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RESUMO

POLIMORFISMOS SELECIONADOS POR PATOGENOS EM GENES DO METABOLISMO ENERGETICO
E ASSOCIAGAO COM DOENGAS MICOBACTERIANAS

TESE DE DOUTORADO
Ohanna Cavalcanti de Lima Bezerra

Patdégenos atuam como poderosos agentes de sele¢cao no genoma humano. Populagdes africanas
de regides endémicas para a maldria apresentam mutacdes associadas com a resisténcia ao
Plasmodium em genes de enzimas cruciais ao metabolismo das células vermelhas, como a PK
(piruvato cinase) e a G6PD (glicose-6-fosfato desidrogenase). A PK e a G6PD participam na
producdo de ATP e NADPH reduzido na via glicolitica e via das pentoses, respectivamente. A
deficiéncia dessas enzimas leva ao quadro de anemia hemolitica, que tem como consequéncia
funcional a liberacdo de hemoglobina, heme e ferro. Devido a dependéncia de ferro para a
sobrevivéncia de bactérias intracelulares, a deficiéncia da PK também foi associada com a
suscetibilidade a esses microrganismos. A hipotese defendida nesse trabalho é a de que mutacdes
selecionadas por patdgenos nos genes PKLR e G6PD, que codificam a enzima PK e a glicose-6-
fofato desidrogenase, estdo associadas com a suscetibilidade a micobacterioses, utilizando a
hanseniase como modelo de estudo. Previamente, identificamos a associagdo do gene PKLR com
suscetibilidade a hanseniase e tuberculose (TB) na populacdo do Rio de Janeiro e Mocambique,
respectivamente. Entretanto, considerando que a populacdo brasileira é geneticamente
heterogénea, na tentativa de evitar falsos-positivos provocados por estruturacdo populacional,
foi necessdrio utilizar a ancestralidade genOGmica para o ajuste da associacdo. Para isso,
estimamos a ancestralidade genética de individuos que compdem os grupos populacionais
estudados a partir de um painel de 46 indels marcadores informativos de ancestralidade (AlMs).
Em seguida, a fim de confirmar a associacdo do gene PKLR com a hanseniase, realizamos a
replicacdo do estudo em outras populacdes brasileiras, totalizando um nimero de 5.293
individuos analisados. O hapldtipo T/G/G (rs1052176/rs4971072/rs11264359) do gene PKLR foi
significativamente associado com a hanseniase na populacdo do Rio de Janeiro (OR=1,26; p=0,02),
seguido da associacdo sugestiva em Salvador (OR=1,35; p=0,07) e em Mocambique (OR=1,52;
p=0,07), em que o desfecho é a TB. O gendtipo TT do rs1052176 foi o SNP associado de forma
significativa entre essas populagdes, confirmando o potencial do gene PKLR como um preditor de
risco a doengas micobacterianas. Suposicdes acerca da sele¢dao no gene PKLR tém pouca evidéncia
em populagdes humanas. Embora os testes para assinaturas de selecdo no nosso estudo nao
foram decisivos quanto a ocorréncia de um regime seletivo na regiao, algumas sugestdes foram
apontadas. Uma varredura seletiva foi observada em 25 variantes no gene HCN3 que se
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encontram em alto desequilibrio de ligacdo (LD) com os polimorfismos associados com a
hanseniase, porém o sinal ocorreu em europeus. Nao observamos uma correlagao direta entre
genoétipo-fendtipo entre as variantes de risco e as dosagens de ferro, porém o SNP rs1052176
parece modular a expressao do gene PKLR. O gene G6PD, por sua vez, apresenta-se indispensavel
para a sobrevivéncia do Mycobacterium leprae em células de Schwann, como demonstrado
anteriormente. Na tentativa de identificar uma correlagdo entre polimorfismos (incluindo as
mutagdes A376G/G202A que formam a variante A-) no G6PD e a hanseniase, nenhuma associa¢do
foi observada em homens e mulheres do Rio de Janeiro apds a corregao para ancestralidade.
Porém, o aumento significativo da expressdao do G6PD bem como da atividade enzimdatica apds a
infeccdo em mondcitos primarios, pouco explorado até o momento, demonstra a relevancia do
gene na infec¢do. Assim, nossos dados contribuem para o melhor entendimento de como a
relacdo patégeno-hospedeiro molda a suscetibilidade genética as doencas micobacterianas,
incluindo o gene PKLR como um preditor de risco da hanseniase e TB. Além disso, a identificagao
de vias metabdlicas cruciais ao M. leprae pode indicar formas alternativas para o tratamento da
hanseniase.
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ABSTRACT

POLYMORPHISMS SELECTED BY PATHOGENS IN THE ENERGETIC METABOLISM GENES AND
ASSOCIATION WITH MYCOBACTERIAL DISEASES

TESE DE DOUTORADO
Ohanna Cavalcanti de Lima Bezerra

Pathogens are strong selective agents in the human genome. African populations from malaria-
endemic regions present mutations associated with Plasmodium resistance in genes of crucial
enzymes of red blood cells metabolisms, as PK (pyruvate kinase) and G6PD (glucose-6-phosphate
dehydrogenase). PK and G6PD act on ATP and NADPH production in the glycolytic and pentose
pathway, respectively. Hemolysis is one of the functional consequences of these enzyme’s
deficiency, which in turn leads to hemoglobin and iron releases. Therefore, PK deficiency has also
been associated with susceptibility to intracellular bacteria. Our hypothesis is that pathogen-
selected mutations in the PKLR and G6PD genes, which encode the enzyme PK and glucose-6-
phosphate dehydrogenase, are associated with susceptibility to mycobacterious diseases, having
leprosy as our model of study disease. Previously, we identified the association of the PKLR gene
with susceptibility to leprosy and tuberculosis (TB) in the population of Rio de Janeiro and
Mozambique, respectively. However, considering that the Brazilian population is admixed,
attempting to avoid false-positives associations due to population substructure, it was necessary
to use the genomic ancestry to adjust for the association. Then, we estimated the genetic ancestry
of the individuals enrolled in the study from a panel of 46 Indels ancestry informative markers
(AIMs). Then, in order to confirm the association of the PKLR gene with leprosy, we performed a
replication study in other Brazilian populations, accounting for 5,293 individuals analyzed. The
T/G/G haplotype (rs1052176/rs4971072/rs11264359) of the PKLR gene was significantly
associated with leprosy in the population of Rio de Janeiro (OR = 1.26; p = 0.02), followed by a
suggestive association in Salvador (OR = 1.35; p = 0.07) and in Mozambique (OR = 1.52; p = 0.07),
where the outcome is TB. The TT genotype of rs1052176 was the unic significantly associated SNP
among these populations, confirming the potential of the PKLR gene as a risk predictor for
mycobacterial diseases. The hyphotesis of selection in the PKLR gene have little evidence in
human populations. Although the tests for selection signatures in our study were not decisive
regarding the occurrence of a selective regime in the region, some suggestions were pointed out.
A selective sweep was observed in 25 variants of the HCN3 gene where the variants are in high
linkage disequilibrium (LD) with the polymorphisms associated with leprosy, but the signal
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occurred in Europeans. Moreover, we did not observe a direct correlation between genotype-
phenotype among risk variants and iron dosages, but SNP rs1052176 seems to modulate PKLR
gene expression. The G6PD gene, in turn, is indispensable for the survival of Mycobacterium
leprae inside Schwann cells, as previously shown. In order to identify a correlation between
polymorphisms (including the A376G/G202A mutations for the A- variant) in G6PD with leprosy,
no association was observed for men or women from Rio de Janeiro after ancestry adjustments.
However, the increased expression of G6PD as well as the enzymatic activity 48 hours post M.
leprae infection in monocytes, not much explored to date, suggests the relevance of the gene
along the infection. Thus, our data contribute to a better understanding of how host-pathogen-
coevolution shapes the genetic susceptibility to mycobacterial diseases, highlightining the PKLR
gene as a risk predictor for leprosy and TB. In addition, the identification of vital metabolic
pathways for the bacillus survival, such as the G6PD pathway, may allow to alternative ways for
leprosy treatment.
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APRESENTAGAO A ESTRUTURA DA TESE

Este estudo aborda como as relagBes evolutivas entre patdégeno-hospedeiro moldam a
ampla variabilidade genética observada nas populagdes humanas e influenciam na
suscetibilidade a doencas infecciosas. A hipdtese defendida tange ao estudo de polimorfismos de
alta frequéncia em populagdes africanas, devido a sele¢dao pela malaria, com a associagao a
doencas micobacterianas. A tese apresenta-se em capitulos, em que o capitulo | é referente a
introducao, justificativa, objetivos e metodologia. Os capitulos II, Il e IV descrevem os principais
resultados obtidos durante o doutoramento e que originaram dois manuscritos que se encontram
em fase final para a submissdo (em ANEXO). O capitulo V, por fim, descreve a discussao, as

principais conclusdes e as referéncias bibliograficas.
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Capitulo |

Introducgdo, Justificativa, Objetivos e

Metodologia



1-INTRODUCAO

1.1 - Evolu¢dao humana e doengas infecciosas

A recente histéria de evolugdo da populagdo humana é caracterizada por bruscas
mudancas ambientais e pela emergéncia de diversos agentes seletivos. A domesticacdo de
plantas e animais no inicio do periodo Neolitico, cerca de 10.000 anos atras, acompanhou o
aumento da densidade da populacdo humana, que por sua vez foi confrontada com a propagacao
de infecgdes, novos recursos alimenticios e novos ambientes culturais. Frente a essas
modificagcbes ambientais, fez-se necessario o surgimento de adaptacgdes fisiolégicas ao “novo”.
Assim, pode-se considerar que os ultimos 10.000 anos da histdria evolutiva humana tem sido o
periodo de maior interesse bioldgico, ja que importantes adaptacbes genéticas e diferentes
mecanismos de resisténcia a doengas ocorreram (1).

A variedade de fendtipos observados atualmente nas popula¢gdes humanas reflete os
distintos processos de adaptacdo genética a diferentes condicdes ambientais. Numerosos
agentes infecciosos atuaram em gerag¢des promovendo o aparecimento dos alelos de resisténcia
gue se espalharam ao longo do tempo e geracdes (2,3). Os alelos de resisténcia surgem quando
alteracdes do DNA humano aumentam a protec¢do contra um determinado patégeno e reflete no
aumento da capacidade reprodutiva dos individuos. A existéncia dessas variantes genéticas de
resisténcia se deve a pressdes seletivas exercidas por patdgenos de doencas milenares que
ocorrem de forma distinta entre diferentes populagdes. Dessa forma, o padrao de resposta imune
e a suscetibilidade a doencas infecciosas varia consideravelmente entre diferentes populaces
(4). Como exemplos de doencas histéricas de carater seletivo na popula¢do europeia, cita-se a
cdlera, tuberculose e febre bubdnica (“peste negra”). Na Africa, algumas diarreias cronicas, febre
amarela e malaria tém sido endémicas até os dias atuais (5).

No inicio do século XX, estudiosos da evolucdo humana ja defendiam a ideia de que as
doencas sdo potentes agentes de selecdo natural (6). Na década de 40, levantava-se a observacao
de que as disturbios das células vermelhas, como a anemia falciforme e as talassemias, ocorriam
em regides tropicais onde a malaria é endémica e que, de alguma forma, protegiam os individuos

contra essa doenca. Considerando que a teoria da sele¢do natural havia sido proposta um século



atras, a hipotese da maldria, a qual iremos abordar adiante, destacou, pela primeira vez, um
mecanismo de adaptag¢do genética humana frente a uma doenga (7,8).

Hoje, o acesso ao conjunto de dados genOGmicos para o estudo da variacdo genética
humana permite explorar as assinaturas genéticas de selecdo natural. Através de diferentes
abordagens, é possivel identificar variantes genéticas que conferem resisténcia a doencgas
infecciosas que se espalharam pelas populagdes humanas ao longo do tempo. A investigacdo de
assinaturas de selegao natural pode ajudar a elucidar as adaptag¢des evolutivas que permitiram
aos seres humanos suportar alguns de nossos agentes seletivos mais complexos e desafiadores.
Com isso, é possivel identificar variantes que podem ser prontamente candidatas em estudos de
associacdo genética com doencas, verificar os distintos padrdes de variagao genética no genoma

humano e rastrear pistas sobre como os préprios patégenos evoluem tao rapidamente (7,9).

1.1.1 — Resisténcia genética humana a malaria

A malaria é considerada uma das maiores forcas seletivas atuantes sobre o genoma
humano desde a origem da agricultura ha cerca de 10.000 anos (1). E uma doenca potencialmente
fatal causada pelo parasita Plasmodium, principalmente das espécies P. falciparum e P. vivax, e
transmitida através da picada do mosquito fémea do género Anopheles (10). Segundo o ultimo
levantamento do World Malaria Report (2018), a maldria é responsavel por cerca de 430.000
mortes anualmente, sendo 61% de criangas com menos de 5 anos de idade (11). A regido africana
carrega uma parcela desproporcional da carga mundial de malaria, como mostrado na Figura 1.1,
comportando 92% do numero total de casos da doenga e 93% das mortes a nivel global. Os paises
gue contém aproximadamente metade dos casos mundiais sdo: Nigéria (25%), Republica

Democratica do Congo (11%), Mogambique (5%), india (4%) e Uganda (4%) (12).
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Figura 1.1 — Distribuicao da malaria e risco de infec¢do a nivel mundial (OMS, 2018). Mapa adaptado de

https://www.itg.be/E/travel-health/malaria.

O grande impacto de selecdo natural da maldria advém das severas manifestacdes clinicas
que levam a morte de criangas que ainda ndo chegaram em idade reprodutiva. Especula-se que
em vilas rurais do Oeste Africano, onde o acesso aos medicamentos adequados é escasso,
aproximadamente 20% das criangas morrem até os cinco anos (13). Assim, uma vantagem seletiva
tremenda ocorre em criancas passiveis de tolerar os episodios de infeccdo pelo P. falciparium e
ndo progredir para a maldria severa. Nesse sentido, devido a elevada morbidade e mortalidade
milenares dessa doenca, individuos tiveram que desenvolver mecanismos para sobreviver em
face a essa doenca devastadora (14).

O pesquisador JBS Haldane foi um dos articuladores iniciais a relacionar a maldria com a
resisténcia genética humana. Suas ideias foram discutidas de forma pioneira em 1948 no
Congresso Internacional de Genética em Estocolmo (6). Segundo Haldane, os heterozigotos para
talassemia sdo mais resistentes a malaria severa do que os individuos que ndo apresentam a
mutacdo. Em heterozigose, os individuos ndo apresentam a anemia grave e a maldria ndo é capaz
de reduzir o fitness desses individuos, portanto, eles sdo seletivamente vantajosos em populacdes

expostas a maldria (7). A primeira evidéncia reconhecida, entretanto, ocorreu no trabalho de

Allison em 1954, em que foi visto que o P. falciparum foi significativamente reduzido em células
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vermelhas heterozigotas (AS) para a hemoglobina S (que confere anemia falciforme) do que em
células de individuos normais (AA) (15). Hoje, a “hipdtese da maldria” de Haldane se provou
correta e € muito bem caracterizada em diversos trabalhos, apesar dos mecanismos de protec¢ao

para as diferentes variantes genéticas nao serem simples de explicar.

1.1.2 — Mutagdes de protecdao a maldria

Muitas das variantes que conferem resisténcia a maldria sdo mutagées de perda de fungao
e parecem ser polimorfismos recentes dos ultimos 5.000 a 10.000 anos ou menos (5). Dentre elas,
as mais comuns e bem caracterizadas envolvem proteinas estruturais especificas, tais como as
hemoglobinas S, as talassemias, o antigeno Duffy e o grupo sanguineo O, e algumas enzimas
eritrocitarias, como a deficiéncia de glucose-6-fosfato desidrogenase, e, mais recentemente
descrita, a deficiéncia de piruvato cinase (16). Considerando que os efeitos patogénicos do P.
falciparum sdo exercidos em seu ciclo intraeritrocitico, os polimorfismos em genes das células
vermelhas s3ao os primeiros candidatos a se relacionar com a suscetibilidade a malaria (10).
Abordaremos brevemente as variantes genéticas estruturais que sdo mais estudadas.

A hemoglobina normal de um adulto é composta por duas cadeias de a-globina e duas de
B-globina. A anemia falciforme (em inglés, sickle cell disease) é causada por uma mutacdo na
posicdo 6 do gene da B-globina (HbB), que leva a substituicdo do acido glutamico (Glu) por uma
valina (Val). A hemoglobina anormal produzida é denominada hemoglobina S e provoca rigidez
dos glébulos vermelhos, tornando-os em forma de foice, o que impede a passagem pelos vasos
sanguineos para oxigenar os tecidos (17). Esse disturbio genético de heranca autossOmica
recessiva em homozigotos SS pode diminuir a sobrevida dos pacientes. Porém, heterozigotos AS
sdo excepcionalmente vantajosos em regifes de malaria, o que permite a persisténcia da
mutac3o, principalmente na Africa subsaariana (18). De fato, inimeros estudos evidenciam que
a contagem de parasitas, a ocorréncia da malaria severa e as mortes por maldria sdo
consideravelmente menores em heterozigotos AS do que em homozigotos AA (selvagens) (19).
Em geral, as razGes para a resisténcia dessas mutacbes frente a maldria sdo: i) crescimento

prejudicado do parasito dentro das células vermelhas com a mutacdo (devido ao menor aporte



de oxigénio e presenca de hipdxia) e ii) aumento do clearance (do inglés, “remocdo”) do parasito
pelo sistema imune do hospedeiro (7).

Diferente da anemia falciforme, em que hd alteracdo da estrutura da hemoglobina, a
talassemia é uma condicdo em que ha diminuicdo na producdo das formas estruturais normais
das a ou B-globinas. As a e B-talassemias sdao provocadas por dele¢des e mutagbes pontuais em
diferentes regides dos genes das a e B-globinas, causando uma sintese insuficiente destas cadeias
(18). Os sintomas também variam de acordo com a presenca da mutagdao em um Unico
cromossomo, em que hd anemia pouco acentuada e os individuos sdo designados portadores do
trago talassémico, ou a mutagao presente em ambos os cromossomos, em que se produz uma
quantidade muito reduzida de globina, levando a anemias graves que podem ser fatais no periodo
neonatal (20). Apesar disso, em algumas regides, como no Sul do Nepal onde a maldria é
holoendémica (alto grau de intensidade), a frequéncia de portadores chega a ser de 80% a 90%
da populacgdo, ou seja, atinge quase a fixacdo (21).

O receptor do antigeno Duffy ou DARC (do inglés, Duffy Antigen Receptor for Chemokines)
é um receptor de eritrécitos que se liga a uma séria de quimiocinas pré-inflamatadrias (22). Ele é
utilizado pelo P. vivax, a segunda espécie de Plasmodium mais prevalente no mundo, para invadir
o eritrécito (23). Uma Unica mutacao pontual (-33T>C) na regido promotora de um dos alelos que
codificam o receptor, o alelo FY*B, resulta no fendtipo Duffy negativo, Fy(a'b’), em que ndo hd
expressao do receptor na membrana da hemadcia. A auséncia do antigeno Duffy impede a invasao
do eritrécito por P. vivax e leva a resisténcia a malaria (24,25). O P. vivax é amplamente
distribuido nos paises tropicais, e praticamente inexistente na Africa Central e Ocidental (26). Esta
auséncia é justificava porque a maior parte da populacao nessas regides africanas ndo contém o
antigeno Duffy (27).

Além das mutacdes em genes relacionados a estrutura das hemacias, alguns
polimorfismos importantes também ocorrem em genes que codificam as enzimas eritrocitarias.
Devido a perda do nucleo, mitocondrias e ribossomos, os eritrécitos maduros ndo tém a
capacidade de realizar a fosforilacdo oxidativa e a sintese proteica. Porém, estas células
necessitam de um metabolismo ativo para manter a integridade e flexibilidade da membrana
plasmatica, assim como para a manutencdo da hemoglobina na sua forma funcional. Tal

metabolismo é assegurado por enzimas que participam na glicélise (piruvato cinase, ou PK), via



das pentoses-fosfato (glicose-6-fosfato desidrogenas, ou G6PD) e metabolismo de nucleotideos.
Logo, mutagdes que conferem deficiéncia nessas enzimas irdo comprometer as vias de produgao
de ATP e/ou de NADPH, provocando alteragGes na membrana e consequente lise dos eritrocitos
(16,28). Ao contrario da anemia falciforme, as deficiéncias de G6PD ou PK ndo sdo tragos tao
graves. Na verdade, elas sdao, em sua maioria, assintomaticas. A deficiéncia de G6PD, por exemplo,
tem relevancia caso haja exposicdo a agentes exdgenos como infeccdes ou drogas. A relagdo da
deficiéncia dessas enzimas e o controle da infec¢do pelo Plasmodium sera abordado com mais

detalhes nesse trabalho.

1.1.3 - Assinaturas de sele¢dao natural no genoma

Os principais mecanismos que determinam o destino de uma mutagao inserida no pool
genético de uma populacdo sdo a deriva, processo que alterna de forma randémica a frequéncia
alélica na populagdo, e a sele¢do natural, que leva a sele¢do de alelos adaptativos e eliminagao
de alelos desfavoraveis (29). Como a selecdo natural é crucial para a manutencao da variabilidade
genética, afetando fungdes bioldgicas e os valores adaptativos humanos frente ao ambiente, vale
discutir como esses processos de selecdo ocorrem e entender como eles podem modular a
suscetibilidade a doencas complexas (30). De maneira geral, trés regimes seletivos sdo
considerados entre os geneticistas de populagdes. A sele¢do positiva ocorre quando um alelo que
promove uma vantagem evolutiva tem a sua frequéncia aumentada na populacdo ao longo das
geracgOes, podendo alcancar a fixagdo. Com isso, ha uma reducado da diversidade genética ao redor
do sitio sob selecdo (31). O aumento brusco de um gendtipo na populacdo por efeito da selecdo
natural, além de diminuir a diversidade local, ira levar ao aumento do desequilibrio de ligagao
(LD, Linkage disequilibrium) na regido e a presenca de variantes neutras por conta do “efeito
carona”, como demonstrado na Figura 1.2. (32).

Sobre a variabilidade local e o padrdo de desequilibrio de ligacdo, um alelo mutante que
surgiu numa populacdo e estd em completo LD com as variantes adjacentes pode ter trés
destinos, caso ele seja neutro: pode desaparecer por deriva; pode persistir, mas continuar raro
ou pode persistir e aumentar de frequéncia. Se o alelo persistir, o LD podera ser quebrado devido

a recombinacdo génica. Assim, em uma populacdo que evolui por mutacdo e deriva, espera-se



encontrar alelos raros em alto LD (por serem recentes), alelos raros e com baixo LD (por serem
antigos) e alelos comuns com baixo LD (por serem antigos) (33). Em relacdo a selecdo positiva,
quanto mais alta a frequéncia do alelo e mais distante ocorrer o LD, mais forte deve ter sido a

selecao.
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Figura 1.2 — Impacto das varreduras seletivas (sweeps) nos padroes de variabilidade genética e
desequilibrio de ligagao (LD) antes e depois da sele¢dao. Cada linha representa um haplétipo individual. A
— Uma mutagdo deletéria ndo-sinbnima é desvantajosa, portanto ela é eliminada através da selegdo
purificadora. B — A varredura total (hard sweep) ocorre quando uma mutacdo benéfica surge de novo e
alcanca a fixagcdo de forma tdo rapida que carrega por efeito carona as muta¢des neutras ao redor,
aumentado o LD entre elas. C— A varredura parcial (soft sweep) envolve a selecdo mutacGes permanentes
ou de novo, que podem ou ndo ocorrer na mesma posi¢do genémica, de modo que alelos adaptativos
estejam presentes em varios hapldtipos distintos. Todos os hapldtipos portadores de um alelo adaptativo
varrem simultaneamente para uma frequéncia mais alta, levando apenas a redu¢des modestas nos niveis

de diversidade genética e LD (Adaptado de McCoy, 2017).



Ao contrario da selecdo positiva, a selecdo balanceadora leva a manutencdo da
diversidade genética em um nivel acima do esperado sob neutralidade (34). Uma caracteristica
cldssica desse processo evolutivo é a maior aptiddo do gendtipo heterozigoto (“vantagem do
heterozigoto”), mas também é possivel observar que o alelo vantajoso é o de menor frequéncia
(35). Além disso, observa-se um excesso de polimorfismos segregando em frequéncias
intermediarias (36). Nesse cendrio, ao invés da selegdo levar a fixagdo do alelo, ela mantém a
frequéncia durante uma larga escala de tempo (37). Os genes HLA, do grupo sanguineo ABO e
gene da B-hemoglobina (anemia falciforme) sao os exemplos bem caracterizados que sofrem esse
tipo de selecdo (38,39). A selecdo purificadora é o processo que leva a eliminacdo do alelo
mutante devido ao dano funcional que esse alelo pode gerar.

Scans para detectar selecdo natural recente no genoma humano podem desvendar pistas
sobre o histdrico adaptativo de populagdes humanas ao ambiente (nutricional, climatico ou
patogénico) e apontar genes associados com variacdes fenotipicas, sendo elas neutras ou
associadas a doencgas, o que, portanto, tem relevancia biolégica. Até os anos 2000, o estudo da
selecdo natural em humanos restringia-se a comparacao entre genes candidatos individuais e
expectativas tedricas. A partir dos dados de sequenciamento e genotipagem em larga escala, foi
possivel identificar novas regides candidatas a selecdo natural bem como reavaliar os resultados
anteriores através da comparacao das distribuicGes empiricas das variagdes no genoma humano
e também entre diferentes populagdes (40).

Assim, existem duas formas de se estudar indicios de sele¢do natural ao longo do genoma:
i) a partir de métodos baseados em genes candidatos, quando ja se tem uma hipdtese a priori da
ocorréncia de selecdo na regido de interesse, ii) ou scans gendmicos a fim de investigar os sinais
sugestivos de selegdo, e, posteriormente, avaliar o gene alvo. De ambas as formas, é necessario
entender as caracteristicas esperadas para cada regime evolutivo (34). Em geral, os testes para
deteccdo de assinaturas de selecdo se baseiam na observacdo de desvios (frequéncias alélicas,
desequilibrio de ligacdo e a diferenciacdo geografica) em regides ou sitios especificos do genoma
gue ndo sdo esperados sob neutralidade (31). No modelo neutro de selecdo, as frequéncias
alélicas flutuam de forma aleatéria e ndo influenciam no fitness do individuo. Assim, por usarem
o modelo neutro como modelo nulo, os testes para detectar assinaturas de sele¢cdo sdo também

chamados de “testes de neutralidade” (41).



Uma das formas classicas de detectar essas assinaturas € a analise da diferenciacao
genética entre duas populacGes para as variantes ou regidgo de interesse (Fst) (42,43). Nessa
abordagem, é assumido que a frequéncia do alelo vantajoso aumenta somente na populagao que
sofre selecdo, aumentando a diferenciacdo entre essas populacdes (31). Entretanto, ndo é
definido qual o grau de diferenciagdo que supera o esperado em decorréncia dos eventos
demograficos, como a deriva genética (43). A abordagem de Fsr outlier pode contornar o efeito
da demografia: o alelo é considerado como selecionado caso ele apresente um nivel de
diferenciacdao extremo em relagao ao esperado para o resto do genoma (44). Esse método muitas
vezes é mais sensivel para detectar varreduras de selecdo do que outros testes poderosos, como
o EHH (do inglés, Extended Haplotype Homozygosity), abordado adiante. Detectando SNPs
altamente diferenciados, uma forma alternativa de verificar em qual populacdo a selecdo pode
estar ocorrendo é analisar a frequéncia do alelo derivado — DAF (do inglés, Derived Allele
Frequency).

Ainda no contexto do método por Fsr, outra forma de avaliar se um SNP tem uma
diferenciacdo muito mais alta do que a esperada sob deriva é realizar simulacdes neutras, isto é,
sem ocorréncia de selecdao. Nesse caso, ao invés de testar se os SNPs do gene sdo "os mais
extremos" em relacdo aos SNPs fora da regido, pergunta-se se eles sdo mais extremos do que o
esperado para dados simulados sem selecdo (45). Entretanto, a abordagem por simulacdo
apresenta dificuldades em relagdao aos parametros demograficos populacionais que melhor se
adequam ao modelo e que devem ser cuidadosamente estabelecidos, além do maior tempo de
execucdo dessa analise (46).

A metodologia de homozigosidade do haplétipo estendido (EHH) consiste na relagdo entre
as frequéncias dos alelos e a extensao do LD. Nessa andlise, define-se um alelo “core” e observa-
se o decaimento da homozigosidade ao redor esse alelo. O EHH, também conhecido por teste do
haplétipo de longo alcance (do inglés, Long-Range Haplotype — LRH), é definido como a
probabilidade de que dois cromossomos escolhidos aleatoriamente e que carreguem haplotipos
de interesse sejam idénticos por descendéncia para todo o intervalo da regido do “core” a uma
distancia “x”. Assim, quanto mais alto o valor de EHH, maior a homozigosidade do hapldtipo
estendido, e maior o LD entre as variantes adjacentes, sugerindo selecdo. Esse teste foi

inicialmente postulado por Sabeti e colaboradores (2002) para identificar sele¢cdo positiva (47). A
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desvantagem é que os hapldtipos estendidos persistem por pouco tempo (<30.000 anos) devido
a recombinacdo (31,47). O teste iHS (do inglés, integrated haplotype score) foi formulado para
observar o decaimento em homozigosidade considerando o alelo derivado e o alelo ancestral.
Quando a razdo de decaimento do alelo derivado e ancestral é similar, entdo iHS = 0. Valores de
iHS negativos indicam que existe um hapldtipo longo carreando o alelo derivado, e os valores de
iHS positivos pontuam um haplétipo longo carreando o alelo ancestral (44). Ainda existe o XxpEHH,
que compara o decaimento da homozigosidade do haplétipo em relagdo ao alelo ancestral e
derivado entre duas popula¢des. No teste iHS, as informagOes genOmicas sdo diretamente
comparadas com a informacdo de um ancestral, de forma que este teste tem aplicacdo na
deteccdo de assinaturas de sele¢do dentro da populagdo. Jd4 o XP-EHH possibilita a deteccao de
regides candidatas a selecdo entre populacdes pela comparacdo dos perfis de EHH de uma
populacdo referéncia e uma populagao observada (40). Em ambos iHS e xpEHH, valores acima de
2 sdo considerados indicativos de selegao.

O teste de Tajima D, amplamente utilizado, avalia desvio de neutralidade a partir da
interpretacdo de padrdes de variacdo de nucleotideos. O teste de Tajima D compara a média das
diferencas par a par sobre o nimero de sitios segregantes em uma amostra (48). O teste de Tajima
D compara a média das diferencas par a par sobre o niumero de sitios segregantes em uma
amostra. O valor de D de Tajima igual a 0 indica auséncia de selecdo. Caso ndo haja alteracbes
demograficas (expansdo ou contracdo da populacdo, migracdo, etc.) em uma populagdo que
esteja submetida a selecdo positiva, os valores de Tajima D serdo negativos. Isso ocorre porque
um haplétipo conservado estara presente na maioria da populagdao, ou seja, observaremos
poucas diferencas par a par. No caso da selecdo balanceadora, alelos em frequéncia intermediaria
serdao mantidos, e nesse caso, o valor de Tajima D sera positivo pois o nimero de diferencgas par
a par sera maior do que o numero de sitios segregantes. Qutro teste de neutralidade, como o
McDonald Kreitman (1991), tem poder para detectar desvios de selecdo ja que eles consideram
além das variacoes intraespecificas, as divergéncias interespecificas (49).

Uma outra forma de avaliar regido sob selecdo é calcular a relacdo entre a taxa de
mutagbes ndo-sinbnimas, que alteram o aminoacido da proteina (podendo ser uma mutacdo
deletéria ou vantajosa), e sinbnimas (que normalmente sdo mutacdes neutras). O modelo de

selecdo adaptativa (ou positiva) pode aumentar a taxa de substituicdo ndo-sindbnimas (dN),
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tornando-as mais altas do que as mutagdes sindnimas (dS). Entdo, caso a razdo dN/dS seja maior
que 1, observa-se um sinal de selecdo positiva, mas também é possivel predizer selecao
balanceadora (31,34). Caso as mutagdes ndo-sinbnimas sejam deletérias, serdo alvo de sele¢ao
purificadora no sentido de eliminar essas mutacdes do pool génico e, nesse caso, a razdo dN/dS
serd menor que 1. Uma problematica desse método é que quando se avalia genes por inteiro,
alguns cédons podem estar sob selecdo balanceadora, outros, positiva, mas a maioria das
mutagbes ndo-sindnimas sdo alvo de sele¢do purificadora. Assim, recentemente ha sugestdes de
analisar a razdo dN/dS por grupos de cddons ao longo do seguimento genémico (50).

Outros testes estdo disponiveis e podem ser acessados em Sabeti e colaboradores (2006),
Vitti e colaboradores (2013) entre outros (31,51). A detec¢do de marcas de sele¢do no genoma
ndo é simples e envolve tanto a selecdo do método mais adequado quanto dos dados gen6micos
onde os testes serdo aplicados. Cabe destacar que devido as propriedades Unicas de cada teste,
os resultados gerados para assinaturas de selecdo devem ser utilizados de forma complementar.
Assinaturas foram evidenciadas em poucos genes até hoje, como o gene da B-hemoglobina, o
locus HLA, gene da lactase (LCT), EPAS1, G6PD, etc (1,33,45,52). Todavia, especula-se que no
genoma, em vez de se questionar se uma regido é alvo de sele¢do, deve-se questionar o quao
forte é a selecdo atuante na regido, pois sugere-se que a maior parte do genoma estd sob selecdo
natural (53). Nesse sentido, novos estudos em genOmica evolutiva devem ser formulados a fim
de desvendar possiveis pegadas de selecao e melhor compreender como as frequéncias alélicas

regulam os padrdes de variabilidade genética humana e a resposta aos diferentes patdgenos.

1.2 — Metabolismo da glicose

O metabolismo energético se refere ao complexo de reacdes metabdlicas intracelulares
envolvidas com o processamento dos alimentos provenientes da ingestdo e a producgao e
armazenamento de energia necessaria a vida. O transporte de glicose é fundamental para o
metabolismo energético celular, disponibilizando glicose e intermediarios para rotas metabdlicas.
Diversas reacdes anabdlicas e catabdlicas pertencentes a diferentes vias caracterizam esse

sistema altamente regulado, em que a glicélise e a via das pentoses desempenham papel central.
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1.2.1 - O gene PKLR e a glicdlise

O gene PKLR (do inglés, Pyruvate Kinase Liver and Red Blood Cells) codifica a enzima
piruvato cinase (PK), que atua na ultima etapa da via glicolitica em uma reagdo irreversivel de
transfosforilagdo do fosfoenolpiruvato em piruvato e ATP (Figura 1.3). De forma simplificada,
apos a ingestdo e a metabolizacdo de carboidratos pelo trato digestivo, a glicose liberada na
corrente sanguinea pode ser captada por qualquer célula que demande energia através dos
transportadores GLUT (do inglés, Glucose transporter). A velocidade desse transporte é
acentuada pela acdo da insulina. A quebra da glicose, um agucar de 6 carbonos, em agucares de
3 carbonos (piruvato) com a consequente producdo de energia (ATP) é o processo ao qual se
denomina glicdlise, que ocorre em 2 fases. Na primeira fase, ou fase preparatéria, 2 moléculas de
ATP sdo utilizadas para converter a glicose em 2 moléculas de gliceraldeido-3-fosfato. Na segunda
fase, ou fase produtora de energia, o gliceraldeido-3-fosfato é degradado em piruvato, com a
producdo de 4 equivalentes de ATP e 2 equivalentes de nicotinamida adenosina dinucleotideo
reduzida (NADH) (54). A PK, assim como a fosfofrutoquinase (PFK) e a hexoquinase (HK), atuam
nas etapas irreversiveis da glicélise, e por isso sdo as principais enzimas reguladoras da via através
de modificacGes covalentes ou dos niveis de substratos (55).

A glicdlise ocorre no citoplasma de todos os seres vivos (exceto virus) e, além da
importancia no fornecimento de energia para a célula, varios de seus intermediarios fornecem
ramificacBes para outras vias metabdlicas, como a 6-fosfato-desidrogenase, que participa na via
das pentoses, descrita adiante. Nas células nucleadas, a glicdlise prossegue com as demais vias
produtoras de ATP (ciclo de Krebs e cadeia respiratdria) que ocorrem no interior das
mitocondrias. Entretanto, na auséncia de mitocondrias, como ocorre nos eritréocitos maduros, a
glicdlise se torna a via exclusiva de producdo de energia e é a grande responsavel pelo
funcionamento e integridade dessas células (56). Nessas células, o ATP é necessario para a
manutencdo do formato da célula, fosforilacdo dos fosfolipideos e proteinas de membrana,
transporte ativo de varias moléculas, sintese parcial de nucleotideos de purina e pirimidina e
sintese de glutationa reduzida (GSH) (57).

Nos mamiferos existem quatro isoformas da piruvato cinase (PK-M1, PK-M2, PK-L e PK-R)

codificadas por dois genes distintos, PKM e PKLR, expressos em tecidos diferentes. O gene PK-M
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codifica a piruvato cinase dos musculos. O PKLR codifica as proteinas PK-L, expressa no figado,
intestino delgado e cértex renal, e a PK-R, exclusivamente expressa nos eritrdcitos. A isoforma
PKM2 é produzido durante a maturagao do eritrécito, porém é substituida por PKR na célula
madura. O gene PKLR localiza-se no cromossomo 1 (1g21) e apresenta 12 éxons, dos quais dez
sao compartilhados pelas duas isoformas, enquanto os éxons 1 e 2 sdo especificos para as enzimas
eritrocitaria e hepatica, respectivamente (58). As variantes genéticas nesse gene resultam em
alteragGes tanto na enzima do eritrécito quando na enzima do figado, porém os sintomas clinicos
se devem as alteragdes nos glébulos vermelhos, uma vez que a deficiéncia hepdatica é geralmente
compensada pela sintese continua nos hepatdcitos (59). Assim, as manifestacdes clinicas da

deficiéncia da PK compreendem diferentes graus de anemia (28,55).

GLICOLISE VIA DAS PENTOSES
Glicose FASE OXIDATIVA FASE NAO OXIDATIVA
ATP my "
ADP
Glicose-6-fosfato Glicose-6-fosfato
2 GSH
NADP+
GPI G6PD Glutationa redutase
NADPH

GSSG

Frutose-6-fosfato 6-Fosfogluconato

Transaldolase e
transcetolases

ATP Acidos graxos,
. "\ PFK NADP+ esterdis, etc.
. Co, NADPH
Frutose-1,6-bifosfato Precursores

Ribulose-5-fosfato
FBA

Gliceraldeido-3-fosfato

NAD® " GAPDH Ribose-5-fosfato
NADH *

1,3-bifosfatoglicerato

ADP
2x D)
ATP ¢ Nucleotideos,
Fosfoenolpiruvato coenzimas, DNA e
ADP RNA
™~ Pk
ATP *
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Figura 1.3 — Via glicolitica e via das pentoses. A primeira € a via principal e, a segunda, a via alternativa de
oxidacdo da glicose presente no citoplasma de todas as células. Elas estdo em equilibrio e podem ocorrer

simultaneamente, independentes uma das outras. O produto final da glicdlise é o ATP. A via das pentoses
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armazena a energia advinda da oxida¢do da glicose em NADPH. Em vias degradativas, como a glicélise, o
substrato é oxidado gerando coenzimas reduzidas — NADH e FADH2 — que serao oxidados para produzir
ATP em vias subsequentes. Para a sintese de compostos bioldgicos, ocorre o reverso: ha consumo de ATP
e reducdo do substrato. Nesses casos, a coenzima utilizada é o NADPH, que é convertido em NADP+, que
por sua vez é regenerado pela via das pentoses. A PK (piruvato cinase) atua na ultima etapa da via glicolitica

e a G6PD (glicose-6-fosfato-desidrogenase) atua na primeira etapa da via das pentoses.

1.2.2 - Polimorfismos no gene PKLR e associagao com a malaria

As mutag¢des no gene PKLR que levam a deficiéncia da PK ocasionam uma diminui¢ao do
aporte de ATP nos eritrdcitos, diminuindo a meia-vida dessas células e provocando hemdlise. A
deficiéncia da PK é um trago autossdmico recessivo bem caracterizado, com mais de 200
mutac¢bes definidas (60). Dentre os defeitos de enzimas glicoliticas, a deficiéncia da PK é a mais
prevalente (1:20.000 na populacdo caucasiana), e juntamente com a deficiéncia da G6PD, sdo a
causa mais comum de anemia hemolitica ndo-esferocitica congénita (ndo-esferocitica se da
porque a hemadcia ndao assume um formato de esfera, como em outras anemias) (61). Além da
anemia hemolitica classica, que varia de leve a totalmente compensada, onde sdo necessarias
transfusdes subsequentes, outros sintomas frequentes sado reticulocitose, esplenomegalia e, mais
raro, aumento de ferro (aumento de ferritina sérica), em que se faz necessario o uso de quelantes
(55,62).

A associacao da deficiéncia de PK com a malaria foi descrita recentemente. Os primeiros
estudos foram feitos em modelos de camundongo e culturas in vitro. Min-Oo e colaboradores,
em 2003, observaram que camundongos recombinantes que carreiam um locus de
suscetibilidade a maldria apresentaram resisténcia ao Plasmodium chaubaudi devido a uma
mutacdo (269T>A, éxon 3, lle90Asn) de perda de funcdo no gene PKLR (63). J&4 em 2008, dois
trabalhos foram publicados comparando o crescimento do Plasmodium em eritrécitos humanos
normais e com a deficiéncia em culturas in vitro, observando uma diminui¢cdo na infeccdo e
replicacdo do parasita nos ultimos. Interessante ressaltar que em 2009, pesquisadores do mesmo
grupo constataram que pacientes que apresentaram resisténcia ao Plasmodium tiveram deplecao

de ATP nos eritrocitos (64,65).
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A partir de 2010, os estudos genéticos em humanos comecaram a endossar a relevancia
do gene PKLR com a malaria. Nesse ano, Alves e colaboradores realizaram um estudo populacional
em africanos de Cabo Verde, observando um desequilibrio de ligacdao em extensdo entre a regiao
flanqueadora e o loci do gene PKLR nos individuos controles ndo infectados com maldria (66). Os
achados desse trabalho foram explorados pelo mesmo grupo. Machado e colaboradores
realizaram a genotipagem de varios polimorfismos (SNPs e STRs) em diferentes grupos clinicos de
malaria de Angola e Mo¢cambique e individuos PK-deficientes e sadios de Portugal, e obtiveram
os seguintes resultados: i) as frequéncias alélicas dos marcadores do PKLR apresentaram-se
altamente diferenciadas entre africanos e portugueses comparado aos marcadores neutros; ii)
maior conservacdao da regido do gene PKLR no grupo clinico de malaria ndo complicada
(desequilibrio de ligacdo numa regido mais extensa) e iii) associacdo positiva de um hapldtipo com
este grupo clinico (67). Ainda, um estudo subsequente realizado em 2012 mostrou que 4% dos
individuos com maldria de Mocambique, Angola, Guiné Equatorial e S30 Tomé e Principe
apresentaram baixa atividade da enzima PK (68). Em 2015, van Bruggen e colaboradores
caracterizaram a regido gendmica do PKLR na populacdo da Tailandia e Senegal e identificaram
variantes que podem alterar a estabilidade da enzima e proteger contra a malaria (69).

Os ultimos trabalhos correlacionando PKLR e malaria foram publicados em 2017. Laroque
e colaboradores indicaram que a suscetibilidade ao P. chaubaudi em camundongos que
apresentam a mutacdo protetora 90lle>Asn é regulada por um lécus denominado Charl0,
modulador da severidade da deficiéncia da PK e do nivel de anemia (70). Por fim, o trabalho de
Faik e colaboradores, publicado na The Journal of Infectious Diseases, levantou a hipdtese de que
a maldria severa esta relacionada com os polimorfismos do tipo CNV (do inglés, copy number
variations) do gene PKLR na populagdo do Gabdo, Africa Central (71). Os trabalhos com
populagcdes humanas sustentaram os resultados anteriores obtidos em estudos in vitro e em
camundongos. Nesse sentido, os estudos ao longo dos ultimos 16 anos sugerem que a regido do
gene PKLR é alvo de pressdo seletiva e mantém variantes genéticas em populacdes Africanas que
impdem certa resisténcia a malaria, justificando a sua frequéncia nessas populacdes mesmo
frente ao prejuizo da deficiéncia enzimatica. A questao que aparece a partir dessas evidéncias é:

a frequéncia dos polimorfismos no gene PKLR é tao prevalente nas regides endémicas da malaria
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como as mutagoes de deficiéncia de G6PD e HbS? Para isso, é necessario expandir a analise
genética em outras populacdes africanas e globais, além das estudadas até o momento.

Em individuos com deficiéncia na PK, o quadro de anemia é provocado pela reducdo da
sobrevivéncia dos eritrécitos e pela eritropoiese irregular devido ao desequilibrio nos niveis de
ATP (72). Enquanto o eritrécito ainda esta em fase de maturagao, nas fases iniciais de reticuldcito,
ele é capaz de produzir ATP pela via fosforilativa. Porém, o eritrécito adulto perde o nucleo e as
mitocéndrias e entdo o aporte de ATP depende exclusivamente da glicdlise (73). Nesse sentido, a
diminuicdao de ATP gera disturbios na membrana da célula, provocando desidratacgao e lise das
células. Além disso, a PK inibida aumenta o intermediario glicolitico 2,3-bifosfoglicerato, que inibe
a G6PD, desativando o ciclo das pentoses e, com isso, aumentando o estresse oxidativo nas
hemdcias (74). Por esse motivo, o ciclo intracelular do Plasmodium fica prejudicado ja que os
eritrécitos ndo vivem o tempo suficiente para a completar a reproducao do parasito. Nesse
aspecto, devido a lise prematura das células vermelhas com a consequente liberacdo de
hemoglobina e heme, estes individuos podem desenvolver um aumento de ferro (28,65). Porém,
para avaliar os niveis de ferro no paciente PK-deficiente, deve-se levar em consideracdo se o
aumento ndo é proveniente de transfusdes sanguineas, ja que nos casos mais graves de anemia,

as transfusdes sao recorrentes (62).

1.2.3 - O gene G6PD e a via das pentoses

O gene G6PD é formado por 13 éxons, abrange cerca de 18.5kb e esta localizado na regido
telomérica do braco longo do cromossomo X (Xg28). Este gene codifica a glicose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PD ou G6PDH), importante enzima metabdlica do ciclo das pentoses. Como
discutido anteriormente, as células animais degradam a glicose-6-fosfato até piruvato na via
glicolitica. Porém, existem outros destinos catabdlicos para a glicose-6-fosfato, entre eles o ciclo
das pentoses. A via das pentoses-fosfato ou via das pentoses (PPP) é um braco da glicélise e
funciona como uma via alternativa de obtencdo de energia pela célula através do metabolismo
da glicose. A G6PD é uma enzima citosdlica expressa em todas as células humanas que tem
importancia na manutencdo da integridade dos eritrécitos, evitando a oxidacdo da hemoglobina

e de outras proteinas celulares (75). Essa enzima participa na primeira etapa do ciclo das
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pentoses. A enzima G6PD oxida glicose-6-fosfato (G6P) a 6-fosfoglucolactona, reduzindo NADP a
NADPH (Figura 1.3). Os produtos finais da via das pentoses sdo a pentose D-ribose-5-fosfato,
utilizada na sintese de nucleotideos (RNA e DNA), e a coenzima NADPH, principal doadora de
hidrogénio em diversas reacGes enzimaticas e consumida na sintese de acidos graxos (76).
Eventualmente a ribose-5-fosfato por ser reciclada mediante a atividade de transcetolases e
transaldolases regenerando glicoses 6-fosfato, que podem seguir novamente a fase oxidativa,
permitindo a formagdao continua de NADPH. A G6PD funciona como a grande reguladora da
via, é inibida quando as concentracdes de NADPH/NADP+ estdo altas e é ativa quando essa
razdo estd baixa.

O NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) é responsavel pela detoxificagcao
celular, eliminando radicais livres e perdxidos de hidrogénio (H20z). A remocdo destes perdxidos
é catalisada pela enzima glutationa peroxidase, que ao conjugar-se com a glutationa reduzida
(GSH), forma a glutationa oxidada (GSSH). Essa, por sua vez, recebe um dtomo de hidrogénio do
NADPH, retornando a seu estado reduzido (GSH). O NADPH oxidado a NADP, na presenca da
G6PD, é reduzido novamente a NADPH (76). Esse ciclo é de extrema importancia para os
eritrécitos. As células vermelhas sao ricas em radicais de oxigénio e perdxidos provenientes das
reacOes de oxidacdo da hemoglobina, ou de fatores exdgenos, como farmacos e infeccdes.
Portanto, devido a importancia na protecdo contra o dano oxidativo, essas células apresentam
elevadas concentracdes de GSH (75). A relacdo da via glicolitica com a via das pentoses esta

esquematizada na Figura 1.3.

1.2.4 — Mutagdes no gene G6PD e associagdo com a maldria

Evidéncias geograficas, epidemioldgicas e in vitro fortalecem a hip6tese de que a
deficiéncia da G6PD protege contra o parasito Plasmodium falciparum. Embora a perda completa
da funcdo da enzima seja presumivelmente letal, como demonstrado em estudo knockout em
camundongos, mutacdes que conferem uma deficiéncia parcial na atividade da enzima sdo
comuns na Africa (77). Além disso, ha um grau de conservacdo em certas regides do gene que
parecem ser essenciais para o desempenho da atividade enzimatica e sobrevivéncia da célula

(78). Apesar disso, mais de 180 variantes com importancia clinica ja foram descritas. Existe um
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consideravel nimero de variantes normais do G6PD na Africa, como a variante A e a variante B.
Ja as variantes relacionadas com a deficiéncia da enzima, particularmente frequentes (20-50%)
na Africa e no Mediterraneo, incluem a variante Med (C563T) comum no Sul da Europa, Oriente
Médio e India e a variante A-, formada por duas mutacdes pontuais ndo-sindnimas, A376G e
G202A, encontradas na Africa Subsaariana e em populacdes de origem Africana. Interessante
ressaltar que as variantes A- e Med surgiram independentemente e aumentaram de frequéncia
tao rapido que é dificil ser explicado pela deriva genética. Sugere-se que as mutagdes que levam
ao alelo A- (ou variante A-) surgiram nos ultimos 3.480 a 11.760 anos enquanto o alelo Med (ou
variante Med) surgiu entre 1.600 e 6.640 anos atras (79,80). Logo, essas datas indicam que as
variantes foram fruto de pressao da maldria, a qual teve um forte impacto no genoma humano
ha cerca de 10.000 anos (80). De fato, maiores frequéncias das variantes que conferem deficiéncia

de G6PD sao observadas em populagdes endémicas para a malaria (81), como na Figura 1.4.

Freq. alélica
Bl o-1% *
. >1-3%
>3-7%
>7 - 10%
>10-13%
>13-17%
. >17 - 20%
I >20 - 23%

Sem malaria

Figura 1.4 - Distribuicdo da frequéncia alélica das variantes de G6PD a nivel global. (Adaptado de Howes,

2012).

A variante A- é uma das mais estudadas devido a sua relevancia clinica e elevada
frequéncia em africanos. A combinagdo da mutagcdao A->G na posicao 376 (éxon 5) e G=>A na
posicdo 202 (éxon 4) formam a variante A- (também chamada de Hapldtipo A- ou Alelo A-) (82).
Ambas as mutacgdes sdo ndo-sindnimas do tipo missense (do inglés, “troca de sentido”), ou seja,
a substituicdo de um uUnico nucleotideo altera o aminoacido na sequéncia do transcrito (existe

também a mutacdo ndo-sinbnima nonsense — “mutacdo sem sentido” — em que a alteracdo do
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nucleotideo leva a um cédon de parada). A mutacdo A376G leva a alteracdo do aminoacido
asparagina (Asn) para o aminodcido acido aspartico (Asp) na posicdo 126 da proteina, enquanto
a mutac¢do G202A modifica o aminoacido metionina (Met) pelo aminodcido valina (Val) na posi¢ao
68 da proteina. A interacdo sinergética das duas mutac¢des proximas entre si no espaco da
estrutura tridimensional da enzima provoca o dobramento inadequado da enzima, o que
compromete a estabilidade e resulta em uma menor atividade (83). O haplétipo formado por
essas mutacbes é encontrado em frequéncias superiores a 0.24 em popula¢des africanas e
diversos estudos ja demonstraram o seu papel protetor frente a maldria, como discutido no final
deste tépico.

A maioria das mutacdes de deficiéncia da G6PD sdo substituicdes de nucleotideo Unico
gue ocorrem nos éxons do gene e estdo relacionadas a diferentes graus de atividade da enzima
(84). A Figura 1.5 representa a distribuicdo dessas mutagGes nas regides exonicas e a propor¢ao
por tipo de variacdo genética ao longo do gene G6PD. Em 1967, a OMS categorizou a deficiéncia
de G6PD em cinco classes relacionadas ao grau de dano enzimatico, como representado na Tabela
1.2. As variantes de classe | sdo as mais severas e ocorrem frequentemente nos éxons 6, 10 e 13,
regides de ligacdo ao substrato, interface dimérica e sitio estrutural do NADP+, respectivamente.
Essas mutagdes levam a anemia hemolitica ndo esferocitica (CNSHA) e sao mais facilmente
detectadas a nivel populacional devido a gravidade dos sintomas (84). As variantes de classe |l
possuem valores de atividade enzimatica inferiores a 10%, acarretando sintomas e crises
frequentes, tendo, como exemplo, a G6PD Med (C563T). A variante A- faz parte da classe lll, que
possui atividade enzimdatica entre 10 a 60% da atividade normal (83). Além dela, cita-se a variante
G6PD A (A376G) e G6PD Asahi (G202A). Os individuos com as variantes da classe Il geralmente
sdao assintomaticos, mas a importancia clinica estd associada ao aparecimento de crises
hemoliticas induzidas pela ingestdo de medicamentos. As variantes de classe |V possuem de 60 a
150% da atividade normal, sem apresentar manifestacdes clinicas, tendo, como exemplo, a G6PD
Sdo Borja (G337A) (85). Por fim, as variantes de classe V possuem atividade enzimatica

aumentada (>150%) e sdo pouco descritas (86).
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Figura 1.5 — Distribuicdo das mutac¢6es ao longo do gene G6PD. A — Disposicdo das mutacdes missense
entre os 13 éxons do gene: mutacGes que conferem anemia hemolitica (vermelho), de classe Il (roxo), de
classe Ill (amarelo), de classe IV (marrom) e ndo reportadas (verde) (Adaptado de Gomez-Manzo, 2016). B
— Numero de mutag¢bes por tipo de variagao e C— Numero de mutagdes por éxons do gene. Os éxons com

maior nimero de mutagdes sdo aquelas em que ha maior quantidade de mutagdes de Classe | (Adaptado

de Minucci, 2012).
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Tabela 1.1 - Classificagdo das variantes de G6PD de acordo com os niveis de atividade

enzimatica (OMS).

P A .
orce_n t_agem da Severidade Frequéncia
atividade . . o .
Classe da Sintomas clinicos em regido Variantes
WIS deficiéncia eografica
G6PDH geog
Muito Anemia Rara, sem G6PD Bueno Aires
| <1% rave hemolitica precisao G6PD Durban
& cronica geografica G6PD Volendam (c514T)
Anemia
e G6PD Med (C563T)
| <10% Grave hzrr:\orlétslcz:éu;ja é\kgurrrl]danzt; G6PD Cassano
P ! G6PD Santamaria
drogas
G6PD A- (A376G/ G202A)
Anemia Abundante | G6PD Seatle
n 10-60% Moderada hemolitica em regides | G6PD Canton
cronica ou aguda de malaria G6PD A (A376G)
G6PD Asahi (G202A)
Atividade . . - o .
v 60-150% normal Assintomatico Indefinido G6PD S3o Borja (G337A)
Vv >150% Atividade Assintomatico Indefinido G6PD Hektoen
aumentada

(Adaptado de Silva, 2017)

Em geral, o mecanismo pelo qual as mutagdes em G6PD levam a deficiéncia da enzima
correspondem a uma diminui¢do na estabilidade da enzima e uma redugao nos niveis enzimaticos
conforme o envelhecimento do eritrécito (87). Os individuos com deficiéncia da G6PDH sdo
normalmente assintomaticos, mas podem desenvolver anemia grave no periodo neonatal ou
anemia hemolitica aguda em resposta a potenciais indutores de estresse como algumas drogas
(primaquina ou dapsona) ou o feijdo fava (87). Apesar de a dapsona ter sido removida do
mercado, o alarme estd no uso da primaquina que é a Unica droga capaz de eliminar o P.
falciparum na fase de gametdcito com o uso em baixas doses (88). Portanto, a importancia dessa
deficiéncia tange o potencial risco de desenvolvimento dos sintomas frente o tratamento com
primaquina em areas endémicas da malaria (89). Considerando que o gene G6PD localiza-se no
cromossomo X, a deficiéncia tem implicacdes importantes a nivel populacional. Homens tendem
a expressar mais frequentemente a deficiéncia da enzima. As mulheres heterozigotas, em
contrapartida, apresentam duas populacdes de hemacias, criando um espectro de fendtipos, o
gue dificulta o diagndstico (8,90).
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Embora nos ultimos anos algumas revisdes e meta-analises tenham sido publicadas,
estudos epidemioldgicos ainda sdo controversos em relagdao a protecao se estender para ambos
os sexos. Estudos caso-controle em diferentes popula¢des Africanas (Kenya, Gambia, Maleses)
comparando maldria severa com malaria assintomdtica demonstram que hda associacdo de
protecdo entre mulheres heterozigotas e homens hemizigotos com a maldria grave (91).
Entretanto, Luzzato e colaboradores, que investigam a relagdao G6PD versus maldria ha mais de
40 anos, acreditam que a protec¢ado se da somente em mulheres heterozigotas, pois foi observado
gue as hemadcias que apresentam o alelo selvagem em mulheres abrigam maior nimero de P.
falciparum do que as células que expressam a mutacdao (92). Essa hipdtese foi corroborada
recentemente através do estudo de Uyoga e colaboradores (2015), difundido por um grupo de
pesquisadores que tem grande expertise em malaria, o qual mostrou que a prote¢do ocorre em
mulheres heterozigotas que, além da resisténcia contra a malaria grave, também tiveram menor
mortalidade. Nesse mesmo estudo, homens ndo apresentaram protecdo contra a maldria, as suas
hemdcias ainda foram consideradas suscetiveis ao quadro de anemia gerado pela maldria porque
elas intrinsicamente sofrem de estresse oxidativo (91). O Consércio MalariaGen também publicou
um artigo na revista Nature em 2014 defendendo a hipétese de que o aumento da resisténcia se
da em heterozigose (93). Por fim, o papel de resisténcia das mutacées em G6PD com a maldria é
indiscutivel, confirmado em estudos genéticos e in vitro. Entretanto, mais trabalhos em diferentes
populacdes sdo necessdrios para melhorar a conclusdo acerca da protecdo conferida por
variantes nesse gene entre homens e mulheres.

As células vermelhas necessitam de ATP e de equivalentes redox para manter o formato
biconcavo da célula, as concentragdes intracelulares de cations, o estado reduzido da
hemoglobina com um ion de ferro divalente, glutationa e os componentes da membrana. Caso
haja deficiéncia em algum metabdlito que prejudique a producao de ATP ou NADPH, a hemdlise
se instalara e as células lisadas serdo removidas pelo sistema mondcito-macréfago (28). A Figura
1.6 demonstra as diferencas entre os mecanismos que levam a hemalise entre a deficiéncia da
PK e da G6PD. Ambas as deficiéncias levam a degradacdo da hemacia antes do periodo de 120

dias de vida celular, liberando os componentes da hemoglobina, como heme e ferro. Como esse
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mecanismo pode influenciar na suscetibilidade a patdogenos intracelulares, como as

micobactérias, sera o tdpico discutido ao longo desse estudo.

b
. Hemdlise > “

Deficiéncia de PK \ /—{ Deficiéncia de G6PD }—\

Fosfoenolpiruvato

Distuirbio iénico

| Radicais livres

yPK| | § ATP|  Feradepotsio ||| Geppy | || NADPH | Ghtatons

? agua . Estresse oxidativo
Desidratagdo

Piruvato

. HEMOLISE
k HEMOLISE / \ /

Figura 1.6 — Mecanismo de hemdlise na deficiéncia da PK e da G6PD. A célula vermelha, na deficiéncia

da PK, perde a integridade da membrana devido a diminuicdo de ATP. Na deficiéncia da G6PD, o aumento
das espécies reativas de oxigénio (ROS) leva a degradac¢do da hemacia frente a agentes indutores de ROS

como a primaquina e a dapsona.

1.3 — Hanseniase

1.3.1 — Breve histdrico e epidemiologia

A hanseniase é uma doenca infecciosa milenar de cardter cronico que acomete a pele e
os nervos periféricos podendo levar a danos fisicos irreversiveis. E causada pelo patégeno
intracelular obrigatério Mycobacterium leprae, que apresenta tropismo por macroéfagos e células
de Schwann de regides superficiais do corpo, como a pele e os nervos periféricos (94). Por esse
motivo, a manifestacdo se da através do espessamento de nervos e de manchas eritematosas
com limites imprecisos na pele, podendo ser acompanhada de perda de sensibilidade térmica,
queda de pelos e perda de tébnus muscular. As deformacdes de partes do corpo foram
historicamente designadas como “lepra” (o nome foi mantido durante a traducdo do Novo e
Velho Testamentos), palavra utilizada negativamente como estigma social (95). A fim de evitar a

segregacao dos individuos afetados, a terminologia da doenca foi substituida por “hanseniase”
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em 1976 pelo Ministério da Saude, em homenagem a Gerhard Armauer Hansen, que descobriu o
bacilo da doenga (96).

Apesar das controvérsias sobre a etiologia da doenga, evidéncias arqueoldgicas
confirmam a sua origem pré-histdrica (97). O estudo de Monot e colaboradores a partir de
gendmica comparativa e analise filogenética de diferentes cepas, sugere que a doenga surgiu no
oeste africano e foi propagada para outras regides do mundo pelo fluxo de migracdes continuas
da humanidade (98). Em contrapartida, ha indicios de que a hanseniase se originou na Asia, a
partir de andlises em esqueletos encontrados na india e Tailandia, e se espalhou para a Africa e
Europa no século IV a.C (99-101). Essa hipdtese foi recentemente apoiada por Benjak e
colaboradores que detectaram predominancia de cepas ancestrais do bacilo no leste asiatico
(102). No Brasil, a doenca foi introduzida por europeus e africanos durante o periodo colonial e 0
comércio de escravos no século XVIII (103).

Embora a hanseniase seja antiga, ainda é considerada um grave problema de saude
publica em paises em desenvolvimento. Segundo o ultimo levantamento da Organizagdao Mundial
da Saude (OMS), 208.619 mil novos casos de hanseniase foram detectados no mundo em 2018.
Esse niumero revela um decréscimo modesto, cerca de 15%, comparado aos ultimos 10 anos
(244.796 casos em 2009). O Brasil ainda ndo atingiu os objetivos globais de eliminacdo da
hanseniase no mundo (definido pela prevaléncia menor do que 1 caso para 10.000 habitantes)
da OMS, e juntamente com a India (120.334) e a Indonésia (17.017), apresentam os piores
numeros no ranking de novos casos (28.660) (Figura 1.7). A detecc¢do de casos novos apresentou
um declinio no Brasil desde 2003 até 2016, entretanto, em 2017 esse nimero aumentou para
26.875 (em relagdo a 25.218 novos casos em 2016), e mais recentemente, para 28.660 novos
casos, como demonstrado na Figura 1.8. Esse crescimento de 14% dos novos casos em dois anos
aponta para a situacdo alarmante da doenca no pais. A incidéncia da hanseniase esta relacionada
com a falta de saneamento basico e as regides Centro-oeste e Norte exibem as maiores taxas de
deteccdo geral por 10.000 habitantes entre 2012-2016 no pais, enquanto as menores taxas foram
observadas no Sul e Sudeste. Em geral, os estados mais afetados sdo Mato Grosso, Tocantins,
Rondbnia, Pard e Maranhdo. Nesse mesmo periodo, a taxa de deteccao foi maior em homens

para todas as faixa-etdrias (104).
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Figura 1.7 — Novos casos de hanseniase distribuidos no mundo em 2018 reportados pela OMS (Weekly
epidemiological record, 2019). Fonte: http://www.who.int/wer
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Figura 1.8 — Numero total de novos casos no pais de 2002 a 2018 (Ministério da Saude).

1.3.2 — Mycobacterium leprae

O Mycobacterium leprae tem importancia histérica pois foi o primeiro bacilo de infeccdo
humana a ser identificado (1874), dando inicio a drea da microbiologia. O segundo bacilo
identificado foi o Mycobacterium tuberculosis, agente etiolégico da tuberculose (105). Além

disso, também foi uma das primeiras bactérias patogénicas a ter o genoma completamente
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sequenciado. O M. leprae é uma bactéria gram positiva reta ou levemente encurvada com as
bordas arredondadas. E um bacilo alcool-4cido resistente (BAAR), pois quando corado pelo
método de Ziehl-Nilsen ndo descora pela a¢do da solugao dlcool-acida. Desenvolve-se lentamente
em temperaturas abaixo de 37 °C, e ndo cresce em meios de cultura axénicos in vitro, o que
dificulta as investiga¢des acerca da infec¢ao (106). O modelo de infec¢do no coxim plantar de
camundongos BALB/c ou atimicos (nude) constitui uma alternativa para o estudo da patogénese
da hanseniase, permitindo o crescimento de bacilos vidveis para os estudos estruturais e
bioquimicos (107). Outro modelo de infec¢ao utilizado é o tatu de nove bandas (Dasypus
novemcinctus), um hospedeiro animal com ocorréncia no sul dos Estados Unidos e usado para o
estudo do dano neural provocado pelo M. leprae (108—-110).

O género Mycobacterium (familia Mycobacteriacea) contém mais de 180 espécies
descritas atualmente dentre os quais o M. leprae e M. tuberculosis sdo as mais estudadas (111).
Essas micobactérias tém como caracteristica cldssica a presenca de lipideos na forma de acidos
micélicos (acidos graxos de elevado peso molecular) e lipoarabinomanana (LAM) em seu
envelope celular. A estrutura capsular mais externa do M. leprae apresenta um glicolipideo
quimicamente distinto de outras bactérias, o glicolipidio fendlico | (PGL-1) (112). Devido a
especificidade do PGL-1 no M. leprae, a resposta humoral a esse bacilo é altamente especifica
(113). Essa estrutura tem relevancia na interacdo patégeno-hospedeiro, pois esta relacionada
com o impedimento da passagem de drogas alvo de combate do bacilo, gerando resisténcia (107).

O sequenciamento do genoma do M. leprae, em 2000, trouxe importantes explicacoes
acerca da dependéncia da célula hospedeira e da inabilidade do crescimento em cultura (114). O
genoma do M. leprae é altamente conservado e reduzido em tamanho, apresentando 3.27 Mb
(em comparacgdo, o M. tuberculosis tem 4.41 Mb) (81,82). Devido a evolugdo redutiva ao qual o
genoma desse bacilo foi submetido, genes importantes de funcdes catabdlicas e respiratdrias, de
producdo de siderdforos e de circuitos regulatérios foram perdidos (Figura 1.9) (115-117).
Recentemente, o Mycobacterium lepromatosis, uma nova espécie de micobactéria que
compartilha caracteristicas microbioldgicas, genéticas e clinicas similares com o M. leprae foi
descrita. Como esse patdégeno é capaz de levar a manifestacdes clinicas condizentes com a
hanseniase, o M. lepromatosis é considerado um novo agente etiolégico da doenca (118). A

similaridade entre esses bacilos levantou a hipdtese da existéncia de um “complexo de M.
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leprae”, analogo ao “complexo M. tuberculosis” existente (119). A Tabela 1.2 compara as
principais diferengas genéticas entre M. leprae, M. lepromatosis e o M. tuberculosis. O genoma
do M. leprae possui caracteristicas Unicas como o baixo niumero de genes codificantes (49,5% do
genoma) e o elevado numero de pseudogenes (1.116), enquanto 90,8% do genoma do M.
tuberculosis sdao genes codificantes com pouquissimos (6) pseudogenes (120,121). A sequéncia
gendmica do M. lepromatosis é tao reduzida quanto a do M. leprae, apresentando 3.21 Mb, e

também é rica em pseudogenes (1.334) (115,122).
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Figura 1.9 — Distribuicdo dos genes de M. leprae e M. tuberculosis de acordo com a categoria funcional.
O numero de genes totais (cinza) e de pseudogenes (vermelho) do M. leprae, assim como o nimero dos
genes totais (verde) do M. tuberculosis sdo mostrados nas barras em vertical. As categorias funcionais

representadas pelos nimeros 1-30 foram definidas no quadro (Adaptado de Cole, 2001).

Tabela 1.2 - Comparagao entre os genomas do M. leprae, M. lepromatosis e M. tuberculosis.

Caracteristica M. leprae M. lepromatosis M. tuberculosis
Tamanho do genoma (pb) 3.268.203 3.206.741 4.411.532
G+C (%) 57,8 57,8 65,6
Genes codificantes (n°) 1.614 (45,9%) 1.477 3.959 (90,8%)
Pseudogenes (n°) 1.306 1.334 6

(Adaptado de Cole, 2001; Singh, 2015 e Benjak, 2018).
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1.3.3 - Classificag¢do clinica

A maioria dos individuos apresenta resisténcia ao M. leprae. Estima-se que cerca de 8-10%
dos individuos expostos ao bacilo progridem para a doenca ativa. A intensidade da resposta
desenvolvida, influenciada pelo carater genético do hospedeiro, direciona os fendtipos da
doenca, que podem desenvolver-se até 30 anos apds a infecgdo (123). Uma vez que o mecanismo
de resposta ndo seja suficiente, a hanseniase pode progredir para uma forma clinica inicial e
transitéria denominada intermediaria (l) ou para uma das formas clinicas estaveis da doenca
(124).

A classificacdo das formas clinicas é de grande importancia para o diagndstico, pois é
utilizada para determinar o tratamento apropriado. A mais utilizada é a de Ridley e Jopling (1966),
que propGe a existéncia de um espectro de formas clinicas segundo o estdgio clinico e
imunoldgico dos pacientes. Nesse espectro, a hanseniase é subdividida em 5 formas clinicas:
tuberculdide (TT), borderline tuberculdide (BT), boderline boderline (BB), borderline lepromatosa
(BL) e lepromatosa (LL). As formas TT e LL representam os pdélos que exibem as formas localizada
e disseminada da doencga, respectivamente. Os pacientes LL apresentam numerosas lesdes com
grande chance de comprometimento neural. Nesse polo a resposta imune humoral (Th2) é
predominante, com perfil de citocinas ineficientes no controle do bacilo (IL-10 e IL-4) e, por isso,
apresenta uma alta carga bacilar. Os individuos TT tém poucas lesdes com bordas elevadas e bem
delimitadas. H4 maior atividade da imunidade celular (Th1), que induz a producdo de citocinas
tais como a IL-2 e IFN-y, que vao ativar as respostas microbicidas. Com isso, o macréfago consegue
conter a disseminacdo dos bacilos, e por conta disso, a baciloscopia é baixa ou negativa.
Entretanto, a resposta imune celular intensifica o dano tecidual observado na lesdo. Entre estes
polos estdo as formas intermediarias, que apresentam imunidade instdvel variando de acordo
com a proximidade a cada forma polar (125). Ainda, existe a forma neural pura (NP), que se
caracteriza pela auséncia de lesGes na pele e espessamento de nervos. Normalmente, o
diagndstico deste quadro é mais dependente de técnicas laboratoriais como a histopatologia ou
a técnica de PCR em tempo real (do inglés, polymerase chain reaction), a partir da detecgdo de

material genético bacteriano da biépsia do nervo (126).
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Existe também a classificacdo operacional da OMS (1982) formulada para auxiliar no
tratamento. Essa classificacdo é baseada no numero de lesdes e na carga bacilar, dividindo os
pacientes em paucibacilares (PB) e multibacilares (MB). Pacientes PB apresentam baciloscopia
negativa e até cinco lesdes de pele, enquanto os MB tém baciloscopia positiva e seis ou mais
lesdes na pele. As formas clinicas BT e TT sdo normalmente classificadas como paucibacilares,
enguanto as formas BB, BL e LL sdo os casos multibacilares.

Os episédios reacionais sdao processos inflamatérios intensos que acometem
repentinamente os pacientes durante qualquer estigio da doengca e até pds-cura. As
perturbacdes imunolégicas que levam aos episddios reacionais ainda ndo sao entendidas, no
entanto, postula-se que as formas polares sdo mais estaveis, enquanto as formas intermedidrias
sdo mais propensas a desenvolver esses estagios (127,128). A reacao tipo 1, ou reacao reversa
(RR), é um quadro de inflamac¢do aguda na pele e em nervos que ocorre principalmente em
pacientes das formas borderline. Nesse episddio, hd aumento das citocinas IL-2, IFN-y- e TNF e
diminuicdo das citocinas IL-4, IL-5 e IL-10, evidenciando um subito aumento da imunidade celular
direcionada aos antigenos do M. leprae (129). A reacdo tipo 2, ou eritema nodoso hansénico
(ENH), é um episddio crénico que ocorre com mais frequéncia em pacientes lepromatosos e
borderline-lepromatosos. Manifesta-se por lesGes eritematosas e nddulos inflamados
acompanhados de sintomas sistémicos como febre, prostracdo e dor. As reagdes tipo 1 e 2
ocorrem separadamente, mas podem progredir no mesmo paciente em momentos distintos
(130). Acredita-se que os estagios reacionais compartilham os mesmos mecanismos de controle
molecular, ja que o perfil de citocinas liberados em ambos os episédios é semelhante (106,131).

A Figura 1.10 resume a classificacdo das formas clinicas da hanseniase e seus episddios reacionais.
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Figura 1.10 - Classificagdo das formas clinicas da hanseniase baseado em Ridley e Jopling (1966). Apds
a exposicdo, individuos suscetiveis progridem para uma das formas clinicas que dependem do tipo de
resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro. Os fatores genéticos influenciam os diferentes estdgios
desse modelo. LL — lepromatoso-lepromatoso; BL — borderline-lepromatosa; BB - borderline-borderline; BL
— borderline-tuberculdide; TT — tuberculoide- tuberculoide. Os estagios reacionais compreendem o ENH

(eritema nodoso hansénico) e a RR (reagdo reversa) (Adaptado de Mira, 2006 e Sauer, 2015).

1.3.4 — Transmissao, diagndstico e tratamento

O mecanismo exato de transmissdo da hanseniase ainda é incerto. Acredita-se que a
propagac¢ao do Mycobacterium leprae se dé pela inalagao do bacilo devido ao contato direto e
prolongado com pacientes multibacilares sem tratamento (95). Diversas evidéncias sugerem que
o trato respiratorio superior é a principal rota de infeccdo. O DNA do bacilo ja foi identificado na
mucosa nasal e em swab bucal de pacientes e de individuos que residem no mesmo local dos
pacientes, os chamados contatos domiciliares (132). Além disso, a taxa de infeccdo é maior
guanto mais alto o contato com o M. leprae. Desse modo, pacientes com alta carga bacilar sdao
considerados a principal fonte de transmissdao da doenca e o ambiente intradomiciliar é o

principal foco de transmissdo (94). Especula-se que quanto mais intenso o contato, maior a
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exposicdo. No estado do Pard, regido com alta incidéncia da doenca e que possui uma densidade
populacional média alta (4,1 pessoas por familia), metade dos pacientes vivem em casas nas quais
duas ou mais pessoas compartilham um quarto (133). Assim, uma atencgao especial deve ser dada
para os contatos domiciliares, ja que eles apresentam mais chances de adoecer (134,135). Vale
ressaltar que pacientes paucibacilares eventualmente podem apresentar uma carga bacilar alta
o suficiente para viabilizar a transmissao (134).

Contudo, o contato com o bacilo nao é suficiente para o desenvolvimento da doenga. O
status nutricional e as condigGes socioecondmicas, como a presenca de saneamento bdsico e
moradias pouco arejadas e populosas sdo alguns dos fatores ambientais que auxiliam no
aparecimento da doenca. Além desses, o carater genético do individuo reflete a maior
suscetibilidade ou resisténcia a doenca, como discutiremos no tépico seguinte. Salienta-se que
ainda ndo existe vacina para a hanseniase. Porém, estudos mostram que individuos que foram
vacinados por BCG (do inglés, Bacillus Calmette-Guérin) na infancia tém menos chances de
desenvolver a doenca e progredir para os polos mais severos (136). Por outro lado, um estudo de
2015 revelou que contatos domiciliares desenvolveram a hanseniase paucibacilar semanas apds
a administracdo da vacina BCG (137).

O controle da cadeia de transmissdo é baseado na deteccdo precoce dos novos casos da
doenca e no tratamento adequado dos pacientes, principalmente os multibacilares que sao
disseminadores ativos do bacilo. Nesse cendrio, a primeira complicagdo é visualizada: o
diagnéstico é essencialmente clinico baseado na avaliacdo dermatoneurolégica do paciente, por
meio de testes de sensibilidade, palpacdo de nervos, avaliagao da for¢ca motora e identificacdo de
manchas hipopigmentadas ou avermelhadas na pele, e no histérico familiar. A hanseniase tem
um longo periodo de incubacdo (média de 5, podendo chegar a mais de 20 anos), e as
manifestacdes clinicas podem ocorrer anos apds a infeccdo. Além disso, as lesGes dermatoldgicas
da doenca sdao frequentemente confundidas com outras dermatoses, como alergias, doencgas
autoimunes e fungos (138). O diagndstico laboratorial é realizado através da baciloscopia do
raspado dérmico de lesGes, I6bulos auriculares e cotovelos a fim de realizar a contagem de bacilos
pela coloracdo de Ziehl-Nielsen. Porém, algumas formas clinicas apresentam baciloscopia
negativa, e requerem a utilizacdo de outros métodos de diagndstico (139). A histopatologia é

outro exame complementar que permite visualizar bacilos BAAR pela coloracao de hematoxilina-
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eosina e Fite-Faraco em bidpsias da lesdo na pele ou do nervo. A morfologia do tecido, a
identificacdo de infiltrado mononuclear, epitélio granulomatoso e fibrose, caracteristicas
essenciais das lesdes hansénicas também podem ser visualizados (140,141).

Testes sorolégicos para a detecgdo de anticorpos anti-PGL1, um componente exclusivo da
parede celular do M. leprae, também sdo utilizados em ensaios como ELISA, mas pouco
empregados na clinica devido a baixa sensibilidade do método (106,142). Recentemente, testes
baseados na detec¢do de uma proteina de fusdao, denominada LID-1, mostram uma relagao direta
entre os titulos de anticorpos e a carga bacilar (143). Além disso, em casos dificeis (pacientes com
lesdo neural pura ou paucibacilares), podem ser utilizados ensaios moleculares baseados na
técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) empregando amostras clinicas como linfa,
sangue, secrecdo nasal e fragmentos de pele e nervos (144,145). Contudo, os métodos
sorolégicos e moleculares ndo sao aplicados na rotina da atencdo bdsica. O diagndstico tardio
tem sido um dos grandes obstaculos ao controle da hanseniase, pois inviabiliza o tratamento
anterior ao acometimento neural e prejudica o bloqueio da transmissao (146).

A dapsona foi o primeiro medicamento eficaz no tratamento da hanseniase, capaz de
inibir o crescimento bacteriano. Esse farmaco, descoberto em 1940, foi utilizado para hanseniase
guanto para tuberculose. Porém, o surgimento de cepas resistentes levou a implementacdo da
poliquimioterapia (PQT) pela OMS (1982), a qual é baseada na associacdo de trés medicamentos:
dapsona, rifampicina e clofazimina (138). Essa combinacdo evita a proliferacdo de cepas
resistentes e, quando utilizada corretamente, apresenta uma alta chance de cura. A PQT inibe a
capacidade de transmissao do bacilo ja no inicio do tratamento. A administracdo é realizada
gratuitamente seguindo a classificacdo operacional dos pacientes (146). Os pacientes PB utilizam
uma combinacao de rifampicina e dapsona com duracao de 6 meses, ja os pacientes MB fazem
uso da combinagdo de rifampicina, dapsona e clofazimina durante o periodo de 12 meses (147).
A talidomida é utilizada em pacientes que evoluem para episddios reacionais, como o ENH (148).
Apesar do tratamento ser gratuito, a eficacia e a forma de administracdo sao discutiveis pois sao
observadas altas taxas de recidiva da hanseniase entre os pacientes que finalizam o ciclo da PQT

e que sdo, teoricamente, considerados curados (149,150).
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1.3.5 — Papel do ferro na infecgao pelo M. leprae

O ferro é um nutriente essencial tanto para o ser humano quanto para os microrganismos
patogénicos, que tiveram que expandir sua capacidade de competir por esse elemento com o
hospedeiro a fim de garantir a sua disseminagdo. Fungdes criticas estdo associadas com o ferro
em muitos processos celulares. Devido a capacidade de alternar entre dois estados de oxidacao,
ferroso (Fe2 +) ou férrico (Fe3 +), o ferro funciona como um catalisador redox, aceitando ou
doando elétrons. Contudo, o potencial redox do ferro também gera toxicidade celular em
condicBes de sobrecarga de ferro. O ferro pode reagir com as espécies reativas de oxigénio (ROS)
geradas durante o curso da homeostase celular e danificar lipidios, DNA e proteinas. No
organismo humano, o ferro é adquirido através da alimentacdo e da senescéncia das células
vermelhas, onde ha a maior concentracao de ferro.

Além de mitigar a toxicidade, a regulacdo da distribuicdo do ferro pode ser considerada
um mecanismo imunoldgico contra patdgenos invasores. Mesmo na auséncia de infec¢do, o
metabolismo de ferro garante que ele seja dificilmente acessivel a microrganismos patogénicos.
Primeiro, a maioria do ferro encontra-se no ambiente intracelular, complexado dentro da
hemoglobina nos eritrécitos. Segundo, a escassez de ferro extracelular livre também é um fator
limitante para a disponibilidade de ferro a patégenos invasores (151,152). O ferro extracelular é
ligado com alta afinidade pela transferrina (Tfr), proteina transportadora de ferro, que em
individuos saudaveis é tipicamente menos de 50% saturada com ferro. Quando a ligacdo a Tfr
excede a capacidade dessa proteina, moléculas do plasma como albumina, citrato, e aminoacidos
podem funcionar, com menor afinidade, como quelantes de ferro (152). Frente a uma infeccao,
aretencao de ferro pelo organismo aumenta. A diminui¢do do ferro no plasma é visto em infec¢ao
por patdégenos como o Staphylococcus aureus, e sugere-se que esse ferro seja armazenado em
ferritina a fim de diminuir o ferro livre disponivel para a bactéria (153). Logo, os patdgenos
desenvolveram formas de sequestrar esse elemento essencial a sobrevivéncia, como a
capacidade de lisar a hemdcia e liberar hemoglobina para extrair o ferro do heme.

A sobrevivéncia e viruléncia bacteriana durante o processo de infec¢do depende do
sequestro de ferro, que também funciona como um cofator para diferentes enzimas do

metabolismo celular (154). Em micobactérias, o ferro é cofator para hemoproteinas do
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metabolismo do oxigénio e é utilizado por citocromos envolvidos no transporte de elétrons (155).
Acredita-se que, para um crescimento 6timo, as micobactérias necessitam de cerca de 7 - 48 pg
de ferro por grama de massa celular. Estudos in vitro mostram que concentrag¢des de ferro abaixo
dos valores de referéncia restringem o crescimento micobacteriano (156). Foi visto que a
suplementacgado de ferro em individuos portadores de M. tuberculosis aumenta a multiplicagao do
bacilo e a chance de progressdo para a tuberculose ativa (156,157). Individuos HIV (do inglés,
Human Immunodeficiency Virus) positivos apresentam acumulo de ferro nos macréfagos, o que
pode explicar a grande predisposicao as infec¢des possivelmente letais provocadas pelo
complexo do Mycobacterium avium (158).

Um dos mecanismos mais especializados de captacao de ferro por algumas micobactérias
sdo os siderdforos, conhecidos como micobactinas (159). Os sideréforos sdo proteinas bem
caracterizadas em M. tuberculosis que se ligam ao ferro com alta afinidade transportando-o para
os compartimentos de interesse (160). O género Mycobacterium desenvolve-se no interior de
fagossomos, vacuolos que se localizam no interior de macréfagos e sdao pobres em ferro. A
micobactina, localizada na membrana da bactéria, forma sequestra o ion férrico, mesmo quando
esse ion ndo é abundante, e o internaliza para o citoplasma bacteriano através dos receptores de
regulacdo IrtAB (161,162). A aquisicao do ferro citoplasmatico do hospedeiro é, ainda, facilitado
pela habilidade da micobactina de se difundir para fora do fagossomo, quelar ferro e se reassociar
ao fagossomo através dos corpusculos lipidicos (160). Existem ainda as carboximicobactinas
(exoquelinas), que capturam e doam ferro para as micobactinas, além de roubar o ferro da
transferrina para o fagossomo (163). O M. tuberculosis também adquire ferro através das
proteinas transferrinas e lactoferrinas humanas (164,165). Além disso, essa espécie é capaz de
captar ferro através do sistema heme/hemoglobina por mecanismos ainda ndo compreendidos
(166). Por fim, a resposta do hospedeiro via ativacdo de IFN-y em macroéfagos diminui a expressao
de receptores de Trf, diminuindo a concentracdo de ferro nos endossomos (167). Entdo, a
ferroportina localizada nos fagolisossomos infectados com o M. tuberculosis fazem o efluxo do
ferro desse compartimento celular. O bacilo, em contrapartida, consegue modular a expressao
da ferroportina e circunvir esse mecanismo de defesa do hospedeiro (168). Estudos mostram que
a inibicdo da sintese de micobactinas prejudica o crescimento do M. tuberculosis dentro dos

macréfagos (161). Entretanto, a cepa nocaute para micobactina é capaz de manter a viabilidade
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micobacteriana, ressaltando que apesar da importancia dos siderdforos na sobrevida
micobacteriana, outros mecanismos para obtencdo de ferro existem (169). A Figura 1.11 mostra

0s possiveis mecanismos de captacao de ferro descritos até o momento no modelo de M.

tuberculosis.
-
U Fe-transferrina
A B : _
T Fe-lactoferrina
Edaesamo / Hemoglobina-
i Haptoglobina
Citoplasma ‘ 4" ptog
Membrana MICObg;na =2 SLC11A2 (DMT]-) CcD163 EJ
L. Armazenamento
plasmatica
q‘ ATP  ADP T ‘2<
Q —=—p @ Fe?
T IrtAB l SLC11A1
Fe'? Processos
O metabdlicos
CMb

<+«—— CMb

Hemacia

SLC40A1
(Ferroportinal)

Figura 1.11 - Vias de aquisicdo de ferro pelo M. tuberculosis (Mtb) no nicho intracelular. A — O
mecanismo mais especializado é a captura de Fe* do hospedeiro via micobactinas (Mb) e
carboximicobactinas (CMb). B — Os seguintes mecanismos sdo propostos na literatura: 1) internalizacdo
direta do ferro citoplasmatico da célula hospedeira via micobactinas solUveis através do receptor IrAB (a
carboximicobactina veicula ferro para micobactinas lipofilicas presentes na parece celular do Mtb (Figura
1.11 A); 2) Captacdo via receptores de transferrina e lactoferrina através da interacdo com o endossomo
(a transferrina se liga ao seu receptor e é internalizada para o endossomo, onde o baixo pH separa o ferro
da transferrina e permite a reciclagem e a liberacdo do ferro para o citoplasma via receptor DMT-1, ou
SLC11A2); 3) Através da difusdo da micobactina para fora do fagossomo e internaliza¢do ao fagossomo
associado aos corpusculos lipidicos; 4) Diretamente do heme presente em hemadcias via receptor
SLC11A1/NRAMP1 presente dentro do vacuolo de endocitose da hemacia senscente (ainda especulativo)
e, por fim, 5) Através do complexo Hemoglobina-haptoglobina que é internalizado via receptor CD163.
Quando liberado no citoplasma do macréfago, o ferro pode ser armazenado em ferritina, utilizado no
metabolismo da célula ou exportado via Ferroportina 1 (receptor SLC40A1). A hepicidina é um regulador
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do transporte de ferro, promovendo efluxo quando em baixas concentracées. Quando a hepicidina é
aumentada (como ocorre na abundancia de ferro ou na presenca de inflamagdo), essa proteina se liga a
Ferroportina 1, o complexo é internalizado e o efluxo de ferro é interrompido (Adaptado de Luo, 2005;

Boelaert, 2007 e Cassat, 2013).

O Mpycobacterium leprae, por sua vez, nao apresenta o sistema especializado de
siderdforos. Estudos da década de 80 sugeriam a presenca de exoquelinas-like em experimentos
in vitro, mas nao havia evidéncias de que esse bacilo produzia essas moléculas. Acreditava-se que
essas exoquelinas eram adquiridas através da produc¢dao de outras micobactérias na célula
hospedeira (170-172). Apds o sequenciamento do genoma do M. leprae, a hipotese estabelecida
foi a de que essa espécie perdeu os genes responsaveis pela producdo desses quelantes ao longo
da evolucdo redutiva (173). Porém, esse patégeno provavelmente tem proteinas alternativas
reguladoras de ferro, como as IREPs (do inglés, iron regulated envelope proteins), detectadas no
envelope da bactéria, o que ajuda a explicar a sua sobrevivéncia no ambiente hostil do hospedeiro
(174). Pessolani e colaboradores demonstraram a existéncia de um tipo de bacterioferritina (Brf)
utilizado pelo M. leprae, a proteina de membrana MMP I, relacionado a homeostase de ferro
nessa espécie (175). Contudo, ainda nao existem trabalhos que mostrem o mecanismo exato pelo
qual o M. leprae adquire ferro para sua sobrevivéncia.

Até o momento, estudos tém sugerido a contribuicdo de moléculas envolvidas na
regulacdo das células vermelhas para a demanda de ferro do M. leprae. As hemoglobinas formam
um complexo proteico que armazena a maior parte do ferro existente no organismo. A renovagao
de hemacias envolve a liberagdao de hemoglobina e o reaproveitamento do ferro contido no heme
por um processo altamente regulado no interior de macréfagos (176). Frente a hemdlise, a Hp se
liga com alta afinidade a Hb e é internalizada via receptor CD163 (177). Eventualmente, a Hb livre
no citoplasma pode também se ligar diretamente ao receptor CD163 (178). O heme internalizado
é quebrado pela heme-oxigenase (HMOX-1) em mondxido de carbono, bilirrubina e ferro, que
pode ser direcionado para armazenamento (ferritina), transporte (transferrina e ferroportina) ou
outras demandas celulares (179).

Um estudo do nosso grupo demonstrou que macréfagos de pacientes lepromatosos

apresentam uma maior expressdo do receptor CD163 associado ao aumento dos estoques de
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ferro e viabilidade do M. leprae (180). O receptor CD163 é um scavenger do complexo
hemoglobina-haptoglobina e estd relacionado ao ciclo de renovacao das hemadcias. A citocina IL-
10 ativa a expressdo de CD163 em macrdéfagos residentes e mondcitos infiltrantes de tecidos em
reacoes inflamatdrias (181). Em 2017, demonstramos que bidpsias de pacientes multibacilares
(LL) apresentam aumento da expressao de hemoglobina, haptoglobina, heme-oxigenase 1 e
receptor de transferrina 1 (Tfrl) comparado aos pacientes tuberculdides (BT). Observamos
também um acumulo de ferro nas lesdes LL acompanhado da diminuigao da Ferroportina 1 (182).
Assim, o aumento de CD163 em macréfagos LL, além de induzir um fenétipo anti-inflamatério,
pode indicar uma via de suplementacao de ferro para o M. leprae.

Embora a captacdo e o metabolismo do ferro sejam indispensaveis para o processo de
infeccdo micobacteriana, como esse elemento é utilizado e captado da célula hospedeira ainda
nao estd claro. Os macroéfagos sao as células que mais armazenam ferro no organismo humano,
porém, o processo pelo qual o ferro é trafegado até o fagossomo, onde se encontra o M. leprae,
também é desconhecido (183). E possivel que outras vias também regulem a disponibilidade de

ferro no ambiente intracelular e o fluxo para o bacilo durante o curso da infecgao.

1.3.7 — Suscetibilidade genética a hanseniase

O fato de a hanseniase ser contagiosa, mas apresentar baixa morbidade (ja que a maioria
das pessoas é naturalmente resistentes a doenca) pode ter explicacdo genética. A
heterogeneidade de formas clinicas, a capacidade de resisténcia da maioria dos individuos
expostos ao patégeno e a baixa variabilidade do bacilo sugerem que o perfil genético do
hospedeiro é crucial para o desenvolvimento da doenca (114). A hipdtese de que a hanseniase
apresenta um componente hereditdrio vem sendo explorada desde a ldade Média e foi
confirmada por estudos observacionais em gémeos, analise de segregacao complexa e analises
de agregacdo familiar (pedigrees) (184,185). A partir da era gen6mica, foi possivel identificar
varios genes relacionados a hanseniase. Alguns dos achados sdo mais sélidos, como a associacao
com os genes TLR1, NOD2, PARK2 e TNF, com replicacbes em populacdes independentes e
conclusdes acerca do papel funcional do polimorfismo na doenca. Outros, todavia, ainda nao

foram bem caracterizados e apresentam dire¢des de associagdao controversos em diferentes
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populacdes. Atualmente, polimorfismos em genes da resposta imunolégica sdo os mais bem
caracterizados. Abordaremos inicialmente os genes envolvidos com a resposta imune inata, e,
posteriormente, os envolvidos com a resposta imune adaptativa. Revisdes acerca dos genes
associados com a hanseniase podem ser acessadas nas referéncias: (123,128,186,187).

A resposta imune inata, a primeira linha de defesa contra o M. leprae, apresenta
componentes cruciais para o combate inicial do bacilo além de direcionar para a resposta imune
adaptativa (188). As células tém receptores de superficie que regulam as sinaliza¢Ges da resposta
inata, como os TLRs (Toll-like receptors), que reconhecem os microrganismos e ativam a célula;
VDR (do inglés, Vitamin D receptor), receptor de vitamina D que ativa a via antimicrobiana
mediada pela vitamina D juntamente com o TLR2 (Toll-like receptor 2), induzindo a producgao de
catelicidinas; MRC (Manose repector type C), receptor de manose que juntamente com o TLR e
NOD2 modulam a autofagia e as interacdes patdgeno-hospedeiro e o receptor intracelular
receptores NOD ou NLRs, (Nod-like receptors) que reconhece patdgenos intracelulares (189). Os
receptores TLR1/TLR2, presentes em mondcitos/macréfagos, reconhecem lipoproteinas da
parede das micobactérias e ativam essas células, normalmente induzindo a produgao de vitamina
D e peptideos microbicidas contra o bacilo (190). Ja os receptores TLR1/TLR6 estdo relacionados
a persisténcia do M. leprae nas células de Schwann (191).

O polimorfismo de base Unica, ou SNPs (do inglés, single nucleotide polymorphisms), sdao
os marcadores genéticos mais estudados nos genes descritos a seguir. No gene TLR1 o SNP N248S
€ muito estudado. O gendtipo SS e NS desse polimorfismo foram associados a protecdo contra o
desenvolvimento de reacdo ENL a hanseniase per se, respectivamente, na populagdo de
Bangladesh (192). Ja na populacdo brasileira, um trabalho recente do nosso grupo revelou que a
variante 248S estd associada a suscetibilidade a hanseniase a partir de estudos caso-controle e
em familias conduzidos em populacdes de diferentes regides do pais. Demonstramos que essa
variante provoca diminui¢do da razdo TNF/IL-10 em células polimorfonucleares estimuladas com
M. leprae. Além disso, a meta-andlise deste estudo junto com o de Bangladesh confirmou a
associacao de risco da variante 248S com a hanseniase (193). Além disso, dois polimorfismos
(597C>T e um marcador microssatélite) no TRL2 mostraram risco aumentado de desenvolvimento
de reagOes reversas numa populacao da Etidpia (194). O gene TLR4 também contém dois SNPs

(896G>A, 1196C>T) com papel protetor ao desenvolvimento da hanseniase em africanos (195).
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Recentemente, variantes nos genes TLR1, TLR2 e TLR4 foram associadas com a diferentes niveis
de producdo de citocinas em pacientes com hanseniase em Salvador (196).

Um estudo de rastreamento gendmico em hanseniase foi conduzido em familias Indianas
e detectou a ligacdo de um locus de suscetibilidade na regido 10p13 com pacientes paucibacilares
(197). O gene MRC1, que codifica o receptor de manose, localiza-se nessa regido e foi associado,
posteriormente, ao risco de desenvolver a forma multibacilar da hanseniase no Malawi, Brasil e
Vietna (198,199). Em 2014, Grant e colaboradores verificaram a associa¢cdo dos genes de CUBN
(rs10904831) e NEBL (rs11012461) (ligado a regido 10p13) ao desenvolvimento de hanseniase
multibacilar em familias Vietnamitas. Logo, a regido 10p13 parece abrigar variantes genéticas que
tém impacto sobre a polarizagdo da hanseniase (200). O gene MBL codifica a proteina ligadora de
manose que é soluvel e participa na resposta imune inata através da ativacdo do sistema
complemento e na opsonizacado de patégenos. A diminuicdo dessa proteina no plasma predispde
a hanseniase lepromatosa (201). A variante 161G>A desse gene foi associada com a protecdo ao
grupo lepromatoso (LL) numa populagdo do Nepal (202). Na populagdo brasileira, a associagdo de
polimorfismos no MBL apresenta resultados controversos em diferentes regioes (202—-204).

O receptor NOD2 reconhece, auxilia na autofagia e modula a resposta ao M. leprae. Em
2009, o primeiro estudo do tipo GWAS (do inglés, genome-wide association study) com a
hanseniase foi realizado por Zhang e colaboradores na populacdo Chinesa, pontuando uma série
de genes (TNFSF15, NOD2, RIPK2, CCDC122, LACC1 e HLA-DR—DQ) associados a hanseniase. Nesse
estudo, os SNPs rs9302752 e rs7194886 do gene NOD2 foram associados com o risco ao
desenvolvimento da hanseniase (205). Uma estudo posterior, também em Chineses, identificou
a associacdo do rs7194886 com a tuberculose (206). Ja numa populacdo do Vietna, a associacao
do rs9302752 foi replicada em familias, sugerindo associa¢ao de risco para o desenvolvimento da
forma multibacilar da hanseniase (207). Em seguida, o nosso grupo publicou uma replicacdo
independente em um estudo caso-controle e em familias utilizando diferentes populag¢des
brasileiras. Com isso, se confirmou a associac¢do de risco do NOD2 (rs8057431) e CCDC122-LACC1
(rs4942254) com a hanseniase, sugerindo fortemente que a via de NOD2 estd associada com
susceptibilidade a hanseniase (208). Ainda, em 2018, o LACCI (que gera uma proteina
participante da via de NOD2) foi associado com a hanseniase em chineses (209). O VDR é um gene

do receptor da vitamina D, que exerce uma variedade de efeitos na resposta imune inata. Apesar
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de variacGes nesse gene terem sido associadas a hanseniase na populacdo indiana, os resultados
sdo ambiguos e estudos mais aprofundados sdo necessarios (199,210). Em seguida, abordaremos
a associagdo e o papel dos genes da resposta imune adaptativa e de algumas citocinas com a
hanseniase.

Uma das primeiras regides estudadas em hanseniase foi o locus HLA, na regidao 6p21 (211).
A alternancia entre os perfis de resposta tipo Thl e Th2 devido as diferencas no processamento
de antigenos e nas interagdes célula-célula é o que torna essa regido ligada a predisposi¢cdo a
hanseniase (212). Um dos estudos mais consistentes entre a associacao do complexo HLA com a
hanseniase foi realizado pelo nosso grupo, em que foi observado associacdo dos alelos de
HLADR*015 e HLADR*04 com o risco e a resisténcia a hanseniase, respectivamente, em
populacdos do Vietnd e Rio de Janeiro (213). Mira e colaboradores, evidenciaram uma forte
ligacdo da regido TNF/HLA com a hanseniase em familias vietnamitas (214).

O gene TNF também esta localizado na regido 6p21 e esta envolvido com a modulacdo da
resposta imune e a atividade pré-inflamatéria. O SNP -308G>A, na regido promotora do gene, é
0 mais estudado, porém os resultados em diferentes populacdes sdo discrepantes. Na populacdo
indiana, por exemplo, o alelo -308A esta associado com a suscetibilidade a hanseniase (215).
Nosso grupo realizou uma meta-analise utilizando também dados de estudo caso-controle e em
familias na populagao brasileira, desvendando que o alelo -308A esta associado com a protegdo
a hanseniase em brasileiros, com a confirmacdao em diversas populacdes de regides distintas
(186). O gene LTA, que codifica a linfotoxina-a, também faz parte da superfamilia de TNF. O SNP
LTA+80 A>C foi associado com a susceptibilidade a hanseniase em jovens (<25 anos) Vietnamitas
e Indianos. J& em brasileiros, a associacdo manteve a mesma direcdo, porém no limite de
significancia (216). O genes TNF e LTA atuam na manutencdo da resposta granulomatosa ao M.
leprae, o primeiro tem papel na formacdo, e o segundo na integridade do granuloma (217).

Em 1999, Moraes e colaboradores demonstraram que a expressao de IFN-y e IL-12 é maior
em pacientes reacionais, mostrando a importancia dessas citocinas na infec¢do (131). O gene
IFNG, que codifica o IFN-y, contém o polimorfismo +874 T>A, que é o mais estudado. O alelo T
deste SNP aumenta a producdo de IFN-y, promovendo resisténcia a tuberculose (218). Esse SNP
também foi associado a protecdo a hanseniase em um estudo caso-controle numa populacdo

brasileira, na qual foi observado maiores niveis de IFN-y em células de individuos carreadores do
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alelo protetor (219). Outro estudo na populacdo do estado do Amazonas mostrou a associacao
do SNP +874 ligado a 12 repeticdes do microssatélite CA no intron do gene IFNG com a hanseniase
(220). Ainda, foi visto que altas frequéncias desses microssatélites CA estdo relacionadas com o
desenvolvimento da hanseniase em Goias (221). Recentemente, Silva e colaboradores realizaram
uma meta-analise recrutando os dados da literatura e adicionando novas populagdes,
confirmando que o gene IFNG contribui para o curso da infecgdo (222).

SNPs do gene IL10 também estdo associados com a suscetibilidade a hanseniase. A IL-10
tem papel supressor da resposta inflamatéria, capaz de modular os niveis de TNF-a e IL-1f (123).
Um SNP muito estudado é o -819 C>T, localizado na regido promotora do /L10. A associacdo de
suscetibilidade a hanseniase foi encontrada entre os carreadores do alelo T na populagao do Rio
de Janeiro (223). Em popula¢des do Sul do Brasil, tanto polimorfismos no gene TNF (-308G>A)
quanto no gene IL10 mostraram-se associados com a hanseniase (224). Moraes e colaboradores,
em 2004, evidenciaram a associa¢do de protecdo do hapldtipo do /IL10 -3575A/-2849G/-2763C,
enquanto o haplétipo -3575T/-2849A/-2763C foi associado com a suscetibilidade a hanseniase
(225). No ano seguinte, a replicacdo na populacdo Indiana confirmou a associacdo de
suscetibilidade desse haplétipo (226). Além do IL10, outros genes de citocinas também ja foram
associados com a hanseniase. Polimorfismos no gene IL12B, IL18 e IL23R mostraram associacao
em pacientes lepromatosos na india, China e México (227-229). Um outro gene, o IL6, apresenta
polimorfismos que levam ao aumento da citocina IL-6 em pacientes com reagao do tipo 2 em
estudos caso-controle na populacdo brasileira (230). Em 2017, nosso grupo confirmou a
suscetibilidade de variantes tanto no /L6 quanto no NOD2 com o risco de desenvolver rea¢des na
hanseniase (231).

Por fim, um dos genes fortemente associados sdo PARK2 e PACRG, o primeiro codifica uma
E3 ubiquitina ligase e o segundo é um gene co-regulador do PARK2, envolvido na protedlise
mediada por ubiquitina. Ambos os genes estao relacionados com o direcionamento das bactérias
intracelulares para a via de autofagia. Mira e colaboradores, em 2003, identificaram um pico de
ligacdo na regido do cromossomo 6g25-g27 relacionada com a suscetibilidade a hanseniase a
partir de um rastreamento genémico na populacdo vietnamita (214). No ano seguinte, o mesmo
grupo mostrou que o pico de ligacdo estava relacionado aos genes PARK2 e PACRG, que ndo

participavam das vias cldssicas associadas a hanseniase até entdo, e o estudo de replicacdo em
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brasileiros e vietnamitas confirmaram que os SNPs PARK2 -2599 e rs1040079 estdo associados
com a suscetibilidade a hanseniase (232). Um mapeamento de alta densidade e um estudo de
desequilibrio de liga¢do (LD) na regido de PARK2/PARCG em vietnamitas e indianos identificou
dois SNPs (rs1333955 e rs2023004) que capturam a associacdo nessas populacdes (233). Porém,
a conclusdo acerca da participacdao desse gene na hanseniase é complicada porque os SNPs
estudados ndo sdo os mesmos nas diferentes populacbes e a estrutura gendmica de LD em
vietnamitas, brasileiros e indianos é complexa. Ainda, foi observado que ha uma interagao entre
SNPs na regido promotora (rs9365492 e rs9355403) e em genes de citocinas adjacentes que
podem regular a predisposicdo a hanseniase em indianos (234). Polimorfismos no PARK2 também
estdo associados com a febre tifoide e paratifoide, Parkinson e hepatite C (235-237). Isso mostra
gue algumas doencgas podem compartilhar os mesmos genes de suscetibilidade.

O ultimo gene abordado é o LRRK2, que codifica uma enzima que tem papel de cinase,
atuando na regulacdo da autofagia, producdo de ROS e citocinas inflamatédrias. Esse gene foi
inicialmente associado com a hanseniase no estudo GWAS em chineses (2009), e posteriormente
replicado na populacdo indiana (205,238). Recentemente, Fava e colaboradores (2016)
demonstraram que o LRRK2 estd associado com o desenvolvimento da reagdo tipo 1 numa
populacdo vietnamita (239). O mesmo grupo, este ano, mostrou que o controle dos episddios
reacionais da hanseniase esta ligado a um efeito pleiotrdpico entre os genes LRRK2 e PARK2. Essa
relacdo de pleiotropia foi vista também para o modelo de Parkinson, doen¢a a qual o LRRK2 foi
inicialmente associado (240). Por ultimo, neste trabalho, optamos por abordar os genes
associados com a hanseniase mais bem descritos, mas outros genes envolvidos nas vias de
resposta imune foram associados a hanseniase e seus fenétipos e podem ser encontrados nas
revisoes sugeridas (187). Ainda, ressalta-se que é possivel que genes de outras vias regulatdrias
ou até de vias desconhecidas também participem no controle da predisposicdo a hanseniase.
Apresentamos uma lista dos genes associados com a hanseniase ao longo dos ultimos anos na

Figura 1.12.
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Figura 1.12 - Linha do tempo indicando os genes associados com a hanseniase nos ultimos 20 anos. Abaixo do ano da publica¢gdo do estudo se encontra

0 gene associado com a hanseniase e a populagdo estudada. A maioria dos genes aqui descritos foram baseados em estudo de gene candidato validados

em estudos do tipo caso-controle. Para o completo apanhado dos genes associados com hanseniase, se faz necessdrio considerar aqueles desvendados

em GWAS, e também o0s que ainda se encontram pouco caracterizados. Em negrito estdo os genes associados pela primeira vez com a hanseniase na

literatura e a populagdo em que ele foi caracterizado. Em cinza estdo os genes que foram replicados em populagGes distintas, validando ou ndo a

associacdo. *Estudos em que o grupo do Laboratério de Hanseniase (LAHAN/Fiocruz) estd envolvido.
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1.4 — Heterogeneidade genética da populagdo brasileira

Acredita-se que as populagdes ancestrais nativo-americanas sdao descendentes de
asiaticos que migraram para a América através do estreito de Bering durante o periodo
Pleistoceno (241). O povoamento das Américas ocorreu através de uma Unica onda migratéria
por volta de 20.000 anos atras (242,243). O isolamento desse grupo ancestral durante séculos
provocou o surgimento de populagbes culturalmente homogéneas e com baixa diversidade
genética. A partir da chegada dos portugueses no Brasil, em 1500, o panorama de isolamento
genético foi quebrado. A colonizacgdo refletiu na miscigenacao entre europeus, africanos e nativo-
americanos ao longo do territdrio, dando origem a uma das populagdes mais heterogéneas do
mundo. Interessante ressaltar que o homem moderno teve origem na Africa ha cerca de 400.000
anos. As populagbes europeias e asiaticas surgiram do processo migratério “Out of Africa” ha
aproximadamente 60.000 anos, gerando populacdes independentes nos diferentes continentes
(244). Nesse aspecto, como descrito por Pena e colaboradores (2009), a populagao brasileira
representa o “ponto de encontro” dos trés grandes grupos geograficos da humanidade
(europeus, africanos e asidticos, representados pelos nativo-americanos) (245).

A vinda dos europeus ao territério brasileiro acarretou um declinio demografico drastico
das tribos nativo-americanas devido aos conflitos com os colonizadores e as doencgas as quais os
indigenas ndo eram adaptados. Somado a isso, a partir de 1550, cerca de 4 milhdes de africanos,
foram trazidos para o Brasil como mao-de-obra escrava para a agricultura e mineracdo (246). Os
escravos provinham de diversas regides africanas, com predominancia de Angola, Congo e
Mocambique (Figura 1.13) (247). Além disso, apds a abertura dos portos no século 19, uma onda
de imigrantes chegou ao territério nacional, dentre italianos, espanhdis, alemaes, e em menor
proporcao, sirios, libaneses, japoneses dentre outras nacdes. Segundo Callegari-Jacques e Salzano
(1999), entre 1500 e 1972, 58% dos imigrantes que chegaram ao Brasil eram europeus, 40%
africanos e 2% asiaticos (248). Nesse aspecto, incitada pelos “casamentos” entre homens
portugueses e mulheres indigenas e escravas africanas, a contribuicdo sexual europeia foi
majoritariamente masculina, enquanto as herancas maternas foram nativo-americanas e
africanas, como demonstrado em estudos de marcadores em DNA mitocondrial e cromossomo Y

(249,250).
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Contudo, a distribuicdo dos grupos étnicos ao longo do territdrio brasileiro ndo ocorreu
de forma homogénea, e, portanto, as regides geograficas brasileiras apresentam peculiaridades
em relagdo as contribuigdes ancestrais africanas, europeias e nativo-americanas. Dados histdricos
e genéticos demonstram que a contribuicdo de nativo-americanos é maior na regido Norte do
pais, e menor conforme se desloca para o Centro-Oeste e Sul, ao passo que a heranga europeia é
marcante no Sul e vai diminuindo conforme se avanca para o Norte e Nordeste. O Sul do pais teve
consideravel dominio compartilhado por lusitanos e espanhdis ao longo da colonizagdo. Apds a
abolicdo da escravatura, a imigracdo de italianos e alemdes as lavouras de café,
preferencialmente no Sudeste e Sul, também fomentaram o contingente de europeus nessas
regides. Ja a distribuicdo de africanos no territério brasileiro foi bastante heterogénea, sendo
gue o Rio de Janeiro (38%) e a Bahia (25%) receberam os maiores contingentes, seguidos de
Pernambuco (13%), Sdo Paulo (12%), Maranhdo (7%) e Para (5%) (Figura 1.13) (251). Logo, a
contribuicdo africana foi concentrada no Nordeste e Sudeste do Brasil, principalmente no litoral
e nas regiées economicamente mais importantes. A distribuicdo de africanos nessas regides é
notodria, ja que é observado o “branqueamento” da populacdo a medida que se distancia do
litoral. A interiorizagdo do africano no territdrio se intensificou no século XVIII, em dire¢do a
exploragdo de minérios na Chapada da Diamantina. Com a exaustdo das riquezas, os colonos
enriquecidos retornaram ao litoral, porém os descendentes dos escravos permaneceram no

interior e se misturaram com os povos nativos habitantes da regido (251).
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Figura 1.13 — Trafego de africanos para o territdrio brasileiro entre XVI e XIX. (Adaptado de Sousa, 2001).

Nesse contexto, a identidade genética de trés populacGes ancestrais brasileiras,
modeladas hd milhares de anos de evolu¢do, vem sendo modificada ha cerca de 500 anos de fluxo
génico entre amerindios, europeus e asiaticos. Essa caracteristica pode ter implica¢cdes genéticas,

historicas e evolutivas interessantes, como veremos.
1.4.1 - Estudos de associacdo em populagdes miscigenadas

A fim de identificar os genes candidatos ou regides genbmicas que contribuem para a
suscetibilidade a uma doenca complexa s3ao usados os estudos de associacdao genética.
Subentende-se por doenga complexa aquela a qual o desenvolvimento esta relacionado com a
contribuicdo de diferentes genes, com pequeno efeito, e fatores ambientais. O estudo de
associacao genética testa a associacdo entre uma variacao genética (o gene é escolhido a priori)
e adoenca através da comparacao da frequéncia da variagdo em um grupo de individuos afetados
com a doenca de interesse (casos) e um grupo de individuos saudaveis (controles). Os estudos

em larga escala, como os GWAS (do inglés, Genome-Wide Association Studies), permitem estudar
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milhares de variantes genéticas ao longo do genoma. Esses estudos ndo precisam de hipotese a
priori e permitem a identificacdo de novas regides associadas com a doenca (252,253).

A escolha do fendtipo deve estar alinhada com a hipdtese a qual se quer testar, definindo
critérios clinicos estritos para a definicdo dos casos a fim de obter um grupo homogéneo. Nesse
sentido, os critérios de diagndstico utilizados para a defini¢gdo dos casos, principalmente quando
a doenca apresenta diferentes manifestacdes (fendtipos moderado e grave, por exemplo), deve
ser bem padronizado e aplicado para todos os pacientes. Ja a sele¢ao dos controles pode ocorrer
por dois métodos: I) sele¢dao de individuos avaliados segundo a presenc¢a negativa da doenga ou
II) selecdo de individuos randomicamente na populagdo e que, nesse caso, o status da doenca é
desconhecido. Ressalta-se que para as doengas comuns (mais prevalentes), controles
sabidamente ndo afetados pela doenca permitem maior poder de detectar associacdo.
Entretanto, como o screening da populacdo para a presenca ou auséncia da doenca apresenta
dificuldades, o uso de controles sem o conhecimento histérico da doenca se torna mais eficiente
(254). Considerando a igualdade de exposicdo ao fator ambiental de risco, sugere-se que os
controles ideais seriam os individuos que habitam a vizinhanca dos casos, garantindo o mesmo
tipo de exposicdo. Porém, como a selecdao de um numero representativo de individuos nessas
condi¢des é impraticavel, muitos estudos fazem uso de controles provenientes de banco de
doadores de sangue, assumindo que eles sdo representativos da populacdo de casos (255). Deve-
se considerar, ainda, que casos e controles ndo tenham grau de parentesco.

Os SNPs sdo os marcadores genéticos comumente testados em estudos de associacao,
mas os microssatélites, indels, VNTRs (do inglés, variable-number tandem repeats) e CNVs (do
inglés, copy-number variantions) também s3o utilizados. O controle de qualidade dos ensaios de
genotipagem s3ao importantes em estudos em larga escala como os GWAS, porém também se
adequam aos estudos de gene candidatos. Muitos gendtipos faltantes (missings) no grupo
amostral pode enviesar os resultados, portanto o call rate (taxa de genotipagem) deve ser
considerado. Além disso, deve-se avaliar se a frequéncia das variantes testadas estd de acordo
com o equilibrio de Hardy-Weinberg. A ndo concordancia com esse principio pode indicar erros
de genotipagem, acasalamento preferencial ou estratificacdo populacional (256).

Um dos grandes problemas na inferéncia causal de estudos epidemioldgicos caso-controle

sao os fatores confundidores provenientes do viés de selecdo. Nesse caso, a exposicdao ndo é
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aleatoriamente distribuida entre os grupos de comparacdo, como em um ensaio clinico
randomizado. A presenca de estruturacdo, que é um tipo especifico de confundimento, é
provocada pela presenca de subgrupos distintos dentro de um grupo populacional
aparentemente homogéneo, ou seja, a estruturagdao ocorre quando as proporgdes de
ancestralidade variam entre os grupos (257,258). Por exemplo, a presenca de individuos com
maior ancestralidade africana no grupo de casos em relacdo aos controles pode levar a falsa
associacao de um alelo com a doenga simplesmente porque o alelo é mais frequente em africanos
(Figura 1.14). Nesse caso, a super-representacdo do alelo nos casos se deve a predominancia de
mais individuos com elevada ancestralidade africana nesse grupo. A estruturacdo é decorrente
da mistura étnica e € um complicador nos estudos de associacdao em populagdes miscigenadas,
como a brasileira, pois pode mimetizar um sinal de associacdo falso-positivo ou perder efeitos de

associacdes reais (259).
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Figura 1.14 — Estruturacdo populacional e o viés de associacdo genética entre casos e controles. No
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qguadro superior, o alelo de risco encontra-se aumentado em casos comparado aos controles,

configurando associagdo com o desfecho. No segundo quadro, observa-se que ha um desequilibrio entre
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os individuos que compde os grupos. Logo, a associagdo ocorre porque o alelo de “risco” é mais frequente
em individuos que carreiam uma ancestralidade africana (em preto) do que os que apresentam maior

ancestralidade europeia (em azul). Nesse exemplo, observa-se uma associagao genética espuria.

Algumas estratégias para corrigir o efeito da estruturagdo sdo: I) Inclusdo dos gendtipos
paternos dos individuos afetados (caso indice) como controle interno, e nesse caso, avalia-se o
desequilibrio na transmissdo do alelo em um desenho baseado em familias — TDT (do inglés,
transmission disequilibrium test) — ou 1l) corre¢dao dos efeitos de estruturagdao populacional
através do controle genémico de ancestralidade da populacdo. O TDT ndo apresenta falso-
positivo devido a estruturagdo populacional porque utiliza nucleos familiares. Nesse estudo,
avalia-se o desequilibrio na transmissao do alelo aos filhos afetados em relacdo ao esperado ao
acaso (50%), utilizando o alelo ndo transmitido como controle (260). A dificuldade ocorre no
recrutamento de familias informativas, que devem ser organizadas em trios com pelo menos um
filho afetado e pais heterozigotos, além de sdo ser pratico para doencas de inicio tardio (261,262).
A segunda abordagem é elaborada através da genotipagem de marcadores informativos de
ancestralidade (AIMs), polimorfismos autossémicos que apresentam frequéncia alélicas extremas
entre os diferentes grupos ancestrais que caracterizam a populagao de estudo.

Os AIMs tem sido estudados ndo somente no contexto dos estudos de associacdo, mas
também de questdes epidemioldgicas, na genética forense, farmacogenética e genética de
populacdes (263,264). Um maior numero de marcadores para a estimativa da ancestralidade
aumenta a confianc¢a no resultado. Porém, atualmente existem diferentes painéis de AIMs bem
caracterizados que utilizam nimeros e tipos variados de marcadores e sdo eficientes na predicao
do componente ancestral a nivel populacional e individual (265-267). Quanto maior a distancia
entre as populagdes parentais, menor o numero de AlMs necessarios para diferenciar duas
populacdes teste (como os casos e controles, ou duas populaces das diferentes Regides
Brasileiras) (268). Como a populagdo brasileira é formada por grupos continentais, um nimero
reduzido de marcadores é eficaz para caracterizar a populacdo. Nos estudos GWAS, a
estruturacao populacional pode ser identificada através da Analise dos Componentes Principais
(PCA), que modela as diferencas ancestrais genéticas entre casos e controles, e os Componentes

Principais (PC) podem ser usados para a correcdo da analise (269).
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Até hoje, poucos estudos abordaram possiveis “associacbes espurias” devido a
estratificacdo populacional. Isso porque até os anos 2000, ndo haviam formas de obter a
ancestralidade genética e corrigir para o efeito da estratificagcdo (270,271). Antigamente, com o
objetivo de minimizar esses efeitos em populacdes miscigenadas, uma das maneiras amplamente
utilizadas foi a classificagao por etnia autodeclarada ou definida por um profissional da satide. No
Brasil, a classificacdo é baseada nos critérios do IBGE (brancos, pardos, negros, amarelos e
indigenas) no momento da coleta dos voluntarios do estudo, levando em consideragao o histérico
familiar do individuo (272). A principio, essa estratégia é sensivel no matching de casos e
controles. Entretanto, é possivel que haja diferentes propor¢des de ancestralidade dentro de um
mesmo grupo étnico (258). Apesar dos estudos mais recentes mostrarem que ha concordancia
entre a etnia e a ancestralidade genética na populacdo brasileira, outros demonstram que hd
dissociacdo entra a cor de pele autodeclarada e ancestralidade (264,273-276). Além disso, a
classificacdo por cor da pele estd atrelada a condicdo socioeconémica, o que torna a definicao
muito subjetiva, e, portanto, ndo direta (275). Nesse aspecto, muitos pesquisadores da area sao
céticos quanto a utilizacdo da etnia no ajuste das analises de associacao.

No geral, para estimar a razdo de chances (Odds Ratio) de desenvolver a doenca, as
analises de associacdo devem considerar o maior nimero de varidveis de confundimento
possiveis que possam diferenciar os grupos de casos e controles. As varidveis confundidoras tém
potencial em predizer o desfecho g, por isso, confundem a identificacdo do real fator que leva ao
desfecho. A utilizacdo dessas varidveis no controle dos estudos de associacdo depende do tipo de
estudo e do desfecho que se quer avaliar (277). No geral, para estudos de popula¢des considera-
se o sexo, idade, etnia ou ancestralidade gen6mica, classificacdo social, nivel de escolaridade, etc.
Por fim, a interpretacao final do estudo de associacao também deve ser cautelosa. Muitas vezes
a variante causal com efeito na suscetibilidade ndo é a primeira a ser detectada pelo estudo
devido ao desequilibrio de ligacdo (LD), que é a associacdo ndo aleatdria entre alelos de diferentes
I6cus. Em LD, os marcadores moleculares vizinhos tendem a ser herdados juntos, e a informacao
de um deles prediz a do outro. Portanto, os estudos de associacdo podem desvendar o marcador
ndo causal, mas que estdo em LD com ele. Nesse aspecto, a avaliacdo final dos estudos de
associacao pode seguir trés linhas: (1) associagcdo direta, em que o SNP analisado é a variante

causal que provoca a suscetibilidade; (2) associa¢do indireta, em que a variante causal estd em
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LD com o SNP identificado na associacdo ou (3) resultado falso-positivo, provocado pela presenca
de potenciais varidveis confundidoras ndo mensuradas, como estruturacdo populacional, caso

elas ndo sejam consideradas nas analises (254).

1. JUSTIFICATIVA

No decurso deste estudo, apresentamos como a sele¢do por patdgenos exerce uma forte
pressao seletiva sobre o genoma humano e molda a variabilidade genética entre diferentes
populacdes. Mutacbes nos genes PKLR e G6PD que levam a resisténcia frente a infeccdo pelo
Plasmodium sdao mantidas em populac¢des africanas endémicas para a malaria. Entretanto, o dano
funcional provocado por essas mutacées, que tange a ocorréncia de anemias hemoliticas e a
consequente perda de ferro durante a hemdlise, pode aumentar a suscetibilidade a patégenos
intracelulares, como o Mycobacterium leprae e o M. tuberculosis. Sabendo-se que a populacao
brasileira apresenta uma elevada contribuicdo africana, é possivel que assinaturas de selecao da
maldria estejam presentes no genoma da populacdo brasileira e alterem o perfil de
suscetibilidade as doencas endémicas no pais, como a hanseniase. Portanto, exploramos a
hipdtese de trade-off, ou mecanismo evolutivo compensatério, em que polimorfismos de
resisténcia & maldria na Africa podem levar a suscetibilidade a patégenos intracelulares na
populacdo brasileira. Para desenvolver a nossa hipétese, utilizamos o modelo de hanseniase.

A hanseniase tem sido utilizada como modelo cldssico de estudo de suscetibilidade
genética em doengas infecciosas. A baixa patogenicidade do M. leprae, a diversidade de
manifestacbes clinicas da doenca e a elevada resisténcia humana (~90%) frente ao bacilo
conduzem, em ambito final, ao protagonismo dos genes do hospedeiro para o sucesso da
infeccdo. No modelo de hanseniase, os genes de resposta imunoldgica sdo os mais bem
caracterizados com a predisposicdo a doenc¢a, porém o papel de genes do metabolismo
energético ainda ndo é definido. Uma das razbes para esse estudo é que, na literatura, a
associacao de suscetibilidade dos polimorfismos do gene PKLR com patdgenos intracelulares
ainda ndo foi demonstrada em popula¢bes humanas. Em uma analise prévia a este trabalho
(2015), foi identificada a associacdo genética do gene PKLR com a hanseniase em uma amostra

do Rio de Janeiro. A fim de validar a relevancia desse gene com a hanseniase, se fez necessario
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replicar os achados iniciais em outras amostras da populagcdo brasileira. Além disso,
acompanhando os estudos desenvolvidos em populacdes miscigenadas nos ultimos 10 anos, o
controle da associacdo por ancestralidade gendmica se tornou imprescindivel, permitindo
conclusdes mais robustas acerca da influéncia do gene no desenvolvimento da hanseniase, e de
como a ancestralidade influencia na suscetibilidade a doenga. Outra motiva¢do a este estudo é
gue pouco foi investigado acerca das “pegadas de selecdo” no gene PKLR, restringindo-se a
avaliagOes nas frequéncias alélicas, haplotipicas e no padrao de LD da regido do gene entre poucas
populag¢des africanas e portugueses.

Atrelado a isso, objetivando compreender a interacdo entre o bacilo da hanseniase e sua
célula hospedeira, estudos evidenciaram que a infecgdo pelo Mycobacterium leprae promove o
aumento da captacdo de glicose e da atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD).
Paralelamente, um estudo de microarranjo identificou que as vias do metabolismo glicolitico e
oxidativo sdo enriquecidas apds a infeccdo. Portanto, genes relacionados a essas vias sao
potenciais candidatos ao estudo de associagdo genética com a hanseniase. O G6PD, assim como
0 PKLR, regula funcdes centrais das células vermelhas, e, por isso, esta sob selecdo por patdégenos
na Africa. Esse gene apresentou-se como forte candidato a associacdo em um estudo simultaneo
do nosso grupo que demonstrou a relevancia da via das pentoses durante a infeccdo pelo ml.
Portanto, avaliamos a possivel influéncia dos genes PKLR e G6PD com a predisposicao a
hanseniase, extrapolando a hipdtese do papel desses genes para a suscetibilidade patdgenos
intracelulares. Finalmente, exploramos a vertente funcional na tentativa de explicar como as
variantes genéticas modificam as interacdes celulares com o patdgeno.

Ressalta-se que populagdes diferentes nem sempre compartilham os mesmos marcadores
de suscetibilidade a doencas. Como o perfil genético da populagao brasileira é complexo e ainda
pouco explorado no contexto da associacdo com as doencas infecciosas, é possivel que novos
marcadores de suscetibilidade sejam identificados nessa populagdao. No contexto da hanseniase,
a formulacdo de um painel de marcadores genéticos de suscetibilidade tem implicacdo clinica na
predicdo de risco ao desenvolvimento da doenca, principalmente nos individuos com alto risco

de adoecimento, como os contatos domiciliares.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

Investigar a associacao dos genes alvo de selecdo natural, PKLR e G6PD, com as doencas

micobacterianas, utilizando a hanseniase como um modelo de estudo, e avaliar a influéncia da

ancestralidade na suscetibilidade a infecgao.

3.2 - Objetivos especificos

1)

3)

4)

5)

Determinar a ancestralidade genémica de casos e controles entre os diferentes grupos
populacionais utilizados no estudo de associacdo com a hanseniase a partir de 46
marcadores informativos de ancestralidade do tipo Indels;

Utilizar a ancestralidade gen6mica para ajuste da analise de associacdo do gene PKLR com
a hanseniase na populacdo do Rio de Janeiro e replicar o estudo de associagdo em
diferentes populacdes brasileiras corrigindo para o efeito de estruturacdo populacional;
Investigar a presenca de assinaturas de sele¢ao natural na regiao do gene PKLR a partir de
analises in silico em dados genémicos de europeus e africanos do 1000Genomes;
Realizar o estudo de associacdo do gene G6PD com a hanseniase em homens e mulheres
da populagao do Rio de Janeiro, corrigindo para ancestralidade gendmica;

Avaliar o papel funcional das variantes dos genes PKLR e G6PD com o desenvolvimento da

hanseniase.
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4 - METODOLOGIA

4.1 — Desenho de estudo

Para avaliar a influéncia dos genes PKLR e G6PD com as doengas micobacterianas,
realizamos um mapeamento de variantes genéticas candidatas para o estudo restropectivo de
associagao do tipo caso-controle com a hanseniase ou tuberculose (Figura 4.1). O primeiro passo
foi caracterizar o perfil de ancestralidade das amostras utilizadas (N=4.498). Posteriormente, os
estudos de associacdao foram realizados nas populacdes independentes seguido da replicacdo na
populacdo brasileira (N=5.293 para o estudo do PKLR e N=1.373 para o estudo do G6PD). A
abordagem evolutiva foi explorada para o gene PKLR, e as analises funcionais foram realizadas

para ambos os genes candidatos.

Rio de Janeiro

Rondondpolis

Ancestrahdaﬂde gendnima salvador
das populacdes do estudo
Manaus
Rio Branco
Andlise evolutiva Estudo de associacdo Analise funcional
PKLR PKLR PKLR
I | | I |
Populagio Populagéo Dosagens
Replicagdo Hanseniase Tuberculose soroldgicas
Tajima D Salvador Rio de Janeiro Mogambique |
_I - Expressdo
Replicagdo génica e busca
Rondondpolis de eQTLs
|
Replicagdo
Manaus Estudo de associacio Analise funcional
G6PD G6PD
| |
Populagdo Dosagens
Hanseniase soroldgicas
Rio de Janeiro |

Expressdo génica e
atividade enzimatica
(ensaios M. leprae)

Figura 4.1 — Estratégia de estudo apresentada nesse trabalho.
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4.2 — Andlise de ancestralidade e estruturagao populacional

4.2.1 - Populagées do estudo de associa¢ao e ancestralidade genomica

O presente trabalho incluiu o estudo de 5.293 individuos de cinco populagdes de
diferentes sub-regides do Brasil e uma populacdo africana.

O primeiro estudo de associagdo com a hanseniase ocorreu na populagdo do Rio de
Janeiro (RJ-regido Sudeste; POP teste 1), principal do estudo. A replicagao foi realizada em grupos
amostrais representativos de outras regides brasileiras em que a hanseniase é endémica:
Salvador (BA-regidao Nordeste; POP replicagdo 2), Rondondpolis (MT-regido Centro-oeste; POP
replicacdo 3); Manaus (AM-regido Norte; POP replicacdo 4) e Rio Branco (AC-regido Norte; POP
replicacdo 5). A taxa de incidéncia da hanseniase em cada populac¢do estd descrita na Tabela 4.1.
Para todas as populacdes de casos com hanseniase, os pacientes foram classificados segundo os
critérios de Ridley e Jopling e de acordo com a classificacdo operacional da OMS (PB —
paucibacilares e MB — multibacilares). Para confirmar a hipétese de associacdo genética dos genes
aqui avaliados com a suscetibilidade a doengas micobacterianas, foi utilizado um estudo caso-
controle independente na populacdo de Mocambique (Africanos; POP teste 6), em que o
desfecho é a tuberculose. A descricdo detalhada dessas populacdes pode ser acessada na Tabela

4.2.

e Populagdo teste POP 1 (N = 1373): Rio de Janeiro (RJ)

A populacdo do Rio de Janeiro representa a populacdo teste principal do estudo de
associacdo e é composta por 597 individuos saudaveis doadores de medula dssea do Instituto
Nacional de Cancer (INCA) e 776 pacientes diagnosticados com hanseniase pelo Ambulatério
Souza Araujo da FIOCRUZ/RJ, centro de referéncia para diagndstico clinico e tratamento de casos
com a doenca. Os pacientes sdao diagnosticados com base em exame clinico, baciloscépio e
histopatoldgico, sendo que em alguns casos é necessario o diagndstico molecular por PCR em
tempo real. O grupo de pacientes contém aproximadamente 40% de casos diagnosticados com

hanseniase no periodo de 1986 a 1999 e 60% de casos diagnosticados a partir de 2000 até 2016,
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totalizando um tempo de 30 anos de recrutamento. Todos os casos utilizados no estudo sdo
individuos ndo aparentados, sem histérico de HIV e que tiveram um periodo minimo de 1 ano de
acompanhamento no Ambulatério Souza Aradjo. O grupo dos individuos saudaveis
compreendem individuos sem relacdo histérica com a hanseniase e representantes da regidao
demografica do Rio de Janeiro.

A populagdo de casos e controles do Rio de Janeiro tem sido utilizada para testar a
associacao de outros genes com a hanseniase em publica¢des recentes do laboratério (Cardoso
et al., 2011; Cézar-de-Mello, 2014 e de Sales-Marques et al., 2014). O DNA das amostras foi

extraido a partir de sangue total pelo método de salting out no Laboratdrio de Hanseniase.

e Populagao de replicagdo POP 2 (N = 529): Salvador (BA)

Os pacientes foram recrutados no periodo de 2011 a 2015 em dois centros localizados em
Salvador: o Complexo Hospitalar Professor Edgar Santos da Universidade Federal da Bahia —
referéncia para diagndstico e tratamento da hanseniase no estado, e o Hospital Couto Maia,
referéncia para o diagndstico e tratamento de doengas infecciosas na Bahia. O nimero de
pacientes foi 219, de ambos os sexos, com a idade entre 18 e 65 anos. O diagndstico foi realizado
clinicamente mediante avaliacGes dermato-neuroldgicas, teste de sensibilidade (estesiometria),
baciloscopia da linfa e a bidpsia de uma ou mais lesdes para a definicdo da forma clinica da
doenca. Foram excluidos os pacientes com quadro infeccioso durante 30 dias prévios ao relato
da entrevista e realizacdo dos exames e os portadores de doencas autoimunes ou genéticas.
Caracteristicas adicionais estdo descritas em Rego e colaboradores (2015) e Santana e
colaboradores (2017).

Os controles consistiram em 310 doadores de sangue da Fundacdo de Hematologia e
Hemoterapia da Bahia (HEMOBA), na cidade de Salvador (BA), recrutados em 2014 e 2015.
Nenhum dos individuos declarou contato prévio ou grau de parentesco com pacientes de
hanseniase em entrevista clinico-epidemioldgica.

As amostras de DNA foram extraidas pelo método salting out e cedidas pela Universidade

Federal da Bahia (UFBA/Salvador/BA).
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e Populagdo de replicacdo POP 3 (N=768): Rondondpolis (MT)

As amostras de Rondondpolis (MT), uma regido hiperendémica para a hanseniase, como
mostra a Tabela 4.1, foram arroladas de um estudo epidemiolégico multidisciplinar conduzido no
municipio. A populagao contém 411 individuos diagnosticados com hanseniase pelo atendimento
ambulatorial do programa de saude da familia (PSFs) e 357 individuos sauddveis habitantes de
Rondondpolis. Estes individuos foram selecionados em sistemas de mutirdo para a detec¢do da
hanseniase estabelecidos em locais publicos como faculdades, corporacdo de bombeiros,
presidio, exército e em postos criados para participagdo voluntaria. Um questionario foi
previamente aplicado e a negativa para a histéria pessoal da doenca, bem como para o exame
clinico realizado nesta ocasido, foram critérios de inclusdo no grupo dos controles. Estes foram
selecionados ainda de forma a respeitar as caracteristicas do grupo caso quanto as variaveis,
etnia, sexo e idade. Dados da populagdao podem ser acessados em Camargo e colaboradores,
(2018).

As amostras de DNA desse grupo amostral foram extraidas pelo método de salting out e

cedidas pelo Instituto Laura de Souza Lima (ILSL/Bauru/SP).

e Populagdo de replicacdo POP 4 (N=1389): Manaus (AM)

Os individuos da populacdo de Manaus foram coletados na Fundacdo Alfredo da Matta
(FUAM /Manaus) por demanda espontdnea no periodo de marco de 2014 a dezembro de 2017.
Individuos acima de 10 anos foram incluidos no estudo. O grupo de controles é formado por 967
pessoas que buscavam atendimento dermatolégico para fins empregaticios ou atividades
recreativas e, ap6s avaliagdes dermatoneuroldgicas, ndo apresentavam suspeita de hanseniase e
declararam nao ter histérico e ndo ser contatos de pacientes com hanseniase ou tuberculose. Os
controles vivem na mesma drea endémica dos casos. O grupo de pacientes foi composto por 423
individuos diagnosticados pela clinica, baciloscopia e achados histolégicos, de acordo com os
sintomas apresentados. Informacdes sobre a populacdo podem ser acessadas em Leituriondo e

colaboradores, 2019.
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As amostras de DNA dessa populacdo foram extraidas por meio do kit comercial Blood &

Tissue (Qiagen) e cedidas pela Fundacdo Alfredo da Mata (FUAM/Manaus/AM).

e Populagao de replicagdo POP 5 (N=768): Rio Branco (AC)

As amostras de 157 pacientes de Rio Branco foram recrutadas para um estudo de
levantamento de dados epidemioldgicos e clinicos dos pacientes de hanseniase do municipio. A
coleta foi realizada pelo Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas (HC) do Acre,
referéncia de hanseniase no estado, e que recebe encaminhamento de pacientes de Rio Branco
e de outros municipios do estado. Foram incluidos pacientes maiores de 15 anos no estudo. Como
controles, 611 doadores sauddveis do banco de sangue do Hemoacre e residentes do municipio
de Rio Branco foram recrutados e as caracteristicas de idade, género e histdrico familiar com a
hanseniase foram registradas.

As amostras de sangue foram cedidas pelo Departamento de Dermatologia do Hospital das
Clinicas do Acre e o DNA foi extraido pelo método de salting out no Laboratdrio de Hanseniase

da FIOCRUZ.

e Populagdo teste POP 6 (N=466): Mo¢ambique

Amostras de sangue de 104 pacientes com tuberculose foram coletados de trés Unidades
Sanitdrias da cidade e provincia de Maputo (Mog¢ambique), Centro de Saude Mavalane, Centro
de Saude de Polana Canico e Hospital Geral da Machava. Os casos foram definidos como
individuos com tuberculose pulmonar ativa e, como critério de eligibilidade, foram utilizados
somente os individuos HIV negativo. Os critérios para diagndstico basearam-se nos sintomas
clinicos como dor no peito, perda de peso, fadiga, febre, mal-estar, sudorese noturna e tosse com
expectoracdo, e laboratoriais, incluindo baciloscopia positiva e exame sugestivo em raio-X. Os
controles sdo formados por 362 individuos doadores de sangue do Hospital Central de Maputo.
Tais individuos eram HIV negativos e ndo apresentaram histérico prévio com tuberculose até o
momento do estudo. Essa populacdo também foi alvo de estudo em Mabunda e colaboradores,

2015.
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As amostras de DNA de Mogcambique foram extraidas a partir de sangue total pelo kit
QIlAamp blood DNA extraction (QIAGEN) e cedidas pelo Laboratério de Virologia Molecular do

Instituto Nacional de Saude de Maputo em Mogambique.

Tabela 4.1 — Taxa média de detecgdo de novos casos de hanseniase (por 100 mil habitantes) por regido

brasileira estudada, registrada pelo Ministério da Satuide entre 2012 e 2016.

Regido/Estado Total Masculino Feminino
Norte 34,26 40,52 27,81
Acre 18,23 23,97 12,37
Amazonas 14,83 17,83 11,77
Nordeste 23,42 25,53 21,39
Bahia 16,18 16,86 15,51
Centro-Oeste 37,27 41,29 33,28
Mato Grosso 88,9 93,2 84,38
Sudeste 5,31 6,05 4,59
Rio de Janeiro 7,18 7,98 6,44

Fonte: Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo (Sinan). Boletim epidemiolégico 2018.
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Tabela 4.2 — Caracteristicas gerais das populagées de estudo.

Caracteristica POP1 POP 2 POP 3 POP 4 POP5 POP 6
Rio de Janeiro Salvador Rondondpolis Manaus Rio Branco Mogambique
co CA co CA co CA co CA co CA co CA
(597) (776) (310) (219) (357) (411) (967) (423) (611) (157) (362) (104)
:;':)de (média, | 53,9 | 41416 | 35¢8 | 43#11 | 42614 | 42¢16 | 3028 | 34215 | 3129 | 49+17 | 3210 | 34+11
Sexo (n, frequéncia)
M 322 504 220 131 217 250 526 288 389 98 300 59
(0,53) (0,65) (0,71) (0,59) (0,61) (0,61) (0,54) (0,68) (0,63) (0,62) (0,83) (0,57)
F 263 270 90 88 140 161 441 135 222 59 62 45
(0,44) (0,35) (0,29) (0,40) (0,39) (0,39) (0,45) (0,32) (0,33) (0,37) (0,17) (0,43)
Localizagao (n, frequéncia)
sul ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 295 89
(0,83) (0,91)
30 9
Centro ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) (0,09) | (0,09)
29 0
Norte ) ) ) ) ) ) ) ) ) (0,08) | (0,00)
Pacientes (n, frequéncia)
MB i 499 i 157 i 310 i 319 i 120 i i
(0,64) (0,71) (0,75) (0,75) (0,76)
PB i 274 i 45 i 96 i 104 i 37 i i
(0,35) (0,21) (0,23) (0,25) (0,24)
3 17 5 0 0
Outros (NP, 1) ; (0,10) ) (0,08) ) (0,02) ; (0,00) ; (0,00) ) ;

Os dados sdo apresentados em frequéncias e podem ndo somar 1 devido aos dados faltantes (na informagdo de sexo). Legenda: CO=Controles; CA=Casos; DP=Desvio
padrdo; M=Masculino; F=Feminino; MB=Multibacilar; PB=Paucibacilar; NP=Neural pura e I=Indeterminada.
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4.2.2 — Consideragoes éticas

Os procedimentos do presente trabalho na populagao do Rio de Janeiro foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz/RJ - parecer n2 16836 emitido em
27/03/2012, sob responsabilidade de Dra. Euzenir Nunes Sarno. O estudo nas populagdes
subsequentes foram aprovados pelo comité de ética da fundacdo de origem, como segue:
Salvador — comité de ética responsavel 5577/UFBA/Faculdade de Medicina da Bahia (FMB), com
data de Aprovacdo Etica do CEP/CONEP em 30/11/2014 sob registro n? 16206 (processo n?
25000.182612/2010-12); Rondondpolis — comité de ética em pesquisa do Instituto Lauro de Souza
Lima (CEP/ILSL, n? 172/09); Manaus — comité de ética da Fundacgdo Alfredo da Matta (CEP/FUAM,
n? 555.62); Rio Branco — comité de ética em pesquisa (CEP/UFAC, n? 750.553; CEP/Fiocruz, n2
775.694; CEP/HC/Acre, n2 910.309); e Mogambique — comité de ética de Mogambique sobre o
protocolo n2 399/CNBS/11. Todos os doadores de amostras bioldgicas participantes dos projetos

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

4.2.3 - Extracao de DNA

As amostras de DNA foram extraidas pelo método salting out, com modificacdes (98).
Inicialmente, 500 pL de sangue total foram adicionados a 1 mL de tampao de lise de hemacias
(Tris-HCI 10 mM e EDTA 1mM) em eppendorf de 1,5 mL e centrifugados a 2.800 rpm por 20
minutos. O sobrenadante foi descartado e, novamente, os tubos receberam 1 mL de tampao de
lise de hemacias. Os tubos foram agitados no vértex para dissolucdo do pellet e centrifugados por
20 minutos e a 2.500 rpm. Essa etapa correspondeu a lavagem das células para a retirada de
hemdcias e foi repetida de trés a quatro vezes, até que se observasse um pellet claro. Em seguida,
foram adicionados 200 uL do tampao de lise celular (Tris-HClI 10 mM, NaCl 400 mM, e EDTA 2
mM), 20 pL de SDS (10%) e 5 L de proteinase K (20 mg/mL) para a degradacdo das membranas
celulares e proteinas. Os tubos foram incubados em estufa a 56°C por no minimo 8h (overnight).
Apbds isso, adicionou-se 200 uL da solucdo de acetato de sédio saturado (6,83 M) e agitou-se os
tubos no vortex. Seguiu-se a centrifugacao por 15 minutos a 3.000 rpm. Apds isso, duas fases

foram observadas: o sobrenadante, que contém o DNA, e o precipitado, que reserva os restos

62



organicos. O sobrenadante foi cuidadosamente coletado e armazenado em um eppendorf de 1,5
mL. Em seguida, adicionou-se etanol absoluto em volume 2 vezes o de sobrenadante recuperado,
homogeneizando por inversao e observando o aglomerado de DNA formado. Apds isso, os tubos
foram centrifugados durante 15 minutos a 20.000 rpm e o sobrenadante descartado. Por fim,
adicionou-se 200-400 pL de etanol hidratado (70 %). Os tubos foram novamente centrifugados
por 15 minutos a 20.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e os tubos permaneceram na estufa
até a secagem do pellet (30 minutos). A ressuspensao foi feita para 40-80 uL de solugdo TE (Tris-
HCI 5mM e EDTA 0,1mM) e os tubos permaneceram a 56°C por 30 minutos na estufa para a
dissolucdo completa do pellet de DNA. A quantificacdo e avaliacdo da pureza do DNA extraido foi

realizada por espectrofotometria utilizando o instrumento NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher).

4.2.4 - Genotipagem dos marcadores informativos de ancestralidade (AIMs)

A fim de obter as estimativas de ancestralidade a nivel individual e populacional em
diferentes subsets da populacdo brasileira, utilizamos o sistema multiplex composto for 46
marcadores informativos de ancestralidade do tipo Indels (46-AIMS-Indels) desenvolvido por
Pereira e colaboradores (267). Os marcadores apresentam frequéncias alélicas distintas entre
europeus, africanos e nativo-americanos e sdo capazes de discriminar eficientemente as
proporcdes de ancestralidade de uma populacdo heterogénea baseado nessas populagdes de
referéncia, como demonstrado anteriormente (279,280). O painel de 46-AlM-Indels apresenta
fragmentos curtos (menores de 250pb) e podem ser facilmente amplificados em uma Unica
reacao multiplex. A Tabela 4.3 descreve a relacdo dos marcadores utilizados, a localizacdo
gendmica, o cromossomo relacionado e a caracterizagdao dos alelos. Os marcadores foram
agrupados em 4 painéis com cores representativas dos fluoréforos marcados em cada grupo de
primers: 6-FAM (azul), VIC (verde), NED (cinza) e PET (vermelho). Em ANEXO | é possivel encontrar
a lista dos 46 pares de primers utilizados, bem com as caracteristicas consideradas na definicao
da eficiéncia do painel: a frequéncia alélica nas trés populac¢des referéncia do painel HGDP-CEPH,
o indice diferencial de frequéncia alélica (considerado como 6>0.40 entre duas populagdes) e o

indice de diferenciacdo genética entre as populagdes (Fst).
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Para a amplificacdo das amostras no sistema de 46-AlM-Indels, utiliza-se o reagente
QIAGEN Multiplex PCR kit, 0.1 mM de todos os primers (os 46 pares de primers sdo diluidos e
armazenados juntos) e 0.5-10 ng/uL de DNA genémico em um voluma final de 10 ulL de reagdo.
As condic¢Oes de reacdo foram: etapa inicial de 95°C por 15 minutos; 30 ciclos de 94°C por 30
segundos, 60°C por 90 segundos e 72°C por 45 segundos; e, por fim, 72°C por 60 minutos de
extensdo. As reagdes foram amplificadas no termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Thermo
Fisher). Os produtos de PCR foram preparados previamente para a eletroforese capilar pelo
sistema de analise molecular ABI 3130 e ABI 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher). Para isso,
adicionamos 1 pL do produto de PCR a 8.8 uL de Hi-Di Formamide (Thermo Fisher) e 0.2 uL de
GeneScan 500 LIZ (Thermo Fisher) como padrao de peso molecular, totalizando um volume de 10
uL. Os eletroferogramas foram analisados e os alelos genotipados no Genemapper 4.1 (Thermo
Fisher). Para facilitar a genotipagem, os alelos curtos dos Indels (sequéncia de menor tamanho
para o marcador) foram chamados de alelo 1 e os alelos longos (sequéncia de maior tamanho

para o marcador) foram chamados de alelo 2 (Figura 4.2).
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Tabela 4.3 — 46-AlM-Indels utilizados no estudo, incluindo a localizagao de cada marcador no genoma e
os alelos relatados.

Cddigo MID Cadigo rs Cromossomo Posicdo(bp) Alelos descritos no dbSNP
MID-1470 rs2307666 11 64729920 -/GTTAC
MID-777 rs1610863 16 6551830 -/GAA
MID-196 rs16635 6 99789775 -/CAT
MID-881 rs1610965 5 79746093 -/ACTT
MID-3122 rs35451359 18 45110983 -/ATCT
MID-548 rs140837 6 3708909 -/CT
MID-659 rs1160893 2 224794577 -/CT
MID-2011 rs2308203 2 109401291 -/CTAGA
MID-2929 rs33974167 8 87813725 -/TA
MID-593 rs1160852 6 137345857 -/TT
MID-798 rs1610884 5 56122323 -/GGGAAA
MID-1193 rs2067280 5 89818959 -/AT
MID-1871 rs2308067 7 127291541 -/TT
MID-17 rs4183 3 3192524 -/TAAC
MID-2538 rs3054057 15 86010538 -/AACA
MID-1644 rs2307840 1 36099090 -/GT
MID-3854 rs60612424 6 84017514 -/TCTA
MID-2275 rs3033053 14 42554496 -/TCAGCAG
MID-94 rs16384 22 42045009 -/AAC
MID-3072 rs34611875 18 67623917 -/GCCCCCA
MID-772 rs1610859 5 128317275 -/TAG
MID-2313 rs3045215 1 234740917 -/ATTATAACT
MID-397 rs25621 6 139858158 -/TTCT
MID-1636 rs2307832 1 55590789 -/AA
MID-51 rs16343 4 17635560 -/TTTAT
MID-2431 rs3031979 8 73501951 -/ATTG
MID-2264 rs34122827 13 63778778 -/AAGT
MID-2256 rs133052 22 41042364 -/CAT
MID-128 rs6490 12 108127168 -/ATT
MID-15 rs4181 2 42577803 -/AAATACACAC
MID-2241 rs3030826 6 67176774 -/GTCCAATA
MID-419 rs140708 6 170720016 -/AATGGCA
MID-943 rs1611026 5 82545545 -/TGAT
MID-159 rs16438 20 25278470 -/CCCCA
MID-2005 rs2308161 10 69800909 -/AACAAT
MID-250 rs16687 7 83887882 -/CA
MID-1802 rs2307998 5 7814345 -/GGA
MID-1607 rs2307803 3 108981031 -/TG
MID-1734 rs2307930 6 84476378 -/CCAT
MID-406 rs25630 6 14734341 -/AG
MID-1386 rs2307582 1 247768775 -/AAACTATTCATTTTTCACCCT
MID-1726 rs2307922 1 39896964 -/CAAGAACTATAAT/CACTATCTATTAT
MID-3626 rs11267926 15 45526069 -/AATATAATTTCTCCA
MID-360 rs25584 12 112145217 -/AA
MID-1603 rs2307799 5 70828427 -/TTGT
MID-2719 rs34541393 20 30701405 -/AACT

Legenda- Cadigo rs: Listagem dos marcadores de acordo com dbSNP (build 132); MID: Nomenclatura dos marcadores
de acordo com o banco de dados Marshfield Diallelic Insertion/Deletion Polymorphisms.
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Figura 4.2 — Genotipagem dos marcadores do tipo Indels. Os primers da reacdo estdo representados pelas
setas e se encontram nas regides flanqueadoras da sequéncia alvo. A presenca do seguimento de DNA (em
laranja) ird resultados na amplificacdo do alelo longo (L). A auséncia do seguimento de DNA ira resultar na
amplificacdo do alelo curto (S). O primeiro eletroferograma representa um individuo heterozigoto,
enquanto os outros representam os individuos homozigotos para somente um dos alelos, curto (Del) ou

longo (In) (Adaptado de Pereira & Gusmao, 2011).

4.2.5 — Andlise de ancestralidade e estrutura populacional

As estimativas de ancestralidade individual e global foram calculadas através dos
softwares Structure 2.3.3 (258) e Admixture 1.3.0 (281), utilizando como amostras de referéncia
as populacbes africanas, europeias e nativo-americanas do painel de diversidade HGDP-CEPH
(H952). As populacgdes de referéncia do HGDP-CEPH, bem como o nimero de individuos de cada
grupo populacional, estdo relacionadas na Tabela 4.4. Em ambos os softwares o nimero de
clusters ancestrais (K) utilizado foi igual a 3, suficientes para explicar a estrutura genética
esperada nessas populacdoes. O “barplot” foi realizado no software R 3.3.1, utilizando as
estimativas individuais geradas no Admixture, ja que essa ferramenta permite trabalhar com

maior niumero de dados.



Tabela 4.4 — Caracterizagdo das populagoes do painel HGDP-CEPH utilizadas como referéncia.

Populagdes
parentais Grupos populacionais N Ancestralidade (%)
HGDP-CEPH
Africanos Bantu Sul da Africa — Botswana ou Namibia,
(o 8 96.54%
(N=105) Angola, Lesoto e Africa do Sul
Bantu do Quénia 11
Mandeka — Senegal 22 98.84%
Yoruba — Nigéria 22 99.30%
Biaka Pygmy — Republica da Africa Central 23 99.67%
Mbuti Pygmy — Congo 13 99.95%
San - Namibia 6 99.95%
Europeus Orcadianos — Ilhas Orcades, Escécia 15 98.14%
(N=158) Adygei — Caucaso Russo 17 88.58%
Russia 25 96.61%
Basco — Franga 24 97.97%
Franga 28 92.35%
Bérgamo — ltdlia 13 93.57%
Sardenha — Italia 28 97.55%
Toscana — Italia 8 99.61%
Nativo- Colémbia 7 95.50%
americanos Karitiana — Brasil 14 99.99%
(N=64) Surui — Brasil 8 99.95%
Maya — México 21 85.37%
Pima — México 14 99.66%

Para facilitar a representacgdo das ancestralidades, mantemos o vermelho para africanos, verde para europeus e azul
para nativo-americanos nas figuras e tabelas desse estudo.

4.3 — Andlise de associacdo genética

4.3.1 - Selegao de SNPs candidatos

A selecdo dos “tag SNPs” no gene PKLR (chrl: 155.259.084-155.271.244 - GRCh37/hg19)
e G6PD (chrX: 153.754.606-153.780.233 - GRCh37/hg19) foi realizada a partir da analise das
variantes genéticas disponiveis publicamente em 1354 individuos da fase 3 do projeto
1000Genomes, sendo 504 africanos (excluindo os africanos miscigenados, ACB e ASW), 503
europeus e 347 nativo-americanos. De inicio, as frequéncias alélicas foram calculadas utilizando

o PLINK (282). Em seguida, foi realizada a anotacao funcional dos SNPs com o auxilio do software
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Annovar (283) utilizando o genoma de referéncia hgl9 (11 dez 2015). Em seguida, realizamos a
Andlise de Componente Principal (PCA) através do Eigensoft 4.2 (284) com o objetivo de
selecionar possiveis SNPs funcionais dentre os principais clusters formados a partir dessa analise
(Figura 4.3). Nesse sentido, o peso de cada SNP ou “SNP weight” referente ao Componente
Principal 1 (PC1) e Componente Principal 2 (PC2) foram considerados. Assim, selecionamos os 30
SNPs com os maiores valores de “SNP weight” para o PC1 (denominados de “top SNPs”) e
avaliamos a categoria funcional identificada pela anotagao. O préximo passo foi realizar a analise
de desequilibrio de ligagdo (LD) entre os “top SNPs” no Haploview (285), considerando r* > 0,8
como elevado LD. Por fim, a partir da selecdo dos SNPs representativos de cada bloco, foi feita a
andlise da frequéncia dos haplétipos em Europeus e Africanos com o auxilio do software
Haploview. Ainda, como ultima andlise, os “tag SNPs” disponiveis nas trés coortes Brasileiras do
projeto EPIGEN (90 individuos de Salvador, 88 de Bambui e 87 de Pelotas)
(https://epigen.grude.ufmg.br) também foram consultados para comparar a frequéncia dos
SNPs/haplétipos no Brasil. Em resumo, os seguintes critérios foram utilizados para a sele¢do dos
“tag SNPs”: |) Frequéncia alélica minoritaria (MAF) > 0,05; Il) Anotacao funcional; Ill) Peso do SNP
no PCA; IV) Andlise de desequilibrio de ligacdo (r* < 0,8); V) Frequéncia do hapldtipo no
1000Genomes e Epigen e VI) Relatos na literatura. O fluxograma resumido da estratégia
empregada para a selegao dos SNPs esta representando na Figura 4.2. Os SNPs selecionados a

partir dessa metodologia estao descritos na Tabela 4.5.
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Figura 4.3 — Fluxograma de sele¢do dos SNPs funcionais na regido do gene PKLR e G6PD. As populacbes
utilizadas estdo na caixa tracejada. A primeira etapa da metodologia descrita utilizou as populagdes do
1000Genomes. A partir da selecdo dos “top SNP”, foi possivel avaliar a distribuicdo das frequéncias alélicas,
haplotipicas e o perfil de LD também nas populagdes brasileiras do Epigen, caso o SNP estivesse disponivel

no banco.
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Figura 4.4 — Analises de Componente Principais (PCA) na populagdo do 1000Genomes para a busca de
SNPs funcionais. Nessa estratégia, utilizamos os SNPs anotados de uma regido de 12.000pb upstream e
downstream do loci do PKLR (chr1:155.259.084 - 155.271.244 — GRCh37/hg19) e de 5.000pb upstream e
downstream do loci do G6PD (chrX:153.754.606 - 153.780.233 — GRCh37/hg19) para observar os cluster
formados pelo Componente Principal 1 e 2 (PC1 e PC2). Posteriormente, selecionamos os 30 SNPs que
apresentavam os maiores pesos (“eigenvalue”) dentro do PC1, o qual denominamos de “top SNPs”.
Correlacionando os valores do PC com a informacdo da anotacdo, LD, frequéncia e citacdo na literatura,

selecionamos os nossos SNPs candidatos. AFR-Africanos; EUR-Europeus e AME-Nativo-americanos.

Tabela 4.5 — Sele¢ao dos SNPs nos genes PKLR e G6PD candidatos ao estudo de associagdo.

Freq. Freq. SNP Citacao na
SNP Al | A2 Gene A2 A2 Regido weight' | literatura
EUR AFR (PC1)
PKLR
Machado
rs11264355 C G HCN3 0.28 0.49 Intron 182 (2010)*
. Machado
E *
rs1052176 | G | T | PKIR 028 | 047 =xon 220 (2010)
(missense) Bruggen
(2015)*
Machado
rs4620533 | C | G | PKLR 027 | 056 Intron 140 (2010)*
Bruggen
(2015)*
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PKLR / - )
rs4971072 A G £DPS 0.32 0.97 Intergénica 309 -
rs11264359 | A | G | FDPS | 028 | 067 Intron 130 "("Zj)clhoa)df
rs1050829 Exon
A G G6PD 0.00 0.34 139 *%
(A376G)? (missense)
rs1050828 Exon
G| A G6PD 0.00 0.13 28° Hok
(G202A)? (missense)
rs2472393 C T G6PD/ 0.10 0.97 Intron 5¢
IKBKG ' ’ -

Frequéncia dos SNPs baseado no GRCh37. Al=Alelo 1; A2=Alelo 2; Freq.=Frequéncia; EUR=Europeus e AFR=Africanos
Frequéncia alélica baseada na anotacio dos SNPs e populaces do 1000Genomes. As mutacdes. Posicio dos “top
SNPs” ordenados por ordem crescente dos valores de “SNP weight” no PC1. 2Representacdo comumente encontrada
na literatura. *Citagdo em trabalhos anteriores relacionando os SNPs do gene PKLR com a malaria. **Citacdo ampla
na literatura em estudos de associagdo com a malaria.

4.3.2 — Genotipagem por PCR em tempo real

A genotipagem dos SNPs foi realizada ocorreu em placas de 96 pocos através do sistema
TagMan® SNP Genotyping Assay de discriminacdo alélica por PCR em tempo real (Thermo Fisher).
Neste sistema, um par de primers amplifica a regido gendmica onde se encontra o polimorfismo
e cada alelo do polimorfismo é detectado por uma sonda marcada com os fluoréforos VIC ou
FAM. A intensidade de fluorescéncia referente a cada fluoréforo determina os gendtipos
homozigotos (fluorescéncia aumentada para somente um dos fluoréforos) ou heterozigotos
(fluorescéncia aumentada para os dois fluoréforos). As reagdes ocorreram na StepOnePlus™
(Thermo Fisher) em volume final de 10 pL contendo TagMan® Genotyping Master Mix (Thermo
Fisher), 20 a 30 ng de DNA genOmico e sonda Tagman (40X) (Thermo Fisher), cumprindo a
ciclagem recomendada pelo fabricante. Os gendtipos foram analisados no software StepOne 2.3

(Thermo Fisher).
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4.3.3 — Analises do estudo de associagdo

O controle de qualidade para a padronizagao das genotipagens em todas as populagdes
foi realizado no PLINK 1.07 (282). Os critérios aplicados foram: 1) Taxa de genotipagem > 90% em
cada grupo populacional; 1) SNPs em acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) nos
grupos controles (p>0.05) e Ill) Exclusdo de SNPs com MAF<0.05. O desvio do equilibrio de HWE
foi avaliado através do teste do Qui-quadrado. As frequéncias alélicas, genotipicas, carreadores
do alelo minoritdrio e hapldtipos entre casos e controles foram comparadas por regressao
logistica no software R 3.3.1, através dos pacotes “genetics” e “haplo.stats”. As freqliéncias
haplotipicas foram estimadas através de maxima verossimilhanca, e comparadas entre casos e
controles, conforme descrito. A analise de regressdo logistica foi utilizada para a obtencdo da
estimativa de associagdo, a OR (Odds Ratio, ou razdo de chances), com 95% de intervalo de
confianca (IC) para cada estudo. A correcdo para a estratificacdo populacional foi realizada
incluindo as covaridveis — ancestralidade genética, sexo e idade (conforme o dado se encontrava
disponivel) — no modelo de associacdo. A indicacdo de maior susceptibilidade ocorre para OR>1,
enquanto OR<1 sugere protecao para o nivel de significancia em p valor<0.05. O desequilibrio de
ligacdo (LD) foi calculado para cada par de SNPs através do coeficiente r? pelo software Haploview
4.2 (285). Para as analises de associacdo, blocos com r*>0.70 foram considerados em alto LD,
blocos com r?<0.25 considerados em baixo LD, e valores de r? entre esses dois extremos foram

considerados variantes em LD moderado.

4.3.4 — Busca de eQTLs e correlagdo dos SNPs com a literatura

A pesquisa de SNPs eQTLs foi realizada através do banco eletronico do “projeto GTEx”
(Genotype-Tissue Expression project), que disponibiliza dados de expressdo génica e variantes

genéticas globais em diferentes tecidos humanos, disponivel em: https://gtexportal.org/home/.

Os dados do estudo GWAS na populacdo de Chineses de Zhang e colaboradores (2009)
esta disponivel para acesso no banco de dados genotipicos e fenotipicos dbGaP. Para verificar se
havia relato da associacdao dos SNPs do gene PKLR com a hanseniase nesse estudo, utilizamos o

numero de acesso: phs000217.pha002872.
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4.4 — Andlises de sele¢ao natural

4.4.1 - Dados gen6micos

Para este estudo, foram obtidos os dados do genoma referente ao cromossomo 1 das

populacdbes do Projeto 1000 Genomes fase |Ill, acessados através do link:

ftp://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/voll/ftp/release/20130502/. O dataset inclui variantes em 504

Africanos e 503 Europeus. O pré-processamento dos dados incluiu a remoc¢do dos Indels e
singletons e a exclusdao de SNPs com MAF<0.05 através do VCFtools.

O dataset de Gouveia e colaboradores (2019), explorado nesse estudo, compreende duas
populacdes africanas endémicas para a malaria: Ghana, composta 945 individuos de 35 tribos
(principalmente das familias linguisticas Kwa e Gur Niger-Congo), e Uganda que, com 568
individuos de 17 tribos (predominantemente da familia linguistica do Oeste do Nilo). Uganda foi
dividida, para fins praticos, em Uganda Norte-Oeste (UNW) e Uganda Norte-Central (UNC) porque
sdo separadas geograficamente por um desfiladeiro (Vale do Rift) que pode impedir o fluxo génico
entre elas. Apesar de ambas estarem em regides endémicas da maldria, elas apresentam
diferentes padrdes de ancestralidade genética. Como controles foram utilizados 186 individuos
do Sul africano, Sotho e Zulu, onde as cldssicas variagdes da malaria sdo reportadas em baixa

frequéncia (280).

4.4.2 - Métodos de deteccao de sele¢ao estudados

A fim de investigar assinaturas de sele¢do na regidao do PKLR, inicialmente avaliamos as
diferencas entre as frequéncias alélicas dos SNPs entre europeus a africanos pelo teste exato de
Fisher. Em seguida, exploramos a abordagem “Fst outlier”, um teste baseado nas frequéncias
alélicas de SNPs e comumente utilizado em genética de popula¢des para detectar genes sob
selecdo. O cdlculo do Fsr foi estimado para os pares de populagdes europeus e africanos no
VCFtools. SNPs acima do quartil de 95% sao considerados outliers. A andlise de Fst foi feita para

os SNPs individuais e para janelas de 20 SNPs com sobreposicdo de 15 SNPs. Variantes com
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MAF<0.05 foram excluidas para evitar subestimar o valor de Fsr, como descrito por Brandt e
colegas (2017) (52).

O teste de Tajima D foi estimado no VCFtools para cada populagdo em janelas de 1000
bases ao longo do genoma a fim de verificar desvios de neutralidade. O valor negativo do D de
Tajima indica ocorréncia de selecdao positiva ou expansdo populacional (maior nimero de
variantes raras). Os valores positivos sugerem que a regido sofreu selecdo balanceadora ou
contragao populacional.

Os testes baseados em homozigosidade do haplétipo estendido (EHH) foram o iHS (score
de integracdo dos hapldtipos) — baseado na padronizacdo do log da razdo das integrais do
decaimento observado para os alelos ancestral e derivado em um SNP alvo — e o xpEHH, que
compara o decaimento de homozigosidade dado uma distancia x do SNP “core” entre duas
populac¢des. Utilizamos europeus e africanos — excluindo os africanos miscigenadas, africanos
caribenhos de Barbados (ACB) e americanos descendentes de africanos (ASW) — do
1000Genomes. A regido analisada compreendeu 37.000 pb (chrl: 155,247,000-155,284,000 bp)
contendo o loci do PKLR e os genes flanqueadores. A analise do EHH, iHS e xpEHH foi realizada no
VCFtools utilizando os haplétipos das populagdes do 1000Genomes em fase, realizado pelo

SHAPEIT (286), e a interface grafica foi gerada no pacote “rehh” em ambiente R (287) .

4.5 — Analises funcionais

4.5.1 - Populagao do estudo funcional

A fim de fundamentar os resultados obtidos no estudo caso-controle, foi realizado um
estudo funcional utilizando 148 voluntarios sadios residentes na cidade do Rio de Janeiro e 141
pacientes de hanseniase do Ambulatério Souza Araudjo (FIOCRUZ). Os participantes sadios incluem
43 homens (+35 anos) e 105 mulheres (+30 anos) com média de idade de 32 anos. Os individuos
desse grupo declararam ndo apresentar nenhuma doenca infecciosa, hepdtica, metabdlica ou
cronica e relagdo com alcoolismo. J4 os pacientes do Rio de Janeiro apresentam 93 homens (+43

anos) e 48 mulheres (49 anos) com idade média total de 45 anos. Além desses, um grupo de 59
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pacientes de hanseniase (idade média de 43 anos) do municipio de Rondondpolis, apresentando
40 homens (+47 anos) e 19 mulheres (+36 anos), foi utilizado. Os critérios para classificacdo dos

pacientes seguem os mesmos ja descritos.

4.5.2 - QuantificagOes soroldgicas

O sangue dos individuos foi coletado em tubos vacutainer (BD) especificos para soro
durante o periodo da manha na condi¢cdo de jejum de 8 horas. Apés 30 minutos, o soro foi
centrifugado durante 15 minutos a 3.200 rpm e 16°C, e posteriormente armazenado a -20°C até
o momento de leitura das proteinas. Os ensaios de quantificacdo do ferro sérico (ug/dL), ferritina
(ng/mL) e haptoglobina (mg/dL) foram realizados a partir de protocolos padronizados em
colaboragdo com o Laboratério Sérgio Franco (Rio de Janeiro). Para a analise das dosagens,
estratificamos os grupos individuos por gendtipos ou haplétipos, e utilizamos uma regressao
linear pelo método dos minimos quadrados considerando o ajuste para as covaridveis sexo, idade
e forma clinica da hanseniase. O modelo linear estima a média de cada covariavel e ajusta cada
observacdo para esse valor. Apds a remocao do efeito confundidor provocado pelas covaridveis,
os dados ajustados das quantificacdes foram plotados em graficos boxplot no ambiente R. Os
whiskers (linha que representa a variabilidade fora do quartil superior e do quartil inferior) foram
ordenados de acordo com o método de Tukey, com valores outliers mostrados caso sejam 1,5 x

intervalo interquartil (IQR) acima ou abaixo do 32 e 12 quartis, respectivamente.

4.5.3 — Extracao de RNA de sangue total e sintese de cDNA

O RNA foi extraido de tubos de PAXgene (PreAnalytiX, Quiagen/BD), de acordo com o
fabricante. O sangue foi centrifugado a 5000 x g por 10 minutos em temperatura ambiente, o
sobrenadante removido e a ele foram adicionados 4mL de agua (RNAse free). Em seguida, o
sedimento foi homogeneizado em vértex e centrifugado a 5000 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi removido e ao sedimento foram adicionados 350uL de tampao BM1. A solugdo
foi transferida para um tubo de 1,5mL e acrescentados 300 puL de BM2 e 40 uL de proteinase K.

Em seguida, as amostras foram incubadas a 55°C durante 10 minutos sob agita¢do. Adicionou-se
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a coluna PAXgene Shredder Spin column, fornecida pelo kit, e os tubos foram centrifugados a
20000 x g por 3 minutos. A esse sobrenadante coletado foram adicionados 700uL de isopropanol.
Esta solugao foi adicionada a uma nova coluna de membrana de silica, também fornecida pelo kit
(Paxgene Spin column) e centrifugada a 20000 x g por 1 minuto. Apds, a membrana foi lavada
com 350uL de tampao BM3 e centrifugado novamente a 20.000 x g por 1 minuto. Posteriormente,
a membrana foi lavada por duas vezes com tampao BM4 e centrifugados a 20.000 x g por 2
minutos. A coluna foi entdo transferida para um tubo novo e centrifugado novamente a 20000xg
por 1 minuto. A coluna foi transferida novamente para um novo tubo e foram adicionados 80uL
de tampdo de eluicdo BR5 seguido de centrifugacdo 20.000 x g por 1 minuto. O RNA foi
desnaturado por 5 minutos e armazenados a -80°C.

O RNA foi quantificado pelo Nanodrop e tratado com DNAse pelo kit DNA-free seguindo
as instrucdes do fabricante (Thermo Fisher). A integridade do RNA foi verificada a partir de
eletroforese em gel de agarose 1,2%. O total de 500ng de RNA foi transcrito em cDNA pelo kit
SuperScript VILO Master Mix Synthesis. A reagdo ocorreu a 42°C durante 1 hora seguidos de 5
minutos a 85°C. O cDNA foi diluido para 5ng/uL e a quantificagcdes confirmada pelo kit Qubit
ssDNA Assay Kit (Thermo Fisher).

4.5.4 — Ensaios de infec¢do com M. leprae em mondcitos primarios

Os resultados gerados a partir dos ensaios de infeccdo com o M. leprae e as dosagens
enzimdticas foram compartilhados com a tese de doutoramento de Medeiros (2018), onde se
encontra a descricdo mais detalhada dos ensaios aqui descritos (288). Mondcitos primarios foram
isolados de individuos sadios (homens e mulheres) baseado na presenca ou ndo das mutacgées de
G6PD (variante A-), definidas pela genotipagem dos SNPs. Essas células foram obtidas de PBMCs
(células mononucleares periféricas do sangue) a partir da sedimentacdo em Ficoll-Paque (GE
Healthcare Life Science). PBMCs aderiram aos frascos de cultura por 2 horas em meio RPMI sem
soro a 37°C. Células ndo aderentes foram removidas por lavagem com PBS (solucdo salina
fosfatada). Mondcitos aderentes foram cultivados em meio RPMI 1640 completo a 37°C e 5% de
CO;. Apds 2 horas, os mondcitos foram infectados com M. leprae vivo (MOl = 50:1

[bactéria/célula]) por 48 horas.
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O RNA dos mondcitos primarios foi isolado a partir de TRIzol®, de acordo com o fabricante
(Thermo Fisher), o processamento e transcricdo a cDNA foram realizados como descrito

anteriormente.

4.5.5 - Ensaios de atividade enzimatica

Os ensaios de atividade enzimatica foram realizados em 1x10° células apds 48 horas de
infeccdo em cultura. As células foram lisadas em tampdo hipotonico (25 mM KH;PO4, 10 mM
MgCl,, pH 7.4) e os extratos celulares foram usados em uma razdo 1:2 com um meio de reagao
especifico para a enzima contendo 50 mM Tris-HCI (pH 7.4) com 5 mM MgCl2 e 1 mM glicose 6-
fosfato e 0.2 mM NADP+. A presenca do NADP reduzido foi determinada pela absorbancia em

340 nm utilizando o espectrofotometro de alta performance (BIOTEK).

4.5.6 — PCR em tempo real para analise da expressao génica (qRT-PCR)

A fim de avaliar se os SNPs do gene PKLR regulam os niveis de expressdo de genes da
ferritina (FTL), haptoglobina (HP) e o préprio PKLR, realizamos ensaios de PCR em tempo real em
amostras de sangue total de individuos carreadores e ndo carreadores dos gendtipos de risco,
utilizando o gene RPL13a como referéncia. O mesmo sistema foi utilizado para quantificar a
expressao génica do G6PD em sobrenadante de cultura de individuos carreadores e ndo carreadores
da variante A-.

A reacdo de PCR em tempo real para avaliacdo da expressdo génica foi realizada
utilizando-se o sistema Sybr Green (Thermo Fisher), seguindo as instru¢des do fabricante. As reagées
apresentaram volume final de 10 uL, onde foram adicionados 2 uL de cada cDNA, e 8 pL contendo
os primers de interesse a 10 UM, Fast Sybr Green Master Mix 2X (Thermo Fisher) e dgua. Para cada
reacao foi amplificado o cDNA dos genes de interesse e o gene constitutivo RPL13a. As reacGes foram
incubadas no sistema de PCR em tempo real StepOne Plus® (Thermo Fisher), seguindo as condicdes
da reacdo: 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.
Ao final da reacdo de amplificacdo, as amostras foram submetidas a uma nova incubacdo para

geracao da curva de dissociacdo, onde se determina o ponto correspondente a temperatura de
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dissociacdo dos oligonucleotideos de suas sequéncias alvo. A sequéncia dos primers utilizados nesse
estudo estdo disponiveis na Tabela 4.6.

Os arquivos .RDML foram exportados para a utilizagdo no LinRegPCR v.2012 para a
estimativa da eficiéncia da PCR (289,290). Os valores de NO, que correspondem as unidades de
fluorescéncia especificas do alvo no ciclo 0, foram exportadas do LinRegPCR e normalizadas

utilizando o gene de referéncia (RPL13a) (291).

Tabela 4.6 — Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nos ensaios de qRT-PCR.

Gene Fita Sequéncia (5' -> 3')
RPL13a Senso GACAAGAAAAAGCGGATGGT
Antisenso GTACTTCCAGCCAACCTCGT
PKLR Senso AGCAAAGTCCATCCTGATTGGG
Antisenso CTCGGAGTCAATGTCCAGTAGG
HP Senso AGACCAGCAGATGCCCCACAGC
Antisenso GCGATATCCGTGACATCATTGC
FTL Senso AAAGTAATAGGGCTTCTGCCTAA
Antisenso AAGGCTTGTTAGGATAGTTAAGAAAG
G6PD Senso AGAGCTTTTCCAGGGCGAT
Antisenso CACCAGATGGTGGGGTAGAT

Além disso, os ensaios de expressdo génica de um microarranjo em larga-escala
desenvolvido pela Dra. Ana Carla Pereira Latini do Instituto Lauro Souza de Lima (ILSL) foram
acessados para verificar a expressdo de genes de interesse envolvidos com o metabolismo do
ferro (G6PD, PKLR, HMOX1, FTL, HFE, HP, CD163, HAMP, HEBP1, IDO1, IL10, TF e SLC40A1). Esse
estudo, em que os dados se encontram em fase de pré-processamento para a preparacdo do
manuscrito, foi realizado em mondécitos primarios isolados de PBMC, como ja descrito, de 25
individuos sadios de Bauru. Essas células foram estimuladas com M. leprae vivo (MOI 10:1) e a

expressao quantificada apds 48 horas de infecgao.
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Resultados

Capitulo Il

Ancestralidade genémica em grupos
populacionais brasileiros utilizados em

estudos de associagdo com a hanseniase
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1 - Caraterizagdo da ancestralidade global e individual das populagdes do estudo

A fim de avaliar a distribuicdo da ancestralidade genomica entre os casos e controles
utilizados nos estudos de associacao genética, utilizamos o painel de 46-AlMs-Indels para estimar
as proporg¢des de ancestralidade europeia, africana e nativo-americana entre os individuos. As
estimativas de ancestralidade individual foram utilizadas (12) para a correcdo da estratificacdo
populacional nos estudos de associagdo com a hanseniase. J4 a ancestralidade global foi usada
(29) para explorar o perfil de ancestralidade entre as populagdes das sub-regiGes brasileiras
adotadas nesse estudo, comparando com os dados prévios da literatura. Ressalta-se que o N
amostral utilizado para a segunda abordagem é maior, pois nessa analise utilizamos todos os
individuos em que foi possivel estimar a ancestralidade, ao contrario do estudo de associagao em
que foram excluidas as amostras sem o dado da genotipagem ou com informacao faltante.

Um trabalho prévio do laboratério, desenvolvido por Mota-Silva (2015), foi pioneiro na
descricao das estimativas de ancestralidade da popula¢ao de casos e controles do Rio de Janeiro
utilizadas no estudo de associacdo com a hanseniase (292). Nesse estudo, a ancestralidade foi
estimada para 539 pacientes e 580 controles. Porém, em vista do aumento do N amostral do
grupo de casos para o estudo de associa¢do apresentado no tdpico seguinte, o primeiro passo foi
calcular a ancestralidade dos novos pacientes do Rio de Janeiro (N=288) e comparar com o dado
prévio. A Tabela 1.1 compara as proporg¢des de ancestralidade em casos analisadas no trabalho
de Mota-Silva e as descritas no presente estudo. Os 288 novos pacientes apresentam 32%, 53%
e 15% de ancestralidade africana, europeia e nativo-americana, respectivamente, apresentando

proporcoes similares as encontradas para os 539 pacientes de Mota-Silva.
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Tabela 1.1 — Comparagdo das estimativas de ancestralidade entre os casos de hanseniase do Rio de

Janeiro.
Grupos AFR EUR NAT Total
Africanos 99,6% 0,2% 0,2% 105
Europeus 0,2% 99,3% 0,5% 158
Nativo- 0,1% 2,2% 97,7% 64
americanos
Casos (2015) 30% 57% 13% 539
Casos (2019) 32% 53% 15% 288

As estimativas de ancestralidade iniciais foram calculadas pelo Structure.

A Figura 1.1 A engloba as proporgdes de ancestralidade de todas as populag¢des do estudo,
incluindo as populagdes parentais: nativo-americanos (azul), africanos (vermelho) e europeus
(verde). Observa-se que, no geral, hd uma maior contribuicdo europeia na populagao brasileira
apresentada, seguido de africanos e, por fim, nativo-americanos. A comparacdo entre as
populac¢des brasileiras demonstra que Salvador apresenta o maior componente africano (maior
area em vermelho), enquanto Manaus e Rio Branco refletem a elevada heranca nativo americana
(maior area em azul) presente na regido Norte. Analisando as estimativas numéricas na Figura 1.1
B, é visto que Salvador carreia 47-48% de proporc¢do africana, Manaus apresenta a maior
proporg¢do nativo-americana, 40-44%, seguido de Rio Branco, 24-26%. Rondondpolis, por sua vez,
apresenta uma proporc¢ao aproximada com os casos do Rio de Janeiro, com um leve aumento do
componente europeu e nativo-americano. A titulo de comparagao, utilizamos também dados
prévios da ancestralidade em controles de Mogcambique, observando que essa populagao africana
apresenta algum grau de miscigenacao.

As proporgoes de ancestralidade numéricas podem ser visualizadas na Figura 1.1 B. A
comparacdo entre casos e controles demonstra que ndo ha grandes diferencas na composi¢do da
ancestralidade para os grupos populacionais brasileiros, exceto para o Rio de Janeiro. Apesar das
proporcoes similares de nativo-americanos no Rio de Janeiro, uma maior ancestralidade europeia

é vista em controles (70%) comparado aos casos (58%) e maior ancestralidade africana é exibida
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nos casos (29%) comparado aos controles (18%). Essa diferenca entre casos e controles do Rio de
Janeiro foi a motivag¢do para considerarmos a ancestralidade gendmica para os ajustes do modelo
de associa¢do genética descritos a seguir. Em relacdo a Salvador, Rondondpolis, Manaus e Rio
Branco, as diferengas entre as estimativas entre casos e controles sdo menores, tornando-os bons
grupos para a replicacagdo/estudo de associagdo do tipo caso-controle. Um resumo das
estimativas de ancestralidade gen6nima entre as populacdes estudadas das diferentes regides

brasileiras pode ser acessado na Figura 1.2.
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B Populagéo Grupos Total
Rio de Janeiro Controles 18% 70% 12% 579
Casos 29% 58% 13% 824
Salvador Controles 39% 48% 13% 380
Casos 40% 47% 13% 258
Rondondpolis Controles 25% 59% 16% 351
Casos 28% 58% 14% 384
Manaus Controles 15% 41% 44% 941
Casos 17% 43% 40% 422
Rio Branco Controles 19% 57% 24% 114
Casos 20% 54% 26% 156
Mogambique Controles 92% 4% 4% 89

Figura 1.1 — Proporgoes de ancestralidade dos grupos populacionais estudados baseadas em 46 indels-
AlMs. A. No barplot, os individuos estdo representados em colunas verticais compostas pelas
porcentagens (eixo y = 0-100%) de contribuicdo de cada populagdo ancestral (Africanos (AFR) = vermelho;

Europeus (EUR) = verde e Nativo-americanos (NAT) = azul). Os grupos de controles (CO) e casos (CA) para
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cada populagdo foram representados nessa ordem, exceto em Mogcambique onde somente o dado em
controles estava disponivel (a ancestralidade em controles de Mogambique é um dado prévio do
laboratério ainda ndo publicado). Legenda: RIO=Rio de Janeiro; SAL=Salvador; RON=Rondondpolis;
MAN=Manaus, RB=Rio Branco e MOZ=Mog¢ambique. B. Média das proporg¢des de ancestralidade (%) em
casos e controles de cada populagdo calculada pelo Admixture (esse software foi utilizado para as analises

englobando todas as populagées).

41%  44% '43%  40%

M
anaus Moc¢ambique

Rio Branco
[ ]

Salvador
Rondonodpolis V.
[

16%

59% 25%

Rio de Janeiro
[ ]

58%  29%

0 AFR
9 cur
@ naAT

Figura 1.2 - Proporgbes (%) de ancestralidade genética entre casos e controles das populagées
endémicas para a hanseniase entre as sub-regiGes brasileiras. Controles e casos estdo representados,
nessa ordem (da esquerda para a direita), em cada populagdo nos graficos de pizza. Legenda — AFR:

Africanos, EUR: Europeus e NAT: Nativo-americanos.
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2 — Ancestralidade da populagao brasileira comparada aos estudos prévios

A fim de avaliar a correlagdo das estimativas de ancestralidade entre as diferentes
populacdes brasileiras descritas na literatura, os dados de ancestralidade caracterizados nesse
trabalho foram comparados com os estudos de Manta e colaboradores (2013), Pereira e
colaboradores (2012), Santos e colaboradores (2009), Pena e colaboradores (2011) e Lima-Costa
e colaboradores (2015). Para essa comparacgao, utilizamos somente os individuos sadios que sao
representativos das populagdes em questdo. Na Tabela 2.1, observa-se que a maioria das
populacdes desse estudo se correlacionam com os dados prévios da literatura quando avaliadas
por regido. As populagdes do Norte tém a maior propor¢ao de nativo-americanos em relagao as
outras regides brasileiras. A exce¢do de Santa Isabel do Rio Negro, que é uma comunidade
indigena, Manaus é o municipio que apresenta a maior contribuicdo nativo-americana descrita
em um municipio urbano no Brasil, vista por Manta e colaboradores (2013) e descritas nesse
estudo. Rio Branco tem semelhanga com a descri¢cdo da ancestralidade de Belém do estudo de
Pereira (2012) e Manta (2013). Ja a populacdo de Salvador apresenta a maior heranca africana
dentre as popula¢des Nordestinas (Ilhéus —Pena, 2011 — e Alagoas e Pernambuco —Manta, 2013),
descritas na literatura. Curiosamente, a populacdo de Salvador do Epigen (50,5%), de Lima-Costa
(2015), apresenta uma ancestralidade africana maior em relagao aos individuos de Salvador deste
estudo (39%). Rondondpolis apresentou propor¢des de ancestralidade esperadas para o Centro-
Oeste, similar ao encontrado no estudo de Manta (2013) para o Mato Grosso do Sul. Em Manta e
colaboradores (2013), a populagdo do Rio de Janeiro apresentou 31% de ancestralidade africana,
55% europeia e 14% nativo-americana enquanto na amostra populacional utilizada nesse
trabalho, observamos 18% de ancestralidade africana, 70% europeia e 13% nativo-americana.
Considerando que os 46-AlMs-Indels foram os mesmos marcadores utilizadas por Manta, 2013,
esperava-se que os valors de ancestralidade fossem similares entre as duas amostragens do Rio
de Janeiro. Nesse caso, provavelmente a diferenca esta relacionada a origem geografica das
amostras no municipio do Rio de Janeiro, e ndo ao painel de AlMs utilizado. Com isso, concluimos
que, diferentemente da populacao de individuos sadios do Rio de Janeiro, os demais grupos
amotrais referentes as populacdes desse estudo estdo de acordo com a descricido de

ancestralidade esperada a partir de dados prévios da literatura.

85



Tabela 1.2 - Comparacao da ancestralidade na populac¢ao brasileira por diferentes estudos.

Regidao Populagao AFR EUR NAT Referéncia
Eae”gtri)'(sz't\’/le)' do Rio 7% 17% 76% | Manta, 2013
Manaus (AM) 16% 46% 38% Manta, 2013
Belém (PA) 17% 54% 29% Pereira, 2012
Belém (PA) 11,7% 61,4% 26,9% | Santos, 2009
Norte Comunidades de afro-
descentendes (MA, 80,7% 9,3% 10% Santos, 2009
PA e AM)
Belém (PA) 11% 69% 19% | Pena, 2011
Manaus (AM) 15% 41% 44% Este estudo
Rio Branco (AC)? 19% 57% 24% Este estudo
Pernambuco 28% 57% 15% Manta, 2013
Alagoas 27% 55% 19% Manta, 2013
Nordeste | Salvador (BA)? 50,5% 42,4% 5,8% Lima-Costa, 2015
IIhéus (BA) 29% 60% 9% Pena, 2011
Salvador (BA) 39% 48% 13% Este estudo
Centro- Mato Grosso do Sul 26% 59% 15% Manta, 2013
Oeste Terena (MS) 9% 13% 78% Manta, 2013
Rondonépolis (MT)? 25% 59% 16% Este estudo
Minas Gerais 29% 59% 12% Manta, 2013
Espirito Santo 13% 74% 13% Manta, 2013
Rio de Janeiro 31% 55% 14% Manta, 2013
Sudeste | Sdo Paulo 25% 63% 12% Manta, 2013
Rio de Janeiro (RJ) 17% 74% 7% Pena, 2011
Bambui (MG)? 9,6% 83,8% 5,4% Lima-Costa, 2015
Rio de Janeiro (RJ) 18% 70% 12% Este estudo
Parana 18% 71% 11% Manta, 2013
Santa Catarina 11% 80% 9% Manta, 2013
sul Rio Grande do Sul 14% 73% 13% Manta, 2013
Porto Alegre (RS) 10% 80% 9% Pena, 2011
Pelotas (RS)? 6,6% 85,6% 6,3% Lima-Costa, 2015
Sul do Brasil 1% 95% 4% Santos, 2009

Populagdes em que ancestralidade estd sendo descrita pela primera vez. 2Populacdes do estudo EPINGEN. As
estimativas de ancestralidade descritas para as populagdes deste estudo estdo marcadas em negrito. Somente o

grupo dos individuos saudaveis foram utilizados nessa comparacéo.
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1 - Analise de associagdo

1.1 - Associacdao dos SNPs do gene PKLR com a suscetibilidade a hanseniase apds o ajuste por

ancestralidade gendomica na populagao do Rio de Janeiro

Anteriormente, identificamos a associacdo de suscetibilidade do gene PKLR com a
hanseniase na populagdo do Rio de Janeiro, ajustando o modelo de associagdo para sexo e etnia.
Neste trabalho, utilizamos a ancestralidade genémica estimada no Capitulo Il para controlar as
analises, fornecendo um ajuste mais refinado. A Figura 1.1 representa a comparac¢do entre os
SNPs rs11264355, rs4620533, rs4971072 e rs11264359, inicialmente testados para a associacao
com a hanseniase no Rio de Janeiro, a partir de analises ajustadas e ndo ajustadas para as variaveis
de confusdo. Observa-se que o padrao de associa¢do para esses SNPs é similar entre a analise ndo
corrigida e a corrigida considerando a etnia (Figura 1.1 A e B). Ja a correcdo por ancestralidade
(Figura 1.1 C) altera o perfil de associagao para alguns SNPs, como o rs4620533 e o0 rs4971072. A
maior precisdo desse ajuste é visualizada também pela diminuicdo dos intervalos de confianca
referente aos valores de OR. Portanto, em popula¢des heterogéneas, como a do Rio de Janeiro,
a correcao dos estudos de associacdo por ancestralidade pode miniminizar a chance de

associacOes espurias provocadas pela estruturacdo populacional.

Sem corregdo Correcao (Etnia) Correcao (Ancestralidade)
A rs11264355:CG i rs11264355:CG -} e Is rs11264355:CG - ——i
D ——i rs11264355:GG D —— rs11264355:GG - ——
i rs11264355:G ] 1511264355:G = P
L rs11264355:car.G e r$11264355:car.G = i
o rs4620533:CG i~ r54620533:CG e
: e e—] ® rs4620533:GG - ——i rs4620533:GG — ——
I et % rs4620533:G 1 K rs4620533:G = —.—
z L 7] rs4620533:car.G -1 I = rs4620533:car.G — e
o rs4971072:AG e rs4971072:AG Laal “w rs4971072:AG =] He
rs4971072:GG : —— rs4971072:GG B Lo e rs4971072:GG - ——
rs4971072:G D et 1s4971072:G = HLa o r54971072:G re
rs4971072:car.G - L rs4971072:car.G — e rs4971072:car.G = -t
rs11264359:AG 4 I rs11264359:AG = r511264359:AG - -t
rs11264359:GG : —— rs11264359:GG : —_— rs11264359:GG - ——
r$11264359:G D o—e—t rs11264359:G e rs11264359:G = et
1511264359:car.G I e rs11264359:car.G ;i rs11264359:car.G = i
T T 1 LA B L S R i | —T T
0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 a 6
Odds Ratio Odds Ratio Odds Ratio

Figura 1.1 — Regressao logistica dos SNPs do gene PKLR na populagdo do Rio de Janeiro sem ajuste (A),

ajustando para sexo e etnia (B) e ajustando para sexo e ancestralidade (C).

Em seguida, incluimos o rs1052176 no estudo, pois esse SNP apresentou-se como um

forte candidato a SNP funcional e esta localizado no éxon 12 do gene. A partir de entao, utilizamos
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somente a ancestralidade gendmica e o sexo para o ajuste da regressdo. Todos os SNPs
apresentam frequéncias genotipicas em acordo com o equilibrio de Hardy-Weimberg (HWE) em
todas as populagdes de sadios estudadas. A qualidade da genotipagem geral dos SNPs estd acima
de 90% em todos os bancos de dados populacionais.

A Tabela 1.1 representa a associacao dos SNPs testados na populagao do Rio de Janeiro,
revelando associacdo de suscetibilidade a hanseniase para os genoétipos CG (OR=1,42, p=0,02),
GG (OR=1,70, p=0,01), o alelo G (OR=1,33, p=0,05) e os carreadores G (OR=1,48, p=0,008) do
rs11264355; o gendtipo TT (OR=1,23, p=0,01) e alelo T (OR=1,32, p=0,05) do rs1052176; o
gendtipo GG (OR=1,62, p=0.01) do rs4620533 e o gendtipo GG (OR=1.69, p=0.008) e carreador G
(OR=1.33, p=0,03) do rs11264359. O rs4971072, por sua vez, manteve a dire¢do de risco para o
genodtipo GG, apresentando OR de 1,36, porém com p valor sugestivo de associacao (p=0.07) apds

a corregao por ancestralidade.
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Tabela 1.1 - Frequéncia dos gendtipos, alelos e carreadores dos SNPs do gene PKLR em casos e controles e regressado logistica para associacdo com a
hanseniase ou tuberculose.

Desfecho Hanseniase Tuberculose
POP 1 teste POP 3 replicagao POP 4 replicagao POP 5 replicagao POP 2 teste
& Rio de Janeiro Salvador Rondonépolis Manaus Mogcambique
Z OR OR OR OR OR OR
co CA (10) co CA (10) co* (10) co CA (10) co CA (10) co CA (1c)
p1 pz P1 p1 pz P3
476 421 281 195 344 390 260 127 304 103
cC 210 137 of 86 61 ref ) ) 145 175 ef 86 46 of 70 11 ef
(0.44) (0.33) (0.31) (0.31) (0.42) (0.45) (0.33)  (0.36) (0.23) (0.11)
1.42 0.88 0.86 1.30 2.19
G 213 204 (1.04- 146 84 (0.56- ] ] 153 157 (0.62- 121 54 (0.71- 135 50 (1.04-
(0.45) (0.48) 1.93) (0.52) (0.43) 1.40) (0.44) (0.40) 1.19) | (0.47) (0.43)  2.38) (0.44) (0.49) 4.59)
0.02 0.61 0.39 0.39 0.03
5 1.70 1.57 0.98 1.84 2.27
) G 53 80 (1.09- 49 50 (0.90- ) ) 46 58 (0.62- 53 27 (0.89- 99 42 (1.06-
o (0.12) (0.19) 2.65) (0.17) (0.26) 2.73) (0.13) (0.15) 1.55) | (0.20) (0.21)  3.82) (0.33) (0.41) 4.84)
5 0.01 0.10 0.95 0.09 0.03
8 | 633 478 o 318 206 o ) ) 443 507 | 23 e 275 72 o
g (0.66) (0.57) (0.57) (0.53) (0.64) (0.65) (0.56) (0.57) (0.45) (0.35)
1.33 1.22 0.95 1.52 1.39
G 319 364 (0.99- 244 184 (0.82- ) ) 245 273 (0.70- 227 108 (0.65- 333 134 (0.86-
(0.34) (0.43) 1.78) (0.43) (0.47) 1.81) (0.36) (0.35) 1.30) | (0.44) (0.43)  3.58) (0.55) (0.65) 2.27)
0.05 0.31 0.78 0.32 0.17
G 1.48 1.05 0.66 1.44 2.22
carread 266 284 (1.10- 195 134 (0.69- ] ) 199 215 (0.66- 174 81 (0.82- 234 92 (1.10-
or (0.56) (0.67) 1.98) (0.69) (0.69) 1.61) (0.57) (0.55) 1.21) | (0.67) (0.64)  2.55) (0.77) (0.90) 4.49)
0.008 0.79 0.47 0.19 0.02
564 690 262 193 1246 337 340 506 307 357 104
= GG 253 244 ef 98 65 ef 375 ef 140 162 ef 147 102 ef 73 11 e
<] (0.45) (0.35) (0.37) (0.34) (0.30) (0.42) (0.48) (0.29)  (0.33) (0.20) (0.11)
R 1.13 1.04 1.20 0.79 1.08 1.86
o oT 254 314 (0.87- 118 79 (0.66- 615 (0.72- 145 128 (0.57- 243 146 (0.73- 168 42 (0.89-
o (0.45) (0.46) 1.46) (0.45) (0.41) 1.63) (0.49) 2.01) (0.43) (0.38) 1.11) | (0.48) (0.48)  1.60) (0.47) (0.40) 3.86)
= 0.33 0.85 0.46 0.18 0.68 0.09
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1.63 1.70 2.00 0.51 1.09 2.11
- 57 132 (1.11- 46 49 (0.98- 256 (1.09- 52 50 (0.51- | 116 59 (0.68- | 116 51 (1.00-
(0.10)  (0.19)  2.40) | (0.18)  (0.25) 295 | (0.21)  3.65) | (0.15  (0.15)  1.28) | (0.23) (0.19) 176) | (0.32)  (0.49)  4.47)
0.01 0.05 0.02 0.38 0.70 0.04
. 760 802 o 314 209 o 1365 o 425 452 " 537 350 " 314 73 "
(0.67)  (0.58) (0.60)  (0.54) (0.55) (0.63)  (0.66) (0.53)  (0.57) (0.44)  (0.35)
1.32 130 1.41 0.86 0.95 1.36
. 368 578 (99- 210 177 (0.87- | 1127  (0.87- 249 228  (0.62- | 475 264 (0.58- | 400 135 (0.85-
(0.33)  (042) 177) | (0.40) (0.46)  1.95) | (0.45)  2.27) | (0.37) (0.34)  1.19) | (047) (043) 155 | (0.56)  (0.65)  2.18)
0.05 0.19 0.15 0.37 0.86 0.19
. 1.23 122 1.39 0.80 1.08 1.96
carread | 31 446 (0.96- 164 128 (0.80- 871 (0.86- 197 178 (0.58 | 359 205 (0.75- | 284 93 (0.98-
- (0.55)  (0.65)  157) | (0.63) (0.66)  1.85) | (0.70)  2.23) | (0.58)  (0.53)  1.09) | (0.71) (0.67) 157) | (0.79)  (0.89)  3.95)
0.09 0.34 0.17 0.16 0.65 0.05
565 430 261 198 343 398 966 336 325 102
cc 227 132 69 52 128 163 270 103 25 3
(0.40)  (0.31) ref (0.26)  (0.26) ref - - 0.37)  (0.41) ef | 028 (031 (0.08)  (0.03) ref
1.15 1.42 0.80 1.04 2.41
o 268 199 (0.85- 136 87 (0.95- ) ) 163 164  (0.57- | 470 170 (0.73- | 130 45 (0.67-
(0.47)  (0.46) 155 | (0.52)  (0.44)  2.12) (0.48)  (0.41)  1.11) | (0.49) (0.51) 1.48) | (0.40) (0.44)  8.70)
0.35 0.08 0.18 0.79 0.17
- 1.62 131 0.99 0.98 2.25
R 6 70 99 (1.08- 56 59 (0.81- ) ) 52 71 0.63- | 226 63  (057- | 170 54 (0.63-
= (0.12)  (0.23)  244) | (021) (0.30)  2.12) (0.15)  (0.18)  154) | (0.23) (0.19) 1.23) | (0.52)  (0.53)  8.03)
i 0.01 0.25 0.97 0.94 0.21
e |, 722 463 o 274 191 o ) ) 419 490 " 1010 376 o 180 51 "
v (0.64)  (0.54) (0.52)  (0.48) (0.61)  (0.62) (0.52)  (0.56) (0.28)  (0.25)
1.25 122 0.95 0.90 111
. 408 397 (0.95- 248 205 (0.82- ) ) 267 306 (0.70- | 922 296 (0.53- | 470 153 (0.65-
(0.36)  (0.46) 165 | (0.48)  (0.52)  1.81) (039)  (0.38)  1.28) | (0.48) (0.44) 154) | (0.72)  (0.75)  1.89)
0.11 031 0.74 0.71 0.68
. 1.25 1.04 0.84 1.02 232
orread | 334 293 (0.94- 192 146 (0.66- ) ) 215 205 (0.62- | 696 233 (073 | 300 99 (0.66-
or (0.59) (0.69) 1.67) (0.73) (0.74) 1.64) (0.63) (0.59) 1.15) (0.72) (0.70) 1.43) (0.92) (0.97) 8.14)
0.11 0.84 0.29 0.86 0.18
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570 754 267 195 338 380 967 336 347 103
AA 181 170 ot 45 30 ot ) ) 99 109 o 196 78 o 3 0 )
(032)  (0.23) (0.17)  (0.15) (0.29)  (0.29) (0.20)  (0.23) (0.01)  (0.00)
111 1.03 0.92 0.86
AG 283 343 (0.84- 121 80 (0.57- ) ) 166 170 (0.65- | 488 180  (0.60- 6 0 )
(0.50)  (0.45)  1.46) | (0.45)  (0.41)  1.84) (0.49)  (0.45)  1.32) | (0.50) (0.54) 1.22) | (0.02)  (0.00)
0.45 0.90 0.67 0.40
_ 136 136 115 0.73
:’ED . 106 241 (0.96- 101 85 (0.76- ) ) 73 101 (0.76- | 283 78 (0.48- | 338 103 )
< (0.19)  (032)  1.92) | (0.38)  (0.44)  2.45) (022)  (027) 1.76) | (0.29) (0.23) 1.09) | (0.97)  (1.00)
5 0.07 0.29 0.49 0.12
N A 645 683 . 211 140 364 388 880 336 12 0
% (0.57) (0.45) re (0.40) (0.36) ) ) ) (0.54) (0.51) ) (0.46)  (0.50) ) (0.02) (0.00) )
116 121 1.07 0.84
. 495 825 (0.91- 323 250 (0.80- ) ) 312 372 (0.79- | 1054 336  (0.49- | 682 206 )
(0.43)  (0.55)  1.43) | (0.60) (0.64)  1.83) (0.46)  (0.49)  1.44) | (0.54) (0.50) 1.42) | (0.98)  (1.00)
0.22 0.34 0.65 0.51
. 117 1.18 0.99 0.88
oread | 389 584 (0.90- 222 165 (0.68- ) ) 239 271 (071~ | 771 258 (0.61- | 344 103 )
- (0.69)  (0.77)  153) | (0.83)  (0.85)  2.03) 0.71)  (0.72)  1.38) | (0.79) (0.77) 1.27) | (0.99)  (1.00)
0.22 0.54 0.98 0.50
495 685 213 186 1246 344 388 948 287 326 104
AA 205 202 52 39 272 131 154 256 91 21 2
(0.41)  (0.29) ref (0.24)  (0.21) ref (0.22) ref (0.38)  (0.37) ef | 027) (032 " (0.06)  (0.02) ref
5 1.23 1.26 1.39 0.96 1.02 274
2 | 232 323 (0.94- 99 86 (0.73- 592 (0.77- 163 170 (0.69- | 462 145  (0.70- 99 26 (0.57-
Py (0.47)  (047)  163) | (0.46)  (0.46)  2.19) | (0.48)  2.51) | (0.47)  (0.44)  133) | (0.49) (0.51) 1.47) | (0.30)  (0.25)  13.03)
2 0.12 0.39 0.26 0.82 0.91 0.20
S 1.69 151 2.03 1.24 0.85 4.08
=S 58 160 (1.14- 62 61 (0.83- 382 (1.07- 50 73 (0.80- | 230 51 (0.54- | 206 76 (0.89-
e (0.12)  (0.23)  250) | (029) (0.33) 2.73) | (0.31) 3.86) | (0.15  (0.19) 1.94) | (0.24) (0.18) 1.35) | (0.63)  (0.73)  18.61)
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1.27 1.24 1.39 1.08 0.84 1.70
G 348 643 (1.65- 223 208 (0.81- 1356 (0.89- 263 316 (0.80- | 922 247 (0.48- 511 178 (0.90-
(0.35)  (0.47) 1.98) (0.52)  (0.56) 1.90) (0.54) 2.17) (0.38)  (0.41)  1.47) | (0.49) (0.43) 1.47) | (0.78)  (0.86) 3.22)

0.06 0.31 0.13 0.58 0.55 0.09

G 1.33 1.35 1.59 1.03 0.96 3.62
carread 290 483 (1.02- 161 147 (0.81- 974 (0.91- 213 243 (0.75- | 692 196  (0.68- 305 102 (0.80-
o (0.59)  (0.70) 1.73) (0.75)  (0.79) 2.26) (0.79) 2.78) (0.62)  (0.63)  1.40) | (0.73) (0.69) 1.37) | (0.93) (0.98)  16.38)
0.03 0.24 0.09 0.84 0.86 0.09

O dado esta apresentado em frequéncia. As populagdes em vermelho representam as populagdes alvo deste estudo. *Controles do Epigen (1246 individuos). Valores em negrito indicam

os resultados significativos para p<0.05. Valores ndo disponiveis (-). Os valores de OR foram calculados baseados nos gendétipos ou alelos de referéncia (ref). Legenda: CO = Controles; CA
= Casos; IC = Intervalo de confianga (95%).

"OR (Odds Ratio) e P-valor adjustado para as covaridveis sexo e ancestralidade.
2 OR (Odds Ratio) e P-valor adjustado para as covariaveis sexo, idade e ancestralidade.

3 OR (Odds Ratio) e P-valor adjustado para sexo e idade.

93




1.2 — Replicagdo do estudo de associacdo do gene PKLR com a hanseniase em outras populag¢ées

brasileiras

A forca de associacdo de um gene com a doenca é confirmada através da replicacdo do
estudo em populagdes independentes. Com o intuito de verificar se a hipdtese de associagao do
gene PKLR com a hanseniase no Rio de Janeiro é consistente, replicamos o estudo em outras
populagdes brasileiras. A populagdao de Manaus foi utilizada como representativa da regiao Norte
brasileira, portanto ndao consideramos a associacao genética do gene PKLR em Rio Branco no
presente estudo. A Tabela 1.1 também representa a associacdo entre as populacdes de replicacdo
(POP 3, POP 4 e POP 5). A partir desse ponto, o que denominados de alelos, gendtipos e
carreadores de risco referem-se a associacdo genética dos SNPs identificados na populacdo do
Rio de Janeiro. Em Rondondpolis e Manaus, populacdes do Centro-oeste e Norte,
respectivamente, ndo foi visto uma diferenca expressiva na frequéncia dos gendtipos, alelos ou
carreadores entre casos e controles para os SNPs estudados. Curiosamente, de forma inversa ao
observado no Rio de Janeiro, em Manaus a frequéncia dos genétipos de risco TT-rs1052176 e GG-
rs4620533 (0,23 em controles e 0,19 em casos), GG-rs4971072 (0,29 em controles e 0,23 em
casos) e GG-rs11264359 (0,24 em controles e 0,18 em casos) apresentou-se aumentada no grupo
de controles em relacdo aos pacientes. Em Rondondpolis, um leve aumento na frequéncia dos
genotipos de risco GG-rs4620533 (0,15 em controles e 0,19 em casos), GG-rs4971072 (0,22 em
controles e 0,27 em casos) e GG-rs11264359 (0,15 em controles e 0,19 em casos) foi observado
nos casos, porém nao houve associagao significativa. Assim, nas popula¢des de Rondondpolis e
Manaus, o gene PKLR parece nao ter relevancia com a suscetibilidade a hanseniase.

Na populagao de Salvador, o cendrio é parecido com o do Rio de Janeiro. O alelo G do
rs11264355, rs4620533, rs4971072 e rs11264359 bem como o alelo T do rs1052176 sdo mais
frequentes no grupo de casos comparado aos controles. O alelo T (rs1052176), por exemplo, que
foi associado ao risco no Rio de Janeiro, ocorre com frequéncia de 0,46 em casos e de 0,40 em
controles. Porém, apds o ajuste por ancestralidade, sexo e idade, o Unico SNP que sustentou a
associacao de suscetibilidade com a hanseniase foi o rs1052176, apresentando OR de 1,70 e p
valor borderline de 0,05. Assim, em Salvador, observamos uma associacdo com o risco de

desenvolver a hanseniase para o rs1052176. Em seguida, uma outra estratégia foi utilizada para
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melhorar a compreensdo da relacdo do gene com a doenca na populacdo de Salvador. Os
individuos sadios da coorte de Salvador do projeto Epigen, em que dois SNPs (rs1052176 e
rs11264359) do PKLR foram genotipados previamente, foram utilizados como controles no lugar
dos controles originais de Salvador. Com isso, a frequéncia do gendtipo TT-rs1052176
permaneceu aumentada em casos (0,25 em casos e 0,21 em controles), e esse SNP foi associado
significativamente com o risco a hanseniase (OR=2,00, p=0,02). O rs11264359 também
apresentou um aumento do gendtipo GG nos casos (0,33 em casos e 0,31 em controles),
suficiente para levar a associagdao significativa com a hanseniase (OR=2,03, p=0,02). A partir
desses dados, concluimos que a associacdao do gene PKLR com a suscetibilidade a hanseniase é

mantida em Salvador, mas ndo em Rondondpolis e Manaus.

1.3 — Associagao dos SNPs do gene PKLR com a suscetibilidade a tuberculose em Mogambique

A associacdo de suscetibilidade do gene PKLR com a tuberculose para os SNPs rs11264355,
rs4620533, rs4971072 e rs11264359 foram gerados anteriormente (293). Dado que estamos
avaliando a hipdtese de suscetibilidade do gene PKLR em hanseniase, utilizamos a tuberculose
para testar se a associacdo do gene é relevante também em outro modelo de doenca
micobacteriana. Para isso, utilizamos uma coorte de individuos africanos de Mogcambique. A
novidade apresentada por este estudo nessa populagao é a associacdao do rs1052176 com a
tuberculose, em que a reanalise com os dados prévios pode ser vista na Tabela 1.1. Assim como
para os genodtipos CG (OR=2,19, p=0,03), gendtipo GG (OR=2,27, p=0,03) e carredor de G
(OR=2,22, p=0,02) do rs11264355 que foram significativamente associados com a suscetibilidade
a hanseniase, 0 rs1052176 apresentou associacdo para o gendtipo TT, com OR de 2,11 e p valor
de 0,04. O rs4620533 nao foi associado apds a correcao por sexo e idade em Mogambique, porém
0rs11264359 apresentou uma associacao sugestiva de risco com p valor 0,06 para o gendtipo GG
(OR=4,08, p=0,06) com a tuberculose. Portanto, o gene PKLR apresenta-se associado também
com a tuberculose em Mocambique pelos SNPs rs11264355, rs10527176 e rs11264359.

As analises de associacdo descritas para cada populacdo do estudo podem ser
sumarizadas na Figura 1.2, que permite a visualizacdo dos valores de OR referente aos gendtipos

de cada SNP associados entre as populagdes.
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RIO rs11264355:GG

RIO rs1052176:TT

RIO rs4620533:GG

RIO rs4971072:GG

RIO rs11264359:GG

SAL rs11264355:GG

SAL rs1052176:TT

SAL rs4620533:GG
SALrs4971072:GG

SAL rs11264359:GG
SAL(Epigen) rs1052176:TT
SAL(Epigen) rs11264359:GG

SNPs

MOZ rs11264355:GG
MOZ rs1052176:TT
MOZ rs4620533:GG

MOZ rs11264359:GG

ROO rs11264355:GG
ROO rs1052176:TT
ROO rs4620533:GG
ROO rs4971072:GG

ROO rs11264359:GG

MAN rs11264355:GG
MAN rs1052176:TT
MAN rs4620533:GG
MAN rs4971072:GG

MAN rs11264359:GG

Odds Ratio

Figura 1.2 — Valores de Odds ratios (OR) e intervalos de confianga (95%) para a associa¢do entre os

polimorfismos do gene PKLR com a hanseniase e tuberculose. A associacdo com a hanseniase ocorreu

nas populagdes brasileiras do Rio de Janeiro (RIO), Salvador (SAL), Rondondpolis (ROO) e Manaus (MAN)

e associa¢do com a tuberculose ocorreu em Mogambique (MOZ). Os valores de OR estdo representados

pelos pontos e as retas sdo os intervalos de confianga (95%). Em vermelho e rosa estdo destacados os

valores de OR com p valores significativos (p<0.05) e borderline, respectivamente.
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1.4 — Analise de desequilibrio de ligagao (LD) dos polimorfismos do gene PKLR

Para investigar o grau de segregacdo entre as variantes do PKLR associadas com a
hanseniase entre as diferentes populagGes brasileiras, avaliamos o perfil de LD entre elas. O
esperado ao acaso é que as variantes genéticas tenham segregacdo independente, de forma
aleatéria (ou em equilibrio de ligagdo). A andlise de LD nos retorna se existem blocos haplotipicos
formados por SNPs que estdao segregando conjuntamente, ou seja, em desequilibrio de ligacdo.
Na Figura 1.3, é possivel observar que a arquitetura genética entre as populacdes brasileiras é
diferenciada. Em todas as populagdes, com excecdao a Mocambique, é visto que os SNPs
rs11264355, rs1052176 e rs4620533 formam um bloco em moderado a alto LD (considerando
alto LD para r>>70). De fato, comparando entre europeus e africanos do 1000Genomes, o bloco
em LD existe em ambas as populacGes. Para as andlises subsequentes, selecionamos como “tag
SNP” desse bloco em LD o rs1052176 devido a sua posi¢cdao em regido codificante e a associa¢do
genética observada no Rio de Janeiro, Salvador e Mogambique.

Além disso, vimos que a populacdo do Rio de Janeiro (A) tem maior semelhan¢a com o
perfil genético de Salvador (B), enquanto Rondonépolis (C) e Manaus (D) apresentam uma regido
genOmica similar com um elevado grau de LD entre as variantes, préximo ao esperado em
populacdes Europeias (F). Mogcambique (E), por sua vez, apresenta maior numero de variantes
segregando de forma independente, como é esperado para populagdes africanas (F). Apenas os
SNPs rs11264355 e rs1052176 estdao em LD em casos e controles nessa ultima populagdo. As
populacdes de Bambui, Pelotas e Salvador (G) do Epigen apresentam dois SNPs em LD completo
com o0 rs1052176 (sdo eles 0 rs932972 e rs1052177, que se encontravam disponiveis no banco de
dados). Na coorte de Salvador do Epigen os SNPs s1052176, rs497107 e rs11264359 tem menores
valores de r? (menor LD) do que a populacdo de Salvador deste estudo, mais proximo do

observado em africanos (1000Genomes).
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Figura 1.3 — Desequilibrio de ligacdo entre os SNPs da regido do PKLR entre as populagdes do estudo. O
primeiro e o segundo grafico em cada populacdo representa o LD em controles e pacientes,
respectivamente (exceto em F e G onde estdo representadas as populagbes de individuos sadios do
1000Genomes e Epigen, respectivamente). Os SNPs estdo representados de 1 a 5. Os losangos apresentam

o valor de r? uma escala de branco a preto: branco — LD fraco (r’<50); cinza — LD moderado (50<r?<70) e
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preto — LD forte (r>>70). Em G, foram plotados os SNPs do PKLR disponiveis nas populacdes do projeto

Epigen (o rs11264355 e rs4620533 ndo foram genotipados nas coortes desse projeto).

1.4 - O haplétipo T/G/G e a associacdo com a suscetibilidade a hanseniase e tuberculose

Considerando o padrdo de LD, os haplétipos estudados foram formados pelos SNPs
rs1052176, rs4971072 e rs11264359. Na Tabela 1.2 observa-se que o haplétipo G/A/A tem
frequéncia de 0,66 em europeus e praticamente ndo existe em africanos. Ja o haplétipo T/G/G é
mais frequente em africanos (0,47) do que e em europeus (0,27) do 1000Genomes. Nas coortes
do projeto Epigen, o hapldtipo T/G/G também é mais frequente na populagdo com maior
ascendéncia africana, Salvador (0,45), em comparagao com Pelotas e Bambui (populagdes com
elevada ancestralidade europeia), enquanto o hapldtipo G/A/A tem frequéncia de 0,60 em
Pelotas e Bambui e 0,29 em Salvador.

No Rio de Janeiro, o hapldtipo T/G/G tem frequéncia de 0,36 em casos e 0,28 em
controles, e esta significativamente associado com a suscetibilidade a hanseniase nessa
populacdo (OR=1,26 e p=0,02) apds as correcdes por sexo e ancestralidade. A partir de entdo,
denominamos o haplétipo T/G/G de “hapldtipo de risco”. Observa-se que o haplétipo G/G/G
(OR=1,88 e p=0,0002) também estd associado significativamente ao risco nessa populacao, porém
a frequéncia desse haplétipo é menor que 10% em casos (0,09) e controles (0,04), e, portanto,
tem baixa ocorréncia no nivel populacional. A replicacdo em Salvador mostra que o haplétipo de
risco também estd aumentado em casos (0,45) em relagdo aos controles (0,37), e nessa populagdo
observamos que ha uma sugestdo de associa¢do de suscetibilidade a hanseniase com p valor
borderline (OR=1,30 e p=0,07). Em Mog¢ambique também é visto associa¢do de suscetibilidade
para o haplétipo de risco com p valor borderline (OR=1,52 e p=0,07) com a tuberculose, sendo
gue a frequéncia desse haplétipo é de 0,64 em casos de TB e 0,54 em controles. J& em
Rondondpolis e Manaus nenhum associacdao significativa foi identificada para haplétipo e a
hanseniase. Nessas popula¢ées, o hapldtipo de risco ndo é predominante em casos. A partir
desses dados, concluimos que o haplétipo T/G/G estad associado com o desenvolvimento da
hanseniase no Rio de Janeiro e Salvador, e com a TB em Mocambique. Destaca-se que o Rio de

Janeiro e Salvador sdo as populagdes brasileiras que apresentam a maior ancestralidade africana,
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e é provavel que populacdes que ndo tenham grande contribuicdo africana ndo carreiem os
“marcadores africanos”, e, portanto, ndo apresentem associacdo com as doencas

micobacterianas.

100



Tabela 1.2 - Frequéncia de haplétipos do gene PKLR nas populag¢des do estudo e associagdo com a hanseniase e TB.

(2]
O N un
N N o
- O «
S
S € S AFR EUR BAM PEL SAL' RIO RIO OR SAL SAL OR MOZ MOZ OR ROO ROO OR MAN MAN OR
[ (%) [
== F CA co P CA co P8 CA co P8 CA co P CA co P¢
T G G 047 027 024 028 045 036 028 126 045 037 130 064 054 152 032 033 104 041 045 0.98
0.02 0.07 0.07 0.71 0.85
G G A 032 004 008 005 013 007 0.09 078 009 010 0.86 013 0.19 ref 009 006 131 005 0.05 0.77
0.13 0.58 0.20 0.30
G G G 019 0.05 004 0.10 0.09 004 1.8 0.08 0.11 084 020 023 126 0.06 0.04 234 0.01 0.02 o0.61
0.002 0.52 0.40 0.06 0.34
G A A 0.66 060 060 0.29 0.37 0.52 ref 0.35 037 ref 0.01 049 0.51 ref 0.49 0.44 ref

O SNP rs1052176 é o “tag” representativo do bloco em LD com os SNPs rs11264355 e rs4620533. Hapldtipos com frequéncia menor que 0.01 (<1%) ndo foram exibidos.

Em negrito estdo representados os valores significativos (p<0.05) ou borderline (0.05<p<0.07) para a associagdo. Legenda: AFR = Africanos (1000Genomes); EUR =

Europeus (1000Genomes); BAM = Bambui (Epigen); PEL = Pelotas (Epigen); SAL! = Salvador (Epigen); RIO = Rio de Janeiro; SAL = Salvador; MOZ = Mogambique; ROO =

Rondondpolis; MAN = Manaus; CA = Casos e CO = Controles. Odds ratio (OR) foi calculada baseado no haplétipo referéncia (ref).

A Ajustado para sexo e ancestralidade.

B Ajustado para sexo e idade.

€ Ajustado para sexo, idade e ancestralidade.
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2 — Analises evolutivas

2.1 - As frequéncias alélicas das variantes do gene PKLR diferem entre europeus e africanos

Inicialmente, foi feita uma analise descritiva e exploratéria das frequéncias alélicas dos
SNPs do gene PKLR nas populagdes africanas e europeias do 1000Genomes. Para avaliar o qudo
a proporgao entre as frequéncias é diferente entre as populagdes utilizamos o teste de Fisher. A
Tabela 1.3 representa a frequéncia dos alelos entre europeus e africanos. Observa-se que os
alelos apresentam frequéncia invertida entre as populacdes continentais e o teste de Fisher

confirmar a diferenca significativa dos SNPs entre essas popula¢des (p<0.00001).

Tabela 1.3 — Frequéncia alélica dos SNPs do gene PKLR em europeus e africanos do 1000Genomes.

SNPs Europeus @ Africanos @ Teste de
Fisher (p)
rs11264355-C 0.72 0.51 <0.00001
rs11264355-G 0.28 0.49
rs1052176-G 0.72 0.51 <0.00001
rs1052176-T 0.28 0.48
rs4620533-C 0.72 0.43 <0.00001
rs4620533-G 0.28 0.56
rs4971072-A 0.67 0.03 <0.00001
rs4971072-G 0.32 0.97
rs11264359-A 0.72 0.67 <0.00001
rs11264359-G 0.28 0.33

Em vista dos dados de associacao, simplificamos as analises subsequentes com foco nos 3
SNPs principais (rs1052176, rs4971072 e rs11264359). A analise do MAF (do inglés, minnor allele
frequency) ajuda a distinguir se as variantes genéticas estudadas sdo raras ou comuns na
populacdo, o que direciona as primeiras pistas acerca do tipo de selecdo que estd ocorrendo no
gene alvo. Selecdo positiva leva ao aumento subito de variantes raras, enquanto a selecdo
balanceadora leva a manutencdo de variantes com frequéncia intermedidria na populagdo. A
Figura 1.4 explora o qudo a frequéncia alélica das variantes rs1052176, rs4971072 e rs11264359
diferem das demais no cromossomo 1. H4 maior densidade de variantes raras (MAF<0.05) em

europeus, enquanto em africanos ha maior densidade de variantes comuns, com MAF entre 0,10
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e 0,20. No geral, os SNPs de interesse apresentam uma distribuicdo que caracteriza variantes de
frequéncia intermediaria (0,28 a 0,56) em ambas as popula¢des. Com excec¢do do rs4971072, o
MAF dos SNP rs1052176 e rs11264359 é maior em africanos. No caso do rs4971072, o alelo
minoritdrio em africanos corresponde ao alelo A (que tem frequéncia de 0,03 enquanto o alelo G

€ 0 majoritario — 0,97), enquanto em europeus corresponde ao alelo G (0,32).
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Figura 1.4 — Densidade das variantes genéticas do cromossomo 1 em europeus (EUR) e africanos (AFR).

MAF=Frequéncia do alelo minoritario. A linha pontilhada representa o MAF do SNP de interesse na

populagdo europeia (em roxo) e na populagdo africana (em verde).

2.2 — Analise de “Fstoutlier” entre europeus e africanos

O Fst entre pares de populacdo foi calculado para as variantes do cromossomo 1 entre
europeus e africanos. Os valores de Fstpara os SNPs individuais da regido gendmica do PKLR estdo
indicadas na Tabela 1.1 em ANEXO II. Na Figura 1.5, selecionamos 60 variantes da regido do PKLR
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gue contém os SNPs rs1052176, rs4971072 e rs11264359 e comparamos os valores de Fst
individuais entre as variantes da regido. O SNP rs1052176 (vermelho) apresentou Fsr= 0,07 (p
valor=0,36) e o rs11264359 (verde) apresentou um alto Fsr = 0,26 com p valor = 0,08. O SNP
rs4971072 (azul), por sua vez, possui o maior Fsr desse intervalo, Fst = 0,66 e p valor = 0,02,
indicando que esse SNP é um outlier em relagdao a distribuicdo esperada dos valores de Fsr
referentes as variantes do cromossomo 1. Entretanto, para evitar resultados falso-positivos
provocados por alelos que tenham um alto valor de Fsr devido a ocorréncia da deriva, realizamos

a analise de Fst médio por janela de SNPs (20 SNPs com sobreposi¢dao de 15).
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Posicido (cromossomo 1)

Figura 1.5 — Distribuicao dos valores de Fsr para as variantes da regidao do gene PKLR. O eixo x representa
as posicdes gendmicas e o eixo y os valores de Fsr para as variantes entre europeus e africanos. Para a
definicdo do ponto de corte em que considerariamos o valor de Fst como outlier, dividimos a distribuicdo
dos valores de Fsrtotais do cromossomo 1 por quartis (0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,50; 0,75; 0,90; 0,95; 0,99) e
a linha pontilhada (threshold) representa o penultimo quartil dessa distribui¢do (95% - Fsr>0,39). Valores
acima desse limiar indicam variantes outliers. Cada SNP foi representado por um ponto. O SNP rs1052176

foi destacado em vermelho, rs4971072 em azul e rs11264359 em verde.
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Em seguida, para evitar resultados falso-positivos provocados por alelos que tenham um
alto valor de Fst devido a deriva genética (e ndo propriamente a selecdo), combinamos as
estimativas de Fst para um intervalo de variantes através da analise de Fst médio por janela de
SNPs (20 SNPs com sobreposicao de 15). A ideia dessa abordagem é que, devido ao desequilibrio
de ligacdo entre os sitios, o sinal de selecdo em um determinado SNP serd compartilhado pelos
SNPs adjacentes. Desse modo, um sinal verdadeiro também sera reproduzido na analise por
janelas, enquanto um resultado espurio ndao. Entretanto, nao foi observada janela outlier para os
intervalos que contém os SNPs rs1052176 (Fsr=0,10), rs11264359 (Fsr=0,08) e rs4971072
(Fst=0,21). Essa ultima, apesar de ndo ser significativa, ainda é uma janela com valor elevado

(Tabela 1.4).

Tabela 1.4 — Valores de Fst para os SNPs individuais e por janelas em europeus e africanos.

Fst Fst

SNP (SNP individual) (Janelas)
rs1052176 0,07 0,10
rs4971072 0,66 0,21
rs11264359 0,26 0,08

Janelas de 20 SNPs com sopreposicdo de 15 SNPs.

2.3 - Calculo de Tajima D em europeus e africanos

O calculo de Tajima D foi realizado para janelas de 1000pb no cromossomo 1 em africanos

e europeus do 1000Genomes. A Figura 1.6 representa as 100 janelas upstream e downstream em

relacdo a janela do SNP rs1052176. Observa-se que a maioria das janelas apresentam valores de

Tajima D positivos (D>0) em ambas as populacdes nesse intervalo.
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Figura 1.6 — Valores de Tajima D por janelas em africanos (linha azul) e europeus (linha verde). Cada
janela em que o Tajima D foi calculado tem 1000pb. A janela do SNP rs1052176 (155260383 — Gh37) é
representada pelo ponto azul e verde, nas respectivas populacGes, e 100 janelas foram representadas a
direta e a esquerda dessa posicdo. Os espacos em branco representam as janelas em que nao foi possivel

calcular o Tajima D devido a auséncia de SNPs.

Focando no intervalo de janelas que contém os SNPs de interesse do gene PKLR,
demonstrado na Tabela 1.5, calculamos o Tajima D considerando a auséncia das variantes raras,
pois elas podem inflar o valor de Tajima D, ou a presenca das variantes raras, pois o valor de
Tajima D depende do numero de sitios segregantes no seguimento genémico, portanto o menor
numero de SNPs pode prejudicar o calculo. E visto que, independentemente de considerar as
variantes raras ou as variantes totais da regido, os valores de Tajima D sdo similares entre as
janelas em europeus e africanos. Assim, devido a escassez de SNPs por janela quando excluimos
as variantes com menos de 5% de frequéncia (MAF<0,05), consideramos os valores de Tajima D
calculado para as variantes totais. A janela 1 (rs11264355), 17 (rs4971072) e 26 (rs11264359)
apresentaram-se com sinais de Tajima D diferentes entre europeus e africanos, sugerindo
diferentes regimes seletivos para esse seguimento gendmico entre as populagdes. As janelas 4
(rs1052176) e 6 (rs4620533), entretanto, exibiram valores positivos entre europeus e africanos,
concordantes com o regime de selecdo balanceadora em ambas as popula¢des. Como a maioria
das janelas na regido sdo positivas, ha indicacdo de selecdo balanceadora, porém ndo é

distinguivel a diferenca dos regimes entre europeus e africanos.
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Tabela 1.5 — Valores de Tajima D calculado por janelas de 1000pb na regiao do PKLR.

MAF<0.05 Variantes totais
Janela Posicao N2 Tajima D N2 | TajimaD & N¢ Tajima D N2 Tajima D
(Chr1) SNP AFR SNP EUR SNP AFR SNP EUR
s s s s

1
(rs11264355) 155257000 | 1 2.23535 1 1.65796 3 0.42125 6 -0.544685
2 155258000 | 2 2.79107 2 2.41415 6 0.96554 3 1.51136
3 155259000 | 1 2.23336 1 1.65263 3 1.11324 2 0.619624
4
(rs1052176) 155260000 | 3 3.60451 3 2.66585 9 1.51539 4 1.88417
5 155261000 | 1 -0.75543 1 -0.601 5 -1.2521 4 -1.20741
6
(rs4620533) 155262000 | 1 2.20966 1 1.64189 5 0.0664 3 0.0768556
7 155263000 | O - 0 - 6 -0.9055 0 -
8 155264000 | O - 0 - 2 -0.9483 0 -
9 155265000 | 3 1.50441 2 1.34088 6 0.23685 5 -0.014184
10 155266000 | 2 2.0891 1 1.66327 5 0.63431 3 0.107406
11 155267000 | 1 0.8348 0 - 5 0.03412 2 -0.997086
12 155268000 | 3 3.19904 3 2.68301 10 | 0.85124 6 1.0032
13 155269000 | 1 2.1056 1 1.66327 6 0.25775 2 0.59398
14 155270000 | O - 0 - 2 -1.0134 0 -
15 155271000 | O - 0 - 6 -1.1968 2 -0.949456
16 155272000 |1 2.19868 1 1.66327 1 2.19868 2 0.585714
17
(rs4971072) 155273000 |1 -0.76747 1 1.8771 4 | -1.122 3 0.151368
18 155274000 |1 2.04617 1 1.63649 4 | 0.69031 3 0.0867963
19 155275000 | 2 2.45746 2 2.19674 4 | 0.9823 4 0.836638
20 155276000 | O - 0 - 4 | -0.6886 0 -
21 155277000 |1 1.90357 1 1.63649 9 -0.9017 2 1.43531
22 155278000 | O - 0 - 4 | -1.3358 2 -1.0627
23 155279000 | 1 1.66057 1 1.55828 4 | 0.01221 1 1.55828
24 155280000 |1 1.66057 1 1.55828 3 0.06755 3 -0.000576
25 155281000 | 1 -0.48535 1 -0.6481 6 -1.1679 3 -1.17395
26
(rs11264359) 155282000 | 1 1.89132 1 1.65796 6 -0.5306 1 1.65796

Representac¢do das janelas que contém os SNPs de interesse referentes ao gene PKLR. As analises foram realizadas
considerando as variantes totais ou excluindo as variantes raras.

107



2.4 - Analise da homozigosidade do haplétipo estendido (iHS e xpEHH)

O objetivo do estudo a partir das analises de xpEHH e iHS foi verificar a presenca de
varredura seletiva na regidao gendmica indicando ocorréncia de sele¢do positiva (valores de xpEHH
e iHS acima de 2). Essas analises baseiam-se na hipdtese de que a ocorréncia de uma forte selegao
em um determinado locus impulsiona novos alelos até uma frequéncia intermedidria alta,
carreando um haplétipo longo de baixa diversidade, sendo essa caracteristica um sinal classico
de forte selecdo positiva. Esses dados estdo sumarizados na Tabela 1.1 em ANEXO I, onde
observamos que nenhum dos valores de iHS tanto em europeus quanto em africanos demonstrou
valores indicativos de selecdo. Ja a analise de xpEHH demonstra que existe um sweep seletivo em
variantes (~25 SNPs) adjacentes nas posicdes que compreendem o gene HCN3, sdo elas:
rs183293873, rs12044063, rs7367998, rs560609863, rs7520184, rs11264353, rs573791612,
rs541165488, rs559902587, rs11264353, rs552421834, rs564241242, rs531296924,
rs549806272, rs144733142, rs535535805, rs547542932, rs11264354, rs539661366,
rs558388981, rs113065628, rs144035252, rs541106278, rs559445057, rs12724449. Na Figura 1.7
podemos observar o sinal de sele¢dao dessas variantes ao longo da regido composta por 1060
polimorfismos. Entretanto, o sinal de selecdo parece ocorrer na populacdo europeia (devido aos

valores negativos do xpEHH), ao invés da africana, como o esperado.

xpEHH Africanos e Europeus

Po;igéo
Figura 1.7 — Sweep de sele¢do no gene HCN3 detectado pela analise de xpEHH (1:155247308-155290457)

entre africanos e europeus. Os valores originais de xpEHH para toda a regido sdo valores negativos.

Adicionamos os dados do xpEHH (eixo y) em mddulo e em intervalos de 500pb (eixo x) para facilitar a
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visualizacdo. O sinal (xpEHH>|2.00|) foi visto para 25 SNPs entre 1060 variantes ao longo dos genes HCN3,
PKLR e FDPS.

O proximo passo foi averiguar qual seria a relacdo dessas variantes sujeitas a um possivel
sinal de selecdao com os polimorfismos do gene PKLR. Surpreendentemente, observamos que as
variantes entre os genes HCN3 e PKLR estdo em alto LD em europeus e africanos, como visto na
Figura 1.8. Em europeus o bloco é proeminente com muitas variantes em desequilibrio completo
(r*>95). Em africanos, um menor padrdo de LD é observado, mas o bloco entre as variantes de
sweep no HCN3 e o PKLR também é visto, principalmente para os rs11264355 e rs1052176

(apresentam os maiores valores de r* com as variantes adjacentes).

A Europeus B Africanos

HCN3 FDPS HCN3 FDPS
PKLR PKLR

[ —

L L L

ﬁ
l
H
H

15183293873
1512044063
157520184
1511264352
511264353
15144733142
1511264354
s113065628
1512724449
1511264355
151052176
s4620533

1511264359
15183293873
r$12044063
57367998
rs560609863
157520184
1511264352
1$559902587
511264353
rs11264354
15144035252
1s12724449
1511264355

o
=
S
=
>
=
»

11052176
154620533
rs11264359

N

>
2
N

~
@
-]

Figura 1.8 — LD entre as variantes dos genes HCN3, PKLR e FDPS. A e B representam o padrao de LD em
europeus e africanos, respectivamente. Os blocos (em preto e cinza) configuram uma relagdo de alto LD
entre essas variantes em ambas as populagdes, com destaque para os europeus. Os losangos apresentam

uma escala de branco a preto: branco — LD fraco (r?<50); cinza — LD moderado fraco (50<r*<70) e preto —

LD forte (r?>70).
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A Tabela 1.6 mostra, em valores de r?, o desequilibrio de ligacdo observado, confirmando
gue os valores de LD sdo muito elevados para o bloco formado pelos SNPs rs7520184,

rs11264352, rs11264353, rs11264354, rs11264355, rs1052176, rs4620533, rs12044063,

rs12724449 e rs11264359, com protagonismo (r*>0,88) para os destacados em negrito.

Tabela 1.6 — LD entre os 25 SNPs com sinal de selegdo pelo teste de xpEHH entre Europeus e Africanos e
os SNPs associados a hanseniase.

AFR / EUR (1000Genomes)

LD (r3) PKLR eQTL
HCN3 rs11264355 rs1052176 rs4620533 rs4971072 rs11264359
rs183293873? 0.08 0.08 0.00 0.00 0.00 Nao
rs12044063 0.67/095 0.67/0.95 094/094 0.00/0.73 0.62/0.92 Sim
rs7367998 0.22 0.22 0.30 0.01 0.45 N3o
rs560609863? 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
rs7520184 0.88/0.97 0.88/0.97 0.63/096 0.00/0.71 0.42/0.90 Sim
rs11264352 093/096 0.93/0.97 0.65/096 0.00/0.71 0.46/0.89 Sim
rs5737916122 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 =
rs541165488? 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
rs5599025872 0.04 0.06 0.08 0.00 0.03 Nao
rs11264353 0.95/097 0.95/0.97 0.67/096 0.00/0.71 0.45/0.90 Sim
rs5524218342 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 =
rs5642412423 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
rs5312969243 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
rs5498062722 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
rs1447331423 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 Nao
rs535535805? 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
rs5475429322 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
rs11264354 0.95/097 0.95/0.97 0.67/096 0.00/0.71 0.45/0.90 Sim
rs539661366° 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 =
rs558388981° 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
rs113065628° 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 Nao
rs144035252? 0.08 0.08 0.07 0.00 0.03 Nao
rs541106278? 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 N3o
rs559445057? 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
rs12724449 0.45/098 0.43/0.99 0.60/098 0.00/0.73 0.97/091 Sim

3SNP fixado em Europeus (MAF=0.99-1.00). O LD est4 representado em africanos (AFR)/europeus (EUR). Valores em
negrito correspondem aos SNPs que apresentam LD moderado a elevado em Africanos e Europeus do 1000Genomes,
formando um bloco de SNPs em desequilibrio com os SNPs associados a hanseniase. A coluna do eQTL representa os
SNPs que regulam a expressao do gene PKLR descritos no GTEXx.
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Em seguida, exploramos o dado do decaimento de homozigosidade do hapldtipo
estendido (EHH), na Figura 1.9, utilizando como core os SNPs rs11264355 (A e B) e rs1052176 (C
e D). Observa-se que, principalmente para o rs11264355, o decaimento entre o alelo ancestral e
derivado em africanos (A) e europeus (B) é diferente. Em africanos, hd uma maior drea sob a curva
para o alelo derivado (em vermelho) do core até a posi¢cdo 155.28 Mb. Para 0 rs1052176 também
é visto um maior decaimento em africanos (C) do core até a posicdo 155.24 Mb. Entdo, apesar do
decaimento do alelo derivado em africanos ser suave em relagao ao alelo ancestral, ocorrendo
em aproximadamente 10.000 a 20.000 pb, esse grande haplétipo em homozigosidade pode estar

se mantendo diferenciado dos europeus devido a selegao.
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Figura 1.9 — Decaimento de homozigosidade do haplétipo a partir do SNP “core” em europeus e
africanos. As linhas azuis e vermelhas representam o alelo ancestral e o derivado, respectivamente. A linha
pontilhada representa o SNP “core”, sendo definido como o rs11264355 em A (Africanos) e B (Europeus)

e rs1052176 em C (Africanos) e D (Europeus).

2.5 — Fste xpEHH em uma base de dados de populagdes africanas

Ainda, na tentativa de verificar algum sinal de selecdo em populagdes africanas endémicas
(Gana) e ndo endémicas de malaria proveniente do dataset de Gouveia e colaboradores publicado
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em 2019 na Plos Genetics, exploramos a analise de Fst, xpEHH e a frequéncia alélica para os SNPs
rs1052176 e rs11264359 desse estudo (Tabela 1.7). Os valores de Fsr para as variantes em
africanos, no geral, ndo sdo elevados pois a maior diferenciagao ocorre quanto maior é distancia
entre populacbes (como europeus e africanos). Embora o Fstpara o rs11264359 se destaque por
ser considerado alto para a comparagdo entre populagdes africanas, a média por janela com 25
SNPs ndo é relevante (0,02) entre Gana e Sotho e Zulu. Entre essas populacdes, o xpEHH
apresentou sinal de sweep para o rs11264359. Porém, a frequéncia alélica para o alelo de risco G
desse SNP é maior na populagdo ndo endémica para a malaria (Alelo G = 0,89), Sotho e Zulu, do
que em Gana (Alelo G = 0,71) ao contrario das expectativas (Tabela 1.8). Dessa forma,
considerando todos os dados analisados, apesar da sugestdao de assinaturas, a identificacdo de
selecdao na regido do gene PKLR ndo é direta, e mais estudos com diferentes métodos sdao

necessarios.

Tabela 1.7 — Analise de Fsr, iHS e XxpEHH dos SNPs do gene PKLR nas populagdes africanas de Gouveia e

colaboradores (2019).

Uganda Uganda
Gana Norte Central Norte Oeste
X (UNC) (UNW)
Sotho e Zulu X X
Sotho e Zulu Sotho e Zulu
Fst
rs1052176 0.038 0.0004 0.004
rs11264359 0.079 0.031 0.025
25 SNPs window 0.020* 0.013 0.023
iHS
rs1052176 0.399 -0.349 -0.252
rs11264359 0.194 -0.031 0.345
XpEHH
rs1052176 0.813 -0.613 -0.504
rs11264359 2.253 0.813 1.000

A janela apresenta 25 SNPs (155234821-155312711), com excecdo de * que apresenta 26 SNPs. Valores em negrito
sugerem sinal de selecao.
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Tabela 1.8 — Frequéncia alélica dos SNPs do PKLR na popula¢do de Gouveia e colaboradores (2019) e

1000Genomes.
Sotho-

SNP IRVl ESN | LWK | MAG | MSL | YRl | AFR | EUR
fcsi16264355 i - - - 043 | 049 | 049 | 056 | 041 | 049 | 0.28
:1052176 049 | 062 | 058 | 064 | 042 | 050 | 049 | 055 | 042 | 048 | 0.28
rs4620533 ) - - - 051 | 057 | 056 | 064 | 050 | 056 | 0.28
C>G
rs4371072 ] ; - - 000 | 001 | 000 | 001 | 000 | 003 | 067
G>A
;511/564359 029 | 020 | 021 | 041 | 032 | 030 | 039 | 024 | 037 | 023 | 072

Frequéncia do segundo alelo. As populagdes africanas do 1000Genomes estdo destacadas em cinza. Gana (945); UNC
= Uganda Norte Central; UNW = Uganda Norte Oeste; Sotho-Zulu (186); ESN = Esan, Nigéria (173); LWK = Luhya,
Quénia (116); MAG = Mandinka, Gambia (179); MSL = Mende, Serra Leoa (128); YRI = Yoruba, Nigéria (186); AFR =
Africanos e EUR = Europeus.

3 — Analises funcionais

3.1 — Comparagao entre os carreadores dos genoétipos de risco e as dosagens séricas

Na tentativa de identificar uma correlacdo entre gendtipo-fendtipo em relacdo aos
individuos carreadores dos gendtipos de risco associados a hanseniase, realizamos a comparagao
com ferro sérico, ferritina e haptoglobina em soro de individuos sadios e pacientes de hanseniase.
Inicialmente, trabalhamos com o soro dos voluntarios sadios e os pacientes do Ambulatério Souza
Arauvjo. Em seguida, realizamos também a dosagem em um grupo de 59 pacientes de
Rondondpolis, ja que havia disponibilidade dessas amostras. As médias das quantificacdes nos
individuos sadios e pacientes do Rio de Janeiro e Rondonépolis foram estratificadas por sexo na
Tabela 1.9. Observa-se que tanto em sadios quanto nos pacientes as dosagens de ferro, ferritina
e haptoglobina sdo maiores em homens, tornando necessario considerar a influéncia do sexo nas
analises seguintes. Além disso, é visto que, na doenca, os individuos do Rio de Janeiro apresentam
menores valores de ferro sérico e aumento de ferritina e haptoglobina. Essas duas ultimas
proteinas, também consideradas proteinas de fase aguda, normalmente estdo elevadas durante

infec¢des.
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Tabela 1.9 — Média das dosagens séricas entre homens e mulheres do estudo.

Rio de Janeiro Rondonépolis
Dosagens Sadios Pacientes Pacientes
g (N=148) (N=124) (N=59)
Homens Mulheres Homens Mulheres Homens Mulheres
(N=42) (N=104) (N=79) (N=45) (N=40) (N=19)
Ferro serico 99,25 87,07 75,13 64,54 100,9 96,36
(ng/dL)
Ferritina 148,36 39,49 218,80 83,60 327,84 153,60
(ng/mL)
Haptoglobina 126,16 119,62 180,14 166,44 126,9 117,38
(mg/dL)

Valores de referéncia: 1) ferro — homens (59 a 160 pg/dL) e mulheres (37 a 150 mcg/dL; 2) ferritina—homens (24 a
336 ng/mL) e mulheres (11 a 307 ng/mL) e 3) haptoglobina (30 a 200 mg/dL) em adultos.

Na Figura 1.10, de maneira global, os niveis de ferro sdo maiores em controles e menores
nos pacientes MB, e os niveis de ferritina e haptoglobina sdo levemente aumentados em
pacientes MB na populacdo do Rio de Janeiro (A). J4 entre os pacientes de Rondondpolis (B),

nenhuma diferenca expressiva foi observada entre PB e MB.
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Figura 1.10 — Niveis de ferro sérico, ferritina e haptoglobina entre os individuos do estudo. As caixas dos
boxplots representam o primeiro e o terceiro quartil e a linha central a mediana dos niveis séricos
ajustados paraidade e sexo por regressao linear. A—Quantificagdes entre individuos saudaveis e pacientes
de hanseniase no Rio de Janeiro; B — Quantificacbes entre pacientes de hanseniase de Rondondpolis.

Legenda: PB = pacientes paucibacilares; MB = pacientes multibacilares.

Os niveis de ferro e ferritina nos pacientes totais de Rondondpolis estdao levemente
aumentados em comparacdo com os pacientes do Rio de Janeiro. Ja a haptoglobina apresenta-se

em menores niveis em Rondondpolis comparado com os pacientes do Rio de Janeiro (Figura 1.11).
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Figura 1.11 — Niveis de ferro sérico, ferritina e haptoglobina entre os pacientes do Rio de Janeiro e
Rondondpolis. As caixas dos boxplots representam o primeiro e o terceiro quartis e a linha central a

mediana dos niveis séricos ajustados para idade e sexo por regressao linear. PB = pacientes paucibacilares

e MB = pacientes multibacilares.

A comparacao entre os gendtipos de risco, ajustando para a idade e sexo, demonstra que
nao ha diferengas expressivas para os niveis de ferro, ferritina ou haptoglobina entre os gendtipos
dos SNPs rs1052176, rs4971072 e rs11264359 (Figura 1.12). Da mesma forma, comparando os
niveis séricos entre os haplétipos (Figura 1.13), nenhuma diferenca expressiva entre os grupos foi

observada.
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Figura 1.12 — Niveis de ferro sérico, ferritina e haptoglobina comparado com os genétipos de risco. As
caixas dos boxplots representam o primeiro e o terceiro quartis e a linha central a mediana dos niveis
séricos ajustados por regressao linear para idade e sexo em individuos saudaveis, e sexo, idade e forma
clinica em pacientes. A — Quantificagdes em voluntarios saudaveis (Rio de Janeiro); B — Quantificacbes em

pacientes de hanseniase (Rio de Janeiro) e C— Quantificagcbes em pacientes de hanseniase (Rondondpolis).
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Figura 1.13 - Niveis de ferro sérico, ferritina e haptoglobina comparado com a combinacdo dos
gendtipos. As caixas dos boxplots representam o primeiro e o terceiro quartil e a linha central a mediana

dos niveis séricos ajustados por regressao linear para idade e sexo em individuos saudaveis (A) e sexo,

idade e forma clinica em pacientes (B e C). Legenda; Prot = hapldtipo G/A/A; Risk = haplétipo T/G/G;

Hetero. = haplétipo dos individuos heterozigotos e Others = outros hapldtipos. A — Quantificacdes em
voluntarios saudaveis (Rio de Janeiro); B — Quantificacdes em pacientes de hanseniase (Rio de Janeiro) e C

— Quantificagdes em pacientes de hanseniase (Rondondpolis).
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Entretanto, considerando que a média de idade entre homens e mulheres dos individuos
sadios e dos pacientes do Rio de Janeiro eram similares entre os grupos, em vez de utilizar a idade
e 0 sexo como varidveis de ajuste, exploramos a comparacao das dosagens séricas por sexo
(Figura 1.14). Nesse caso, ndo ajustamos para idade e separamos os individuos pelo sexo feminino
(F) e masculino (M). Assim, foi possivel observar niveis sutilmente diferenciados, embora nao
significativos, para os carreadores dos genétipos de risco do SNP rs1052176. Um aumento na
mediana de ferritina é observada nas mulheres do grupo TT em pacientes, enquanto nos homens
esse aumento foi visto nos individuos sadios. Observa-se que a mediana para haptoglobina é
maior entre as mulheres (sadias ou pacientes), porém esse leve aumento em homens somente
foi visto em pacientes. Apesar da sugestdao de modula¢do dos niveis de ferritina e haptoglobina
pelo gendtipo de risco TT, a estratificacdo por sexo diminui o N de comparacdo entre os grupos,

sendo necessario aumentar o niumero de individuos para auxiliar as conclusdes.
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Figura 1.14 — Niveis de ferro sérico, ferritina e haptoglobina entre o sexo feminino (F) e masculino (M)
comparado com os genétipos do SNP rs1052176. As barras horizontais representam as medianas com os
intervalos interquartis (12 e 32) da distribuicdo das amostras. Nao foi possivel comparar o ferro para o sexo
feminino devido ao baixo N amostral. A — Quantificagdes em voluntarios saudaveis (Rio de Janeiro) e B —

Quantificagdes em pacientes de hanseniase (Rio de Janeiro).

119



3.2 — Busca de eQTLs do gene PKLR (GTEXx)

Considerando que os polimorfismos estudados nao apresentam uma correlagdo com os
niveis séricos das dosagens avaliadas, nos questionamos se o papel funcional deles poderia estar
relacionado com a regulagdo da expressao do gene PKLR, funcionando como eQTLs. A busca por
eQTLs (SNPs que regulam a expressdo génica) tem sido muito utilizada para elucidar como os
polimorfismos estdo relacionadas as doengas complexas, uma vez que a maioria dos SNPs ndo
altera a funcionalidade da proteina. Para isso, a partir da busca no portal GTEx, observamos que
0s SNPs rs1052176, rs4971072 e rs11264359 sdo eQTLs para o gene PKLR, porém a diferenca de
expressao significativa correlacionada aos gendtipos desses SNPs somente foi identificada no
tecido do nervo tibial. Nos outros tecidos disponiveis no GTEx, ou os SNPs ndo apresentaram
diferenca significativa para a expressao diferencial do gene, ou ndo foi possivel quantificar a
expressao do gene PKLR no tecido (devido a baixa expressdo desse gene). Na Figura 1.15, é visto
que o gendtipo TT para o rs1052176, bem como os gendtipos GG para o rs4971072 e rs11264359

modulam negativamente a expressao do gene PKLR em bidpsias de nervo.
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Figura 1.15 — Expressdo do gene PKLR comparado aos gendtipos dos SNPs eQTLs. O grafico de violino
(similar ao boxplot), baseado no GTEX, representa a distribuicdo da expressdo do gene PKLR em bidpsias
de nervo tibial por grupos de gendtipos: homozigotos para o alelo de referéncia, heterozigoto e
homozigotos para o alelo alternativo. O nimero de individuos de cada grupo estd representado em

parénteses.
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Resultados

Capitulo IV

Associagdo de polimorfismos do gene G6PD
com a hanseniase e o impacto funcional

dessas variantes na infecg¢éo
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1 - Analise de associa¢ao

1.1 - Associagao dos polimorfismos do gene G6PD com a hanseniase na populagao do Rio de

Janeiro

Dado que o gene G6PD esta no cromossomo X, as mulheres apresentam dois alelos para
a mutac¢do (heterozigotas ou homozigotas), enquanto os homens carreiam somente uma cépia
do alelo, ou seja, sdao hemizigotos. Portanto, as analises de associagdo foram estratificadas por
homens e mulheres, como demonstrado na Tabela 1.1. Inicialmente, avaliando a frequéncia das
variantes nas populagdes do 1000Genomes, observamos que o alelo T referente ao polimorfismo
rs2472393 (C>T) apresenta frequéncia alélica de aproximadamente 90% tanto em homens
guanto em mulheres na populacdo africana (AFR). Em europeus (EUR) a frequéncia desse SNP
estd invertida, ou seja, o alelo C é o mais frequente. Da mesma forma, para as mutagdes cldssicas
A376G e G202A de troca de aminodcido e com efeitos conhecidamente deletérios para o
transcrito, a frequéncia do alelo G (A376G) é de 33% e 34% e do alelo A (G202A) é 13% e 14% em
homens e mulheres africanos, respectivamente. Notavelmente ndo se observa frequéncia de
nenhuma dessas mutagdes em europeus (0%), o que sugere que uma press3o seletiva na Africa é
responsavel por manter essas mutacdes elevadas, mesmo que danosas, devido ao seu cardter
vantajoso contra a malaria.

Em relagdo a frequéncia dos SNPs no Rio de Janeiro, primeiramente destacamos que nao
houve desvio de HWE em mulheres nos grupos casos e controles (rs1050829 — Controles p=0,16
e Casos p=0,39; rs1050828 — Controles p=1,00 e Casos p=1,00 e rs2472393 — Controles p=0,10 e
Casos p=0,11). A mutacdo rs1050829 (A376G) apresentou frequéncia aumentada de hemizigotos
G- (14%), heterozigotas AG (24%) e homozigotas GG (4%) em casos comparado aos controles,
porém a associacdo nao foi mantida apds a correcdao. No mesmo sentido, a mutacao rs1050828
(G202A), que é a mais rara na populagdo geral, apresentou um aumento de hemizigotos A- (6%)
e heterozigotas GA (15%) nos pacientes em comparacdo aos controles, sem associacdo genética
com a hanseniase apds a atribuicdo dos confundidores sexo e ancestralidade na regressao. Em
relacdo ao SNP intronico rs2472393, observa-se que ha maior frequéncia de homens hemizigotos
T- (44%) e mulheres homozigotas TT (25%) comparado aos controles. Entretanto, essa diferenca

de frequéncia entre casos e controles nao foi suficiente para levar a associacdao desse SNP apds a
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correcdo para sexo e ancestralidade. Os resultados de associacao para os polimorfismos do gene

G6PD estdao resumidamente descritos na Figura 1.1.

Tabela 1.1 - Frequéncia dos polimorfismos do gene G6PD nas popula¢ées do 1000Genomes e no Rio
de Janeiro e associagdao com a hanseniase.

1000Genomes Rio de Janeiro
rs1050829 (A376G) A>G
OR OR
AFR EUR CA co . .
Homens N =319 N =240 N = 308 N =327 (1€ 95%) (1c95%)
p valor p valor*
A- 215 (0.67) 239 (0.99) 264 (0.86) 306 (0.94) ref ref
2.42 1.62
G- 104 (0.33) 1 (0.00) 44 (0.14) 21 (0.06) (1.40-4.18) (0.89-2.92)
0.001 0.10
OR OR
AFR EUR CA co . .
Mulheres N = 342 N = 263 N =163 N = 256 (1C 95%) (1C 95%)
p valor p valor*
AA 147 (0.43) 261 (0.99) 118 (0.72) 217 (0.85) ref ref
2.04 1.19
AG 155 (0.45) 2 (0.004) 39 (0.24) 35(0.14) | (1.23-3.40) | (0.66-2.15)
0.005 0.54
2.75 0.82
GG 40 (0.12) 0 (0.00) 6 (0.04) 4 (0.02) (0.76-9.96) | (0.19-3.51)
0.12 0.79
A 449 (0.66) 524 (0.992) 275 (0.84) 469 (0.92) ref ref
2.02 1.08
G 235 (0.34) 2 (0.002) 51 (0.16) 43 (0.08) (1.09-3.72) | (0.53-2.18)
0.02 0.82
rs1050828 (G202A) G>A
OR OR
AFR EUR CA co . .
Homens N =319 N = 240 N = 309 N =321 (1C 95%) (1C 95%)
p valor p valor*
G- 278 (0.87) 240 (1.00) 292 (0.94) 308 (0.97) - -
1.79 1.27
A- 41 (0.13) 0 (0.00) 17 (0.06) 10 (0.03) (0.80-3.98) | (0.55-2.95)
0.15 0.56
OR OR
AFR EUR CA co . .
Mulheres N =342 N = 263 N = 168 N =258 (1C 95%) (IC 95%)
p valor p valor*
GG 256 (0.75) 263 (1.00) 141 (0.84) 236 (0.91) ref ref
2.07 1.21
GA 78 (0.23) 0 (0.00) 26 (0.15) 21 (0.08) (1.12-3.82) | (0.60-2.43)
0.01 0.58
AA 8(0.02) 0(0.00) 1(0.01) 1 (0.00) 1.67 1.15

123




(0.10- (0.06-19.60)
26.96) 0.91
0.71
G 590 (0.86) 526 (1.00) 308 (0.92) 493 (0.96) ref ref
1.94 1.18
A 94 (0.14) 0(0.00) 28 (0.08) 23(0.04) | (0.87-4.36) | (0.48-2.93)
0.10 0.70
rs2472393 C>T
OR OR
AFR EUR CA co . .
Homens N =319 N =240 N =290 N =123 (1€ 95%) (IC 95%)
p valor p valor*
C- 20 (0.06) 204 (0.85) 162 (0.56) 93 (0.76) ref ref
2.44 1.64
T- 299 (0.94) 36 (0.15) 128 (0.44) 30(0.24) | (1.52-3.92) | (0.97-2.79)
0.0002 0.06
OR OR
AFR EUR CA co . .
Muheres N = 342 N = 263 N =191 N = 230 (1C 95%) (1C 95%)
p valor p valor*
cc 4(0.01) 210 (0.80) 68 (0.36) 119 (0.52) ref ref
1.56 1.11
CT 36 (0.11) 51 (0.19) 76 (0.40) 85 (0.37) (1.01-2.40) | (0.69-1.80)
0.04 0.65
3.1 1.37
T 302 (0.88) 2 (0.007) 47 (0.25) 26(0.11) | (1.79-5.56) | (0.70-2.68)
0.0001 0.34
C 44 (0.06) 471 (0.90) 212 (0.55) 323 (0.70) ref ref
1.89 1.17
T 640 (0.94) 55 (0.10) 170 (0.45) 137 (0.30) | (1.26-2.82) | (0.73-1.86)
0.001 0.49

O dado estd apresentado em frequéncia. Valores em negrito indicam os resultados significativos para p<0.05. Valores ndo
disponiveis (-). Os valores de OR foram calculados baseados nos gendtipos ou alelos de referéncia (ref). Legenda: AFR = Africanos;
EUR = Europeus; CO = Controles; CA = Casos e IC = Intervalo de confianga (95%).

* OR (Odds Ratio) e P-valor adjustado para as covaridveis sexo e ancestralidade.
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Figura 1.1 — Valores de Odds ratios (OR) e intervalos de confianga (95%) para a associa¢do entre os
polimorfismos do gene G6PD e a hanseniase. A — Valores de OR ndo ajustados e B — Valores de OR
ajustados para sexo e ancestralidade. H = Homens e M = Mulheres. Em vermelho e rosa estdo destacados
os valores de OR com p valores significativos (p<0.05) e borderline, respectivamente. Os maiores intervalos
de confianga ocorreram para comparagées em que ha frequéncia muito baixa ou zerada entre um dos

grupos.

1.2 — Anélise de LD entre os polimorfismos do gene G6PD

A fim de observar o padrdo de segregacdao das variantes de G6PD selecionadas nesse
estudo, comparamos o perfil de LD entre as popula¢des europeus e africanas do 1000Genomes,

os controles e casos do Rio de Janeiro e as coortes do Epigen (Figura 1.2). Em geral, as variantes
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estudadas ndo estdo em um bloco em LD nas populagGes avaliadas. Em A, a frequéncia das
variantes rs1050829 e rs1050828 em europeus é muito baixa e o LD é inexistente entre elas e o
rs2472393. Em africanos, existe um baixo LD entre rs1050829 e rs1050828, e em geral as
variantes segregam independentemente. J4 em B, casos e controles apresentam um LD
moderado entre os SNPs rs1050829 e rs1050828, perfil que também é observado nas populagées
do Epigen, em C. Assim, concluimos que o rs2472393 tem segregacdo independente em relacao
aos SNPs exOnicos rs1050829 e rs1050828, que por sua vez apresentam um desequilibrio

moderado na populagao brasileira, diferente do observado em europeus e africanos.
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Figura 1.2 — Desequilibrio de ligacdo entre os SNPs da regido do G6PD nas popula¢des do 1000Genomes
(A), Rio de Janeiro (B) e Epigen (C). Os losangos apresentam o valor de r? uma escala de branco a preto:

branco — LD fraco (r’<50); cinza — LD moderado (50<r%<70) e preto — LD forte (r>>70).
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2 — Analise funcional

2.1 - Comparagao entre os gendtipos das mutacoes em G6PD e as dosagens séricas

Independente da auséncia de associagdo do G6PD com a suscetibilidade a hanseniase,
comparamos as variantes genéticas com os ensaios funcionais objetivando correlacionar o efeito
das mutagdes A376G e G202, que sabidamente alteram a atividade da enzima, no nosso modelo
de estudo. Inicialmente, realizamos a comparac¢do das dosagens de ferro, ferritina e haptoglobina
com o0s genodtipos das variantes rs1050829 (A376G) e rs1050828 (G202) a fim de avaliar uma
correlagdo funcional gendtipo-fendtipo. A Figura 1.3 mostra que, para a variante rs1050828
(G202) (A), ndo observamos diferencas expressivas para as dosagens entre os genodtipos
homozigotos GG e heterozigotos GA em mulheres e homens hemizigotos G- e A-. Para o
rs1050829 (A376G) (B), também nao foi visto diferenca para o ferro sérico e ferritina entre os
genotipos homozigotos AA e heterozigotos AG no grupo das mulheres e em homens hemizigotos
A- e G-. Ja para a haptoglobina, apesar de a diferenca ndo ser expressiva, pontuamos um aumento
dos niveis dessa proteina em mulheres heterozigotas para a mutacdo em compara¢dao com as
homozigotas selvagens AA. Em homens, entretanto, os carreadores do alelo mutante
(hemizigotos G-) apresentaram uma leve diminui¢do da haptoglobina em vista dos selvagens
(hemizigotos A-). Essa diferenca pode ter ocorrido devido ao N amostral. Por fim, concluimos que
as mutagdes de G6PD nao afetam significativamente os niveis de ferro, ferritina e haptoglobina

em individuos sadios.

127



A Mulheres Homens Mulheres Homens Mulheres Homens
. . .
2004
3004
L]
400 g o
= _ - )
:27, 150 3‘5. E, o
3 E 3 2007 : .
5 g ° 2
2 1004 . £ ! ™
5 g 2004 - £ ?
= . £ 100+
® o
. o L ]
04 04
GG GA AA G- A- GG GA AA G- A- GG GA AA G- A-
rs1050828 rs1050828 rs1050828
B Mulheres Homens Mulheres Homens Mulheres Homens
a ° e
2004
3001 L
.
= _ 4004 3 .
3 150+ = > .
Es ~ E o .
‘é’ ¢ E o 200 1
: . g . 2
s 1004 . £ . %
b 2L 2004 . ‘é_ .
= . T 1004
. L] i
501 %
o
.
04 - 04
GG GA AA G- A- GG GA AA G- A- GG GA AA G- A-
rs1050829 rs1050829 rs1050829

Figura 1.3 — Niveis de ferro sérico, ferritina e haptoglobina por SNP do gene G6PD em individuos sadios.
As caixas dos boxplots representam o primeiro e o terceiro quartil e a linha central a mediana dos niveis
séricos ajustados para idade e sexo por regressdo linear. A — QuantificacGes entre individuos saudaveis

para o rs1050828 (G202A); B — Quantificagdes entre individuos saudaveis para o rs1050829 (A376G).

2.2 — Impacto funcional das variantes de G6PD na infec¢do pelo M. leprae

Dado que resultados anteriores do grupo demonstraram que a via da G6PD tem
importancia no processo de infeccdo pelo M. leprae uma vez que células de Schwann infectadas
com o bacilo aumentam a expressao de G6PD e de enzimas reguladores dessa via. Logo, mesmo
gue nenhuma associacdo significativa tenha sido observada no estudo caso-controle do Rio de

Janeiro para as variantes desse gene e a hanseniase, o proximo passo foi comparar as variantes
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de “risco” com as caracteristicas funcionais. Entende-se como variantes de risco aquelas em que
a mutacdo esta atrelada a alteracdo na funcionalidade da enzima. Assim, em vista da importancia
funcional bem caracterizada das variantes A376G e G202 na atividade da enzima glicose-6-
fostato-desidrogenase, exploramos a expressao génica e a atividade enzimdatica entre homens e
mulheres sadios carreadores e nao carreadores dessas mutagdes.

Inicialmente, uma andlise de microarranjo em larga-escala desenvolvida pelo Instituto
Lauro Souza de Lima (ILSL) avaliou o perfil da expressao génica em mondcitos de individuos sadios
do municipio de Bauru 48 horas apds o estimulo com M. leprae (MOI 10:1). O resultado desse
microarranjo foi acessado para avaliar a modulacdo da expressdo de genes relacionados ao
metabolismo de ferro apds a infecgao, como PKLR, G6PD, HFE, HMOX, FTL, HP, entre outros, e se
encontram em ANEXO | (comunicacdo pessoal com a Dra. Ana Carla Pereira — dados ndo
publicados). Na Figura 1.4 A, demonstramos que hda um aumento na expressao de G6PD nas
células estimuladas na populacdo de Bauru. Em B, observamos o mesmo padrao de expressao do
gene G6PD, de forma significativa, apds a infeccdo em mondcitos primdrios derivados de
individuos sadios do Rio de Janeiro, corroborando o achado anterior. Comparando entre as
mulheres homozigotas e heterozigotas para as mutag¢Oes da variante A-, em C, observamos que
ha um aumento da expressdo de G6PD, embora nao significativo, e ndo detectamos diferenca da
expressao baseado no genétipo. Ja em D, é possivel observar que o aumento da expressdo de
G6PD ocorre na presenca da variante A- em homens, independentemente da infec¢do. Ou seja,
no caso dos homens, a prépria célula estimula a expressdo do gene G6PD como um mecanismo
compensatdrio da presenca da mutag¢ao. Dado que os homens possuem um alelo Unico para a
mutacdo, esse género tem maior chance de expressar o fendtipo, justificando o resultado
significativo nesse grupo.

Além da expressdo de G6PD aumentada, mondcitos estimulados com M. leprae apds 48h
de infeccdo também induzem o aumento da atividade enzimatica da G6PD de forma significativa,
como é observado em F. Por ultimo, em G, tentamos identificar se a alteracdo na atividade
também poderia estar atrelada a presenca das mutacOes (variante A-). Entretanto, ndo é
observado diferenca significativa da atividade da enzima a nivel de gendtipo. Ressaltamos que a
tendéncia de diminuicdo da atividade enzimatica nos homens que carreiam a variante A- (G-/A-)

vai de acordo com a literatura, ja que essas mutagdes sdo descritas como potentes redutoras da
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atividade da enzima. Porém, um estudo com um maior N amostral é necessario. Com isso,
concluimos que a infeccdo pelo M. leprae estimula tanto a atividade da G6PD quanto a expressao

de G6PD, e essa também é maior nos homens carreadores da variante A-.
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Figura 1.4 — Expressao do gene G6PD e atividade enzimatica em mondcitos de infectados com
M. leprae. A — Mondcitos primarios de individuos sadios de Bauru (SP). A a expressdo do G6PD foi
guantificada 48 horas apds a infeccdo (MOI 10:1) (dados em preparacdo para o manuscrito). B — As células
foram coletadas de individuos do Rio de Janeiro (RJ) e a expressado analisada 48 horas apéds a infecgdo (MOI
50:1). C— Expressdo de G6PD em mulheres homozigotas selvagens (AA/GG) e heterozigotas (AG/GA) para
as mutagbes G202A/A376G; D — Expressdo de G6PD em homens hemizigotos (A-/G-) selvagens e
hemizigotos (G-/A-) para as mutagGes G202A/A376G. E — Atividade da G6PD em mondcitos de doadores
homens sadios apds 48h de infec¢do com M. leprae. F — Atividade da G6PD em homens hemizigotos (A-
/G-) selvagens e hemizigotos (G-/A-) para as mutacGes G202A/A376G. A comparagdo entre os controles e
os infectados foram realizadas utilizando o tete de Wilcoxon (*p<0.05) e entre os grupos de gendtipos a
comparacdo utilizou o teste de Mann-Whitney (*p<0.05). Os dados dessa figura foram partilhados com o
estudo de Medeiros, 2018 (288) (o manuscrito com primeira autoria compartilhada se encontra em ANEXO

).
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Capitulo V

Discussdo e Conclusoes
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1. DISCUSSAO

Ao longo desse trabalho, discutimos como as relagdes evolutivas entre patdgeno-
hospedeiro moldam o padrao de variabilidade genética humana e influenciam na diversidade de
fendtipos observados na natureza e na suscetibilidade a doengas complexas. Levantamos a
hipdtese de que eventos evolutivos passados, como a selecdo de variantes genéticas que
promovem resisténcia a infec¢ao pelo Plasmodium sp., deixam “assinaturas” no genoma que sao
propagadas ao longo das geragOes. Tais variantes genéticas, contudo, manifestam um fendtipo
ndo muito atraente do ponto de vista de um individuo sadio, ja que o preco da resisténcia muitas
vezes é o desequilibrio de alguma via metabdlica ou a disfuncdo de estruturas celulares. Esse é
um aspecto interessante da selecdo natural, que atua moldando os fenétipos que sdo possiveis,
mas que nem sempre sdo os mais desejaveis. No caso da malaria, o efeito protetor tange a
imperfeicdo das células vermelhas e a deficiéncia de enzimas metabdlicas cruciais a
sobrevivéncia, mas que, em contrapartida, garante a sobrevivéncia do individuo no ambiente
hostil. Essa via evolutiva de perda e ganho é o que denominados de trade-off, e na auséncia de
uma tradugao adequada, o termo serd expresso como “mecanismo evolutivo compensatorio”.

Evidéncias acerca da provavel presenca dessas assinaturas de selecdo em genes que
regulam enzimas eritrocitarias, como o gene PKLR e o G6PD, estao demonstradas nas populacées
africanas endémicas para a maldria. O déficit funcional provocado em individuos com esses genes
“assinados” é a chance de ocorréncia de anemias hemoliticas. Alguns patégenos intracelulares
capturam o ferro proveniente do heme, que por sua vez é liberado em eventos de hemdlise.
Portanto, sugerimos que variantes genéticas selecionadas para a resisténcia a patégenos na Africa
podem levar a suscetibilidade a microrganismos intracelulares, como as micobactérias. Essa
hipotese é endossada pela estrutura genética da populacdo brasileira, que carreia seguimentos
gendmicos provenientes de trés populagdes ancestrais, incluindo os africanos. Sendo possivel
detectar os alelos de resisténcia a maldria em brasileiros, os genes PKLR e G6PD seriam bons
candidatos ao estudo de doencas provocadas por micobactérias e que sejam prevalentes no
Brasil, como a hanseniase e tuberculose.

As variantes genéticas dos genes PKLR e G6PD estudadas nesse trabalho sdo descritas

como protetoras para a maldria em africanos, populacdo que é endémica para a maldria ha
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milénios (66—68,77,78,294,295). Essas variacGes sdo encontradas em regidoes brasileiras nao
acometidas pela malaria. Ademais, como a populacao brasileira € muito recente, apresentando
cerca de 500 anos, ainda nao ocorreu tempo suficiente para gerar alteragdao no padrao genético
da populacdo devido a selecdo natural. Nesse aspecto, considerando o histérico de miscigenacdo
brasileira, essas variantes genéticas assinaladas no genoma da nossa populagdo é fruto da
migragao dos africanos ao territdrio brasileiro. Assim, considerando que essas variantes sao
“africanas”, quanto maior a porcentagem de africanos na populac¢do brasileira de estudo (como
Rio de Janeiro e Salvador), maior a chance de detec¢do desses polimorfismos. Vale ainda ressaltar
gue devido a elevada ancestralidade africana nos casos de hanseniase do Ambulatério Souza
Araujo em comparagao aos controles do Rio de Janeiro, provenientes de banco de doadores de
medula dssea, um aumento consideravel na frequéncia desses polimorfismos é esperado nos
pacientes. Por conta disso, afim de evitar associagcdes genéticas espurias com a doenga, a
ancestralidade genética foi considerada como varidvel de ajuste, juntamente com o sexo e a idade
(quando o dado se encontrava disponivel), na regressao logistica das populagdes do Rio de Janeiro

e de replicagao.

1.1 - Suscetibilidade do gene PKLR as doeng¢as micobacterianas

O cenario ideal para os estudos em genética humana seria conhecer em nivel molecular
cada individuo e os determinantes genéticos de cada traco fenotipico. Em vista de inviabilidade
dessa abordagem, especialmente em doenc¢as complexas, busca-se caracterizar e agrupar
individuos semelhantes e desenvolver métodos para comparar esses grupos. A relevancia dessa
estratégia é o aumento da acuracia dos genes identificados como possiveis preditores de risco
da doenca em estudo (259,271). A associacdo genética do gene PKLR com as doencas
micobacterianas foi desvendada na popula¢do do Rio de Janeiro e Mogambique anteriormente
(293). Porém, os ajustes aplicados na correcdo do modelo de associagdo da populacdo do Rio de
Janeiro basearam-se no sexo e etnia. Em vista de um estudo paralelo do nosso grupo que
identificou diferencas a nivel de ancestralidade global entre os pacientes de hanseniase acolhidos
no Ambulatério Souza Araujo (FIOCRUZ) e os controles do banco de sangue do INCA (292), fez-

se necessario revisitar a andlise de associacdo desse gene. O grupo dos pacientes apresenta uma
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porcentagem de ancestralidade similar ao encontrado para a populacdo de controles do Rio de
Janeiro, como em Manta e colaboradores, 2013 (279). Assim, o diferencial entre os grupos se
deve a selecdo dos controles provenientes de banco de doadores de medula dssea, que
provavelmente sdo moradores de outras regidoes geograficas da grande cidade do Rio de Janeiro.
Os controles ideais, nesse caso, poderiam ser os individuos habitantes das vizinhangas dos
pacientes, como os contatos domiciliares que ndo adoeceram. Os controles do banco de sangue
de Salvador (Hemoba) ndo apresentaram essa diferengca em relagao aos casos de hanseniase.
Dessa forma, na tentativa de lapidar a associagdo do gene PKLR com a hanseniase no Rio de
Janeiro, sabendo-se da diferenca entre casos e controles, aplicamos o ajuste por ancestralidade
gendmica no modelo de associagdo na regressao logistica. Apesar da potencial perda de poder
da andlise, a associacdo foi mantida, confirmando a relacdo do gene PKLR com a suscetibilidade
a hanseniase no Rio de Janeiro.

Antes de abordar as peculiaridades da associacdo do gene PKLR nas populacbes de
replicacdo, consideragdes sobre o histérico de cada populagdo sdo ponderadas. Rio de Janeiro e
Salvador sdo as populagdes brasileiras que apresentam a maior ancestralidade africana,
condizente com o histérico demografico ocorrido entre elas (279,296,297). Salvador foi capital
do Brasil por 214 anos até a sede ser alterada para o Rio de Janeiro. Ambas as cidades possuiam
os principais portos por onde chegavam os navios negreiros, e, juntas, enviaram mais viagens de
escravos do que qualquer outro porto da Europa (246,298). Manaus e Rio Branco, em
contrapartida, apresentam uma maior contribuicdo europeia e nativo-americana. Curiosamente,
considerando que Manaus é uma capital de importancia econémica central no Norte e que
apresenta fluxo de imigrantes de outras regioes do Norte e do Nordeste, a ancestralidade nativo-
americana foi maior do que a esperada e observada em outros estudos (279). Rondondpolis teve
a ancestralidade examinada pela primeira vez nesse trabalho, e, em geral, se aproxima da
encontrada no Rio de Janeiro, com a excec¢do de que ha maior contribuicdo nativo-americana,
como descrito em outros estudos para a regido Centro-Oeste. No geral, o perfil de ancestralidade
identificado nesse estudo estd de acordo com os estudos prévios em relacdo as diferentes
regides brasileiras descritas na literatura (299).

A replicacdo da associacdo do gene PKLR com as doencgas micobacterianas, observada

inicialmente no Rio de Janeiro e em Mocambique, foi confirmada em Salvador, mas ndo em
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Manaus e Rondondpolis. Rio de Janeiro e Salvador sdo as populagdes brasileiras que apresentam
a maior ancestralidade africana, condizente com o histdrico demografico ocorrido entre elas
(279,296,297). Portanto, por observamos que a associacao genética do PKLR é detectada em
populacdes com maior ancestralidade africana, o que corrobora a nossa hipdtese ja que os
polimorfismos estudados sdao prevalentes em populagdes africanas, sugerimos que a associagao
de suscetibilidade do PKLR é dependente da ancestralidade. Nesse caso, descrevemos a
ancestralidade local, no nivel do /oci, ou seja, a associagao serd detectada quanto mais “africano”
€ o seguimento genodmico do PKLR. E, nesse caso, hd maior chance de encontrar ancestralidade
local africana em individuos que apresentam maior ancestralidade global africana. Isto é, quanto
maior o componente africano na populagao, maior a chance de identificar a associa¢ao. Por outra
perspectiva, discute-se que a correcdo por ancestralidade pode minimizar a associacdo de genes
dependentes de ancestralidade, exaltando ainda mais os estudos de replicagdo em populagdes
independentes na intencdo de compreender a associacao.

O estudo em populagdes miscigenadas tem muito valor em genética de popula¢des. Em
primeiro lugar, porque a maior porcentagem de trabalhos na literatura prioriza investigacdes em
populacdes com ancestralidade europeia (300). Europeus, contudo, representam um quinto da
populacdo humana. Sabe-se que as variantes de risco variam profundamente entre populacdes
devido as diferencas na deriva genética, ao padrao de LD entre os marcadores causais e os alelos
neutros, e ainda a relagdo com o ambiente ou a outros modificadores genéticos que ampliam o
efeito de uma variante causal em uma populacdo e ndo em outra (257). Portanto, o estudo em
europeus restringe o apuramento das variantes causais em doencas complexas em outras
populacdes do mundo. Em segundo lugar, a distribuicdo das doencas difere ao redor do mundo.
Paises em desenvolvimento com caracteristicas tropicais sdo endémicos para doengas nao
frequentes em europeus. Portanto, estudos em europeus nem sempre refletem a descoberta de
variantes causais que possam auxiliar para formula¢ao de vacinas, métodos diagnéstico, melhora
de tratamento para os agravos mais recorrentes no pais. O Brasil ocupa um lugar privilegiado no
tocante a diversidade, refletindo a concentracdo de popula¢des milenares que se misturaram ao
longo dos ultimos 500 anos em um Unico territério, criando um padrdo genético que envolve
variantes presentes em quase todo o mundo. Assim, o estudo no cenario brasileiro pode trazer

novidades ainda ndo exploradas na drea da genética humana.
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A relevancia do PKLR no desenvolvimento da hanseniase ainda foi corroborada pela
associacdo dos SNPs rs1052176, rs4971072 e rs11264359 na populagdo Chinesa Han do estudo
GWAS de Zhang e colaboradores (2009), como visto na Tabela 1.1 dessa se¢do. Os dados desse
estudo pan-genémico estdo disponiveis para acesso no banco dbGAP do NCBI (numero de
acesso: phs000217.pha002872). Nessa populacao, o alelo T do rs1052176 foi associado com a
hanseniase na dire¢do de risco (Alelo G— OR=0,78 e p=0,01), como observado no Rio de Janeiro.
J4 0s SNPs rs4971072 e rs11264359 sugerem uma associacao de protec¢do para o alelo G com a
hanseniase (Alelo G — OR=0,81; p=0,04 e OR=0,82; p=0,06, respectivamente), ao contrdrio do
visto no Rio de Janeiro. A associacdo de alelos opostos de locus bialélicos com a mesma doenca,
o que é denominado associacdo “flip-flop”, pode parecer confusa quando avaliada em
populacdes similares e normalmente sdo consideradas espurias. Porém, esse tipo de associacdo
pode ocorrer em populacbes diferentes, como é o caso das popula¢des brasileira e asiatica, e
indicar efeitos heterogéneos da mesma variante devido as diferencas na arquitetura genética da
populacdo, ao perfil de LD e ao ambiente ao qual essas populagdes sdo expostas (301). Sugerimos
qgue o rs1052176 apresenta-se como o principal SNP associado com a hanseniase, pois além de
estar em regido codificante, foi o Unico em que o alelo T foi associado ao risco tanto na populagao
do Rio de Janeiro, quanto em Salvador, Mocambique e China. Assim, concluimos que a replicacdo
da associacdo genética com valores de OR moderados entre as populacdes indica que o PKLR

exibe um papel modesto, mas relevante na suscetibilidade a hanseniase.

Tabela 1.1 — Associacdo do gene PKLR com a hanseniase na populacdao de Chineses Han de Zhang e

colaboradores (2009).
Chineses Han (GWAS - Zhang, 2009)
SNP Alelo 1 Alelo 2 OR (Alelo 2) p valor
rs1052176 T G 0.78 0.01
rs4971072 A G 0.81 0.04
rs11264359 A G 0.82 0.06

Em negrito se encontram os valores significativos (p<0.05).

O paradigma do estudo genético em doencas infecciosas vem ganhando novas vertentes
conforme os estudos em diferentes modelos sdo desvendados. Até os anos 90, postulava-se que

imunodeficiéncias monogénicas raras levavam a suscetibilidade a multiplas infeccbes (hipotese
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“um gene, multiplas infeccdes”) enquanto as doencas infecciosas comuns estavam relacionadas
com modelos de heranca poligénica de varios genes (hipotese “uma infeccdo, multiplos genes”).
Atualmente, também é aceita a hipdtese “um gene, uma infec¢do”, que descreve a existéncia de
um grupo primdrio de imunodeficiéncias que predispde a uma Unica infeccdo e que,
paralelamente, as doengas comuns refletem a heranga de um ou poucos genes principais de
suscetibilidade (do inglés, major susceptibility genes) (302). Essa ultima hipdtese ganhou forca em
estudos recentes em que mutagdes raras em genes do eixo IL-23/IFN-y que provocam
imunodeficiéncias relacionadas a producdo de citocinas aumentam a suscetibilidade a
micobactérias ambientais avirulentas, ou MDMS (do inglés, Mendelian susceptibility to
mycobacterial disease), e a tuberculose. Nesse contexto, é provavel que os fendtipos complexos
sejam regulados tanto por variantes comuns, com frequéncia acima de 5% (hipdtese “doenca
comum, variantes comuns”), quanto por variantes raras (hipdtese “doenga comum, variante rara)
gue podem ser consideradas principais no desencadeamento das doencas observadas nas
populac¢des (303,304).

Dentro do modelo da hanseniase, acredita-se que poucos genes tém papel central para a
incidéncia da doenga, enquanto outros exercem influéncia sutil (305). O gene PKLR apresenta-se
como um candidato em que polimorfismos com frequéncias intermedidrias estao relacionados
com um valor de OR modesto (1,2 a 1,7) para a associacdo com a hanseniase. Essas variantes de
efeito sutil podem funcionar como preditores de risco juntamente com os marcadores prévios
identificados. Porém, o desdobramento funcional dos polimorfismos no PKLR ndo foi totalmente
desvendado nesse estudo, o que prejudica extrapolar a importancia central ou ndo desse gene
na doenca. Embora a comparacdo das quantificagcdes séricas entre homens e mulheres tenha
sugerido que o gendétipo de risco TT paregca modular os niveis de ferritina e haptoglobina, ndo
observamos alteracdes expressivas. Entretanto, ressalta-se que os niveis de ferro sdo modulados
por diversos fatores como exercicio fisico, alimentacao, tabagismo, além de outros genes que ndo
foram considerados nas analises (306). Além disso, o aumento na contagem de reticuldcitos (onde
a atividade da enzima é aumentada em relacdo a hemacias maduras) pode compensar uma
possivel alteracdo enzimdtica nas hemacias (28). Outro ponto é que como os polimorfismos
associados com a hanseniase tém frequéncia elevada na populacdo, a probabilidade de um efeito

funcional ser expressivo em soro é baixa. Portanto, a sugestdo de alteragdes sutis provocados
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pela presenca do gendtipo de risco corrobora a hipotese genética identificada, apesar de mais
estudos com um N amostral maior seja necessario.

A partir de um estudo do nosso grupo publicado por Barbosa e colaboradores em 2017,
ficou claro a dependéncia do ferro para o M. leprae na forma mais grave da hanseniase. Nesse
estudo, identificamos um maior depdsito de ferro e menor expressao de ferroportina
(relacionada com o efluxo de ferro) em pacientes lepromatosos (LL), além do aumento da
expressao de proteinas envolvidas com o metabolismo de ferro (hemoglobina, haptoglobina,
heme-oxigenase 1, receptor de transferrina 1 e do receptor CD163). Além disso, foi visto que a IL-
10 pode modular a expressdao de CD163, aumentando a captacdo de ferro e favorecendo a
persisténcia do M. leprae em pacientes LL em comparacdo aos pacientes BT (180,182). E provavel
gue algumas dessas alteracdes fisioldgicas possam ser acentuadas devido a presenca do hapldtipo
de risco T/G/G e melhor “visualizadas” a nivel celular em ensaios in vitro. A hipotese a qual associa
a relacdo das proteinas reguladoras de ferro com o haplétipo de risco associado com a

suscetibilidade a hanseniase esta representada na Figura 1.1.
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Figura 1.1 — Modelo proposto para o mecanismo de sobrevivéncia micobacteriana em individuos

carreadores dos diferentes haplétipo do gene PKLR. O esquema ilustra a possivel via que promove o
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aumento dos niveis de ferro e, consequentemente, a persisténcia de M. leprae em mondcitos e
macrofagos. Supomos que carreadores do hapldtipo T/G/G possam apresentar algumas hemacias com
menor meia-vida e que, consequentemente, tenham maior chance de hemdlise. Devido a liberacdo de
hemoglobina (Hb), a haptoglobina (Hp) pode se encontrar levemente aumentada. O complexo Hp-Hb
internaliza o heme nos macréfagos via CD163. A enzima heme-oxigenase 1 (HO-1) cliva o heme em
bilirrubina, CO e ferro, que é armazenado em ferritina. O mecanismo descrito ocorre em homeostase para
evitar que o ferro livre provoque estresse oxidativo no interior das células. No entanto, sugerimos que
esse mecanismo é aprimorado nos carreadores das variantes de risco para “sequestrar” ferro, levando a

uma vantagem para o crescimento micobacteriano.

Em geral, a maioria dos estudos de associa¢ao, e principalmente os GWAS, revelam que o
controle da suscetibilidade a hanseniase estd intimamente ligado a variantes de pequeno efeito
(OR<1,5). Contudo, a maioria dos efeitos funcionais dessas variantes identificadas permanecem
sem explicagao. Aproximadamente 90% das variantes associadas ocorrem em sitios fora das
regides codificantes do gene (45% em regides intronicas, 43% em regides intergénicas), o que
sugere a provavel chance de muitas delas atuarem como agentes reguladores (307). Alinhado ao
fato de que a maioria das variantes em estudos de associacdo ndo sdo relacionadas com
mudangas na proteina, outras alteragdes funcionais sdo possiveis, principalmente para
polimorfismos em regiGes regulatérias que podem modificar a expressdo génica. Além da
expressao, as variantes podem também alterar o splicing, alguns RNAs ndo codificantes
(microRNAs) e a estabilidade do RNAm (308). Nesse estudo, a hipdtese de que os SNPs estudados
funcionam como cis-eQTLs, diminuindo a expressdao do gene PKLR, traz uma explicacdo para o
fenbmeno genético observado. Entretanto, esse dado baseou-se na expressao em nervo tibial
somente (no painel do GTEXx), pois o indice de deteccdo da expressao do gene PKLR é baixo em
outros tecidos, e entdo o estudo das variantes eQTLs nesse gene apresentam dificuldades.
Contudo, os dados em nervo sao interessantes uma vez que o M. leprae tem predilecao por
nervos periféricos. Na tentativa de replicar o achado observado em nervo, utilizamos amostras
de sangue total provenientes de pacientes com hanseniase e individuos sadios a fim de
correlacionar os SNPs com a expressdao dos genes PKLR, FTL (ferritina) e HP (haptoglobin), mas
encontramos dificuldade na deteccdo da expressdo do gene PKLR em sangue total e essa
abordagem do estudo precisa ser melhor avaliada (ANEXO Il). Ainda, outras modificacdes
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fisiologicas sdo passiveis de ocorrer. Analises computacionais para avaliar o efeito de SNPs n3o-
sinbnimos, como o rs1052176, nos transtornos de células vermelhas mostraram que esse SNP
pode alterar a transcricao devido a modificagdes no sitio de ligagdo ao ribossomo (309). Por fim,
recentemente, os SNPs rs8177970 e rs8177963 (excluido nos filtros de MAF para sele¢do de SNPs
desse estudo) foram correlacionados com a deficiéncia da PK devido a alteragdes no splicing
(310).

Apesar do papel funcional dos SNPs associados com a hanseniase ainda nao serem
totalmente decifrados, a relevancia genética do gene PKLR com a hanseniase e tuberculose,
apresentados neste estudo, podem contribuir para uma expansdao do modelo atual de
suscetibilidade genética as doencas micobacterianas, ao permitir a inclusdo de um novo gene que
participa do mecanismo de suscetibilidade a doenca. A implicacdo futura desse estudo é a
definicdo de um painel de marcadores de suscetibilidade util no valor preditivo para o
desenvolvimento da hanseniase, que podera ser implementado no acompanhamento clinico de

contatos domiciliares.

1.2 — Pegadas de seleg¢do nos genes PKLR e G6PD

A identificacdo de marcadores alvo de selecdao natural pode ser informativo para
identificar alelos de risco associados a doencas (2,311). A frequéncia elevada do hapldtipo de risco
do PKLR em casos de Salvador, Rio de Janeiro, Mogcambique e africanos do 1000Genomes em
relacdo aos grupos controles e europeus, sugere a presenca de “hapldétipos africanos” associados
com a doenga. Essa motivacao nos levou a investigar assinaturas evolutivas na regidao do gene
PKLR. A partir de 2010 as primeiras descri¢des da prevaléncia de mutagdes de deficiéncia da PK
em populacdes africanas como Mogambique, Angola, S3o Tomé e Principe, Guiné Equatorial, e
Cabo Verde comegaram a surgir. Machado e colaboradores suspeitaram de possiveis marcas de
selecdo na regido do gene PKLR baseado na maior diferenciacdo de SNPs e STRs (microssatélites)
entre africanos de regiGes endémicas (Mocambique e Angola) e portugueses comparado a
marcadores neutros. Além disso, uma regido gendmica ampla em alto LD foi vista no grupo de
maldria ndo grave, mas ndo no grupo de maldria grave, reforcando que a malaria pode estar

exercendo pressdo seletiva sobre a regido do gene PKLR (66—68). Em 2015, o grupo do Dr. Philippe
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Gros, pioneiro na demonstragao de que as mutagdes no gene PKLR protegem contra a maldria
em modelo murino e in vitro (63,64), avaliou um longo hapldtipo de variantes prevalentes em
popula¢cdes endémicas da maldria em Senegal e na Tailandia, porém nenhuma abordagem
evolutiva foi aplicada (69). Além da selecdo natural, os eventos demograficos (deriva, fluxo
migratério e dinamica populacional) também regulam as frequéncias alélicas do genoma, e,
portanto, o fendbmeno de selecdo natural somente é corroborado quando evidenciado por
diferentes testes (30). Assim, nesse trabalho, exploramos algumas metodologias para detec¢ao
de selegdao na regidao do PKLR, porém, apesar dos dados serem consistentes com a hipdtese
formulada, as analises ndo foram conclusivas para afirmar a presenca de pegadas de selecdo no
gene.

Além das suposicdes prévias da literatura, o primeiro indicio de que a regido poderia ser
alvo de selecdo foi a grande diferenca alélica dos polimorfismos estudados entre europeus e
africanos. A frequéncia desses SNPs se encontra invertida entre essas popula¢des. Entdo,
objetivando detectar desvios de neutralidade na regido do gene, inicialmente realizamos a analise
de Tajima D. No modelo neutro de selecdo, as frequéncias alélicas flutuam de forma aleatéria e
nao influenciam no fitness do individuo. Sob sele¢dao positiva, ha diminuicdo da variabilidade
genOmica ligada ao alelo selecionado, o que é chamado de sweep (ou varredura) seletivo. Uma
menor diversidade nucleotidica é observada assim como um excesso de variantes raras,
provocadas pelo “efeito carona” ao redor do alelo que tende a fixacdo (34,51). Assim, nossos
dados ndo apontam para a ocorréncia de selecdo positiva na regido do PKLR, pois apesar de
observarmos um grande bloco em LD com o gene adjacente, nado foi visto excesso de alelos raros.
A anadlise de Tajima D também ndo aponta para a ocorréncia de selecdo positiva na regido. A
maioria das janelas de 1000pb apresentam valores positivos, sugerindo a ocorréncia de selegao
balanceadora. Outro ponto que corrobora a possivel ocorréncia desse ultimo regime seletivo é a
grande densidade de alelos com frequéncia intermediaria (%), em vez da predominancia de alelos
raros, como esperado inicialmente para selecdo positiva.

Em seguida, realizamos a andlise de Fst outlier, uma abordagem muito utilizada para
averiguar diferenciacdo elevada de SNPs entre duas populac¢des, que pode indicar selecdo. Entre
europeus e africanos, hd SNPs que sdo extremamente diferenciados, como é o caso do SNP

rs4971072 do gene PKLR (frequéncia de 0,9 numa populacdo e praticamente ausente na outra).
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O fato de alguns SNPs serem mais diferenciados do que o resto dos SNPs da regido gendmica é
indicativo de que eles estiveram sob selecdo. Entretanto, como a diferenciacao de variantes pode
estar atrelada a deriva genética, é recomendado avaliar o indice de Fsr em janelas de SNPs, pois
espera-se que a selecdo altere a frequéncia de um conjunto de variantes ao invés de uma somente
(51). Nos dados, apesar do SNP rs4971072 ser um outlier para a analise e 0 rs11264359 apresentar
um valor préximo ao quartil de 90%, os valores por janelas ndo ultrapassam o limite para ser
considerada uma janela outlier. Portanto, embora a andlise apresente uma dire¢do, nao foi capaz
de identificar intervalos de SNPs com diferenciagdo extrema que justifiquem a ocorréncia de
selecao.

Ja a analise de homozigosidade haplotipica entre populagdes, o xpEHH, trouxe resultados
interessantes. Apesar da varredura de sele¢cdo ndo ocorrer sobre o gene PKLR, um grande bloco
em LD foi observado entre os SNPs dos genes HCN3 e PKLR. Nesse aspecto, caso alguns dos SNPs
no gene HCN3 desempenhem papel regulatdrio no gene PKLR, o sinal de selecdo poderia ser uma
explicacdo inicial. Segundo o projeto GTEx (312), as variantes sob selecao no gene HCN3 sdo eQTLs
relacionado ao PKLR, confirmando a correlacdo entre esses dois genes. Além disso, o gene HCN3
codifica um canal vontagem-dependente de transporte de ions sddio e potassio que é muito
expresso em células precursoras de eritrdcitos. Os polimorfismos nesse gene sdo candidatos a
selegao pela maldria no trabalho de Machado e colaboradores, onde foi visto uma alta taxa de
heterozigosidade nesse gene relacionado com um fenétipo clinico de maldria na populagao de
Angola (67). O questionamento levantado a partir desses resultados é: por que o sinal de selecao
vem atuando em um gene adjacente? A resposta nao é facil de se delinear. Especulamos que
devido a importancia do gene PKLR na fisiologia humana, altera¢cées no loci genético podem ser
danosas, enquanto as variantes em um gene adjacente podem exercer efeitos mais suaves no
gene a favor da selecdo.

O tamanho da regido afetada pelo sweep depende da forga da selecdo e da velocidade em
gue o alelo selecionado alcanca a frequéncia elevada. Geralmente, sweeps rapidos atingem
grandes regides (estima-se que uma vantagem seletiva de 1% leva a varredura de uma regido de
600 Kb). Nesse caso, aumenta-se a chance de deteccdo de selecdo, porém, dificulta a identificacdo
do alelo causal (31). No nosso caso, observamos um sweep parcial, pois a regido afetada é

limitada a menos de 30 SNPs. Outro aspecto curioso é que o sweep parcial identificada no
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HCN3/PKLR direciona o sinal para a selecdo na Europa, e ndo na Africa, como inicialmente
pensado. Isso torna a compreensao das assinaturas de selecdo no gene ainda mais complexa.
Ainda, no dataset de Gouveia e colaboradores, apesar do sinal de sele¢dao para o rs11264359 ter
sido identificado pelo xpEHH entre a populacdo de Gana, endémica para malaria, e Sotho e Zulu,
o alelo G (alelo de risco a hanseniase) apresentou-se aumentado em Sotho e Zulu, e ndo em Gana,
como o esperado. Esses resultados combinados sugerem a ocorréncia de selecdo na regido
baseado no teste xpEHH, porém a dire¢cdo da associagao e a populagdao onde ela estd ocorrendo
nao esta clara.

Detectar fortes evidéncias de selecdo no genoma é raro, principalmente porque depende
do método que esta sendo empregado. A regido do HLA, por exemplo, é classicamente estudada
como regido alvo de selecdo por diferentes métodos (36,50,52). Contudo, até por envolver um
locus extenso, altamente polimérfico e regulada por diferentes genes, ainda ndo foi possivel
detectar selecdo para varias regides relacionadas ao HLA. Um outro exemplo cldssico é o gene da
lactase, o LCT, que apresenta um dos sinais de sele¢do positivas mais fortes ja estudados (47,311).
Apesar disso, identificar alelos sob selecdo até mesmo nesse gene é desafiador. Hapldtipos longos
em uma regido de 98 kb ao redor do gene LCT sdo distribuidos em elevada frequéncia a nivel
global. A Unica diferenca entre o haplétipo associado a persisténcia da lactase e o hapldtipo
ancestral é uma substituicdo G=>C na posi¢cdo 14.010 do gene (311). Outro obstaculo é que a
maioria dos scans genémicos foram formulados para identificar assinaturas de selecao positiva,
e poucos buscaram verificar selecdo balanceadora. Um dos problemas é a detecc¢do desse tipo de
selecdo em escala temporal (35). Sugere-se que a selecdo balanceadora ndo é muito comum no
genoma humano, porém deve ser mais frequente do que o estimado até hoje. Isso provavelmente
se deve aos métodos e dados empregados que ndao permitem obter uma estimativa menos
conservadora. Nesse aspecto, a fim de melhorar as técnicas para verificar sele¢gao no genoma,
muitos pesquisadores atuam modificando ou criando novos métodos baseado nas caracteristicas
gendmicas e nas modificacdes esperadas pelo tipo de selecdo a fim de melhorar os testes de
selecdo (36,41). Outro ponto importante de salientar é que os testes de selecdo tém janela de
tempo. Isso significa que se a mutag¢do ocorreu ha milhares de anos apds a fixacdo da mutacao
vantajosa, alguns testes ndo irdo evidenciar selecdo, como o teste D de Tajima, por exemplo. Isso

ocorre porgque, com o passar do tempo, novas mutacdes podem surgir na regidao e arecombinacao
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génica pode diluir a frequéncia de um alelo que fora fixado. Esse ndo é o caso da suposta selecao
por malaria, que ocorreu recentemente (5-7.000 anos) (31,49,80).

Neste trabalho, ndo houve aprofundamento em analises para detec¢do de sele¢ao natural
no gene G6PD devido a variedade de achados que confirmam tal hipdtese. Tishkoff e
colaboradores (2001), através da analise de microssatélites/RFLP, verificaram que ha menor
diversidade haplotipica em populacdes Africanas submetidas a maldria, bem como altos niveis de
LD nos cromossosmos que contém as variantes A- e Med, confirmando menor diversidade
genética nesses cromossomos. Além disso, através de anadlises de coalescéncia, o mesmo estudo
inferiu que aidade do alelo A- é de aproximadamente 6.350 anos (variando entre 3.840 — 11.760),
consistente com a discussdo do periodo temporal em que malaria atuou como forga seletiva na
Africa, levando ao aumento dessas mutacdes (294). Sabeti e colaboradores (2002) também
demonstraram, a partir de andlise de EHH, que existe um longo braco de haplétipo em
homozigosidade relacionado ao alelo A da mutacdo G202A (que forma o alelo A-), e a idade
estimada desse alelo foi de 2.325 anos (1.200 — 3.862) (1). Nesse estudo, métodos tradicionais
como o D de Tajima e o D de Fu e Li ndo captaram a selecdo, consistente com o baixo poder de
detectar selegdao recente desses testes. Salienta-se que o teste EHH foi inicialmente introduzido
para detectar sele¢do positiva recente, e mesmo que esse ndo seja o regime principal na regiao
do G6PD (estudos sugerem que esse gene é alvo de selecdo balanceadora), o EHH foi capaz de
identificar selecao. Apesar de Verrelli e colaboradores reportarem que o alelo A- ndo teve a sua
origem recente (acredita-se que foi por volta de 100.000 anos), eles sugerem que o aumento na
frequéncia desse alelo na Africa ocorreu devido a eventos recentes, como a maldria, o que
justifica a auséncia dessa variante em populacdes ndo-Africanas (313).

Interessante que a selecdo no gene G6PD afetou uma regido >1.6 Mb do cromossomo X,
demonstrando que a selecdo pode ter profundo efeito na variabilidade nucleotidica ao redor de
longas distancias genbmicas, mesmo em populagdes africanas. Além disso, esse padrao de LD em
uma extensa regido do gene ou é mais jovem do que as idades estimadas em outros estudos ou
ocorreu devido a uma forte pressao seletiva (314). Ainda, apesar da vantagem evolutiva frente a
maldria das variantes em G6PD, elas ndo atingem fixacdo. Os alelos da deficiéncia sao
encontrados em frequéncias acima de 25% em determinadas populacdes, o que estd aquém das

frequéncias em direcdo a fixacdo, o que sugere que as mulheres homozigotas para as variantes
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estariam em desvantagem (315). Portanto, atualmente, é bem aceita a hipdtese de que a regidao

do G6PD é alvo de selecdo balanceadora.

1.3 - Aspectos funcionais das variantes do gene G6PD e a patogénese da hanseniase

Dados anteriores do nosso laboratdrio demonstraram que ha uma intensa alteracao no
metabolismo de células de Schwann provocados pela infec¢do com o M. leprae (316). Foi visto
que ha um aumento do transportador de glicose, GLUT-1, aumento de enzimas produtoras de
NADPH e de combate de ROS como a enzima malica citosdlica (ME-1) e a glutationa redutase
(GSR), e aumento de expressdao de G6PD em células de Schwann da linhagem ST8814. Ainda, a
infecgao provocou a diminuicao da liberagao de lactato nessas células, da atividade da enzima de
conversao a lactato (LDH-M) e do potencial elétrico das mitocondrias. Esse trabalho concluiu que
o M. leprae pode modular o metabolismo da glicose para aumentar a geracdo de poder redutor
(NADPH), facilitando a regeneracdo de glutationa e consequentemente o controle dos radicais
livres, favorecendo a infec¢do (316). Esses resultados foram compilados na Figura 1.2. Os dados
em mondcitos primarios, fomentado na tese de doutoramento de Medeiros (2018), corroboram
os achados anteriores, ja que foi observado o aumento da expressdo de G6PD e da atividade da
enzima apos a infec¢cdo em individuos sadios de forma independente da presenca das mutacdes.
A expressao de G6PD também estd aumentada em lesdes de pele e de nervos de pacientes com
hanseniase, como demonstrado pelo nosso grupo. Além disso, a utilizacdo do inibidor de G6PD
(6-AN) foi capaz de reverter os efeitos vantajosos ao M. leprae, anteriormente encontrados, e
diminuir a viabilidade do bacilo de forma significativa (288). Logo, dada a importancia do G6PD
na infecdao, esse gene mereceu ser melhor explorado. Para isso, avaliamos a contribuicao de

variantes genéticas no gene G6PD para a predisposicdao a hanseniase.

146



Glucose

IGF-1 .
receptor Sy

= WWWWWM»W i
')/r/ , l )

i)

Glucose-6P
Ribose-SP

ATP NADPH

Coenzymes
DNA
RNA

ATP 4

Pyruvate

Glyceraldetdarsp /
Y ) Nucleotides

Lipid Cholesterol

Biosynthesis Phosphatidylserine
1-palmitoyl-2-aracdonic
Glycerol-3-phosphocoline

02 ATP
(a(e)]

Figura 1.2 — Modulacdo do metabolismo de células de Schwann (CS) para a sobrevivéncia
micobacteriana. Apds a infecgdo, os transportadores do tipo GLUT-1 sdo superexpressados e ocorre
aumento da captagdo de glicose via sinalizagdo Akt. A glicose é direcionada para a via das pentoses (PPP)
ao invés da glicdlise (essa via é regulada negativamente nesse cenario). O piruvato gerado pelo PPP (via
Ribose-5P) é rapidamente convertido para citrato e subsequentemente convertido em lipidios,
interrompendo o ciclo do acido tricarboxilico, a respiracao e o potencial de energia mitocondrial das
células de Schwann. O NADPH gerado pela PPP mantém a produgdo de lipideos necessario ao M. leprae,
a producdo de glutationa e a produgdo de nucleotideos para a replicagdo micobacteriana (Adaptado de

Toledo-Pinto, 2018 e Medeiros, 2016).

Além da variante intrénica (rs2472393) identificada pela metodologia de sele¢ao de SNPs
funcionais, as muta¢des G202A e A376G no gene G6PD (também apontadas como candidatas pela
metodologia sugerida), que conferem deficiéncia pela variante A-, foram selecionadas como
objeto deste estudo. Isso porque representam as mutagdes mais frequentes nas regides africanas
endémicas para a malaria, além de estarem relacionadas com o maior dano enzimdtico, apesar
de existirem outras variantes genéticas associadas com a deficiéncia da enzima. Verrelli e
colaboradores (2002) realizaram uma analise extensiva da variabilidade nucleotidica em 5.2 Kb

do gene G6PD em populag¢des africanas diversas e identificaram somente duas mutacdes de

147



deficiéncia grave comum em todas as populacbes, G202A e A376G (variante A-) (313). Essas
variantes, e outras, se correlacionam com a distribuicdo geografica do Plasmodium falciparum na
Africa, corroborando a bem estabelecida hipétese de que a deficiéncia da G6PD reduz o risco de
infeccdo pelo P. falciparum (315).

Considerando que o gene G6PD é alvo de pressdo seletiva na Africa e a deficiéncia da
glicose-6-fosfato-desidrogenase protege contra a maldria, inicialmente levantou-se a hipdtese (1)
de que as variantes que levam a deficiéncia da G6PD poderiam estar relacionadas com a
suscetibilidade a hanseniase, assim como as do gene PKLR. Isso porque a enzima G6PD deficiente
poderia levar ao estresse oxidativo nas hemacias e interferir na meia-vida dessas células,
promovendo a liberagcdo de ferro e favorecendo o crescimento de bactérias intracelulares. Por
outro lado, como os dados de Medeiros e colaboradores demonstram que a G6PD é crucial para
a infecgdo pelo M. leprae, mutag¢des que levam ao dano funcional da enzima podem prejudicar a
sobrevida do bacilo e aumentar a resisténcia a hanseniase, e, portanto, uma segunda hipétese (I1)
foi formulada. Entretanto, nenhuma das duas hipdteses construidas foi corroborada ja que nao
houve associagao dos polimorfismos estudados com a hanseniase, os resultados funcionais ou a
viabilidade do bacilo (dado apresentado em Medeiros, 2018). Por fim, uma terceira hipétese (lll)
baseada nos dados globais foi proposta: embora as variantes genéticas de protecdo contra a
maldria ndo estejam correlacionadas com a predisposicdo a hanseniase, o gene G6PD nao deixa
de ser relevante ja que a bactéria modula significativamente a expressao e a atividade da enzima
no processo da infeccdo. Todavia, no presente trabalho avaliamos a associacdo de apenas quatro
variantes do G6PD com a hanseniase, e é possivel que variantes na regido promotora do gene que
alterem o perfil de expressdao e quantidade de enzima produzida alterem a predisposicdo a
doenca.

Em acordo com os resultados, a auséncia de associacdo genética do gene G6PD com a
hanseniase apds o ajuste para sexo e ancestralidade indica que, a nivel genético, as variantes
estudadas nesse gene ndo apresentam relevancia na suscetibilidade a doenca. Cabe ressaltar que
os individuos carreadores da variante A- do sexo masculino apresentam uma expressao basal
aumentada do G6PD em relagdo aos nao carreadores. Isso pode ser apontado como um possivel
mecanismo de compensacdo do efeito deletério na atividade da enzima, contrabalanceado pelo

aumento da expressao. Tal caracteristica foi observada de forma significativa somente em
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homens porque nesses, devido a presenga de somente um alelo, os efeitos fisioldgicos sdo mais
acentuados (76). Em contrapartida, como as mulheres heterozigotas apresentam o alelo
selvagem e o alelo alternativo, o efeito deletério ndo é tdo proeminente ja que ha um balango
entre os transcritos. Nesse caso, devido a inativacdo aleatdria do cromossomo X, as mulheres sao
consideradas um mosaico celular, onde algumas células irdo expressar a enzima com a mutacao,
porém outras células irdo expressar a enzima normal (317). Essa diferenca entre homens e
mulheres é importante porque pode alterar o perfil de suscetibilidade a doenga baseado na
diferenca de expressao entre os sexos. Como exemplo, foi visto que o haplétipo A- protege os
homens hemizigotos contra a maldria em Mali, no oeste afriano, mas n3o as mulheres
heterozigotas (318). Outros estudos ja apontam que a prote¢dao ocorre tanto para hemizigotos
guanto para mulheres heterozigotas. E, ainda, estudos apontam que o maior fitness se da para as
mulheres heterozigotas (76,315).

O aumento da expressao de G6PD independente da variante A- apds o estimulo com M.
leprae em mondcitos foi de acordo com os dados prévios encontrados em células de Schwann e
em mondcitos de voluntarios sadios de Bauru estimulados com M. leprae vivo (dados ndo
publicados). Portanto, é indiscutivel a relevancia da via das pentoses no processo de infeccao.
Porém, o mecanismo pelo qual o patégeno é capaz de utilizar estas modula¢des em prol da sua
persisténcia na célula ou como estes podem interferir na patogenia da hanseniase ainda é
obscuro, e, portanto, apresentamos algumas suposicdes. Sabe-se que o M. leprae induz a
formacdo de corpusculos lipidicos no macréfago, levando a famosa caracteristica de foamy
macrophages (do inglés, “macréfagos espumosos”) e que essas vesiculas sdo indispensdveis para
a sobrevivéncia intracelular desse patégeno (319). Esses corpusculos sdo formados por colesterol
da célula hospedeira sequestrados por receptores induzidos pelo bacilo (320). A produgdo de
NADPH na via das pentoses é utilizado na biossintese redutora de acidos graxos e compostos
esterdides. Assim, (1) acredita-se que o aumento da via das pentoses pode estar redirecionando
NADPH para a producdo de lipideos, favorecendo o crescimento da bactéria. Essa hipdtese é
ainda favorecida por dados prévios que demonstraram que a diminuicao dos niveis de lactato no
sobrenadante das células infectadas também pode estar sendo direcionada para a produgdo de
lipideos. Resultados preliminares do Laboratério de Hanseniase verificaram, através de carbono

radioativo, que o carbono proveniente do lactato fora detectado em glicerideos. Nesse caso, é
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possivel que o carbono a ser exportado na forma de lactato esteja sendo reutilizado na
exacerbada sintese de lipideos sabidamente modulada pelo M. leprae. Ademais, (II) o NADPH
atua na regenerac¢do do sistema glutationa, diminuindo as espécies reativas de oxigénio (ROS)
promovidas pela resposta do hospedeiro, criando um ambiente ainda mais favoravel para a
sobrevivéncia bacteriana. O M. leprae induz a produgdo de citocinas como IFN-y e TNF, que por
sua vez induzem o aumento na producdo de ROS, potentes agentes microbicidas que atuam na
morte celular de patégenos intracelulares (321,322). Logo, tanto a indugao de lipideos via NADPH
e o controle de ROS é favoravel a sobrevivéncia do bacilo. Além do disposto, (Ill) um outro
subproduto da via das pentoses, a ribulose-5-fostato, é constituinte de nucleotideos e participa
na formacdo de D-arabinose, um componente da parece celular da micobactéria
(arabinogalactana) (323). Entdo, o M. leprae também pode estar direcionando a via das pentoses
a favor da producdo de parede celular a partir de metabdlitos do hospedeiro durante a sua
replicacao.

Vale ressaltar que o nosso estudo avaliou as alteragdes provocadas pelas muta¢des em
mondcitos, e ndo em células vermelhas como a literatura usualmente apresenta. As mutacoes
em leucdcitos ndo sdao muito estudadas e pouco se sabe sobre o nivel da proteina nessas células
mutantes, defendendo a posterior relevancia desses ensaios. As mutacdes da variante A-
provocam um mau dobramento da proteina e gera instabilidade celular, podendo levar a
oxidacdo ou a inativacdo da enzima frente a agentes indutores de ROS (295,317,324). Nao
identificamos alteracdo no nivel de expressdo do gene G6PD e da atividade da enzima em
compara¢cdao com os individuos carreadores das mutagdes, entretanto, como os mondcitos,
diferentemente das hemadcias apresentam sintese proteica, eles podem estar fornecendo niveis
ativos da enzima. Assim, conforme o observado, é provavel que para manter os niveis ideais de

enzima ativa, os individuos portadores do haplétipo A"aumentem a expressao basal do G6PD.
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2 — CONSIDERACOES FINAIS

A proposta do atual estudo foi investigar a associacdo genética dos polimorfismos nos
genes PKLR e G6PD, descritos como alvos de sele¢do pela maldria, com a predisposi¢cdo a doengas
micobacterianas, tendo a hanseniase como modelo de doenca. A tuberculose, assim como a
hanseniase, é uma doenga que acomete aproximadamente 10% dos individuos expostos ao bacilo
e depende do background genético do hospedeiro. Varios genes de suscetibilidade (IFNG, IL10 e
VDR) em comum entre essas doencas ja foram descritos (222,325,326). Os mecanismos de
exposicao, infeccdo e progressao do estado de laténcia a doenca ativa sdo processos semelhantes
entre as duas micobactérias. Portanto, é possivel extrapolar que a associacdo genética
identificada na hanseniase possa ter um efeito semelhante na tuberculose, apesar da necessidade
de estudos mais profundos entre ambas as doencas.

Um dos critérios para validagcdo de um gene candidato é que haja consisténcia entre a
replicacdo observada em diferentes populacdes. O gene PKLR foi consistentemente associado
com a hanseniase apds os ajustes, através de replicacdes em brasileiros e de um estudo caso-
controle independente em africanos avaliando o desfecho com a tuberculose. Ainda, a relevancia
do gene no desenvolvimento da hanseniase foi retratada em um estudo independente em uma
populacdo asidtica. A vertente evolutiva do gene PKLR também foi explorada, sugerindo a
ocorréncia de selegao na regidao gendmica, mas que provavelmente nao foi tdo extrema a ponto
de ser detectada pelas metodologias e banco de dados utilizados. Embora a relacdo fenétipo-
genodtipo ndo tenha sido completamente desvendada da maneira empregada nesse trabalho, faz-
se necessario continuar as analises em busca do entendimento do papel do PKLR com a
hanseniase e tuberculose. Por fim, esse estudo confirma a associacdo do gene PKLR com a
hanseniase através de uma hipdotese que permite o estudo de mecanismos histdrico-evolutivos,
abrangendo o conhecimento do fluxo génico entre populagdes, da variabilidade genética humana
e suscetibilidade a patdgenos, bem como a discussdo de como a estrutura genética de diferentes
populacdes pode influenciar no desenvolvimento de doencas infecciosas.

Por outro lado, o gene G6PD perdeu a associacdo genética apds as correcdes por
ancestralidade, demonstrando que esse gene tem pouco ou nenhum efeito no controle genético

da hanseniase. Entretanto, a relevancia da via das pentoses é inegavel em vista dos resultados
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encontrados. O destaque em relacdo ao G6PD estd ligado a patogénese da hanseniase, uma vez
que o M. leprae é capaz de modular os mecanismos da maquinaria celular a favor da sua
sobrevivéncia na célula independente do componente genético (em relagdao ao gene G6PD).
Trazemos algumas explicacdes no sentido de como o patdgeno é capaz de utilizar-se de
modulag¢Ges celulares em prol da sua persisténcia no hospedeiro. A relevancia desse gene em
tuberculose, entretanto, ainda estd para ser esclarecido. A discussdo da via das pentoses pode,
ainda, tanger a descoberta de alvos farmacoldgicos interferentes dessa via, sendo uma alternativa
para o tratamento da hanseniase. Com isso, nossos dados exibem a complexidade dos
componentes genéticos que influenciam no desenvolviemnto das doengas micobacterianas em
que existem genes que tém papel maior ou menor no carater da predisposi¢cdo a infeccdo, mas
gue também existem patdgenos que subvertem mecanismos celulares e sdo capazes de burlar os
efeitos genéticos e fisioldgicos para manter a sua multiplicacao.

O nosso estudo, além de fortalecer a hipdtese de que a via das pentoses é crucial para o
desenvolvimento do bacilo, contribuiu para o desvendamento de um novo gene (o PKLR) de
suscetibilidade a hanseniase e tuberculose relacionado com a via do metabolismo energético,

ainda ndo associada com a hanseniase no ambito da predisposicao genética.
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3 — CONCLUSOES

Baseado nos resultados demonstrados no presente estudo, podemos concluir que:

A associacdao do gene PKLR com a suscetibilidade a hanseniase foi confirmada na
populacdo do Rio de Janeiro e validada em Salvador, mas ndo em Rondondpolis e Manaus,
apos o controle por ancestralidade gendmica;

A associagao de suscetibilidade do gene PKLR com a tuberculose também foi confirmada
em Mogambique;

O haplétipo T/G/G (rs1052176/rs4971072/rs11264359) estd associado com o risco de
desenvolver doengas micobacterianas nas populagdes brasileiras que apresentam maior
ancestralidade africana, Rio de Janeiro e Salvador, e em Mogcambique;

O estudo evolutivo sugere a presenca de assinaturas de selecdo na regido do gene PKLR
em variantes que parecem modular a expressao do gene, porém o regime ocorrido é
complexo e merece ser estudado a partir de outras metodologias e bancos de dados
populacionais;

As variantes de risco do gene PKLR nao alteram os niveis de ferro, ferritina e haptoglobina
sérica de forma significativa em individuos sadios e pacientes com hanseniase, mas
parecem modular sutilmente os niveis de ferritina e haptoglobina entre homens e
mulheres. Além disso, as variantes modulam a expressdao do gene PKLR.

O gene G6PD ndo estd associado com a suscetibilidade a hanseniase na popula¢do do Rio
de Janeiro apds o controle por ancestralidade genémica;

A via da glicose-6-fosfato desidrogenase esta aumentada na infec¢do pelo M. leprae e é

crucial para a sobrevivéncia do bacilo.
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ANEXO |

1 - Lista dos pares de primers referente aos 46-AlMs-Indels e as caracteristicas desse painel de

marcadores

Tabela 1.1 — Sequéncia dos primers utilizados no multiplex dos 46-AlMs-Indels.

Numero MID Numerors | Primer marcado com a fluorescéncia Primer ndao marcado
MID-1470 rs2307666 6FAM-GAGTCTGACCCTTCATAAGC gCCATGGTGATATTACGTCCC
MID-777 rs1610863 6FAM-TGGAAGACACGTCCTAAGAG gTATTCCTCCAGGCTCTTTGC
MID-196 rs16635 6FAM-CCAAGTTCTAGCCATATGGA gtttcttGACTATCTTCTCTGACCAT
MID-881 rs1610965 6FAM-TTGGCTCCCTATGATAATCC gtttcTTGTGTTCCCAAAGTTCTCC
MID-3122 rs35451359 | 6FAM-TCACAAGTCCGGAATACCAG gAGTTATGGGATGGGAAGGAG
MID-548 rs140837 6FAM-AGTCAGGACTGAAGAAACCC gttt CAGTAAAACAAGAGCCCGTG
MID-659 rs1160893 6FAM-CACTGCATCAGACTGACTTC gtttcttGGCTGCTTTGCTTTGAATT
MID-2011 rs2308203 6FAM-TGAGAAACTAGGAGCTCTGG gtTTCCTAAGAGCCACTGACAT
MID-2929 rs33974167 | 6FAM-TGTGATGTGGATAGGCAAGG gAGGCTCCATTTGTTAAGAGG
MID-593 rs1160852 6FAM-TGCTCACTTTAGTGGAGACC gtTTGCGTTTAGGTCCCTTCTG
MID-798 rs1610884 6FAM-ACGACAGTGTTCACAAAGAG gCTGTTGTCTGACCTGTGAAG
MID-1193 rs2067280 6FAM-GCTGGGTAGTTTTTTCCTCC gtTCCACCATCTACCTTCTATG
MID-1871 rs2308067 6FAM-TTGTAGTCAGAGAGTGTGCC gAGCCTTTTCCCTAACGTCAC
MID-17 rs4183 6FAM-AGAAACTGCAACCCTCCAAG GATCCCAGACACTGAAGATG
MID-2538 rs3054057 6FAM-CTCGCAAAGTAGGCAAGTTC gACACCAACAATCTTGGCACC
MID-1644 rs2307840 6FAM-ACACCACTGAAGATCTGACC GGTCTAAAGTCAGTGCACAG
MID-3854 rs60612424 | VIC-TCACCCTTATTCAGGGTTGC GCCAGGGATTTAGTGTAGAG
MID-2275 rs3033053 VIC-CTACCTGACTACCACCTATG gACCCAGCCTATCTGACTTTG
MID-94 rs16384 VIC-TGGTGGCTCATGCACTTTTG gtttACAGGGTCTCGCTATGATGC
MID-3072 rs34611875 | VIC-AGCTTTTTCCGGCAACTCTC gttTGGATGTGTCTGAGCTCAAC
MID-772 rs1610859 VIC-GTCTCRTTTTCCTGCAGTAG gtttcttATCCTTCTGCTCACTCTAC
MID-2313 rs3045215 VIC-GCACACATGCAGAAATGCAG GTTGTAACATCTGTGAGGTC
MID-397 rs25621 VIC-TGGGCTTCTTCTGGGAAAAC gCCACATTCAGGCGTTTTGTC
MID-1636 rs2307832 VIC-TTAGGAAGAGGTGCTATGGG gCCTCCTTTGAAGACACACAG
MID-51 rs16343 VIC-AAGATTGGAGGGAAAAGTGC gCGTCCTCCACCTTCTTTTTC
MID-2431 rs3031979 VIC-AGGAGGAGCTGATAGACTTC GCAGTGTTGCAACTGATACG
MID-2264 rs34122827 | VIC-CTTTGGCTATCCTGTCTCAC GTAGGAGACCACTCACATTC
MID-2256 rs133052 NED-ATCGAACCGTTCCTAAGGAC GCAAGAAAAGGAATCCAGGC
MID-128 rs6490 NED-ATCAGGAGACAATCCAGCAG gTCCAGCCATTCAGACAAAGG
MID-15 rs4181 NED-GGGTTATTTGCCTCATCTCC gtttctAGGTATTCTCTGTTCCCAC
MID-2241 rs3030826 NED-ACATACACGTGGAAGACTGC gttACTGTCGACTGATCCAATAG
MID-419 rs140708 NED-CAGGAAAGTATGGCCCATTC GTCCATGTTTTCTTTGAGCATC
MID-943 rs1611026 NED-TCTTCCTACCCCTGTTAGTG GACAAGATCACTAGCTTGAC
MID-159 rs16438 NED-ACCAGAGCACTACAGCCTTT gCAAGGYAGTAACAATGAGGG
MID-2005 rs2308161 NED-TGTAGCGGCAATATAGGCAG GAAAGTTGTGGCTTAACTGG
MID-250 rs16687 NED-ATGGAGCAGTAAAGCAGCAC GTCACTTTGGTTTTTGCAGG
MID-1802 rs2307998 NED-ACGGTCAACTTTGTAGCTCC gCCAGTTGAGAATCACTGCAC
MID-1607 rs2307803 NED-TGTTGCAGAAGAACTCAACC GATAAGCACCTAACTCCCAG
MID-1734 rs2307930 PET-TTCGTGTTCTCACACTGTCC GTGCATCCCATACAACTGAC
MID-406 rs25630 PET-TGGCTGCTGTAGATTGTAGG gACAAATGGACAACGGCCAAG
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MID-1386 rs2307582 PET-AGAGGATCATGGAGACCAAC gtttATGTTCCAAGTCAGCAGCAC
MID-1726 rs2307922 PET-GGTCCAAATGCACCACAATC GCTCTGCTATTTTGGTTTGC
MID-3626 rs11267926 | PET-TGTTGGTTCTCTCCTTTTCC GGTGACCCCTTCTTTATCTC
MID-360 rs25584 PET-AGATCAACTGCCAATCTGGG gCTCAAGTGACCAACCCACCT
MID-1603 rs2307799 PET-TTACAATTTCAAGCCTCCGC GGAGCTGTTAGTCTGAGTAG
MID-2719 rs34541393 | PET-GTCAGGAGTCTAGAAACTTC GGGTGATGAAATGTTCCGAA

Um dos pares de primers de cada AIM foi marcado com os fluoréforos 6FAM, VIC, NED e PET, diferenciados
didaticamente por diferentes cores.

Tabela 1.2 — Caracteristicas dos 46 marcadores informativos de ancestralidade. Frequéncias alélicas,
valores de 6 e Fst para os 46 AIM-INDELs nas populagdes Africanas (AFR), Europeias (EUR) e Nativo-
Americanas (NAT) do painel de diversidade HGDP-CEPH.

Frequéncia do alelo1 | Frequéncia do alelo 2 Diferencial de Fst
freqiiéncia alélica (6)

AFR/ | AFR/ | EUR/ | AFR/ | AFR/ | EUR/
MID AFR EUR NAM | AFR EUR NAM EUR NAM | NAaM | EUR NAM | NAM
MID-1470 0.16 | 0.56 | 0.03 0.84 | 044 |0.97 0.40 |0.13 0.53 0.28 | 0.08 0.43
MID-777 0.39 |0.29 |0.84 0.61 |0.71 |0.16 0.10 | 0.45 0.56 0.02 0.34 0.45
MID-196 0.54 |0.47 |0.06 0.46 | 0.53 |0.94 0.07 |0.48 0.41 0.00 |0.39 0.30
MID-881 0.32 |[0.88 |0.99 0.68 |0.12 |0.01 0.56 | 0.67 0.11 0.50 |0.62 0.07
MID-3122 0.55 |[0.99 |1.00 0.45 |0.01 |0.00 0.44 | 0.45 0.01 0.48 |0.39 0.00
MID-548 0.34 |0.20 |0.17 0.66 |0.80 |0.83 0.14 |0.17 0.02 0.05 0.06 0.00
MID-659 0.28 | 0.10 |0.26 0.72 |0.90 |0.74 0.17 | 0.02 0.15 0.09 |-0.01 |o0.08
MID-2011 0.16 0.79 0.91 0.84 0.21 0.09 0.63 0.74 0.12 0.56 0.70 0.04
MID-2929 0.79 | 0.66 |0.98 0.21 | 0.35 |0.02 0.14 |0.19 0.32 0.04 |0.13 0.23
MID-593 0.70 [ 0.01 |o0.01 0.31 |[0.99 |0.99 0.69 | 0.69 0.00 0.73 0.64 -0.01
MID-798 0.30 |[0.64 |0.12 0.71 |0.36 |0.88 0.35 |0.18 0.53 0.21 0.08 0.41
MID-1193 0.18 |0.10 |0.14 0.82 |0.90 |0.86 0.08 | 0.04 0.04 0.02 0.00 0.00
MID-1871 0.08 |[0.33 |0.29 0.92 |0.67 |0.71 0.25 |0.21 0.04 0.15 0.14 0.00
MID-17 0.80 | 0.34 |0.90 0.21 |0.66 |0.10 0.46 | 0.10 0.56 0.34 |0.03 0.46
MID-2538 0.00 |0.49 |0.06 1.00 | 0.51 |0.94 0.49 | 0.06 0.43 0.45 0.08 0.32
MID-1644 0.23 |0.95 |0.20 0.77 |0.05 |0.81 0.72 | 0.03 0.76 0.73 0.00 0.79
MID-3854 0.75 [0.01 |o0.01 0.25 | 0.99 |0.99 0.74 | 0.74 0.01 0.77 0.69 0.00
MID-2275 0.49 [0.10 |0.52 0.51 |0.91 |0.48 0.39 | 0.04 0.43 0.33 |-0.01 |0.41
MID-94 0.07 |0.16 | 0.65 0.93 |0.85 |0.35 0.08 | 0.58 0.49 0.03 0.56 0.43
MID-3072 0.10 | 0.94 |0.98 0.90 |0.06 |0.02 0.84 | 0.88 0.04 0.83 0.86 0.01
MID-772 0.94 |0.97 |0.78 0.06 | 0.03 |0.22 0.03 |0.16 0.19 0.00 |0.11 0.19
MID-2313 0.11 |[0.25 |0.73 0.89 |0.75 |0.27 0.14 | 0.62 0.48 0.06 |0.59 0.38
MID-397 0.77 |0.77 |0.34 0.23 | 0.23 | 0.66 0.01 | 0.43 0.42 0.00 |0.32 0.31
MID-1636 0.15 [ 0.79 |0.99 0.85 |0.22 |0.01 0.64 | 0.85 0.21 0.57 0.81 0.15
MID-51 0.06 |0.64 |0.87 0.94 |0.36 |0.13 0.59 |0.81 0.23 0.52 0.81 0.11
MID-2431 0.05 |[0.11 |o0.23 0.95 |0.89 |0.77 0.06 | 0.18 0.12 0.02 0.14 0.05
MID-2264* 0.16 | 0.47 |0.13 0.84 | 045 |0.87 0.30 | 0.03 0.33 0.21 0.00 0.23
MID-2256 0.00 [0.22 |0.84 1.00 | 0.78 |0.16 0.22 10.84 0.61 0.19 0.87 0.54
MID-128 0.02 |0.48 | 0.05 0.98 |0.52 |0.95 0.46 | 0.02 0.43 0.39 0.00 0.33
MID-15 0.20 | 045 |0.84 0.81 |0.55 |0.16 0.26 | 0.64 0.38 0.13 0.58 0.25
MID-2241 0.81 |0.29 |o0.07 0.19 |0.71 |0.93 0.52 |0.74 0.22 0.42 0.70 0.13
MID-419 0.92 |0.81 |0.56 0.08 |0.19 |0.44 0.11 | 0.36 0.25 0.04 |0.31 0.14
MID-943 0.18 | 0.79 | 0.40 0.82 |0.21 |0.60 0.62 |0.22 0.39 0.54 |0.11 0.29
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MID-159* 0.75 |0.57 |0.73 0.25 043 |0.27 0.18 | 0.02 0.17 0.07 |-0.01 | 0.05
MID-2005 0.03 |0.67 |0.33 0.97 |0.33 |0.68 0.64 |0.30 0.35 0.59 0.30 0.21
MID-250 082 [0.72 ]0.33 0.18 | 0.29 |0.67 0.11 ] 0.50 0.39 0.03 041 0.26
MID-1802 0.54 |0.00 |0.00 0.46 |1.00 |1.00 054 |0.54 0.00 0.59 0.49 0.00
MID-1607 042 |0.16 | 0.56 0.58 |0.84 |0.45 0.26 | 0.13 0.39 0.16 | 0.03 0.31
MID-1734 0.85 |0.84 |0.38 0.15 |0.17 |0.63 0.02 0.8 0.46 0.00 |0.40 0.39
MID-406 0.05 |0.82 |0.70 0.95 |0.18 |0.30 0.78 | 0.66 0.12 0.74 | 0.67 0.04
MID-1386 0.14 |0.22 |0.77 0.86 |0.78 |0.23 0.08 |0.63 0.55 0.02 0.58 0.46
MID-1726 0.18 [ 0.70 | 0.76 082 | 030 |0.24 0.52 ]0.58 0.06 0.43 0.51 0.00
MID-3626 0.12 [ 0.70 | 0.04 0.88 | 0.30 |0.96 0.58 |0.09 0.66 0.50 |0.04 0.58
MID-360* 0.59 [0.86 |0.52 032 |0.14 |0.48 0.27 ]0.07 0.34 0.14 |0.03 0.27
MID-1603 0.08 |0.39 |0.82 092 |0.61 |0.18 031 |0.74 0.43 0.21 0.73 0.30
MID-2719 045 |0.35 |047 0.55 |0.66 |0.53 0.10 | 0.02 0.12 0.02 |-0.01 |0.03

* Para estes marcadores foi observado a presenga de um alelo 3 com frequéncia = 1- (frequéncia do alelo

1 + frequéncia do alelo2)
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ANEXO Il

1.1 - Resultado dos testes de selegao (Fst, iHS e xpEHH) das variantes do gene PKLR

1 - Resultados complementares

Tabela 1.5 — Valores de Fsr, iHS e xpEHH dos SNPs da regidao do gene PKLR.

A Posigao Fst iHS iHS XpEHH
Gene pocaiizgese SNP (Chr1) EURXAFR = AFR EUR  AFRXEUR

HCN3 Intron 5183293873 | 155250521 : : : -2.1227
HCN3 Intron 512044063 | 155250691 : : : -2.1581
HCN3 Intron 57367998 155251250 : : : -2.1062
HCN3 Intron 560609863 | 155252157 : : : -2.5306
HCN3 Intron 57520184 155253583 | 0.069 : : -2.0537
HCN3 Intron rs11264352 | 155255837 |  0.083 : : -2.0909
HCN3 Intron 573791612 | 155255843 : : : -2.08524
HCN3 Intron rs541165488 | 155255844 : : : -2.0781
HCN3 Intron (559902587 | 155255852 0.061 : : -2.2337
HCN3 Intron rs11264353 | 155255906 0.080 : : -2.2232
HCN3 Intron rs552421834 155255907 - - - -2.1670
HCN3 Intron (564241242 | 155255929 : : : -2.1715
HCN3 Intron (531296924 | 155255944 : : : 21711
HCN3 Intron (549806272 | 155255968 : : : -2.1738
HCN3 Intron 144733142 | 155256019 : : : -2.1237
HCN3 Intron 535535805 | 155256050 : : : -2.1767
HCN3 Intron (547542932 | 155256067 : : : -2.1767
HCN3 Intron rs11264354 | 155256082 0.080 : : -2.2332
HCN3 Intron 539661366 | 155256093 : : : -2.1396
HCN3 Intron 558388981 | 155256117 : : : -2.1396
HCN3 Intron 113065628 | 155256126 : : : -2.1207
HCN3 Intron 144035252 | 155256131 : : : -2.2257
HCN3 Intron 541106278 | 155256178 : : : -2.1441
HCN3 Intron 550445057 | 155256189 : : : -2.1332
HCN3 Intron 512724449 | 155256231 | 0.256 : : -2.2468
HCN3 Intron 141141634 | 155256651 | 0.005 : : -1.6869
HCN3 Intron rs11264355 | 155257492 | 0.075 | 05883 | 15265 | -1.7555
HCN3 Missense 35001694 | 155257818  0.035 : : -1.3076
HCN3/PKLR 3D,‘:J"¥Es"eam/ rs3814319 155258752 | 0213 | -1.1374 | 0.0000 & -1.7345
HCN3/PKLR 5,%";:5”'33”’/ rs3814318 155258756 | 0.073 | 04441 15357 | -1.8465
HCN3/PKLR g,%";;weam/ rs8847 155259323 | 0.073 | 0.8985 = -0.2687 | -1.1649
HCN3/PKLR g,%";;s”eam/ rs932972 155260096 @ 0.074 09138 | 1.5049 | -1.1687
PKLR JUTR 51052177 155260350 | 0.075 | 09080 | 15026 | -1.1447
PKLR Sinénimo 51052176 155260383 | 0.075 | 09080 | 15061 | -1.1491

182



PKLR
PKLR
PKLR
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PKLR
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PKLR
PKLR
PKLR
PKLR
PKLR
PKLR
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PKLR
PKLR
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PKLR
PKLR
PKLR/FDPS
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PKLR/FDPS
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PKLR/FDPS
PKLR/FDPS
PKLR/FDPS
PKLR/FDPS
PKLR/FDPS
FDPS
FDPS
FDPS
FDPS
FDPS
FDPS
FDPS
FDPS
FDPS
FDPS
FDPS
FDPS
FDPS

Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Sinbnimo
Upstream
Upstream
Upstream
Intergénico
Intergénico
Intergénico
Intergénico
Intergénico
Intergénico
Intergénico
Intergénico
Intergénico
Upstream
Upstream
Upstream
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron
Intron

rs143970593
rs8177992
rs3762272
rs554407398
rs4620533
rs575392819
rs2071053
rs138344553
rs142339464
rs8177968
rs8177967
rs115499949
rs142640960
rs12067675
rs12741350
rs181993389
rs186226317
rs11264357
rs3020781
rs8177962
rs116269004
rs7524950
rs74118437
rs4971072
rs141353488
rs139040128
rs182120474
rs12032720
rs142839664
rs74422316
rs7534795
rs10908461
rs78003115
rs6672284
rs557717725
rs2297480
rs566939675
rs558224690
rs11264358
rs540631227
rs10458626
rs11264359
rs59650797
rs57041449
rs10796941

155260625
155261156
155261777
155262002
155262613
155265143
155265177
155265896
155265900
155266335
155266513
155267322
155267779
155268120
155268425
155268748
155268860
155268958
155269776
155269991
155271936
155272274
155273188
155273869
155273917
155274035
155274631
155274960
155275060
155275095
155275553
155275727
155277204
155277963
155278057
155279482
155280152
155280157
155280164
155281386
155281689
155282829
155283467
155283488
155284261

0.081
0.018
0.006
0.001
0.142
0.009
0.205
0.010
0.010
0.063
0.045
0.004
0.003
0.245
0.192
0.002
0.077
0.257
0.191
0.003
0.051
0.051
0.037
0.666
0.001
0.082
0.002
0.019
0.011
0.006
0.274
0.000
0.118
0.263
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.003
0.261
0.098
0.047
0.011

0.0000

0.0000
1.4260
0.4605
-0.1274

0.0000
1.8552
0.0571
0.0000
1.1857

-0.3807

0.0000

1.1398

0.3029
1.0392
-0.3978
0.1957
0.9353

0.3310

0.0000
0.0555

-0.9411
-0.8716
-0.8383
-0.8514
-1.1801
-0.6666
-1.0474
-0.9321
-0.9321
-1.0929
-1.0212
-0.9873
-0.9858
-1.1695
-1.0715
-1.1063
-1.1670
-1.1327
-0.6415
-0.8194
-1.0514
-0.7356
-0.5415
-0.6497
-0.8103
-0.7542
-1.2832
-1.1618
-1.1445
-1.4561
-1.3825
-0.4985
-1.2314
-0.8129
-1.0953
-1.0528
-1.0457
-1.1215
-0.7996
-0.8729
-1.3239
-1.1482
-1.0751
-1.2512

Valores de Fst para 60 SNPs individuais, iHS referente a cada populagdo e xpEHH entre europeus e africanos do
1000Genomes. Os valores faltantes (-) podem nao ter sido calculados devido aos filtros utilizados em cada anélise.
Valores em negrito indicam sele¢do (>2). Em vermelho estdo representados os SNPs associados a hanseniase. A
variante missense (mutagdo de troca de sentido) ou sindnima estdo em regido codificante.
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1.1 — Andlise de expressdo génica global de genes relacionados ao metabolismo de ferro

em mondcitos de individuos sadios de Rondondpolis

Avaliamos o perfil de expressao global dos genes relacionados com o metabolismo de
ferro, e incluimos os genes G6PD e PKLR, em amostras de mondcitos primdrios estimulados
com M. leprae apds 48h de infeccdo (comunicacdo pessoal com a Dra. Ana Carla — dados ndo
publicados). Observa-se que o PKLR esta diminuido, enquanto o G6PD é superexpressado
apos o estimulo. Cabe ressaltar que os genes CD163, HP e HMOX1 tem a expressao diminuida

frente a infec¢do (Figura 1.1).
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Figura 1.1 — Expressao global dos genes relacionados com o metabolismo do ferro em mondcitos
primarios estimulados com M. leprae. Os sobrenadantes foram coletados apds 48h de infecgdo com MOI

(1:10).

1.2 — Analise de expressao génica dos genes PKLR, FTL e HP em sangue total

A fim de verificar possiveis diferengas de expressdo dos genes da ferritina (FTL) e haptoglobina
(HP) devido a presenga do gendtipo de risco do rs1052176, além de confirmar se o esse SNP se
apresenta como um eQTL do gene PKLR em sangue total, avaliamos a expressao global desses
genes entre os grupos estudados, e, posteriormente, entre os genétipos (Figura 1.2). Em acordo
com os resultados em soro, observa-se que a expressao de FTL (A) e HP (B) estd levemente
acentuada em MB comparado a PB e aos individuos sadios. A busca por eQTLs em pacientes e
individuos sadios, entretanto, ndo foi eficaz pois o N amostral ficou prejudicado para a expressao
do gene PKLR, uma vez que esse gene € pouquissimo expresso em sangue total, como mostra a
Figura 1.3. A pesquisa em um outro banco de eQTLs denominado DICE (do inglés, Database of
Immune Cell eQTLs Expression. Epigenomics) também reporta o PKLR como um gene pouco

expresso (<1 transcrito por milhdao — TPM — em todas as células) (Figura 1.4).

185



10
A = B D_ ................................ C = _11_
e 5 :
@ 54 ‘® # 12
2 * 2
g & 4
2 ol . . I . > @ -13
@ o N N @
S » 2
s 2 T -14-
B 54 5 -107 ®
3 2
i a & -15-
v T X
10 o
s 2 0 @ 15 16 T T T ‘
A S A Healthy NP PB MB Healthy NP PB MB
&
D E F rs1052176
rs1052176 rs1052176
100 0.1+ < 0.001—
g 5
o B o .
8 g 5 i —
RLE IS g 001 _u x 0.0001 N
@ . @ 2 —a-u
> e 2 . g
& 14 T 0.001- ‘@ 0000017 .
@ ulm e o ©
=l =
E ¥ ¢ ¥
0.1 : T : 0.0001 r : : 0.000001 T T T
GG GT T GG GT TT GG GT T
G rs1052176 H rs1052176 | rs1052176
c 100 0.1m c 0.001
s 5 S
w — "
w w w
2 10 @ 5
g 5 0.01- g
@ ——
2 ° g 0.0001-]
AR £ 0.001 s -
o S 3 2
=l
£ : s
0.1 T T T 0.0001 T T T 0.00001 T T T
GG GT ™ GG GT TT GG GT T

Figura 1.2 — Expressao dos genes FTL, HP e PKLR em sangue total. A, B e C — Expressdo génica entre os
grupos estudados (saudaveis, pacientes NP, pacientes PB e pacientes MB). Os dados se encontram
transformados para log2 para melhor visualizagdo. D, E e F — Expressao génica versus gendétipos do SNP
rs1052176 em individuos sadios. O eixo y esta em logl10. G, H e | — Expressdo génica versus gendtipos do

SNP rs1052176 em pacientes MB e PB.
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Figura 1.3 — Niveis de expressao do gene PKLR em diferentes tecidos segundo o projeto GTEx. O gene é
muito expresso no figado, rins e intestino. Porém, pouco expresso em outros tecidos, bem como em

sangue total (destacado em rosa), o que prejudica a deteccao pela metodologia empregada nesse estudo.
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Figura 1.4 — Niveis de expressao do gene PKLR em linfdcitos e mondcitos do banco DICE. O gene PKLR é

pouco expresso nessas células, apresentando menos de 1 TPM (transcritos por milhdo) por célula.
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Titulo: Pathogen-selected polymorphisms in the PKLR gene are associated with mycobacterial

susceptibility in Brazilian and African populations.

Autores: Ohanna Cavalcanti de Lima-Bezerra, Nédio Mabunda, Lucia Elena Alvarado Arnez, Graga
Salomé, Amina de Sousa, Fernanda Souza Gomes Kehdy, Caroline de Sales-Marques, Fernanda
Saloum Neves Manta, Rafaela Mota Dias, Lais Ferreira Pereira, Kelly Nunes, Mateus Gouveia,
Thyago Leal Calvo, Ana Carla Pereira Latini, André Luiz Leturiondo, Fabiola da Costa Rodrigues,
Ariani Batista Noronha, Cynthia de Oliveira Ferreira, Carolina Talhari, Jamile Ledo Régo, Lea
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Background Leprosy is a chronic infectious disease, caused by Mycobacterium
leprae, which affects skin and peripheral nerves. Polymorphisms in genes associated
with autophagy, metabolism, innate and adaptive immunity confer susceptibility to
leprosy. However, these associations need to be confirmed through independent
replication studies in different ethnicities. The population from Amazon state (northern
Brazil) is admixed and it contains the highest proportion of Native American genetic
ancestry in Brazil.

Methods We conducted a case-control study for leprosy in which we tested thirteen
previously associated SNPs in key immune response regulating genes: TLR1
(rs4833095), NOD2 (rs751271, rs8057341), TNF (rs1800629), IL10 (rs1800871),
CCDC122/LACC1 (rs4942254), PACRG/PRKN (rs9356058), IFNG (rs2430561),
IL6 (rs2069845), LRRK2 (rs7298930, rs3761863), IL23R (rs76418789) and TYK2
(rs55882956). Genotyping was carried out by allelic discrimination in 967 controls and
412 leprosy patients. Association with susceptibility was assessed by logistic
regression analyses adjusted for the following covariates: gender, age and ancestry.
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Abstract

Our previous study has demonstrated that IL-10 may modulate both indoleamine 2 3<dioxygenase (IDO) and CDI63 expression in lepro-
matous leprosy (LL) cells, favoring Mycobacterium leprae persistence through induction of regulatory pathways and iron storage. Here, we
observed that in LL lesion cells there is an increase in the expression of proteins involved in iron metabolism such as hemoglobin (Hb),
haptoglobin, heme oxygenase 1 and transferrin receptor 1 (TfR1) when compared to tuberculoid leprosy (BT) cells. We also found increased iron
deposits and diminished expression of the iron exporter ferroportin | in LL lesion cells. Hemin, but not FeSO, stimulation, was able to enhance
M. leprae viability by a mechanism that involves IDO. Analysis of cell phenotype in lesions demonstrated a predominance of M2 markers in LL
when compared with BT lesion cells. A positive correlation between CDI63 and PPARG with the bacillary index (BI) was observed. In contrast,
INF, STATI and CSF2 presented a negative correlation with the BL In summary, this study demonstrates that iron may regulate IDO expression
by a mechanism that involves [L-10, which may contribute for the predominance of M2-like phenotype in LL lesions that favors the phago-
cytosis and maintenance of M. leprae in host cells.
© 2017 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Leprosy: Macrophages: Iron: Indoleamine 2 3-dioxygenase: Mycobacterium leprae

1. Introduction polarized clinical presentations in leprosy is associated with
different macrophagic populations in the host tissue. Whereas

Macrophages are pivotal cells in the pathogenesis of  tuberculoid leprosy (BT) macrophages present a pro-
leprosy. caused by Mycobacterium leprae. Each of the  inflammatory profile, in lepromatous leprosy (LL) these cells
form an ideal niche for parasitic entry and replication, with

* Comesponding author. Leprosy Laboratory, Oswaklo Cruz Foundation, increased scavenger receptors and anti-inflammatory cyto-
Avcr{ich Brasil, 4365, Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ, ZIP code 21040-360, kines expmssion [1—4]. Ithas been recem]y demonstrated that
Bl the exposure to0 M. leprae has an inhibitory effect on a pro-
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1286457943 2017 Ingtitut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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Liquid-liquid phase separation and fibrillation of the prion protein
modulated by a high-affinity DNA aptamer
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Abstract

Structural conversion of cellular prion protein (PrPC) into scrapie PrP (PrP>%) and subsequent
aggregation are key events associated with the onset of transmissible spongiform
encephalopathies (TSEs). Experimental evidence supports the role of nucleic acids (NAs) in
assisting this conversion. Here, we asked whether PrP undergoes liquid-liquid phase separation
(LLPS) and if this process is modulated by NAs. To this end, two 25-mer DNA aptamers, A1 and
A2, were selected against the globular domain of recombinant murine PrP (rPrP?%-23T) using
SELEX methodology. Multiparametric structural analysis of these aptamers revealed that A1
adopts a hairpin conformation. Aptamer binding caused partial unfolding of rPrP?0-231 and
modulated its ability to undergo LLPS and fibrillate. In fact, although free rPrP?%231 phase
separated into large droplets, aptamer binding increased the number of droplets but
noticeably reduced their size. Strikingly, a modified A1 aptamer that does not adopt a hairpin
structure induced formation of amyloid fibrils on the surface of the droplets. We show here
that PrP undergoes LLPS, and that the PrP interaction with NAs modulates phase separation
and promotes PrP fibrillation in a NA structure and concentration-dependent manner. These
results shed new light on the roles of NAs in PrP misfolding and TSEs.

Information

199



