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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

ESTUDO DE ASSOCIACAO ENTRE O GEN¥DRE A HANSENIASE

RESUMO

DISSERTA(;AO DE MESTRADO
Carolinne de Sales Marques

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica caugad uma bactéria intracelular
obrigatoria, dMycobacterium lepraeO sucesso da infec¢cdo se da pela capacidadetiida
em subverter o sistema imune, proliferando-se heatde em macréfagos de pele e células de
Schwann nos nervos periféricos. Sabe-se que aimaias pessoas expostas ao bacilo ndo
desenvolve a hanseniase, e evidéncias epidemiagimn demonstrado conclusivamente
que genes influenciam o desfecho da doenca. Nessiels diversos estudos tém buscado
variacbes presentes em genes envolvidos na resjposiee aoM. leprag que poderiam
explicar a susceptibilidade/resisténcia de deteadus individuos a hanseniase. O presente
estudo teve como objetivo analisar a possivel &ss@x entre marcadores genéticos no gene
do VDR (Receptor da Vitamina D) e a hanseniasee §sse tem sido relacionado a doencas
infecciosas, devido a sua importante participag&ioveas antimicrobianas mediadas pela
vitamina D. Para tal fim, foi utilizado um estudopplacional do tipo caso-controle em 416
pacientes e 587 controles, bem como um estudocadipth utilizando-se familias em 365
individuos, formado por 90 nucleos familiares. IRo@valiados os polimorfismos Fok, Taq e
rs4760658, obtendo-se as frequéncias alélicas, tigegas e haplotipicas, que foram
comparadas entre casos e controles. No estudadanhdi utilizado o teste de desequilibrio
de transmisséao (TDT), avaliando-se a transmisséaldtos dos SNPs Fok e Tag bem como
dos haplotipos para filhos afetados e a associemé@oa hanseniase. Através de uma revisédo
sistematica foram reunidos os estudos informatdesissociagdo entre o polimorfismo Taq
no VDR e a hanseniase, visando um estudo de meta-arNitisgos resultados indicam que o
gendtipo CT do SNP Fok esta associado com prote¢@&mnseniase, exibindo valor de OR
(Odds Ratio) igual a 0,77, mas com nivel de sigaifcia considerado “borderline” (p=0,05).
Para os SNPs rs4760658 e Taq as frequéncias eatienfes e controles ndo foram
estatisticamente diferentes, com valores de ORisgaa0,96 (p=0,85) e 0,79 (p=0,35)
respectivamente. Em concordancia, o estudo TDTcawdindo haver associagdo entre 0s
marcadores Taq e Fok com a hanseniase, este Udtwbondo um p-valor igual a 0,09.
Entretanto, no estudo caso-controle, a andlise depldtipos da combinacdo
Fok/rs4760658/Taq indicou que o haplétipo C/C/Cspbosassociacdo a protecdo com a
hanseniase (OR=0,46, p=0,02), ao passo que o ipapldT/T mostrou protecdo “borderline”
(OR=0,62, p=0,04). O estudo do haplétipo Fok/Tag TOT embora tenha indicado
associagao “borderline” do haplétipo T/T (p=0,08guiu na mesma direcdo que o haplotipo
do caso-controle, sugerindo protecdo a doenca. Eamtemham sido encontrados quatro
estudos na revisao sistematica todos foram exduiskja por desviarem do equilibrio de
Hardy-Weinberg ou por possuirem desenho experithdifiéaiente, impossibilitando a meta-
andlise. Assim, esse trabalho permite concluir assbciacdo do haplétipo C/C/C ¥®R
com protecdo a hanseniase, bem como associacogmarsaa protecdo do haplotipo T/T/T
com a doencga, 0 que requer ainda confirmagcdo s@jan@/0s estudos genéticos ou por
avaliacdo de um maior numero de marcadores ao lbndmcus.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ
STUDY OF ASSOCIATION BETWEEN THEVDR GENE AND LEPROSY
ABSTRACT

DISSERTA(;AO DE MESTRADO
Carolinne de Sales Marques

Leprosy is a chronic infectious disease caused Hey dbligate intracellular bacterium
Mycobacterium lepraeThe success of infection occurs due to the gbilftthe bacteria to
subvert the immune system, slowly proliferatingskin macrophages and Schwann cells in
peripheral nerves. It is known that the majorityexjposed people do not develop leprosy
bacillus, and epidemiological evidence has shownclesively that genes influence the
outcome of the disease. Accordingly, several stuti@ve searched for variations in genes
involved in immune response M. leprae which could explain the susceptibility/resistance
of certain individuals to disease. This presentlgtaimed to analyze the possible association
between genetic markers YDR gene (Vitamin D Receptor) and leprasgr se The VDR
gene has been related to infectious diseases, auts timportant role in antimicrobial
pathways mediated by vitamin D. To this end, wedus@opulation-based case-control study
with 416 patients and 587 controls as well as dicaon study using families in 365
individuals, comprising 90 nuclear families. Fok4760658 and Taq polymorphisms were
evaluated, resulting in the allele, genotype anpldtgpe frequencies that were compared
between cases and controls. In the family studyusesl the transmission disequilibrium test
(TDT) to evaluate the transmission of alleles aaglbtypes of the above mentioned SNPs to
offspring affected and the association with lepro$iirough a systematic review were
gathered informative studies of association betwhenTagVDR polymorphism and leprosy,
aiming a meta-analysis study. Our results show that CT genotype of Fok SNP was
associated to protection to leprosy with a valu®Bf (Odds Ratio) equal to 0.77, but with the
significance level considered “borderline” when wstigd for the covariates gender and
ethnicity (p = 0.05). For SNPs rs4760658 and Teafjuencies between patients and controls
were not statistically different, with values of O®96 (p=0,85) and 0.79 (p=0,35)
respectively. Accordingly, the TDT study indicated significant association between Taq
and Fok SNPs and leprosy, the latter exhibitingvalpe 0,09. However, in the case-control
study analysis of the haplotypes indicated thatcthrabination Fok/rs4760658/Taq haplotype
C/CIC has a protective association with leprosy ©B.46, p = 0.02), whereas the T/T/T
haplotype was “borderline” associated with prom@mtt{OR = 0.62, p = 0.04). The study of
haplotype Fok/Taq in TDT association while it irated "borderline” of the haplotype T/T,
followed the same direction as the haplotype caserol, suggesting the disease protection.
Although four studies were found after the systétnedview, all needed to be excluded,
either to deviate from Hardy-Weinberg equilibriumdue to different experimental design,
precluding meta-analysis. Thus, this work lets asctude an association of haplotype C/C/C
of VDR with protection to leprosy as well as borderlin®tpction association from the
haplotype T/T/T with the disease, which requiresficoation either by new genetic studies
or by increasing the number of markers along tado
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|. INTRODUCAO

1. Hanseniase

1.1 Aspectos gerais

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronicamststée com repercussao relevante
nos nervos periféricos. O acometimento nervoso &epela predilecdo do seu agente
infeccioso, oMycobacterium lepraeem proliferar-se nos macréfagos de pele e célddas
Schwann nos nervos. Essa predilecdo pode causas dagurais e deformacdes, com
expressivo impacto para o paciente e sua relagécacgociedade, tornando a hanseniase um

sinbnimo de estigma para muitas pessoas.

A identificacdo de uma bactéria como o agente clusda doenca por Gerhard Henrik
Armauer Hansen em 1873, intensificou os estudasad®s eventos ocorridos na patologia —
denominada hanseniase em sua homenagem. No emantapacidade dbl. lepraeem se
desenvolver em um meio de cultura, tem dificultadastudosn vitro bem como o0s ensaios
clinicos. Esse fato torna lenta a elucidacdo das wue participam na infeccdo, e o
aprimoramento do diagnéstico precoce, levandoieutliade de se entender claramente como

funciona a cadeia de transmissao da hanseniase.

O balanco entre a resposta imune deflagrada mepeldeiro e a capacidade do bacilo
em subverté-la é crucial no desfecho da hansendagérias evidéncias demonstram que a
genética do hospedeiro € um dos fatores a inflaem@sse processo. Diante disso, muitos
estudos tém buscado, através de ferramentas genétientificar um painel de marcadores
capazes de inferir precocemente a susceptibilidatt®Enca. Acredita-se que esses marcadores
possam servir como suporte ao diagnostico e aténme® prognostico clinico da doenca,
contribuindo para a reducdo no niumero de novosscgse ainda fazem da hanseniase um

problema sério de saude publica no Brasil.



1.2 Epidemiologia

A hanseniase € uma antiga patologia que atinger tautseano, contendo evidéncias
foésseis e moleculares que sugerem sua existéncmilhares de anos. Acredita-se que ela
tenha surgido no leste da Africa, se espalhanda @sia, Europa, e posteriormente para as
Américas, ocorrendo principalmente em paises sebdgeb/idos localizados em regides
tropicais (Robbins e col., 2009). A hanseniaseaidonsiderada um preocupante problema
de saude publica até os dias de hoje, tendo smwtaglos 249.007 novos casos no mundo em
2008 (Organizagdo Mundial de Saude - OMS, 2009Quiseo a OMS, dos casos novos totais
em hanseniase 82% concentram-se em apenas 5 padias:Brasil, Indonésia, Republica
Democrética do Congo e Bangladesh (OMS, 2009).

A partir da implementacao da poliquimioterapia (@i 1981, a prevaléncia mundial
(numero total de casos a cada 100.000 habitantegopalacdo) vem sofrendo reducéo,
passando de 520/100.000 em 1981 (Murthy e col4)2pfra valores abaixo de 10/100.000
em 2008 (OMS, 2009). Porém, em muitos paises ac#@eduwna prevaléncia ndo foi
acompanhada pela redugcdo no numero de novos cagmsaxorre, por exemplo, no Brasil. O
grafico apresentado na figura 1.1 ilustra a tenidéna nimero de novos casos de hanseniase
no mundo, na india e no Brasil entre 2002 e 2008ndia, embora seja responséavel pelo
maior numero de novos casos de hanseniase no rsagdndo a OMS (134.184 novos casos

em 2008) mostrou um declinio nesses numeros ao lbegses 7 anos (reducéo de 71%).

Hanseniase: Numero de Novos Cas
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Figura 1.1. Nimero de novos casos de hanseniase de 20028a@nhdia houve uma reducéo
namero de novos casos em torno de 70%, enquanta@uBrasil esses numergermaneceram r
mesmo patamar. Fonte OMS, 2009. 5



No entanto, o0 nimero de novos casos de hanserod3masil permaneceu praticamente
no mesmo patamar, sendo registrados 38.365 nogos em 2002 e 38.914 novos casos em
2008 (figura 1.1). Esse perfil demonstra a necadgidle intensificar os esfor¢cos para que o

Brasil reduza a incidéncia e consequentemente @raide novos casos de hanseniase.

Acredita-se que a reducéo na prevaléncia venhaosirfidenciada muito mais pela
diminuicdo no tempo de tratamento e pela remoc&aelgistros de pacientes curados do que
pela reducéo nos niveis de transmissaMdkeprae O diagndstico tardio e o longo periodo de
incubacdo da doenca sdo fatores que contribuem gdransmissdo ativa da hanseniase,

dificultando a reducéo significativa no nimero dgas casos.

O Brasil registra numeros preocupantes em reladd@naeniase. Segundo a OMS, em
2008 o Brasil foi o pais que ocupou o primeiro fugm prevaléncia da doenga, com valor
acima de 20 casos a cada 100.000 habitantes (FigRiraNesse mesmo ano, ao Brasil cabe
ainda o segundo lugar no ranking em nimero de nca®ass (38.914), e o primeiro lugar em
namero de casos com grau 2 de incapacidade (1la&23) Como esse grau de incapacidade
representa um dano neural avancado, esses nunoeles [ser considerados mais um reflexo
do diagnéstico tardio.
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Figura 1.2. Taxas de prevaléncia de hanseniase no mundados dédoeportados pela OM
e correspondem ao inicio de 2009. As taxas refeem- cada 10000 habitantes c
populaca. Adaptado da OMS, 20( 3



O Plano Nacional de Eliminagdo da Hanseniase 20@8&raveés da intensificacdo das
acOes de vigilancia continua teria como meta aimfigho da doenca, reduzindo a taxa de
prevaléncia abaixo 10 casos a cada 100.000 hadstard Brasil até 2010. Porém o atual
Programa Nacional de Controle da Hanseniase (PN&$i)me como objetivo o controle da
doenca, privilegiando o acompanhamento por meicogdiciente de detec¢cdo de casos novos
(a cada 100.000 da populacdo) em substituicdo dmraimor de prevaléncia (Guia de
Vigilancia Epidemioldgica/ Ministério da Saude- M3)essa forma, o Brasil tem agora como
meta diminuir em 10% o numero de novos casos enoresrde 15 anos até 2011 (Plano
Nacional de Saude- PAC Mais Saude). Segundo o P€3¢s casos possuem relagdo com a
doenca recente e fontes de transmissao ativasee acompanhamento se faz relevante para o

controle epidemiolégico da hanseniase.

Outro ponto que merece destaque é a inclusdo dsemiase no grupo das doencas
negligenciadas, associadas as condi¢cdes sociofmaa®e a falta de acesso ao tratamento
adequado. Isso pode ser claramente constatadalip&lauicdo desigual da doenca no Brasil,
gue acompanha a desigualdade so6cio-econémica akgiem 2009, a regido Nordeste foi
responsavel por 40,8% do namero de novos casoaigapgeguida da regidao Norte que possuiu
21,1% (Departamento de Informatica do SUS - DATASRIHE0). Nesse mesmo ano, a regiao
Sudeste continha 17% do niamero de novos casosetgaloenquanto que o Sul, regido onde
os indices de prevaléncia ja sdo menores do gaecafa 100.000 habitantes, contribuiu com
apenas 4,1% (DATASUS, 2010).

Fatores historicos, tais como a politica de coatdal isolamento compulsdrio, e sociais
contribuem para explicar o acimulo de pessoastadas com a hanseniase em determinadas
regides, sobretudo pelo seu longo periodo de ip&whaOs dados no pais em relagdo a
doenca demonstram a necessidade de reforcar @&ndigil epidemiolégica na &reas mais
endémicas, dando continuidade a execucao de atesdgue impactem a transmissdo da

hanseniase.



1.3 Transmissao e Diagndstico

Acredita-se que a transmissao Mo lepraeocorradiretamente de pessoa para pessoa,
provavelmente pela propagacao de aerossois proweside secrecdes nasais, e da captacao
através da mucosa nasal ou respiratéria (Katsel.,€1€93). O contato estreito e continuo de
um individuo saudavel com um paciente é o princigg@lerminante na transmissao da
hanseniase, ndo sendo esta proximidade limitades@econtatos domiciliares, mas também
a vizinhos e pessoas com relagdes sociais proxiveasBeers e col. em 1999, mostraram que
em uma populacdo endémica da Indonésia, o ristnagki para hanseniase foi cerca de nove
vezes maior em familias de pacientes e quatro veaés em pessoas com relacdes diretas
com pacientes, comparativamente as familias quetinBam tido qualquer tipo de contato

com os doentes.

Outro fator importante na transmissao da hansegiasépo de forma clinica e a carga
bacilar do paciente. Foi demonstrado que contaiosroaior risco de contrair hanseniase sao
proximos a pacientes que apresentam a forma maige gfa doenca que exibe alta carga
bacilar (formas multibacilares ou MB) (Moet e c@004). Estudos baseados em amostras de
lavados de pele e de secrecdo nasal sugerem goedas vias aéreas, a pele também poderia
ser uma potencial via de transmissadvldepraea partir de pacientes MB nao tratados (Job e
col., 2008).

Sabe-se que o ser humano é o Unico reservaténoahatgnificativo doM. lepraee o
anico capaz de desenvolver a hanseniase, embdeduno bacilo consiga se multiplicar e até
provocar infeccdo dos nervos periféricos (Scollmbl., 1996). Muitos aspectos envolvidos
no processo de transmissdo da hanseniase ainéatddccompletamente esclarecidos. Alguns
trabalhos sugerem que reservatorios no ambienteripod participar da dindmica de
transmissdo da doenca. Essa possibilidade foi tadanapos a deteccédo Ne leprae em
amostras de agua (Matsuoka e col., 1999) e do(kalania e col., 2008provenientes de

areas endémicas.

O diagnéstico da hanseniase é crucial no conteotboénca, pois a partir dele inicia-se o
processo de tratamento. Ele é essencialmente agaliatravés de exames clinicos e
laboratoriais buscando-se o0s sinais dermatoneuco®gda doenca. Resumidamente, o

diagndstico clinico consiste no conhecimento dadh# clinica do paciente, seguido de



avaliagcdes dermatoldgicas e neuroldgicas, diagisiferencial em relagdo a outras doencas
e verificacdo de algum tipo de incapacidade fisica.

Como suporte ao diagnoéstico clinico, no diagnostieboratorial se observa
microscopicamente a presencaMolepraeem amostras obtidas diretamente da pele ou de
lesdes, e avalia-se a integridade dos nervos amgamessa forma, para ser caracterizado
como caso de hanseniase, o0 individuo deve possuirmanos uma das seguintes
caracteristicas: i) uma ou mais lesdes de peleatmracédo da sensibilidade; ii) acometimento
dos nervos com espessamento neural; iii) bacilagcppsitiva. Embora a identificagéo
precoce de pacientes com hanseniase seja de gngmoi¢ancia para evitar a transmissao, ela

é dificultada pelo longo periodo de incubacéo denda.

Uma importante complementacdo ao diagnéstico deedmhase foi dada a partir da
proposta de utilizacdo de técnicas sorolégicas gataccdo ddV. leprag através de uma
molécula especifica do bacilo, o PGL-1 (glicolgodendlicol). Essa molécula € majoritaria
na parede celular dd. leprag e possui poder antigénico por induzir a producaardigorpos
IgM especificos em pacientes com hanseniase. @$snile producdo do IgM anti PGL-1
indicam exposicdo adl. leprae sdo caracteristicos de cada forma clinica da gégea
mostram correlagcéo positiva com a baciloscopiairhg®dem contribuir para avaliar o nivel
de exposicdo dos contatos, auxiliar na classifcalg® pacientes, e ainda no monitoramento
da eficacia do tratamento (Moura e col., 2008) efedcdo e dosagem do anticorpo anti PGL-1
pode ser feita utilizando a técnica ELISA (do isglEnzyme Linked Immunosorbent Assay”).

No entanto, considera-se que 0 maior avanco nmasiigo laboratorial de hanseniase
nos ultimos 15 anos tenha sido o desenvolvimentmé®dos para extracado, amplificacéo e
identificacdo do DNA ddJ. lepraeem amostras clinicas através da reacao de PCgligrean
cadeia da polimerase) e outras técnicas molecu(&eslard e col., 2006). A identificacao
molecular doM. lepraeconsiste na amplificacdo de regides especificadNid do M.leprag
tais como a sequéncia ndo codificante RLEP, arpdetiuma grande variedade de amostras
clinicas de pacientes. Amostras como biépsia de palico nasal, amostra de nervo e sangue
podem ser utilizadas para essa identificacéo (&cod col., 2006).

Os ensaios moleculares para diagnostico podem eaizados atravées de PCR

convencional ou PCR em tempo real, este Ultimo @gumas vantagens como alta



sensibilidade e versatilidade. Martinez e colabor@sl mostraram que além de detectar e
quantificar o DNA daV.. leprae a PCR também é (til para determinar a viabiliddaléacilo
(Martinez e col., 2006, Martinez e col., 2009). B vem sendo utilizada como método de
suporte ao diagndstico convencional, sendo imp@tam manifestacbes da doenca com
poucas ou nenhuma lesdo de pele, como é o caswrda heural pura (NP) (Martinez e col.,
2006). Nesse contexto, foi sugerido também o us®@R atrelado a deteccdo do PGL-1
através de anticorpos como auxilio laboratorialdragnostico da forma NP (Jardim e col.,
2005).

1.4 Formas clinicas, classificacdo e tratamento

Os pacientes com hanseniase exibem um amplo esmgkrtmanifestacdes clinicas e
histopatolégicas. No VI Congresso InternacionaHdeseniase (Madri,1953), a hanseniase foi
classificada clinicamente com base nos critériopalaridade propostos por Rabello em 1938.
Desse modo, a doenca foi interpretada tendo potoeneos, indo de uma forma mais
localizada (tuberculéide), passando por formasrnmeeiarias, até assumir uma forma mais
grave e disseminada (virchowiana). Esse perfil @sgleda hanseniase, a principio bastante
intrigante, foi sendo melhor entendido com o avatg@onhecimento na area da imunologia,
0 que possibilitou compreender que a ocorréncissadesnanifestacbes dependem do

comportamento do sistema imune do hospedeiro feeimtieccéo peld/. leprae

Na década de 60, Ridley e Jopling sugeriram unssifieacao para as formas clinicas da
hanseniase. Essa classificacdo estd esquematiaaflgura 1.3, e baseia-se em critérios
clinicos, histopatologicos e imunologicos. A resposnunolégica adVl. leprae pode ser
medida pelo teste cutadneo de lepromina (reacéo itkeidd). Segundo Ridley e Jopling, em
um dos extremos da hanseniase observam-se paciemeslesdes localizadas e bem
demarcadas, contendo poucos bacilos, exibindo stspoflamatoria e reacdo positiva a
lepromina, caracterizando a hanseniase tubercu(@ile No outro extremo encontram-se
pacientes com reacdo negativa para a lepromingsemando lesées mal delimitadas,
disseminadas pelo corpo e contendo numerosos $aciaracterizando a hanseniase
lepromatosa (LL). Existem ainda, formas clinicasenmediarias entre esses extremos,
denominadas borderline tuberculdide (BT), borderlibborderline (BB) e borderline

lepromatosa (BL) (Ridley & Jopling, 1966). Supde€pge 0s pacientes também possam



apresentar uma forma indeterminada da hanseniassterizada por um estégio inicial e

transitério que evolui para uma das cinco formasaas.

Em 1982, foi proposta pela OMS uma classificacdsedda na carga bacilar,
classificando como paucibacilares (PB) os pacierdas indice baciloscépico negativo, ou em
multibacilares (MB) aqueles com indice baciloscépjmositivo. No entanto, atualmente
utiliza-se uma classificacdo operacional visandaentificacdo simplificada e rapida de
pacientes atraves do critério clinico. Essa clasgifio baseia-se apenas no numero de lesoes,
classificando como PB os pacientes com uma a d@esdes, e como MB o0s pacientes

contendo acima de cinco les6es (OMS, 2010).
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Figura 1.3. Formas clinicas da hanseniag&squema demonstra o perfil espectra
doenca Representacdo baseada na classificacdo de Ridlepling: TT (tuberculdide
BT (borderline tubercul6ide), BB (borderline), Blbafderline lepromatosa), L
(lepromatosa). Estéo incluidos aspectos da resjmstae dopaciente em cada forr
clinica (producdo de citocinas), baciloscopia, e episédéaxionais (reacao reversi
eritrema nodoso hansénico-ENH). Adaptado de Britwh Lockwood, 2004.

O tratamento dos pacientes com hanseniase é funtidnpara fechar a fonte de
infeccdo e interromper a cadeia de transmissdajosassim estratégico para o controle
epidemiolégico da doenca. Desde 1981 a OMS intiadazpoliquimioterapia (PQT) para

tratamento da doenca em substituicio a monotecapiadapsona, essa ultima a qual havia



resultado em resisténcia ao bacilo pelos paciéB@sllard e col., 2006). A PQT é constituida
pelos antibidticos rifampicina, dapsona e clofamemi associagdo que dificulta o
desenvolvimento de resisténcia medicamentosa. [Essabinacdo elimina os bacilos,
impedindo o paciente de transmitir a doenca logminio do tratamento, garantindo a cura da

doencga caso 0 esquema terapéutico seja administesidoma correta.

Para os pacientes PB, a medicacdo € administradatdi6 meses, através da ingestao
mensal supervisionada de 600mg de rifampicina emfj0de dapsona, com uma dose
autoadministrada diaria de dapsona. Ja os pacibtBedevem realizar o tratamento durante
12 meses, com doses mensais supervisionadas deg6@@mrifampicina, 300mg de
clofazimina e 100mg de dapsona, e doses diariatotizimina e dapsona autoadministradas

(Guia de Vigilancia Epidemiolégica- MS).

1.5 Episodios reacionais

Durante o curso da hanseniase o0s pacientes tratadu®, e mesmo ap0os o término do
tratamento, podem apresentar os chamados estaamlnenas. Esses estados consistem em
episodios de inflamacéo aguda que podem levar mproometimento cutaneo, neuroldgico e
sistémico. As reacdes podem afetar entre 30-50%pacentes com hanseniase, e devem ser
consideradas como uma complicacdo emergencia gis¢ o dano ao nervo pode ocorrer

rapidamente e levar a perda da sensibilidade,ipiaral até deformidades.

Os eventos ou condicbes que levam ao desenvohomamtreacdes ainda ndo estao
completamente esclarecidos, mas sabe-se que ognfesci na faixa borderline ou
multibacilares sdo mais susceptiveis, e que fageasticos ou ndo, tais como carga bacilar,
imunizagdes, co-infec¢des, estresse e gravidezripodgambém influenciar. Esses estados
reacionais podem ser classificados como reacaoltipo reacéo reversa (RR), que ocorrem
nos pacientes borderline (BT, BB, BL), e reacdo &pou eritema nodoso hansénico (ENH),
gue ocorre no pacientes multibacilares (BL e LLgFa 1.3). Além disso, na hanseniase pode
ocorrer um quadro isolado de neuropatia, sem ceajpaento de lesdes cutaneas, conhecido
como forma neural pura. Essa manifestacao clirzaproblemas para o diagndstico, e requer

como auxilio a biopsia de nervo (Britton & Lockwo@d04).



1.6 A neuropatia na hanseniase

A hanseniase poderia ser interpretada apenas cmaieccédo dermatologica capaz de
elicitar uma ampla resposta imune no hospedeimfosse a peculiar predilecdo bb leprae
pelos nervos periféricos. Esse fato acrescentanaehé&se carater de neuropatia, onde a
infeccdo das células de Schwann nos nervos peb®dapode acarretar complicagfes tais,
capazes de levar ao comprometimento neural, def@msae atrofias, principais agravos
relacionadas a doenca. Vale ressaltar ainda quei@patia resulta ndo apenas da infeccao,
mas também das respostas imunoldgicas e procdtmmatorio desencadeados contrivlo
leprae

Os processos envolvidos no acometimento neuraési@ completamente esclarecidos,
e muitos estudos tém buscado entendé-los, abor@espectos como localizagdo e movimento
do M. lepraeaté os nervos periféricos, entrada nas célul&cbhe/ann e 0 mecanismo de lesao
neural. O entendimento destas etapas seria cqaialuma possivel intervencao terapéutica

ou preventiva no processo de infeccéo.

Em relacdo ao mecanismo de lesdo neural, por dgeaxyistem hipoteses divergentes.
Foi sugerido que a infeccdo de células de Schwahm M. leprae viavel ndo provoque
apoptose, mas favoreca a multiplicacdo e sobrewi@émessas ceélulas (Rambukkana e col.,
2002). Em contrapartida, foi reportado que céldesSchwann estimuladas com uma fracéo
do M. lepraeligante de TRL2 (Toll-like Receptor 2), sdo indles & apoptose (Oliveira e col.,
2003). Divergéncias também sdo observadas em oelagdprocesso de desmielinizacao.
Estudos realizados com o modelo de co-cultura deiex e células de Schwann mostraram
que a infeccao pelbl. lepraendo afeta a estrutura da mielina (Hagge e co2R@Porém,
Rambukkana e colaboradores demonstraram tanttro comoin vivo a existéncia deim
processo inicial de desestruturacado da mielinanpeta@ aderéncia dd. leprae(Rambukkana
e col., 2002).

1.7 Mycobacterium leprae

O Mycobacterium lepra€ um bacilo intracelular obrigatério, de crescimelgnto, e

alcool-acido resistente. Similarmente a todos @mmismos dessa espécie, € uma bactéria
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gram-positiva, com um envelope celular complexooen auma estrutura Unica, rica em
lipideos. O envelope compreende uma membrana celufaa parede celular formada
principalmente por peptideoglicanos e acidos nuogli e uma cépsula rica em PGL-1 (Daffé
& Draper, 1998). Muitas moléculas do envelope eglgfio essenciais para a patogénedéd.do

leprag tais como as adesinas que parecem mediar agatedo bacilo tanto com células de
Schwann, como com células epiteliais e endotealiaisospedeiro (Pessolani e col., 2003).

O M. lepraenéo € capaz de crescer em um meio de cultura ciolohe como resultado
a sua multiplicagcéo para fins experimentais tera sidtrita a modelos animais incluindo tatus,
camundongos normais, atimicos e nocautes. O crestintdoM. lepraeno coxim plantar de
camundongos, por exemplo, tem fornecido quantidadiésientes de bacilos viaveis para esse
fim (Truman e col, 2001), enquanto o tatu de nastad Dasypus novencynctusem sendo

utilizado para inoculagéo experimental.

Estudos comparativos conduzidos apos o sequenaiarnempleto do genoma dw.
leprae (Cole e col., 2001) mostraram existir um caso extrele reducdo evolutiva nesse
genoma. A critério de comparagdoMb tuberculosispossui genoma de 4,4 Mb, contendo
3.993 genes e 6 pseudogenes (genes inativadodgoon @arocesso ao longo da evolugao),
enquanto que M. lepraepossui apenas 1.605 genes (49,5% do genoma),seinpmeendente
namero de 1.133 pseudogenes (Scollard e col., 2084), somado ao fato de que o genoma
do M. lepraeparece ter sofrido dele¢cdes de genes inteirosredca em uma perda macica de
genes funcionais no bacildlarri e col.,2006). Acredita-se que eventos comarnanjos e
delecdes no genoma, perda de fatores sigma, esangee de seqiéncias Shine- Delgarno
alteradas ou degeneradas sejam responsaveis poa@ssulo de pseudogenes (Williams e
col., 2009).

Apesar dos estudos gendmicos comparativos indicaeemnhos para realizagcao de
estudos funcionais referentes B leprae a dificuldade em cultiva-lo dificulta também a
obtencéo e purificacdo de proteinas. Mesmo asstudes tém buscado avaliar o perfil de
expressao protéica dd. leprag como o conduzido por Marques e col., que idextifi218
novas proteinas do bacilo (Marques e col., 2008anAlise do transcriptoma d. leprae
pode fornecer respostas relevantes sobre os rlgeexpressdo génica durante a infeccéo, e
analises do genoma completo do bacilo, por exenmpbstraram que os pseudogenes podem

ser tao transcritos quanto as regides codificgiteama e col., 2009).
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Foi sugerido que a organizagdo génicachumsters(operons) associada a perda de sitios
de terminagdo da transcricdo em ORFs funcionaiarieaw a transcricdo de pseudogenes
através de uma leitura continua entre as ORFs i@idl e col., 2009). No entanto foi
demonstrado que muitos pseudogenes transcricionsmaévos possuem ustart codonnao
funcional, o que parece ter sido um mecanismoldecéamento da traducdo de proteinas sem
sentido, com consequente economia de energia esrefamento do bacilo (Williams e col.,
2009). Mesmo assim, ainda € desconhecido porqué&eoeotranscricdo de sequéncias a
principio ndo funcionais dbl. leprae, tanto em sistemas de cultivo experimental quanto
biopsias de pacientes. Sugere-se também que odgoezes tenham participacdo em vias de
regulac&o génica, o que poderia explicar a capaeida sobrevivéncia dd. lepraemediante

0 numero tao limitado de sequéncias codificantes.

A reducdo no genoma ddl. leprae resultou na eliminagdo de diversas vias
fundamentais, o que implica em respostas limitagasante o estresse do ambiente
intracelular. O acumulo de pseudogenes pode tenguiolo uma evolugdo adaptativa do
M.leprag que possivelmente avancou de um modo de vida figra um nicho extremamente
especializado nos macrofagos e nas células de 8ohdes nervos periféricos (Monot e col.,
2009).

2. Relagao hospedeire M. leprae

ApoOs o contato ddv. lepraecom o hospedeiro através das vias aéreas superores
bacilo pode penetrar no corpo e posteriormentellempse, alojando-se preferencialmente em
macrofagos de pele e em células de Schwann nosseeviféricos. Porém, observa-se que na
maioria dos casos de contato, ocorra uma infecgBdisica sem nenhum sintoma evidente.
Nos poucos casos em que a infeccdo se estabelgmepagacdo do bacilo é lenta, com
periodo de incubac&o durando em média 5 anos,tearando uma infeccado vagarosa de um

bacilo que se divide apenas a cada 14 dias (vars Beml., 1996).
Um dos principais fatores determinantes no desfatzhdanseniase é o resultado do

balanco entre resposta imune deflagrada pelo hespee a capacidade de escape pélo

leprae através de mecanismos de evasao desta respostaldgioa. A associacao estreita
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entre a resposta imune do hospedeiro e o quadiioakia hanseniase faz dela um excelente
modelo para o estudo da relacédo patdogeno-hospesieimfeccbes microbianas.

2.1 Resposta Imune ad/l. leprae

2.1.1 Resposta Imune Inata

A resposta imune conhecida como inata se constityirimeiro nivel de interacao dé.
leprae com o hospedeiro e é considerada crucial paraddpale resposta frente ao bacilo,
pois esta diretamente ligada ao perfil de respadtgtativa. Além disso, a imunidade inata
possui requisitos que podem ser suficientes pax@nhecer e restringir a infeccdo, podendo

ser relevante no estagio inicial onde se defingtabelecimento ou ndo da doenga.

Uma das primeiras células a participar da modulagé@l desempenhada pela resposta
imune inata na hanseniase séo as células dendlibeanangel e col., 2000). A maior parte
dessas células sédo derivadas de linhagem monoeitsé ativadas durante o primeiro contato
com patdgeno, passando a ser eficientes em fagquitcessar e apresentar o antigeno aos
linfécitos T e B distantes do sitio da infeccacemldisso, a célula dendritica ativada participa
na modulacédo do curso da resposta imune adaptptivdiizindo moléculas co-estimulatérias
e citocinas como IL-12, TNF, IL-10 e IL-6 (Demangetol., 2000). Entretanto, M. leprae
mostrou ser capaz de interferir no funcionamentocélala dendritica, seja inibindo sua
interacdo com a célula T através da participacddP@dh-1, ou suprimindo sua propria
maturacdo, possivelmente via inibicdo de IL-12 (Mige col.,, 2001), inducdo de IL-10
(Geijtenbeek e col., 2003) e de IB-(Scollard e col., 2006, Makino e col., 2006).

Da parcela de mondcitos circulantes que sdo ativgoelo patdgeno, 25% sao
diferenciados em células dendriticas e os 75% ntestasdo diferenciados em macréfagos
(Makinoe col., 2006). Os macrofagos também saolagléagociticas que participam da
interacéo inicial com oM. leprae,e possuem uma acao diretamente efetora na resttegao
crescimento e proliferagdo do bacilo. Apds sermkeoido pelo macréfago, o patdégeno sera
fagocitado e em seguida serao ativadas vias quardenimpedir o sucesso da infecgao, tais
como a producdo de 6xido nitrico, de radicais sag)eo, e de peptideos antimicrobianos

como catelicidina @-defensinas (Liu e col., 2006).
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Foi sugerido que as atividades fagociticas e aotohianas nos macrofagos sejam
moduladas por citocinas em vias divergentes, e aquesequilibrio entre essas vias pode
favorecer a suscetibilidade ou a resisténciaMadeprae (Montoya e col., 2009). Mondcitos
estimulados por IL-10 induziram um perfil fagoadtiqque se fez presente em pacientes MB,
enquanto o perfil antimicrobiano foi induzido em amidagos diferenciados por IL-15 e
apresentou-se em lesdes de pacientes PB (Montaydh,e2009). A convergéncia entre as
atividades fagociticas e microbicidas poderiam roteut a proliferacdo do patégeno, visto que
0s macrofagos tém uma producédo limitada dos fatanésicrobianos e precisam limitar a
taxa entrada dos bacilos. Acredita-se que o dddletmientre esses eventos possa ser induzido
pelas proprias micobactérias (Montoya e col., 2009)

O macroéfago assim como todas as células apreseasadi® antigeno produzem citocinas
relevantes que participam de um dos principais seida imunidade inata/adaptativa em
micobactérias: o eixo IL-12/IL-23/IFM-(Langrish e col., 2004). Diante do contato com o
patogeno, essas células passam a sintetizar ¢itoamas, dentre elas IL-12, IL-23 e IL-27,
gue atuam estimulando os linfécitos e as célulasaNiKoduzir suas proprias citocinas que vao
mediar a resposta imune. Dentre elas merece destaqlFNy, que ativa mecanismos
microbicidas e aumenta a expressdo de moléculddHid e de moléculas co-estimulatérias
(van de Vosse e col., 2004). O TNF<citocina pré-inflamatéria, também €& produzida em
resposta ao estimulo dos macrofagos e, em sineogiaa producdo de IFN-constituem o
principal mecanismo efetor da imunidade celulam(¢e Vosse e col.,, 2004). O TNF-
também participa da ativacdo do macréfago, induzma@ controlar dV. leprae tendo papel

importante na manutencéo dessa ativacao e na faonalcgranuloma (Goulart e col., 2002).

Foi descrito por Virchow, em 1863, que macrofagdsdtados peld. lepraepossuem
como caracteristica classica o acumulo de vaculddicos, o que junto aos vacuolos
infectados d& a essas células o aspecto esponjlzsoinglés “foam-cells). Analises
histoquimicas dessas células (conhecidas tambér célalas de Virchow) mostraram que
esses vacuolos contém acidos graxos e fosfolipideogjuais indicam ter origem nédo soé
micobacteriana como também do hospedeiro (Cruz.e2fi08). Demonstrou-se também que
essas ceélulas sdo abundantes em lesfes de pacamtbanseniase LL, mas ndo em pacientes
TT, e que esse predominio esta ligado a inducagedes do hospedeiro envolvidos com o
metabolismo lipidico, levando ao acumulo de fopidiios oxidados (Cruz e col., 2008). Esse

acumulo exibiu efeito inibitério na imunidade inaantra o bacilo, interferindo nas funcdes
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das células dendriticas e na atividade antimicr@bimediada pelos TLRs (Montoya e col.,
2009). Assim, sugere-se que o acumulo lipidico itio sla infeccdo forneca ad. leprae
substratos metabodlicos essenciais para 0 seu roesdo, contribuindo também para sua
patogénese.

O reconhecimento dbl. lepraepelas células do hospedeiro é possibilitado peRRs
(receptores de reconhecimento padrédo, do inglégetidRecognition Receptoysteceptores
gue reconhecem os padrfes moleculares associgdtdgenos (PAMPs, do ingl€athogen-
Associated Molecular Patterp® que variamdependendo da natureza do PAMP e da sua

localizag¢é@o na célula.

Os receptores do tipo Toll (TLRs, do inglés “Take receptors”) estdo presentes em
monaocitos, macrofagos e células dendriticas, ecdggaenente os TLR1 e TLR2 reconhecem
lipopeptideos da parede bacterianaMioleprae (Walker and Loockwood, 2006). Em geral,
apos ativados pelos seus ligantes os TLRs iniciara cascata de sinalizagdo que culmina na
ativacdo de fatores tais como o NF-kB, levando @ugio da resposta inflamatéria, e
modulacdo da imunidade inata e antigeno-especiKcemar e col., 2009). No caso da
hanseniase, demonstrou-se que os TLR1 e TLR2 forais expressos em amostras de lesdes
provenientes de pacientes TT quando comparadd@eset LL, indicando que a ativagao dos
TLR no sitio da doenca contribui para conter adgde (Krutzik e col., 2003). A ativacéo do
heterodimero TLR1/2 mostrou-se relevante na atvagéivia antimicrobiana em macroéfagos,

reduzindo a viabilidade dd. tuberculosigntracelular (Liu e col., 2006).

Foi descrito recentemente o envolvimento de unzssel de PRRs intracelulares
conhecidos como NLRs (Nod-like receptors) com gast& imune inata contra bactérias.
Dentre eles, os receptores NOD1 e NOD2 (do inglédddtide-binding oligomerization) séo
capazes de se ligar a fragmentos de peptideogticdaccitosol, ou até mesmo a algumas
bactérias intracelulares integras (Le Bourhis e., c@007). Apesar de se replicar
preferencialmente em vesiculas, acredita-se qie teprae seja reconhecido pelos NODs,
possivelmente através de componentes do bacilpogem ser secretados para o citoplasma
(van der Wel e col., 2007, Berrington e col., 20JA) reconhecer um PAMP micobacteriano
0 NOD1 e NOD2 levam a inducdo de NF-kB e de fatarggmnicrobianos, atuando também
em sinergia com TLRs para induzir principalmente penfil inflamatério da imunidade
adaptativa (Le Bourhis e col., 2007, Ferwerda e, @)05). Um papel importante para o

NOD2 no reconhecimento dé. tuberculosisfoi demonstrado em células mononucleares de
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individuos homozigotos para a mutacd020insC-NOD2.Frente a estimulacdo coi.
tuberculosisessas células exibiram uma resposta de citogimagariou negativamente de 60-

80% em comparacao aos heterozigotos ou selvagensg(fela e col., 2005)

E importante ressaltar que os eventos precoceahsEados pela imunidade inata
mediante a infeccao pdA. lepraedemonstram exercer crucial influéncia na detergénala
resposta imune adaptativa, modulando a resposigeantespecifica. Por outro lado, o perfil
da resposta adaptativa potencializa os efeitosndmidade inata, e esses eventos se somam

atuando de maneira altamente dindmica para con&atdeccao.

2.1.2 Resposta imune adaptativa

A relevancia da imunidade adaptativa na respostanémao M. leprae se da
principalmente pelo direcionamento do curso dacigdie bem como das diversas formas
clinicas da hanseniase. Estudos utilizando camgadoatimicos mostraram que esses animais
nao foram capazes de respondeMadeprae sugerindo que os linfécitos, principais células d
imunidade adaptativa, sdo essenciais na conteragdlarbScollard e col., 2006).

Apesar de estarem simultaneamente presentes adiadencelular e humoral na resposta
a hanseniase, a resposta mediada por células assaioredestaque, visto queM. lepraeé
um bacilo intracelular obrigatério, e portanto pgitlo da acdo dos anticorpos. Dada a
importancia da imunidade celular, percebeu-se &ntu que havia uma distingdo no
comportamento dessa resposta em pacientes corardésrformas polares da hanseniase. Os
pacientes TT, por exemplo, apresentam propor¢coes@N8 comparavel aos controles (2:1) e
niveis normais de células dendriticas, enquanto apigacientes LL mostram propor¢cado
CD4:CDS8 invertida na lesédo e células dendriticasneenor niamero (Modlin e col., 1983).
Isso sugere que o perfil imunolégico nos pacieft€scontribua em algum nivel para o
recrutamento, ativacdo e maturacdo de macrofagasqgoatrolar a infeccdo (Modlin e col.,
1983)

Estudos conduzidos por Mossmann e col. em 1986arawe 0 que seria um marco no
estudo dos mecanismos de resposta imune na hasesetdm a identificacdo de pelo menos

dois subgrupos de linfécitos T auxiliares: os loifds T auxiliar 1 e T auxiliar 2 (ou Thl e
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Th2, h do inglés “helper”). As células Thl estaripredominantemente envolvidas em um
perfil de resposta imune inflamatéria, enquantocéhilas Th2 em uma resposta anti-
inflamatoria, com inibicdo macrofagica e ativacaaesposta humoral.

Sugeriu-se entdo que a hanseniase se comportasseod® com os padrdoes de
resposta Thl x Th2, e experimentos utilizando arassle lesdes de pacientes, avaliando a
expressdo de RNA mensageiro de citocinas cardatasisde cada perfil indicaram a
confirmacdo dessa hipdtese. Pacientes TT exibiraporitariamente um perfil de citocinas
relacionadas a resposta Thl (IL-2, IL-12, IPN-enquanto individuos LL mostraram
predominio da resposta Th2 (IL-10, IL-4, IL-5) (Yamura e col., 1991). Outro estudo
descreveu que pacientes TT possuiram aumento dess rde IFN e TNF no soro, com
correlacdo negativa com o indice baciloscopico, (H) passo que os LL mostraram altos

niveis de IL-10, com significante correlacdo pesittom o IB (Moubasher e col., 1999).

Em sintese, sugere-se que os pacientes do péloctidide tenham um padrdo de
resposta imune protetora mediada pelas célulasrdiapaente eficientes, com producédo de
citocinas que contribuem na maturacdo e ativac&ondacréfagos, levando ao controle da
multiplicacdo dos bacilos e a sua posterior elig@ioa J& os pacientes do pdlo lepromatoso,
parecem possuir um perfil de citocinas que indueducdo da resposta inflamatoria, com
inibicdo macrofagica e perfil caracteristico daposta humoral, padrées imunologicos que,

somados a outros fatores, seriam insuficientesquarier oM. leprae.

No entanto, muitos pacientes (em torno de 40%) mpodeibir um perfil de resposta
mista, ou seja, produzem citocinas do perfil ThIh2, tais como IFNM IL12 e IL4. Isso
mostra que o predominio de uma resposta ndo impédcanulacdo da outra, e pode sugerir
ainda que em alguns pacientes a resposta imuné/.adteprae possa nado satisfazer
completamente o0 modelo Th1l/Th2. Nesse contexto medsaltar que novos subgrupos de
células T auxiliares ja foram descritos, tais caaa@élulas T reguladoras (Treg) e as células T
produtoras de IL-17 (Th17), indicando que a respaosiular ndo é tdo dicotdmica como se
pensava. A participacdo das Treg, células imundmdguas que podem inibir a célula T
efetora, vendo sendo estudada na hanseniase, ¢éepache papel importante na determinacéo

da forma lepromatosa da doenca (Scollard e cog)200
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3. Epidemiologia genética nas doencas infecciosaa banseniase

As doencas infecciosas ainda constituem a princgasa de morte na maior parte do
mundo. Isso reflete, por exemplo, na expectativaida em torno de 45 anos observada na
maioria dos paises da Africa sub-Sahariana (Casa&ofbel, 2004). Em contrapartida, na
Europa houve um expressivo aumento na expectativadd, que era em torno de 40 anos no
século XIX e agora chega aos 80 anos (Casanovae$, 2B05). Assim, acredita-se que esse
aumento na expectativa de vida deva-se muito ntacoatrole das doencas infecciosas pelo
estabelecimento da higiene, vacinas e de drogaqudopor um ajuste do nosso sistema
imunoldgico (Casanova & Abel, 2005).

Inicialmente, as doencas infecciosas foram corailder de ordem puramente ambiental.
Entretanto, mesmo ap0s a publicacdo da teoria &ra de Pasteur entre 1865 e 1870, ainda
permanecia sem explicacdo a causa do alto niveadabilidade clinica observada entre os
individuos infectados pelo 0 mesmo microorganisiviérias teorias foram propostas para
explicar esta heterogeneidade clinica, e evidérepademioldgicas acumuladas desde 1930,
através de estudos genéticos e de segregacao afandkmonstram conclusivamente a
influéncia dobackgroundgenético do hospedeiro na susceptibilidade a @semfecciosas
(Alcais e col., 2007). Um estudo realizado em 1€Bfhonstrou claramente essa influéncia
genética ao identificar uma crianca com uma mutaga@ene da enzima tirosina quinase,
apresentando varias infec¢des e auséncia dasc@&8uade anticorpos, caracterizando uma
imunodeficiéncia primaria (Hitzig e col., 2003).

E importante ressaltar que para o estabelecimentoré doenca infecciosa, a exposicio
ao agente infeccioso € requerida, mas nao sufeciehtfigura 1.4 mostra que 0 curso e
desfecho da doenca envolvem uma interacdo compjegainclui varios fatores além da
genética do hospedeiro. Partindo do contato coratégeno, o evento central de combate a
infeccdo se inicia na imunidade inata, que pob ficleria controlar a infec¢éo, ou avancar até
a imunidade adaptativa, direcionando o fendtipddgioo e clinico da doenca. Cada etapa
desse processo pode ser influenciada tanto poefasmnbientais, que envolve fatores do meio
ou do patdégeno, quanto por fatores genéticos (cootacdes) e ndo genéticos do hospedeiro
(Casanova & Abel, 2004).
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Microbianos N3zo microbianos
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l Fendtipos
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genéticos genéticos
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Figura 1.4. Interacdo hospedei@mbiente no curso das doengas infecciosas. O croplecesso gt
vai desde a exposi¢do ao patdégeno até o desfedthmedga envolve tanto fatores do hospedeiro qt
do ambiente. Adaptado @@asanova & Abel, 2004.

3.1 Estratégias para estudos genéticos em doengagcciosas

Os estudos genéticos possibilitam investigar umasipel relacdo entre variantes
genéticas e doencas, utilizando correlacdes aatatipara identificar o efeito dessas variantes
no desfecho em estudo, o que pode permitir encamiecadores capazes de refletir a relacéo
genotipo-fendtipo. No caso de patologias compleo@ao a hanseniase, onde varios genes
podem estar envolvidos nos diversos desfechos gloerca pode assumir, espera-se que a

identificacdo de variantes ao longo desses gerssapxplicar a susceptibilidade ou protecao
a doenca.

Dentro das estratégias para o estudo genético entads infecciosas encontra-se avaliar
a contribuicdo de variantes em determinados geonebecidos como genes candidatos, para o
desfecho da doenca (Figura 1.5). A escolha de gemedidatos pode ser feita a partir de

hipoteses, tais como plausibilidade do mesmo era kialogicas relevantes na doenca e
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evidéncias de associacao encontradas em estudomeed. Por outro lado, essa escolha pode
ser baseada na identificacdo dos genes em estediga.cio e em estudos de expressao génica
(Figura 1.5). Nos genes candidatos serdo escolhidds os marcadores genéticos candidatos
a serem estudados. Os tipos de marcadores genétaesvaliados sdo os polimorfismos de
base uUnica (SNPs), mutacdes em uma Unica baseotidida com frequéncia maior do que
1% na populacdo. A presenca de SNPs poderia, mnm®, modificar sitios dsplicing
alterar a afinidade de fatores de transcricdo pEjéio promotora, e ainda resultar em uma
troca de aminoacidos que leva a alteracdo da esirptotéica e até mesmo da sua funcao
(Moraes e col., 2006).

Doenga complexa em estudo

\4
Hipotese

Estudos de ligagao Estudos de GWA
expressio génica

Genes Candidatos

’9 Estudo caso-controle

L Estudos em familias

Escolha de SEB
Marcadores (SNPs) Estudos de Associagiao

Figura 15. Estratégias de estudo para investigar a assocggg@ética em genes candidatos. Pode-
se escolher o gene candidato baseado em hipopaesiljilidade bioldgica) ou partindo dstudos
posicionais ou de expressdo génica. GWA: estudasdeciacdo do genoma compleBNPs:
polimorfismos de base Unica, TDT: teste do des#yjiglde transmissdo. Adaptado de Casardova
Abel, 2004.

A escolha do marcador a ser avaliado no gene catodidquer analises cuidadosas. Faz-
se importante verificar a localizacdo do marcadorgene, avaliando a possibilidade de

modificagcbes na proteina e consequentemente dgaftincionais, sendo interessante o
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posicionamento em regides codificantes, regulade@®motoras (Tabor e col., 2002). Outro
importante critério na escolha de marcadores gm®é verificar a existéncia de desequilibrio
de ligacdo com outros marcadores. O desequililericggdcao refere-se a presenca de alelos em
um locus, segregando juntos na populacdo maisdreginente do que se poderia esperar de
acordo com a distancia genética entre eles. Esgento de alelos forma blocos haplotipicos
conhecidos como “tags”. Assim, caso existam polfismos organizados entags
haplotipicos, a presenca de um deles nos permigirirsobre a presenca dos demais,
constituindo uma estratégia que possibilita otimaanapeamento de marcadores em uma

determinada regidao génica (Stram e col., 2004).

3.2 Desenhos de estudos genéticos

Um tipo de estudo utilizado em genética de doeagasstudo de ligagdo, o qual assume
gue componentes genéticos em doencas multifats&en transmitidos de maneira nao-
aleatdria. Esse tipo de estudo permite avaliarea determinada regido do cromossomo
possui efeito genético com a doenca em questdsgjay se um locus génico esta ligado ao
desfecho. O estudo de ligacdo compreende umaauélisegregacdo em familias, avaliando o
quanto uma determinada regido desvia-se da segegagependente e co-segrega com a
doenca (Cardon & Bell, 2001). A identificacdo dajiie em estudo é feita utilizando
marcadores especificos para os loci génicos, tai®oos microsatélites. Esses marcadores
podem inclusive ser distribuidos ao longo de todsescromossomos, caracterizando a
estratégia conhecida como “rastreamento gendmido” iiglés “genome scan”). Apos a
identificacdo de uma regido ligada a doenca, pedealizar uma extensdo dos marcadores
naquela regido através de estudos de clonagemigradijce esse mapeamento fino pode
permitir a identificacdo de genes ligados ao désfe(Cardon & Bell, 2001). Genes
identificados em estudos de ligacdo sao importazgedidatos para a conducdo de estudos de

associacao genética (Figura 1.5).

Outra alternativa amplamente utilizada em estudo®ticos sdo os estudos populacionais
de associagao, que oferecem uma ferramenta poqecsanapear genes de risco com efeitos
modestos, tendo nesse caso maior poder estatistigoe os estudos de ligacdo (Méller e col.,
2010). Nesse tipo de estudo avalia-se a assoctlc&m determinado gene escolhalpriori

com um determinado desfecho, utilizando desenhpsrementais do tipo caso-controle ou
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familiar (Figura 1.5). Em outra vertente encontrsgnes estudos de associagdo do genoma
completo (GWA, do inglés “Genome-Wide Associationy quais ndo necessitam de uma
hipotese anterior, sendo interessantes na idexg#fcc de genes em vias onde ndo se esperava
ter relacdo com a doenca. Os estudos GWA permittoda milhares variacdes genéticas
simultaneamente ao longo de todo o genoma (Hirsoh&daly, 2005), mas a densidade da
andlise e as extensivas correcdes estatisticdadaiseao modelo, podem aumentar o potencial
de se encontrar falsos positivos e negativos, bemocerros de genotipagem (Pearson &
Manoliol, 2001). A figura 1.5 ilustra a insercacsdcestudos de associacdo dentro das possiveis

estratégias de estudo genético em doencgas complexas

Um dos principais desenhos utilizados em estu@oassociacdo genética é o caso-
controle. Em sintese, nesse tipo de desenho sida®@os pacientes e controles (individuos
sadios) de uma determinada populacdo e obtidag@i$éhcias de uma determinada variante
genética nesses dois grupos. A comparacéo enfreggg€ncias nos dois grupos pode indicar
se existe uma predisposicao a susceptibilidadeofreai pacientes) ou a resisténcia (maior em

controles) a doenca.

O desenho caso-controle deve ser feito de mabastante criteriosa para que nao
sejam encontradas associacdes espurias. A esanlgaigo controle, por exemplo, deve ser
feita com o cuidado para que os individuos tenhangrau de exposi¢cao ao agente infeccioso
semelhante a dos pacientes. Se nao for assim,-dermdficil inferir se os controles néo
ficaram doentes simplesmente porque eles possuerasm®ntato com 0 agente infeccioso
(Pacheco & Moraes, 2009). Outro cuidado importanser tomado é em relacdo ao tamanho
da amostra, que deve ser o suficiente para passilploder estatistico na deteccdo de uma
significante diferenca, e para evitar efeitos tamo falso-positivos devido a flutuacdes de
frequéncia (Cardon & Bell, 2001). Deve-se aval@anlbém a possibilidade de estratificagdo
populacional, ou seja, se existe a influéncia déaveis de confusdo que possam alterar as
freqiéncias dentro do grupo, tais como backgroungt@ sexo ou idade, que devem ser
evitadas ou de alguma forma corrigidas durantediisen(Thomas & Witte, 2002, Pacheco &
Moraes, 2009).

Os estudos de associacdo em familias também sfimadiNva interessante, sendo
considerados mais estringentes do que o caso-tmmay utilizar um controle genético

interno, eliminando assim a influéncia da esticgfo populacional. Esse desenho utiliza
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como principio o teste de desequilibrio de transaus(TDT), que avalia o desvio da

transmissado alélica aos filhos afetados em relagdesperado (50%), utilizando o alelo ndo
transmitido como controle (Schaid e col., 1998). dJalesvantagem relacionada a essa
metodologia € justamente a dificuldade em recrasafamilias informativas, que devem ser

organizadas em trios contendo pelo menos um fiiado e pais heterozigotos.

3.3 Influéncia genética na hanseniase

A influéncia genética na hanseniase foi demonstrmilsialmente em estudos
utilizando gémeos, onde a doenca mostrou-se maggidnte em monozigéticos quando
comparados a dizigoticos. Posteriormente, estu@osegregacao familiar exibiram fortes
evidéncias para a presenca de um gene principaudeeptibilidade a doenca (Abel &
Demenais, 1988). Somado a essas, outras evidé&ltiasas e epidemiolégicas confirmam
que a hanseniase possui influéncia genética, enayuelas merecem destaque: i) apesar da
baixa diversidade genética do patdogeno a doengagmdpresentar em varias formas clinicas;
i) contatos domiciliares consanguineos exibiraniomasco para desenvolver a doenca; iii)
dentre as pessoas infectadas, somente de 0,1-1%uséeptiveis a doenca; iv) populacdes
com diferentesbackgroundsétnicos vivendo na mesma area geografica exibiearas de

prevaléncia distintas (Moraes e col., 2006).

Diante disso, acredita-se que durante o seu catswah, a hanseniase seja influenciada
pelo backgroundgenético do hospedeiro em trés momentos distilResumidamente, esses
momentos incluem a infeccdo independente da forth@ca (hanseniasger s, o
direcionamento das formas clinicas, e ainda a écoia e gravidade dos episodios reacionais
(Figura 1.7). Em conjunto, os fatores genéticosepo@inda sofrer influéncia um do outro,
seja por adicdo, reducdo ou anulacdo dos seussfdibda essa dinamica da influéncia

genética do hospedeiro frenteMolepraepode ser determinante no desfecho doenca.
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Figura 1.6. Influéncia genética no curso da hanseniase. Fageaéticos podem contribuir
ocorréncia da hansenigser se(1), na gravidade das formas clinicasri(@%¥ episodios reacionais
no dano neural (3). LL: lepromatosa, TT: tududdide, NP: neural pura, ENH: eritrema nod
hansénico, RR: reacéo reversa. Adaptado de Moreas, 00€

3.4 Regibes e genes de ligacdo/associacdo com aéwiase

Estudos envolvendo genes candidatos a associag@a t@nseniase tém dado grande
contribuicdo ao conhecimento da genética na do&iém dos estudos de ligacéo, os estudos
de associacdo, sejam do tipo caso-controle ou keskmiliar, sdo largamente utilizados
como forma de avaliar o grau de associacdo de gedeenca, reportando investigacbes em
diversas populagbes. Muitos desses estudos exibsuttados animadores, demonstrando a
relevancia de regides/genes na genética da hassergae podem estar associados a
susceptibilidade ou protecdo com a doenca ou swasa$ clinicas. Tém sido avaliados
principalmente genes de citocinas e de outras midgccom papel relevante na resposta
imunoldgica, estando localizados na regido do ceragpantigeno leucocitario humano - HLA

(do inglés “Human Leukocyte Antigens”) ou nao.

O primeiro estudo genético na hanseniase, utilzaondho desenho estudos de ligacao,
identificou uma regido no cromossomo 10p13 que modigacdo com a forma paucibacilar
da doenca (Siddiqui e col., 2001). Essa regidoétord gene que codifica para o receptor de
manose presente em macrofagos (MRC1), que attecaphecimento de padrées bacterianos,

em especial residuos de manose presentes na paeiedlEr doM. leprae. Um estudo de
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associagado conduzido em vietnamitas e brasileon8rmou a participagédo do geMRC1lna
suscetibilidade a hanseniase, onde o polimorfisT896S mostrou associagdo com
suscetibilidade a hansenigms see com a forma multibacilar (Alter e col., 2010%sE estudo
tentou estender a andlise para avaliar o papeldiomicdo G396S, no entanto as células
carreadoras e nao carreadoras do mesmo ndo forpazesa de realizar a fagocitose,
levantando a necessidade de se aprofundar asigagésts funcionais sobre o papel desse

polimorfismo na hanseniase.

Estudos de ligagdo conduzidos por Mira e colaboesjoavaliaram seis regidoes
cromossomais relacionadas a hanseniase, e idardificum locus associado as formas
clinicas da doenca, correspondente a regido HLA/mblEromossomo 6 (Mira e col., 2003).
Esse mesmo grupo realizou um estudo de ligacagpdadstreamento gendmico e encontrou
ligacdo da regido 6925 com susceptibilidade a maase (Mira e col, 2003). O mapeamento
fino desta regido através de estudos de clonagesitigmal e desequilibrio de ligacdo
identificou uma variante de susceptibilidade em gene chamad®ARK2 o qual codifica
uma ubiquitina-E3 ligase, e um gene regulador dims oPARKG.Foram identificados dois
SNPs localizados na regido promotora da parkinga&nizados em blocos haplotipicos, e que
demonstraram associacdo com a susceptibilidad@sehi@ase tanto em familias viethamitas
guanto na populacéo brasileira (Mira e col., 2084se estudo € considerado o primeiro a ter
sucesso em uma clonagem posicional de um locusiadeca uma doenca infecciosa, e abriu

caminhos para a identificacdo de uma nova via sjgosta imune contraM. leprae

A parkina foi primeiramente identificada em estudog a relacionaram a doenca de
Parkinson, e acredita-se que possa participar galagio de proteinas de degradacao
envolvidas na resposta imune, em vias apoptoticaa eroducdo de espécies reativas de
oxigénio (ROI). Assim, foi sugerido que na hanssmia parkina possa participar na resposta
celular anti-oxidante nas células de Schwann, piade a apoptose induzida por ROI nessas
células, e favorecendo o sucesso do estabelecirdaritdeccdo e a susceptibilidade a doenca
(Schurr e col., 2006).

Investigacbes posteriores do mesmo grupo de p@sqosn base no rastreamenro
gendmico realizado em vietnamitas, estenderam lssamé regido cromossomal 6p21, onde
também foi encontrada uma relevante associacédoaifAle col., 2007). Através do

mapeamento nessa regido, foi identificada a agsarido gene da linfotoxina{LTA+80)
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com a susceptibilidade a hanseniase em jovenss(do$e25 anos), o que foi demonstrado por
estudos caso-controle feitos em indianos e em estoaseados em familias de vietnamitas. Os
dados de replicacdo do desenho de estudo cas@leorgm brasileiros foi apenas

marginalmente significativo no grupo de jovens, erabnessa populacdo a média de idade
seja alta (em torno de 40 anos), com baixo numermdividuos menores de 25 anos, 0 que

pode ter reduzido o poder estatistico e dificultadmalise (Alcais e col., 2007).

Um amplo estudo do associacdo do tipo GWA, visamapear polimorfismos em
associacdo com a hanseniase, foi realizado recenterem 1.931 individuos da populacéo
chinesa, envolvendo também trés estudos de reptidagdependentes com 3.254 pacientes e
5.955 controles no total (Zhang e col., 2009). Eestudos replicativos avaliaram a associacao
entre a hanseniase e os marcadores mais forteassaeiados no GWA. Como resultado, foi
observada a associagcédo entre polimorfismos engseiss e a susceptibilidade & hanseniase,
especialmente nos genes que codificam para NODZE &NHLA. Foi sugerida assim, a
existéncia de uma via de sinalizacdo que regutauaidade inata na hanseniase mediada pelo
NOD2, e que ela esteja associada com a suscegaibdiadV. leprae(Zhang e col., 2009).
Posteriormente, um estudo do tipo caso-controlaneilir (TDT) realizado em indianos,
embora tenha replicado a associacdo observadansoHj#\, ndo observou associacéo dos
genesNOD2 e TNF com a hanseniase, sugerindo a existéncia de hetmidgde entre as
populacdes (Wong e col., 2010). Recentemente, e §&D2 foi também associado com a
hansenias@er see com o desenvolvimento de episddios reacionaisue@ populacdo do
Nepal (Berrington e col., 2010).

Os genedHLA estédo intimamente ligados em um locus no cromossgp21, e sao
altamente polimorficos. Participam do processo mtesentacdo antigénica para as células T
em humanos, o que implica na influéncia que ogefites haplétipos de HLA podem exercer
no perfil de ativagdo dos linfécitos. LA pode ser dividido erklLA classe | (A, B e C) e
HLA classe Il (DR, DQ e DP), e estudos tém descréassaciacdo de varios haplotipos com a
hanseniase em regides de ambas as classes, aor#iesiceptibilidade ou protecdo. Um dos
resultados mais consistentes envolve os allos-DRB1*04e DRB1*1Q que na populacdes
brasileira e viethamita foram associados a resigtéa susceptibilidade, respectivamente
(Vanderborght e col., 2007).
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Um dos genes candidatos com maior nimero de t@balh hanseniase, tanto em
estudos funcionais quanto genéticos, é o gétle com destaque para a troca G/A na posi¢ao
-308 da regido promotora. Isso se justifica pelande importancia da citocina TNF na
hanseniase, a qual protagoniza a resposta inflamai® pele, a formacdo do granuloma e a
leséo tecidual. Inicialmente, foi demonstrada mdiequéncia do marcaddrNF-308Aem
pacientes LL do que em controles, sugerindo suibdéetdde (Roy e col., 1999). No entanto,
um segundo estudo do tipo caso-controle realizaddmsileiros indicou o oposto, relatando

associacdo desse marcador com protecédo a hangesrias¢Santos e col., 2000).

O estudo seguinte envolvendd blF-308A também realizado em brasileiros, replicou
o resultado anterior, sugerindo a associacao theaszsdor com protecdo a hansenjasese
Esse estudo foi realizado utilizando desenhos deegacao familiar e TDT, sendo feito
também um estudo de ligacdo entre os genes dardgi@NF (TNF e LTA) e os genes da
regido doHLAIl que mostraram estar em desequilibrio de ligachawS col., 2001). Mais
recentemente o estudo de alguns SNPs em uma papuiiac Sul do Brasil confirmou os
resultados observados em brasileiros (Francheschi.,e2009). A avaliacdo conjunta desses
dados em um estudo de meta-analise sugere que hefeitm especifico em brasileiros da
associacdo d&NF -308Ana protecdo a hanseniase (Cardoso, 2009). Foird#rado ainda
ocorrer aumento de reatividade ao teste de Mitamlgacientes paucibacilares carreadores
desse marcador ndNF (Moraes e col., 2001). Isso reforca a hipotesgirmal que sugere uma
possivel associacdo entre a presenca do alelo -808&A niveis elevados de producdo da
citocina em pacientes com hanseniase tuberculéidieando tendéncia a protecao.

A gene da citocina anti-inflamatoria IL-10 tambénpstiou estar associado a
hanseniase. O alelo T do polimorfismo -819 kri0 foi associado a susceptibilidade na
populacdo brasileira em dois estudos diferentes) confirmacdo na populacdo indiana
(Santos e col., 2002, Malhotra e col., 2005, Paricol., 2009). Para demonstrar a associacéo,
Pereira e colaboradores realizaram um estudo @agmte combinado a uma meta-analise,
somado a um estudo biolégico do papel desse marcadde foram observados menores
niveis de IL-10 nos carreadores do alelo -819T @radgp com 0s ndo carreadores (Pereira e
col., 2009). Segundo os autores, esses achadosde®nas anteriores sugerem uma

participacdo definitiva do aleld-10 -819T na susceptibilidade a hanseniase.
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O eixo IL-12/1L-23/IFN¥, um dos principais envolvidos na ativacdo da rstsponune
a micobactérias, ja foi relacionado geneticamewi® @ hanseniase. Inicialmente, nao foi
verificada associacdo dos genes do receptor d& I(t112RB1 e IL12RB2 e do IFNy
(INFGRJ) com a hanseniase (Lee e col., 2003), mas estadpsntes verificaram associacao
de um haploétipo na regido promotora Wd2RB2 com protecdo a forma LL da doenca
(Ohyama e col., 2005), assim como tendéncia pmatettanseniager sede um marcador no
gene que codifica a por¢cao p40 da IL-12 e da ILd@®rahan, 2007). Foi demonstrado
também, que o alelo A do polimorfismo 1188, nade@ UTR do gene que codifica a porcéo
p40 da IL-12 possui associagdo de forma a corgasceptibilidade a forma LL da hanseniase

(Alvarado-Navarro e col., 2008).

No contexto da resposta imune inata, foi lancadoacgene candidato a associacéo
com a hanseniase o gene do receptor da vitamindDIR)( que se mostrou crucial na via
antimicrobiana da resposta imune no combate a matébas (Modlin, 2009). O genédDR
tem sido abordado em varios estudos do tipo castrede, que encontraram resultados de
associacdo com a hanseniase, mas muitos deleglugigos ou contraditérios. Abordaremos

posteriormente com maior detalhamento a particpdedse gene na hanseniase.

Como foi mostrado, varios genes e regides do genfurean associados com a
hanseniase, com suas formas clinicas ou episodmsonais. Entretanto, muitas dessas
associagoes nao foram replicadas, possivelmentefapares que afetam a qualidade dos
desenhos tais como inadequado tamanho amostrals Bskados em conjunto indicam que a
suscetibilidade a hanseniase é oligogénica, comalion grau de heterogeneidade entre
diferentes populagbes, sugerindo um complexo modgémético de influéncia a

susceptibilidade a doenca (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Esquema das moléculas candidatgzratagonistas na infecgdo macrofég
pelo M. leprae Essas moléculas ja tiveram seus genes descritoassociacdo com
hansenias em trabalhos anteriol.

4. A Vitamina D e 0 VDR

4.1 Aspectos gerais

A vitamina D foi inicialmente relacionada com o afmilismo 6sseo e regulacdo de
calcio. No inicio do século XX foi demonstrado queaquitismo clinico podia ser curado
através da exposicao solar, e que isso se devaatiaipacao dessa vitamina (Holick e col.,
2004). O isolamento e identificagdo da estrututarésle da vitamina D rendeu o prémio
Nobel de quimica em 1928 ao Dr. Adolf Windaus,fertificacdo de alimentos com a forma
ativa dessa vitamina a partir de 1930 contribuna paerradicacdo do raquitismo. No entanto,
a partir da década de 40, percebeu-se que baixess de vitamina D associados a baixa
exposicdo solar estavam envolvidos com aumentdsde a doencgas infecciosas tais como
tuberculose, e a outras doencas como cancer (Bdera&l Kimlin, 2009). Isso abriu os
horizontes para que a atuacdo da vitamina D fogsepretada como pleiotrOpica em muitas
doencas, e hoje se sabe que essa vitamina poésuieguladora em mais de 900 genes (Wang
e col., 2005). A importancia da vitamina D como mladora da resposta imune destacou-se

consideravelmente com a identificacdo do seu recept VDR (do inglés “Vitamin D
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Receptor”), o qual demonstrou através de variogdest mediar a acdo da vitamina D na

resposta imune a doencas infecciosas, inclusivelbraaterianas.

O VDR é um membro da superfamilia de proteinas gueam como receptores
nucleares, podendo localizar-se no nucleo, na n@mbplasmatica ou no citoplasma
(Normane col., 2004). Possui como ligante naturedloitriol ou 1,25-dihydroxyvitamina £
(1,25D;), forma ativa da vitamina D que é originada paaghidroxilacfes na pro-vitaming D
(Figura 1.8). A pro-vitamina Ppor sua vez pode ser obtida pela conversao fatocaia
partir do 7-dehydrocolesterol na pele ou atravédligéa (Lehmann & Meurer, 2010). O
processo de ativacdo da vitamina D compreende innexilacdo na pro-vitamina {jue vai
a 25-dihydroxyvitamina B(25Ds), seguida por mais uma hidroxilacdo que resulta, 280,
como produto final (Lehmann & Meurer, 2010), seredsas hidroxilagcbes catalizadas por

enzimas da classe CYP (do inglés “cytochrome P¥50

Essas reacoes de ativacdo acontecem no figadq daimaneira que os metabdlitos da
vitamina D sao transportados para esses orgaooaumilio da DBP (do inglésvitamin D
Biding Proteirf). ApoOs ser originada no figado a 25€i na corrente sanguinea, podendo ser
transportada pela DBP para o rim onde é conveniddh,250 (Lehmann & Meurer, 2010
forma ativa da vitamina D pode atuar localmenteseutransportada com o auxilio da DBP

para outras células onde pode atuar através deseptor.

O VDR possui uma estrutura molecular caracterizada um dominio altamente
conservado de ligacdo ao DNA, uma regido de ligagédtamina D, e um dominio de ativacéo
transcricional dependente de ligante (Rochel e 2000). O mecanismo sugerido para acao
molecular do VDR esta esquematizado na FiguraAlo8se ligar a 1,25po VDR adquire
uma conformacdo ativa capaz de interagir com opteceetindide X (RXR), formando um
heterodimero que pode se ligar ao DNA e atuar cfatw de transcricdo (Haussler e col.,
1997).
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Figura 1.8. Mecanismo esquematico da acdo da Vitamina D eemmptor. Ao se ligar forma
ativa da vitamina D (1,25{p o VDR pode atuar como fator de transcrigdo,utacito proteina
acessorias. O VDR ésenvolvido em varios eventos celulares tanto s gendémicas (1) quar
nao-genbmicas (2), e na resposta imune pode tepapul regulador ouadinducdo da ac
microbicida.

A acdo do VDR como fator transcricional dependeatwmutamento de varias proteinas
co-reguladoras, tais como os elementos de respogtamina D (VDRES), que em conjunto
formardo uma estrutura que facilita a abertura danatina e a interacdo VDR/RXR,
contribuindo para a ligagdao na regido promotoraDiddA (Campbell e col., 2010). Em
consequéncia disso, serdo ativados ou reprimideesgenvolvidos nas mais diversas
atividades celulares como absorcao intestinal deioc& regulacdo Ossea, crescimento e
diferenciacdo celular, imunomodulacédo, dentre cuifdorradale & Kimlin, 2009). Além
disso, a interacdo do VDR com a vitamina D podarlev ativagcdo de vias ndao gendmicas,
através da ativacao direta de vias de sinalizaig@plasméaticas que desencadeiam eventos tais
como o0 aumento do influxo de célcio e a ativacagurases citosolicas (Ordoéfiez-Moran &
Mufioz, 2009).

Tanto a vitamina D como o VDR, estédo distribuidos diversos tipos celulares, e 0s
seus efeitos podem diferir funcionalmente de acoaio cada tipo de célula ou tecido, o que
tem sido atribuido principalmente ao balanco eatr&vias gendmicas e ndo-gendémicas. Um

exemplo disso ocorre no cancer, onde a 1,28d{ibe acado anti-proliferativa sobre células
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neoplasicas em alguns tipos de cancer como o deretall, mas foi associada ao aumento do
risco a cancer de esb6fago, possivelmente portiacdiinvasao celular nesse tecido (Campbell
e col., 2010). O envolvimento de vias mediadas p&anina D em doencas infecciosas como
tuberculose e hanseniase, e em doencas auto-itamesdo demonstrado, o que se relaciona

com a participacdo dessa vitamina e do seu receat@sposta imunoldgica.

4.2 VDR e aresposta imune

As primeiras investigacbes sobre o envolvimentositkmina D com o0 sistema imune
iniciaram-se com observacfes de que a exposicaar saimentava a resisténcia a
Mycobacterium tuberculosi© prémio Nobel de medicina em 1903 foi devidescoberta de
um tratamento para tuberculose cutanea (lupus ms)ga base de radiacdo luminosa
concentrada (Liu e col., 2006). O envolvimento damina D no combate a infecgédo so6 foi
demonstrado em 1987, onde se observou a inibic@ioutteplicacdo desses bacilos em cultura

de macréfagos humanos frente a adicéo de %,@5PDwle e col., 1987).

Estudos posteriores observaram que havia uma recwgsi niveis de vitamina D em
pacientes com doencas auto-imunes tais como a@selmultipla, e que a implementacao de
terapia com essa vitamina reduziu os efeitos daxggesugerindo uma participacdo da
vitamina D como imunoreguladora (Albert e col., 2D0AIém disso, a 1,25Pmostrou efeito
inibidor sobre a producdo de IFNpor linfocitos de sangue periférico de maneiraedos
dependente (Reichel e col., 1997), bem como imb&ferencial do perfil Thl (Lemire e
col., 1995) e ativacao do perfil Th2 na maioria @ssudos (Boonstra e col., 2001). Esses
estudos, dentre outros, explicariam a acédo anéinrdtoria da vitamina D nas doencas auto-
imunes. Assim, surgia uma nova vertente de pesgjinsiicando o envolvimento da vitamina

D na modulagéo do sistema imune.

Entretanto, cerca de 100 anos depois do envolvondat fototerapia no combate a
infecgbes 0 seu mecanismo comega a ser conheé@dajeixando de envolver mais uma das
acoes pleiotropicas da vitamina D. Foi demonstiadnalmente que a ativacdo do TRL1/2
reduziu a viabilidade d#. tuberculosisem mondcitos humanos, através da ativacdo da via
antimicrobiana ativada por esses receptores (THdsagnski e col., 2001). Posteriormente, a

andlise da expressdo génica de mondcitos estimuledm lipopeptideo sintético dd.
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tuberculosisespecificos para TRL1/2 identificou dentre ouggeses 0VDR com aumento da
expressao, sugerindo uma participacao importanteanantimicrobiana (Liu e col., 2006). O
mesmo grupo demonstrou a reducdo da viablilidadd.téerculosisvia inducdo do/DR, de
forma dependente da producdo do peptideo antini@robCatelicidina. Esse peptideo foi
mais expresso em monacitos infectados estimulados & 1,250, de uma maneira dose-
dependente (Liu e col., 2007). Mais recentementestmou-se que além da participacdo do
VDR, a inducao das citocinas IL-15 (Krutzik e c@Q08) e IL1B (Liu e col., 2009) atuam
sinergicamente para ativar a via anti-microbiandusida pelo TLR contra patdégenos

intracelulares.

Ja no contexto da imunoregulacdo, altos niveisl@D; mostraram suprimir a
autoimunidade e a destruicdo decidual pela inibgdaerfil Th17 (Tang e col., 2009), e
facilitar a inducdo de células T regulatorias Foym3itivas (Kamen & Tangpricha, 2010).
Considerando toda a complexidade de acéo da Vitamie do VDR nos eventos celulares,
muitos estudos genéticos e funcionais ainda saesea@dos para definir claramente o papel

das vias mediadas por essa vitamina nas doeneasivgas.

4.3 Polimorfismos no gen&DR

O geneVDR localiza-se na regido 12q12—qgl4foe caracterizado por Miyamoto e col.
contendo nove regifes codificantes, incluindo umgido promotora passivel dmlicing
alternativo, e por isso considerada pelos autae®@xon 1 (Miyamoto e col., 1997).\MR
possui varios SNPs localizados em sitios de erzioearestricdo, gerando RFLR® inglés
“Restriction Fragment Length Polymorphisms”), enwais estudados estdo esquematizados na

figura 1.9
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Figura 1.9. Estrutura do gen¥DR e a localizagcdo dos principais polimorfismos. Oeyeossui ¢
regides consideradas como exons (representadosal®)l sendo o éxon 1 passivel gjgicing
alternativo Adaptado de Uitterlinden e col., 2006.

Préximo a regido 3'UTR as variantes polimérficaais estudadas sédo as especificas
para as enzimabaql, Apal e Bsm,as quais ja foram relacionadas funcionalmentevidatie
do VDR e a expressao génica (Morrison e col., 19@polimorfismo Taq [T/C] é uma
variacédo sindbnima localizada na posicdo +352 dm &ale forma que a troca de bases nao
altera a sequéncia de aminoécidos (Valdivielsorardandez, 2006). Esse polimorfismo ja foi
associado a varias doencas como diabetes tiponieffakis e col., 2009), diabetes tipo Il
(Dilmec e col., 2009), queratose solar (Carles®le 2008), e a ocorréncia de metastases
(Valdivielso and Fernandez, 2006). Em relacdo aséwiase, o polimorfismo Taq ja foi
associado a risco nas populacdes brasileira, nexiedricana e indiana (Goulart e col., 2006,
Félix e col., 2009, Fitness e col., 2004, Roy e, d899).

As variantes Apa [G/T] e Bsm [A/G] sé&o localizadss intron 8, e também ja foram
associadas a diversas doengas. O SNP Apa exibociagB com cancer colo-retal
(Mahmoudi e col., 2009) e de ovario (Lurie e c8D07), a asma (Saadi e col., 2009) e a
tuberculose em uma populacdo africana (Bornman. g2€i94). O Bsm por sua vez mostrou-
se associado ao aumento da densidade Ossea eoa hairis do hormbénio da paratiredide
(Valdivielso and Fernandez, 2006), bem como reoeetee relacionado a artrite reumatéide
(Ghelani e col., 2010). No contexto de doencasabsas, estudos funcionais conduzidos por
Selvaraj e col., utilizando macréfagos infectadm® 8. tuberculosissugerem que a presenca

dos polimorfismos Bsm e Taq e do haplétipo formpdoBsm/Apa/Taq exerca influéncia no
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potencial fagocitico de maneira a reduzi-lo (Selyarcol., 2004). O polimorfismo Fok [C/T] é
considerado o caso mais interessante de SNP-RFMRJoda sua localizacdo na regiao do
codon de iniciacdo (ATG). A presenca do alelo TRl acarreta no uso de um cédon de
iniciacao alternativo que leva a producédo de unmepra menor (Miyamoto e col., 1997).
Esse polimorfismo € o que leva a maior alteracatéfma no VDR, e exibiu associacdo com
diversas doencas tais como cancer de mama (Smatie, 2008, Bretherton-Watt) e do colo
uterino (Ochs-Balcom), e a ocorréncia da hepatitdLBe col., 2006). Foi conduzido
recentemente um estudo de meta-analise contemplantbs os estudos informativos ja
publicados que avaliam a associacdo dos polimasBsram VDR com a tuberculose,
mostrando uma associa¢do com protecéo do gendfigln Fokbem como uma associag¢édo do
genotipo GG do Bsm com a susceptibilidade na pgpolasiatica (Gao e col., 2010). Até o
momento, estudos de associacdo envolvendo os pbmos Apa, Bsm e Fok com a

hanseniase ainda ndo foram reportados na literatura

Além dos polimorfismos relacionados a RFLP, existedimeros outros localizados ao
longo do gene/DR Uma das formas utilizadas para identificar esSH®s € através do
sequenciamento da regido génica, o que permitinotifib@ar, por exemplo, o polimorfismo
Cdx2 [G/A] na regido promotora dDR, no sitio de ligacdo com o fator de transcricdo @DX
(do inglés “caudal-related homeobox 2”), SNP esge pi posteriormenteassociado a
diminuicdo da densidade 6ssea na populacdo jap¢viakhvielso and Fernandez, 2006). No
entanto, ferramentas de bioinformatica possibilitamcesso a informacdes sobre os SNPs ja
identificados em vérias populacdes, especialmdrdgés de banco de dados como o “dbSNP”

do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/ Uma estratégia interessante é buscar

polimorfismos que estejam em organizados em “thgglotipicos para utilizacdo em estudos
de associacdo, o que é possivel utilizando o bdismonivel no “International HapMap

Project” (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gyvEssa estratégia foi utilizada inclusive, na #sco

de um dos polimorfismos avaliados no presente egigd 760658).

Como foi ilustrado, varios estudos avaliaram agea de polimorfismos no ge®R
e sua associacao com doencas em diferentes pogsilggilendo incluir a hanseniase ou outra
micobacteriose. Nao obstante, os resultados dessastigacdes foram inconclusivos ou
contraditorios, o que justifica a intensificacao estudos que busquem compreender o real
papel do VDR na hanseniase, contribuindo paraavaliassociacdo desse receptor com a

doenca.
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II. OBJETIVOS

1. Objetivo geral

O objetivo geral desse estudo consiste em avalessaciagcéo entre polimorfismos no
geneVDRe a hanseniase, através de estudos do tipo casolee familiar.

2. Objetivos especificos

o Avaliar as frequéncias alélicas e genotipicaspidisnorfismos Fok, rs4760658 e Taq
no geneVDR em uma populacdo do Rio de Janeiro e analisarariag8o entre o0s
referidos marcadores e a hanseniase, através daamgéo da distribuicdo de

freqUiéncias em casos e controles;

o Realizar o estudo do haplotipo formado pelos adoes Fok/ rs4760658/Taq,
determinando a frequéncia dos mesmos em casostelesne a associagdo com a
hanseniase e avaliar se existe desequilibrio dacda entre os polimorfismos

genotipados;

o Determinar a transmissdo alélica dos SNPs Fokgenb gene/DR em um estudo

replicativo utilizando familias através do testeddeequilibrio de transmisséo;

o Efetuar uma revisdo sistematica do MR e a hanseniase, visando a realizacdo de

um estudo de meta-analise.
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lll. MATERIAIS E METODOS

1. Populacéo e desenho de estudo

Um dos desenhos utilizados no presente trabalho &studo do tipo caso-controle em
uma populacédo do Rio de Janeiro, composta por iHeddduos (670 casos e 598 controles).
Os pacientes foram diagnosticados no Ambulatériaz&oAradjo da Fundacdo Oswaldo
Cruz/RJ (ASA-FIOCRUZ) credenciado como centro deréncia no controle da hanseniase.
O diagnéstico seguiu os critérios estabelecidos Riolley & Jopling (1966), e como
recomendado pela OMS, os pacientes foram agrupado® multibacilares (MB) ou
paubacilares (PB). Os controles, residentes na meésea geografica dos pacientes, foram
obtidos a partir de um banco de doadores de médska do INCA-RJ (Instituto Nacional do
Cancer). Pacientes e controles foram etnicameassiticados como caucasoéides, mesticos
ou negros, de acordo com caracteristicas morfadgios individuos e dos seus familiares.
Esta classificacdo foi realizada sempre pelo megrofissional, através de uma inspecao
cuidadosa de atributos dessas pessoas, tais coaumectsticas morfolégicas da face, tipo de
cabelo e cor de pele. As caracteristicas geraispdpslacdes utilizadas no estudo caso

controle estao listadas na tabela 3.1.

Em paralelo, foi realizado um estudo replicativopogpulacdo do Rio de Janeiro, que
consiste em um estudo de associacao familiarzOtilse para tal fim uma populacdo de 365
individuos contendo 90 nucleos familiares com peknos um filho afetado cada. Essas
familias foram oriundas do bairro Jardim Primavevamunicipio de Duque de Caxias-RJ, 0
qgual apresenta alta endemicidade para hanseniasdarmlias foram organizadas formando
trios, composto por um filho afetado e pelos pa@am incluidos também os trios em que
um dos pais esteve ausente, mas que o gendtipe pigdeé ser inferido pelo gendtipo dos
irmaos. Na tabela 3.2 estdo as caracteristicassgaf@rentes as familias utilizadas nesse

estudo.
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Tabela 3.1 Caracteristicas gerais da populac&o recrutagagestudo caso-controle

Casos Controles
ldade (média + SD) 38.66 + 16.92 33.49 £ 9.62

Sexo Feminino 239 (36) 314 (45)

Masculino 431 (64) 386 (55)

Etnia Caucasoide 305 (55) 393 (57)

Mesticos 191 (34) 195 (28)

Negros 64 (11) 105 (15)
Classificacdo OMS Paucibacilar 244 (36) -
Multibacilar 426 (64) -

*Resultados expressos como N (freqiéngia@ namero total de individuos em cada parametmepse
diferente do nimero total genotipado devido a pedimante o processo.

Tabela 3.2 Caracteristicas gerais da populacéo recrutagagestudo de familias

Afetados Nao afetados
Sexo Feminino 109 (54) 122 (57)
Masculino 94 (46) 93 (43)
Etnia Caucasoide 81 (48) 75 (35)
Mesticos 50 (30) 64 (30)
Negros 37 (22) 75 (35)
Classificacdo OMS Paucibacilar 76 (61) -
Multibacilar 48 (39) -

*Resultados expressos como N (freqiéngia@ namero total de individuos em cada parametmepse
diferente do namero total genotipado devido a pedimante o processo.
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2. Extracdo de DNA

A coleta das amostras realizada no ASA-FIOCRUZigpées) ou no INCA (controles)
ocorreu perante a obtencdo do termo de consenbmiemé e esclarecido por escrito, de
acordo com as normas do Comité de Etica da FIOCRut#ocolo CEP /FIOCRUZ 151/01).
A partir de amostras de sangue total foi realizadaxtracdo de DNA utilizando o método
salting out (MILLER e col., 1988) com algumas modificacdes. Primeiramente nfora
adicionados 10 mL de tampéao TE (Tris.Cl 10 mM; EDTIAMM) a um tubo de 15 mL
contendo 2 mL de amostra de sangue total. Mistaeoper inversao e centrifugou-se a 2.500
rom durante 20 minutos. O sobrenadante foi desgogza aopellet foi adicionado mais
tampéo TE até completar o volume de 10 mL. Postegnte, o material foi homogeneizado
no vortex até que @ellet estivesse completamente dissolvido, e em seguitizbo foi
centrifugado a 2.500 rpm durante 20 minutos. Ed8mal passo foi repetido, e apds a
centrifugacdo o sobrenadante foi descartado. Ap$s descarte foi adicionado pellet 600
puL de tampéo de lise (Tris.Cl 20 mM, NaCl 400 mM@TA 2 mM), 80 pL de uma solucéo
de SDS a 10% e 9 uL de proteinase K (solucdo adlBhb). O material foi homogeneizado
no vortex por 2 segundos e incubado a 37 °C dueantéte. Em seguida foram acrescentados
200 pL de uma solucdo de acetato de sodio satu@&88 M) e o material foi entdo
centrifugado a 3.000 rpm por 20 minutos. Foi faitaoleta do sobrenadante e sua transferéncia
para outro tubo, ao qual foi também acrescentadooktabsoluto (2 vezes o volume
recuperado). A solucdo foi misturada por invers@agae o DNA precipitasse. ellet de
DNA foi coletado e transferido para outro tubo,camhando-se a ele 200 puL de etanol 70%
seguido de centrifugacdo a 12.000 rpm por 5 min@osobrenadante foi descartado e o tubo
foi cuidadosamente mantido invertido por 30 minujpera que o0 etanol evaporasse
completamente. Finalmente, foram adicionados 20@eitampéo TE (Tris.Cl 5 mM; EDTA
0,1 mM) aopellet de DNA, e o material foi incubado a 56 °C até qupellet estivesse
dissolvido.

3. Genotipagem

A fim de tentarmos reproduzir na populacéo brasilestudos da literatura que reportam
associacdo do/DR com a hanseniase, para genotipagem nesse geme &seolhidos

inicialmente os polimorfismos Tas731236) e Fok (rs2228570), esse Ultimo devidwa
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implicacdo funcional e ao historico de associac@m dV. tuberculosis, micobactéria
considerada semelhante &b leprae em termos de resposta imunologica do hospedeiro.
Estendendo a regido genotipada VDR, foi realizada uma busca no banco de dados do
“International HapMap Project” a procura de SNPg @stivessem organizados em “tags”
haplotipicos, ou seja, que estivessem em deseduille ligagdo com outros polimorfismos
distribuidos ao longo de todo gene. Dessa formadoolhido mais um polimorfismo a ser
genotipado, o rs4760658, caracterizado por uma fféC no intron 1. Verificou-se ainda que
tanto o Fok quanto o Tag encontram-se em deseqaitib ligacdo com outros polimorfismos
ao longo dovDR A figura 3.1 esquematiza a localizacao dos pdfiistmos genotipados no
geneVDR bem como outros marcadores estimados como emudiseo de ligacédo.

Os polimorfismos utilizados no desenho familiar BaFok) foram genotipados atraves
da técnica PCR-RFLP (do inglés “polymerase chaattien — restriction fragment length
polymorphism”), ao passo que os polimorfismos zdtios no desenho do tipo caso-controle
(Fok, rs4760658 e Taq) foram genotipados por P@Reenpo real.
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Figura 3.1. Esquema de localizagéo dos polimorfismos no §# Os polimorfismos rs47606%
Fok e Taq foram genotipados nesse trabalho. Ospdismos com as mesmas cores enconsam-
em desequilibrio de ligagdo. Fonttapmap Project
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3.1 Genotipagem por RFLP

Para as genotipagens realizadas através de PCR-B§&ldmplificacbes por PCR foram
realizadas em reacbes com volume final deuRbutilizando entre 50 a 100 ng de DNA
gendmico como molde. Em cada reacao foram utiligddd U deTaq DNA polimerase com
1X de tampéao de reacéo fornecidos pelo fabricantetiogen, CA, USA), 1,5-2,5mM de
MgCl, , 0,2 mM de cada dNTP e 0481 de cada iniciador. As sequéncias nucleotidicas de

cada primer utilizado nas reactes de PCR estdcaitlos na tabela 3.3.

Tabela 3.: Sequéncias de iniciadores e sondas utilizadosgsagenotipagens dos SN
no gené/DR

Localizacao, Método de

SNP ; PCR primers/sondas
troca de base genotipagem
Primers:
(rs%alqz%) Exon 9 [T/C] (eﬁ](;ﬁ; ETFaLF;) $enso5-CAGAGCATGGACAGGGAGCA’
q antisenso:5’-GGTGGCGGCAGCGGATGTACGT-3
Primers:
PCR-RFLP senso5’-GATGCCAGCTGGCCCTGGCACTG -3’
(enzimaFokl)  antisenso5’- ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3'
Fok
(rs2228570) Start codon Primers:

[C/T] senso:5-TGGCCTGCTTGCTGTTCTTA-3

antisenso:5-GGGTCAGGCAGGGAAGTG-3’
Sondas:
VIC - 5-ATTGCCTCCGTCCCTG -3
FAM -5-TTGCCTCCATCCCTG-3’

PCR em tempo
real

Primers:
senso5’-GGCCCCTAGGACCTGACT-3’

antisenso 5’-GCATCTGGAACCTCTGCTAGAAA -3
PCR em tempo

rs4760658 Intron 1 [T/C] real

Sondas:
VIC-5-CTCGCTGTTGCCTGTG-3'
FAM- 5'-TCGCTGTCGCCTGTG-3'

*VIC e FAM: fluoréforos ligados as sondas

As condi¢cdes de ciclagem do PCR foram as seguiréds:°C por 5 min
(desnaturacéo), 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 6pdiC30 s e 72 °C por 45 s, com uma etapa

de extensdao final de 72 °C durante 5 min. As segjagmle todos os iniciadores usados estao
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listados na tabela 3.3. Os amplicons dos PCRs fdigaridos em 2Q.L de reacdo, contendo
3U de enzima de restricao (Invitrogen, CA, USAnpdo de digestdo 1X (Invitrogen, CA,
USA), e 15uL do produto de PCR.

Para o SNP Fok, a presenca do alelo T cria um sffpecifico para a enzima de
restricAoFokl, gerando fragmentos de restricdo que permitendlissardos alelos (fragmentos
de 197 e 76pb para o alelo T e fragmento de 27%3pd o alelo C). Em relacdo ao SNP Taq,
a enzimaragql digere em presenca do alelo C gerando fragmerd6dpb e 88pb, e um
fragmento de 351pb em presenca do alelo T. A fighilta mostra o perfil das bandas
produzidas apds digestao para os dois sistemasrddstos de restricdo foram submetidos a
eletroforese em um gel de agarose 3,0%, que feidcocom SYBR Safe (Invitrogen) de
acordo com instrucdes do fabricante. Ao final asdaa foram visualizadas através da luz
uVv.

«— 273 pb

351 pb
«— 263 pb

Figura 3.2. Genotipagem por RFLP dos SNPs no géb& analisados neste estudo. Produtos de digestdo
dos amplicons contendo os SNPs Fok (A) e Taq (B)jemeVDR A) Digestdo com enzimiok, ilustrandc

0s genotipos CC (1, 2,4,6 e 7), CT (8) e TT 8.eB) Digestdo com enzimiaqilustrando os gendtipc
TT(1,2,5e6), TC (3e7)e CC (4). M: marcadempeso molecular 123pb.
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3.2 Genotipagem por PCR em tempo real

Os SNPs rs4760658 e Fok, foram genotipados at@daégcnica de discriminacéo
alélica por PCR em tempo real. Nesta técnica, sipadas sondas fluorescentes especificas
para cada alelo, e a inferéncia dos gendétipos afeadas na intensidade de fluorescéncia
(figura 3.3). As reacbes de PCR em tempo real foigitas utilizando o ensaidagMan
(Applied Biosystems) de acordo com instrucbes dwidante, e as amplificacbes foram
realizadas utilizando o aparelho StepOne Real-R@R Systems (Applied Biosystems). Os
ensaios (combinacgao de iniciadores e sondas) fdesenhados utilizando o servigco Assay-
by-Desigrt" oferecido pela Applied Biosystems (Sdo Paulo/SRiBraDs ensaios utilizados

para as genotipagens por discriminacao alélica éistados na tabela 3.3.

Allelic Discrimination Plot

L ]
-

o8

Figura 3.3. llustracé@o grafica da genotipagegpor PCR em tempo real. A separacdo dos gi
genotipicos é feita através da discriminacdo aépelos diferentes fluordforos. Exemplo
genotipagem do rs4760658, mostrando os gendtipoga@@), TC (verde), TT (vermelho), a&s
amostras indeterminadas.

4. Revisao sistematica

Foi realizada uma pesquisa por estudos que awaiiasa associacdo entre o
polimorfismo Taq e a hanseniase, visto que dergrmarcadores utilizados nesse trabalho
esse € 0 Unico que possui estudos de associacansaniase reportados na literatura. O

resultado dessa busca servirh como base para ifitsss# realizacdo do estudo de meta-
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analise. A pesquisa de trabalhos ja publicadositaeatura foi realizada no MEDLINE
utilizando cita¢cdes do PubMed, para identificauess informativos (de Dezembro de 2002 a
Junho 2010) nos quais 0 Tag teve associacao coansehiase avaliada. Sem restricbes de
linguagens, foram utilizadas combinacfes com asis&g palavras-chave para efetuar a
busca: ‘VDR Taq’, ‘rs731236’, ‘Receptor of Vitami, Polymorphism, ‘SNP’, ‘leprosy’. O
resultado dessa busca servira como base pardizacéa de um estudo de meta-andlise, caso
0s estudos estejam de acordo com os critérios swtes para tal fim. Para ser incluido na
meta-analise o estudo deve ter sido publicado aetdsinho de 2010, ndo estar relacionado a
publicacdes anteriores e possuir dados genétidasesties para se calcular a OR (razdo de
chances - do inglés “Odds Ratio”). Como critéri@s ekclusdo ndo devem ser utilizados
estudos com dados sobrepostos, com desenho exp&imdistinto do caso-controle ou com
estratificacdes que impossibilitem a analise, edaimqueles nos quais as frequéncias

genotipicas da populacao controle desviaram ddikeqaide Hardy-Weinberg.

5. Analise estatistica

5.1 Estudo caso-controle

As frequéncias genotipicas dos polimorfismos\iaR em casos e controles foram
testadas com o auxilio do teste de qui-quadrad®, @aaliar os desvios do Equilibrio de
Hardy e Weinberg (EHW). As andlises das frequéral&gas e genotipicas foram realizadas
em casos e controles e comparadas entre essess grtifando 0 modelo de regressao
logistica, com ou sem 0 ajuste para as covari®es e etnia. Esta metodologia foi utilizada
tanto para as analises de cada polimorfismo eradeajuanto para os haplotipos. As analises
foram realizadas em referéncia a contagem alétios, carreadores do alelo (incluindo
heterozigotos e homozigotos) e contagem genotigisafreqtiéncias haplotipicas foram
estimadas através de maxima verossimilhanca, eémnforam comparadas entre casos
controles. Além disso, foi realizada a analise eseduilibrio de ligacédo entre os marcadores
utilizando os parametros estatisticos D*.eArestimativa do risco foi realizada utilizando a
OR, com 95% de intervalo de confianca (Cl) paracestudo. Todas as andlises estatisticas
foram realizadas com o auxilio do software estatisR para o Windows versdo 2.10,

utilizando os pacotes “genetics” e “haplo.stats”.
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5.2 Estudo familiar

No estudo familiar foi realizado o teste de deddmjio de transmissao (TDT), o qual €
baseado na transmissédo de um alelo marcador dosgtarozigotos para o filho afetado. No
TDT sao examinadas as probabilidades de transmidsdmada alelo dos gendétipos, para
determinar os desvios da porcentagem de transmesg@ada para o filho afetado (50%).
Caso o alelo esteja transmitido em uma proporgivfiativamente maior do que o esperado
para o filho afetado, considera-se que seja alelasto. Se ocorrer o inverso, alelo sendo
transmitido em uma proporgéo significativamente oneo alelo é considerado de protecao.
Inicialmente foi obtido o numero de alelos e deldifms transmitidos e ndo transmitidos aos
filhos afetados utilizando o programa estatisticpalRa 0 Windows versao 2.10 com o pacote
“tdthap”. Em seguida foram obtidas as frequéncias alelos e haplétipos nas familias, e
estimado o desvio das transmissdes através dodsfsitistico Z. As analises referentes ao
estudo familiar foram feitas utilizando o prograestatistico Fbat.
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IV RESULTADOS
1. Analise do SNP Fok (rs2228570) em casos e coldsoe a hanseniase

Foram realizadas as genotipagens por PCR em teagdgpara o polimorfismo Fok
(rs2228570) em 670 pacientes e 596 controles,izatalo 1266 individuos. Todas as
freqiéncias obtidas a partir da genotipagem es&iurias na tabela 4.1. Em relacdo a
frequéncia alélica do SNP Fok em pacientes, o dlebpresentou-se em 29% dos individuos,
enquanto que nos controles esse alelo exibiu frevgiéle 31%. Foram calculadas também as
frequéncias dos carreadores do alelo T, que engbsbhomozigotos e heterozigotos que
contém o alelo, e as mesmas exibiram os valores ef@%acientes e 52% em controles. O
teste de qui-quadradg?] foi calculado na populacdo controle resultandovefor ¥ = 0,32
(p= 0,55), o que significa adequacdo da populagi@abrdo com as premissas do EHW
(Tabela 4.1).

Através do modelo de regressao logistica, foranadeas comparacfes entre as
freqiéncias em casos e controles. A OR (Odds Ratamh intervalo de confianga (IC) de
95%, foi utilizada como medida de risco, e o p-valara medida dos niveis de significancia
estatistica. Valores de OR acima de 1 indicam &sse a risco com a doenca, e abaixo de 1
indicam protecdo, ao passo que quanto maior a mrdade da OR do valor 1 maior o

indicativo de que n&o exista associagao.

Os resultados das regressdes para o Fok utilizandenotipo CC como base nas
comparacdes, mostraram que o genotipo heterozigdt@sta associado a protecdo com a
hanseniase, embora o p-valor seja marginal (OR&8 @,p-valor = 0,04), a0 passo que 0
gendtipo TT ndo apresenta associacado (OR=0,979@x0o entanto, apds a correcao para as
co-variaveis sexo e etnia o genétipo CT perde Bigmicia estatistica, passando a ter valor de
OR igual a 0,77 e p-valor igual a 0,05, considerdawderline”. J& as comparacdes alélicas
em casos e controles utilizando como base o aletm&raram que o alelo T, ajustado ou néo
para as co-variaveis, exibe um p-valor ndo siguifio (tabela 4.1). Em relagdo aos
carreadores do alelo T, as andlises indicam undétem a protecdo, mas sem significancia

estatistica (OR=0,82, p=0,08), perfil que se mant&@amo apos 0 ajuste com co-variaveis.
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Tabela 4.7 Distribuicdo de frequiéncias genotipicas e alélitapolimorfismo Fok d gene
VDR em pacientes e controles e o estudo de assoaagéa hanseniase.

N (frequéncia%)

OR OR**
Casos Controles
CC* 344 (51) 277 (46) referéncia referéncia
0,78 0,77
CT 258 (39) 263 (45) (1C:0,62-0,99; (IC:0,60—1,00;
p= 0,04) p= 0,05)
0,97 1,00
TT 68 (10) 56 (9) (IC: 0,66 —1,44; (IC:0,66 —1,51;
p= 0,90) p= 0,99)
Fok 670 596
(rs2228570)
Alelo C* 946 (71) 817 (69) referéncia referéncia
0,90 0,91
Alelo T 394 (29) 375(31) (IC:0,71-1,15; (IC:0,70-1,18;
p=0,42) p=0,48)
Carreadores 0.82 0.81
do T 326 (48) 185(53) (IC:0,65-1,02; (IC:0,64-1,04;
p=0,08) p=0,10)

Valores de OR calculados com intervalo de configiGade 95%. P-global = 0,14 .Utilizados como base pa
as comparag8es no modelo de regressao logisti¢alttes ajustados para as co-variaveis sexo e etnia

Vale ressaltar aqui algumas observacdes sobreimgismo Fok. De acordo com o
banco de polimorfismos do NCBI-Pubmed (dbSNP), esdienorfismo possuia a codificagdo
rs10735810. No entanto, um “merge” em bancos ddN&bfddicou que o polimorfismo Fok
corresponde ao rs2228570, sugerindo ainda que peks®rfismo poderia ocorrer uma troca
ndo apenas C/T, mas também C/T/A/G. Para verificpossibilidade de ocorréncia dessas
trocas na nossa populagdo, 45 amostras foram sidbet sequenciamento (Anexo ). O
resultado demonstrou a existéncia apenas de t@Gasinclusive com todos os genotipos

concordantes com a genotipagem por PCR em tempo rea

a7



2. Analise do SNP rs4760658 em casos e controlesteinseniase

Foram genotipados 622 pacientes e 598 control€(it@lividuos) por PCR em tempo
real para avaliar a presenca do SNP rs4760658esdtados das frequéncias genotipicas e
alélicas sdo mostrados na Tabela 4.2. O {égtara o EHW mostrou que a populacdo controle
encontra-se em acordo com as premisgas@,05, p= 0,82).

Tabela 4.z Distribuicdo de frequéncias genotipicas e aléla@polimorfismo rs4760658
do geneVDR em pacientes e controles e estudo de associagéia banseniase.

N (frequéncia%)

OR OR**
Casos Controles
TT* 319 (51) 287 (48) referéncia referéncia
0,84 0,84
TC 241 (39) 257 (43) (IC: 0,66 —1,06; (IC:0,65 -0.84;
p=0,16) p=1,09)
1,03 0,96
CC 62 (10) 55(9) (IC:0,69-1,53; (IC:0,61—1,49;
p=0,87) p=0,85)
rs4760658 Total 622 598
Alelo T* 879 (71) 831 (69) referéncia referéncia
0,94 0,92
Alelo C 365(29) 365(31) (IC:0,70-1,20; (IC:0,70-1,21;
p=0,25) p=0,57)
0,87 0,86
Car:jea‘éores 326 (48) 185 (52) (IC: 0,70 —1,09: (IC: 0,67 — 1,11:
€ p= 0,25) p= 0,25)

Valores de OR calculados com intervalo de configiGade 95%. P-global = 0,46.Utilizados como bas
para as comparagfes no modelo de regressdo lagfstivalores ajustados para as waréveis sexo
etnia.

O alelo C desse polimorfismo mostrou frequéncia2€# em pacientes e 31% em
controles, e as analises comparativas realizadagéatde regressao logistica ndo detectaram
associagcdo com a hanseniase, com valores de ORmpr@o valor 1. Em relacdo aos
genotipos, observa-se o mesmo comportamento, céonesade OR iguais a 0,84 para o

genotipo TC (p=0,16) e 1,03 para o gendtipo CC A0 Os valores ap0s o0 ajuste para as co-
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variaveis ndo mudaram de maneira relevante (tab&)a indicando auséncia de associacao

dos genotipos do rs4760658 com a doenca.

3. Andlise do SNP Taq em casos e controles e a hariase

O polimorfismo Taq, genotipado através de RFLP af@liado em 309 pacientes e 588
controles, em um total de 897 individuos (tabel).4A populacdo controle do SNP Taq
mostrou estar em equilibrio de HW, com valor@e 1,17 (p= 0,29). Utilizando como base o
gendtipo TT para comparar casos e controles, o lmaeregressao logistica indicou valores
de OR préximos a 1 tanto para o genotipo TC ((910,56) como para o CC (0,82, p= 0,40),

mesmo com ajuste para as co-variaveis (tabela 4.3).

Tabela 4.% Distribuicdo de frequéncias genotipicas e alélaagpolimorfismo Tagdo
geneVDR em pacientes e controles e estudo de associagéa banseniase.

N(frequéncia%)

OR OR**
Casos Controles
T 144 (A7) 258 (44) referéncia referéncia
0,91 0,93
TC 130 (42) 254 (43) (IC:0,68-1,23; (IC: 0,68 -1,26;
p = 0,56) p= 0,66)
0,82 0,79
CC 35 (11) 76 (13)  (IC:0,52-129; (IC:0,49-1,28;
p= 0,40) p= 0,35)
Taq Total 309 588
(rs731236)
Alelo T* 418 (68) 770 (65) referéncia referéncia
0,90 0,90
Alelo C 200 (32) 406 (35) (1IC:0.67-1.21; (IC:0.66-1.22;
p= 0,51) p=0,51)
0,89 0,90
Car:jea‘éores 333 (56) 165 (56) (IC:0.67-1.18: (IC:0.67 - 1.20:
€ p=0,43) p=0,48)

Valores de OR calculados com intervalo de configihCia de 95%. P-global = 0,71.Utilizados como bas
para as comparacdes no modelo de regressao lagfétiéalores ajustados para as co-variaveis sesimia.
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O alelo C do SNP Tag mostrou frequéncia de 32% anieptes e de 35% em
controles, e os dados referentes as comparacdeasléesses dois grupos tendo o alelo T
como referéncia mostram valores de OR para o @afgual a 0,90 (p= 0,51), resultados que
se mantiveram mesmo ap0s o0 ajuste para as co-@@i&esultado semelhante foi encontrado
para as comparacoes utilizando os carreadore€lio@io Tag, mostrando OR= 0,89, e OR=
0,90 apO6s o ajuste para as co-variaveis ambos ggificiincia estatistica (p= 0,43 e 0,48

respectivamente).

4. Analise dos haplotipos no gengDR em casos e controles e a hanseniase

Foi verificada a possibilidade de que os marcadestwessem em desequilibrio de
ligacdo dois a dois (pairwise LD), através do dalalos parametros D’ €.rOs resultados
eliminaram essa possibilidade, pois os valores fastamam substancialmente do valor 1
(Fok/rs4760658: D'= 0,01; Fok/Taq: D'= 0,02 ; Taf/¥60658: D’'= 0,06).

Seguido das andlises realizadas em cada polimarfisdividualmente, foi realizada a
andlise dos haplétipos formados pelas combinag¢éksas dos polimorfismos Fok, rs4760658
e Taq, para averiguar o efeito da combinacdo ersrgés marcadores na associacdo com a
hanseniase. As frequéncias das combinacdes hamstiforam obtidas em casos e em
controles através do modelo de maxima verossingiaa comparadas nesses dois grupos
através do modelo de regressao logistica. As capes foram feitas com ou sem correcao

para as co-variaveis sexo e etnia.

A distribuicdo de frequéncias dos haplétipos emi@msos e controles, bem como os
resultados das comparagbes por regressdo logisteferem-se a combinacao
Fok/rs4760658/Taq, e estdo mostrados na tabela @s4.resultados das comparacgoes,
utilizando como base o haplétipo C/T/T, mostraranauliferenca ndo significativa para todas
as combinacfes haplotipicas. ApO0s a correcdo colp-asriaveis, alguns valores de OR
foram alterados (tabela 4.4), com destaque parhapitipos T/T/T (OR=0,62, p=0,04) e
C/C/C (OR=0,46, p=0,02), que passaram a indicamifgigncia estatistica, e associacédo a

protecao.
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Também foram avaliadas em casos e controles agfmegs da combinacéo haplotipica
formada pelos SNPs Fok e Taq, a critério de comggaraom o estudo familiar (o qual so
incluiu esses dois polimorfismos). A anéalise mastogue, considerando apenas esses dois
polimorfismos, nenhuma combinacdo haplotipica &mtesi associacdo com a hanseniase

(tabela 4.5). O mesmo foi observado com o ajuste g co-variaveis.

Tabela 4.« Distribuicdo de frequiéncias dos haplétipos dospaitfismos no gen¥DR
em casos e controles e a associacdo com a harmsenias

Frequéncias(%)

Haplotipo
Fok/rs4760658/Taq
Casos Controles OR (p) OR (p)**
0,94 1,00
T/ICIC 3.8 3,3 (IC:0,44 - 2,02; (IC:0,47 -2,14;
p= 0,88) p= 0,98)
0,75 0,80
TICIT 6,0 6,4 (1IC:0,44-1,33; (IC:0,45-1,42;
p= 0,35) p= 0,45)
0,52 0,62
T/TIC 6,6 7,9 (IC: 0,35 - 1,04; (IC:0,36 -1,07;
p= 0,07) p=0,08)
0,57 0,62
TITIT 12,8 13,7 (IC:0,43-1,04; (IC:0,39-0,99;
p= 0,07) p= 0,04)
0,54 0,46
C/CIC 51 6,4 (IC: 0,29 - 1,01; (IC:0,23-0,91;
p= 0,05) p=0,02)
0,75 0,77
CI/CIT 14,3 14,2 (IC:0,50-1,14;  (IC:0,51-1,17;
p= 0,18) p=0,23)
0,85 0,88
C/TIC 16,7 16,7 (IC: 0,58 — 1,25; (IC: 0,60 -1,30;
p= 0,18) p=0,54)
C/T/T* 34,4 31,0 referéncia referéncia

Valores de OR calculados com intervalo de configi@ade 95%. *Hapl6tipo tilizado como base para
comparagdes no modelo de regresséo logistica. ldreaajustados para as co-variaveis sexo e etnia.
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Tabela 4.t Distribuicdo de frequéncias dos haplétipos dosnpaffismas Fok e Tag n
geneVDR em casos e controles e a associa¢gdo com a haesenia

Frequéncias(%)

Haplotipo
Fok/Taq
Casos  Controles OR (p) OR (p)**
0,79 0,79
Tic 10,5 11,2 (IC:0,55- 1,14; p= 0,22)(IC: 0,54 - 1,15; p=0,22)
0,80 0,77
T 18,8 20,1 (IC:0,59-1,08; p=0,15)(IC: 0,56 — 1,06; p= 0,11)
0,88 0,86
cic 218 23.2 (IC: 0,66 —1,16; p= 0,38)(IC: 0,64 -1,16; p=0,33)
C/T* 48,7 45,3 referéncia referéncia

Valores de OR calculados com intervalo de configiGade 95%. * Haplotipaitilizado como base para
comparagdes no modelo de regresséo logistica. ldreaajustados para as co-variaveis sexo e etnia.

5. Andlise dos polimorfismos Fok e Taq e dos haplpbs no gene/DR em familias

Um outro estudo para avaliar associacéo de polismos no gen&DR foi conduzido,
utilizando o desenho de estudo baseado em familiateste de desequilibrio de transmissao
(TDT). Nesse desenho, foram avaliados os SNPs Fbdkgeno gené/DR e em seguida,
realizou-se a contagem tanto dos alelos transmitii@nto dos néo transmitidos aos filhos
afetados (tabela 4.6). Além disso, foram estimadagrequiéncias totais de transmissdo dos
alelos nas familias. Para o SNP Fok, os resultamatraram que houve a transmisséo do alelo
T para 18 filhos afetados em um total de 32 doede&edamilias informativas. Ainda em
relacdo ao Fok, foram obtidas as frequéncias ahas familias, que mostrou ser 0,65 para o
alelo C e 0,35 para o alelo T, mas com um p-vagaalia 0,09. No caso do polimorfismo Taq,
houve a transmissédo do alelo T em 33 dos 55 fidthetmdos, e as freqiéncias observadas nas
familias foram 0,73 para o alelo T e 0,27 paraaoalC, no entanto com um p-valor ndo

significativo igual a 0,33 (tabela 4.6).
No TDT realizado em familias também foi conduzideavaliacdo das frequiéncias

haplotipicas formadas pela combinacdo entre os JMRse Taq (nessa ordem) MDR

Nesse caso o teste estatistico (Teste Z) avaleswada transmissdo de cada haplotipo para
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os filhos afetados. Os resultados estdo mostraaddabela 4.7, destacando-se a combinagéo
haplotipica T/T, que embora tenha sido transmiéidbl individuos e ndo transmitida a 18,
apresentou um valor de p no limite da significan@a 0,06). Os resultados indicam que
nenhuma das combinacfes haplotipicas foram tradasitiferentemente do esperado, visto

que os valores de p ndo foram significativos (&ader).

Tabela 4.¢: Teste de desailibrio de transmissao (TDT) dos polimorfismos Fokaq nc
desenho familiar e a associacdo com a hanseniase.

Transmissoes

SNPs
" N&o Frequéncia
Alelos  Transmitidos transmitidos alélica (%)* Teste Z p-valor
C 14 18 65 -1,64 0,01
Fok
T 18 14 35 1,64 0,01
T 33 25 73 0,96 0,33
Taq
C 25 35 27 -0,96 0,33

* Andlises realizadas em 90 nucleos familiareslitmando 365 individuos.

Tabela 4.7.Teste de desequilibrio de transmissao (TDT) do$otipps formados pelos
polimorfismos Fok e Taq no desenho familiar e @@agsdo com a hanseniase.

Transmissoes

Haplotipos
Fok/Taq
Transmitidos Nao transmitidosFrequéncia (%) * Teste Z p-valor
CIT 23 20 48 -1,28 0,20
TIT 11 18 24 1,89 0,06
C/C 16 11 19 -0,93 0,35
T/IC 1 2 9 1,19 0,23

* Andlises realizadas em 90 nucleos familiareslimando 365 individuos.
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6. Revisao sistematica

Na busca por trabalhos anteriores que associagaotimorfismo Tag no gengDR com
a hanseniase, foram encontrados quatro estudasd®adas informacdes fornecidas nos
artigos, que contiveram no minimo a contagem gpitatido SNP Taq, foram reunidas as
informagbes mais relevantes sobre cada estudo slEciagdo, incluindo as frequéncias
genotipicas e alélicas em casos e controles, o dalg’ para o teste do EHW e o valor go
global (comparando as frequéncias entre pacientesngoles). Os trabalhos com os seus

respectivos resultados estao exibidos na tabela 4.8

O primeiro estudo foi conduzido por Roy e col er89,%m um total de 397 individuos
indianos. Em 2004, um estudo em maior escala anitie uma populacéo de 633 individuos de
Malaui (Africa) também reportou associacéo do S& dom a hanseniase. Dois anos depois,
um terceiro grupo avaliou a associacdo do Taq cdranaeniase em brasileiros do estado de
Minas Gerais, em uma populacao de 170 pessoasg&euwol., 2006). O estudo mais recente
foi conduzido em mexicanos por Félix e col. em 2008izando uma populacdo de 215
individuos. No entanto, tanto os estudos conduzpwsRoy e col., quanto os feitos por
Fitness e col. (Malaui) desviaram do EHW no grupatole, com valores dg iguais a 4,69 e
6,26 respectivamente (tabela 4.8). Consequentemeelies critérios de exclusdo esses dois
estudos foram eliminados da analise. Os outroseltiglos mostraram estar de acordo com o
EHW, exibindo valores dg iguais a 0,06 tanto para o trabalho de Goulari.eqc@nto para o
trabalho de Félix e col.

Em relac&o ao trabalho desenvolvido por Gouladleesn 2004, o mesmo utilizou um
desenho cujo grupo controle foi formado apenaspotatos domiciliares (tabela 4.8). Assim,
devido a essa diferenca no desenho experimenta, tesbalho também foi excluido. Além
disso, o estudo realizado em Mexicanos também expias um estudo caso-controle distinto,
o qual recrutou apenas pacientes com a forma leggiosa da hanseniase. Dessa forma o
estudo em Mexicanos também foi excluido por nagassivel o agrupamento de acordo com
as premissas de analise. Considerando que oshwabahteriores possuiram requisitos para
eliminacdo do estudo segundo os critérios de eXoluseja por desviar do EHW ou por
restricbes devido a distingcbes no desenho expetahea realizacdo da meta-analise foi

impossibilitada.
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Tabela 4.¢. Revisdo sistematica dos estudos de associag&oogmblimorfismo Taq nDRe a

hanseniase*.

Fitness

Roy Goulart Félix
(1999) (2004) (2006) (2009)
Populagéo india Malaui MG/Brasil Sinaloa/México
T 105 (46) 131 (53) 42 (41) 44 (62)
TC 90 (38) 101 (41) 49 (49) 19 (27)
cc 36 (16) 15 (06) 11 (10) 8 (11)
Total 231 247 102 71
T 300 (65) 363 (73) 133 (67) 107 (75)
Pacientes C 162 (35) 131 (27) 71 (33) 35 (25)
Carreagores de 195 232 91 63
Né&o carreadores 36 15 11 8
deT
Equilibrio de N&o Sim Sim N&o
Hardy- X?=4,82  X?=0,60 X?=0,35 X?=5,55
Weinberg ? p= 0,03 p=0,43 p= 0,55 p= 0,02
T 66 (39) 228 (57) 30 (44) 68 (47)
TC 87 (52) 158 (40) 31 (46) 61 (42)
cc 13 (7) 12 (3) 7 (10) 15 (10)
Total 166 398 68 144
T 219 (65) 614 (77) 91 (75) 177 (61)
Controles C 113 (34) 182 (22) 183 (25) 91 (31)
Carrea_(ljl_ores de 153 386 61 130
N&o carreadores 13 12 7 14
deT
Equilibrio de N&o N&o Sim Sim
Hardy- X?= 4,64 X?= 6,26 X?= 0,06 X?=0,06
Weinberg ? p= 0,03 p=0,01 p= 0,80 p= 0,08
X test 9,3 3,9 0,14 51
(P-valor) p = 0,009 p=0,13 p=0,93 p =0,07
Casosvs. Caso-controle:  Caso-controle:
Controles Observacdes do Caso- Caso- gfrupo ((:jontrole cont_endo apenas
desenho controle controle ormado por pacientes com a
contatos forma LL da
domiciliares hanseniase

* Valores apresentados como N (frequéncia%).LIrskaiase lepromatosa.
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V. DISCUSSAO

1. Consideracdes gerais

Esse estudo teve como proposta investigar a ag8ocgenética entre o geN®R e a
hanseniase. Um dos critérios para validacdo de eme gandidato é que haja consisténcia
entre a replicacdo observada em diferentes popgagdreferencialmente com desenhos
experimentais distintos, como estudos de casosateste baseados em familias. Dessa forma,
o geneVDR foi escolhido para ser avaliado na tentativa geicar resultados de estudos
anteriores do nosso ou de outros grupos, e de algomma esclarecer alguns resultados
contraditorios encontrados na literatura. Pardiraforam utilizados dois desenhos de estudo
distintos, de maneira a tentar replicar tambémossas proprios dados.

Vale reforcar aqui, alguns aspectos da influéngenética do hospedeiro no
desenvolvimento de doencas infecciosas. Essa mdladoi inicialmente relatada em estudos
com imunodeficiéncia primarias (IDP), definidas @omima alteragdo monogénica ou
Mendeliana, que séo raras e capazes de afetantarte o desfecho de doencas causadas por
micobactérias avirulentas. A sindrome da suscdipgddie Mendeliana a doencas
micobacterianas (MSMD) ilustra uma IDP, causadaymoa ou mais mutacdes presentes em
genes do eixo IL-12/IL-23/IFN- (van de Vosse e col., 2004). Por outro lado, altgim
doencas como a Malaria grave causada peElemodium vivaxsao influenciadas por apenas
um gene, o qual é especifico apenas para uma ddagmcpolimorfismo na regido promotora
do gene que codifica o receptor DARC (do ingl&uffy Antigen and Receptor for
Chemokine) resulta em resisténcia especifica dos individaosP. vivax o qual usa
obrigatoriamente esse receptor nas hemacias (Gasarul., 2002).

Além das doencas causadas por heranca Mendeligiséene as causadas por uma
heranca multigénica, onde muitos genes com efstitis podem influenciar no desfecho da
doenca, como € o caso dos genes do HLA. Nessextmnégistem ainda os efeitos de genes
principais de susceptibilidade (ou gensgjor’), que podem ter um papel chave no desfecho

de uma ou mais doencas. E importante ressaltaradgiens desses conjuntos multigénicos
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podem compor uma via especifica para um determitipdode patologia (Alcais e col.,
2009).

A figura 5.1 ilustra essa discussao, onde o camtgeinético em doencas infecciosas
poderia ser entendido como um espectro. Nesse @ngaot um lado teriamos genes que
unicamente ou em pequeno grupo causariam doengadelas, e em outro pélo, teriamos
genes que em maior numero influenciam varias pgiedo Dentro desse espectro, a
hanseniase pode ser considerada uma doenca capsrele influéncia tanto de genes
principais de susceptibilidade, como € o caso pelvdos gene®PARK20u LTA, quanto de
genes que possuem um impacto modesto individuad, unma efeito consideravel ao nivel
populacional. Assim, a hanseniase pode ser coagi@eomo oligogénica, localizada em uma

posicao intermediaria do espectro de influéncigggiem em doencas infecciosas (Figura 5.1).

Penetrancia Alélica

|
Doengas Mendelianas Infec¢oes associadas ao
MSMD) HLA
|
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Nuamero de genes

Figura 5.1. Representacdo esquematica do modelo continuofldéricia a doencas infeccios
humanasEsse modelo sugere uma influéncia espectral desgeémesusceptibilidade. MSMI
sindrome da susceptibilidade Mendeliana a doengasbacterianas, HLA: antigel
leucocitario humano. Adaptado de Alcais e col.,200

Como o desfecho da hanseniase envolve a participdgédvarias vias imunologicas,
acredita-se que a genética do hospedeiro exerggmefa na manutencédo do equilibrio das
respostas imunolégicas que culminam na eliminaggoatibgeno (Moraes e col., 2006). Dado

0 numero de potenciais marcadores genéticos queripodestar relacionados a uma doenca
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complexa como a hanseniase, a validacdo de hipdéssatisticas em estudos de associacdo
genética tem sido uma tentativa crescente, e aragée de um painel de marcadores uma

tarefa almejada, mas laboriosa (loannidis e c6D;12

Inicialmente associada a homeostase 0ssea, a n#gdnpassou a ser encarada também
como participante em diversas vias fisiologicasluimdo a resposta imunoldgica. O papel do
geneVDR em doencas infecciosas ganhou destaque desdet#digdedo da sua presenca na
via antimicrobiana mediada pelos receptores Toltido 1 e 2 (Liu e col., 2006). Estudos
funcionais conduzidos pelo grupo do Dr Robert Modliu et al 2006), utilizando modelos de
estimulacdo em mondcitos por um lipopeptideo dddvde M. tuberculosis sugerem que a
producdo de peptideos antimicrobianos seja indyzédia adicdo da vitamina D no meio de
cultura, acompanhada do aumento da expressédo do(MDR col, 2007). Esses achados séo
de grande relevancia no contexto de doencas iofgsiintracelulares como é o caso da
hanseniase, visto que as vias da resposta imutaecioiastituem uma etapa inicial essencial no

controle ao estabelecimento da infeccao.

Entretanto, a acao fisiologica pleiotropica damitaa D deve ser considerada, e o papel
dessa vitamina e de seu receptor na infeccao retagm com muita cautela. Alguns estudos
sugerem que a vitamina D possui também uma acatadega da imunidade em células como
linfécitos T e B, estando sua deficiéncia relactana ocorréncia de doencas auto-imunes
(Kamen e col., 2010). A implicacdo desse pleiosom é que a Vitamina D pode ser
interpretada como moduladora da resposta imunesaD&gma, mais estudos devem ser
conduzidos abordando a questdo do envolvimentol2i® Ko balango entre a imunidade inata

e adaptativa, avaliando assim quais sdo os regte®tla vitamina D na hanseniase.

Um fato importante a se considerar na relacdo estaenina D e doencas é que 0s
niveis circulantes dessa vitamina podem variareewgrindividuos, o que depende de fatores
como dieta e exposicao solar. Foi demonstrado gseseniveis sao influenciados também
pela cor da pele, pois a melanina compete com ehyettocholesterol pela luz UV incidente
(Glass e col., 2009). Apesar disso, um estudozadd no Reino Unido mostrou baixos niveis
de vitamina D também em mulheres de pele claragrswp nesse caso uma influéncia da
baixa exposicdo ao sol nesses niveis de vitamirarddlantes nesse grupo de mulheres
(Glass e col., 2009). Geralmente avalia-se os sid@ivitamina D na forma 232 qual tem

um tempo de vida atil em torno de 15 dias, com entracdes que variam entre 10ng/mL a
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80ng/mL no soro, considerando-se 30ng/mL o nivedlighara a saude (Lehmann & Meurer,
2010).

Um estudo conduzido em 194 africanos mostrou qué&X¥h deles os niveis de 25D
foram considerados insuficientes1bng/mL) (Tseng e col., 2009). Para avaliar estudos
contemplando a associac¢do dos niveis de vitamio@nDa tuberculose realizou-se um estudo
de meta-andlise incluindo 7 estudos publicados,rgseltou em uma associacdo dos altos
niveis de vitamina D (25§ com protecdo a tuberculose (OR=0,68, 1C95%=0,93)0
indicando assim um risco a tuberculose em indivddoom baixos niveis dessa vitamina
(Nnoaham e col., 2008). Assim, se faz interessatrdar a dosagem de vitamina D aos
estudos que avaliam a relacdo desta ou do VDR amencds, para verificar o nivel de

variabilidade nas concentracfes das\Wid soro da populacdo em estudo.

Muitos estudiosos levantam a possibilidade de skzaut a terapia baseada em
complementacdo com a Vitamina D em grupos congiderade risco a desenvolver
determinado tipos de doencas. Um estudo pilotizeshd nos Estados Unidos demonstrou que
a suplementacéo com vitamina D diariamente dursgitemeses refletiu em um aumento dos
seus metabdlitos no soro em um grupo de risco @eca@olo-retal (McCullough e col., 2010).
Experimentos mostraram que em pessoas expostasl@@do com |lampada bronzeadora trés
vezes por semana durante sete semanas houve unmtaudee 50% nos niveis de 25D
(Lehmann & Meurer, 2010). Mostrou-se recentemente g uso de analogos sintéticos da
vitamina D pode ser util como terapia em individwmsn psoriase, contribuindo para a

eficacia de corticosterdides e para minimizar os sfeitos adversos (O’Neill e col., 2010).

Contrariamente a idéia que defende o0 uso terapaaéat da reposicao da vitamina D,
uma interpretacdo alternativa tem sido feita pardaixos niveis dessa vitamina envolvendo
pacientes com doencas autoimunes. Alguns autonesidemam que 0s baixos niveis de
vitamina D presente nesses pacientes seria resul@adioenca em si, e a implementacao da
vitamina D para promover uma reducédo da inflamapéderia reduzir também a resposta

imune a patégenos (Hewison e col., 2010).

Em relacdo a participacdo do VDR especificamenteamseniase, estudos de expressao
génica mostraram que 0s genes envolvidos da vimiardbiana mediada pela vitamina D tais

como o0 gen€YP27bl(enzima que converte a vitamina D em sua formap8 oVDR sdo
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mais expressos em células provenientes de lesGepacientes com a hanseniase TT
comparado aos LL (Montoya e col., 2009). Em con@octh com isso, esse mesmo perfil
microbicida foi observado em pacientes com reagiersa, onde ha uma reativacdo da
resposta imuno-inflamatoria em pacientes previaeme@db responsivos dd. leprae Esses

dados sugerem que a via mediada pela vitaminad3®yelmente o VDR possuem atuagao na

imunopatogénese da hanseniase.

2. Associacédo de SNPs no geW®R e a hanseniase: estudo caso-controle

No presente trabalho foi avaliada a possibilidagdeaskociacdo entre polimorfismos no
gene VDR e a hanseniasper se Foram genotipados trés polimorfismos, todos eles
organizados emtags ou seja, segregando em desequilibrio de ligagdm o©utros
polimorfismos ao longo do gene. Considerando ouwtnj de todos os polimorfismos que
foram encontrados no HapMap como em desequilibeiolighcdo com os avaliados no

presente estudo, totalizam-se 36 marcadores digtdb ao longo de todo o gene VDR.

O geneVDR possui varios polimorfismos em regides codificargendo codificantes,
porém, o polimorfismo que resulta em maior altevagd estrutura primaria da proteina € o
Fok (Jurutka e col., 2000). Esse polimorfismo éhemido também por VDR-SCP devido a
sua localizacéo nstart cédon(do inglés “Start Codon Polymorphism”), e é cagdzado por
uma troca T/C no primeiro ATG do gene. A presergaldlo C resulta num deslocamento do
inicio da traducdo para o proxirstart codon(trés aminoacidos a frente) e conseqientemente
na producéo de uma proteina menor (Miyamoto, e t®7). A presenca deste polimorfismo
foi associada ao aumento da densidade mineral éssga 0 aumento da ativacdo da enzima
hidroxilase CYP27b1 (Arai e col., 1997).

Em relagédo ao estudo do polimorfismo Fok nesdmlina, o gendtipo heterozigoto CT
mostrou maior frequéncia em controles do que noepges com hanseniager se refletindo
em uma associacdo com a doenca de modo a indictc@o (OR= 0,78 e p=0,04). No
entanto, apOs a correcao para as co-variaveisioo #a OR passou a ser 0,77 com p igual a
0,05 (tabela 4.1). Isso indicaria uma estimativgpaecdo de 22% para os individuos que
contém esse genotipo, 0 que poderia ser intermretacho uma associacdo modesta néo

estivesse o p-valor no limite da significancia.d&snais frequéncias genotipicas, alélicas bem
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como dos carreadores do alelo T ndo exibiram digaesignificativa entre pacientes e

controles, indicando ndo associagdo com a hangenias

Um estudo de meta-analise conduzido recentemens¢rounocassociacdo do alelo T do
polimorfismo Fok com risco (OR= 2,0) para a tub&ryse (Gao e col., 2010), na populagao
asidtica. No entanto, nessa meta-anélise nenhusoaiasio foi encontrada entre o Fok e a
tuberculose, considerando estudos realizados emlgudes da Africa e da América do Sul
(Gao e col., 2010). Apesar de ser considerado wrpdacipais polimorfismos nWDR, até
entdo nenhum trabalho avaliou a associacdo do émkachanseniase, e ainda se desconhece
as possiveis consequéncias da sua presenca na flol¢®R durante a hanseniase (Moraes e
col., 2006). A maioria dos experimentos funcionaasduzidos com esse polimorfismo no
VDR sugere que a proteina menor (424 aminoacidos)dgeyela presenca do alelo C, é mais
ativa do que a forma maior (427 aminoacidos) emmdsr da atividade como fator
transcricional (Valdivielso & Fernandez, 2006). Biatanto, esse efeito funcional parece ser
especifico tanto para o gene a ser regulado quaent® o tipo celular, de forma que a

sensibilidade ao efeito do polimorfismo pode vafi&ldivielso & Fernandez, 2006).

No que diz respeito ao polimorfismo rs4760658, m@@m encontradas diferencas
significativas entre as distribuicdes de frequén@en pacientes e controles (tabela 4.2). A
analise desse polimorfismo foi inicialmente propastm o objetivo de estender o numero de
marcadores avaliados no gevieR, através de uma busca por polimorfismos organzado
desequilibrio de ligacéo feita no baneapmap O rs4760658 ainda ndo teve associagdo

descrita com doencas na literatura.

O SNP Taq, localiza-se no éxon 9 do gsfER na posicao +352, mas nao resulta em
alteracdo na sequéncia de aminoacidos da protspesar disso, foi observada a producéo de
um RNAmM mais estavel na presenca do alelo C dogliagdo comparada a presenca do alelo
T (revisado por Goulart e col., 2006). O estudosdgmolimorfismo no nosso trabalho nao
mostrou distribuicdo de frequéncias significativateediferente entre casos e controles (tabela
4.3). O polimorfismo Taq foi avaliado em um estw@erior na populag¢édo chinesa quanto a
associagdo com a tuberculose, onde também nandontada associacao (Chen e col., 2006).

Em relacdo a hanseniase, nossos resultados caetradiguns trabalhos anteriores, 0s

quais reportaram associacao do Taq com a doengaopulacdes distintas. Esses trabalhos
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foram recrutados em uma revisdo sistematica, a malou inconsisténcias que colocam

essas associagdes em discusséao (ver abaixo no #)pic

Apos avaliar cada SNP individualmente nos estedss-controle, buscou-se entender o
comportamento dos polimorfismos em conjunto, asalaanalise do haplétipo no garieR
O haplétipo compreende a combinacéo de dois ou peéirmorfismos no mesmo cromossomo
em um individuo (Pacheco & Moraes, 2009). O estddodistribuicdo das frequéncias
haplotipicas em casos e controles mostrou que,oseajustes para as co-variaveis, todas as
combinagBes haplotipicas exibiram valores de p sigoificativos, embora a combinacdo
C/CIC (Fok/ rs4760658/Taq) tenha mostrado um \@gp borderline igual a 0,05 (tabela 4.4).
Interessantemente, apds a correcdo com as co-@iareexo e etnia, dois haplotipos sofreram
alteracédo das estimativas: o haplétipo T/T/T passtar OR igual a 0,62 (p= 0,04) e 0o C/C/C
de OR=0,46 (p= 0,02). Assim, os resultados indigam essas duas combinac¢fes haplotipicas
estdo associadas com protecdo a hansepéase

A fim de permitir a comparacéo entre a analisedtgpta do desenho caso-controle e
a realizada em familias, também foram avaliadaseggiéncias haplotipicas da combinacgéo
apenas entre os SNPs Fok e Taq \WiOR A andlise mostrou que em nenhuma das
combinacgdes formadas pelos haplétipos Fok/Taq, dvasgociacdo com a hanseniase (tabela
4.5). Comparando esses achados com a andlise ipagalatombinada trés a trés, a protecao
exibida pelo haplotipo C/C/C néo foi percebida nmbinagéo dois a dois formada pelo C/C
do Fok/Tag, que mostrou um valor de OR abaixo dea% com valor de p néo significativo
(OR=0,86, p=0,33). Isso pode demonstrar a infl@@ndo polimorfismo rs4760658 na

associacao encontrada nos haplétipos formados pétomarcadores.

Andlises haplotipicas muitas vezes podem resuitauma modificacdo dos efeitos
observados em cada polimorfismo analisados sepasadea, de forma que pode haver desde a
anulacao de algum efeito, até uma sinergia potiéremalo os efeitos. Assim pode ter ocorrido
um acumulo dos efeitos individuais, em que assbemgmuito sutis em cada marcador
tornaram-se significativas no haplétipo quando fm pelos trés SNPs. Foi observado
também que os polimorfismos néo estdo em desedpitiie ligacdo, segundo os resultados
obtidos através dos parametr@ser D' e por isso, se faz interessante o efeitotitadi
observado no haplétipo com trés SNPs que se peraledq apenas 2 SNPs sdo analisados.

Mesmo assim, o efeito d¥DR com esse numero de SNPs parece modesto, e talvez a
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utilizagdo de maior nimero de SNPs em estudosdsitie especialmente a genotipagem
desses e do rs4760658 em populacdes de replicagé@o (o painel de familias, ver abaixo)
se faz crucial para termos uma certificacdo défmitda participacdo deste locus na

suscetibilidade/ resisténcia a hanseniase.

3. Associacao de SNPs no geW®R e a hanseniase: estudo baseado em familias

A associacdo entre marcadores no géb® e a hanseniase também foi avaliada em
um desenho experimental baseado em familias, nidsete tentar replicar os resultados
encontrados no estudo caso-controle. Esse tipoedkcacdo representa o aumento da
estrigéncia da analise, visto que o estudo em i@snitdo é afetado por estratificacédo

populacional.

Nesse trabalho, o TDT foi conduzido nos marcaddfrek e Taq, visto que foi
encontrado um indicativo de associacdo do Fok coharseniase no nosso estudo caso-
controle, e que o Taq foi o polimorfismo mais eatlm no VDR em estudos genéticos
anteriores de associacdo com a hanseniase. Ossnesadtados exibidos na tabela 4.6
mostram as transmissfes dos alelos tanto do SNPRg&akio do SNP Taq para os filhos
afetados. Para o Fok, observou-se que o alelo T#s transmitido aos filhos afetados,
estando presente em 18 dos 32 filhos avaliadosiecem termos de porcentagem representa
gue esse alelo esteve presente em 52% dos fillabs r&ssaltar que esse desvio de apenas 2%
refletiu em um valor de p néo significativo, maéxpmo ao toleravel (p= 0,09). Em relacdo ao
Taq, o alelo T foi encontrado em 33 dos 58 filhealiados, o que equivale a uma transmisséo
em 56% dos filhos. No entanto, esse aumento de &#ansmissdo em relacdo ao esperado
nao foi estatisticamente significativo (p= 0,33%sAn, o estudo familiar sugere que os alelos
dos polimorfismos Fok e Taq ndo possuem assoc@géa hanseniase.

A andlise dos haplétipos formados pelos SNPs Fdlag nas familias (tabela 4.7)
mostrou que todas as combinac¢des haplotipicas ar@aon ftransmitidas diferentemente do
esperado aos filhos afetados, pois o teste egtatistibiu valores de p néo significativos.
Apesar da combinacao T/T do Fok/Taq ter sido traidanpara 11 filhos e ndo transmitida a
18 o que indicaria uma protecéo, essa diferencdtoesem um p-valor borderline (p=0,05). E

importante notar que o haplétipo T/T/T formado peBNPs Fok/rs4760658/Taq exibiu efeito
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protetor no estudo caso-controle, que embora nmalrgante significativo (p=0,04) vai na
mesma direcdo do haplétipo T/T para Fok/Taq enadotrem familias. J& em relacdo ao
haplétipo formado por essa mesma combinacdo dd@sano estudo caso-controle, néo foi
encontrado um p valor significativo (p=0,11), masator de OR igual a 0,77 sugere a mesma
direcéo para indicativo de protecdo. A comparagdi®@ @s resultados obtidos no caso-controle
e os estudos TDT mostram que apesar de nao saivbis, os efeitos vao na mesma diregéo,
sugerindo que esses efeitos sejam dificeis de tdetec precisem de maior exploracéo.
Reforca-se assim a necessidade de se realizametar@macdo do polimorfismo rs4760658

também no estudo familiar.

Possivelmente, a significanclaorderline encontrada no desenho em familias tenha
ocorrido devido ao tamanho da nossa amostra. A&measnostral no modelo TDT é um ponto
critico no estudo, pois o fato do modelo exigiodrformados por pais heterozigotos e ao
menos um filho afetado, leva a eliminacdo de muaasilias das andlises, consideradas néao
informativas. Uma estimativa de poder para essadesinmostrou que, considerando a
freqUiéncia haplotipica de 0,24 (Fok-C/Tag-C com,p&)) seriam necessarias 186 familias
para conseguirmos detectar uma OR minima de 1,588 de poder. Mesmo utilizando o
genotipo dos irmaos como artificio para inferirem@tipo de um dos pais que poderiam estar
ausentes, 0 nosso estudo efetuou a analise ermfillagatotalizando 365 individuos, o que
demonstra ser um nimero ainda insuficiente paengkb de suficiente poder estatistico nesse

desenho experimental.

4. Revisao Sistematica

A busca por estudos genéticos de associacdo emmdimorfismo Taq noVDR e a
hanseniase resultou em quatro artigos encontr@lpsimeiro estudo sugeriu associacdo do
genotipo CC com risco a forma tuberculdide da hailase, e associacado do gendtipo TT com
risco a forma lepromatosa (Roy e col., 1999). Ummooastudo também indicou associacéo do
gendtipo CC do Tag, mas com risco a hansemiesse(Fitness e col., 2004). Em brasileiros,
foi conduzido um estudo atrelado a resposta nemativepromina (Mitsuda), sugerindo a
principio uma associacdo do gendtipo TC com fore@omatosa. Esse tipo de analise
introduz viés nos resultados, pois a estratificadifioulta a comparacdo com outros dados da

literatura (Goulart e col., 2006). O trabalho ma&sente avaliando a associacdo do Taq com
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hanseniase demonstrou associacdo do genoétipo TEuseeptibilidade a forma lepromatosa
da doenca (Félix e col., 2009). Os resultados dadacom que foram apresentados por seus
autores demonstram algumas controvérsias, tais @raesociacdo do genotipo CC com
susceptibilidade somente a forma TT da hansenigendo Roy e col., e associacado desse

mesmo gendtipo a hansenigse sede acordo com Fitness e col.

Comparando os trabalhos anteriores com os obtidopresente estudo observam-se
divergéncias entre os resultados, visto que em snagodesenhos utilizados aqui (caso-
controle e familiar) o polimorfismo Tag ndo foi asedo com a hanseniase. Vale ressaltar, no
entanto, que a maioria dos trabalhos anterioresupas um tamanho amostral considerado
reduzido para um estudo populacional (tabela &&Jativamente ao nosso estudo, que
utilizou 897 individuos para as analises no polimoro Tag, ndo se descarta o fato de que os
resultados dos estudos anteriores sejam provesidet@utuacdes nas frequéncias alélicas, o
que é comum em amostras reduzidas. loannidis getoluma avaliacdo de 370 estudos de
meta-analise relativos a 36 tipos de marcadoressigciacdo, observaram que freqiientemente
os primeiros estudos de associacdo a uma determndw@ehca indicam associacdo maior ao
desfecho do que os estudos subsequentes (loamnidi., 2001). Um outro ponto a ser
destacado, é que o teste qui-quadrado comparandoe@®ncias globais entre casos e
controles, revelou que apenas o trabalho realizamlo Roy e col. exibiu significancia
estatistica)®= 9,3, p= 0,009), o que pde em discussdo a exiatéecdiferenca significativa

entre as freqUiéncias em casos e controles nosastodos.

Quando existem varios estudos relacionando o mesargador a uma determinada
doenca, mas com resultados distintos ou contrambtoo estudo de meta-analise pode ser
utilizado como poderosa ferramenta para fornecea oradida de associagdo consenso entre
os estudos (Pacheco & Moraes, 2009). Como esse 6aiso do polimorfismo Tag com a
hanseniase, tentou-se reunir os dados da literdturavisédo sistematica com os obtidos no
presente trabalho para realizar uma meta-analigeerithnto, a avaliacdo de cada um desses
estudos demonstrou que, segundo os critérios deséxc nenhum deles poderia ser utilizados

para juntamente com 0s nossos dados, realizaudcede meta-analise.

O trabalho realizado por Félix e col. utilizou apgempacientes LL, tornando incoerente a
comparacao com o nosso desenho que possui pactagsisicados tanto como multibacilares

como paucibacilares. Ja o estudo conduzido poragoelcol. utilizou como grupo controle
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contatos domiciliares ndo aparentados, o que tanmnegrasenta um desenho incomparavel ao
conduzido no presente estudo. Foi observado tangoéntanto o estudo conduzido por Roy e
col. quanto o feito por Fitness e col. apresentafi@gléncias genotipicas nos controles
desviando do EHW (valores d¢ iguais a 4,64 e 6,26 respectivamente), colocamdo e
discussdo os resultados obtidos pelos mesmos. Asseimo todos os trabalhos anteriores
possuem requisitos que os enquadram nos critégiexausao, nao foi possivel reuni-los com

os dados obtidos no presente estudo, impossiltbtarrealizacdo da meta-analise.

A lei de Hardy-Weinberg prevé que as proporcoestjgicas se mantenham constantes
ao longo das geracbes em uma populacdo. Essa pépularia como algumas de suas
caracteristicas ser infinitamente grande, ter amoasimero de homens e mulheres, nao sofrer
mutacdes e nem pressdo da selecédo natural. Cetéagsma seria uma populacéo teorica, mas
percebe-se que as populacdes tendem a seguir o ERiWima populacdo de estudo pode-se
calcular o quanto as frequéncias génicas obsendssdatam do EHW através do tegteCaso
haja um desvio consideravel entre as frequéncissreadas e esperadas no grupo contydle (
>3,84, X 0,05), existe um indicativo de equivoco no desesperimental, que pode ir desde
uma estratificacdo na populagéo até erros de gamgatin (Hosking e col., 2004). Dessa forma
o EHW pode ser interpretado como garantia de clentde qualidade da genotipagem
(Pacheco & Moraes, 2009), justificando a importarde se utilizar o EHW como critério de

exclusdo em estudos de meta-analise.

5. Consideracoes finais

Nossos achados, em relacédo a influéncia genéticdDddna hanseniase, acrescentam
uma visdo de que marcadores no gene desse repaptoem influenciar de uma maneira sutil
a resposta abl. leprae O presente trabalho sugere uma participacao rteodesestudo caso-
controle quando a combinacéo haplotipica é anajsadue precisa ainda ser confirmado em
outros estudos utilizando minimanente os trés ShlRdiados nesse estudo. Ainda nao ha
como descartar a possibilidade de que outros coempes da via antimicrobiana mediada pela
vitamina D possam estar associados geneticamentenwaior forca a hanseniase. Estudos
genéticos abordando outros participantes dessameicem ser conduzidos para tentar
identificar, caso exista, um componente genétimeaxplique o envolvimento do VDR com a

hanseniase, observado em estudos funcionais. Aadiginente dindmica da vitamina D na
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resposta a doencas, certamente reflete em umaipacto do VDR em vias complexas na
resposta a hanseniase, o que parece néo ser doteledmaneira trivial apenas em estudos
genéticos. Assim, a perspectiva para esse estymoséeguir com um aperfeicoamento dos
estudos genéticos, realizando um estudo funciomalcenjunto para tentar esclarecer a

influéncia do VDR na hanseniase.

Nossos resultados também contribuem para esclarener ocorre a influéncia genética
na hanseniase, tendo em vista que essa assoaidit@bservada apenas no haplotipo se soma
as ja encontradas em outros marcadores, 0 quespodeelhor interpretado em um modelo de

eixos superpostos (Figura 5.2).

Hanseniase
Fok/rs4760658/Taq
VDR %
TLR1-1805
TLR1
G396S
MRC1
TNF-308 LTA+80 MSMD
TNE/LTA: I % -
Perda parcial
INFG+874 ou total de funcio
INF-y I I
11.10-819
IL-10
~
- 7 g s
Efeito genético (OR)

Figura 5.2. Esquema do modelo da sobreposicdo dos eixos fie€rioia genética a doeng
micobacterianas. lferagcbes genéticas poderiam ter efeitos que vadiesde uma influéncia sutil «
moderada, como é o caso da hanseniase, até levaa @erda parcial ou total de funcdo, como
exemplo na sindrome da susceptibilidade Mendekadaencas micobacterianas (MSMDBYi feita
uma adaptacdo ao modelo sugerido por Cardoso e®, 20frionando-se os genes da imunidade
inata. Propde-se que SNPs no VDR tenha efeitos sotilesfecho da doenca.
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Esse modelo ilustra que os efeitos modestos de roadeador individualmente podem
ter um efeito aditivo no desfecho da hanseniasqudnrio alguns polimorfismos atuam mais
sutilmente, outros com relevancia funcional ja podger considerados com um efeito um
pouco maior (penetrancia) na resposta a doencandériante notar também que estdo
presentes tanto genes da imunidade inata quaradagaativa sugerindo que essas respostas,
separadas apenas didaticamente, atuam conjuntanzergsposta imunoldgica a doenca.

Por fim, é importante destacar que esse trabalhiossge no contexto do estudo de
marcadores genéticos associados a hanseniaseaigst@u sido considerados como uma
possivel ferramenta no auxilio ao diagndéstico preaa doenca. O rastreamento de painéis de
suscetibilidade poderia ser de grande utilidade,egemplo, em contatos domiciliares, onde
existe um alto grau de exposi¢cao ao bacilo, camstib assim um grupo de risco. A presenca
de um perfil altamente susceptivel em um indivigaameria justificar uma intervencao
terapéutica precoce, contribuindo assim para ewitprogresséo da doencga, e a reducao no
namero de novos casos de hanseniase. Outro feteamee € que, se estabelecidos marcadores
genéticos associados a diferentes manifestacfagasli da hanseniase, esses poderiam
contribuir para a intervencdo de maneira a evitaadgps mais graves da doenca e

conseguentemente possiveis danos neurais e deadbsifisicas.
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VI. CONCLUSOES

1. Conclusobes

A partir dos resultados encontrados nesse estodenpos concluir que:

1. Em relacdo ao polimorfismo Fok néDR o estudo caso-controle realizado na
populacdo do Rio de Janeiro indicou apenas umaiags&oborderlinedo genotipo

CT com protecao a hanseniase.

2. Segundo o estudo caso-controle, os polimorfism#se@658 (alelo T) e Taq (alelo

T) noVDRnNn&o possuem associacdo com a hanseniase.

3. O haplétipo C/C/C referente a combinacdo Fok/rs8380raq noVDR mostrou
associacdo com protecdo a hanseniase, enquant@l@igw T/T/T apresentou

protecdo consideraderderline

4. No estudo familiar, os polimorfismos Fok e Taq aficesentaram associagao com a
hanseniase, com valores de p nédo significativos, im#&o na mesma direcdo dos

resultados encontrados no estudo caso-controle.

5. A analise haplotipica da combinacdo Fok/Taq ndoaksiociada a hanseniase no
estudo caso-controle, o que foi replicado no esfadaliar. No TDT, apenas uma
associacado a protec@orderline foi observada em relacdo ao haplétipo T/T com a

hanseniase.
6. Os estudos anteriores que até entdo avaliaramiagdocentre o SNP Tag e a

hanseniase, ndo possibilitaram a realizacdo de rata-analise junto aos nossos

dados.
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2. Concluséo geral

O presente trabalho permite concluir que os polismns Fok, rs4760658 e Taq no
gene VDR ndo estdo associados a hanseniase quando avahaiadualmente, havendo
apenas uma associacdo a prote¢cdo marginalmentécaiiye do SNP Fok em estudo caso-
controle. No entanto, considerando o haplétipo &mton por esses trés marcadores, foi
observada uma associacdo com protecao a doengaudd eeplicativo familiar, embora ndo
tenha mostrado significancia estatistica, vai namaedirecdo do estudo caso-controle. Assim,
acredita-se que esses SNPs tenham influéncia naotkegfenética da hanseniase, o que requer
maior confirmacéo por estudos genéticos avaliand@mmumero de marcadores ao longo do

gene.
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ANEXO |
1. Sequenciamento

1.1 Desenho de primers e PCR

O primeiro passo para o0 sequenciamento foi realizamplificacdo da regidao génica que
contém o polimorfismo. Para isso, foram utilizagasers desenhados anteriormente por Sweeney

e col., 2006. Os primers flanqueiam a regidao dinpwfismo Fok, de forma que o primer senso
anela na posic¢éo -39 e o antisenso na posicaafirg3ificando uma regiao de 273pb (Figura 1).

mRNA- VDR _ . —— 5’UTR/Exon 1 Exon 2 — ---

/ N

GGGSCATGCA GAGGTGAACC ACTAAACCCA AATTAACCTG ACAGATGCAA CATCTGAAAC

. CAGGCAGCTG ATTCCAAGCC ATGCTCTGAG CCAGCTATGI AGGGCGAATC ATGTATGAGG
Primer senso GCTCCGAAGG CACTGYGCTC AGGCCTGGEEC CCTGGGEGAGA TGCCCACCCT TGCTGAGCTC
CCTGGTGGTG GGGGGTGEEG GCRGTGGRAT GAGGCTGGGG GTGGGTGGCA CCNAACGEATE

M Primer antisenso  COACONGROE ENEEBAGHEA CTCTGCCTCT GACCGTGECC TGCTTGCTGT TCTTACAGGG
A

Y

GGAGGCAATG GCGGCCAGCA CTTCCCTGCC TGACCCTGGA GACTTYGACC GGAAYGTGCC
CCGGATCTGT GGGGTGIGIG GAGACCGAGC CACTGGECTTT CACTTCAATG CTATGACCTG
TGAAGGCTGC AAAGGCTTCT TCAGGTGAGC CYTCCTCCCA GGCTCTCCCC AGTGGAAAGG
GAGGCGAGAAG AAGCAAGGTG TTTCCATGAA GGGAGCCCTT GCATTTTTCA CATCTCCTTC
CTTACAATGT CCATGGAACA TGCGGCGCTC ACAGCCACAG GAGCAGGAGG GICTTGGTGA

Figura 1. Esquema do anelamento dos primers utilizados gragificar o polimorfismo (Y) Fok
[C/T] no VDR. Sequéncia flaqueando o SNP foi obtidadbSNP (NCBI).

As amplificagbes por PCR foram realizadas em rea¢den volume final de 2pL,
utilizando entre 50 a 100 ng de DNA gendmico comalder Para cada reacdo foram
utilizados 1.0 U de Tag DNA polimerase com 1X dmpgédo de reacdo fornecidos pelo
fabricante (Invitrogen, CA, USA), 1,5-2,5mM de MgCD,2 mM de cada dNTP e (Qu&1 de
cada primer. As condi¢Oes de ciclagem do PCR foasnmseguintes: 94 °C por 5 min
(desnaturacéo), 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 646iC30 s e 72 °C por 45 s, com uma etapa

de extensao final de 72 °C durante 5 min. O prodlgoPCR foi submetido a corrida
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eletroforética em gel de agarose 1,7%, e coradoS6BR® Safe DNA gel stain (Invitrogen)

de acordo com instru¢des do fabricante. Ao finddlaasdas foram visualizadas sob luz UV.
1.2 Purificacdo dos amplicons

Para purificacdo do produto de PCR foi utilizaddio Accupre® PCR Purification
(Bioner), segundo instru¢des do fabricante. Pasteente, os produtos purificados foram
submetidos a corrida eletroforética (como anterert@ descrito) estando o gel ilustrado na
figura 2. Os produtos de purificacdo também forarmngjficados utilizando o NanoDr8pD

(Uniscience).

Figura 2. Gel dos produtos de PCR purificados. Produtogrdplificacdo da regido de 273pb «
flanqueia o polimorfismo Fok no gedDR Na primeira coluna, 0 marcadoe g¢geso molecular ¢
123pb

1.3 Sequenciamento
A partir dos amplicons purificados, foi realizado sequenciamento automatico em

sequenciador ABI3730 (Applied Biosystems). As reacdoram realizadas na Fundacao
Oswaldo Cruz, Departamento de Bioquimica e Bioloijalecular - Plataforma de
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Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ
(http://www.dbbm.fiocruz.br/PDTIS _Genomig¢a/ Ap6s obtidas as seqtiéncias foram

analisadas utilizando o programa SeqScape 2.1 i@&ppliosystems). As sequéncias foram
alinhadas com base na sequéncia de referéncia déAnd® geneVDR depositada no
GenBank (NCBI) sob o codigo NM_000376.2

1.4 Resultados

O alinhamento das sequéncias obtidas com a sequéecireferéncia possibilitou
identificar o polimorfismo Fokno primeiro start codon do gerdDR (Figura 3). Das 48
amostras submetidas ao sequenciamento, 44 funamnale maneira a possibilitar a

genotipagem.

=l21x
VDR
E1vDR1 ¥ Froject View | |
T Speciment
T SpecimenlD
yhmt_todare
T speciment -aver 1 ROl ‘ "
T Specimen12
DSDEC\men]3 Summary CCTECTTGCTGTTVYTTACAGGGA GaGgCAATGGCGGCCAGCAaCTTCCCTGCOCTGACCCTEGAGAYTTKRRCSRENRDHL
U Specimenta T VArEants |« e v v v v e v oo ieme e e e s b e e e e e e e e
USDECH’HEH]S Tndex 141 151 161 171 181 181 201 211
USDEUMEME [Feference cctgcceccctgeotccocttocagggatygaggocaatyggecgygocecagoactitocctgcctigacectbggagactttigacoggaa-c-
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USDEUMEMQ Specimenz CCTGC CTGTTC CAGGGA GAGGCAATGGCGGCCAGCAaCTTCCCTGCCTGACCCTGGAGACTTT GAd
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T Specimen23
T Specimen24
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T Specimen2
T Specimen28
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T Specimen32
T Specimena3
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CAGGGA[ FGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGECTGACCCTEGAGACTTTGACCGGAAALC -
CAGGGA[BGAGGCAATGGCGBCCAGCACTTCCCTGCCTBACCCTEGAGACTTTGACCGGAATC
CAGGGA[FGAGYCAATGGCGBCCAGCACTTCCCTGECTBACCCTEGAGACTTTGACCGGAATC
CAGGGA[FGAGBCAATGGCGBCCAGCACTTCCCTGCCTBACCCTEGAGACTTTGACCGGAATC
CAGGGA[FGAGBCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGECTGACCCTRGAGATTT CCBGAAT 1
CAGGGATBGAGGCAATGGCGBCCAGCACTTCCCTGECTBACCCTEGAGACTTTGACCGGAA-C
CAGGGA[(FGAGECAATGGCGBCCAGCACTTCCCTGCECTBACCCTEGAGACTTTGACCGGAALC:
CAGGGA[ FGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGECTGACCCTGGAGACTTTGACCGGAA-C
CAGGGA[ FGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGECTGACCCTEGAGACTTTGACCGGAAAC
CAGGGATGGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGECTGACCCTGGAGACTTTGACCGGAL-C-
CAGGGA[ FGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGECTGACCCTGGAGACTTTGACCGGAL-C-
CAGGGA[FGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGECTGACCCTGGAGACTTTGACCGGAL-C-
CAGGGAl FGaGGCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGECTGACCCTGGAGACTTITGACCGG
CAGGGA[FGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGCCTGACCCTGGAGACTTTGACCGGAL-C-
CAGGGA[ FGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGECTGACCCTGGAGACTTTGACCGGAL-C-
CAGGGA[FGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCOCTGECTEACCCTGGAGACTTTGACCGGAL-C-
CAGGGA[FGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGECTEACCCTGGAGACTTTGACCGGAA-C-
CAGGGA[FGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCCOTGECTGACCCTGGAGACTTTGACCGGAA-C |
CAGGGA[FGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGECTEACCCTGGAGACTTTGACCGGAA-C-
CAGGGA[FGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGECTEACCCTGGAGACTTTGACCGGAA-C-
CAGGGATGGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGECTEACCCTGGAGACTTTGACCGGAAACD
CAGGGALGFGAGGCAATGGCGECCAGCACTTCCCTGECTGACCCTGGAGACTTTGACCGGAA-C-

R e e
HAAAAAAA A A A A A A A A A A AAA

Figura 3. llustracdo do alinhamento das sequéncias realizad programa SegScape
(Applied Biosystems Na seta, a posicdo do polimorfismo de acordo eomeqiéncia ¢
referéncia.

A identificacdo dos genotipos foi realizada obsedea o pico referente ao
polimorfismo, de forma que os homozigotos TT (F&gdA) e CC (Figura 4B) apresentaram
claramente um Udnico pico, enquanto o heterozigoi dpresentou dois picos com
intensidades proximas (Figura 4C). Das amostraseswipdas, todas foram compativeis com

a genotipagem por PCR em tempo real, e apresenggranas a troca T/C.
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CAGGRAREGaGagl
161

cadgdarddadggs
F R D] G &
cgsssgg GAGGC
BB GLGG

A
CAGCCGA[ERACGEC
GGG GLGG

B
CEGGGE_ GAGE_C

CaGGEah 4 GGLC
GEGEGLFGGLEG

gl

Figura 4. Genotipagem do polimorfismo Fok no gene VDR. Exemlustrando as possibilidades
genadtipos encontradas para esse SNP. Em A e B jndoss, representando os gendétipos homozigotc
e CC respectivamente e em C dois picos sobrepaostesrepreséam o genotipo heterozigoto C
Imagem extraida do programa SeqScape 2.1 (Appliesi/Btems)

1.5 Conclusao

Todos os gendtipos referentes ao polimorfismo FolgeneVDR obtidos através do
sequenciamento foram equivalentes aos genoétipadosbpor PCR em tempo real. Vale
ressaltar que, na nossa amostra populacional, n@gehnenhuma outra troca de base
diferente da troca C/T na posigéo referente aormofismo Fok. Isso indica a n&o existéncia

de outras possibilidades de mudanca de base no basso.
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