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I. RESUMO

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium leprae,
influenciada por fatores genéticos e ambientais. Essa infeccdo possui um vasto espectro
clinico e imunoldgico, podendo causar aos pacientes altas taxas de morbidade, o que tem
grande impacto na salde publica. Esse trabalho tem como objetivos avaliar por meio de
estudo caso-controle a associacao dos genes PARK2 e PACRG com a hanseniase em uma
populacéo afetada do estado da Bahia e verificar se ha diferencas no perfil de expresséo
desses genes entre individuos afetados com a hanseniase em relagdo a controles. Por meio
da estratégia de genes candidatos, foram selecionados marcadores (SNPs) para os genes
PARK2 e PACRG previamente associados com a hanseniase em populacdes do Brasil e
Vietnd. Foram selecionados 338 individuos diagnosticados para hanseniase e 346
individuos sadios da area endémica de leishmaniose tegumentar. A genotipagem dos
marcadores foi realizada pelo método de PCR Snapshot® da Applied Biosystems. O
estudo da expressdo génica foi realizado com TagMan® RT-PCR em 60 pacientes com
hanseniase divididos em grupos de 20 individuos sem reacdo (hansen per se), 20
individuos com reacdo tipo | e 20 com reacdo tipo Il. Além desses foram utilizados 20
controles saudaveis, doadores voluntarios de sangue. Métodos de associacdo foram
utilizados para analisar os dados. Para o estudo genético foi utilizado o teste de regressao
logistica incondicional (STATA v 9.0™). Os estudos de expressio génica foram
analisados pelos testes de Mann Whitney e Kruskal-Wallis, utilizando o programa
PRISMA. Os resultados confirmam uma associacdo entre os genes PARK2 (rs1801334
p<0,00001) e o gene co-regulado de PARK2, PACRG (rs1040079 p<0,0001, rs9356058
p=0,027 e rs6939278 p<0,00001) e o status hanseniase per se. A expressdo ex vivo para
0s genes PARK2 e PACRG foi semelhante entre pacientes com hanseniase (hansen per
se, e reacdes | e Il) (p>0,05), entretanto menor nos pacientes em relacdo aos controles
sadios avaliados (p=0,007). Como conclusdes principais, foi confirmado o papel dos
genes PARK2 e PACRG na patogénese da doenca na populacdo da Bahia. As analises

mostram que pacientes tem menor expressdo desses genes em relagdo aos controles.

Palavras-chave: Genes, polimorfismo, hanseniase, associagdo, PARK2, PACRG.
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1. OBJETIVOS

11.1. PRINCIPAL

Avaliar o papel dos genes PARK2 e PACRG no desenvolvimento da hanseniase

em uma populagéo do estado da Bahia.

11.2. SECUNDARIOS

1- Verificar se variantes polimoérficas nos genes PARK2 e PACRG,
previamente associadas & hanseniase, também tem associacdo em uma

populacédo da Bahia.

2- Analisar o grau de desequilibrio de ligacdo entre os marcadores
testados e determinar a possivel interatividade entre os associados na

populacgéo.

3- Avaliar a expressdo ex vivo dos genes PARK2 e PACRG em células de
pacientes com hanseniase e comparar a expressao em individuos sem a

doenca.



21

I11. INTRODUCAO

A hanseniase é uma doenca crénica causada pelo bacilo Mycobacterium leprae. O
modo mais provavel de transmissdo da doenca é através de secrecbes do nariz e da boca e
contato com a pele de infectados ndo tratados. A doenca afeta a pele, mucosa, nervos
periféricos especialmente olhos, maos e pés, podendo causar danos neuroldgicos
permanentes (COEYTAUX; TRUFFERT et al., 2007). Essa doenca ainda é considerada
um problema de sadde publica em alguns paises, com destaque para a India e o Brasil.
Apo6s a introducdo do tratamento poliquimioterapico (PQT), na década de 1980, houve
uma reducdo consideravel no nimero de doentes, mas apesar dessa reducdo, a taxa de
deteccdo de novos casos ndo declinou nos paises mais endémicos, como o Brasil. O
diagndstico tardio e o longo periodo de incubacgdo da doenca séo fatores que contribuem
para a transmissdo ativa da hanseniase, dificultando a reducéo significativa no nimero de
novos casos (ANDRADE; SABROZA et al., 1996; BRASIL...,2010).

A maioria da populagéo (cerca de 90%) tem resisténcia ao M. leprae e conseguem
controlar a infeccdo sem desenvolver clinicamente a doenca. Acredita-se que isto se deva
a multiplos fatores, incluindo a genética individual (GOTTRON; SCHONFELD; 1963).
A hanseniase apresenta um amplo espectro clinico que se deve ao perfil imunolégico e
genético dos individuos afetados. A classificagdo mais utilizada atualmente foi proposta
por RIDLEY e JOPLING em 1966, com base na resposta imunolégica do hospedeiro ao
bacilo, em um sistema de cinco grupos: TT (tuberculdide polar), BT (tuberculéide
Boderline), BB (Boderline Boderline), BL (Boderline lepromatoso) e LL (lepromatoso
polar). Para fins de tratamento da hanseniase com a PQT, a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) passou a adotar a classificacdo operacional da doenca em dois tipos

distintos: paucibacilares — PB e multibacilares — MB, de acordo com o nimero de lesbes
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na pele e positividade da baciloscopia. Dessa maneira, os pacientes classificados como
PB, podem apresentar até cinco lesfes e baciloscopia negativa, e 0s pacientes MB séo
aqueles que exibem mais de cinco lesGes e baciloscopia positiva (OMS, 1995; BRASIL,
2010).

A infeccdo pelo M. leprae e as manifestacdes dela decorrentes dependem muito da
predisposicédo individual. Neste sentido, muitos estudos vém documentando a influéncia
de genes na resisténcia e susceptibilidade a hanseniase, em diferentes populacdes (ROY;
MCGUIRE et al., 1997; ROY; FRODSHAM et al., 1999; MIRA; ALCAIS et al., 2003;
MIRA; ALCAIS et al., 2004; MORAES; CARDOSO et al., 2006; ZHANG; LIU et al.,
2011; MARQUES; BRITO-DE-SOUZA et al., 2013). Neste contexto, alguns dos
resultados ja obtidos tém levado a implica¢do de vias metabdlicas, antes insuspeitas, na
patogénese da doenga como os genes PARK2 (HRISTOVA,; BEASLEY et al., 2009) e
seu gene co-regulado PACRG. Polimorfismos na regido regulatéria partilhada por estes
genes foram identificadas como sendo fatores de risco comuns para a hanseniase em
populagdes etnicamente diversas do Brasil e Vietn e India (MIRA, ALCAIS et al., 2004;
ALCAIS, MIRA et al., 2005; CHOPRA, ALl et al., 2013).

No presente trabalho, por meio de um estudo genético populacional e seguindo a
estratégia de genes candidatos, foram escolhidos os genes PARK2 e PACRG baseados
em dados acima mencionados, com 0 objetivo de avaliar esses genes como
biomarcadores de risco da hanseniase na populacdo do estado da Bahia. Nossos dados
buscam corroborar o papel de PARK2 e PACRG na hanseniase. Resultados dessa
natureza, em ultima instancia, abrem novas perspectivas para que novas ferramentas

terapéuticas possam ser desenvolvidas e testadas.
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IV. REVISAO DE LITERATURA

IV.1. EPIDEMIOLOGIA DA HANSENIASE

IV.1.1. ASPECTOS GLOBAIS DA HANSENIASE

A hanseniase € uma doenca negligenciada que se constitui em um grande
problema de saude publica. Embora a sua prevaléncia tenha sido reduzida extensivamente
apos a introducdo da poliquimioterapia (PQT) e da vacinacdo com BCG (KARONGA,
1996), a incidéncia da doenga continua alta, com mais de duzentos mil novos casos
registrados anualmente (OMS, 2012; 2013). Estimativas populacionais de 2012 e inicio
de 2013 baseados nos dados publicados pelo Departamento de Assuntos Econémicos e
Sociais / Diviséo de Populacdo das Na¢6es Unidas foram utilizados como denominador
para o célculo da taxa de prevaléncia e taxas de deteccdo de novos casos da hanseniase e
deficiéncia de grau 2 (G2D) de incapacidade fisica em vérios paises. A Figura 1 mostra
que aproximadamente 189.000 pessoas, principalmente na Asia e na Africa, foram
afetadas entre meados de 2012 e inicio de 2013, com cerca de 232.000 casos novos em
2012 (OMS, 2012; 2013). Casos de hanseniase sdo encontrados principalmente em
Angola, Brasil, Africa Central Republicana, Republica Democrética do Congo, India,
Madagascar, Mocambique, Nepal e Republica Unida da Tanzénia, sendo estes paises

responsaveis por 75% da casuistica da doenca no globo (OMS, 2011; 2013).
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Figura 1. Taxas de prevaléncia de hanseniase referentes ao ano de 2012, Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (2013). De acordo com relatorios oficiais de 115 paises e territorios,

0 numero total de hanseniase registrados no final do primeiro trimestre de 2013 foi de 189.018 casos,
enquanto o ndmero de casos novos detectados durante 2012 foi de 232.857 (excluindo pequenc nimero de
casos em Europa). Fonte: (OMS, 2013)

IV.1.2. AHANSENIASE NO BRASIL

A Organizacao Pan-Americana de Saude (OPAS) inclui a hanseniase no grupo das
doengas negligenciadas e outras relacionadas com a pobreza. Em algumas regides do
Brasil, a hanseniase € endémica, mas sua distribuicdo é bastante heterogénea. Cerca de
33.000 casos novos séo detectados a cada ano. Em 2012 foram registrados 33.303 casos
novos com coeficiente de prevaléncia (CP) por 10 mil habitantes de 1,51. O CP vem
diminuindo ao longo dos udltimos anos e sendo ele um indicador de doenca como
problema de saude publica, isso mostra reducdo progressiva neste aspecto. No entanto, o

padrdo espacial de distribuicdo da hanseniase permanece o mesmo (ANDRADE;
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SABROZA et al., 1996; ARANTES et al. 2010; BRASIL...,2010). O CP é mais elevado
em municipios localizados na borda da Amazoénia brasileira, nos estados do Maranhdéo,
Mato Grosso, Pard e Tocantins e, ainda, em algumas &reas metropolitanas do Nordeste
(ARANTES et al. 2010; BRASIL..., 2013b).

De acordo com a Figura 2, os estados de Mato Grosso, Maranh&o e Tocantins
apresentaram coeficiente de prevaléncia alto (entre 5 e 9,99 casos por 10 mil habitantes),
enquanto parte da regido Nordeste e a maioria dos municipios das regides Sul e Sudeste

apresentam baixa endemicidade (BRASIL..., 2012; 2013a).

Coeficiente de Prevaléncia /
10 mil habitantes

@B Municipios prioritarios
@D Capitais

253 municipios prioritarios
incluindo as 27 capitais

() semcasos 0,00
() Baixo < 1,00

() Médio 1-| 4,99
() Aro5 19,99

) Muito alto 10_.|19,99
@ Hiperendémico = 20

Figura 2. Coeficiente de prevaléncia de hanseniase por 10 mil habitantes nas Unidades da

Federacdo (A) e municipios (B). Brasil, 2012. A hanseniase ndo estd distribuida de forma
homogénea em todo o territério nacional. Sdo identificadas areas geograficas de risco que concentram
maior endemicidade considerados prioritario pelo MS para a¢6es de controle. (A) Municipios prioritarios
para vigilancia em hanseniase; (B) Embora o Brasil registre decréscimos continuos nos coeficientes de
prevaléncia e de deteccdo de casos novos de hanseniase, as regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste sdo

consideradas as mais endémicas, com importante manutencéo da transmissdo. Fonte: (BRASIL...,2012).

A Figura 3 mostra o coeficiente de deteccdo de hanseniase, para o Brasil e
regides, nos ultimos dez anos (2003 a 2012). Houve uma queda significante no
coeficiente de deteccdo de casos em todas as regides geogréaficas, inclusive no Sul, que

historicamente apresenta os menores coeficientes, que foi de aproximadamente 3,0% e na
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regido Norte de aproximadamente 40% nos ultimos 10 anos. A reducdo na deteccdo de
casos novos teve inicio em 2003. Apenas na regido Nordeste esta reducdo ocorre a partir

de 2004 e se mantém até o fim do periodo analisado (OLIVEIRA; ASSIS et al., 2013).
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Forte: San/SVS/NMS: Dados dispondreis em 240472013
Figura 3. Coeficiente de detecgdo de hanseniase por 100 mil habitantes segundo regides
geogréficas. Brasil, 2003 — 2012. Percebe-se a evolucio do coeficiente de deteccdo de casos novos no
Brasil e regides de 2001 a 2012. Observa-se, no periodo, uma maior ocorréncia de casos nas regides Norte
e Centro-Oeste, seguidas da regido Nordeste.

A distribuicdo da hanseniase no estado da Bahia é muito heterogénea e Salvador
atualmente é considerada de alta endemicidade para a hanseniase (BRASIL..., 2011;
2013b;a) como se observa na figura 4, talvez porque as notificagcbes sdo mais intensa nos
grandes centros. Apesar da importante reducdo do coeficiente de prevaléncia de
hanseniase na Bahia, que em 2010 era de 1,9 casos/10 mil habitantes, o estado demanda
intensificacdo das acOes para eliminacdo da doenca, justificadas por um padrdo de média

endemicidade segundo os parametros observados de prevaléncia (OLIVEIRA; ASSIS et

al., 2013). Alguns municipios ndo notificaram casos, no entanto outros municipios sao
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considerados hiperendémicos como Barreiras (regido Oeste do Estado) e Juazeiro (regido
sub-média da bacia do Rio S&o Francisco) que apresentam maior relevancia

epidemiol6gica com mais de 100 casos/100 mil habitantes (BRASIL..., 2011).

[ sem cases 0,00

O saw 0,004 1,99

2 wdo 199999

B Aoass-1am

B Mo Ao 1999 - 9.9
B Hperendienio > 39.99

Figura 4. Coeficiente geral de deteccdo (incidéncia) de hanseniase por municipios. Bahia-
2010. Segundo inquérito epidemioldgico MS/SVS, por meio da distribuicdo espacial, verificam-se areas
mais endémicas ao Norte, Noroeste e Sul do Estado da Bahia. Fonte: (BRASIL..., 2011)
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IV.2. ASPECTOS CLINICOS DA HANSENIASE

Hanseniase é definida como uma doenga infectocontagiosa de carater crénica
causada pelo Mycobacterium leprae, um bacilo alcool-acido (BAAR) resistente atdxico,
em forma de bastonete, intracelular obrigatorio, que pode induzir uma intensa resposta
imune celular nos individuos acometidos e que afeta principalmente a pele, ramos
nervosos periféricos, mucosa do trato respiratorio superior e olhos (COLE; EIGLMEIER
et al., 2001; SCOLLARD; ADAMS et al., 2006; MENDONCA; BRITO ALVIM DE
MELDO et al., 2008; OMS, 2012).

O dano neural, reconhecido por muitos autores como a complicagdo mais séria da
hanseniase, é iniciado pela infeccdo e acompanhado por uma série de eventos
imunolégicos, cuja evolucdo e sequelas frequentemente se estendem por muitos anos
apos a cura do processo infeccioso. A doenca apresenta uma particularidade importante
para os clinicos e imunologistas, pois a diversidade de resposta do hospedeiro ao agente
etiologico impde um desafio diagndstico e um modelo importante para o entendimento da
imunidade celular no ser humano (COSTA, MENDONCA et al., 2008). Apesar de uma
diminuicdo consideravel na sua prevaléncia ao longo das ultimas duas décadas, em
grande parte devido a introducdo da poliquimioterapia no tratamento em 1982, a
hanseniase continua sendo um grande problema de salde publica e uma das mais
importantes deficiéncias evitaveis em muitos paises em desenvolvimento (PINHEIRO,
SALLES et al., 2011).

A doenca se manifesta como um espectro de sintomas que resultam de interacfes
entre a resposta imune do hospedeiro e 0 M. leprae. Neste aspecto, destacam-se dois
polos: um pdélo tuberculGide (paucibacilar) e outro lepromatoso ou virchowiano

(multibacilar), sendo cada um deles associado a um estado imunologico relativamente
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estavel do hospedeiro. De forma intermediéria, uma variedade de manifestacdes clinicas,
é observada de acordo com a resposta imunoldgica aos bacilos. Dada a baixa diversidade
de sequéncias gendmicas entre cepas de M. leprae é pouco provavel que as diferencas na
susceptibilidade ou manifestacfes clinicas do hospedeiro sejam regidas pela cepa de M.
leprae. Portanto, os fatores genéticos e imunolédgicos do hospedeiro desempenham um
papel importante nessa infeccdo (PREVEDELLO; MIRA, 2007; FRANCESCHI,
SACRAMENTO et al., 2009).

Quanto aos aspectos histopatoldgicos da hanseniase, as lesdes da pele de pacientes
com a forma tubercul6ide (TT) sdo caracterizadas por infiltrado inflamatério contendo
granulomas bem formados com macréfagos diferenciados, células epitelidides gigantes e
uma predominéncia de células T CD4+ no local da lesdo, com poucas bactérias ou
ausente. Os pacientes apresentam uma resposta imune especifica vigorosa para M. leprae
com um perfil Thl, com producdo de IFN-y e teste cutaneo positivo (lepromina ou reacéo
Mitsuda). Por outro lado, pacientes com a hanseniase lepromatosa (LL) apresentam vérias
lesbes da pele, com uma predominéncia de células T CD8+ in situ, a auséncia de
formagdo de granulomas, alta carga bacilar e uma epiderme achatada. O numero de
bacilos de um paciente LL com diagndstico recente pode chegar a 1.012 bactérias por
grama de tecido. Pacientes com hanseniase LL terdo uma propor¢do de TCD4+: TCD8+
de aproximadamente 1:2 com uma predominancia de resposta tipo Th2 e altos titulos de
anticorpos anti-M. leprae. A imunidade celular contra o M. leprae é modesta ou ausente,
caracterizado pelo teste cutdneo negativo e diminuicdo da proliferagdo de linfocitos
(PINHEIRO; SALLES et al., 2011).

O amplo aspecto clinico apresentado na hanseniase se deve, necessariamente, ao
perfil imunologico e genético dos individuos afetados. A classificagcdo mais utilizada

atualmente foi proposta por RIDLEY e JOPLING em 1966 e que € baseada nos aspectos
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clinicos, histopatoldgicos, imunolégicos e bacterioldgicos, com implicacGes evolutivas,
terapéuticas, epidemioldgicas e profilaticas. De acordo com essa classificacdo, a
hanseniase pode ser dividida em cinco grupos: tuberculbide polar (TT) caracterizada por
lesdo cuténea ou neural localizada e predominio de resposta imune celular, com pouco ou
nenhum bacilo; a lepromatosa polar (LL) apresenta deficiéncia de resposta imune celular
e predominio de resposta humoral, é a forma contagiosa da doenca. As formas
interpolares — denominadas borderline — sdo borderline-tubercul6ide (BT), borderline-
borderline (BB) e borderline-lepromatosa (BL). Elas apresentam, neste sentido,
progressiva reducédo da resposta imune celular, acompanhada por lesbes de pele e nervos
mais numerosas, aumento da carga bacilar e dos niveis de anticorpos (RIDLEY;
JOPLING, 1966) conforme Tabela 1 acrescida da forma inicial da doenga ou
indeterminada adaptada de (MOSCHELLA, 2004; RIDLEY’; JOPLING, 1966).

Tabela 1. Classificacao de Ridley-Jopling adaptada

Borderline Borderline

- . Tuberculéide y Borderline lepromatosa
Caracteristicas Indeterminado (TT-Polar) Tuberculéide (BB) lepromatosa (LL >+ Polar)
{BT) {BL)
indice hacilar MNulo ou
{indices Mula Mula escasso (PB) 24 35+ 4+ 5+ F+ e maior
logaritmicos de  (paucibacilary  {paucibacilar)  ou {multibacilar) (multibacilar) (multibacilar)
Ridley) multibacilares
Reagao de Variavel Fortemente  Fracamente oo obon Negativo Negativo
Mitsuda pasitiva positivo
. . Reagao
Reatao Reacao Reverss PR
Feagies Mula Rara Reversa RR Reversa RR (Tipo 1) & ou EML (Tipo 1)
(Tipo 1) (Tipo 1) ENL (Tipo 11}

Fonte: Adaptado de (MOSCHELLA, 2004; RIDLEY; JOPLING, 1966).

A hanseniase também pode ser classificada, conforme convengéo preconizada no
VI Congresso de Leprologia de Madri, em 1953, em quatro diferentes formas clinicas: as
formas tuberculoide (HT) e virchowiana (HV) que s&o consideradas tipos polares opostos

e imunologicamente estaveis e as formas indeterminada (HI) e dimorfa (HD) compdem
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grupos imunologicamente instaveis. O grupo HI é considerado a forma inicial da
hanseniase e, no curso natural da doenca, pode evoluir para a cura, para um dos polos ou
permanecer como indeterminada (OMS; OPAS, 1989). Frente a necessidade eliminar e
ofertar um melhor tratamento para a hanseniase a OMS passou a adotar a contagem do
namero de lesdes de pele como forma de classificar operacionalmente os pacientes
(PARDILLO et al., 2007; MENDONCA, et al., 2008). Sendo considerados como PB e
MB aqueles que apresentam de uma a cinco lesbes ou mais de cinco lesdes,
respectivamente (OMS, 1995). No Brasil, para fins de tratamento, os pacientes
classificados como PB, podem apresentar até cinco lesdes cutaneas e baciloscopia
negativa, e os pacientes MB séo aqueles que exibem mais de cinco lesdes cutaneas e
baciloscopia positiva (BRASIL, 2010).

De modo geral, os polos desse espectro sdo ocupados de um lado pela forma mais
localizada denominada tuberculdide, associada a resposta imune celular Thl e do outro
pela forma lepromatosa sistémica associada a uma resposta imunoldgica humoral Th2,
com trés formas clinicas intermediarias ou borderline (RIDLEY; JOPLING, 1966 ;
PREVEDELLO; MIRA, 2007). Em 1982, o grupo de programas de quimioterapia da
OMS recomendou o uso da classificacdo de Ridley-Joplin tendo como base o indice
bacilar estimado em esfregacos de pele dos pacientes. De acordo com a classificacéo, 0s
pacientes TT e BT que tem um indice bacilar (BI) <2 + foram classificados como doenga
paucibacilar e BB, BL e LL pacientes que tem um Bl > 2 + foram classificados como
doencga multibacilar (MOSCHELLA, 2004; MENDONCA; BRITO ALVIM DE MELO
et al., 2008).

Durante todo o curso natural da doenca, os pacientes também podem desenvolver
complicagdes clinicas, como os estados reacionais ou reagdes hansénicas que sdo

classificadas como tipo | (reacdo reversa - RR) ou Il (eritema nodoso hansénico - ENH).
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As reacdes hansénicas sdo alteraces do sistema imunoldgico, que se exteriorizam como
manifestacdes inflamatdrias agudas e subagudas. Embora clinicamente diferentes, os dois
tipos podem conduzir a danos nos nervos e evoluir com incapacidades fisicas
(CARDOSO, PEREIRA et al., 2011). As reagdes hansénicas devem ser prontamente
diagnosticadas e tratadas. A reacdo reversa afeta cerca de 20-30% dos pacientes
principalmente com as formas Borderlines (BB e BT) e tendem a surgir mais
precocemente no tratamento, entre 0 2° e 0 6° meses. E considerada reacio mediada pela
imunidade celular. A reagdo reversa ocorre em pacientes que apresentam caracteristicas
especificas de reacdo como: inflamagcdo aguda nas lesbes pré-existentes, tornando
edemaciadas, eritematosas, infiltradas, podendo chegar a ulceracdo. Pode ocorrer
hiperestesia ou acentuacdo da parestesia sobre as lesdes cutineas. A presenca de
intumescimento e dor espontdnea ou a palpacdo dos troncos nervosos caracteriza a
neurite aguda, que pode acarretar deficiéncia sensitivomotora permanente (ROSE, P.;
WATERS, 1991).

A reacdo reversa (RR) ocorre, principalmente, em pacientes com as formas BT,
BB e BL. Excepcionalmente essa reacdo pode ser observada na forma LL. O ENH ocorre
em pacientes das formas LL e BL. Pode surgir, ainda, episodio reacional com dor
espontanea ou a compressdo de tronco nervoso acompanhado ou ndo de espessamento
denominado neurite isolada. Nery e colaboradores em 2006 encontraram frequéncia de
7% de neurite isolada entre pacientes multibacilares (MB) apresentando quadro reacional.
A neurite foi mais frequente naqueles com a forma BB (57,1%), seguido dos BL (28,6%)
e LL (4,3%) (NERY; SALES et al., 2006, CARDOSO, PEREIRA et al., 2011).

No Brasil, relatos atuais mostram que cerca de 30% de pacientes com a forma
paucibacilar e 70% com a forma multibacilar apresentam reagfes (OLIVEIRA,

ALENCAR; et al., 2004; SILVA; GRIEP, 2007). Adicionalmente, os portadores de
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hanseniases podem também apresentar rea¢fes mistas, ou seja, reacfes tipo | e Il ao
mesmo tempo. Em geral, a RR costuma ser mais precoce nos pacientes BT e BB, do que
nos BL e observada em pacientes borderline ap6s o inicio da terapia (MENDONCA;
BRITO ALVIM DE MELO et al., 2008).

O diagnostico dos estados reacionais é realizado através do exame fisico geral e
dermatoneuroldgico do paciente. Tais procedimentos sdo também fundamentais para o
monitoramento do comprometimento de nervos periféricos e avaliacdo da terapéutica
anti-reacional. A identificagdo dos mesmos ndo contraindica o inicio do tratamento
(PQT/OMS). Se os estados reacionais aparecerem durante o tratamento, esse ndo deve ser
interrompido, pois reduz significativamente a frequéncia e a gravidade dos mesmos.
Deste modo, se forem observados apds o tratamento especifico para a hanseniase, ndo é
necessario reinicia-lo e sim iniciar a terapéutica antirreacional como a associacdo de
prednisona e clofazimina (BRASIL... et al., 2005).

Desde meados da década de 1980, esforco global tem sido empregado, sob a
orientacdo da OMS, com o objetivo de eliminar a hanseniase como problema de satde
pablica. Originalmente, essa meta deveria ter sido atingida em 2000. No entanto, em
2007, cerca de 300.000 novos casos/ano ainda foram diagnosticados, a maioria no Brasil
e na India. Considerando-se que n&o existe reservatorio natural de importancia bioldgica
conhecida para o M. leprae, que casos novos da doenca sdo tratados por
poliquimioterapia através de protocolos 100% eficazes, e que os medicamentos sao
fornecidos gratuitamente pela OMS a taxa de deteccdo ainda continua alta
(PREVEDELLO; MIRA, 2007). Diversos fatores podem ser atribuidos ao surgimento de
novos casos como o diagnostico tardio, a evolugédo insidiosa em alguns casos (6 meses a
3 anos), casos assintomaticos, falta da imunizacdo com a BCG, o desenvolvimento

econdmico e boas praticas para o controle da hanseniase. DUCATTI (2009) reforca que a
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distribuicdo da hanseniase pelo mundo s6 pode ser entendida se analisada na perspectiva
de seus determinantes sociais, tais como condigdes sanitérias, de habitagédo e de educacéao
sanitéria. Trata-se, de uma doenga da desinformacéo, j& que é plenamente curével, mas
suas consequéncias estdo diretamente ligadas ao diagndstico precoce e ao tratamento
adequado, baseado em uma poliquimioterapia de uso prolongado e por isto cercada de

falhas de adesdo (DUCATTI, 2009; OMS, 2010).

IV.2.1. ASPECTOS DA RESPOSTA IMUNE

A rota mais provavel de transmissao do M. leprae é por propagacéao de aerossol
das secrecdes nasais e absorgcdo através da mucosa nasal ou respiratéria (STICKER,
1897; SCHAFFER, 1898; KLATSER; VANBEERS et al., 1993; JOB; JAYAKUMAR et
al., 2008; DA MOTTA-PASSOS; MALHEIRO et al., 2012). Cerca de 5 a 10 das pessoas
infectadas pelos bacilos falham nos mecanismos de defesa do sistema imune resultando
no desenvolvimento da doenca (BRITTON; LOCKWOOD, 2004; MODLIN, 2010; DA
MOTTA-PASSOS; MALHEIRO et al., 2012). Durante o curso da infeccéo, estudos dos
mecanismos e modula¢do da imunidade inata suportam a ideia de que, ap6s a forma
Indeterminada de hanseniase, devem ocorrer eventos imunorregulatérios, os quais
determinam o espectro da doenca (FRANCESCHI, D. S. A.; SACRAMENTO, W. S. D.
et al. 2009). Células dendriticas (CDs) que séo derivadas de células mononucleares, sob
estimulo de IL(Interleucina)-4 e GM-CSF (Fator de crescimento de Granul6cito e
Macrofago) sdo efetivas apresentadoras de antigenos do M. leprae (SIELING, P. A;;
JULLIEN, D. et al.,1999). As células dendriticas podem ser as primeiras células a
encontrar o bacilo no seu local de invaséo e exercerem uma resposta imune inata precoce

contra 0 mesmo. Dependendo do nivel da maturacéo das CDs, da interagdo com o bacilo
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e de componentes como a membrana celular do M. leprae ou PGL (glicolipideo-
fendlico)-1, da subsequente producdo local de quimiocinas e citocinas pro e anti-
inflamatorias (IL-2, IL-12, TNF-a, IFN-y vs. IL-4, IL-10, TGF-B1), pode haver regulagao
da inflamagao e, consequentemente, respostas Thl ou Th2 ao M. leprae (GOULART, I.
M. B.; PENNA, G. O. et al. 2002).

Os primeiros sintomas podem aparecer de 2 a 5 anos ap0s a exposi¢do e as
manifestagdes clinicas serdo associados individualmente com a resposta imune a esta
doenca. Assim, pacientes com a forma tuberculdéide (TT) desenvolvem
predominantemente uma resposta imune mediada por células na pele e nervos, com a
ativagdo de macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e formagdo de granuloma,
configurando uma resposta Thl (MODLIN, 1994). A célula de Schwann é um alvo
importante de invasdo bacteriana nos nervos. Desta forma, citocinas como IFN-y, IL-2 e
linfotoxina-a sdo secretados nas lesdes, resultando em atividade fagocitica intensa
(YAMAMURA; WANG et al., 1992; SIELING; JULLIEN et al., 1999; SPELLBERG;
EDWARDS, 2001). Adicionalmente, macrofagos sob a influéncia dessas citocinas,
juntamente com os linfécitos, formam o granuloma (SCOTT ALGOOD; LIN et al.,
2005). Os linfécitos TCD4+ sdo encontrados principalmente dentro do granuloma, e 0s
TCD8+ sdo encontrados na area externa que o envolvem (MODLIN; MELANCON-
KAPLAN et al., 1988; SIELING; JULLIEN et al., 1999).

Existe uma alta producdo de citocinas Thl em lesdes cutaneas de pacientes
paucibacilares (TT e BT) como o IFN-y e IL-2 IL-7, IL-12, IL-15 e IL-18, caracteristico
da intensa imunidade mediada por células. Macrofagos infectados séo ativados pelo IFN-
vy € IL-2 indutores de uma expansdo clonal de células T ativadas, o que leva a um
aumento da producdo de IFN-y por parte destas. Neste contexto, a producéo da citocina

fator de necrose tumoral-a (TNF-a)) age sinergicamente trabalhando para manter o padrédo
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Th1. IFN-y, em sinergia com 0 TNF-a, ativa macréfagos infectados, iniciando-se assim
um mecanismo efetor de resposta imune celular (ASSEMAN; POWRIE, 1998;
KISZEWSKI; BECERRIL et al., 2003; ALCAIS; MIRA et al., 2005; FRANCESCHI;
MAZINI et al., 2009).

Pacientes com formas multibacilares (BB e LL) apresentam um padrdo de
citocinas Th2 com producdo de TGF-B1, IL-4 , IL-5 e IL-10 em lesdes cutaneas locais,
com  produgdo elevada de anticorpos e reduzida resposta celular. O efeito
imunossupressor conferido pela IL-4 pode levar a proliferacdo de micobactérias, a
ativacdo de mondcitos e inibicdo de células T. A liberacdo cronica de IL-10 por outro
lado, atua na imunossupressdo antigeno-especifica. TGF-B1, um produto de mondcitos
ativados, inibe a producdo de IFN- y e IL -2, que permite a progressdo da doenga pela
auséncia de macréfagos ativados (SIELING; WANG et al., 1994; FRANCESCHI;
MAZINI et al., 2009).

A forte resposta Thl é capaz de controlar - mas ndo extinguir — o crescimento de
bacilos que resulta em menos lesdes, mas esta associada a danos nos nervos. Por outro
lado, em pacientes com a forma LL, a doenga se espalha de forma difusa por todo o
corpo. A resposta imune humoral do paciente LL é predominante, com o envolvimento de
linfocitos B e liberacdo de IgM delineando uma resposta Th2 , além da ativacdo de
células T CD8 + . Esses pacientes tém lesdes em varios drgaos - pele, nervos, olhos,
testiculos - com macréfagos cheios de bacilos (ARNOLDI; GERDES et al., 1990;
MISRA; MURTAZA et al., 1995; JADHAV; SUNEETHA et al.,, 2011). Células T
regulatérias (Treg) foram documentadas em lesbes de pele de 95% dos pacientes com
hanseniase apresentando células FoxP3-positivas, enquanto no sangue periférico, as
Tregs sdo altamente frequentes em pacientes TT e diminuida em pacientes LL em

condigcdes reacionais principalmente no erittma nodoso hansénico (ATTIA;
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ABDALLAH et al., 2010; MASSONE; NUNZI et al., 2010). Esse paradigma Thl - Th2
ndo inclui outros aspectos da resposta T helper, como células Thl7 e elementos do
sistema imune inato. Também n&do explica 0 que acontece com pessoas expostas e que
nunca desenvolvem a doenca (DA MOTTA-PASSOS, MALHEIRO et al., 2012). Em
camundongos infectados com M. tuberculosis e M. bovis, a IL- 17A é necessaria para a
manutencdo da resposta inflamatoria, no recrutamento de neutréfilos e ajuda no processo
de formacao de granuloma (BOTELHO; AARAO et al., 2013).

Como mencionado ainda sobre o espectro imunoldgico da hanseniase, impdem-se
0s episodios reacionais. Evidéncias indicam que reacdo tipo | ou RR associa-se ao
aumento abrupto da imunidade mediada por células, classicamente representada pela
reacdo tipo IV de Gell & Coombs, sendo possivelmente desencadeada por reacdo aos
antigenos bacilares fragmentados. Envolve a participacdo ativa de linfécitos T, com
producdo tecidual de citocinas Thl (IL-2 e IFN-y) e de citocinas pré-inflamatdrias como
0 TNF-a, principais citocinas iniciadoras na mediacdo do dano neural e presentes em
lesGes da pele e nos nervos durante a reacdo tipo I. As lesdes apresentam-se infiltradas
por linfocitos TCD4+, com aumento da expressdo de HLA-DR e do receptor para IL-2
em células do infiltrado, assim nos ceratindcitos. Além desses, a detec¢do de neopterina,
produto da ativacdo de macrofagos, mostrou-se significativamente elevada em pacientes
reacionais (MODLIN; MELANCON-KAPLAN, et al., 1988; FABER; IYER. et al.,
2004; MENDONCA; BRITO ALVIM DE MELDO, et al., 2008).

A reacdo tipo Il ou ENH compreende reacdo inflamatéria sistémica relacionada a
deposicdo de imunocomplexos em resposta ao M. leprae, semelhante a reacdo tipo 11l de
Gell & Coombs que compreende reacdo inflamatdria sistémica indicando mecanismos
humorais envolvidos. A reacdo tipo 2 acomete primariamente pacientes LL e BL e pode

afetar cerca de 13% - 37% dos pacientes multibacilares. A reacdo pode ser a primeira
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manifestacdo da doenca. Ocorre durante ou apds o tratamento com a PQT. As
manifestagdes clinicas mais comuns sdo: aparecimento brusco de nddulos eritematosos,
dolorosos a palpacdo ou até mesmo espontaneamente, sendo frequente o
comprometimento sisttmico podendo apresentar febre, mialgia, astenia, artrite, nefrite,
vasculite, edema de extremidades, irite, epistaxes, orquite, linfadenite nauseas (estado
toxémico) e dor articular. A evolucdo é rdpida podendo apresentar aspecto necrético
continuo, com duracdo de meses e apresentar complicagcdes graves. Pode-se observar o
aparecimento de papulas, nddulos inflamatérios e placas, eritematosas ou
eritematoviolaceas, dolorosas com calor local, méveis a palpacdo, as vezes podem evoluir
com formacdo de vesiculas, bolhas e ulceragdes, distribuindo-se em todo o corpo, com
preferéncia pelas superficies extensoras dos membros e face. Essas lesbes podem evoluir
ocasionalmente com necrose central (eritema nodoso necrotizante) (AZULAY;
AZULAY, 1997). Duram de uma até poucas semanas, mas em alguns casos tem duragéo
superior a seis meses (NERY; SALES et al., 2006; FAVA, V.; ORLOVA, M.; et al.
2012). Associa-se a altas concentragdes de TNFa, infiltracdo de neutréfilos e ativagdo de
complemento, com comprometimentode varios 6rgdos. A imunopatogénese do ENH e
bastante complexa, tendo sido demonstrados, no soro dos pacientes, altos niveis
circulantes de IL-1 e TNF-a, paralelamente ao aumento tecidual na expressdao de RNA
mensageiro para IL-6, IL-8 e IL-10, indicando resposta Th2. O TNF-a foi detectado
também, no soro de pacientes com RR e em pacientes PB com neurite isolada, sendo que,
nesses casos, 0s indices foram mais baixos do que no ENH. Foi também documentada a
presenca de TNF-a e TGF-B, nos macrofagos das lesdes de ENH (MODLIN;
MELANCON-KAPLAN et al., 1988; YAMAMURA; WANG et al., 1992; GOULART;
PENNA et al., 2002; FABER; IYER et al., 2004; MENDONCA; BRITO ALVIM DE

MELDO et al., 2008).
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IV. 3. INFLUENCIA GENETICA NA HANSENIASE

IV.3.1. RELATOS GENETICOS DA LITERATURA

Varios genes ou regides cromossdmicas foram estudados e associados com a
modulacdo da susceptibilidade do hospedeiro a hanseniase incluindo genes relacionados
ao complexo principal de Histocompatibilidade (MHC) (VANEDEN; GONZALEZ et al.,
1985; XU; DEVRIES et al., 1985). O envolvimento de fatores genéticos do hospedeiro
na susceptibilidade a doenca foi estabelecido através de estudos de segregagdo (ABEL,;
DEMENAIS. 1988; ABEL; LAP et al., 1995; FEITOSA et al.,1995; SHIELDS;
RUSSELL et al., 1987) estudos com gémeos (BEIGUELMAN, B. 1971,
CHAKRAVARTII, 1973), estudos com genes candidatos (SHAW et al., 2001; MIRA,
2006) e, recentemente, nos estudos de escaneamento do genoma (GWAS) com o0 que se
observou uma associagdo significativa entre SNPs nos genes CCDC122, C13orf31,
NOD2, TNFSF15, HLA-DR1, RIPK2 e LRRK2 e susceptibilidade a infec¢do, bem como
na progressdo da doenca (ZHANG; HUANG et al., 2009). As associacgdes entre os SNPs
em C13o0rf31, LRRK2, NOD2 e RIPK2 e hanseniase multibacilar foram mais fortes do
que as associagdes entre estes SNPs e a hanseniase paucibacilar. Os polimorfismos desses
genes na via de sinalizacdo mediada por NOD2 (que regula a resposta imune inata) estao
associados com a susceptibilidade a infeccdo com M. leprae. (WONG; GOCHHAIT et
al., 2010). Varios genes candidatos, incluindo IL10, TLR1, TAP, SLC11A1, tém sido
associados com a susceptibilidade a hanseniase e com o desenvolvimento das suas formas
clinicas (RAJALINGAM; SINGAL et al., 1997; SANTOS; SUFFYS et al., 2002;
MALHOTRA; DARVISHI et al., 2005; WONG; GOCHHAIT et al., 2010). No entanto

essas associacdes foram identificadas em populacGes etnicamente distintas e nem sempre
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os dados tem sido reproduzidos. Isso ocorre como um dos efeitos da heterogeneidade
populacional (MALHOTRA; DARVISHI et al., 2005; HILL, 2006).

Outros genes também se mostraram associados a hanseniase per se ou a suas
diversas formas clinicas em diferentes grupos populacionais tais como o polimorfismo -
308G/A no promotor do gene TNFA associado com formas mais agressivas da doenca
em pacientes brasileiros (SANTOS; ALMEIDA et al., 2000); assim como NRAMP1
(SLC11A1) e polimorfismos nos receptores de Vitamina — D (VDR) podem influenciar
numa resposta imune mais intensa (ABEL; SANCHEZ et al., 1998; ROY; FRODSHAM
et al., 1999). O gene LTA4H, leucotrieno A4 Hidrolase, que regula os niveis de lipoxina
A4 e, possivelmente, interage com eventos relacionados com goticulas de lipidios,
também desempenha um papel nas respostas imunes primarias ao M. leprae. Juntos, a
ativacdo dessas vias regula o metabolismo celular apds a infeccéo, ativando a producéo
de citocinas por meio de NF-«xf e receptores de vitamina D, enquanto PARK2 ¢ LRRK?2
participam na regulacdo da apoptose da célula hospedeira (CARDOSO; PEREIRA et al.,
2011).

Estudos de escaneamento do genoma (GWAS) em hanseniase seguidos por
estudos de replicacdo envolvendo milhares de casos e controles na China (ZHANG; LIU
et al., 2011) identificaram variantes de risco no gene RAB32 do cromossomo 6 e no locus
Clorfl41 - IL23R no cromossomo 1. O IL23R é parte da cascata de ativacao IL-12-1L23
e IFN-y, referidas como essenciais em infec¢es por micobactérias (OTTENHOFF;
VERRECK et al., 2005). Por outro lado, polimorfismos no gene de IL23R tém sido
implicados em estudos anteriores em doencas autoimunes como a psoriase, doenca de
Crohn e colite ulcerativa, enquanto variagdes no gene RAB32, apontam para um possivel
papel da autofagia durante a infeccdo pelo M. leprae. Finalmente, Luke Jostins e

colaboradores em 2012, documentaram sobreposicdes de genes associados a doencas
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micobacterianas e doenca inflamatdria intestinal (IBD-Inflamatory bowel diseases)
caracterizadas por infeccdes localizadas e disseminadas por micobactérias,
predominantemente ndo-tuberculosas. Nesse caso, sete dos oito genes mapeados no
GWAS para hanseniase foram também associados com doenca inflamatoria intestinal, de
forma que em alguns destes genes até o mesmo marcador (SNP) foi implicado nas duas
doengas (JOSTINS; RIPKE et al., 2012).

Estudos funcionais e de associacdo genética identificaram um nimero de
polimorfismos em genes TLR que estdo associados a susceptibilidade ou resisténcia a
uma variedade de infec¢Bes assim como na hanseniase (JOHNSON; LYLE et al., 2007,
HART; RICHARD, 2012). O polimorfismo 1602S (T1805G) no gene TLR1 tem sido
associado a mudancas no padrao de sinalizacdo do gene e menor producédo de IL-1b, IL-6
e TNF-a em células estimuladas por M. leprae (JOHNSON; LYLE et al., 2007;
MARQUES; BRITO-DE-SOUZA et al., 2013). Esse mesmo marcador tem sido
associado com protecdo a doenca em uma coorte da Turquia (JOHNSON; LYLE et al.,
2007). A variante TLR1 N248S também foi associada como um fator de risco para o
desenvolvimento de hanseniase no Brasil, confirmando dados prévios de uma populacéo
de Bangladesh (SCHURING; HAMANN et al., 2009; MARQUES; BRITO-DE-SOUZA
etal., 2013).

Estudos mostraram que receptores Toll-like (TLRs) desempenham um papel
central na defesa do hospedeiro contra microrganismos, incluindo micobactérias. Os
TLRS sdo membros da familia de receptores PRRs (“Pattern recognition receptors®)
expressos por células da linhagem mieloide, como mondcitos, macrofagos, e células
dendriticas, também em células endoteliais, fibroblastos, e células de Schwann, e sdo o
primeiro nivel de interacdo e reconhecimento do M. leprae por células. No entanto,

subconjuntos de TLR também sdo expressos em linfdcitos, epitélio, endotélio,
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fibroblastos, e até mesmo células de Schwann (HART; TAPPING, 2012). Foi
documentado também que os polimorfismos no gene de TLR4, D299G (G896A) e T399I
(C1196T), conferem protecdo a infeccdo por Mycobacterium em um estudo com
populacdo da Etiopia (BOCHUD; SINSIMER et al., 2009) e, acompanhando essa mesma
coorte por oito anos, o polimorfismo do tipo microssatélite (288bp). Em estudos
funcionais, o gene TLR2 foi associado com desenvolvimento de reacdo hansénica
mostrando efeito dessa variacdo sobre a atividade no promotor do gene TLR2

(BOCHUD; HAWN et al., 2008).

IV.3.1. A INFLUENCIA DOS GENES PARK2 E PACRG

A contribuicdo dos fatores genéticos do hospedeiro para susceptibilidade a
hanseniase tem sido sugerida por varios estudos genéticos, bem como por andlises de
segregacdo complexa (SHIELDS; RUSSELL et al., 1987; ABEL, DEMENAIS, 1988;
ABEL, LAP et al., 1995 ). Embora estes estudos indiguem um importante papel dos
genes na hanseniase e suas formas clinicas, as variacdes moleculares especificas de cada
populagdo sdo igualmente importantes no aumento da predisposicdo do individuo se
exposto ao M. leprae (SCHURR, ALCAIS et al., 2007).

Classicamente, PARK2 ou parkina é uma E3-ubiquitina ligase que participa da
via de destruicdo de proteinas dependente de ubiquitinacdo. Entretanto, estudos
demonstram a multifuncionalidade deste gene, interagindo com proteinas do sistema
imune como as vias de sinalizacdo de receptores de toll like (TLRs) e interferindo na
producéo de reativos intermediarios de oxigénio (MIRA; ALCAIS et al., 2004). Os genes

da parquina também podem regular a autofagia sob certas condi¢des. Esse gene
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reconhece mitocondrias despolarizadas e ajudam a catalisar a autofagia de toda a
organela (mitofagia) atraves da ubiquitinacdo de proteinas mitocondriais (VIVES-
BAUZA; ZHOU et al., 2010). Estudos recentes tém mostrado semelhancgas fundamentais
entre o processo pelo qual as mitocondrias e bactérias intracelulares sdo "marcadas” para
autofagia (DERETIC,V.; 2010; DERETIC, V.; SAITOH. T., et al . 2013). Estas
semelhangas suportam a hipdtese de que a parkina poderia promover a autofagia de
agentes patogénicos intracelulares. Adicionalmente, a PARK2 estd envolvida em
processos de controle da apoptose, pela regulacdo de fatores de transcricdo. Sob tal
hipotese, a parkina teria um efeito protetor durante a infec¢do, uma vez que pode nao so
evitar a apoptose como também promover a morte bacteriana por autofagia(SPANDL, J.;
D. LOHMANN, et al., 2011). Por outro lado, as variacGes genéticas associadas com a
susceptibilidade a hanseniase poderiam mostrar um fluxo autofagico desregulado. Assim,
nestes individuos que apresentam tais variagdes pode-se criar um ambiente permissivo
para o crescimento de M. leprae. Tem sido proposto que a degradacdo proteossomal e
autofagia podem ser mediadas por goticulas lipidicas, e a localizacdo dos componentes do
sistema de ubiquitinacdo em goticulas lipidicas sugere que estes processos sdao de fato
ligados entre si na regulacdo da resposta imune inata ao M. Leprae (CARDOSO;
PEREIRA et al., 2011; SPANDL, J.; D. LOHMANN, et al., 2011).

A fungdo de PACRG é desconhecida, mas tem também sido associada com o
sistema ubiquitina-proteassoma (WEST et al., 2003). Alguns polimorfismos genéticos de
PARK?2 podem levar a uma pequena anormalidade na proteina parkina a qual passa a ndo
funcionar e e rapidamente degradada dentro das células (MIRA et al., 2004). Outras
variagcdes podem inserir, excluir ou alterar blocos de construcdo de DNA (nucleotideos)
no gene PARK2, levando a uma versdo defeituosa da proteina parkina ou impedindo a

producdo dessa proteina. Variagcdes genéticas no PARK2 associadas com a doenca de
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Parkinson geralmente levam a uma perda de atividade deste gene (KITADA, et al, 1998)
e na hanseniase significa um aumento no risco de desenvolver a doenca (MIRA; ALCAIS
et al., 2004). Essas peculiaridades genéticas associadas com a expressao de
PARK2/PACRG em macréfagos e células de Schwann, por conseguinte, apontam
fortemente para uma funcdo destes genes no dano tecidual e neurolégico observados na
hanseniase (MIRA; ALCAIS et al., 2004).

Mira e colaboradores (2004) relataram a primeira identificagdo dos genes PARK2
e PACRG na hanseniase por clonagem posicional de variantes genéticas. Neste estudo,
foi mapeado inicialmente um locus de susceptibilidade no cromossomo 6 (regido 25 -
g26) com posterior mapeamento fino que identificou um intervalo genético,
compreendendo os genes de PARK2 e PACRG, como genes de susceptibilidade a
hanseniase. O estudo foi realizado inicialmente em uma populacdo vietnamita onde se
documentou uma associacao significativa entre a hanseniase e marcadores do tipo SNP
(“single nucleotide polymorphism” - polimorfismo de base Unica) localizados em um
bloco de aproximadamente 80 kilobases na regido reguladora compartilhada pelo gene
PARK2 também chamado parquina (por ter sido inicialmente identificado no
parkinsonismo juvenil), e o gene co-regulado PACRG. Dos marcadores estudados, 17
SNPs foram significativamente associados com a hanseniase. A associa¢do foi mais
robusta com os SNPs PARK2 e01(-2599), PARK2 e01(-3800), 28Kb target 4 1,
rs1333955 e rs1040079, seguidos dos SNPs rs2849513, rs2849515, rs2903104, 10Kb
_target 5 2, PARK2 e01(-697), PARK2 e01(-3024), rs1931225, 28Kb target 3 1,
28Kb target 2 1, 40Kb_target 8 F60, 40Kb_target 8 F706 e rs1514343.

Este estudo foi reproduzido em uma populacdo brasileira e confirmada a
associacdo dos mesmos alelos. Assim, dos 17 marcadores associados, 13 foram testados e

9 foram significativamente associados com a hanseniase na amostra brasileira: (10Kb
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_target 5 2, PARK2 e01(-697), rs1514343, rs1333955, 40Kb target 8 F60,
PARK?2_e01(-2599), PARK2_e01(-3800), 28Kb_target 4 1, e rs1040079). Esses SNPs
representaram um risco aumentado de hanseniase nas duas popula¢des. Na populacéo
brasileira os mais fortemente associados foram o PARK2 e01(-2599) e o rs1040079. Os
polimorfismos da regido reguladora compartilhada por PARK2 e PACRG, portanto,
foram considerados como fatores de risco comuns para a hanseniase, validando o papel

desses genes na patogénese da doenca (MIRA; ALCAIS et al., 2004).

V- CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

V.1. LOCAL DO ESTUDO

Este trabalho foi desenvolvido no ambulatério de dermatologia do Hospital
Universitario Professor Edgard Santos — Ambulatério Magalhdes Neto em Salvador
Bahia e no Hospital Especializado Dom Rodrigo de Menezes no bairro de Cajazeiras,
também em Salvador Bahia. O ambulatério Magalhdes Neto atende cerca de 60 pacientes
com hanseniase por més, estando em funcionamento desde 1992, sendo referéncia no
Estado da Bahia para o tratamento de episédios reacionais. O Hospital Especializado
Dom Rodrigo de Menezes foi fundado ha 65 anos e € citado como centro de referéncia
para o atendimento de doencas dermatolégicas. A unidade, que faz parte da Secretaria da
Saude do Estado (SESAB), é especializada em dermatologia sanitaria e referéncia, na

Bahia, no atendimento aos portadores de hanseniase.
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V.1.1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Pacientes com hanseniase foram convidados a participar do estudo apds
confirmacdo diagnostica realizada pela equipe do Hospital Universitario Professor
Edgard Santos e Hospital Especializado Dom Rodrigo de Menezes de acordo com as
orientacBes do Ministério da Saude. Foram realizadas avaliagdo dermato-neuroldgica,
teste de sensibilidade, exame de baciloscopia da linfa e a biopsia de uma ou mais lesdes
para a confirmagdo da forma clinica da doenca. No grupo de casos foram incluidos
pacientes de ambos os sexos, com idade variando entre 18 a 65 anos, diagnosticados com
a doenca e que fazem tratamento e acompanhamento ambulatorial. Informagdes
sociodemogréficas e ocupacionais foram obtidas por meio da aplicacdo de questionarios
(EM ANEXO).

Os participantes do grupo controle para o estudo dos genes PARK2 e PACRG
(genotipagem de SNPs) foi formado por 350 individuos sadios, sendo estes também
selecionados para o estudo da leishmaniose, moradores da area endémica de Corte de
Pedra, uma vila do municipio de Presidente Tancredo Neves- BA, situada na regido do
litoral sudeste baiano a 280 quilémetros da capital Salvador. O Posto de Salde de Corte
de Pedra € o centro de referéncia de 20 municipios para diagndstico e tratamento da
leishmaniose. Todos 0s contactantes selecionados no estudo de genética em leishmaniose
foram submetidos a questionario epidemiol6gico para avaliar fatores de exposicdo e
exame fisico que descarta histdria atual e pregressa de leishmaniose tegumentar (EM
ANEXO). Corte de Pedra néo é area endémica de hanseniase. Para o estudo da expresséo
génica, foram selecionados 20 participantes para o grupo de controles sadios doadores da
Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia da Bahia - HEMOBA. Estes individuos ndo

apresentavam infeccdo pelo bacilo M. leprae nem qualquer outra doenca infecciosa,
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também ndo possuiam resultados anteriores de sorologia positiva para HIV, HTLV-1 e 2,
HCV ou HBV, além de ndo serem contatos de pacientes com hanseniase. Dados dos
doadores foram obtidos através de questionérios especificos que eram aplicados aos
selecionados na triagem para a coleta. Autorizacdo formal foi solicitada de todos os
participantes com a idade variando entre 18 e 65 anos apds explicagcdo do estudo, por

assinatura do individuo do termo de consentimento livre e esclarecido (EM ANEXO).

V.2. CALCULO DE PODER PARA O ESTUDO DE ASSOCIACAO GENETICA

Foi feito célculo de poder amostral para o estudo genético utilizando modelo
matematico multiplicativo desenvolvido por Heather J. Cordell, Newcastle University
(http://www.staff.ncl.ac.uk/heather.cordell/). Considerando uma frequéncia alélica
minima (FAM) >20%, uma Odds ratio >1,5 (média observada nas associagdes
envolvendo doencas multifatoriais) e um valor de p= 0,05, uma amostra de 300 casos e
300 controles confere >84% de poder estatistico para deteccdo de associagdo genética.
Por outro lado, nas mesmas condi¢Ges acima e considerando um valor de p= 0,01 e
p=0,001, a mesma amostra confere >66% e >38% de poder, respectivamente.
Adicionalmente, uma FAM >1,5, uma Odds ratio >2,0 e valor de p=0,001, o poder para
300 casos e 300 controles ¢ de >93%. Assim, mesmo considerando importante um
aumento do numero amostral a posteriori, temos uma margem de poder estatistico

aceitavel para este estudo de associa¢do genética.
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V.3. DEFINICAO DE CASOS:

V.3.1. HANSENIASE PER SE

Sdo aqueles diagnosticados com a hanseniase nas diferentes formas clinicas, sem
evidéncia do desenvolvimento de surto reacional. Os pacientes foram classificados de
acordo com critérios estabelecidos pelo Ministério da Salde, nas formas clinicas:
indeterminada, tuberculéide (TT), borderline tubercul6ide (BT), borderline tuberculdide
(BT), borderline borderline (BB), borderline lepromatosa (BL) e lepromatosa (LL). O
diagndstico clinico e laboratorial, bem como a classificacdo dos tipos clinicos da
hanseniase da populacgdo, foram feitos por médicos especialistas do Servico do Hospital
Universitario Professor Edgard Santos e Hospital Especializado Dom Rodrigo de
Menezes. Foram considerados pacientes com a hanseniase per se, aqueles que ao final do
tratamento e apOs retorno para revisdo, ndo apresentavam nenhum tipo de reacgdo

hansénica.

V.3.2. REACAO DO TIPO 1 OU REACAO REVERSA (RR)

Foram considerados pacientes com a reacdo do tipo | ou Reacdo Reversa aqueles
que foram diagnosticados para a esta reacdo durante o tratamento ou apds seu retorno
para acompanhamento. Foram definidas como reacdo tipo | na avaliagio médica
pacientes que apresentavam caracteristicas especificas como: inflamacdo aguda nas
lesbes pré-existentes, exacerbacdo das manchas com edema, eritema e descamacéo,

aumento em numero e em tamanho, assim como febre, astenia e neurite.
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V.3.3. REACAO DO TIPO 2 OU ERITEMA NODOSO HANSENICO (ENH)

Foram considerados pacientes com a reac¢do do tipo 2 ou eritema nodoso
hansénico (ENH) aqueles que foram diagnosticados para esta reacdo durante o tratamento
ou apos seu retorno para acompanhamento apresentando sintomas caracteristicos como
aparecimento brusco de nddulos eritematosos dolorosos, vesiculas, pustulas, bolhas ou
ulceras . As manifestacBes clinicas vao desde: febre, mialgia, astenia, artrite, nefrite,
vasculite, edema de extremidades, irite, epistaxes, orquite, linfadenite nauseas e dor

articular.

V.4. COLETA DE SANGUE E TRABALHO LABORATORIAL

V.4.1. EXTRACAO DE DNA GENOMICO

Foi coletado de cada individuo em tubo contendo ACD (&cido citrato dextrose)
8,5 ml de sangue periférico para a obtencdo de DNA gendmico. O DNA foi isolado pelo
método “salting-out” modificado como descrito a seguir: (a) apds centrifugacdo para
remogdo do plasma e posterior divisdo do volume de sangue restante do tubo
Vacutainer® em dois tubos de polipropileno de 15 ml, foram adicionados 12 ml de
solucdo de lise de eritrocitos (Sacarose 1,6M; Triton X-100 5; MgCI,1M; Tris-HCI pH
7,5 - 1IM) e apos centrifugacdo (8.000 x g durante 10 minutos) e remocdo de
sobrenadante, 0 mesmo procedimento foi repetido com dois sedimentos resultantes. Apos
a lise com tampado de eritrocitos, foi realizado uma lavagem adicionando-se dH,0O sobre o

sedimento de leucdcitos (apos junta-los em um sé tubo) com centrifugacéo posterior de
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8.000 x g durante 5 minutos para a remocao do sobrenadante; (b) a partir desta etapa, 0s
leucocitos foram lisados pela adicdo de 160 pl de tampéo proteinase K 5X (NaCl 5M;
EDTA pH8,0 0,5M), 40ul de SDS 20 e 300ul de H,O, sendo os tubos entdo incubados
durante a noite a 37° em banho-maria; (c) em seguida, os tubos foram retirados do banho-
maria e deixados & temperatura ambiente até o resfriamento, quando foram adicionados
200ul de NaCl 6M para a precipitacdo de proteinas, com posterior centrifugacdo (13.000
X g durante 20 minutos); e recuperagdo do sobrenadante para outro tubo de 1,5 ml; (d)
ap6s mais duas novas centrifugacfes adicionais (13.000 x g durante 10 e 5 minutos,
respectivamente) para a remocao de proteinas residuais. O sobrenadante foi dividido em
dois tubos de 1,5 ml, adicionando-se a cada um 900 pl de etanol 99,5°(P.A.) para a
precipitacdo de DNA. Apo0s esta etapa, 0 DNA precipitado foi lavado mais uma vez com
etanol a 70; (e) depois que este etanol foi removido e, com as paredes do tubo secas, foi
adicionado a cada tubo com DNA, 200ul de dH,0. A concentragdo e pureza do DNA foi
determinada pela leitura de densidade dptica em espectrofotdmetro (260 nm) e a pureza
pela reagcdo DO a 280/206 nm. As amostras foram posteriormente aliquotadas e

congeladas a -20°C.
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V.4.2. GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS

V.4.2.1 SNAPSHOT® MULTIPLEX

Para avaliacdo do polimorfismo dos genes candidatos, PARK2 e PACRG, foram
escolhidos polimorfismos previamente mapeados nas populacfes brasileira e vietnamita
(MIRA; ALCAIS et al., 2004). A Tabela 2 mostra o painel de SNPs genotipados nesse
trabalho. Nota-se que o marcador rs1801474 é monomorfico na populacdo da Bahia e o

marcador rs6915128 esta fora do equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 2. Painel de SNPs genotipados

Frequéncia Alélica

Codigors deo  Cromos Posicio EHW Funcao BAHIA YRI CEU

Gene -

SNP (NCBL)  somo Alelo]l Alelo? Alelo1 Alelo2 Alelo1 Alelo 2
PARK? rs1801334 6 161781475 SOV Aspioidsn 0869 003 0987 0017 0942 0,058
PACRG PARK_ e0l (- 6 163151649 SIM  Tntron 0748 0251 0907 0,003 0725 0275

1500)

(rs9356058)
PARK? rs1801582 6 161808105 SIM  Val3s0Leu 0,865 0134 0808 0102 0833 0.167
PARK? rs1801474 6 162622447 SIM*  Serl67Asn 099 0,000 0978 0,022 0903 0,007

Mono

PACRG 2SKB TARGET 6 163212030 Ni0O Inwon 0956 0043 0271 0729 0483 0527

41

(rs6915128) |
PACRG rs6039278 6 163152850 SIM  Intron 0583 0416 0907 0,003 0.633 0367
PACRG rs1333055 6 136213704 SIM  intron 0.612 0387 0772 0218 0518 0482
PACRG rs1040079 6 163214277 SIM  Intron 0538 0461 041 050 03 07

Tabela 2: Polimorfismos de Gnico nucleotideo (SNP) selecionados para a genotipagem da amostra de
estudo. A tabela 2 mostra o painel de marcadores avaliados. Observa-se que sdo mostradas as frequéncias
alélicas para a populagao estudada em comparacdo com duas populagdes do HapMap: CEU (caucasoide) e
YRI (Yoruba africana).

O ensaio de SNaPshot multiplex foi usado para genotipar 8 SNPs localizados na
regido cromossdmica 6g25.2-027 selecionados para a genotipagem dos 661 individuos. A
técnica de Snapshot® permite a genotipagem de maltiplos SNPs é baseada na diferenca

de um unico nucleotideo na posi¢do polimorfica, apds uma reagdo em cadeia de
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polimerase (PCR). A diferenciacdo alélica é feita através da incorporacdo de
dideoxinucleotidoes (ddNTPs) marcados, que provocam a terminacdo da extensdo da
cadeia, e desta forma a cadeia sintetizada tera em uma de suas extremidades uma base
marcada com fluoroforo na sua extremidade 5°, cuja base sera detectada na eletroforese
capilar realizada no sequenciador de DNA (MAKRIDAKIS; REICHARDT, 2001).
Resumidamente, o método é descrito a seguir: (a) cada segmento génico foi
amplificado através de PCR, usando um mix de PCR (MgCl 25 mM, ddNTPs 5 mM,
Betaina 5M,tampdo 10X, ddH20), 60 pg de DNA genémico, um par de primers
desenhado para a regido de interesse (tabela 2), numa concentragdo de 100 ng/uL ¢ 15U
de AmpliTag. As reagdes de PCR foram realizadas em termociclador My Cycler Bio Rad
e seguiram o programa: 1 ciclo de 94°C por 10 minutos; 14 ciclos de 94°C por 20
segundos, 63°C por 1 minuto; 25 ciclos de 94°C por 20 segundos, 56°C por 1 minuto e 1
ciclo de 72°C por 10 minutos; (b) os produtos da PCR foram purificados do excesso de
primers e nucleotideos ndo incorporados por meio de degradacdo enziméatica com as
enzimas Exol (Exonuclease 1) e SAP (Fosfatase Acida de Camardo) respectivamente.
Apos as reacOes de amplificacdo foi realizada uma eletroforese em gel de agarose a 2,5%
para controle da qualidade da reacdo; (c) a esta aliquota foi adicionado 1 uL. de uma
mistura dos primers de Snapshot® para cada um dos marcadores do painel, numa
propor¢do de 10:1 perfazendo, para estes primers, uma concentragdo final de 1 pM.
Também foi adicionado a reagdo 2,5 uL do master mix multiplex de Snapshot (Applied
Biosystems) contendo tamp&o e ddNTPs marcados com o fluor6foro caracteristico de
cada base nucleotidica; (d) apés a reacdo de Snapshot ser concluida, o produto foi
purificado com a adicdo da enzima SAP numa quantidade de 1,5 U diluido numa
propor¢ao 2:1 com o tampao da enzima. Uma aliquota de 3 pL do produto de Snapshot

purificado foi adicionado a cada pogo de uma placa de 96 pogos, sendo incluido 7,8 pL
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de formamida e 0,2 pL. do marcador de peso molecular (Lys 120). As amostras foram

entdo levadas ao sequenciador automatico de DNA (ABI Avant 3100) com 4 capilares,

onde a separacao dos produtos foi concluida em aproximadamente 12h; (e) apo6s a leitura

de todas as amostras e armazenamento dos dados em terminal de computador, estes

foram analisados quanto ao genoétipo através do software Genemapper®. A figura 5

mostra o procedimento de Snapshot desde a amplificacdo do segmento de DNA até o

sequenciamento da base polimorfica, e a figura 6 ilustra dois resultados de genotipagem

obtidos da nossa populacéo.

Multiplex
PCR

|

Single-Base
Extension

Capillary
Electrophoresis

Loci1

— -
Ilu’llli;&

— | a—
llwl y

3

mut

Relative Fluorescence
Units

Loci 2 Loci 3
WT —————— « mut
WT — s TIUL
————————— W]' ———— « mut
—— T — e mut
— ) — — G UL
T il T oz i
— R r Xk
Yer Wk
— A — T —— G UL
111! Ly oS
- > * >
Loci 1 Loci 2 Loci3
G>A  § C

h |

J I

Relative Size

Figura 5. Mecanismo do SnapShot®. A Genotipagem por SnaPshot® envolve a amplificacdo

multiplex de alvos de DNA por PCR com oligonucleotideos ndo marcados (Multiplex PCR), seguido de

extensdo de primer de base Unica multiplexado com didesoxinucle6tidos fluorescente marcado (ddNTPs) e

posterior

analise

de

produtos

marcados por eletroforese capilar.

http://www.vicc.org/research/shared/translational/services/snapshot.php

Fonte:


http://www.vicc.org/research/shared/translational/services/snapshot.php
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Figura 6. Eletroferograma dos marcadores rs1801582 e rs6939278. Gerado pelo software
Genemapper® mostrando a heterozigozidade dos marcadores rs1801582 e rs6939278 testados e a

localizacdo dos picos em torno de 32 e 50 pares de bases, respectivamente.

V.5. EXTRACAO DE RNA E OBTENCAO DE cDNA

O RNA foi extraido a partir de leucdcitos totais de 8,5 ml de sangue periférico
conservados em TRIZOL® (Invitrogen Life Technologies), ap6s lise de hemacias,
utilizando-se o kit PureLink™ RNA Mini Kit (Life Tecnologies). A partir deste RNA foi
obtido o DNA complementar (¢cDNA) utilizando-se o kit High Capacity cDNA Reversion
Transcription Kit (Applied Biosystems®), seguindo-se as orientacGes do fabricante. As
etapas referentes aos processos referidos sdo: (a) Recuperacao da fase aquosa - os pellets
conservados em TRIZOL® foram descongelados a temperatura ambiente (TA) e ap0s seu
descongelamento foram adicionados 200ul de Cloroférmio P.A. e o tubo passado no
mixer por 15 segundos. Apds trés minutos a TA a amostra foi centrifugada a 12.000 RCF
por 20 minutos a 4°C. Cerca de 300 pl da camada superior (aquosa) foi recuperada em
um tubo limpo; (b) Purificagio do RNA — Adicionou-se 400 pl de alcool a 70° em
seguida vortex por 15 segundos. Apds essa etapa, adicionou-se na coluna 700pul da fase

aquosa com o etanol. Apos centrifugacdo a 12.000 RCF por 1 minuto e descarte do
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sobrenadante foram adicionados mais 500ul de solucdo de lavagem I® com nova
centrifugacdo e descarte do sobrenadante; (c) adicionou-se 500ul de solucéo de lavagem
II® na coluna e procedeu a nova centrifugacédo e descarte do sobrenadante. Repetiu-se a
etapa anterior. Centrifugou-se a coluna a seco por mais um minuto para retirar oS restos
de impurezas. Apos essa etapa, trocou-se a coluna para um tubo de 1,5 pul devidamente
identificado e acrescentou-se 50ul de H,O livre de RNAse, e apds 1 minuto centrifugou-
se mais 1 minuto a 14.000 RCF. Transferiu-se entdo a amostra para um tubo de
armazenamento o qual foi congelado -70°C; (d) Conversdao do RNA em cDNA utilizou-
se 0 kit High Capacity cDNA Reversion Transcription Kit (Applied Biosystems® - Apds
o descongelamento dos reagentes do kit sob o gelo, preparou-se 0 2x RT MASTER
MIX: para cada amostra foram adicionados 2,0ul de 10X RT Buffer, 0,8l de SNTP Mix
(100mM), 2,0 10x RT Random primers, 1,0 MultiScribe ™ Reverse Transcriptase, 4,2l
de H,O livre de RNAse, num total de 10ul. Na reacdo foram pipetados 10ul de 2X RT
master mix em cada poco na placa de 96 pocos para PCR. Em seguida adicionou-se 10ul
da amostra de RNA em cada pocgo-teste, homogeneizando 2 ou 3 vezes com a ponteira. A
PCR foi composta por: 1 ciclo de 25°C por 10 minutos; 1 ciclo de 37°C por 120 minutos,
1 ciclo de 85° por 5 minutos; 25 ciclos de 94°C por 20 segundos, 56°C por 1 minuto e 1
ciclo de72°C por 10 minutos. Ao final dos ciclos transferiu-se para um tubo de

armazenamento e a amostra mantida sob congelamento até posterior anélise.

V.6. EXPRESSAO DOS GENES PARK2 E PACRG

Ensaios contendo primers e sondas especificos para 0s genes PARK2
(Hs01038318_ml) e PACRG (Hs01125332_ml) foram desenhados pela Applied

Biosystems® contendo fragmentos especificos variando de 76-87 bp. As sequéncias
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contexto dos amplicons sdo descritas a seguir: PARK2- TGACCATGA
TAGTGTTTGTCAGGTT e PACRG — ACTCAGTCGTGAGAGGCCCTCCAGC.

Para esta andlise foram selecionados 60 pacientes com hanseniase, divididos em
trés grupos com 20 pacientes em cada; 20 individuos sem reacdo (chamados de Hansen
per se), 20 com RR e 20 com ENH e 20 individuos sadios, doadores de sangue foram
selecionados como controles. A anélise da expressdo génica foi realizada pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) com o aparelho 7500 Standard
da Applied Biosystems®. Todas as amostras foram preparadas em duplicatas utilizando-
se 0s reagentes orientados pelo fabricante e submetidas a ciclagem. Com luvas sem talco,
reagentes e espaco livre de contaminantes para a realizacdo dos experimentos, foram
seguidos os seguintes passos: (a) todos os reagentes foram descongelados sob o gelo, bem
como o preparo dos mesmos mantidos a 4°C. A placa foi primeiramente elaborada
seguindo mapa de trabalho de forma que nela continha as amostras — cDNA (DNA
complementar) dos pacientes e dos controles sadios ou dgua como controle negativo; (b)
Preparo do Mix especifico para o gene alvo e endégeno - em um tubo de 1,5 ml foram
adicionados os reagentes correspondentes ao nimero de amostras de cada gene. Para cada
amostra, a quantidade preparada foi a seguinte: 5 ul de “TagMan Universal Master Mix
II, with UNG”, 2,5 pl de dgua ultra pura livre de RNAase e 0,5ul do ensaio (primers e
sondas) 20X concentrado; (c) distribuiu-se 2l de cDNA de cada amostra em duplicata
(ou agua) em uma microplaca Optica® de 96 pocos de reagdes, na posicdo determinada
no mapa de trabalho, em seguida adicionou-se 8 ul do mix conforme determinado; (d)
selou-se cuidadosamente a placa com o filme adesivo 6ptico compativel com PCR livre
de DNAse e RNAse; (e) Colocou-se a placa na plataforma de leitura do aparelho 7500
Real Time PCR System, e programou-se no software 7500 v2.0.6 o experimento de Ct

comparativo (AACT), definindo-se os “targets” e sondas marcadoras referentes aos
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ensaios que no casos dos experimentos sdo: para a B- actina (Gene endégeno) a sonda
VIC, e para os genes alvos PARK2 e PACRG - FAM,; (f) A ciclagem obedeceu ao
seguinte programa: (1) 50°C - 5 minutos, (2) 95°C - 10 minutos, (3) 95°C- 15 segundos,
(4) 60°C — 1 minutos , sendo os ciclos 3 e 4 repetidos 40 vezes. Os dados foram
analisados conforme o método comparativo do ciclo limiar (Ct), de acordo com a

equacdo 244CT

onde ACT é o valor do Ct do gene alvo subtraido do Ct do gene
enddgeno; e o AACT € o valor do ACT de cada individuo, menos a mediana do ACT do

grupo controle. Os graficos ilustrativos para este estudos foram elaborados pelo programa

Prismb através do GraphPad Prism.

V.7. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os dados de genotipagem foram armazenados no banco de dados “GenlE”
desenvolvido por Richard Francis no “Cambridge Institute for Medical Reserach” da
Universidade de Cambridge. Anélises de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram
feitas utilizando o programa STATA™ 9.1, considerando individuos néo relacionados e
marcadores fora do EHW foram excluidos das analises. Métodos de Associacdo foram
utilizados para analisar os dados. A hipdtese nula é que o estado da doenca é totalmente
independente dos marcadores genotipicos, isto €, ndo ha ligacdo ou associacdo devido ao
desequilibrio de ligacdo observado entre os marcadores e qualquer gene casual ndo
observado que controlaria a doenca. Analise de regressdo logistica incondicional na
analise do estudo genético de caso-controle e analise intralocus foi realizada através do

programa STATA™ 9.1 (www.stata.com). As frequéncias alélicas e genotipicas dos

marcadores foram comparadas entre pacientes com as diferentes formas de hanseniase e


http://www.stata.com/
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controles. A andlise do desequilibrio de ligacdo entre os marcadores foi realizada através
do programa Haploview v4.2. Os estudos de expressdo génica foram analisados pelos
testes ndo paramétricos de Mann Whitney e Kruskal-Wallis com nivel de confianca de

95%, utilizado o programa Prism5.
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V.8. FLUXOGRAMA ILUSTRATIVO DO ESTUDO
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VI. ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - CEP do Complexo
Hospitalar Universitario Professor Edgar Santos da Universidade Federal da Bahia, sob o
cadastro 50/10 de 07/10/2010 e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP,

sob registro 16206 (processo no. 25000.182612/2010-12).

VIl. RESULTADOS GERAIS

VIl.1. CARACTERISTICAS SOCIOEPIDEMIOLOGICA DA POPULACAO

ESTUDADA

Casos. Os participantes deste grupo foram selecionados no ambulatério Magalhdes Neto
e no Hospital Especializado Dom Rodrigo de Menezes 338 casos de hanseniase. Como
ambas as unidades de salde sdo centros de referéncia no estado para tratamento da
doenca, os individuos selecionados ndo sdo exclusivamente residentes na cidade de
Salvador, mas de varios outros municipios da Bahia. De modo geral, 48 possuiam a
forma TT, 46 a forma TB, 33 a forma BB, 36 a forma BL, 35 a forma indeterminada, 5
forma neural pura e outros 118 a forma LL. Na andlise de participantes do grupo, 16
casos ndo foi possivel definir qual era a forma, no entanto o diagndstico era conclusivo
para a hanseniase. A média de idade com desvio padrdo dos casos foi de 42,32 anos +
12,88 e a proporgdo de homens e mulheres foi 191:147, respectivamente. Os dados
demogréficos e antecedentes familiares estdo detalhados na Tabela 3.

Controles. Dos participantes do estudo, 346 controles da regido endémica de Corte de

Pedra, no municipio de Presidente Tancredo Neves. Os individuos sdo contactantes de
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pacientes selecionados para um estudo de genética em leishmaniose tegumentar. Os
exames fisicos e questionario epidemioldgico descartaram historia presente ou pregressa
de leishmaniose por ocasido da sua participacdo. A média de idade com desvio padrdo
dos membros do grupo controle foi de 32,3 + 20,5 e a propor¢do homens e mulheres foi
de 151:190, respectivamente. A maioria dos controles séo lavradores e residentes em area
rural. A area de Corte de Pedra ndo é endémica para a hanseniase. Adicionalmente, foram
coletados para os estudos de expressdo génica amostras de 20 participantes cadastrados
como doadores de sangue do HEMOBA.. Destes 5 eram mulheres e 15 homens, a média
de idade com desvio padrdo foi de 36,38 anos + 9,26. Todos foram perguntados sobre
antecedentes familiares para a hanseniase no momento da entrevista e coleta. Segundo
informagdes dos participantes, nem eles, nem seus familiares possuiam historia da

hanseniase.



Tabela 3. Perfil socioepidemioldgica da populacdo de casos estudadas.

DADOS DEMOGRAFICOS DOS CASOS TOTAL PORCENTAGEM %
TOTAL DE HOMENS 191 56,5
TOTAL DE MULHERES 147 435
TOTAL DE PAUCIBACILARES 127 37,57
TOTAL DE MULTIBACILARES 194 57,39
NiVEL DE ESCOLARIDADE
SEM ESCOLARIDADE 21 6,21
FUNDAMENTAL INCOMPLETO 108 31,95
FUNDAMENTAL INCOMPLETO 52 15,38
ENSINO MEDIO INCOMPLETO 44 13,01
ENSINO MEDIO COMPLETO 87 25,73
ENSINO SUPERIOR INCOMPLETO 9 2,66
ENSINO SUPERIOR COMPLETO 25 7,39
TEMPO DE ENDERECO ATUAL
MAIS DE 5 ANOS 261 77,21
DE 2 A5 ANOS 35 10,35
DE 1 A 2 ANOS 20 5,91
6 MESES A 1 ANOS 18 5,32
MENOS QUE 6 MESES 11 3,25
RENDA FAMILIAR EM SALARIOS MiNIMOS
MAIS QUE 4 SM 43 12,72
DE3A4SM 28 8,28
DE2A3SM 62 18,34
DE1A2SM 90 26,62
ATE 1SM 109 32,24
SEM RENDA 13 3,84
ANTECEDENTES FAMILIARES
HANSENIASE NA FAMILIA - TOTAL 87 25,73
NUMERO DE CASOS NA FAMILIA
4 PESSOAS 3 0,88
3 PESSOAS 4 1,18
2 PESSOAS 16 4,73
1 PESSOA 52 15,38
NUMERO DE CASOS NA RESIDENCIA
TOTAL DE CASOS 37 10,94
25 PESSOAS 2 0,59
4 PESSOAS 2 0,59
3 PESSOAS 5 1,47
2 PESSOAS 5 1,47
1 PESSOA 19 5,62
NAO SABE 5 1,47
INTERNAMENTO CAUSADO PELA HANSENIASE
TOTAL DE CASOS 44 13,01

SM =Salario minimo. Correspondente ao valor real atual de RS 724,00.

62

Tabela 3. Dados demogréficos da populagdo de casos. Observa-se que a maioria dos individuos ndo

ultrapassa o ensino fundamental e ganham até dois salarios minimos. A maioria reside no enderego atual

por mais de cinco anos e um percentual relevante (25,73%) possuem outros casos da doenca na familia com

cerca de 11% dos casos residindo no mesmo domicilio.
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VIl.2. O POLIMORFISMO PACRG rs1040079 T/C

A andlise do polimorfismo T/C no SNP rs1040079 do gene de PACRG, mostrou
frequéncias alélicas de 0,54 e 0,46 para os alelos T e C respectivamente, na populacdo
avaliada. A comparacédo das frequéncias genotipicas observadas e esperadas observadas e
esperadas mostrou que a amostra estava em equilibrio de Hardy-Weinberg para o
marcador (p>0,05).

A analise comparativa entre as frequéncias feita por regressdo logistica
incondicional revelou haver diferencas significantes na distribuicdo genotipica global
(p=0,00001) e alélica global entre os grupos (p=0,00001), sendo o alelo C considerado o
fator de risco para o fenotipo de doenca hanseniase per se. Na analise genotipica,
observa-se uma associacao protetora dos genotipos T/C versus C/C (OR=0,25, [IC
95=0,96-0,12], p=0,007) e T/T versus C/C (OR=0,03, [IC 95=0,012-0,09], p=0,0001). A
analise de associacdo alélica mostra uma relevante associacdo entre a hanseniase e o alelo
C (OR=6,26, [IC 95= 4,0-9,77], p=0,0001). As frequéncias observadas dos alelos T e C,
bem como dos gendtipos TT, TC e CC nos grupos de casos e controles sdo mostrados
Tabela 4.

Tabela 4. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas observadas para o
polimorfismo rs1040079 do gene PACRG.

(N) Frequéncias Alélicas
CASOS CONTROLES TOTAL
T 192(52,9%)  171(47,1%) 363(54%)
C 266(85,5%) 45(14,5) 311 (46%)
(N) Frequéncias Genotipicas
CASOS CONTROLES TOTAL
TT 33(14,41%) 68 (62,96%) 101 (30%)
TC 126 (55,02%) 35 (32,40%) 161(48%)
CC  70(30,56%) 5 (4,62%) 75(22%)
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VII. 3. O POLIMORFISMO PACRG rs1333955 G/A

A anélise do polimorfismo G/A no SNP do gene PACRG rs1333955, mostrou
frequéncias alélicas de 0,61 e 0,39 para os alelos G e A respectivamente, na populagdo
avaliada. A comparacédo das frequéncias genotipicas observadas e esperadas observadas e
esperadas mostrou que a amostra estava em equilibrio de Hardy-Weinberg para o
marcador (p>0,05).

A analise comparativa entre as frequéncias feita por regressdo logistica
incondicional ndo revelou haver diferencas significantes na distribui¢do genotipica global
(p=0,4974) e alélica global entre os grupos (p=0,308). Na analise genotipica, ndo se
observou associacdo dos genotipos G/A versus A/A (OR=1,32, [IC 95=0,30-2,28],
p=0,305) também ndo foi observada associacdo nos genotipos G/G versus A/A
(OR=1,39, [IC 95=0,79 — 2,44], p=0,247). A anélise de associacdo alélica ndo mostrou
associacdo entre a hanseniase e o alelo G (OR=1,149, [IC 95= 0,879 — 1,50], p=0,309) e 0
alelo A (OR=0,870, [IC 95= 0,66 — 1,13], p=0,309). As frequéncias observadas dos alelos
G e A, bem como dos gendtipos GG, GA e AA nos grupos de casos e controles séo
mostrados Tabela 5.

Tabela 5. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas observadas para o
polimorfismo rs1333955 do gene de PACRG.

(N) Frequéncias Alélicas

CASOS CONTROLES TOTAL
G 348(59,2%)  240(40,8%) 588(61%)
A 208(55,9%)  164(44,1%) 372(39%)

(N) Frequéncias Genotipicas
CASOS CONTROLES TOTAL
GG  105(37,8%) 71 (35,1%) 176 (36%)
GA  138(49,6%) 98 (48,5%) 236 (50%)
AA  35(12,6%) 33(16,3%) 68 (14%)
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VII. 4. O POLIMORFISMO PACRG rs9356058 ou PARK2_e01(-2599) C/T

A andlise do polimorfismo C/T no SNP rs9356058 ou PARK2_ e01(-2599) do
gene de PACRG, mostrou frequéncias alélicas de 0,25 e 0,75 para os alelos C e T
respectivamente, na populacdo avaliada. A comparacdo das frequéncias genotipicas
observadas e esperadas observadas e esperadas mostrou que a amostra estava em
equilibrio de Hardy-Weinberg para o marcador (p>0,05).

A analise comparativa entre as frequéncias feita por regressao logistica
incondicional revelou nao haver diferencas significantes na distribui¢do genotipica global
(p=0,068), no entanto, as analises revelaram haver diferencas significantes na distribuicéo
alélica global entre os grupos (p=0,027), sendo o alelo C considerado o fator de risco para
o fendtipo de doenca hanseniase per se. Na analise genotipica, ndo se observa uma
associacdo dos gendtipos C/T versus T/T (OR=0,933, [IC 95=0,46-1,87], p=0,846) e C/C
versus T/T (OR=0,630, [IC 95=0,32-1,24], p=0,182). A analise de associacdo alélica
mostra uma associacdo entre a hanseniase e o alelo C (OR=1,356, [IC 95= 1,03-1,78],
p=0,029). As frequéncias observadas dos alelos C e T, bem como dos genétipos CC, CT
e TT nos grupos de casos e controles sdo mostrados Tabela 6.

Tabela 6. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas observadas para o
polimorfismo rs9356058 ou PARK2_e01(-2599) do gene de PACRG.

(N) Frequéncias Alélicas

CASOS CONTROLES TOTAL
156(57,8%)  114(42,2%) 270(25%)
402(49,9%)  404(50,1%) 806(75%)

(N) Frequéncias Genotipicas

CASOS CONTROLES TOTAL
CcC 23(8,24%) 16(6,2%) 39 (7%)
CT 110(39,4%)  82(31,6%) 192 (36%)
TT  146(52,3%) 161(62,1%) 307(57%)

=4 0O
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VII. 5. O POLIMORFISMO PACRG rs6939278 A/C

A analise do polimorfismo A/C no SNP rs6939278 do gene de PACRG, mostrou
frequéncias alélicas de 0,41 e 0,59 para os alelos A e C respectivamente, na populacéo
avaliada. A comparacdo das frequéncias genotipicas observadas e esperadas observadas e
esperadas mostrou que a amostra estava em equilibrio de Hardy-Weinberg para o
marcador (p>0,05).

A andlise comparativa entre as frequéncias feita por regressdo logistica
incondicional revelou haver diferengas significantes na distribuicdo genotipica global
(p=0,00001) e alélica global entre os grupos (p=0,00001), sendo o alelo C considerado o
fator de risco para o fendtipo de doenca hanseniase per se. Na analise genotipica,
observa-se uma associacdo dos genotipos C/C versus A/C (OR=2,221, [IC 95=1,32-3,71],
p=0,002) e C/C versus A/A (OR=3,454, [IC 95=1,99-5,99], p=0,0001). A analise de
associacao alélica mostra uma associagdo entre a hanseniase e o alelo C (OR=1,790, [IC
95= 1,37-2,32], p=0,0001). As frequéncias observadas dos alelos A e C, bem como dos
genotipos AC, CC e AA nos grupos de casos e controles sao mostrados Tabela 7.

Tabela 7. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas observadas para o
polimorfismo rs6939278 do gene PACRG.

(N) Frequéncias Alélicas
CASOS CONTROLES TOTAL
A 195(44%) 248(56%) 443 (41,5%)
C 357(57,3%) 266(42,7%) 623 (58,5%)
(N) Frequéncias Genotipicas
CASOS CONTROLES TOTAL
AA 27(9,8%) 57(22,1%) 84 (16%)
AC 141(51%) 134(52,1%) 275 (51%)
CC  108(39,1%)  66(25,7%) 174 (33%)
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VII. 6. O POLIMORFISMO PARK2 rs1801334 G/A

A anélise do polimorfismo G/A no SNP do gene PARK2 rs1801334, mostrou
frequéncias alélicas de 0,13 e 0,87 para os alelos G e A respectivamente, na populacdo
avaliada. A comparacédo das frequéncias genotipicas observadas e esperadas observadas e
esperadas mostrou que a amostra estava em equilibrio de Hardy-Weinberg para o
marcador (p>0,05).

Ndo foi possivel a realizacdo da analise de comparacdo das frequéncias
genotipicas por regressdo logistica incondicional devido a auséncia do genotipo A/A na
coorte de casos. No entanto, a andlise revelou haver diferencas significantes na
distribuicdo alélica global entre os grupos (p=0,0001), sendo o alelo A considerado o
fator de risco para o fenotipo de doenca hanseniase per se. A andlise de associacdo
alélica mostrou uma importante associacao entre a hanseniase e o alelo A (OR=8,750, [IC
95=5,22-14,64], p=0,0001). As frequéncias observadas dos alelos e genétipos G e A nos
grupos de casos e controles sdo mostrados Tabela 8.

Tabela 8. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas observadas para o
polimorfismo rs1801334 do gene PARK?2.

(N) Frequéncias Alélicas
CASOS CONTROLES TOTAL
G 20(15,2%)  112(84,8%)  132(13%)
A 542(615%) 340(385%) 882(87%)
(N) Frequéncias Genotipicas

CASOS CONTROLES TOTAL

GG 0 15(6,63%) 15 (3%)
GA  20(7.1%)  82(36,2%) 102 (20%)
AA  261(92,8%)  129(57%) 390 (77%)
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VII. 7. O POLIMORFISMO PARK2 rs1801582 G/C

A anélise do polimorfismo G/C no SNP do gene PARK2 rs1801582, mostrou
frequéncias alélicas de 0,13 e 0,87 para os alelos G e C respectivamente, na populacdo
avaliada. A comparacédo das frequéncias genotipicas observadas e esperadas observadas e
esperadas mostrou que a amostra estava em equilibrio de Hardy-Weinberg para o
marcador (p>0,05).

A analise comparativa entre as frequéncias feita por regressao logistica
incondicional revelou haver diferencas significantes na distribuicdo genotipica global
(p=0,018), no entanto ndo houve diferencas significantes na distribuicdo alélica global
entre os grupos (p=0,314). Na anélise genotipica, observou-se uma fraca associacdo dos
gendtipos G/C versus C/C (OR=0,228, [IC 95=0,05-0,90], p=0,035), no entanto ndo foi
observada associacdo nos genotipos G/G versus C/C (OR=0,365, [IC 95=0,09-1,39],
p=0,142). A andlise de associacdo alélica ndo mostrou associacao entre a hanseniase e 0
alelo G (OR=1,198, [IC 95= 0,84 — 1,70], p=0,316). As frequéncias observadas dos alelos
G e C, bem como dos genétipos GC, CC e GG nos grupos de casos e controles sdo
mostrados Tabela 9.

Tabela 9. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas observadas para o
polimorfismo rs1801582 do gene PARK2.

(N) Frequéncias Alélicas
CASOS CONTROLES TOTAL
G 61(43,3%) 80(56,7%) 141(13,4%)
435(47,9%)  474(52,1%) 909(86,5%)
(N) Frequéncias Genotipicas
CASOS CONTROLES TOTAL
GG 8(3,2%) 3(1,1%) 11 (2%)
GC 45(18,1%) 74(26,7%) 119 (23%)
CcC 195(78,6%)  200(72,2%) 395 (75%)

@]
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VII. 8. O POLIMORFISMO NOS MARCADORES PACRG rs6915128 C/T e

PARK2 rs1801474 G/A

Em relagdo ao marcador PACRG rs6915128, o SNP apresentou-se fora do
equilibrio de Hardy-Weinberg na nossa populacdo e, portanto, 0 mesmo foi excluido da
andlise. Por outro lado, o marcador no gene de PARK2 rs1801474, apesar de estar em
equilibrio de Hardy-Weinberg foi observado que 99% dos individuos eram homozigotos
para o alelo 1, o que leva a concluir que se trata de um marcador monomorfico e que ndo
adiciona nenhuma informacéo que seja relevante a populacdo estudada. Esse marcador

também foi excluido das nossas analises.

VII. 9. A ANALISE DE DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

O desequilibrio de ligacdo (DL) é um fendbmeno importante nas andlises de
associacao genética porque faz a correlagcdo de marcadores localizados a curtas regides no
genoma. O principio é de que se um alelo A ocorre perto de um marcador polimorfico
tendo o alelo G, a maioria dos cromossomos portadores de A também carregam o alelo G.
Assim, tém-se duas oportunidades para detectar associagdo com a doenca por
genotipagem: A ou G. Intuitivamente, o DL mede a correlacéo entre SNPs. N6s fizemos a
andlise do desequilibrio de ligacdo para os marcadores de PARK2 e PACRG genotipados
em nossa amostra com o objetivo de esclarecer se 0s mesmos estavam ou nao ligados e,
portanto, se poderiam estar “alvejando” a mesma varidvel ou fator etiologico. Nesta
analise, utilizamos o programa Haploview 4.2, e consideramos como medida de ligacéo
os valores do R?, que considera a frequéncia alélica entre os marcadores. Nesse caso, um

valor de R? acima de 80 ¢ indicativo de forte DL de ligacdo entre os marcadores; Acima
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de 60, essa ligacdo € considerada moderada e, abaixo desse valor, ndo € considerada DL.
Os resultados mostram que o marcador rs1040079 ¢ independente (ndo estad em DL) com
nenhum outro marcador do bloco. Por outro lado, existe um desequilibrio de ligacdo forte
entre os marcadores rs1801334 e rs9356058 e moderado entre os marcadores rs1801334 e
rs6939278.

Adicionalmente, foi também observada uma associacdo forte entre os marcadores
rs9356058 e rs6939278. Essa ligacdo indica uma relacdo de interdependéncia entre estes
marcadores. Isso por sua vez é um indicador de que além de uma frequéncia alélica
similar, estes SNPs em DL podem estar ligados & mesma variante ou fator etioldgico
causal de doenca. Em outras palavras, para esses trés SNPs em questdo (rs1801334,
rs9356058 e rs6939278) a associacdo estatistica observada pela analise de regresséo
logistica pode se dever a apenas um deles, sendo os demais efeitos causados pelo DL.
Nesse caso, somente uma anélise do tipo Intralocus pode identificar o marcador que
melhor se associa a doenc¢a no bloco. Essa relacdo entre marcadores é diferente do que
ocorre com o rs1040079, fortemente associado com a doenca e que parece contribuir
como um fator de risco independente na populacédo avaliada. Finalmente, observa-se uma
ligagdo moderada entre os marcadores rs1801474 e rs6915128. Entretanto, esses dois
SNPs foram excluidos da analise, um por estar fora do EHW (rs6915128) e o outro por
ser monomorfico na populacdo (rs1801474). Dois marcadores ndo aparecem
representados nos mapas, rs1333955 e rs1801502, possivelmente porque estdo
geneticamente distantes e localizados em outra “bin” ou bloco. A figura 7 mostra os

mapas de DL para a populacéo do estudo com as medidas em R?.
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Figura 7. Mapa do desequilibrio de ligagdo entre os marcadores testados. Foi feita a analise

do desequilibrio de ligacdo entre os marcadores utilizando-se o programa Haploview v4.2. A medida

de ligacéo esta expressa em valores de R? nos losangos entre os marcadores da populacéo avaliada.

Observa-se uma ndo ligacdo do SNP rs1040079 com os outros marcadores do bloco e, de um bloco de

DL entre os SNPs rs1801334, rs9356058 e rs6939278, assim como uma ligacdo moderada entre os
SNPs néo analisados, rs1801474 e rs6915128.
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VII. 10. ANALISE INTRALOCUS

Os resultados anteriores mostraram a analise dos marcadores focada na relacdo
entre 0s mesmos considerando uma regido genética curta (e potencialmente em DL),
porém a anélise de maltiplos marcadores através do genoma também é importante para
identificar a interag@o entre os genes ou SNPs como fatores de risco de doenca. Analise
de interagdo pode ser definida como a medida de interdependéncia dos efeitos em dois
loci. O objetivo desta analise foi avaliar os efeitos dependentes de um marcador sobre o
outro, se estdo alvejando a mesma variavel ou hapl6tipo ou se a relagdo de associacao
apresentada com a doenca é independente. Nesta analise, foi possivel verificar se esses
marcadores agiam como “fatores causais” separados dos outros que foram avaliados na
populagdo. Na andlise de interacdo, complemento das andlises de DL, foi feita por
regressdo logistica e confirma que o SNP rs1040079 adiciona efeitos independentes em
relacdo aos outros SNPs analisados e vice-versa. O SNP rs1801334 adiciona efeitos
independentes em relacdo a rs1040079, rs9356058, rs6939278 e rs1801502. Entretanto os
marcadores rs9356058 e rs6939278 sdo dependentes do rs1801334. Assim, a associacdo
estatistica observada para esses dois marcadores é consequéncia da ligacdo com o SNP
rs1801334. Finalmente, o marcador rs1801502 adiciona efeitos independentes sobre os
SNPs rs1040079, rs18011334, mas ndo sobre os demais. A Tabela 10 mostra as analises

intralocus realizadas entre os SNPs.



73

Tabela 10. Anélise intralocus entre os marcadores de PARK2 e PACRG

MODELO MODELO TESTE ROBUSTO
NULO ALTERNATIVO X? GL P

rs1040079  rs1040079 x rs6939278 69,37 1 P<0,00001
rs1040079  rs1040079 x rs9356058 80,36 1 P<0,00001
rs1040079  rs1040079 x rs1801334 57,88 1 P<0,00001
rs1040079  rs1040079 x rs1801502 60,34 1 P<0,00001
rs6939278  rs6939278 x rs1040079 3,75 1 0,052
rs9356058  rs9356058 x rs1040079 6,43 1 0,011
rs1801334 rs1801334 x rs1040079 6,58 1 0,01
rs1801502  rs1801502 x rs1040079 3,69 1 0,054
rs1801334  rs1801334 x rs9356058 21,32 1 P<0,00001
rs1801334  rs1801334 x rs6939278 21,52 1 P<0,00001
rs1801334  rs1801334 x rs1801502 25,91 1 P<0,00001
rs9356058  rs9356058 x rs1801334 0,29 1 0,587
rs6939278  rs6939278 x rs1801334 0,13 1 0,72
rs1801502  rs1801502 x rs1801334 4,94 1 0,026
rs9356058  rs9356058 X rs6939278 0,06 1 0,809
rs6939278  rs6939278 x rs9356058 0,02 1 0,877
rs1801502  rs1801502 x rs9356058 2,61 1 0,105
rs9356058  rs9356058 X rs1801502 0,1 1 0,757
rs1801502  rs1801502 x rs6939278 2,63 1 0,106
rs6939278  rs6939278 x rs1801502 0,12 1 0,732

Tabela 10. Varias combinagBes possiveis foram feitas entre os SNPs com o objetivo de avaliar se os
mesmos adicionavam efeitos dependentes um sobre o0 outro, isto é, se estariam alvejando a mesma variavel

ou hapldétipo ou se a relacéo de associacdo apresentada com a doenca era independente.
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VII. 11. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

A expressao dos genes PARK2 e PACRG foi comparada entre pacientes com e
sem reacdo hansénica (hanseniase per se versus RR e ENH) e entre controles sadios do
HEMOBA e pacientes com e sem reacao (controles versus hansen per se, RR e ENH).
Vale ressaltar que os experimentos foram realizados com leucdcitos totais ex vivo e ndo
com células estimuladas. Nestas condicdes, a expressdo para 0 gene PARK2 foi de
aproximadamente 55% dos individuos analisados e para PACRG aproximadamente 25%
das amostras totais.

Foi observado que embora a expressdo ex vivo dos genes PARK2 e PACRG ter
sido menor nos individuos que desenvolveram reacdo, principalmente o ENH, essa
diferenca ndo foi estatisticamente significante (hanseniase per se versus RR: PARK2
p=0,735 e PACRG p=0,412, respectivamente; hanseniase per se versus ENH: PARK2
p=0,196 e PACRG p=0,485, respectivamente), sugerindo que o fato de os individuos
desenvolverem reacdo, altera, mas ndo de forma relevante os niveis de expressao génica

das parkinas, como observado na Figura 8 (A) e (B).

] S
3 3

o PARKZ x Hansen per se & N PACRG x Hansen per se

© . ] 4 S 50

= &

EN ) u Ec:.\ F

m=x & [ L] [.1=4 - . ]

L% 2- 29 -

Co co 24

! . s 3

_._

% Lh R L e : § Aeferenemnnnnnsnsananans B
E 0 .#. m E 0 ?. -. —lT.l—
3 >

T & > o B P & 3

& bl L N
Q¢ < & <&
o &
& &
& &

Figura 8. Expressdo génica relativa para PARK2 (A) e PACRG (B) entre os individuos

afetados pela hanseniase sem e com reacdo hansénica. PCR em tempo real realizado de cDNA
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obtido de RNA extraido ex vivo de leucdcitos totais de pacientes sem reacdo e com reagdo do tipo | (RR) e
do tipo Il (ENH).Todos os dados foram representados em unidades de expressao relativa em relacdo ao
grupo hansen per se ap6s normalizagdo da expressdo génica da fB-actina. A linha tracejada corresponde a
uma expressdo igual ao do grupo controle, neste caso, pacientes sem reacdo hansénica. Cada ponto
representa um paciente diferente e cada barra representa a mediana do grupo. Os dados foram analisados
utilizando o teste Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Apesar de os individuos com reagdo
(especialmente no ENH) expressarem menos PARK2 e PACRG em relagdo aos individuos sem reacao,

essa diferenga néo foi significante.

Em relacdo ao grupo de controles sadios, foi observado que 0s mesmos expressam
mais, tanto PARK2 como PACRG, em relacdo aos pacientes, mas essa diferenca foi
significativa apenas na comparacdo de PARK2 entre controles e pacientes com ENH
(Controles versus ENH: PARK2 p=0,023) e quanto a PACRG essa diferenca foi
significativa na comparacdo entre controles e pacientes com RR (Controles versus RR:

PACRG p=0,021), de acordo com a Figura 9 (A) e (B).
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Figura 9: Expressdo génica relativa para PARK2 (A) e PACRG (B) em relacdo aos os controles
sadios. PCR em tempo real realizado de cDNA obtido de RNA extraido ex vivo de leucdcitos totais de
controles sadios, pacientes sem reacdo e com reagdo do tipo I (RR) e do tipo Il (ENH) .Todos os dados
foram representados em unidades de expressdo relativa em relacdo ao grupo controle sadio apds
normalizac¢do da expressdo génica da B-actina. A linha tracejada corresponde a uma expressdo igual ao do
grupo controle, os doadores de sangue. Cada ponto representa um paciente diferente e cada barra representa
a mediana do grupo. Os dados foram analisados utilizando o teste Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.
Os grupos hansen per se, rea¢do do tipo | (RR) e do tipo Il (ENH) expressaram menos PARK2 e PACRG

em relacdo aos individuos sem a doenca, no entanto a comparagdo do grupo ENH em relagdo aos controles
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para o gene PARK2 e o grupo RR em relacdo aos controles para o gene PACRG foram estatisticamente

significantes (p>0,05).

Contudo, na comparacdo de controles e pacientes, isto €, juntando todos os
pacientes em um s6 grupo, conforme Figura 10(A) e (B), observamos uma diferenca de
expressao estatisticamente significante para os dois genes (controles versus pacientes:

PARK2 p=0,0071 e PACRG p=0,0077, respectivamente).
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Figura 10: Expressdo génica relativa para PARK2 (A) e PACRG(B) com os controles sadios
versus pacientes. PCR em tempo real realizado de cDNA obtido de RNA extraido ex vivo de leucdcitos
totais de controles sadios e pacientes (com e sem reagdo). Todos os dados foram representados em unidades
de expressdo relativa em relacdo ao grupo controle sadio apds normalizagdo da expressdo génica da [3-
actina. A linha tracejada corresponde a uma expresséo igual ao do grupo controle, os doadores de sangue.
Acima da linha, a expressdo. Cada ponto representa um paciente diferente e cada barra representa a
mediana do grupo. Os dados foram analisados utilizando o teste ndo paramétrio de Mann Whitney. A
expressdo génica entre o grupo de pacientes em relacdo aos controles sadios € menor para PARK2 e
PACRG e foi estatisticamente significante (p<0,05).

Foi também comparada a expressdo génica dos 60 individuos genotipados (esse
grupo ndo inclui os doadores do HEMOBA), em relacdo aos polimorfismos considerados
mais relevantes. N&o foram observadas diferencas significativas na expressdo de PARK2
e PACRG entre portadores dos diferentes genotipos do marcador rs1040079 (PARK2

p=0,958 e PACRG p=0,757, respectivamente), conforme Figuras 11(A) e (B); Da mesma
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forma em relacdo ao marcador rs1801334, PARK2 p=0,701, Figura 12. Como os
individuos que expressaram PACRG eram todos GG para este marcador, ndo foi possivel
confeccionar um grafico de expressdo para esse gene em relacdo ao rs1801334. Para o
marcador PARK2_e01(-2599), também ndo houve diferenca na expressdo génica entre os
diferentes gendtipos. (PARK2 p=0,489 e PACRG p=0,083, respectivamente), conforme

Figuras 13(A) e (B), respectivamente.
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Figura 11. Expressdo génica de PARK2(A) e PACRG(B) para o marcador rs1040079. PCR
em tempo real realizado de cDNA obtido de RNA extraido ex vivo de leucécitos totais de pacientes (com e
sem reacdo) e controles sadios. Todos os dados foram representados em unidades de expressao relativa em
relagdo ao grupo controle sadio ap6s normalizacdo da expressdo génica da B-actina. Cada ponto representa
um paciente diferente e cada barra representa a mediana do grupo em relagdo aos diferentes genotipos C/C,
CI/T e T/T. Os dados foram analisados utilizando o teste Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. Néao
houve diferenca significativa em relacdo a expressao génica entre portadores dos diferentes gendtipos para
0 marcador PARK2 rs1040079 (PARK2 p=0,958 e PACRG p=0,757, respectivamente).



78

& rs1801334
-
-

) .

z 2

E |

g w ‘
o X

o<

=g+ ™

‘2 06- : A
=]

] -
1 m_0N

S 0.0l el -
< \3 \s
w 1?--\IL c}

Genotipos

Figura 12. Expressdo génica de PARK2 para o marcador rs1801334. PCR em tempo real
realizado de cDNA obtido de RNA extraido ex vivo de leucdcitos totais de controles sadios e pacientes
(com e sem reacdo). Todos os dados foram representados em unidades de expressdo relativa em relagdo ao
grupo controle sadio apds normalizacdo da expressdo génica da B-actina. Cada ponto representa um
paciente diferente e cada barra representa a mediana do grupo em relagdo aos diferentes genétipos A/A e
G/A. Os dados foram analisados utilizando o teste ndo paramétrio de Mann Whitney. N&o houve diferenca
significativa na expressdo génica entre portadores dos diferentes gendtipos para o marcador rs1801334
(p=0,701). Néo foi possivel confeccionar o grafico com a mesma comparacéo para o gene PACRG devido

ao fato de que todos os pacientes que o0 expressaram compartilharem apenas o genétipo GG.
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Figura 13. Expressdo génica de PARK2(A) e PACRG(B) para o marcador PARK?2_e01(-
2599) rs9356058. PCR em tempo real realizado de cDNA obtido de RNA extraido ex vivo de leucocitos
totais de controles sadios e pacientes (com e sem reacéo). Todos os dados foram representados em unidades
de expressdo relativa em relacdo ao grupo controle sadio apds normaliza¢do da expressdo génica da [3-
actina. Cada ponto representa um paciente diferente e cada barra representa a mediana do grupo em relacéo
aos diferentes gendtipos C/C, C/T e T/T. Os dados foram analisados utilizando o teste Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunn para a anélise de PARK2 e analisados pelo o teste ndo paramétrio de Mann
Whitney para o0 PACRG. N&o houve diferengas significativas nessa comparacdo (PARK2 p=0,489 e
PACRG p=0,083, respectivamente).
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VIII. DISCUSSAO

Em muitos paises, doencas infecciosas como a tuberculose, maléria e hanseniase
sdo um problema de saude publica relevante devido as taxas elevadas de infeccdo,
morbidade e mortalidade registradas. A hanseniase se constitui ainda em grave problema
em diversos paises em desenvolvimento a despeito dos avangos na compreensdo da sua
imunopatogénese e da introducdo da poliquimioterapia nos anos 1980. De acordo com
relatdrios oficiais recebidos de 115 paises e territdrios o nUmero de casos novos detectados
durante 2012 foi de 232.857 (excluindo o pequeno numero de casos em Europa) de acordo
com a OMS. O Brasil responde por 14% destes nimeros sendo, portanto, considerado
endémico para essa infecgdo (OMS, 2013).

As doencas infecciosas sdo multifatoriais, sofrendo a influéncia de um grande
namero de varidveis que determinam o fendétipo clinico observado. Entre estas, podemos
destacar fatores de exposicdo ambiental ligados a hébitos sdcio-culturais, ocupacionais e
de moradia das populaces, fatores nutricionais, interagdes com outras doengas regionais e
fatores genéticos que podem contribuir para o aumento da susceptibilidade ou resisténcia
do individuo, bem como influenciar a forma clinica da doenca (MONOT, M.; HONORE,
N.; et al., 2005; MOET, F.J.; PAHAN. D.; et al., 2006). No caso das doencas infecciosas,
tais fatores de exposicdo ganham uma relevancia ainda maior, haja vista que o risco de
concordancia entre irmaos € menor, ha dependéncia de um agente infeccioso essencial e
para muitas, também a presenca de um vetor de transmisséo (SIDDIQUI; MEISNER et
al., 2001).

A resposta imune montada pelo hospedeiro contra 0 M. leprae esta associada ao

fenotipo clinico apresentado pelo paciente. Assim, no polo tuberculGide, poucas leses
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cuténeas se associam a uma baixa carga bacilar e & presenca da resposta imune celular
contra o bacilo de Hansen. No outro polo da doenca, a forma lepromatosa, o quadro
clinico de lesdes disseminadas esta associado a uma alta carga bacilifera e auséncia de
resposta imune celular. Entre esses extremos, encontramos pacientes com formas clinicas
que sao ditas “borderline” e de dificil caracterizagdo imunoldgica. Diversos estudos
sugerem que a susceptibilidade ao Mycobacterium tuberculosis e a M. leprae seja
geneticamente regulada em humanos (SIDDIQUI, MEISNER et al., 2001; BLACK,
WEIR et al., 2003; FITNESS, FLOYD et al., 2004; FINE, 2007). A identificacdo dos
genes e a compreensdo do mecanismo pelo qual duas pessoas com 0 mesmo grau de
exposicdo ao M. leprae diferem com relacéo a evolucdo, seja para doenca ou resolucéo,
poderiam auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias de intervencédo terapéutica e
controle. Nesse contexto, pesquisas tém identificado diversas variantes genéticas como
biomarcadores de risco a hanseniase por meios de estudos de associacao, de ligacdo e de
escaneamento do genoma (GWAS). Muitos desses marcadores tiveram sua relevancia
validada por meio de analise de via ou por estudos funcionais (TODD, WEST, et al.,
1990; ZHANG, HUANG, et al., 2009; WONG, GOCHHAIT et al., 2010).

O presente estudo validou a papel da regido regulatéria dos genes PARK2 e
PACRG previamente associados com hanseniase em uma populacdo brasileira (MIRA,
ALCAIS et al., 2004), em outra populacio geograficamente distinta, no estado da Bahia.
Os marcadores PACRG rs1040079, PARK2 rs1801334, PACRG rs6939278 e PACRG
rs9356058 (-2599) foram altamente associados com o fenétipo clinico Hansen per se. A
analise intralocus e do desequilibrio de ligagdo mostrou que os marcadores rs1040079 e
rs1801334 adicionam efeitos independentes em relacdo a todos os outros marcadores
testados, indicando que contribuem de forma independente como fatores etiologicos da

doenca. Por outro lado, os marcadores rs6939278 e rs9356058 apresentam desequilibrio
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de ligagdo moderado a forte com o0 SNP rs1801334 e a anélise intra-locus mostra que seus
efeitos séo dependentes do mesmo. Esses dados indicam que a associa¢ao observada para
estes marcadores € consequéncia do desequilibrio de ligagdo com este Ultimo
(rs1801334). Uma associagdo também independente, porém fraca, foi observada para o
marcador PARK2 rs1801502. Nesse caso, um aumento da coorte de casos e controles e
uma reanélise dos dados pode ndo sustentar ou vir a confirmar essa associacao.

Os marcadores avaliados nesse estudo foram também associados a doenca em
uma coorte de familias do Vietnd, mas ndo nas populacdes da india e da China.
Resultados conflitantes sdo comuns em estudos de associacdo genética por varios fatores:
Os estudos séo geralmente realizados com populagdes etnicamente diferentes e como
consequéncia dessa heterogeneidade genética, a frequéncia alélica entre populacdes é
altamente variavel, tornando-os muitas vezes “bons candidatos” em algumas populagdes,
mas ndo em outras; Diferentes polimorfismos no mesmo gene podem estar associados
com a doenga em diferentes populacbes, porque o polimorfismo estudado ndo é ele
mesmo funcional em muitos casos, mas esta em desequilibrio de ligacdo com a variante
funcional. Como o padrédo de DL varia consideravelmente entre diferentes populagdes,
tais associa¢Oes também tendem a variar (NEWPORT, 2003; SHIFMAN, KUYPERS et
al., 2003); Cada individuo pode responder de maneira distinta a partir da interacdo com
0Ss componentes ambientais, de modo que essa variagao interindividual poderia interferir
na especificidade da ativacdo génica. Assim, a contribuicdo relativa de genes especificos
para um dado fendtipo de doenca é também variavel. Ndo obstante, a validacdo da
associacdo de um gene quando ocorre em mais uma populacdo, fortalece o papel do
mesmo como um potencial biomarcador relevante da doenca. Recentemente, Chopra e
colaboradores, 2013 fizeram o mapeamento fino dos genes PARK2 e PACRG,

genotipando 96 SNPs em duas populacdes geograficamente distintas da India. Esse
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estudo revelou que diferencas étnicas, somadas as diferengas na estrutura dos blocos de
desequilibrio de ligacdo das populacBes é um fator determinante para a associacao
observada com diferentes marcadores dentro dos mesmos genes. 11 SNPs em 2 blocos de
PARK2 e PACRG foram associados a hanseniase na India. Entretanto, estes marcadores
ndo se sobrepunham aos marcadores mapeados no estudo conduzido nas populagdes
brasileira e vietnamita. Considerando apenas achados genéticos, o “background” étnico ¢
a distancia geografica entre as populac@es, torna-se evidente a contribuicdo das Parkinas
na patogénese da hanseniase.

Zhang e colaboradores (2009) realizaram o primeiro estudo de associacgao do tipo
“genome-Wide” em hanseniase, em uma coorte de individuos chineses. Seis genes foram
identificados como fatores de risco do hospedeiro, incluindo a associacdo entre
hanseniase e variacdes em genes da via de sinalizacdo de NOD2, a qual ativa NF-xf. O
GWAS também levou ao mapeamento de variantes de risco no gene RAB32 do
cromossomo 6 e no locus Clorfl41 - IL23R no cromossomo 1. N&o foram detectadas
associacOes significantes com PARK2 e PACRG. Entretanto, analise de via funcional
mostrou que variantes de PARK2 e LRRK2 (um gene de susceptibilidade sugestivo no
GWAS), interagem diretamente, evidenciando que pode haver uma contribuicdo ainda
que indireta, de PARK2 na susceptibilidade a hanseniase também na populacéo chinesa.
As Parkinas sdo proteinas multifuncionais com um papel importante na proteélise de
proteinas danificadas, mas também com funcGes celulares tdo divergentes como controle
do ciclo celular, apoptose, controle da funcdo mitocondrial e autofagia (MARIN, LUCAS
et al., 2004; ABOU-SLEIMAN, MUQIT et al., 2006). Dados de microarray mostram que
as Parkinas desempenham um papel como molécula imunoreguladora, levando a uma
reducdo da expressdo de genes da resposta imune. Na hanseniase, PARK?2 teria um efeito

protetor durante a infeccdo, de prevenir a apoptose, mas também de promover a morte



84

bacteriana por autofagia. Adicionalmente, dados de que variantes funcionais na regido de
PARK2 reduzem a expressdo desse gene, sugerem em contrapartida uma regulagéo
positiva de genes inflamatorios, dados corroborados pela associacdo do efeito maior das
Parkinas com a forma multibacilar da doenga (CHOPRA, ALI et al., 2013). Em adicéo,
varias ubiquitinas estdo associadas a modulacéo de citocinas como IL-2 e de células T
anérgicas (MUELLER, 2004).

Nos avaliamos em leucdcitos totais ex vivo a expressdo dos genes PARK2 e
PACRG em individuos sem reacdo hansénica, individuos com RR, ENH e controles
sadios, doadores de banco de sangue. Nossas analises mostraram que embora nao
substancialmente diferente entre os pacientes com hanseniase (Hansen per se, RR e ENH)
(p>0,05), a expressdo de PARK2 e PACRG foi significativamente menor nos pacientes
em relacdo aos controles (p=0,007), sugerindo que na nossa populacao esse gene também
tem a expressdo reduzida nos individuos afetados. NOs também avaliamos entre os
pacientes genotipados, a expressao de PARK2 e PACRG estratificando os individuos de
acordo com os diferentes genétipos para os marcadores rs1040079 (T/T, T/C e C/C),
rs1801334 (G/G, G/A e A/A) e rs9356058 (T/T, T/C e C/C). Nossos resultados nédo
mostram diferencas no perfil de expressdo génica em relacdo a essas células (p>0,05), de
acordo com os diferentes gendtipos. Entretanto, é digno de nota de que essa expressdo
génica foi medida em células ex vivo, assim, nesse tipo de experimento, a informacao
obtida ¢ uma “fotografia” do momento. Alguns por exemplo, eram virgens de tratamento,
outros ja o haviam iniciado. Apenas um percentual de individuos estava expressando os
genes, na referida amostra. Além disso, a pequena amostra pode interferir nesses
resultados. Dessa forma, uma repeticdo dos experimentos com células devidamente
tratadas e cultivadas com e sem estimulos especificos de M. leprae dos pacientes e

controles podera trazer novos resultados em relacdo a estratificagdo pelos genotipos mais
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fortemente associados a doenga na populacéo. De todo o0 modo, é relevante o dado de que
em relacdo a doadores sadios, a expressdo das parkinas € menor nos pacientes, pois isso
reforga o papel destes genes em prevenir o desenvolvimento de doenga. Nesse caso, 0s
pacientes teriam um fen6tipo de menor producdo desses genes.

O desenho do estudo mais simples usado para testar associacdo genética é o
estudo de caso-controle, no qual uma série de casos afetados com a doenga de interesse €
coletada junto com uma série de individuos controle. A escolha especifica do fen6tipo
para os casos pode definir a hipotese exata a ser testada e a aplicagdo de critérios clinicos
consistentes na selecdo assegura um conjunto homogéneo de casos (LEWIS; KNIGHT,
2009). Os controles por outro lado, sdo geralmente amostras de individuos ndo afetados
da mesma populagdo. Sabidamente, os estudos de caso-controle em genética sdo mais
sujeitos a viés de selecdo em relacdo aos estudos de base familiar. Este viés é causado
principalmente por causa da estratificacdo da populacéo, um importante fator confundidor
gerado pela falta de pareamento ancestral. Nesse estudo, utilizamos controles endémicos
de uma éarea de leishmaniose. Reconhecemos as limitacdes que podem advir dessa
amostra pelo fato de haver uma exposicdo em relacdo a outro agente infeccioso, nesse
caso, Leishmania braziliensis. Contudo, na nossa populacdo de casos ha também muitos
individuos que vem de outros municipios do estado da Bahia, pois em Salvador estdo o0s
maiores centros de referéncia para o tratamento da hanseniase. Muitos desses lugares
também sdo endémicos para outras infeccBes como parasitoses variadas, por exemplo. O
fato é que estudos populacionais serdo sempre sujeitos a problemas de heterogeneidade
geneética, o que é evitado em estudos familiares pelo parentesco entre os individuos.
Fatores que colaboram para contornar o problema no desenho de estudo sdo geralmente,
0 recrutamento de largas coortes, estudos de familias (FBAT) e validacdo dos dados

genéticos por meio de estudo funcional. No nosso caso, fizemos célculo de poder que nos
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asseguraram boa margem de poder com a amostra coletada e um estudo piloto de

expressdo génica. Corte de Pedra por sua vez, ndo é endémica para a hanseniase.

Diante do exposto, é fundamental considerar que: (1) a partir de experimentos in
vitro, os polimorfismos avaliados neste trabalho (assim como a maioria dos ja descritos
na literatura) tiveram sua funcdo avaliada na doenca. Assim, ndo é possivel afirmar com
certeza que in vivo, diante da pressdo de uma serie de fatores atuando simultaneamente,
estas variantes alélicas irdo se comportar diferentemente em relacdo ao seu alelo
complementar; (2) Como ja& mencionado, nas doencas de heranca poligénica, genes que
podem estar ou ndo em desequilibrio de ligagdo, contribuem com um efeito menor no
fendtipo de doenca observado depois que estes genes sdo ativados por fatores ambientais
externos. Assim, ndo se pode atribuir ao polimorfismo de um gene apenas a participacéo
no desenvolvimento de uma patologia multifatorial porque muitos elementos devem estar
envolvidos. A despeito disso, observamos a associacdo dos genes PARK?2 e PACRG na
populagéo afetada da Bahia e corroboramos o papel de variantes estruturais destes genes
ja observadas em outras populacBes distintas como fatores de risco global para a
hanseniase. Em adicdo, mostramos que pacientes expressam menos PARK2 e PACRG
em relacdo a individuos sadios. Esses achados validam as Parkinas como importantes na
imunopatogénese da doenca. De fato, alteragcdes nos processos de ubiquitinacéo, apoptose
e autofagia poderiam tornar o ambiente permissivo para o crescimento de M. Leprae na
célula hospedeira. Nesse contexto, outros estudos de base funcional, serdo importantes

para elucidar os mecanismos de acao desses genes em linhagens infectadas pelo bacilo.
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IX. PERSPECTIVAS DE ESTUDO

Esse trabalho integra um projeto de pesquisa que tem como objetivo identificar
biomarcadores genéticos e imunoldgicos na hanseniase. H& cerca de trés anos, uma
coorte de casos vem sendo formada e objetivamos nos proximos anos, dar continuidade a
coleta de pacientes com o proposito de elevar a qualidade amostral do nosso estudo,
assim como avaliar outros genes candidatos, cujo papel na resposta imune do hospedeiro
estd bem estabelecido em rela¢do a doenga. Em adicéo, objetivamos desenvolver estudos
funcionais que consubstanciem nossos dados genéticos. Para isso, além de DNA
gendmico, estamos também estocando soro e células dos pacientes para estudos
moleculares que nos esclarecam melhor a relacdo entre variagfes estruturais do DNA e a

consequéncia no produto proteico final na patogénese da hanseniase.



88

X. CONCLUSOES

1. A anédlise de marcadores polimorficos (SNPs) confirma a associacdo dos
genes PARK2 e PACRG com a hanseniase em uma populacdo do estado
da Bahia.

2. A expressdo génica ex vivo de células mononucleares do sangue periférico
de PARK2 e PACRG é menor em pacientes comparados a controles
sadios.

3. Os dados obtidos corroboram o papel de PARK2 e PACRG como

possiveis fatores de risco de susceptibilidade na hanseniase.
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XIl. SUMMARY

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae, being
influenced by genetic and environmental factors. This infection has a broad clinical and
immunological spectrum that might cause to patients high morbidity rates, which has
major impact on public health. This work has the aims of to evaluate by a case-control
study the association of PARK2 and PACRG genes in the leprosy in an affected
population of the state of Bahia and to check if there are differences in the expression of
these genes between individuals affected with leprosy in relation to health controls. By
using the candidate gene strategy, markers (SNPs) previously associated with leprosy
populations from Brazil and Vietnam were selected for PARK2 and PACRG genes. 329
individuals diagnosed for Leprosy and 332 individuals without the disease were recruited.
The genotyping of markers was performed by PCR Snapshot ® from Applied
Biosystems; The study of gene expression was performed by TagMan® RT-PCR in 60
leprosy patients divided into groups of 20 individuals without reaction (hansen per se), 20
subjects with type | and 20 with type 1l reactions. In addition to these, 20 healthy blood
donors were used as controls. Association methods were used to analyze the data. For the
genetic study, unconditional logistic regression implemented by the program STATA v.
9.0TM was used. The gene expression data were analyzed using the Mann-Whitney and
Kruskal-Wallis tests by the PRISM program. The results confirm an association between
PARK2 (rs1801334 p <0.00001) and the co- regulated gene of PARK2, PACRG
(rs1040079 p<0.0001; rs9356058 p=0.027 and rs6939278 p<0.00001) and the status
leprosy per se. Ex vivo expression of the PARK2 and PACRG genes were similar
between patients with leprosy (Hansen per se, reactions type | and I1), however lower as
compared to the health controls evaluated (p=0.0016). As main conclusions, the role of
PARK2 and PACRG genes was validated in the pathogenesis of disease in the population
of Bahia; The analysis show that the development of reactions do not appear to increase
in a relevant way the expression of PARK2 and PACRG, and patients have lower
expression of these genes as compared to controls.

Keywords: Genes, polymorphism, leprosy, association
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Anexo I
AMBULATORIO DE HANSENIASE
HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. EDGARD SANTOS - UFBA
Rua Augusto Viana, s/n° — Canela — CEP 40140.000 — Salvador-BA
FUNDACAO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DA BAHIA
Ladeira do HGE, AV. Vasco da Gama, Brotas— Salvador - BA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPAR DO ESTUDO “AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE E
MARCADORES GENETICOS NA HANSENIASE”

Investigador Principal: Paulo Roberto Lima Machado, Médico, Ambulatério de
Hanseniase, Servigo de Dermatologia, Hospital Universitario Prof. Edgard Santos —
UFBA, Rua Joao da Botas s/n, Canela, CEP 40.110-160, Salvador-BA

Nome do Paciente:

Convite e Objetivo:

Vocé estd sendo convidado(a) a participar de um estudo conduzido na Universidade
Federal da Bahia que tem como objetivo avaliar a associagdo entre resposta imune e
genética com as formas clinicas da hanseniase. Esta participagdo implica na sua
concordancia em fornecer uma amostra de seu sangue para fins de comparagao com
pessoas que desenvolveram a doenca.

Participac¢io Voluntaria:

A sua participagdo no estudo € voluntdria e vocé estard contribuindo para o melhor
entendimento da sua doenga. Vocé € livre para recusar a participar do estudo, ou se retirar
em qualquer época apds o seu inicio.

Finalidade do estudo:
Este estudo tem a finalidade de avaliar a influéncia da resposta imune e genética nas
formas clinicas da hanseniase e seus estados reacionais.

Procedimentos:

Caso concorde em participar do estudo, vocé doard 05 mililitros de sangue
venoso, que serd coletado durante o seu processo de doacdo de sangue. Deste material,
ap0s a sorologia para algumas doencas virais como HIV, HTLV-1, hepatite B e hepatite
C serem realizadas, obteremos seu DNA para fins tdo somente de pesquisa.

Confidencialidade:

Qualquer informagdo obtida durante este estudo serd confidencial sendo apenas
compartilhada com outros membros da equipe. Os resultados serdo divulgados na forma
de comunicagdo cientifica, ndo permitindo a identificagdo individual dos participantes.
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Analise dos Riscos e Beneficios:

A retirada de sangue venoso ¢ um procedimento médico de rotina e, em casos raros pode
provocar dor leve e sangramento apds retirada da agulha. Caso isso aconteca, todos os
cuidados serdo tomados por profissionais devidamente habilitados. A bidpsia de pele € a
retirada de pequeno fragmento da lesdo de pele, sendo rotina para o diagndstico de sua
doenca. Seré feita somente apds anestesia local por médico do ambulatério de hanseniase,
para evitar desconforto ou dor e poderd deixar uma pequena cicatriz.

Retorno dos Beneficios para o Sujeito e para a Sociedade:

Este estudo visa avaliar a existéncia de interagdo da resposta imunoldgica e genética com
a Hanseniase. O conhecimento preciso dessa interacdo podera resultar no
desenvolvimento de novas estratégias no controle da doenca e principalmente dos
episddios reacionais.

Custos:
Vocé ndo terd custos com a participacdo no estudo e nem receberd pagamento por sua
participac@o.

Esclarecimentos:

Qualquer ddvida que vocé tenha sobre o que estd escrito neste consentimento ou sobre 0s
procedimentos que constam desse projeto de pesquisa, poderd entrar em contato com Dr.
Paulo Roberto Lima Machado, coordenador do projeto, médico do Servico de Imunologia
do HUPES-UFBA, Joao das Botas, s/n — Canela, telefone (71) 33396154, ou com o
Comité de Etica em Pesquisa do Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard
Santos , na pessoa do Dr. Roberto Badard, no endereco Rua Augusto Viana S/N —
Canela, telefone (071) 3283-8140.

Consentimento:

Se vocé leu o consentimento livre e esclarecido ou este lhe foi explicado e vocé concorda
em participar voluntariamente deste estudo, favor assinar o nome ou colocar sua
impressao digital abaixo. A vocé serd entregue uma cépia deste formulario.

Assinatura ou impressao digital do Participante ou Responséavel

Assinatura do Pesquisador

Local: Data ) / Hora:
REFERENCIAS
1. Stingl, P. 1990. [Leprosy. Pathogenesis--classification--diagnosis--treatment].

Hautarzt 41:126-130.
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Anexo Il

CONSENTIMENTO INFORMADO PARA O ESTUDO DE
DETERMINANTES GENETICOS NAS LEISHMANIOSES
NO BRASIL

Nome do Projeto: Determinantes genéticos nas leishmanioses no Brasil

Nome do Paciente:

N° do Projeto:

Investigador Principal: Edgar M. Carvalho, Hospital Universitario Prof. Edgard Santos, Rua Jodo
das Botas s/n, Canela, 40110-160, Salvador-Bahia-Brazil.

Convite e Objetivo:

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo que tem como objetivo identificar
pessoas que tem ou que tiveram leishmaniose cutdnea e ou leishmaniose mucosa. Além disso,
estudaremos todos os membros de sua familia para verificar se existe alguma predisposicao
genética para o desenvolvimento de doencas infecciosas. Apds lhe ser explicado o que contém
neste questionario vocé pode perguntar tudo sobre o estudo a seu médico. Familias dos
pacientes com leishmaniose cutanea e mucosa diagnosticados no posto de saude de Corte de
Pedra serdo convidadas a participar do estudo. Caso decida participar do estudo vocé sera
solicitado a assinar este formuldario de consentimento. Aproximadamente 2000 pessoas
participardo deste estudo.

Participacao voluntaria:

Sua participacdo é voluntdria. Vocé pode se recusar a participar ou pode desistir da
participacdo no estudo a qualquer momento. Sua recusa em participar ou desistir de participar
do estudo, ndo afetard de modo algum qualquer tratamento que vocé pode estar recebendo
no posto de saude de Corte de Pedra.

Finalidade do estudo: Este estudo visa determinar se familiares de pacientes com
leishmaniose cutdnea e ou mucosa tém maior tendéncia a desenvolver a leishmaniose, que
vizinhos que ndo tem este tipo de doenga. Adicionalmente, nds tentaremos demonstrar
através de estudo genético se existe uma associagdo entre alguns genes que sao transmitidos
aos seus filhos que influenciam no desenvolvimento desta doenga ou de outras doengas
infecciosas.

Procedimentos: Caso vocé aceite participar do estudo um questiondrio serd feito para saber
onde vocé mora, sua ocupac¢do, seus habitos e se vocé ja teve leishmaniose. Um médico
examinara vocé para ver se existe qualquer lesdo que indique se vocé tem ou ja teve
leishmaniose. Também com o auxilio de uma lanterna e de um espéculo nés examinaremos
vocé para ver se tem evidéncia de leishmaniose no nariz ou na boca. Caso seja detectada lesdo
ativa na pele ou na mucosa, vocé sera convidado a comparecer no posto de satude de Corte de
Pedra para realizar exames de rotina para o diagndstico da doenga, como exame de sangue
(soroldgico), teste cutdneo e bidpsia / aspiracdo da lesdo para isolamento do parasito que
causa a doenga e exame histopatoldgico da lesdo. Se vocé concordar em retirar sangue para
realizacdo dos estudos de pesquisa genética para avaliar a susceptibilidade a doencas
infecciosas, 10 ml de sangue serao colhidos (equivalente a 1 colher de sopa).
Confidencialidade: Qualquer informacdo obtida durante este estudo sera confidencial sendo
apenas compartilhada, com outros membros da equipe médica. Do Comité de Etica do
Hospital Universitario Prof. Edgard Santos, o Orgdo de Prote¢do dos Direitos Humanos e o
Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da América. Embora os resultados obtidos
neste estudo sejam publicados, ndo haverd na apresentacao destes resultados meios que



possam identificar os participantes. Suas fichas clinicas e resultados de seus exames poderdo
ser também vistos pelo Institutional Review Board e o Office for Human Research Protection
and the National Institute of Health of the United States of America.

Analise de riscos e beneficios: A retirada de sangue pode causar dor no local da puncdo com a
agulha e raramente pode ocorrer sangramento ou formacdao de hematoma. O exame da sua
pele, do seu nariz e da sua boca poderd documentar que vocé tenha leishmaniose cutdnea ou
leishmaniose mucosa. Neste caso vocé sera tratado com antimonio (glucantime) o que trara
vantagem para vocé desde que a doenga foi documentada na sua fase ainda inicial. Este
tratamento sera acompanhado no Posto de Salde de Corte de Pedra e caso haja necessidade,
ou pela realizacdo de exames, ou complicacdes do tratamento, vocé sera internado no
Hospital Universitario Prof. Edgard Santos em Salvador. A passagem para Salvador serd
custeada pela pesquisa, contudo a vaga para internamento serd de acordo com as normas do
Hospital, sendo as vezes necessdrio esperar alguns dias para consegui-la.

Retorno de beneficio para o sujeito e para a sociedade: O diagndstico precoce da
leishmaniose podera ser feito através do exame. Desde quando toda a familia vai ser
examinada, se houver algum caso de outra doencga na familia, uma orientacdo ou tratamento
adequado vai ser oferecido. O melhor conhecimento sobre a leishmaniose podera contribuir
no futuro para medidas de controle da doenga.

Custos: Vocé ndo terd custos com a participacdo no estudo e caso necessite de tratamento
para leishmaniose a medicacdo lhe sera fornecida gratuitamente. Vocé ndo receberd
pagamento por sua participacdo neste estudo.

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicacdo relacionada
aos procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Edgar M. Carvalho, Dra.
Lea Castellucci e Dr. Luiz Henriqgue Guimardes, responsaveis por este estudo (Tel.: 71-3237-
7353 ou 71-3339-6234).Caso vocé queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou de seu
filho, como paciente, vocé pode procurar o Comité de Etica do Hospital Universitario Professor
Edgard Santos, cujo endereco consta no inicio deste consentimento.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e vocé
concorda em participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. Uma cdpia deste
consentimento |he serd entregue. Favor assinalar um dos quadros abaixo para indicar se
deseja ou ndo ter as suas amostras de sangue armazenado para estudos futuros aprovados
sobre leishmaniose.

O ACEITO que amostras de meu sangue sejam armazenadas, para estudos futuros aprovados
sobre leishmaniose.

[0 N3o ACEITO que amostras de meu sangue sejam armazenadas, para estudos futuros
aprovados sobre leishmaniose.

Assinatura ou impressao do participante Data Hora

Nome/Assinatura do pesquisador Data Hora

Nome/Assinatura da testemunha



Anexo 111

Posto de Saude de Corte de Pedra

i

CRF VI

VISITA DE CAMPO
Familiar

TMRC Brasil
Projeto Leishmaniose Tegumentar

3.NUmerodoTMRC | | I 1 |

(Originado para todos os individuos participantes do TMRC, incluindo
familiares sem doenga)

4. NOmerodo LTCP || | | 1| (*) Campos obrigatdrios

(Originado para todos os individuos participantes do
TMRC com leishmaniose)

SIM - Servi¢o de Imunologia

Hospital Universitario Professor Edgard Santos - UFBA

Data da visita* (dd/mm/aaaa): |_ | /1 | VL 1 1 1 |




4. N°doLTCP|_| | | | | 3.N°doTMRC|_| | | | [* 5.N°daFamilia| | | |
6. N° da individuo naFamilia | | [*

Data da assinatura do TCLE para Estudo de Genética:...........cccovvvvvevereeeeeininnns LLVLLWYLLLL]

Y =Y o TR O masculino O feminino

15. Data de nascimento* (dd/mm/aaaa):..........ccccoeeevvieiricceecee et LWL LWL

16. Naturalidade:

17. Ocupagao:

OTrabalhador rural  ODonadecasa  OEstudante  OComerciante ~ OMotorista OOutra

18. Cidade/Vilarejo*

19. Tempo em enderego atual (AN0S):..........coccuiiiiiiiiiiiie et e e e L L
20. N° de moradores no domicilio (exceto paciente):.............ccuvvvreeiiiiieiecciiee e L1
21. N° de moradores no domicilio com leishmaniose passada ou ativa:..............ccccceevviieenninnnnn. L1

191. Grau de parentesco com o caso indice:...............ccceevreeuneenn... O Pai/m3e O Irm3o O Filho O Outro

192. Leishmaniose CUtAN@a atiVa:.........cccoevuiiriiiiiieiie ettt st st iae s O ndo O sim
Se “nao” ir para item 200. Se “sim” preencher também itens 193 a 199 e 52 a 71.

193. JA @SEEVE NO PSCPY.......oiiiiiiie ettt ettt ettt sttt st e e be e sabeebe e satesateenaes O ndo O sim
194. Local dalesdo: O Segmento cefdlico O Tronco O MMSS O MMIl O Genitalia/glateo

195. N° de cicatrizes sugestivas de leishmaniose:...............c..cccooviiiiiiiiiiic e L1

196. LeSOES aCiMa €A CINTUIA:.........oooiviiieiiiiiiee ettt ettt e e sete e e e s ssbbeeessetbaeeessstbeeesens O n3o O sim

197. Ano de inicio da lesao cutanea:

198. Tratado 1€SE0 CULANEA:...........ooeiiieieiieieeiieee ettt ettt e e ettt e s bt e e s s s saateesssstbaeeessaseeeesas O n3o O sim
199. ComPpletou 0 tratameEnto:..............ooouviiiiiiiiiiecetee ettt et O ndo O sim
200. LEISNMaNIOSE MUCOSA:......cccoocuvviieiiieiiieee ettt e e eett et e e e sttt e s ssabteessssbeeessssbeeeessssreeesssssres O n3o O sim

Se “ndo” ir para item 171. Se “sim” preencher também itens 201 a 203.

201. Ano de inicio da lesdo mucosa:

202. Tratada [@S30 MUCOSA:........cocuviiieiiiiiiee ettt ettt e e ettt e e s sttt e e s et aaeeesssabeeesssbaseessssasseens O n3o O sim

203. Completou o tratamento da [eS30 MUCOSA:.............eeeeeeiiiieiecciiiee e O ndo O sim

Exposicao Ambiental

171. Vocé ja trabalhou ou morou (pelo menos um més) em fazenda?..............cccccccvveennenns O n3o O sim

172. POSSUI @NIM@AIS BN CASAT....eeeeiieviiieeiierieeeiiiireeeeessiitteesssstteessssiateesssssseesssssraeesssssseessssnsees O ndo O sim

4.N°dolLTCP| | | | | | 3.N°doTMRC|_| | | | [* 5.N°daFamilia| | | |

Exposicio Ambiental (Continuacdo)




Se “nao” possui animais em casa, ir para item 179. Se “sim”, especifique:

173, CAChOITOS. ...ttt ettt e be e s ht e s be e saeesateesbeesabe et eesateeateenns O nédo O sim

174, CaVAIOS......coeiiiieiiee ettt ettt et e b et et e e sh e et enbe e s be e be e e ate e nbeesaeesabe e O ndo O sim
175. GAlINR@S........oiiiii ettt sb ettt esate s sbeesaeesareens O ndo O sim
176. POFCOS........eiiteeeiee ettt ettt et e she e a et be et e s bt e s at e s bt e e bt e s abeeabe e satesateesheesabeenbeeeuteesneesaeesabeaens O ndo O sim
177 OURIOS. ...ttt ettt ettt e st e bt e e bt e s bt e be e a b e e be e saeesabeesbeesabe e beesateesbeesaeesnteans O nédo O sim

178. Se “outros”, especifique:

179. Ha eletricidade @m Casa? ..........coocuiiiiiiiiiiie ettt sttt et et O nédo O sim
180. HA SANItANIo @M CASA?.....cccuiiiiiiiieiieiee ettt ettt ettt e bbb st sabeesbeesaneens O nédo O sim
181. Usa MoSqUIteiro para dormir?...........cccoeeeciiiiiiiie i et e see e ste e e e e sre e s sareesraeeeaes O ndo O sim
182. Ha resto de mata préximo a casa (raio de 100 m)...........ccccceeevviieiiieeccie e, O ndo O sim
183. Ha roga proxima a casa (raio de 50 metros)?...........ccccecveeeveieeiiee e O ndo O sim
184. Ha galinheiro préximo a casa (raio de 50 metros)?............ccccceevrieevieeenieecciee e O ndo O sim
185. Ha pocilga préxima a casa (raio de 50 metros)? ...........ccccoeeeeeeiieeececcieee e O ndo O sim
186. Ha curral proximo a casa (raio de 50 metros)? ..........ccccoocvveeeeiiieeeecciee e O ndo O sim
187. Ocupacado entre 16:00 € 24:00 hs:..........ccovveeeviciireeiecieeeeens O Permanece emcasa O Saide casa
188. Se “Sai de casa”, sai para:

O Cagar/PesCar.......cueceeeveeeeeeeeeeereeerereeeeeseenes O Estudo/trabalno.......eeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeee e O
Outro

189. Se “Sai de casa para outro”, especifique:

Exame Fisico Médico (preencher itenss 52 a 71, se respondeu “sim” no item 192)

Numero e tipos de lesoes:

B4, UICEIAdas. .........oouieiiieiie ettt ettt et e b ettt b e sae e e b e st e e be e saee e beenbeesare et beeeas L

LT - 1o 111 = U PUUUTPN I

B56. NOAUIOS ..ottt sttt st e s bt e s a e e b e sabe et e e sabeenbeesbeesabeeeabeenane I
L Y=Y -1 & Yot 1T USSR L
58. VBIUCOSAS........ ittt e e e s s e e e s e e e e s erar e e s e raeeeeeans L
Lesdo principal:

59. Local maior lesdao (marque apenas UM):
OCabeca OFace OPescoco OTronco OBraco D OBrago E
OAntebraco D O AntebracoE  OCoxa D OCoxa E OPerna D OPernakE OOutro

60. Se “Outro”, especificar:




4. N°doLTCP|_| | | | | 3.N°doTMRC|_| | | | [* 5.N°daFamilia| | | |

Exame Fisico Médico (Continuacdo)

Tamanho da maior lesao (Mm):...........cccoviiiiiiiiii e, 6la.] | | |xe61b.| | | |

62.Tipodalesdo: O ulcerada O papula O nddulo O vegetacdo O verrucosa O NE

(o 1) (=Tl ot= To Y Yol VT4 Vo - o - U O ndo Osim ONE

64. Cicatriz sugestiva de Leishmaniose cutdnea:...............ccccocveeeeciiieeeeccneeee e, O n3o Osim ONE

65. N° de CICatrizZes:.........ccocuiiiiiiii s L1
66. Tempo de duragdo das Cicatrizes (MEeSeS):..........ccoocviiiiiieiccie e I
Linfoadenopatia:

67. Linfadenopatia Presente:...........cccveeeviieiiiie ettt et O n3o O sim O NE

68. Mais de 1 cadeia @NVOIVIAA:............coviiiiiiiieiie et O ndo O sim
69. Local: O Cervical O Ocipital O Axilar O Inguinal O Crural O Outra

70. Tamanho do maior linfonodo (Mm):.............cccooiiiiiiini e, 70a.] | | |x70b| | | |
71. Foto das lesdes realizada:. ..............coeeireeirieiieieieeeee et O ndo O sim

204. LeSOES MUCOSAS AtIVAS:.......ciiivriririrreeetee e eeeeeeeeeeeeseeesereeeeeeererererteteeeeseresesrnnnnaaaaas O n3o0 O sim O NE
205. Cicatriz caracteristica de 1@S30 MUCOSA:...............oovvvviriiiiiiieeeiiieeeeieeeee e O n3o0 O sim O NE
206. Referido a0 PSCP para eXame ORL:............ccccoociiiiiiiieeciieeciiee st stee e etee e O ndo O sim

190. Colhido sangue Para BeNELICA:.............cceeviieiie ettt ere et ebe et eeane e O ndo O sim
46. Realizada IDRIM PréVIa™:...........ooovviiiieeiiiieeeree ettt eettee et eeesree s eeaveesereeeseaeeeens O ndo O sim O NA

A7.5€ “SIM” 1.ttt et be bbb e e sabeebeenare s O POS O NEG O Duvidoso
48. Se “nA0”, realizado agOra™:............coviiiiiiiiee et ereas O ndo O sim
................................................................................................................ Iniciais do entrevistador

IDRIVEE. ... ee e e e e s ee s e ee s e ees s s eeee e seeeeesenenes 49a.1_1__1x49b.l_|__Imm
B0. IDRIME: ... eeeeeeseees e es e seees e se e seseseseeeses O POS O NEG O Duvidoso

Diagnodstico da Forma Clinica de Leishmaniose - Fenotipo

207. Fenétipo da Forma Clinica:
O Cutdnea (CL=0)....ccceeeevreeerreeerereenen. O Mucosa (ML=1)....cceceeeevieecreeeeee. O Disseminada (DL=2)
O Mucocutanea (MCL=3)......cc.ccceuvennee O Pré-ulcerativa (4)..ceeeveeeecreeeereeennne. O Sub-clinica (5)

Iniciais do investigador




Anexo IV

;%. AMBULATORIO DE HANSENIASE
e HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. EDGARD SANTOS - UFBA
Rua Augusto Viana, s/n — Canela — CEP 40140.000 — Salvador-BA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PARTICIPAR DO ESTUDO “AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE NA
HANSENIASE”

Investigador Principal: Paulo Roberto Lima Machado, Médico, Ambulatorio de
Hanseniase, Servico de Dermatologia, Hospital Universitario Prof. Edgard Santos —
UFBA, Rua Jodo da Botas s/n, Canela, CEP 40.110-160, Salvador-BA

Nome do Paciente:

Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo avaliar
a associacdo entre resposta imune e genética com as formas clinicas da hanseniase e
estados reacionais. Esta participacdo implica na sua concordancia em submeter-se a uma
coleta de amostra de sangue e retirada de um fragmento da leséo de pele (biopsia). Além
das informacGes aqui presentes vocé pode perguntar tudo sobre o estudo ao seu médico.
Participacao Voluntaria:

A sua participacdo no estudo é voluntaria e vocé estara contribuindo para o melhor
entendimento da sua doenca. VVocé é livre para recusar a participar do estudo, ou se
retirar em qualquer época ap6s o seu inicio sem afetar ou prejudicar a qualidade e a
disponibilidade da assisténcia médica que lhe sera prestada.

Finalidade do estudo:

Este estudo tém a finalidade de avaliar a influéncia da resposta imune nas formas
clinicas da hanseniase e estados reacionais.

Procedimentos:

Caso concorde em participar do estudo, vocé doara 40 mililitros de sangue venoso, que
sera coletado por profissional capacitado para tal, com o auxilio de seringas e agulhas
descartaveis. Além disso sera feita uma bidpsia da lesdo de pele apds anestesia local,
procedimento usado normalmente para o diagnéstico da doenca.

Confidencialidade:

Qualquer informacdo obtida durante este estudo sera confidencial sendo apenas
compartilhada com outros membros da equipe. Os resultados serdo divulgados na forma
de comunicacdo cientifica, ndo permitindo a identificacdo individual dos participantes.
Anélise dos Riscos e Beneficios:

A retirada de sangue venoso é um procedimento médico de rotina e, em casos raros
pode provocar dor leve e sangramento apos retirada da agulha. Caso isso aconteca,
todos os cuidados serdo tomados por profissionais devidamente habilitados. A bidpsia



de pele € a retirada de pequeno fragmento da lesdo de pele, sendo rotina para o
diagnédstico de sua doenca. Serd feita somente ap6s anestesia local por médico do
ambulatério de hanseniase, para evitar desconforto ou dor e podera deixar uma cicatriz.
Retorno dos Beneficios para o Sujeito e para a Sociedade:

Este estudo visa avaliar a existéncia de interagdo da resposta imunoldgica com a
Hanseniase. O conhecimento preciso dessa interacdo poderd resultar no
desenvolvimento de novas estratégias no controle da doenca e principalmente dos
episodios reacionais.

Custos:

Vocé ndo tera custos com a participacdo no estudo e nem receberd pagamento por sua
participacao.

Esclarecimentos:

Qualquer duvida que vocé tenha sobre 0 que esta escrito neste consentimento ou sobre
os procedimentos que constam desse projeto de pesquisa, podera entrar em contato com
Dr. Paulo Roberto Lima Machado, coordenador do projeto, médico do Servico de
Imunologia do HUPES-UFBA, Jodo das Botas, s/n — Canela, telefone (71) 33396154,
ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Complexo Hospitalar Universitario Professor
Edgard Santos , na pessoa do Dr. Roberto Badaro, no endereco Rua Augusto Viana S/N
— Canela, telefone (071) 3283-8140.

Consentimento:

Se vocé leu o consentimento livre e esclarecido ou este lhe foi explicado e vocé
concorda em participar voluntariamente deste estudo, favor assinar o nome ou colocar
sua impressdo digital abaixo. A vocé serd entregue uma copia deste formulario.

Assinatura ou impresséo digital do Participante ou Responsavel

Assinatura do Pesquisador

Local: Data / / Hora:




Anexo V

Parecer Consubstanciado de Projeto

Titulo do Projeto: AVALIAGCAO DA RESPOSTA IMUNE E MARCADORES GENETI_COS NA
HANSENIASE.

Pesquisador Responsavel : Paulo Roberto Lima Machado 7
| Data da Versao 16/06/2010 | [ Cadastro 50/10 __| [Data do Parecer 07/10/2010 |
| Grupo e Area Tematica 1.1 Genética Humana ]

ﬁjetivos do Projeto

Objetivo 1: Determinar o perfil de citocinas in vitro e identificar quais as células produtoras
dessas citocinas em grupos de pacientes com lepra tuberculdide, com lepra lepromatosa,
pacientes borderline, em resposta ao antigeno de M. leprae em comparag¢ao ao grupo controle
- individuos sadios.

Objetivo 2: Identificar mecanismo(s) envolvido na mudanca do padrao de resposta imune em
pacientes com episddios reacionais, tais como ativacao de células T, NK e macrdfagos.

Objetivo 3: Avaliar a frequéncia de mondcitos pré-inflamatérios (CD14+CD1 6+) em pacientes
com as formas tuberculdide, lepromatosa e borderline.

Objetivo 4: Verificar se polimorfismos nos genes candidatos IL-10, IL-8, IL-9, IL-13, INF-y, TNF-
a, PARK2/PACRG e ErbB2 estio afetando os niveis de expressao dos genes ou a fungio da
proteina expressa e, se podem influenciar 0s estados reacionais nos pacientes com
hanseniase.

Objetivo 5: Avaliar a expressao génica global em lesbes hansénicas.

Sumario do Projeto

Este projeto tem com objetivo estudar as alteragdes imunologicas que ocorrem em pacientes
portadores de hanseniase , utilizando as tecnicas de determinagio de citocinas in situ e em
sangue perifierico alem de estudar atraves de tecnica de biologia molecular estudar os
possiveis gene reguladores das citocinas envolvida nos mecanismos imunopatogenico da
doenga. Os pesquizadores fariao biopsias e colherio sangue ods pacientes para a realizagao
desse estudo. Esse projeto tem uma equipe de pesquisadores nacionais e com demonstrada
experiencia no estudo dessa patologia e no dominio das tecnica que véao ser utilizadas.O
consentimento informado é claro e expressa a real natureza do estudo e os beneficios e riscos
da participagio do paciente no estudo. Fica confuso e discordante da folha de rosto o numero
de pacientes a serem envolvidos no estudo. A folha de rosto diz que ira incluir 250 pacientes e
na descri¢do do projeto soma-se 410 pacientes. Os pesquisadores informa que irao icluir no
estudo os seguintes pacientes:40 pacientes no Grupo 1 (sem reacdo hansénica), 20 pacientes
no Grupo 2 (com reagio tipo 1 ou reagao reversa), e 20 pacientes no Grupo 3 (com reagio tipo
2 ou eritema nodoso leproso). Para os objetivos 4 e 5 planeja-se incluir 150 pacientes no
Grupo 1 (sem reagido hansénica), 50 pacientes no Grupo 2 (com reagio tipo 1 ou reacao
reversa), e 50 pacientes no Grupo 3 (com reagao tipo 2 ou eritema nodoso leproso). Fardo a
coleta sw sangue e realizario biopsia de pele para realizacao do estudo.

Aspectos relevantes para avalia¢do Situagdo
Titulo Adequado
Relagdo dos Pesquisadores Adequada
Local de Origem na Instituigao Adequado
Projeto elaborado por patrocinador Nao
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[Local de Realizacio Prépria instituicao

Qutras instituigées envolvidas Sim
Condicdes para realizagao Adequadas

Introdugao Adequada -

Objetivos Adequados

Método
Tipo de projeto Pesquisa em Seres Humanos
Delineamento Adequado
Tamanho de amostra Total 410 Na Instituicao
Célculo do tamanho da amostra Adequado
Participantes pertencentes a grupos especiais Nao
Selecéo eqiiitativa dos individuos participantes Adequada
Critérios de inclusdo e exclusio Adequados
Relagao risco- beneficio Adequada
Uso de placebo Nao utiliza
Periodo de suspens&o de uso de drogas (wash out) | Nao utiliza
Monitoramento da seguranga e dados Adequado
Armazenamento de material biolégico Adequado
Instrumentos de coleta de dados Adequados
Avaliagdo dos dados Adequada - quantitativa
Privacidade e confidencialidade Adequada
Termo de Consentimento Adequado
Adeguacio as Normas e Diretrizes Sim

Cronograma Adequado
Data de inicio prevista nao informado
Data de término prevista 2 anos

Orgamento Adequado
Solicita recursos a instituigo Nao
Fonte de financiamento externa Nao

Referéncias Bibliograficas Adequadas

Recomendagdo

LAprovar 1

Comentérios Gerais sobre o Projeto
Parecer:

Projeto Aprovado

Informagoes ao pesquisador

* O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar
seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penali-zagao alguma
e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.f) e deve receber
uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por
ele assinado (Item IV.2.d).

* O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no
protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apos andlise das
razdées da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS ltem II.3.2),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nio previsto
ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime
oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que requeiram agio
imediata.
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* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos
relemvantes que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E
papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e
enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA - junto com seu posicionamento.

-Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em

/ / e ao término do estudo.
Para projetos do Grupo 1 do fluxograma acrescentar: i
Seu projeto (Registro_°0¢//0 Grupo_ L Area tematica

especial eveticp Hiniin) estad sendo encaminhado a CONEP e s6 podera ser
iniciado apos parecer aprovatério desta.




Anexo VI

Universidade Federal da Bahia %
Complexo Hospitalar Universitario Prof. Edgard Santos W

— Comissio Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP
UFBA Conselho Nacional de Saide- CNS Complexo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP/HUPES) HUPES

UNIVERSIDADE NOVA

PARECER ADENDO CEP/HUPES N° 50/2010

O Pesquisador Responsével, Paulo Roberto Lima Machado, encaminhou ao Comité de Etica em
Pesquisa do Complexo HUPES o adendo do projeto de pesquisa intitulado “Avalia¢io da
resposta imune e marcadores genéticos na hanseniase”, que foi protocolado sob n° 50/2010,

avaliado e aprovado em parecer datado de 09 de dezembro de 2010.

O supracitado solicita a aprovagio da:

e Inclusdo de individuos controles sem a doenga investigativa, que serdo recrutados a partir
de doadores voluntdrios de banco de sangue da Fundagio de Hematologia e Hemoterapia
da Bahia (HEMOBA) na cidade de Salvador;

e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido- versio 02 de 19 de abril de 2013.

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 -
Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,

por ele assinado (Item IV.2.d);

O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que 0 aprovou
(Res. CNS Item II1.3.z), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nio previsto
a0 sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da

pesquisa (Item V.3) que requeiram a¢io imediata;

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso

normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas

2
Comité de Etica em Pesquisa- CEP/HUPES 1
Rua Augusto Viana, s/n - Canela — Salvador — Bahia CEP: 40.110-060
Tel.: (71) 3283-8043  FAX: (71) 3283-8141
E-mail: cep.hupes@gmail.com



Universidade Federal da Bahia %
Complexo Hospitalar Universitirio Prof. Edgard Santos W
- Comissio Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP \

UFB A Conselho Nacional de Satide- CNS Complexo

Comité de Etica em Pesquisa (CEP/HUPES) HUPES

UNIVERSIDADE NOVA

adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar

notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitiria — ANVISA — junto com seu

posicionamento.

O CEP/HUPES Avaliou E Aprovou As Solicitagoes Do Adendo Em:
Y3 /65 /12002

2R T ~
Prof. Dr. Roberto Badaré, MD, PhD
Coordenador do Comité de/Etica em Pesquisa/HUPES
Comité de Etica em Pesquisa- CEP/HUPES i

Rua Augusto Viana, s/n - Canela — Salvador — Bahia CEP: 40.110-060
Tel.: (71) 3283-8043  FAX: (71) 3283-8141
E-mail: cep.hupes@gmail.com



Anexo VI
S UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA S

rvigo de

m unoIogm

HOSPITAL UNIVERSITARIO PROFESSOR EDGARD SANTOS
AMBULATORIO DE HANSENIASE
S SERVICO DE IMUNOLOGIA

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE E MARCADORES GENETICOS EM HANSENIASE

FICHA CLINICA

I. DOADORES VOLUNTARIOS
1. Idade: Data de Nascimento:

2. Vocé conhece alguém que tem (ou ja teve) a Hanseniase? [ ex.: parente, vizinho]

E contactante? Sim ( ) Nio ()

3. Vocé mora ou ja morou em cidade do interior? Qual?

4. Como ¢ sua saude? ( )otima () boa ( ) regular () ruim

a) Hipertensao? b) Diabetes? c) TB?

ddd ENCAMINHAMENTO PARA GENETICA

:.n%an,;a;f? SERVICO DE IMUNOLOGIA DO COMPLEXO HUPLES
UFBA

PREZADO DOADOR DE SANGUE,

AGRADECEMOS A SUA IMPORTANTE COLABORACAO COM O ESTUDO “AVALIACAO DA
RESPOSTA IMUNE E MARCADORES GENETICOS NA HANSENIASE”.

GOSTARIAMOS DE ESCLARECER QUE OS RESULTADOS DA ANALISE DO SEU DNA
NESTE ESTUDO NAO POSSUEM AINDA NENHUMA APLICACAO CLINICA PRATICA. OS
DADOS OBTIDOS TERAO VALOR PURAMENTE CIENTIFICO. POR ESTE MOTIVO, NAO
SERA FORNECIDO NENHUM TIPO DE RESULTADO ALEM DAS SOROLOGIAS VIRAIS, QUE
JA SAO REALIZADAS NORMALMENTE PELO HEMOBA.

NO ENTANTO, CASO O SR. OU SRA. POSSUA ALGUM CASO DE HANSENIASE NA FAMILIA,
SOLICITAMOS INFORMAR NO MOMENTO DA COLETA, PARA PODERMOS
DISPONIBILIZAR UM  EXAME DERMATOLOGICO GRATUITO NO HOSPITAL
UNIVERSITARIO PROF. EDGARD SANTOS.

ATENCIOSAMENTEL,

PAULO MACHADO - COORDENADOR DO ESTUDO - SERVICO DI IMUNOLOGIA DO
HOSPITAL UNIVERSITARIO PROF. EDGARD SANTOS.



Anexo VIII
S UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA S

rvico de

m unoIogm

HOSPITAL UNIVERSITARIO PROFESSOR EDGARD SANTOS
AMBULATORIO DE HANSENIASE
S SERVICO DE IMUNOLOGIA

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE E MARCADORES GENETICOS EM HANSENIASE

FICHA CLINICA

A - DADOS DE IDENTIFICACAO

1- INICIAIS - RG HUPES:

2- DATA DE NASCIMENTO:

3-IDADE:______ ANOS

4- GENERO: a) Masculino ( ) b) Feminino ( )

5-FOTOTIPO (htzpatrick): ) I () DII () ol IV V() HVI ()
6- PROFISSAO: 7- TELEFONE.:

8- COMUNICANTE COM MH: ( )Sim ( ) Nao  Quantos?

B - DADOS CLINICOS

I-MES E ANO DE DIAGNOSTICO DA HANSENIASE:

9-CLASSIFICACAO DA HANSENIASE: 2) I () b)TT () oBT() dBB() ¢BL() fHLL()
3-SURTO REACIONAL: a) TipoI b) Tipo Il () c¢) nao classificado () d)nao ()
4-BACILOSCOPIA: a) Negativa ( ) b) Positiva () IB=
5- AP:

6-APRESENTA OUTRAS DOENCAS CRONICAS? Sim () Nio ()
7-ENCONTRA-SE EM USO DE MEDICAMENTOS? Sim () Nao ()

Quais?

8-COLETA DE SANGUE:

a)Data PQT: ( )Sim ( )Niao SRI1() SR2( ) sem SR( ) Pred( ) Tahd( ) ImSup( )
b)Data PQT: ( )Sim ( )Niao SRI1() SR2( ) sem SR( ) Pred( ) Talid( ) ImSup( )
c¢)Data PQT: ( )Sim ( )Niao SRI1() SR2( ) sem SR( ) Pred( ) Talid( ) ImSup( )
9-PQT: ()MB ()PB DATAINICIO:__/ / ~ DATAALTA: _/ /

RESPOSAVEL PELA AVALIACAO :
DATA:




IL ESCOLARIDADL:

| ____| 0: sem escolaridade | ____| I: I grau incompleto
| ____| 2: 1 grau completo | ____|3: I grau incompleto
| ____| 4: IT grau completo | ____| 5: III grau incompleto

| ____| 6: III grau completo

II. EPIDEMIOLOGIA

Municipio de Nascimento: | | UFT_______ |
Residiu em outros municipios por periodo igual ou superior a 6 meses? |____| 0:nio |____|
1: sim
Quais? Municipio | | UF|_______ |
Municipio | | UF|_______ |
Municipio | | UF|_______ |
Tempo de moradia no endereco atual:
| ___| 1: menos de 6 meses |___]8:1a2anos
|___| 2:6 mesesalano |___| 4:2abanos | ___| 5: mais de Sanos
Total Renda familiar:
| ___] 0: sem renda | ___| 1: até 1 salario minimo (SM)
|__[2:1a2SM |___|32a3SM |___|4:3a4SM | ___|5: mais de 4 SM

III. ANTECEDENTLS PESSOALIS:

Tuberculose |___| 0:ndo  |___| L:sim |___] 99: ndo sabe / sem informagcio. Idade
[ |

Diabetes |___|0:ndo |___| l:sim | ___1] 99: nio sabe / sem informacio
HAS |___|0:ndo |___| l:sim | ___1] 99: nio sabe / sem informacio
Alergia |___|0:ndo |___| l:sim | ___1] 99: nio sabe / sem informacio
Outros

|

Internamentos |___| O:ndo |___| Ll:sim |___| 99: nio sabe / sem informacio
Causa(s)

IV. ANTECEDENTLES FAMILIARES:

Hanseniase na familia  |___| O:ndo  |___| l:sim |___| 99:ndosabe |_____ | Numero de
casos

Hanseniase na residéncia|___| 0:ndo |___| lisim  |___| 99:ndosabe |_____ | Numero de
casos

Parentesco com o(s) caso(s) de HANSEN | ___| l:seupai  |___| 2:suamie |___| 3:seu
filho(a)

| ___| 4:seuesposo(@) |___| 5: outros, especificar: | |

V. CLASSIFICACAO FINAL PARA ESTE ESTUDO

|___| CASO |___| CONTROLE |___| REAVALIAR APOS 6M





