American Tegumentary Leishmaniasis (ATL); AIL can be
further sub-divided into localized Cutaneous Leishmaniasis
(CL), Mucosal lLeishmaniasis (ML) and Disseminated
Leishmaniasis (DL). ATL is the most common disease form,
with an estimated 1.5 million cases per Aear, 90% of them
concentrated in only 7 countries, including Brazl. VL
accounts for approximately 500.000 casesAear and is con-
sidered the most severe form of the disease.

ATLis caused by parasites of the Leishmania mexi-
cana and Leishmania braziliensis (L. braziliensis) com-
plexes in the New World. The two classical forms of ATL
that can result from human infection with L. braziliensis
are CLand ML; DL, a third emerging form of AIL caused
by L. braziliensis, occurs mostly in northeastern Brazil.
CL, ML and DL are distinct entities, presenting different
clinical features. CLis usually limited to single or few skin
ulcers more commonly found in upper and lower
limbs." In DL, multiple ulcerated and non-ulcerated skin
lesions are concurrently found in more than one area of
the patient's body, which may be preceded by a brief peri-
od of transient, low-grade fever.** ML is the most severe
complication of AIL, affecting mostly mouth, nose and
pharyngeal mucosae. It can lead to severely disfiguring
facial lesions and life threatening oral, pharyngeal and
laryngeal destruction.”* Up to four percent of CL and
forty percent of DL patients develop ML disease. **

Genetics of Leishmania sp

There is substantial variability among the etiolo-
gical agents of leishmaniasis at the subgenus level with
at least 15 species described.”** The strong association
between Leishmania sp and different disease forms
suggests a prominent role for the specific genetic back-
ground of these microorganisms in clinical manifesta-
tion and possibly illness prognosis. The wide range of
leishmaniasis outcomes can be simultaneously found
in endemic regions, reinforcing the hypothesis that
subtle intra-species genetic variability between L. bra-
ziliensis strainsAsolates may be involved in the obser-
ved spectrum of diseases. In this respect, experimental
studies have shown that L. braziliensis isolated from
patients with different forms of the disease presents
distinct biological behaviors in animal models.”

Most efforts to epidemiologically link polymor-
phism of Leishmania strains to clinical outcomes of
human disease have not been very revealing.”™” Wide
geographic distribution and multiple sources of tested
isolates may be among the reasons for this lack of
association. However, two Colombian reports by
Saravia et al. were very insightful in this respect.”” In
both studies, the authors described an increased fre-
quency of mucosal involvement among human cases
caused by particular L. braziliensis zymodemes or
strains. Furthermore, the disease evolution in those

infected with parasites of the "mucosal-prone" L. bra-
ziliensis zymodeme was statistically longer (p=0.002)
than that caused by other strains.”

Two recent reports further reinforce that the
parasite strain has an important role in determining
complex phenotypes of human infections. In the ear-
lier of these studies, a multiclonal population structu-
re among L. braziliensis isolates from an area with
high endemicity for ATL in the northeastern Brazilian
state of Bahia was described.” More importantly, that
study revealed a statistically significant association bet-
ween clinical outcome of leishmaniasis and parasite
genotypes. Coupled with the observations from
Saravia et al. mentioned above, these findings indica-
te a major role for the intra-species variability among
these microorganisms with regard to form of the
disease, paralleling the strong relationship between
species of Leishmania and form of leishmaniasis.***”
In the most recent report, a geographic clustering of
ATL forms was found in the same Brazilian region.” It
was remarkable that the distributions of ML and DL
overlapped those of the clones of the parasite that
were associated with these diseases in that previous
study, indicating that the L. brazilliensis genetic con-
tent may also influence other complex phenotypes
like geographic distribution of form of leishmaniasis
within an affected region.”

Host genetics and susceptibility to leishmaniasis
The complex range of outcomes observed in leis-
hmaniasis is likely the result of a complex interplay bet-
ween host and parasite; therefore, it is reasonable to
assume that both pathogen and host genetic back-
grounds play a role in defining the disease. Most of the
genetic studies of host susceptibility factors in leishma-
niasis have been conducted in populations affected by
the VL form of the disease, and little is known about the
impact of host genetic variants on ATL susceptibility**
A CSA performed in a population sample contai-
ning nuclear families recruited in an endemic area for
the subspecies Leishmania peruviana revealed the parti-
cipation of both environmental and genetic factors - with
the presence of a major gene effect - controlling suscep-
tibility to leishmaniasis per se and disease severity.”
High circulating level of TNF-o. can be observed
in plasma of patients with MCL.** A subsequent study
successfully demonstrated two polymorphisms of the
TNFA gene in association with ATL in a case-control
Venezuelan population sample, including the (-308)
variation of the promoter region of the gene largely
described as a functional regulator of TNF-o. plasma
levels. Interestingly; the study shows that homozygous
females for the susceptibility allele were in higher risk
of developing infection when compared to males with
the same genotype.” Of note, TNFA (-308) polymor-
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phism is also associated with other infectious disea-
ses, including leprosy and TB.*** Also, TNFA is physi-
cally close to the LTA gene, which has also been des-
cribed in association with leprosy; both genes are
located at chromosomal region 6p21 harboring the
MHC HLA complex, reinforcing the importance of this
genome segment in multiple infectious diseases."”

INF+y, the immune modulator coded by the
INFG gene, is a cytokine critical to innate and adapti-
ve immunity against intracellular bacterial infections.
An association study performed in a collection of 80
family trios (father, mother and one affected child)
from Sudan detected a haplotype composed of alleles
of four polymorphisms of the Interferon Gamma
Receptor 1 (INFGR1) gene associated with post kala-
azar dermal leishmaniasis, but none of the INFG gene
variations were found in association with disease sus-
ceptibility in the studied sample.” In a subsequent
Brazilian study, comparison of allele frequencies bet-
ween ATL cases (CL and ML) and healthy controls fai-
led to detect association between disease susceptibi-
lityseverity and the functional polymorphism INFG
(+ 874). However, INFG (+ 874) alleles were associa-
ted with IFNFy plasma levels in the same population.”

In the 1980's, animal studies resulted in the
description of the Slc11a1 gene (previously described
as Nrampl) playing an important role in controlling
innate susceptibility to intracellular pathogens, such
as murine leishmaniasis and TB."”*” Since then,
intense research has been focusing on reproducing
the effect in human infectious diseases such as
leprosy, TB and VL."**"* Recently, an insertion Adele-
tion polymorphism located at the 3' region of human
SLC11A1 was associated with CL. Interestingly; in the
mouse model, in which the animals were experimen-
tally infected with leishmania, the Slc11a1 gene poly-
morphism did not seem to influence the development
of cutaneous lesion as it does in humans infected
through bites of the sand fly vector. In a possible
explanation, the authors suggest a role for polymor-
phonuclear, macrophages and 6r dendritic cells in the
wound healing response and CL susceptibility in
humans, not seen in animal models.” Finally, in the
same study, variants of the CXCRI gene, encoding an
IL-8 receptor with a role in chemoattraction and neu-
trophils activation in infection sites, were found asso-
ciated with both CL and ML phenotypes.”

Cytokine genes are obvious candidates for the
control of human susceptibility to infection in general.
In leishmaniasis, a previously known functional poly-
morphism (-819) of the IL10 gene, associated with regu-
lation of IL-10 serum levels, was also associated with the
development of leishmaniasis skin lesions in a Brazilian
population sample from the northeastern state of
Bahia.” Again, the same polymorphism is widely descri-
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bed in association with leprosy"* Allele frequencies of a
polymorphism in the promoter region of IL6 gene were
differentially distributed among ML patients compared
to CL cases. The susceptibility genotype to ML was also
correlated with lower IL-6 serum levels, leading to hig-
her risk of development of this form of the disease.” In
a recent publication, another promoter polymorphism
located in the CCL2 (or MCP1) gene that plays a role in
the recruitment of monocytes to site of infection was
associated with ML but not with CL in a Brazilian sam-
ple.” Finally, classical HLA haplotypes are associated
with CL andr MCL and VL, as further discussed in a
review by Sakthianandeswaren et al.”

OTHER INFECTIOUS DISEASES OF INTEREST IN
DERMATOLOGY

Paracoccidiodomycosis

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a granuloma-
tous mycosis endemic in Latin America, especially in
Brazil and Argentina, caused by the dimorphic fungus
Paracoccidiodes braziliensis (P braziliensis). The
disease presents a broad spectrum of clinical and
pathological manifestations, ranging from localized
lesions to severely disseminated infection.”

Effective defense against P braziliensis depends
mainly upon the ability of the host to mount an effi-
cient, Thl-type of acquired resistance modulated by
the interaction of T cells and macrophage-activating
cytokines. Resistance or mild manifestation of the
disease has been related to IFN-y and TINF-o. produc-
tion, while increased susceptibility to disease phenoty-
pes are observed associated with a predominant pro-
duction of Th2 interleukins IL4, IL-5, IL-10 and I[-13.%

Molecular genetic studies have shown evidence
of association of PCM with specific variants of immu-
ne response-related genes. Specific alleles of the TNFA
(-308) polymorphism were associated with PCM in a
small case~control population sample from Brazil.”
Variants of Th2 cytokine genes, such as IL10 and IL4,
were also found in association with PCM. For 114, the
susceptibility C/T genotype was associated with higher
production of this cytokine.™"

Chromoblastomycosis

Chromoblastomycosis is a chronic mycosis
involving the skin and subcutaneous tissue. A large
number of melanized (dematiaceous) fungi have been
associated with the disease, the most common being
Fonsecaea pedrosoi and Cladophialophora carrioni.
The infection is acquired by inoculation of the agent
following local trauma, frequently in the lower extre-
mities. The lesion may assume different aspects:
tumoral, verrucous, cicatricial lesions, plaques or a
mixture of clinical manifestations.” Satellite lesion
may develop by autoinoculation.
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ABrazilian study has shown that susceptibility to
chromoblastomycosis may be influenced by variants of
an HILA class I gene located on chromosomal region
6p21: the relative risk for an HLA-A29 carrier to develop
chromoblastomycosis was estimated at 10.* A recent
family-based study performed in a highly consangui-
neous population from Falcon State, an endemic rural
area of northern Venezuela, detected an 11% higher
proportion of cases within families, as well as an estima-
ted 65% of heritability for the trait, with the vast majo-
rity of cases being caused by Cladophialophora carrio-
ni.* Interestingly; a previous study had failed to detect
association between chromoblastomycosis and poly-
morphism of the HLAregion in a family-based popula-
tion sample from the same Falcon State.”

Histoplasmosis

Histoplasma capsulatum (H. capsulatum) is
the most common cause of invasive fungal pulmonary
disease worldwide. It is classically considered an ende-
mic mycosis, even though the fungus has an opportu-
nistic behavior in immunocompromised patients. The
pathogen is transmitted upon inhalation of the coni-
dial forms, present in environments such as caves
dwelling bats and soils inhabited by chicken. The clini-
cal features may vary from asymptomatic infection to
disseminated severe forms; the outcome of the infec-
tion with H. capsulatum is dependent on dynamic
interactions between innate immunity; adaptive immu-
nity and fungal virulence factors.” Skin and mucosal
manifestations of histoplasmosis may occur, especially
in the disseminated form (more frequent in the setting
of immune suppression), as a result of hematogenic
dissemination, together with lymph node involvement.

Protective immunity occurs through the induc-
tion of cytokine production by T cells, particularly
IFN-y and TNF-o,, which subsequently activate pha-
gocytic cells. Mice deficient in IFN-y have accelerated
mortality; similarly, patients with defective IFN-y signa-
ling are at risk for severe histoplasmosis.”

The presence of HLA antigens such as B7 and
DRw2 has been associated with the Syndrome of
Presumed Ocular Histoplasmosis. In a Mexican study;
HLA-B22 was found in association with pulmonary his-
toplasmosis in the State of Guerrero: allele frequency
was highly increased in the Juxtlahuaca and the Olinala
populations as compared to controls from the Coyuca
population. Importantly; Juxtlahuaca and Olinala inha-
bitants are known to live in areas where the disease
was considered occupational for peasants, miners,
cave tourist guides, anthropologists, archeologists and
others who refer contact with bat guano and br avian
excreta that contain nutrients for fungal growth. In
contrast, people from the Coyuca population have no
contact with the excreta mentioned above.*

Syphilis

Syphilis is an ancient, biblical disease that, des-
pite the availability of relatively advanced methods for
diagnosis and affordable treatment, remains a global
health problem. The causative agent is the spirochete
Treponema pallidum (T pallidum) subspecies palli-
dum.” The infection triggers a strong humoral and
cell-mediated immune response, the latter being evi-
denced by the presence of granuloma.

In both primary and secondary syphilis, an
increased expression of Thl cytokines has been
shown, with IL-2 and IFN-y being overexpressed in
both humans and rabbits.89 Increased apoptosis of
peripheral blood lymphocytes and CD4+ T cells by a
Fas-mediated death pathway in patients with secon-
dary early syphilis could account for the incomplete
clearance of T. pallidum from the lesions, leading to
the establishment of chronic infection.” Expression of
the inflammatory cytokines IL-1, IL-6, IL-12 and TNF-o
in dendritic cells (DCs) is stimulated by exposure to
whole T pallidum organisms or to synthetic TpN47, a
recombinant lipopeptide that carries the immunodo-
minant epitopes from T. pallidum.”

Despite these advances towards the understan-
ding of the intimate immunological basis of syphilis,
with the description of potentially good candidate
genes for investigation using genetic epidemiology
tools, no published data describing association bet-
ween genetic variants and syphilis phenotypes have
become available to date.

FINAL REMARKS

At the dawn of molecular medicine, some dee-
per knowledge of the genetic basis controlling infec-
tion in humans is becoming increasingly important,
not only for the basic scientist but also for the physi-
cian directly involved with clinical practice. In this con-
text, several infectious diseases of interest in dermato-
logy offer either exciting new findings or great oppor-
tunities for innovative research. For example, for genes
known to impact on disease phenotypes, exploring the
possibility of functional relationship between genetic
polymorphisms and cell phenotypes can provide new
insights into the basic mechanisms of host defense
against infections. Combined analysis of different
diseases may lead to the discovery of shared pathways
of host response, ultimately leading to new, extremely
powerful therapeutic targets. It is only with a clearer
perspective of the complex disease panorama that bet-
ter resources can be applied directly to patients, with a
much-expected improvement in the health and quality
of life of the exposed populations.
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progressao clinica e susceptibilidade aos estados reacionais da hanseniase”.
Pesquisador Responséval: Dra. Mariane Martins de Araljo Stefani

Instituicéo: Instituto de Patologia Tropical e Salude Publica (IPTSP)/Universidade
Federal de Goids.
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suas especificidades frente ac Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, e
o tempo de armazenamento do material biolGgico & luz da Res, CNS 347/2005.
b) As informagdes enviadas atendem aos aspectos fundamentais da Res. CNS
196/96 sobre diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo

seres humanos. .
¢) O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP da instituicéo
supracitada.

Diante do exposto, a Comissdo Naclonal de Etica em Pesquisa — CONER,
de acordo com as atribuigdes definidas na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela
aprovagao do projeto de pesquisa propostd.
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