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RESUMO

A hanseniase € uma doenca crbnica, infecciosa e negligenciada, causada pela bactéria
Mycobacterium leprae, uma bactéria intracelular obrigatéria. A instalacdo da infeccdo ocorre
pela capacidade da bactéria em desordenar o sistema imune, proliferando-se lentamente em
células preferenciais, como os macrofagos de pele e células de Schwann, nos nervos
periféricos. E de conhecimento que a maioria dos individuos expostos ao bacilo néo
desenvolve a hanseniase e estudos de associacdo gendmica tém demostrado que diferentes
genes podem influenciar o desfecho da doenca. Nesse sentido, os estudos tém buscado
variacOes presentes em genes envolvidos na resposta imune ao M. leprae, que poderiam
explicar a susceptibilidade de determinadas pessoas a hanseniase. Recentemente, foram
encontradas variantes de nucleotideo Unico (SNV), raras e polimorficas, que podem estar
associadas em diferentes populacGes no desfecho da doenca. O presente estudo teve o
objetivo, analisar a possivel associacdo de SNVs, nos genes TYK2, IL23R e LRRK2, ao
desenvolvimento da hanseniase. Para isso, foi realizado um estudo do tipo caso-controle, em
412 pacientes amazonenses, atendidos na Fundacdo Alfredo Matta (FUAM) e em 967
individuos saudaveis, através da técnica de discriminacdo alélica, por gPCR. Foram avaliados
SNVs representativos, dos genes TYK2 (rsb5882956), IL23R (rs76418789), LRRK2
(rs7298930) e LRRK2 (rs3761863), os quais ja foram associados com a hanseniase em
diferentes populaces. As variantes do gene LRRK2 exibiram um fraco Desequilibrio de
Ligacdo (DL) (r?>= 18%). Nossos resultados indicam que as variantes rs55882956 TYK2,
rs76418789 IL23R, rs7298930 LRRK2 e rs3761863 LRRK2 ndo foram associadas a
hanseniase em nossa populacédo, exibindo Odds Ratio (OR) de: 4,06 (p=0,35); 0,86 (p=0,96);
1,42 (p= 0,58) e 0,92 (p=0,56) respectivamente. Embora o presente estudo ndo tenha
encontrado relacdo de associacdo dos SNVs a hanseniase, os dados aqui apresentados sdo
importantes para conhecer melhor a complexidade dessa doenca e buscar novos alvos para
tentar explicar como que a genética influencia no desfecho da hanseniase.

Palavras-chave: SNVs, IL23R, TYK2 e LRRK2, Mycobacterium leprae, Polimorfismos.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic, infectious and neglected disease caused by the bacterium
Mycobacterium leprae, an obligate intracellular bacterium. The onset of infection occurs
because of the bacteria's ability to clutter the immune system, proliferating slowly in
preferential cells such as skin macrophages and Schwann cells in the peripheral nerves. It is
known that the majority of individuals exposed to bacillus do not develop leprosy and studies
of genomic association have shown that different genes can influence the outcome of the
disease. Therefore, the studies have search for variations present in genes involved in the
immune response to M. leprae, which could explain the susceptibility of certain people to
leprosy. Recently, single nucleotide variants (SNVs), rare and polymorphic, have been found
that may be associated in different populations in the outcome of the disease. The present
study goal to analyze the possible association of SNVs in the TYK2, IL23R and LRRK2 genes,
to the development of leprosy. For this, a case-control study was carried out in 412 Amazonia
patients, treated at the Alfredo Matta Foundation (FUAM) and 967 healthy individuals,
through the allelic discrimination technique, by gPCR. The representative SNVs of the TYK2
(rs55882956), IL23R (rs76418789), LRRK2 (rs7298930) and LRRK2 (rs3761863) genes,
which have been associated with leprosy in different populations, have been evaluated.
Variants of the LRRK2 gene show a weak binding imbalance (DL) (r2 = 18%). Our results
indicate that variants rs55882956 TYK2, rs76418789 IL23R, rs7298930 LRRK2 and
rs3761863_ LRRK2 were not associated with leprosy in our population, showing Odds Ratio
(OR), 4.06 (p = 0.35); 0.86 (p = 0.96); 1.42 (p = 0.58) and 0.92 (p = 0.56) respectively.
Although the present study hasn't found association between SNVs and leprosy, the data
presented here are important in order to better understand the complexity of this disease and
to search new targets to try explain how influence genetics the result of leprosy.

Palavras-chave: SNVs, IL23R, TYK2 e LRRK2, Mycobacterium leprae, Polymorphisms.
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1 INTRODUCAO

Em 1873, o pesquisador Gerhard Henrik Armauer Hansen identificou o patégeno
causador da hanseniase, uma doenca infectocontagiosa cronica causada pelo Mycobacterium
leprae (M. leprae). A bactéria pode afetar a pele e o nervo periférico, podendo causar dano
nervoso e / ou incapacidades fisicas, aléem da diminuig&o de sensibilidade térmica, dolorosa e
tatil (DE MESSIAS et al., 2007; MONOT et al., 2009; ZHANG et al, 2009; ALTER et al.,
2011).

Entre as pessoas potencialmente expostas ao M. leprae, cerca de 5% desenvolvem
a doenca. Dessa forma, as condi¢cBes nutricionais, ambientais e fatores genéticos do
hospedeiro parecem influenciar o espectro clinico da doenca, sugerindo que o ambiente e a
carga genética tém papel fundamental na suscetibilidade a doenca. A variabilidade
interindividual no desenvolvimento da doenga demonstra uma ampla gama de manifestagdes,
que vao, desde a forma tubercul6ide até a hanseniase lepromatosa (MORAES et al., 2006;
MENDONCA et al., 2008)

Dentre um subconjunto de pacientes, a doenca pode apresentar-se localizada ou
disseminada, dependendo da resposta imune de cada individuo. Entre as formas tuberculoide
(paucibacilares) e lepromatosa (multibacilares) ha diferencas nas respostas imunes (Figura 1).
Nas formas lepromatosas (LL), a auséncia de respostas Thl (células T helper 1) aumenta a
carga bacilar com forte imunidade humoral. Por outro lado, as formas tuberculdide (TT)
revelam uma resposta Thl aumentada com carga bacteriana baixa (RIDLEY & JOPLING,
1996; BRASIL, 2002; DE MESSIAS et al., 2007; TALHARI et al., 2014; ALTER et al.,
2011; PINHEIRO et al, 2011).

RS — | — Y

LL TT
Figura 1. Representacéo da variagdo da resposta imunolégica. 1C- imunidade celular, IB- indice baciloscépico.
Fonte: Adaptado de MENDONGCA, 2008.

O desenvolvimento da hanseniase apds a infeccéo pelo M. leprae depende do histérico
genético do hospedeiro, essa suscetibilidade a doenca tem sido associada a fatores

imunogenéticos. De acordo com alguns estudos realizados, de agregacao familiar, estudos de
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gémeos, testes de associacdo e analises gendmicas, genes implicados nas vias de resposta
imunologica inata e adaptativa do hospedeiro, mostraram-se relevantes durante a interagdo
com o patdgeno no inicio da doenca (ALCAIS et al., 2005; SOUZA & PERREIRA, 2007;
CARDOSO et al., 2011).

Esses estudos j& demonstraram hipdteses de que o0s contatos domiciliares
consanguineos, que possuem contato com o caso indice, apresentam risco maior de
desenvolvimento da doenca quando comparados aos contatos que ndo apresentam essa relacédo
(FINE et al., 1997; FITNESS et al., 2002). Bem como, a concordancia entre gémeos
monozigoticos, onde a presenca da doenca e sua intensidade sdo maiores em relagdo aos
gémeos dizigéticos (MORAES et al., 2006; ALTER et al., 2008; MENDONCA et al., 2008).

Vérios genes tém sido implicados por estudos de associacdo na alteracdo da
predisposicdo a hanseniase, principalmente genes ligados a producdo de citocinas da via
imunoldgica (MORAES et al., 2006; ZHANG et al., 2009; LIU et al., 2017) E provavel que a
predisposicdo genética desempenhe um papel importante mais substancial na susceptibilidade
a doenca. Ha numerosos genes candidatos para a hanseniase, mas evidéncias de casualidade
para variantes especificas, sdo pouco estudadas. Além disso, os estudos de associacdo
gendmica séo, em sua maioria, limitados ao estudos de variantes comuns e ignoram a variagdo
funcionalmente prejudicial imposta pela mutacdo rara (LIU et al., 2017).

Foram realizados estudos de associacdo gendémica (GWAS) envolvendo um grande
namero de individuos com hanseniase e pessoas ndo afetadas (controles) (MORAES et al.,
2006; LIU et al., 2017, WANG et al., 2018). A maioria das variantes comuns ja descritas,
como nos genes NOD2, TLR1, VDR, TNFa, PARK2 e HLA, estéo localizadas em regides ndo
codificadoras ou em regiGes génicas reguladoras (regido promotora, regioes 5’ ou 3’ ndo
traduzida - UTR).

A analise do exoma é totalmente informativa para entender a variacdo dentro da
sequéncia codificadora de proteina dos genes. Este tipo de estudo tem sido usado para
identificar variantes raras ou de baixa frequéncia, associadas a doencas complexas, como a
hanseniase. Variantes comuns parecem exercer um impacto menor no risco de adoecimento,
mas elas sdo importantes, pois podem estar em desequilibrio de ligacdo (DL) com outras
variantes raras, que possuem um forte impacto no risco de doenca e o conjunto desse efeito €
relevante (LIU et al., 2017).

De acordo com alguns pesquisadores, as variantes de baixa e rara frequéncia
localizadas em regides codificadoras ndo foram investigadas de forma mais ampla, apesar

destas estarem, provavelmente, envolvidas na maioria dos casos de doencas infecciosas e
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inflamatérias (BODMER & BONILLA, 2008; FEARNHEAD et al., 2005; FRAZER et al.,
2009, LIU et al., 2017).

Dessa forma, estudos recentes de associacdo gendmica (GWAS) tém mostrado dados
relevantes de genes localizados em regides exdnicas, que possivelmente podem estar
associados ao risco de adoecimento (WANG et al., 2015; FAVA et al., 2016, LIU et al., 2017,
WANG et al., 2018).

As variantes localizadas no TYK2 [gene responsavel por promungar sinais de citocina
por fosforilacdo das subunidades do receptor], LRRK2, [gene que codifica proteinas
associadas a doenca de Parkinson e possui atividade reguladora de autofagia] e IL23R [ gene
que codifica a proteina necessaria para sinalizagdo da subunidade do receptor 1L23 (IL23A)]
foram relatados como associados a suscetibilidade & hanseniase ou ao desenvolvimento de
uma forma clinica particular da doenca, mas poucas dessas associa¢bes foram replicadas (
GILKS et al., 2005; FLOSS et al., 2015; LIU et al., 2017)

Estes dados sdo bastante promissores e precisam ser replicados e investigados em
diferentes populacdes. Além disso, ainda hd necessidade da criacdo de um painel de
marcadores genéticos, do hospedeiro, que auxilie no diagnostico precoce e prognostico da

gravidade da doenga.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Consideracgdes gerais

2.1.1 A Hanseniase

A hanseniase é uma doenga dermatoneurolégica humana crénica, de evolucéo lenta
resultante da infeccdo pelo Mycobacterium leprae (M. leprae), manifestando-se através de
sinais e sintomas que afetam a pele, os olhos, a mucosa do trato respiratorio superior e
acomete o sistema nervoso periférico (BRASIL, 2002; EIDT, 2004; PREVEDELLO &
MIRA, 2007) em alguns casos, podendo surgir perda de sensibilidade, atrofia dos musculos
com deformidades caracteristicas e incapacidade fisicas irreversiveis ao paciente (BRASIL,
2002; BRASIL, 2010, TALHARI et al., 2014).

A transmissdo do patdgeno ocorre através do contato intimo e prolongado com o
doente, por meio das vias aéreas superiores através de secrecdes orais e nasais, de individuos
infectados nédo tratados (NOORDEEN, 1994; BRASIL, 2008; TALHARI et al., 2014). O
individuo infectado pode apresentar a doenca de forma localizada ou disseminada (ALTER et
al., 2011) dependendo da sua resposta imune. (WHO, 1982; TALHARI & NEVES, 1997,
BRASIL, 2010; TALHARI et al., 2014). A hanseniase pode ser caracterizada de diferentes
maneiras, de acordo com os parametros imunopatoldgicos e baciloscopico (BRASIL, 2010).
Com o passar dos anos, as classificacbes para caracterizar o grau da doenga foram
aprimorados para um melhor tratamento. Dessa forma, tém-se as classificacfes de Madri, de
1953, a de Ridley e Jopling (RIDLEY E JOPLING, 1996) e a classificacdo operacional
adotada pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) (BRASIL, 2016).

O M. leprae possui uma baixa patogenicidade, fato que pode observado quando mais
de 90% dos individuos expostos ao bacilo ndo desenvolvem a doenga, por apresentarem uma
imunidade protetora contra a infeccdo (MORAES et al., 2006). Muitos individuos portadores
do M.leprae ndo apresentam qualquer sintoma, ja outros, manifestam as diferentes formas
clinicas (SANTANA et al., 2009). Ainda que a sobrevivéncia do parasita no hospedeiro esteja
relacionada principalmente a fatores genéticos do proprio hospedeiro, ndo é possivel
diagnosticar precocemente a hanseniase e ndo existem marcadores preditivos que distinguem
0s estagios de exposicdo, infeccdo e doenca ativa, devido ao longo tempo de evolucao
(SANTANA et al., 2009).

O perfil clinico e patologico da doenca e a heterogeneidade epidemioldgica,

geogréfica e étnica podem ser explicados pelas diferencas genéticas na resisténcia do
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hospedeiro (SCHURR et al., 2006). Estudos com os polimorfismos de base Unica, os SNPs,
foram realizados na busca de associagdo com diferentes doengas e mostraram que eles podem
provocar diferencas na expressao de proteinas, causando mudangas estruturais e funcionais
(SUH & VG, 2005). Além disso, os estudos de associagdo apontam o envolvimento de
variantes genéticas no controle da resposta imune (MIRA et al., 2003; GOULART, 2009) e
andlises de segregacdo, em diferentes populagGes, mostram modelos consistentes de genes
controlando a susceptibilidade a doenca. Desta forma, os dados de estudos genéticos sdo
bastante promissores e precisam ser replicados e investigados em diferentes populagdes para
que possam ser confirmados (MIRA et al., 2018; FONSECA et al., 2017).

2.2 Mycobaterium leprae

Além de ser a primeira bactéria patogénica humana a ser identificada, o genoma do M.
leprae foi um dos primeiros a ser sequenciado de forma completa. A sequéncia completa do
genoma do M. leprae revelou evidéncias de reducdo e rearranjos gendmicos extensos,
tornando o M. leprae um parasita intracelular obrigatorio altamente especializado. Apesar de
seu genoma ter sofrido reducédo evolutiva, quando comparado ao Mycobaterium tuberculosis,
ele apresenta 3.268.203 pares de bases (pb), com 1.614 genes codificadores de proteinas e
1.116 pseudogenes (Figura 2) (COLI et al., 2001; MONOT et al., 2010; SINGH &COLI,
2011). Analises moleculares do DNA recuperado, de corpos preservados, nos séculos 12 e 13,
de paises endémicos da Europa, demonstraram que a variabilidade genética e a arquitetura
gendmica do M. leprae ndo sofreram mudancgas significativas nos ultimos 1000 anos
(MONOT et al., 2010; SINGH &COLI, 2011; SCHUENEMANN et al., 2013).

Pertencente a ordem Actinomycetales e familia Mycobacteriaceae 0 género
Mycobacterium afigura-se como bastonete reto ou ligeiramente encurvado, de 1,5 a 8 um de
cumprimento por 0,2 a 0,5 um de largura. Ele € um patdgeno intracelular obrigatério que tem
preferéncia por células de Schwann e macréfagos (RIDLEY & JOPLING, 1966; MACIEIRA,
2000; TALHARI et al., 2014). O bacilo se reproduz por divisdo binaria simples, em média a
cada 11 a 16 dias. As caracteristicas imunoldgicas dos doentes estdo associadas ao tempo de
incubacdo, em média de 2-5 anos para os paucibacilares e de 5 a 10 anos para 0sS

multibacilares.
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Figura 2. Genoma do Mycobacterium leprae. Fonte: Adaptado de SINGH; COLE, 2011.

Sendo um parasita intracelular obrigatério, possui afinidade pelas células cutaneas e
células dos nervos periféricos, pois sua temperatura 6tima de crescimento é abaixo de 37° C,
por esse motivo o bacilo apresenta preferéncia por essas regides periféricas do corpo. O
Micobacterium leprae tem uma baixa patogenicidade e alta infectividade, ou seja, nem todos
os individuos que sdo expostos desenvolvem a doenca, por apresentarem uma imunidade
protetora contra a infeccdo (BRASIL, 2002; MORAES et al., 2006; ROSA et al, 2013;
TALHARI et al., 2014; COLE et al, 2001)

A transmissdo da doenca ocorre principalmente, pelo convivio com doentes de formas
multibacilares sem tratamento. O contato com doentes paucibacilares pode aumentar em até
2-3 vezes e com multibacilares em até 5-10 vezes o risco de adoecer. O bacilo ja foi
encontrado em tatus, chimpanzés e macacos e ha casos que evidenciam a relacdo entre esses
animais e infeccdo em humanos (BRASIL, 2002; OMS, 2012; TALHARI, 2015).

2.3 Caracteristicas e formas clinicas

Os individuos expostos ao Micobacterium leprae podem desenvolver formas distintas
da doenga que estdo intimamente relacionados ao tipo de resposta imune apresentada por cada

paciente, sendo as formas localizadas, associadas a uma resposta imune mais forte, mediada
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por celulas do tipo Thl e as formas sistémicas, associadas com a resposta,
predominantemente, humoral, do tipo Th2.

A classificacdo sugerida por Ridley e Jopling (1966) € a mais utilizada em pesquisas e
leva em consideracdo a imunidade dentro da visdo de resisténcia do hospedeiro. Cinco grupos
abrangendo todo o espectro da doenga foram estreitamente definidos: tubercul6ide (TT),
tuberculoide boderline (BT), boderline-boderline (BB) e boderline-virchowiana (BV) e a
forma virchowiana (VV) (SOUZA, 1997; ARAUJO, 2005) (Figura 3). No pélo tuberculoide
da doenca, os pacientes possuem um alto grau de imunidade celular, com um indice
baciloscdpico baixo. No pdlo virchowiano, a imunidade celular é praticamente ausente e
apresenta um elevado nimero de bacilos (RIDLEY & JOPLING, 1996; SCOLLARD et al,
2006; PINHEIRO et al, 2011).

Mais recentemente, um sistema criado pela OMS para definicdo de tratamento,
classificou os pacientes em dois grupos, de acordo com a amplitude da infeccdo e a carga
bacilar. Assim, do ponto de vista operacional, para fins de tratamento, 0s pacientes séo
classificados em multibacilares (MB), quando a baciloscopia é positiva e apresentam mais de
cinco lesdes e paucibacilares (PB), quando a baciloscopia é negativa e com até cinco lesdes.
Ao comparar os dois sistemas, 0s pacientes classificados como PB sdo geralmente
equivalentes ao TT/BT, enquanto que os pacientes classificados com MB se aproximam do
espectro BB/BV/VV, do sistema de Ridley & Jopling (BRASIL, 2002; MIRA, 2006;
TALHARI et al., 2014). Pacientes PB seguem o tratamento com rifampicina e dapsona, por 6
meses, enquanto que os pacientes MB seguem o tratamento com rifampicina, dapsona e
clofazimina, de 12 a 24 meses (OMS, 2017).

A caracteristica da hanseniase é a presenca de uma ou mais lesdes cutaneas,
hipopigmentadas ou eritomatosas, com bordas bem definidas. Os pacientes com TT e BT
apresentam o desenvolvimento de poucas lesdes de pele, sem bacilos detectaveis e com
alteracdo neural perto da leséo. Pacientes BB apresentam lesdes intermediarias em ndmero e
tamanho, entre as formas TT e VV. As formas BV e VV sédo caracterizadas por numerosas
pequenas lesdes de pele e danos nervosos generalizados (MIRA, 2006; TALHARI et al
2014).
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Figura 3. Representacdo da variagdo da resposta imunoldgica de acordo com Ridley & Jopling e a Organizacdo
Mundial de Sadde. Thl - células T helper 1; Th2 - células T helper 2; VV - virchowiano; BV - boderline-
virchowiano; BB - boderline-boderline; BT - boderline-tuberculdide; TT — tubercul6ide. Fonte: Adaptado
Talhari et al, 2014.

2.4 Imunidade Humana contra Micobactérias

E dificil distinguir entre exposigdo e infecgdo por micobactérias diferentes do Bacilo
Calmette — Guerin (BCG - que é inoculado), porque a exposicao individual do hospedeiro néo
pode ainda ser determinada. Geralmente, a exposicdo a maioria das micobactérias resulta
apenas na infeccdo, podendo a imunidade inata ser suficiente para controlar a infeccdo e
respostas de memoria. Consequentemente, a essa resposta imunoldgica, apenas uma pequena
porcentagem dos individuos infectados desenvolve doenga clinica. 1sso pode ser observado
quando o M. leprae causa doenca clinica em menos de 10% dos individuos infectados
(JACOBSON et al., 1999; CASADEVALL et al., 2000).

Portanto, a vulnerabilidade do hospedeiro & micobactérias é a excec¢do e ndo a regra
em humanos. Uma combinacdo de fatores ambientais, microbianos e fatores genéticos e ndo
genéticos do hospedeiro determinam o resultado da exposicdo e infeccdo. Quaisquer que
sejam as contribuigdes relativas desses fatores, a ocorréncia de doengas clinicas implica que a

defesa do hospedeiro as micobactérias falhou.
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Figura 4. Mecanismos de interacdo entre humanos e micobactérias. Fonte: Adaptado CASANOVA et al., 2002.

Interacbes complexas entre bactérias patogénicas e o hospedeiro sdo eventos centrais
para uma infecgdo. Dessa forma, a existéncia ou ndo de uma infecgéo estabelecida depende da
imunidade inata, isoladamente ou em conjunto com a imunidade adaptativa fornecendo o0s
fenotipos imunoldgicos e clinicos. O processo de interacdo do patdgeno com o hospedeiro
estd intimamente sendo controlado por fatores do hospedeiro e do meio ambiente
(CASANOVA et al., 2002).

Os fatores conhecidos por contribuir para o desenvolvimento de infecgdo pelo M.
leprae sdo fatores ndo genéticos, tais como imunidade (por exemplo, vacinacdo com BCG) e
fatores ambientais, como viruléncia microbiana (por exemplo, resisténcia a antibioticos) e
condigdes sociais (por pobreza) (Figura 4). Na hanseniase, a suscetibilidade a doenca esta,
provavelmente, ligada aos mecanismos precoces de interacdo entre o M. leprae e seus alvos
celulares, por preferéncia, macrofagos e células de Schwann, do sistema nervoso periférico.
Muitos estudos epidemiologicos indicaram que a composicdo genética do hospedeiro
desempenha um papel importante na variabilidade da resposta clinica a infecgdo pelo M.
leprae (CASANOVA et al., 2002; CARDOSO et al., 2011).

Devido ao importante papel da imunidade do hospedeiro nas diversas caracteristicas
clinicas da doenca, os principais genes relacionados a essa susceptibilidade sdo aqueles

envolvidos na producdo de citocinas e outras moléculas importantes na via imunoldgica. No
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entanto, diferentes estudos em populacgdes distintas, apresentam resultados discrepantes, isso
pode ser explicado pela existéncia de especificidades no perfil genético de cada populacéo,
relacionada a susceptibilidade ao M. leprae (ALCAIS et al.,, 2005; PREVEDELLO &
MIRA,2007; SOUZA & PERREIRA, 2007; MENDONCA et al., 2008; MISH et al., 2010;
SARDINHA et al., 2011).

2.5 Genética da hanseniase

Em muitas doencas infecciosas, incluindo a hanseniase, a susceptibilidade é mediada
por efeito aditivo de maltiplos genes, que podem modificar a resposta do individuo frente a
uma infeccdo, onde cada gene influencia um efeito aditivo sobre o fendtipo infeccioso.
(ALCAIS et al., 2009; MISH et al, 2010; SAUER et al., 2015). Evidencias clinicas e
epidemioldgicas sugerem que a susceptibilidade ou a resisténcia & hanseniase ¢ influenciada
por fatores genéticos do hospedeiro. Dessa forma, estudos observacionais indicam a presenca
de um componente genético na susceptibilidade a doenca. Esta relacdo foi observada em
estudos realizados em gémeos monozigoticos e entre os contatos domiciliares consanguineos,
0s quais tiveram um maior risco de desenvolver a doencga do que os dizigéticos e 0s contatos
ndo consanguineos, respectivamente, além de analises de segregacdo genética familiar, bem
como, nas diferentes taxas de imunizagdo conferidas pela vacina BCG entre diferentes
populacdes (ALTER et al., 2008; PACHECO & MORAES, 2009; ALTER et al., 2011).

Dessa maneira, esses resultados em conjunto indicam a existéncia de um forte
componente genético que controla a susceptibilidade a hanseniase. Além disso, estudos
fitogeograficos mostraram que a variabilidade genética do M. leprae é pequena, 0 que ndo
permite explicar o amplo espectro clinico desenvolvido na doenca (MONOT et al., 2005;
MONOT et al., 2009). No entanto, esses modelos de pesquisas observacionais, ndo fornecem
informacao exata sobre os fatores genéticos envolvidos, ou seja, a identidade e 0 nimero de
genes, assim como as variantes genéticas existentes que influenciam os fendtipos da
hanseniase (SAUER et al., 2015). Destes estudos, os de ligacdo e os de associacdo gendémica
total (GWAS) tém sido conduzidos em busca de genes candidatos. Como resultado varias
regibes de genes cromossdmicos foram descritos, como a HLA, TNF, IFNG, IL10, IL23R,
LRRK2, NOD2, TLR. Estudos de ligagdo procuram evidéncias de segregacdo de um marcador
e um trago de doencas dentro das familias. Em contraste, estudos de associac¢do avaliam se a
frequéncia de uma determinada variante genética difere entre individuos com a doenga em
comparagdo com controles ndo doentes (MISH et al., 2010; SAUER et al., 2015)
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Os polimorfismos estdo relacionados a resposta imunoldgica a infeccdes, sendo
implicados & hanseniase. Esses genes podem exercer um papel fundamental na influéncia
sobre a susceptibilidade a doenca, no desenvolvimento da doenca independente da forma
clinica e na determinacdo de suas diferentes manifestacfes fenotipicas (MENDONCA et al.,
2008; CARDOQOSO et al., 2011).

2.6 Marcadores Moleculares

Estudos de associacdo pan-gendmicos ou estudos de associacdo gendmica (GWAS,
Genome-wide association studies), do tipo caso-controle, tém identificado SNPs em diversos
genes 0s quais estdo associados ao risco ou a protecdo a hanseniase, em diferentes
populacdes (MIRA et al., 2003; MIRA et al., 2004; ZHANG et al., 2009; CARDOSO et al.,
2010; CHOPRA et al., 2013; MARQUES et al., 2013). Esses estudos sdo importantes e
sugerem diferentes alvos (locus génicos) relevantes que podem explicar a susceptibilidade de
determinados individuos a doenca (PREVEDELLO & MIRA, 2007; PACHECO &
MORAES, 2009; ALTER et al., 2011; CARDOSO et al., 2011; LASTORIA et al., 2014;
SALES-MARQUES et al., 2017).

As investigacOes genéticas para mapeamento de loci associados com doencas
geralmente sdo realizadas por meio de estudos de ligacdo ou de associagcdo. Os estudos de
ligacdo séo realizados com o intuito de rastrear regides cromossomicas ligadas a doencas,
ampliando para um mapeamento de possiveis marcadores genéticos (SOUZA & PEREIRA,
2007). Um GWAS ¢ considerado como um estudo de caso-controle e visa identificar a
influéncia genética sobre as doencas, examinando amostras completas do genoma, de um
vasto ndmero de individuos de determinada regido geogréafica, por meio de
SNPs(PEARSON & MANOLIO, 2008; ELBERS et al., 2009; VISSCHER et al., 2012).

Os SNPs ou polimorfismo de nucleotideo Gnico sdo variagcBes pontuais, apresentam
uma frequéncia superior a 1% na populagdo e estdo ao longo do genoma, tanto em regides
ndo codificantes, como em regibes codificantes e em regides reguladoras. A presenca dessas
variantes pode modificar sitios de splicing, resultar na alteracéo da afinidade de ligacéo entre
as regides promotoras e fatores de transcricdo e provocar a troca de aminodcido, levando a

variagOes na estrutura e funcdo de uma importante proteina.

Os SNPs localizados em genes envolvidos nas vias de resposta imune inata e na

resposta imune adaptativa mostraram-se fortemente associados a hanseniase per se
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(independente da forma clinica) (ZHANG et al., 2009; CARDOSO et al., 2010; CHOPRA et
al., 2013; MARQUES et al., 2013). Analises de associacdo nos genes NOD2, TLR1, VDR e
HLA, ja identificaram 21 variantes de risco comuns (SNPs) e mostraram o envolvimento das
respostas imune inata e adaptativa a susceptibilidade a hanseniase ( ZHANG et al., 2009;
CHU et al., 2009; MISCH et al., 2010; ZHANG et al., 2011; LIU et al., 2012; LIU et al.,
2013; LIU et al., 2015; WANG et al., 2016).

A maioria destas variantes comuns, descritas nos genes acima, estdo localizadas em
regides ndo codificadoras ou em regides reguladoras génicas (regido promotora, regides 3’
ou 5’ ndo traduzida - UTR). Dessa forma, as variantes de baixa e rara frequéncia, inclusive
as localizadas em regides exonicas, ndo foram investigadas de forma mais ampla, apesar
destas estarem provavelmente, envolvidas na maioria dos casos de doencas infecciosas e
inflamat6rias (BODMER & BONILLA, 2008; FEARNHEAD et al., 2005; FRAZER et al.,
2009).

Recentemente, por meio do sequenciamento de Ultima geracdo, variantes raras e de
baixa frequéncia, em regibes codificadoras, mostraram-se associadas a hanseniase, em sete
genes (NCKIPSD, CARDSY, IL23R, FLG, TYK2, SLC29A3 e EIL27), na populacdo chinesa
(LIU et al., 2017). Neste estudo, constituido por 7.048 pacientes com hanseniase e 14.398
individuos saudaveis, mostrou que os genes TYK2 e IL23R, tiveram uma razdo de chance
(OR — oddsratio) significativa, de: OR= 1.30, p-valor= 1.04 x 10 ¢ OR= 1.36, p-valor=
1.03 x 107'°, respectivamente (LIU et al., 2017), indicando aumento de risco ao
desenvolvimento da hanseniase.

Em um estudo de GWAS, realizado por Wang e colaboradores (2014), foram
identificadas variantes do gene LRRK2 associadas com a hanseniase, na populagdo chinesa.
Este estudo foi constituido por 527 pacientes e 1.078 controles saudaveis. Foram
genotipados 13 SNPs, onde apenas cinco mostraram-se associados a doenca (rs1427267,
rs3761863, rs1873613, rs732374 e rs7298930) (ZHANG et al., 2009; WANG et al., 2014).
Em outro estudo, a variante missense LRRK2 rs3761863 foi associada ao risco de
desenvolvimento da hanseniase e também foi associada com a doenca de Crohn, sugerindo
um mecanismo inflamatorio comum a essas duas enfermidades (FAVA et al., 2016).

Estes dados sdo bastante promissores e precisam ser replicados e investigados em
diferentes populacGes. Além disso, ainda hd necessidade da criagdo de um painel de
marcadores genéticos, do hospedeiro, que auxilie no diagndstico precoce e prognostico da
gravidade da doenca. E importante ressaltar, que os estudos de associagdo genética

geralmente usam variantes comuns, de alta frequéncia e que estao localizadas em introns ou
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em regides reguladoras e portanto, ndo codificadoras. A descoberta de variantes raras e de
baixa frequéncia, em regides codificadoras precisa ser melhor estudado e replicado em
diferentes populacdes, para melhor entender o papel genético da hanseniase.

Desta forma, temos como fatores genéticos de risco a doenca, variantes de
nucleotideo simples (SNVs), as quais podem ser classificadas como, raras (mutacgdes), de
baixa frequéncia (menor que 1%), ou, comum (0s SNPs), com frequéncia maior que 1% e
comum na populacdo geral. Sabe-se que as variantes comuns estdo em desequilibrio de
ligacdo (LD) com as variantes raras e o efeito delas juntas, influenciam no desfecho da

doenca.

2.7 Genes

Os estudos relacionados a genética da hanseniase mostram genes que aumentam o
risco de desenvolvimento a doenca e que estdo associados a outras patologias, como doenca
de Crohn, Lupus eritomatoso e Parkinson (CARDOSO et al., 2011). Dentre estes, merecem
destagues o0s genes TYK2, IL23R e LRRK2, os quais tiveram variantes em regides
codificadoras, associadas ao risco aumentado de desenvolvimento da hanseniase, na

populagédo Chinesa.

2.7.1 1L23R

O gene IL23R (OMIM 607562, interleukin 23 receptor, receptor de interleucina 23)
esta localizado no cromossomo 1p31.3, possui 11 éxon e a proteina codificada por 629
aminoacidos é uma subunidade do receptor para proteina IL23. Esta proteina encontra-se
incorporada na membrana externa de varias células do sistema imune, como células T, células
natural killer (NK), mondcitos e celulas dendriticas, responsaveis pela identificacdo e defesa
do organismo contra infeccdes (DUERR et al.,, 2006; VERMEIRE et al., 2010). Esta
envolvido no controle do desenvolvimento da diferenciacdo e proliferacdo do Th17 (T helper
17), que media a resposta imunoldgica contra fungos e bactérias e estimulam a expansao de
células T auxiliares (CD4 + 17), fazendo a inducéo de producdo de citocinas do tipo Th17 por
celulas inatas (SARRA et al., 2010; FLOSS et al., 2015).

A IL23R faz parte do complexo da IL23, sendo um receptor de citocina que
desencadeia sinais dentro da célula promovendo a inflamacdo e auxiliando na coordenagédo da

resposta do sistema imunoldgico aos patdgenos invasores. A proteina IL23 é semelhante a
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citocina IL-12 estruturalmente, onde compartilham a subunidade p40 e se diferenciam pelas
subunidades de citocinas 1L23p19 e I1L12p35 respectivamente. O complexo receptor da 1L23 é
composto por IL12Rb1 e IL23R. Essa cadeia (IL23R) € a principal cadeia de sinalizacdo do
seu receptor como mostrado na Figura 5 (DUERR et al., 2006; SARRA et al., 2010; FLOSS
etal., 2015).

IL-23

&

IL-23R/L-12RBA

Figura 5. llustragdo esquematica do complexo receptor da citocinas 1L23. Fonte: Floss et al., 2015.

Apbs a identificacdo da associacdo de marcadores genéticos no gene IL23R com o
desenvolvimento da doenca inflamatéria intestinal (DIl) (DUER et al., 2006; BROWN et al.,
2007), outros estudos mostraram relacdo deste gene com a doenca de Crohn (DC) e a colite
ulcerativa (UC), que sdo os dois tipos mais comuns de doenca inflamatoria intestinal, além da
psoriase e hanseniase (CAPON et al., 2007; FISHER et al., 2008; SMITH et al., 2008; LIU et
al., 2017). Em estudos de associacdo com colite ulcerativa, foi demonstrado que a IL23 é a
principal responsavel pela inflamagéo intestinal (MORRISON et al., 2011; KIM et al., 2011).
Além disso, estudos de ampla associacdo gendmica com pacientes com doenca inflamatéria
intestinal (DII) e controles saudaveis, identificaram varios SNPs no gene IL23R associados a
suscetibilidade ou resisténcia & doenca inflamatéria intestinal (DUBINSKI et al., 2007;
DUERR et al., 2011).

Estudos de ampla associagcdo genémica (GWAS) séo ferramentas importantes para
descobrir variantes genéticas relacionadas a doencgas. Recentemente, o0s GWAS sugeriram um
papel no controle da suscetibilidade a hanseniase do receptor pré-inflamatério 1L23R, que
regula a resposta imune adaptativa. Dessa forma, estudos de associa¢do gendmica de variantes
de nucleotideo simples (SNVSs), realizados nas populagdes chinesa e japonesa, associaram
SNVs do IL23R (rs76418789, rs11209026, rs7530511, rs11805303) como fatores geneticos

que podem contribuir para o desfecho de doencas inflamatorias e auto imune (YU et al, 2012;
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YU et al; 2014, ONODERA et al; 2015). Esses estudos de associacdo gendmica, mostraram
que a via da proteina IL23R desempenha um papel crucial em doencas inflamatdrias crénicas,
como doenca de Crohn (DC), colite ulcerativa, psoriase e diabetes tipo I, e que, diversas
variantes (G149R, V3621 e R381Q) foram encontradas no gene IL23R com uma potencial
associacdo a protecdo contra o desenvolvimento de doenca de Crohn e colite ulcerativa
(SIVANESAN et al., 2016).

Dessa forma, variantes no gene IL23R tém sido associadas a patologias distintas,
como a doenca de Crohn (DC), Espondilite anquilosante, Colite ulcerativa (UC) e a
Hanseniase. Uma dessas variantes (rs11209026) parece reduzir a chance de desenvolver
Espondilite anquilosante. Essa variante genética altera um bloco de uma Unica proteina no
receptor da 1L23, fazendo uma substituicdo do aminoacido arginina pelo aminoacido
glutamina (R381Q). E interessante ressaltar que a mesma variante associada a protecdo para
esse disturbio, também foi associada a protecdo para a doenga de Crohn e Psoriase (YU et al,
2012; YU et al.,, 2014; ONODERA et al; 2015; ABDOLLAHI et al., 2016). Zhang e
colaboradores realizaram um estudo na populacdo chinesa onde encontraram que a variante
rs3762318 esta associada a protecdo a hanseniase, com uma razdo de chance (OR — odds
ratio) de 0.69 e p-valor = 3.37 x 10! (ZHANG et al., 2011).

Em um estudo realizado em individuos japoneses, foi encontrada uma variante
exonicas (G149R), de baixa frequéncia (rs76418789), no gene IL23R, com uma significava
associacio a protecdo (OR= 0.21 e p-valor = 7.3E®) a doenca de Crohn (ONODERA et al;
2015). Entretanto, em estudo recente de GWAs identificou trés variantes codificadoras de
proteina, de rara e baixa frequéncia, relacionada a hanseniase, como a rs76418789 (G149R),
no gene IL23R, associada ao risco a hanseniase (OR=1.36, p-valor 1.03 x107'°) (LIU et al.,
2017). Essa variante missense troca o aminoacido glicina por uma arginina, na posicdo 149 do
gene IL23R, gerando um forte efeito desestabilizador na estrutura da proteina. (Figura 6).
Apesar da grande variedade de estudos envolvendo doengas inflamatorias e infecciosas
relacionadas as variantes neste gene, existem poucos estudos que buscam associacdo a

hanseniase e que precisam ser replicados em grupos étnicos diferentes.
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Figura 6. Forma estrutural da proteina IL23R. Fonte: LIU et al., 2017.

2.7.2 TYK2

O gene da tirosina quinase 2, TYK2 (OMIM 176941, tyrosine kinase 2), o primeiro da
via janus quinase (JAK) a ser identificado, foi relacionado a susceptibilidade ao
desenvolvimento da hanseniase (LIU et al., 2017). Este gene localiza-se na regido
cromossémica 19p13.2, possui 4.262 pares de base, 29 éxons e a proteina codificada possuli
1.187 aminoacidos. A proteina TYK2 contém um dominio catalitico de proteina-tirosina
quinase C-terminal, com um local de ligacdo de ATP consensual (FIRMBACH KRAFT et al.,
1990; LIU et al., 2017). A TYK2 é uma tirosina ndo receptora da familia janus quinase
envolvida na sinalizacdo de mudltiplas citocinas, como a IL-6, IL-10, IL-12 e IL23. Essa
proteina associa-se ao domino citoplasmatico dos receptores de citocina e transmite sinais de
citocinas por fosforilacdo das subunidades do receptor (KREINS et al., 2015; LIU et al., 2017;
AL-SHAIKHLY et al., 2018).

Estudos bioquimicos e experimentos em camundongos verificaram o papel crucial
desse gene na imunidade, onde, os camundongos com deficiéncia de tirosina quinase 2,
apresentavam multiplos defeitos imunoldgicos e alta sensibilidade a infecgdes. No entanto, a
auséncia ou o truncamento desta proteina, resultou em um aumento da resisténcia a doencas
alérgicas, autoimunes e inflamatorias, como lGpus eritematoso sistémico (LES) e artrite
reumatdide. Nesse sentido, um estudo de GWAS publicado em 2015, demonstrou que trés
variantes exonicas no gene TYK2 foram associadas a protecdo a artrite reumatdide:
rs34536443 (OR = 0.66, p-valor = 2,3x10"%), rs35018800 (A928V, OR = 0.53, p-valor =
1,2x10°) e rs12720356 (1684S, OR = 0.86, p-valor = 4,6x107) (STROBL, et al., 2011;
DIOGO et al., 2015).
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Outros estudos de meta-analise demonstraram que variantes, como a rs2304256 e a
rs12720356, estdo associados a susceptibilidade a doencas reumaticas e outros associados ao
lUpus eritematoso sistémico (LES), em caucasianos e asiaticos (LEE & BAE, 2016; YIN et al,
2018). De acordo com um estudo realizado por Yin e colaboradores (2018) ha uma forte
associacdo entre o polimorfismo, rs2304256 do gene TYK2 ao desenvolvimento de LES, em
europeus (OR=1,43 e p-valor= 5,82 x 10°). No entanto, essa variante nio teve uma
associacdo significativa para risco de desenvolvimento do LES na populacgéo asiatica (LEE &
BAE, 2016; YIN et al, 2018).

Mutacbes nesse gene estdo sendo associadas a imunodeficiéncia priméria por
imunoglobulina sérica elevada E, a sindrome de hiper imunoglobulina E (HIES)
(MINEGISHI et al., 2006). Uma pesquisa realizada no Japdo por Minegishi e colaboradores
(2006), identificou um homem com imunodeficiéncia-35, com uma delecdo homozigota
GCTT, no nucleotideo 550, no gene TYK2, resultando em um frameshift (erro na matriz de
leitura do DNA) e término prematuro da proteina (mutacdo nonsense), no aminoacido 90. Eles
concluiram que esta mutacdo leva a imunodeficiéncia primaria, acompanhada de
susceptibilidade aumentada a infeccdo bacteriana (MINEGISHI et al., 2006). Além disso,
estudos mostram que pacientes com deficiéncia da proteina TYK2 desenvolveram infeccbes
micobacterianas e virais. Variantes genéticas neste gene podem estar associadas ao desfecho
de vérias doencas autoimunes e inflamatdrias, incluindo, psoriase, esclerose multipla, diabetes
tipo I, doenca de Crohn, colite ulcerativa, lUpus eritematoso sistémico e a alguns tipos de
cancer (WALLACE et al., 2009; CUNNINGHAME et al., 2011; STROBL, et al., 2011; LIU
etal., 2017).

Recentemente, um estudo do tipo GWASs (pan-gendmico) com variantes em regides
codificadoras, em sete genes distintos, identificou uma variante missense de baixa frequéncia,
(rs55882956) no gene TYK2, com troca de aminoacido (Arg703Trp), que mostrou estar
associada a susceptibilidade ao risco a hanseniase, na populacdo Chinesa (OR= 1.30, p
valor=1.04 x 10™) (LIU et al., 2017). Na Figura 7 é demonstrado o dominio quinase
(destacado em ciano, “verde agua”) e pseudoquinase (destacado em magenta, “roxo”). A

variante estudada (Arg703Trp) é mostrada em vermelho.
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TYK2 R703W

Figura 7. Forma estrutural da proteina TYK2. Fonte: LIU et al., 2017.

Devido a importancia gene TYK2 na via da cascata de sinalizacdo intracelular, na
fosforilacdo, na regulacdo e na transducéo de sinais celulares e da sua associacdo com doencas
autoimunes e inflamatdrias, incluindo a hanseniase, se faz necessario verificar a se esta

associagdo se mantém em outras amostras populacionais.

2.7.3 LRRK2

O gene LRRK2, repeticdo quinase rica em leucina 2, (OMIM 609007, leucine — rich
repeat kinase 2), localizado na regido cromossémica 12q12, € um membro da familia das
quinases ricas em leucina, possui 51 éxons que fornecem informacdes para a sintese de uma
grande proteina com 2.527 aminoacidos, a dardarina, que estd envolvida na resposta do
hospedeiro a patégenos (GARDET et al., 2010). Essa proteina encontra-se presente, em
grande parte, no citoplasma e na membrana externa da mitocondria de dominio multiplo e o
seu RNAm é expresso no cérebro, no coragdo, na placenta, no pulmao, no figado, no masculo
esquelético e no pancreas (MATA, et al., 2006; TRABZUNI et al., 2013).

A dardarina (LRRK2) é uma proteina que exerce um conjunto diversificado de
fungdes, mediando processos cataliticos através de seu dominio enzimatico, facilitando a
transducdo de sinal e interagindo com outras proteinas atraves de seus trés dominios
(repeticdo de anquilina (ANK), repeticdo rica em leucina (LRR) e dominio de repeticdo
WD40) (Figura 9). Esse gene é expresso em celulas imunes especificas e tem sido
bioquimicamente ligado as vias interligadas que regulam a inflamagé&o e a funcdo de autofagia
e lisossomal. (GILKS et al, 2005; SANCHEZ et al., 2006).
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Figura 8. Esquema dos dominios da proteina LRRK2. Fonte: LEWIS, 2012.

Variantes neste gene ja foram associados a doenca de Parkinson familiar, aumento do
risco de doenca de Parkinson esporadica, aumento do risco de doenca inflamatoria intestinal,
doenca de Crohn, cancer e ao aumento da susceptibilidade a hanseniase em populacdes
chinesas (WEST et al., 2005; GREENMAN et al., 2007; ZHANG et al., 2009FAVA et al.,
2015). Estudos de associacdo gendmica realizados recentemente, em sua maioria, na
populacdo chinesa, forneceram dados relevantes de variantes no gene LRRK2 associados a
hanseniase (rs1427267, rs3761863, rs1873613, rs732374 e rs7298930) (TRABZUNI et al.,
2013; WANG et al, 2014; FAVA et al, 2015).

Considerando que a composicdo étnica e as frequéncias alélicas da populagdo
amazonense diferem das demais regides geograficas do pais e a escassez de dados em relacédo
a variabilidade genética dos genes envolvidos na resposta imune, neste modelo de doenca,
este estudo teve como principal meta investigar uma relacdo entre as variantes genéticas dos
genes IL23R, TYK2 e LRRK2 e a hanseniase. Além disso, ainda ha necessidade de se fazer um
painel de marcadores genéticos, do hospedeiro, para que possa auxiliar no diagnéstico
precoce e progndstico da gravidade da doenca. E importante ressaltar, que os estudos de
associacao genética geralmente usam variantes comuns, de alta frequéncia e que estdo
localizadas em introns ou em regides reguladoras. As variantes raras e de baixa frequéncia
localizadas nas regides codificadoras precisam ser melhores estudadas, em estudos de

replicacdo, em diferentes populagdes, para melhor entender o papel genético da hanseniase.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar variantes nos genes IL23R (rs76418789), TYK2 (rs55882956), LRRK2 (rs7298930
e rs3761863), associadas ao desenvolvimento da hanseniase, em uma ampla amostra de

pacientes e controles saudaveis, atendidos na Fundacdo Alfredo da Matta (FUAM).

3.2 Objetivos Especificos
- Estimar as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas das variantes selecionadas, na

populacdo da FUAM,;

- Analisar se estas variantes estdo associadas ao desfecho da hanseniase na populagdo da
FUAM.
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CAPITULO |

Associacdo de SNVs nos genes TYKZ2, IL23R e LRRK2 e a
hanseniase, em individuos atendidos na Fundacao Alfredo

da Matta (FUAM-AM)
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Associacdo de SNVs nos genes TYK2, IL23R e LRRK2 e a hanseniase, em individuos
atendidos na Fundacdo Alfredo da Matta (FUAM-AM)
Mendonga!, C.Y.R; Rodrigues, F.C!

!Laboratorio de Biologia Molecular, Fundagio Alfredo da Matta, Manaus, Brasil

Resumo

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica, causada pela bactéria Mycobacterium leprae
(M. leprae), que afeta a pele e o sistema nervoso periférico, transmitidas por meio das vias
aéreas superiores, atraves de secrecdes nasais e orais, pelo contato intimo e prolongado, de
individuos infectados ndo tratados. Apesar de ser uma doenca infecciosa, a influéncia
genética, tanto do hospedeiro quanto do patdgeno, podem exercer um importante papel no
desfecho clinico da doenga. Em nosso estudo investigamos variantes de nucleotideo Unico
(SNV), nos genes TYK2 e IL23R e LRRK2 que foram associados ao desfecho da hanseniase,
em outras populagfes. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi investigar se estas variantes
estdo associadas ao desenvolvimento da hanseniase em uma ampla amostra procedente da
Fundacdo Alfredo da Matta (FUAM), por meio de gPCR. As variantes do gene LRRK2
exibiram um fraco Desequilibrio de Ligacdo (DL) (r’>= 18%). Nossos resultados indicam que
as variantes rsb5882956 TYK2, rs76418789 IL23R, rs7298930 LRRK2 e rs3761863
LRRK2 ndo foram associadas a hanseniase em nossa populacdo, exibindo Odds Ratio (OR)
de: 4,06 (p=0,35); 0,86 (p=0,96); 1,42 (p=0,58) e 0,92 (p=0,56), respectivamente.

Palavras chave: Hanseniase, variantes genéticas, Amazonas.



33

INTRODUCAO

O Micobacterium leprae é o patdgeno causador da hanseniase, uma doenca infecciosa
crbnica que afeta pele e sistema nervoso periférico podendo causar deformidades irreversiveis
ao individuo. O diagnostico é efetivamente clinico, baseado no exame de pele e em exames
laboratoriais (SCOLLARD et al., 2006). Atualmente, a doenga permanece concentrada em
paises pobres, com 0 maior nimero de casos registrados da india. Embora o nimero de casos
registrados em todo o mundo tenha diminuido nas ultimas duas décadas, 0 nimero de novos
casos registrados a cada ano permaneceu quase igual (WHO, 2016).

A exposicdo ao M. leprae ndo é suficiente para desencadear e resultar em doenca
ativa, devido a isso, acredita-se que ha um conjunto de genes diferentes que modificam a
susceptibilidade do hospedeiro a hanseniase, em diferentes estagios. Variacdes em genes
implicados na resposta imune inata e adaptativa (TLR1/2, MRC1, VDR, PARK2, LRRK2,
LTA4H, NOD2, ADPT, IL10, TNF, HLA, IFNG), principalmente polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs), alteram a chance de risco de desenvolver a doenca ou a gravidade
da mesma. Dessa forma, a resposta imunoldgica do hospedeiro e os fatores genéticos
mostraram influenciar na susceptibilidade e nas formas clinica da doenca (DE MESSIAS et
al., 2007; MONOT et al., 2009; ZHANG et al, 2009; ALTER et al., 2011; CARDQOSO et al.,
2011; SAUER et al., 2015). Alguns destes genes estdo envolvidos ndo sé com a hanseniase,
mas com doencas autoimunes, como Crohn, artrite reumatoide, psoriase ou doencas
neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer. (ZHANG et al., 2009; ALTER et al., 2011;
CARDOSO et al., 2011; HONG et al., 2012; MANRY et al., 2013; LASTORIA &
MORGADO, 2014; LIU et al., 2017).

Variantes em diferentes genes, como no TYK2, LRRK2 e IL23R foram relatadas como
associados a suscetibilidade a hanseniase na populacdo asiatica, entretanto, precisam ser
replicadas em outros grupos étnicos para confirmar tal associacdo (SHILDS et al., 1987,
TOOD et al., 1990; PRIYA et al., 2013, MIRA et al., 2018, LIU et al., 2017). Dessa forma,
este trabalho teve o objetivo de estimar variantes nos genes IL23R (rs76418789), TYK2
(rs55882956), LRRK2 (rs7298930 e rs3761863), associadas ao desenvolvimento da
hanseniase, na populacdo amazonense, atendida na Fundacéo Alfredo da Matta (FUAM).
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MATERIAIS E METODOS

Este foi um estudo transversal, de associacdo do tipo caso-controle, no qual foram
calculadas as frequéncias alélicas e genotipicas, bem como a OR (odds ratio) das variantes
genéticas dos genes IL23R (rs76418789), TYK2 (rs55882956) e LRRK2 (rs7298930
ers3761863).

Aspectos Eticos
Este projeto foi aprovado em 13/03/2014 pelo CEP/FUAM com o Parecer 555.620.

Coleta das amostras

Foram coletadas 1.379 amostras de individuos atendidos na Fundacdo Alfredo da
Matta (FUAM), que foram separados em dois grupos: caso e controle. O grupo caso foi
formado por 412 pacientes confirmados com hanseniase e o grupo controle foi composto por
967 individuos saudaveis, sem hanseniase ou outra doenca dermatolégica, constituido de
voluntarios que buscavam apenas o atestado de salde para atividades em empresa ou a
liberacdo para préatica esportiva na piscina, no periodo de 2016 a 2018. Ambos 0s grupos,
passaram por um rigoroso exame clinico de pele, por especialistas na area dermatolégica,
tinham acima de 18 anos de idade e eram naturais do Amazonas. O Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) foi aplicado aos participantes do estudo e apds a explicacéo
acerca dos objetivos da pesquisa e da assinatura do mesmo, uma amostra do material

bioldgico foi coletada.

Extracdo de DNA genémico

A coleta sangue consistiu na retirada de 5 mL de sangue periférico, armazenados em
tubos apropriados vacutainer, contendo anticoagulante EDTA. O DNA foi extraido do sangue
utilizando o DNAeasy Blood & Tissue (Qiagen) seguindo o protocolo do fabricante. Este kit
permite que as amostras sofram lise celular, com o auxilio da proteinase k. Os contaminantes
remanescentes e os inibidores enzimaticos sdo removidos em duas etapas de lavagem e
centrifugacdo e o DNA ¢ entdo purificado e eluido em tampéo especifico. Apos a extracdo do
DNA, as aliquotas foram armazenadas em microtubos de 1,5 ml, sendo uma amostra mantida
a 4°C e a outra, a -20°C.
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Genotipagem dos SNVs por qPCR

Os SNVs selecionados foram genotipados atraves da técnica de discriminacao
alélica, por gPCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real), via sistema de
ensaios AssayBy Design TagMan MGB (Life Technologies), descritos na Tabela 1. Essa
técnica quantifica os fragmentos de DNA em tempo real, durante a fase exponencial da

reacao, fazendo simultaneamente, a amplificacdo e a deteccdo do fragmento de interesse.

Tabela 1. Variantes investigadas em pacientes e controles.

SNV Chr Gene Alelos Funcéo TagMan® SNP
Genotyping Assays

rs55882956 19 TYK2 AIG Missense (R703W) C 89470466 10
1 IL23R AIG Mi G149R
rs76418789 issense ( ) ¢ 104780482 10
rs3761863 12 LRRK2 CIT Missense (T2397M)
C_3215842_10
rs7208030 12 LRRKZ O AC Intron

C_2069047_10

A amplificacdo por gPCR é realizada em trés etapas: linha basal, fase log e fase
platd. A linha basal é quando nédo é possivel verificar a detec¢cdo da fluorescéncia, devido a
deficiéncia de produtos amplificados, ocorre no inicio da reacdo de qPCR. A fase log é
quando se da a amplificacdo maxima dos produtos, de forma exponencial, dobrando a cada
novo ciclo. Nesta fase da amplificacdo € possivel determinar um valor de intensidade da
fluorescéncia, no qual todas as amostras podem ser comparadas. Esse valor é denominado
threshold e é calculado em funcdo da quantidade de fluorescéncia basal. Finalizando, a
fase platd é quando cessa a amplificacdo da regido de interesse. Para a validacdo da
amplificacdo, € necessario comparar os valores emitidos pelo Ct (cycle threshold), que
representa o nimero de ciclos que a amostra leva para atingir a emissao de fluorescéncia

ideal (threshold), sendo esta, posicionada na fase exponencial da reacdo (Figura 1).
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Figura 1: Exemplo da curva de amplificacdo por g°PCR mostrando o Ct (cyclethreshold) e o
Threshold. Neste exemplo, a fluorescéncia atingiu o Ct 23.

Na técnica de discriminacdo alélica, a obtencdo dos genotipos é fornecida através
da intensidade de fluorescéncia, gerada por sondas marcadas com fluoréforos especificos
para cada alelo (Figura 2), por meio do sistema de ensaios (assays, sondas TagMan MGB)
(Life Technologies). Cada ensaio contém um par de primers e um par de sondas TagMan
MGB (Life Technologies) marcadas com fluorescéncia, VIC (verde) e FAM (azul), para a
regido que se quer amplificar e cada alelo € marcado com uma fluorescéncia especifica. A
sonda é marcada duplamente, em uma extremidade com um fluoréforo repérter (reporter)

e em outra extremidade com o fluoréforo quencher (silenciador).
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Figura 2: Genotipo fornecido pela discriminagdo alélica por meio da intensidade das fluorescéncias
VIC (verde) e FAM (azul), por qPCR, mostrando os trés possiveis gendtipos. A: homozigoto
selvagem; B: heterozigoto; C: homozigoto polimérfico.

As reacdes de amplificacdo tiveram um volume final de 5uL, contendo: 2,5uL de
Master Mix TagMan Genotyping (Life Technologies), 0,125uL de Assay TagMan MGB
(Life Technologies), 1,375uL de agua e 1uL de DNA (~ 50 ng). As reagdes foram
processadas no equipamento StepOne Plus (Life Technologies), utilizando as condigdes de
ciclagem padrédo, fornecidas pelo software SDS v2.0.6 (Life Technologies). Os dados

gerados foram conferidos nas ferramentas de analises Multicomponent Plot e Amplification
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Plot, no proprio software SDS e os resultados foram exportados para uma planilha de Excel
(Microsoft) para serem analisados.

Entretanto, somente para a amplificacdo do SNV LRRK2 rs3761863, foi realizado
para um volume final de 10uL, pois a discriminacéo alélica foi mais eficiente. Neste caso,
cada reacdo foi feita contendo: 5,0uL de Master Mix TagMan Genotyping (Life
Technologies), 0,25uL de Assay TagMan MGB (Life Technologies), 2,75uL de &gua e 2L
de DNA (~ 50 ng).

Andlises estatisticas

As andlises das frequéncias alélicas e genotipicas foram realizadas em casos e
controles e comparadas entre esses dois grupos. Através do modelo de regressdo logistica,
foi calculada a OR (odds ratio) que foi usada como estimativa de associagdo, com
intervalo de confianga (IC) de 95% e p-valor significativo (<0,05). Levando-se em conta o
valor do IC, de p valor e de OR, os modelos indicaram susceptibilidade ao risco ou a
protecdo. Sendo: OR>1, risco; OR=1 ndo ha associagdo com a doenca e OR<1 protecao.

O parametro r2 foi utilizado para verificar se 0s SNPs selecionados do gene LRRK2
estavam em desequilibrio de ligacdo. O programa HaploView 4.2 foi utilizado para
verificar possiveis desequilibrio de ligacdo (LD) fornecidos pelos SNVs entre o grupo

controle e pacientes.

Este trabalho faz parte de um projeto maior, de Doutorado, que estd sendo realizado
pelo MSc. André Leturiondo, do Laboratorio de Biologia Molecular, da Fundacdo Alfredo da
Matta (Fuam), no qual os resultados obtidos neste estudo estdo sendo compilados em um
Unico artigo, que incluem outras variantes genéticas e marcadores informativos de

ancestralidade, e que se encontra em fase de revisdo pelos autores.
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4 RESULTADOS

Em um total, foram analisadas 1.379 amostras de individuos, divididos em 412
pacientes com hanseniase e 967 controles saudaveis, entre 18 a 97 anos. Do total de pacientes,
314 (76%) apresentaram a forma multibacilar (MB), destes,74% eram do género masculino e
26% do género feminino e 98 (24%) individuos apresentaram a forma paucibacilar (PB).
Destes, 51 individuos eram do género masculino e 47 do género feminino. Neste estudo
também, foram analisadas 967 amostras de individuos saudaveis de ambos os sexos, que
ingressaram no estudo como grupo controle. Dentre eles, 526 (54%) pessoas eram do género
masculino e 441 (46%) do género feminino.

Tabela 2: Dados dos pacientes com hanseniase e individuos controles saudaveis selecionados

para a andlise.

Forma clinica Total Sexo
Multibacilar 314 g 232
? 82

Paucibacilar 98 g 51
R47

Controles 967 d 526
Q441

A investigacdo das variantes localizadas nos genes TYK2, IL23R e LRRK2, foi
realizada em todos os 412 pacientes com hanseniase, naturais do estado do Amazonas e para
fins comparativos, foram analisadas amostras do grupo controle constituida por 967
individuos saudaveis, procedentes da mesma regido. Por meio do teste do Qui-quadrado foi
possivel verificar que para as quatro variantes analisadas, as frequéncias genotipicas estdo em
equilibrio de Hardy e Weinberg (EHW) (Tabela 3).
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Tabela 3: Teste do Qui-quadrado para o equilibrio de Hardy e Weinberg para as
variantes dos genes TYK2, IL23R e LRRK2.

Gene SNP X2 controle X? paciente
IL23R rs76418789 2,73 (p=1) 3,19 (p=1)
TYK2 rs55882956 2,20 (p=1) 5,20(p=1)
LRRK2 rs7298930 0,51 (p=0,47) 0,18 (p=0,66)
LRRK2 rs3761863 0,93 (p=0,33) 0,004 (p=0,94)

Frequéncias alélicas e genotipicas para as variantes dos genes IL23R, TYK2 e LRRK2

As frequéncias alélicas e genotipicas, referentes a variante rs7641789, do gene IL23R,

estdo mostradas na Figura 3.

IL23R_rs76418789 IL23R_rs76418789
Frequéncia Alélica Frequéncia Genotipica
Paciente Paciente
G:99,9% GG:99,9%
:0,1% G:0,1%
Controle Controle
G:99,9% GG:99,9%
:0,1% G:0,1%

Figura 3: Frequéncias alélicas e genotipicas do SNV rs76418789, do gene IL23R.

Como é possivel verificar, na Figura 3, as frequéncias alélicas (a esquerda) e
genotipicas (a direita) do SNV IL23R_rs76418789, nos dois grupos (caso e controle),
mostraram-se similares, com maior frequéncia do alelo G e do genédtipo GG, em ambos 0s
grupos. Néo foi encontrado nenhum individuo com o genétipo AA. Apenas trés individuos
apresentaram o genotipo heterozigoto AG, dois controles e um paciente (Tabela 4).

Com relacdo as frequéncias alélicas e genotipicas da variante rs55882956, do gene
TYK2, o alelo G foi encontrado em maior frequéncia em ambos 0S grupos, assim como o

genotipo GG (Figura 4). Néo foi encontrado nenhum individuo portador do genétipo AA. O
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genotipo heterozigoto AG foi encontrado somente em quatro individuos, dois controles e dois

pacientes (Tabela 4).

TYK2_rs55882956 TYK2 rs55882956

Frequéncia Alélica Frequéncia Genotipica
Paciente Paciente

G:99,9% GG: 99,9%

A:0,1% AG: 0,1%

Controle Controle

G:99,9% GG: 99,9%

A: 0,1% AG: 0,1%

Figura 4: Frequéncias alélicas e genotipicas da variante rs55882956, do gene TYK2.

As frequéncias alélicas e genotipicas do SNV rs3761863, do gene LRRK2, estdo
mostradas na Figura 5. Como é possivel observar, o alelo mais frequente, tanto no grupo caso
(56%) quanto no grupo controle (53%), foi o alelo C. O gen6tipo mais frequente nos dois
grupos, foi 0 genotipo heterozigoto CT (grupo controle 48% ; grupo caso 49%), e 0 genétipo

de menor frequéncia foi o TT (19% em pacientes e 23% em controles).

LRRK2_rs3761863 LRRK2_rs3761863
100%
oo
80% v 80% e
70% 53% 56% 70%
60% aT | 60% 48% 49% aCIT
£ 50% £ 50% -
40% 40%
30% 30%
20% 200%
10% 0%
0% o

Controle Paciente

Controle Paciente

Frequéncia alélica L .
q Frequéncia genotipica

Figura 5: Frequéncias alélicas e genotipicas SNP rs3761863, do gene LRRK2.
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Com relacdo as frequéncias alélicas e genotipicas da variante rs7298930, do gene
LRRK2, é possivel observar que o alelo mais frequente nos dois grupos, foi o alelo C (68%
em ambos 0s grupos). O gendtipo mais frequente nos dois grupos, foi o0 gendtipo heterozigoto
AC (grupo controle 45% ; grupo caso 48%), e o genétipo de menor frequéncia foi 0 AA (13%
nos dois grupos) (Figura 6).

LRRK2_rs7298930 LRRK2_rs7298930

100%

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

20%

68%

68%

(%)

(%)

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

20%

2%

45%

uC/C

48%

BA/C
mA/A

10% 10%
0% 0%

Controle Paciente

Controle Paciente

Frequéncia alelica Frequéncia genotipica

Figura 6: Frequéncias alélicas e genotipicas da variante rs7298930, do gene LRRK2.

A andlise de desequilibrio de liga¢do (DL) (Figura 7), para amostra do grupo controle,
mostrou que as duas variantes (rs3761863 e rs7298930) do gene LRRK2, estdo em fraco DL
(r’=18%). Os critérios estabelecidos pelo projeto HapMap (http://hapmap.nchi.nim.nih.gov),
indicam que SNPs com valores de r?>>30, estdo em fraco ou baixo DL, ou seja, ndo estdo

segregando juntos na forma de hapl6tipo, sendo portanto, marcadores independentes.

rs3761863
rs7288930
rs37E61863
rs7288930

21 18

Caso Controle

Figura 7: Desequilibrio de ligacdo entre os marcadores selecionados para os SNPs do gene LRRK2 na
amostra total do grupo caso e controle. O niimero no interior do losango indica o valor de r2.
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Como mostrado na Figura 7, os dois grupos (caso e controle) possuem um grau de DL
semelhantes, mostrando uma populacdo homogénea. As andlises de desequilibrio de ligacao
sdo realizadas apenas em grupo controles, mas em nosso estudo as analises foram realizadas
nos dois grupos para fins comparativos.

Para 0s SNPs do gene LRRK2, rs3761863/rs7298930, a analise de hapl6tipo mostrou a
combinacdo C/C a mais frequente (45%), sendo este haplétipo usado como referéncia
(haplobase) nas analises. O hapl6tipo de menor frequéncia foi o C/A, encontrado em somente
8% das amostras. A combinacdo haplotipica T/C (rs3761863/rs7298930) apresentou valor
borderline (OR=0,79; IC=0,61 - 1,01; p= 0,06), com tendéncia para a protecao, mesmo apds
a corregdo para as co-variaveis de sexo e idade (OR=0,79; IC=0,61 - 1,02; p=0,07).

Na Tabela 4 constam as analises comparativas realizadas através da regressao logistica
para as variantes IL23R (rs76418789), TYK2 (rs55882956), LRRK2 (rs3761863 e rs7298930),
na amostra de pacientes e individuos saudaveis atendidos na FUAM, com valores de OR nédo
ajustados (OR bruto) e ajustados para sexo e idade. E possivel verificar que ndo foi
encontrada associacao, estatisticamente significativa, alélica, genotipica ou de carreador com
a hanseniase, na populacdo atendida na FUAM, para as quatro variantes analisadas neste
estudo (p > 0,05).
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Tabela 4: Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas e anélise da regressao logistica referentes as variantes analisadas em pacientes com

hanseniase e controles saudaveis atendidos na FUAM.

N (Freguéncia)

OR (95% IC; p-valor)

Controles Casos N&ao ajustado Ajustado*
GG 953 408 Referéncia Referéncia
AG 2 1 1,16 (95% IC: 0,10 — 12,91; p= 0,89) 0,86 (95% IC: 0,016 — 46,57; p= 0,94)
AA - - - -
Alelo G 1908 817 Referéncia Referéncia
Alelo A 2 1 1,16 (95% IC: 0,039 — 34,87; p=0,92) 0,86 (95% IC: 0,003 — 241,75; p= 0,96)
Ca”eaAdor de 2 1 1,16 (95% IC: 0,10 — 12,9 p=0,89) 0,86 (95% IC: 0,01 — 46,57; p= 0,94)
GG 960 407 Referéncia Referéncia
AG 2 2 2,35 (95% IC: 0,33 — 16,8;p= 0,39) 4,07 (95% IC: 0,52 — 31,48; p=0,17)
AA - - : -
962 409
TYK2_rs5582956
Alelo G 1922 816 Referéncia Referéncia
Alelo A 2 2 2,35 (95% IC: 0,14 — 37,74; p= 0,54) 4,06 (95% IC: 0,22 — 72,83; p= 0,34)
Carreador de 2 2 2,35 (95% IC: 0,33 - 16,80; p=0,39) 4,07 (95% IC: 0,52 — 31,48; p= 0,17)

A
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N (Freguéncia)

OR (95% IC; p-valor)

Controles Casos N&ao ajustado Ajustado*
CcC 274 (0,29) 123 (0,32) Referéncia Referéncia
CT 457 (0,48) 190 (0,49) 0,92 (95% IC: 0,70 — 1,21; p= 0,58) 0,95 (95% IC: 0,69 — 1,30; p= 0,76)
TT 218 (0,23) 76 (0,19) 0,77 (95% IC: 0,55— 1,08; p=0,14) 0,85 (95% IC: 0,58— 1,24; p=0,41)
LRRK2 rs3761863 949 389
Alelo C 1005 (0,53) 436 (0,56) Referéncia Referéncia
Alelo T 893 (0,47) 342 (0,44) 0,88 (95% IC: 0,69 — 1,11; p= 0,30) 0,92 (95% IC: 0,70 — 1,21; p= 0,56)
Ca”e"f‘rdor de  675(071) 266 (0,68) 0,87 (95% IC: 0,67 — 1,13; p= 0,31) 0,92 (95% IC: 0,68 — 1,23; p= 0,58)
CcC 391 (0,42) 163 (0,40) Referéncia Referéncia
AC 418 (0,45)  195(0,48) 1,11 (95% IC: 0,87 — 1,43; p= 0,37) 1,15 (95% IC: 0,86 — 1,52; p= 0,32)
AA 125(0,13) 52 (0,13) 0,99 (95% IC: 0,68 — 1,44; p= 0,99) 1,10 (95% IC: 0,72 — 1,68; p= 0,64)
LRRK2_rs7298930 934 410
Alelo C 1200 (0,64) 521 (0,64) Referéncia Referéncia
Alelo A 668 (0,36) 299 (0,36) 1,03 (95% IC: 0,80 — 1,31); p= 0,80) 1,07 (95% IC: 0,82 — 1,42); p= 0,58)
Ca”eidor de  543(058) 247(0,61) 1,00 (95% IC: 0,86 —1,38); p=047) 1,14 (95% IC: 0,87 — 1,49); p= 0,32)

*corrigido para sexo e idade
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5 DISCUSSAO

Nos ultimos anos diversos trabalhos tém sido publicados associando variantes
genéticas com o desfecho da hanseniase (MORAES et al., 2006; CARDOSO et al., 2011;
CHOPRA et al., 2013; MARQUES et al., 2013; LIU et al., 2017). Mais de 17 genes estdo
descritos como relacionados ao desenvolvimento desta patologia (CARDOSO et al., 2011),
em diferentes populacdes. Genes candidatos tém sido propostos para varias doengas,
incluindo a hanseniase e estudos de ampla associacdo genémica (GWAS), vem contribuindo
para esclarecer variantes associadas a diferentes doengas complexas, com amostragens
robustas e capazes de propor resultados que se mostram cada vez mais reprodutiveis em
estudos independentes de replicacdo (MORAES et al., 2006; CARDOSO et al., 2011).

Os estudos tém indicado que a composicdo genética do hospedeiro desempenha um
papel importante na variabilidade consideravel da resposta (CASANOVA et al., 2002;
BLEKHMAN et al., 2015). Entretanto, estes estudos (GWAs, metandlises ou de replicacdo de
genes candidatos), em sua maioria, sdo realizados em populacGes geneticamente homogéneas,
como a européia ou a asiatica. Para populacbes mais heterogéneas, como é o caso da
populagéo brasileira, os estudos ainda sdo poucos e sdo realizados, geralmente, na regido
Sudeste do Brasil (CARDOSO et al., 2010; CARDOSO et al., 2011; MARQUES et al., 2013).

No presente estudo, analisamos a associacdo de quatro variantes presentes nos genes
TYK2, IL23R e LRRK2e a susceptibilidade a hanseniase. A associacdo desses genes com a
hanseniase foi validada em amostras da populacédo chinesa (Tabela 5), ou seja, populacédo que
possui tracos étnicos menos varidveis, quando comparado com populacBes mais
miscigenadas, como € o caso da amazonense. Estes autores encontraram alelos e genétipos
associados a hanseniase, com ORs variando de 0,64 a 1,30 e p<0,05. Estes estudos
investigaram variantes raras, de baixa frequéncia e comuns, em mais de 20 mil individuos
(entre os grupos controle e caso) e encontraram variantes exonicas associadas ao desfecho da
hanseniase. As variantes rs76418789 (IL23R) ers55882956 (TYK2) sdo raras ou de baixa
frequéncia e esse mesmo padrdo se manteve em nossa populacdo, dessa forma, teriamos que
ter um ndmero amostral muito maior para conseguirmos encontrar algum tipo de associagdo

com estas duas variantes e a hanseniase.
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Tabela 5: Estudos realizados comas variantes IL23R_rs76418789, TYK2 rs55882956,
LRRK?2 rs3761863, LRRK2_rs7298930 na Hanseniase.

Gene Autor Etnia Va”‘?‘”te de OR* p-valor
risco
IL23R LIU etal., ) o
rs76418789 2017 Chinesa A 1,36 1.03e
Presente Amazonense AG 0,86 0,94
estudo
A 0,86 0,96
Carreador
de A 0,86 0,94
TYK2 LIU etal., ) os
rs55882956 2017 Chinesa A 1,30 1.04e
Presente Amazonense AG 4,07 0,17
estudo
A 4,06 0,34
Carreador
de A 4.07 0,17
LRRK2 V\;T'AZNOff Chinesa C 0775 0013
rs3761863 "
Presente 4 azonense cT 0,95 0,76
estudo
TT 0,85 0,41
T 0,92 0,56
Carreador
de T 0,92 0,58
LRRK2 WHANG et )
17298930 al. 2014 Chinesa CcC 0,647 0,005
C 0,811 0,006
Presente Amazonense AC 1,15 0,32
estudo
AA 1,10 0,64
A 1,07 0,58
Carreador 114 0,32

de A
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Em nosso estudo, realizamos anélises de duas variantes de baixa frequéncia dos genes
TYK2 e IL23R, localizadas em regibes codificadoras de proteinas, que de acordo com o Gltimo
GWAS publicado, podem estar fortemente associadas a hanseniase (LIU et al., 2017). A
analise das variantes genéticas localizadas nos genes TYK2, IL23R e LRRK2 na amostra
composta por 412 pacientes com hanseniase e de 967 individuos saudaveis, nascidos no
Amazonas, ndo mostraram associacdo para as trés combinacGes: alélica, genotipica e de
carreador, conforme mostrado anteriormente, na Tabela 5. Na analise da variante de baixa
frequéncia, rs76418789, do gene IL23R, observamos auséncia de associacdo para o alelo A e
genotipo AG, com OR= 0,86 (IC: 0,00 — 241,7; p= 0,96) e com OR = 0,86 (IC: 0,01 — 46,5;
p= 0,94), respectivamente, sugerindo que essa variante ndo estd associada a hanseniase na
populacdo atendida na FUAM. Nao foi encontrado o gendtipo homozigoto AA. Para a
variante rs55882956, localizada no gene TYK2, observamos que o alelo A e o gendtipo AG
quatro individuos apresentaram o genétipo heterozigoto AG, sendo duas amostras de controle
e duas amostras de pacientes e também ndo foi encontrada associacdo com a doenca (p >
0,05). O gendtipo AA foi ausente nas amostras analisadas de casos ou controles.

A auséncia de associacdo genética em diferentes populacdes pode ocorrer e pode ser
explicada pela diferenca na frequéncia dos alelos e gendtipos, que sdo particulares e
especificas de cada regido geogréfica. A frequéncia e a distribuicdo dos alelos em uma
populacdo podem fazer com que uma variante esteja associada a determinada doenca. Ao se
comparar as frequéncias dos alelos e dos gendtipos, obtidos neste trabalho, como o que esta
disponivel no Projeto Internacional 1000 Genomas (http://www.internationalgenome.org/),
verificamos que as frequéncias para as variantes raras do gene IL23R (rs76418789) (Tabela 6)
e TYK2 (rs55882956) mantém um padréo similar (Tabela 7).

Tabela 6: Frequéncia da variante rs76418789, do gene IL23R, disponivel no Projeto 1000
Genomas.

IL23R AFR AMR EAS EUR Presente
rs76418789 estudo
G 0,999 1,000 0,947 0,998 0,999
A 0,001 - 0,053 0,002 0,001
GG 0,998 1,000 0,895 0,996 0,998
AG 0,002 - 0,105 0,004 0,002

AFR: africana; AMR: amerindia; EAS: asiatica; EUR: europeia
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E interessante notar, de acordo com o que esta disponivel no Projeto 1000 Genomas, a
variante rs76418789, do gene IL23R, a raiz ancestral amerindia (AMR) teve 100% de
frequéncia do alelo G e do gendtipo GG (Tabela 6). Ja a variante rs55882956, do gene TYK2,
a frequéncia descrita para o alelo G e para o genétipo GG, ¢é de 100%, para a ancestralidade
africana (AFR) (Tabela 7).

Tabela 7: Frequéncia da variante rs55882956, do gene TYK2, disponivel no Projeto 1000

Genomas.
TYK?2 AFR AMR EAS EUR Presente
rs55882956 estudo
G 1,000 0,983 0,975 0,999 0,999

- 0,017 0,025 0,001 0,001
GG 1,000 0,965 0,950 0,998 0,998

AG - 0,035 0,050 0,002 0,002

AFR: africana; AMR: amerindia; EAS: asiatica; EUR: europeia

Para os SNPsrs3761863(Tabela 8) e rs7298930(Tabela 9), do gene LRRK2, as
frequéncias alélica e genotipica mostraram-se parecidas com o que tem disponivel no Projeto
1000 Genomas, com uma maior uniformidade e distribui¢do dos alelos e genotipos. Diferente
das outras duas variantes dos genes IL23R e TYK2, os trés grupos genotipicos foram

encontrados.

Tabela 8: Frequéncia do SNP rs3761863, do gene LRRK2, disponivel no Projeto 1000
Genomas.

LRRK?2 AFR AMR EAS EUR Presente
rs3761863 estudo
0,508 0,471 0,540 0,330 0,462
0,492 0,529 0,460 0,670 0,538
TT 0,247 0,233 0,288 0,109 0,220
CcC 0,230 0,291 0,208 0,449 0,297
CT 0,523 0,476 0,504 0,441 0,483

AFR: africana; AMR: amerindia; EAS: asiatica; EUR: europeia
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Tabela 9: Frequéncia do SNP rs7298930, do gene LRRK2, disponivel no Projeto 1000
Genomas.

LRRK2 Presente
rs7298930 AFR AMR EAS EUR sstudo
C 0,413 0,393 0,500 0,457 0,640
A 0,587 0,607 0,500 0,543 0,360
AA 0,168 0,138 0,240 0,213 0,131
AC 0,490 0,510 0,520 0,489 0,457
cC 0,342 0,352 0,240 0,298 0,412

AFR: africana; AMR: amerindia; EAS: asiatica; EUR: europeia

5.1 Analise molecular das variantes rs76418789 IL23R, rs55882956 TYK2,
rs3761863 LRRK2 e rs7298930 LRRK2

A partir dos estudos de GWAS que comecaram a identificar variantes do tipo SNP,
geralmente em regiBes intronicas e em regides reguladoras do DNA e que estavam associadas
ao desfecho de doencas, em diferentes etnias (FAVA et al., 2017, QUI et al., 2017; SAEED,
2017), com o aprimoramento de técnicas moleculares, variantes exdnicas foram descobertas e
também associadas ao desenvolvimento de doencas, como a hanseniase (WHANG et al.,
2014; LIU et al., 2017). Estas variantes tém uma frequéncia menor na populacdo geral, mas
podem ter um efeito aumentado, quando comparadas as variantes comuns, no desfecho e no
quadro clinico da doenca. A relacdo dessas variantes e sua relagdo com a hanseniase ainda
precisam ser mais bem esclarecidas, assim como a replicacdo delas em outras amostras

populacionais e de estudos funcionais.

e IL23R
A variante exénica rs76418789, do gene IL23R, foi recentemente associada ao risco
(OR=1,36; p=1.03¢e7'°) de desenvolvimento da hanseniase, na populacdo chinesa (LIU et al.,
2017). O gene IL23R é um gene que faz parte do complexo protéico 1L23, sendo um receptor
de citocina, que desencadeia sinais dentro da célula promovendo a inflamag&o e auxiliando na
coordenacdo da resposta do sistema imunoldgico aos microorganismos invasores (O’SHEA et

al., 2012; KREIS et al., 2015). Desempenha papel importante junto com outros genes na
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regulacdo da ativacdo de células T, na resposta imune adaptativa e na producédo de intérferon
gama (IFNG) (DIOGO et al., 2015; LIU et al., 2017).

No presente estudo, ndo foram observadas associacdes alélicas, genotipicas ou de
carreador em nossa amostragem (p> 0,05), o que pode ser explicado pelas frequéncias
alélicas: o alelo A tem uma frequéncia de 5,3% na populagdo asiatica, enquanto que no nosso
estudo, a frequéncia deste alelo foi de 0,1% (Tabela 6), ou seja, precisariamos de um ndmero
amostral muito maior para conseguirmos verificar alguma tendéncia de associacdo. Até o
momento, sO existe o trabalho de Liu e colaboradores (2017) que identificou a associacao
desta variante com a hanseniase, dessa forma, para verificar se esta associagdo se mantém, é
necessario que outras amostras populacionais repliquem a variante rs76418789 IL23R em
seus estudos.

O alelo A que esta associado ao risco na populacdo chinesa (OR= 1,36; p= 1.03¢7'?)
(LIU et al., 2017), na populagdo amazonense, atendida na FUAM, mesmo n&o tendo um valor
estatisticamente significativo, est4d apontando para o sentido contrario, o de protecdo (OR=
0,86; p= 0,96). Esse tipo de resultado antagbnico € observado em outros estudos,
principalmente nos de meta-analise, como o de Cardoso e colaboradores (2011) (Figura 8),
que analisaram o SNP TNF-308G>A e sua associacdo com a hanseniase, na populacdo
proveniente do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Pard. Como € possivel verificar, na Figura 8, dois
estudos mostram este SNP associado ou apontando para o risco (OR>1), outros associados ou
apontando a protecdo (OR<1), enquanto outros ndo estdo associados (OR=1) (CARDOSO et
al., 2011).

Pop. Japonesa

Pop.Brasileiros (RJ) -
Pop.Brasileiros ——
Pop.Malawianos —- s
Pop.Tailandeses 5}
Pop .Nepaleses -
Fb Rio S E—
Fb Prata- PA *
Pb Rio _-':
Pb Bauru ¥
Pooled OR ==
| | | | | |

0.05 0.10 020 0.50 1.00 2.00 5.00

OR (95% Cl)

Figura 8: Meta-analise do SNP TNF-308G>A e a hanseniase. Fonte: CARDOSO et al., 2011.
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Onodera e colaboradores (2015) analisaram a mesma variante utilizada em nosso
estudo, a rs76418789, e encontraram uma associagdo a protecdo a doenca de Crohn, na
populacdo japonesa. Esta mesma variante (rs76418789) foi associada a espondilite
anquilosante, em asiaticos (OR =1,5; p = 8,2 x 10™) (SANTONI et al., 2013).

Por ser um gene que estd implicado na via metabdlica das citocinas,
consequentemente, nas respostas inflamatdrias e do sistema imunoldgico, outras variantes do
gene IL23R tem sido estudadas para verificar a relacdo com diferentes patologias, como,
doenca inflamatdria intestinal, doenca de Crohn e colite ulcerativa, psoriase e esclerose
multipla, por exemplo (EINARSDOTTIR et al., 2009; LI et al., 2016; SIVANESAN et al.,
2016). Li e colaboradores (2016) analisaram o efeito das variantes rs1884444, rs7530511,
rs10889677 e rs76418789, do gene IL23R, na populacdo chinesa e a associacdo delas com o
desenvolvimento de doencas desmielinizantes inflamatorias graves, como a esclerose
maltipla. Entretanto, apenas a variante rs1884444 foi associada ao risco de desenvolvimento
da doenca desmielinizantes (p= 0,02291) (LI et al., 2016). Variantes do gene IL23R
(rs1004819, rs7517847, rs10489629, rs2201841, rs11465804, rs11209026, rs1343151,
rs10889677, rs11209032 e rs1495965) foram analisadas na sua relacdo com as respostas ao
medicamento Infliximabe, utilizado no tratamento da doenca inflamatéria intestinal (DII), na
populacdo alemad (JURGENS et al., 2010). Eles verificaram que os portadores do genotipo
homozigoto tém um risco aumentado de desenvolver a DI, porém, tém mais possibilidade de
responder melhor ao tratamento com o Infliximabe (p= 0,001) (JURGENS et al., 2010).
Cravo e colaboradores (2014), também investigaram variantes no gene IL23R para verificar
aspectos clinicos e genéticos relacionados a resposta de terapia em pacientes com colite
ulcerativa. Eles concluiram que os portadores do alelo mutante C2370A tiveram uma chance
maior de desenvolver manifestacGes extra-intestinais (p<0,05) e uma maior probabilidade de
resisténcia ao medicamento Mesalazina (p<0,03), utilizado para tratamento de doencas
inflamatorias intestinais (CRAVO et al., 2014).

Einarsdottir e colaboradores (2009) realizaram um estudo no qual testaram variantes
do IL23R em doencas inflamatorias intestinais (DII), psoriase e na doenca celiaca, em
amostras de pacientes suecos, finlandeses, italianos e hingaros, sendo o primeiro estudo a
relatar associacdo do IL23R com a doenca de Crohn, a psoriase e a colite ulcerativa. O
haplotipo TTCTGCAA foi associado ao risco de DIl (OR = 1,38; p = 0,009), enquanto o
haplotipo CCTGATCG foi associado a protecdo a DIl (OR =0,41; p = 0,001)
(EINARSDOTTIR et al., 2009). Um estudo recente, em pacientes israelenses e turcos, com

uveite de Behcget, uma vasculite inflamatoria sistémica, analisaram variantes nos genes 1L-10
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e IL23R e verificaram que variante rs1495965 mutante do gene IL23R, pode levar a um risco
maior de desenvolvimento desta doenca e que a presenca do genotipo selvagem parece
exercer um papel protetor (KRAMER et al., 2018)

e TYK2

A variante rs55882956 do gene TYK2 foi uma das sete variantes encontradas no
trabalho de GWAS, de Liu e colaboradores (2017), sendo classificada como variante de baixa
frequéncia e associada ao risco (OR= 1,30; p= 1.04e¢™) de desenvolvimento da hanseniase
(LIU et al., 2017). O gene TYK2 é um membro da familia janus kinase (JAK), onde as
proteinas da familia JAK (JAK1, JAK2, JAK3 e TYK2) se associam a varios receptores de
citocinas (KREIS et al., 2015; DIOGO et al., 2015). A proteina TYK2 se associa a cadeias de
citocinas, participando na regulacdo da resposta imune inata e da atividade do fator de
transcricdo NF-kappaB. (O’SHEA et al., 2012; LIU et al., 2017).

Seguindo o trabalho de Liu e colaboradores (2017), até 0 momento, este € o primeiro
estudo do tipo caso-controle que examinou a associacdo da Vvariante genética
rs88552956 TYK2, e sua associacdo com a hanseniase, em individuos amazonenses.
Entretanto, nossos resultados ndo foram significativos, sugerindo que estd variante nao
desempenha um papel na predisposi¢cdo desta doenca (OR= 2,35; p =0,54). Outras variantes
genéticas no TYK2 ja foram investigadas para doencas infecciosas (tuberculose e doenca de
Chagas), autoimunes (IGpus e psoriase) e reumaticas (artrite reumatoide) (DIOGO et al., 2015;
MEYER et al., 2015; DENDROU et al., 2016; BOISSON-DUPUIS et al., 2018; RODRIGEZ
etal., 2018).

Boisson-Dupuis e colaboradores (2018) analisaram a variante P1104A, no gene TYK2,
relacionada ao desenvolvimento de tuberculose primaria, que assim como a hanseniase,
também é causada por uma micobactéria (Mycobacterium tuberculosis). Os autores
verificaram que portadores homozigotos da variante P1104A sd0 mais propensos a
tuberculose devido a produgéo insuficiente de interferon-gama (IFN-y), um fator crucial no
sistema autoimune aos patdégenos (BOISSON-DUPUIS et al., 2018).

Rodriguez e colaboradores (2018) investigaram trés variantes (rs2304256, rs34536443
e rs12720356) do gene TYK2, na populacdo colombiana, para verificar se elas poderiam
reduzir a funcdo génica em mediar a sinalizacdo de citocinas e a susceptibilidade a infec¢coes
pelo Trypanosoma cruzi e o desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica. Entretanto, essas

variantes ndo tiveram associacdo significativa com a doenca de chagas ou a progressao da
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cardiomiopatia chagasica, em individuos infectados (RODRIGUEZ et al., 2018). Em um
estudo conduzido por Dendrou e colaboradores (2016), a variante rs34536443_TYK2 mutante
leva a perda significativa da funcdo do gene, fazendo com que a sinalizacdo de citocinas,
como a IL12 e IL23, seja prejudicada (DENDROU et al., 2016).

Um estudo realizado no Japdo identificou um individuo com deficiéncia da proteina
TYK2 que foi diagnosticado, clinicamente, com sindrome de hiper-IgE (HIES) e que tinha
uma susceptibilidade aumentada a inumeras infeccdes (MINEGISHI et al., 2006). O paciente
com deficiéncia protéica TYK2, descrito por Minegishi e colaboradores (2006), apresentava
infeccdo moderada por Bacille Calmette Guerin (BCG) e concentragdes elevadas de IgE,
provavelmente devido a resposta da interleucina 12 (IL12). Anos depois, Killic e
colaboradores (2012) descreveram um paciente turco, com deficiéncia da proteina TYK2 e
que também sofria de infeccdo disseminada por BCG, herpes zoster e neurobrucelose.
Causando sequelas neuroldgicas graves e comprometimento cognitivo do paciente. A
deficiéncia desse gene no paciente turco, provavelmente, contribuiu para a ocorréncia dessa
doenca causada pela bactéria Brucella (MINEGISHI et al., 2006; KILLIC et al., 2012).

Em um GWAS de analise de associacdo do TYK2, realizado por Enerback e
colaboradores (2018), foi encontrado uma forte associacdo genética de trés variantes exonicas
(rs34536443, rs12720356 e rs2304256) associados a psoriase (ENERBACK et al., 2018).

Lesgidou et al, utilizaram simulagGes de dindmica molecular para explorar as
consequéncias estruturais da substituicdo de Pro1104Ala, encontrada na variante rs34536443,
do gene TYK2 (LESGIDOU et al., 2018). A mudanca de prolina para alanina, na posicao
1104, do gene TYK2, produz a expansdo do espago conformacional da proteina do dominio
quinase. Essa alteracdo de aminoacidos pode desregular o processo de ativacdo protéica,
bloqueando a regulacdo de sua atividade enzimaética e, portanto, a transducdo de sinal. Esses
achados estdo em concordancia com estudos anteriores, nos quais abordam a fosforilacdo
reduzida e atividade enzimatica da TYK2 e a transducdo de sinal atenuado pelo polimorfismo
rs34536443 (COUTURIER et al., 2011; DENDROU et al., 2016; LESGIDOU et al., 2018).

e LRRK2

Estudos de GWAS tém associados variantes no gene LRRK2 a susceptibilidade ao
risco de desenvolvimento da hanseniase (ZHANG et al., 2009; WHANG et al., 2015; FAVA
et al., 2016). A LRRK?2 ou dardarina é uma proteina que exerce um conjunto diversificado de

fungdes, na qual medeia processos cataliticos através do seu dominio enzimético ROC / COR
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facilitando a transducdo de sinal através de um dominio MAPK e interage com outras
proteinas através de trés dominios de suporte, uma repeticdo de anquilina (ANK), uma
repeticdo rica em leucina (LRR) e um dominio de repeticdo WD40 (LEWIS et al., 2012). O
gene LRRK2 estéa relacionado a imunidade, destacando-se em um possivel papel na regulacédo
de vias de sinalizacdo que estdo ligadas a patogénese de doencas, como doenca de Crohn, de
Parkinson e a hanseniase. A LRRK2 pertence a familia de proteina de repeti¢do quinase rica
em leucina 2, responsaveis por regularem vias celulares e em processos de autofagia e
fagocitose (ZHANG et al., 2011).

Zhang e colaboradores (2009) realizaram um estudo de GWAS para buscar variantes
relacionadas a hanseniase, na populacdo Chinesa, e encontraram polimorfismos associados a
hanseniase, no gene LRRK2. O SNP rs1873613 mostrou-se fortemente associado ao risco (p =
5,10 x 107) (ZHANG et al., 2009). Em outro estudo de GWAS, Whang e colaboradores
(2015), investigaram variantes (rs1427267, rs3761863 (M2397T), rs1873613, rs732374 e
rs7298930) e sua associa¢do com a hanseniase, na populacdo chinesa. As variantes rs3761863
(M2397T) e rs7298930 parecem ter um efeito protetor na hanseniase, mediado pelo aumento
da resposta imune e pela diminuicdo da neurotoxicidade, apos a infeccdo pelo M. leprae e
foram associadas a protecdo (OR = 0,713; p = 0,038 e OR = 0,647; p= 0,005,
respectivamente) (WHANG et al., 2015).

Nos ndo encontramos associacfes alélicas, genotipicas ou de carreador (p > 0,05) no
presente estudo. Uma leve e sugestiva tendéncia borderline a protecdo foi sugerida na analise
haplotipica rs3761863/rs7298930, para o haploétipo T/C (OR=0,79; IC= 0,61 - 1,02; p= 0,07),
apos as correcdes de sexo e idade. O baixo desequilibrio de ligagéo (r>=18%) para os SNPs do
gene LRRK2, mostra que essas duas variantes se comportam como marcadores
independentes.

A auséncia de associacdo relatada neste estudo confirma que a populagédo brasileira
possui um padrdo genético muito heterogéneo e particular e isso se deve as variacGes nas
frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas, que s&o Unicas de cada regido geogréafica. 1sso
reflete nos resultados discordantes dentre os estudos analisados, ou seja, cada populagao exibe
um background genético diferenciado, devido & estrutura populacional, a interacfes
ambientais, ao grau de DL entre os marcadores, a estratificacdo populacional ou a influéncia
de outros genes, entre outros fatores (MATA et al., 2010).

Fava e colaboradores avaliaram variantes no gene LRRK2 e verificaram se pacientes
com hanseniase desenvolveriam rea¢fes do tipo 1 (T1R), um dos efeitos colaterais

inflamatdrios da doenca. Das 18 variantes analisadas, a variante rs3761863 (M2397T),



56

mostrou-se relacionada a reagdo do tipo 1, tendo o mesmo alelo associado também & doenca
de Crohn, sugerindo o mecanismo inflamat6rio comum nessas duas doencas distintas (FAVA
etal., 2016).

O gene LRRK2 foi associado ao defeito de células de Paneth, células do intestino
delgado com funcdo antibacteriana, antifingica e antiviral, em pacientes japoneses com
doenca de Crohn. Nesse estudo, foram selecionados 56 SNPs, onde, apenas a variante
rs3761863 (M2397T), do gene LRRK2, mostrou associacdo significativa com defeito de
células de Paneth (p = 3,62 X 10™) (LIU et al., 2017). Heckman e colaboradores (2014)
avaliaram a associagdo entre variantes comuns, no gene LRRK2 e o risco de atrofia de
maltiplos sistemas, com amostras americana e inglesa. A variante rs3761863 (M2397T)
mostrou-se como um fator de protecédo a atrofia de multiplos sistemas (OR= 0,60; p = 0,002).
Este efeito protetor foi observado mais fortemente nas amostras dos EUA (OR =0,46; p =
0,0008) do que nas amostras do Reino Unido (OR = 0,63; p = 0,006) (HECKMAN et al.,
2014).

Estudos associacdo com variantes genéticas no gene LRRK2 sdo associados com a
doenca de Parkinson (ZABETIAN et al., 2006; HEALY et al., 2008; PIRKEV et al., 2009;
WU et al., 2013; KESSLER et al., 2018). Em um estudo realizado na populacdo Taiwanesa
foram analisadas seis variantes missense (N551K, R1398H, R1628P, S1647T, G2385R e
M2397T) e a doenca de Parkinson. O alelo A da variante G2385R foi associado a doenca
(OR =2,27; p = 0,0017) (WU et al., 2013). A variante rara G2019S do gene LRRK2 é a causa
genética mais comum da doenca de Parkinson. A substituicdo G2019S esta presente em varias
populacbes, com uma frequéncia altamente variavel, de acordo com a origem geografica e
étnica (ZABETIAN et al., 2006; HEALY et al., 2008).

Ao analisar os estudos do tipo caso-controle para 0s genes 1L23, TYK2 e LRRK2 pode-
se observar que, a maioria deles, sdo realizados em populacbes mais geneticamente
homogéneas, como a asiatica ou européia caucasiana. A populacdo brasileira € a mais
miscigenada e exibe caracteristicas diferenciadas. Neste trabalho, mostramos que nenhuma
das variantes genéticas estd associada a susceptibilidade da hanseniase, na populacdo
amazonense, atendida na FUAM. ReplicacGes em diferentes grupos populacionais precisam

ser feitas para verificar se estas variantes estdo associadas ao desfecho da hanseniase.
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6 CONCLUSAO

- N&o foram encontradas associagdes alélicas, genotipicas de carreador ou haplotipicas
para as variantes do gene TYK2, rs55882956 (Arg703Trp), IL23R, rs76418789 (G149R),
LRRK2, rs7298930 e LRRK2, rs3761863 (M2397T), a hanseniase, em individuos
amazonenses.

- As variantes (rs3761863 e rs7298930) do gene LRRK2, estdo em fraco DL (r?>=18%)
nas amostras de individuos atendidos na FUAM.

- A auséncia de associacdo pode ser explicada pelo padrdo de frequéncia alélica e
genotipica e da contribuicdo ancestral

- E necessario replicar estas variantes em outras populag@es e verificar seu potencial

efeito no desfecho da hanseniase.
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8 ANEXOS
ANEXO |
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) a participar da pesquisa “MARCADORES
MOLECULARES, GENETICOS E SOROLOGICOS NA HANSENIASE: SUPORTE
AO DIAGNOSTICO CLINICO DE PACIENTES E VIGILANCIA DOS CONTATOS.
Este estudo tem como objetivo avaliar testes llaboratoriais capazes de identificar o contato
domiciliar (pessoa que vive na mesma casa do doente) com maior risco de desenvolver a
hanseniase ou 0 paciente com hanseniase com maior risco em desenvolver as reagdes
inflamatorias. Os resultados servirdo para possivel implantacdo do teste no Servigo Unico de
Saude (SUS), contribuindo para uma vigilancia mais eficaz da doenca ou do risco de reacoes
inflamatorias. Com isso pode-se tracar alternativas de prevencdo da hanseniase, tratamento
medicamentoso e diagndstico precoce, com grande impacto na diminui¢do de novos casos de
hanseniase e diminuicdo de sequelas causadas pelo bacilo.

Para esta pesquisa adotaremos 0s seguintes procedimentos: haverd um questionario a ser
respondido por vocé, com o fornecimento de informacgdes minimas as quais serdo importantes
para analises deste estudo. Apos esta fase, vocé sera examinado por um profissional treinado
que colherd da sua orelha (I6bulo auricular) uma pequena quantidade de linfa (liquido
transparente), uma gota de sangue por puncéo digital (ponta do dedo) e 5 mL de sangue. Com
este material serdo realizados testes laboratoriais que ndo sao feitos na rotina de atendimento e
que servem para identificar uma doenca que pode afetar a sua salde: a Hanseniase. Todo
material coletado sera armazenado no Laboratério de Biologia Molecular da Fundacdo
“Alfredo da Matta”, com identificagdo para a confirmacdo de algum resultado duvidoso. NOs
prestaremos todas as orientagcBes necessarias caso queira conhecer o resultado. Se vocé nédo
quiser conhecer o resultado n6s o manteremos em sigilo. Todas as informacdes fornecidas
serdo confidenciais.

Riscos e Desconfortos: E minimo o risco associado & sua participacio neste estudo. O Unico
desconforto sera uma leve dor durante o raspado dérmico no lobulo auricular, discreta dor na
puncao digital ou durante a coleta de sangue.

Beneficios: A participacdo neste estudo trard beneficios indiretos ao individuo, pois caso 0s
resultados forem satisfatorios, sera implantado na rotina da Fundagéo os testes diagnosticos
em estudo, beneficiando todos os clientes atendidos pelo SUS com suspeita de estarem com
hanseniase e seus respectivos contatos.

Para participar desta pesquisa, vocé ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem
financeira. Vocé serad esclarecido (a) em qualquer aspecto que desejar e estara livre para
participar ou recusar-se do estudo. Podera retirar seu consentimento ou interromper a
participacdo a qualquer momento. Sua participacdo é voluntaria e a recusa em participar ndo
acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que sera atendido (a).

O Senhor (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacéo e terd assegurado o direito a
ressarcimento ou indenizagdo no caso de quaisquer danos eventualmente produzidos pela
pesquisa. Os resultados estardo a sua disposi¢do quando finalizada. O nome ou o material que
indique sua participagdo ndo serd liberado sem a sua permissdo. Os dados e instrumentos
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utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de 5
(cinco) anos, e apos esse tempo serdo destruidos.

Solicito a sua autorizacdo para que o material colhido seja armazenado e utilizado
futuramente em outros estudos, respeitando sempre a resolugdo vigente e com a devida
aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma cépia sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a vocé.

Declaro ter entendido as explicacOes referentes ao estudo:

Manaus, de de 201

Assinatura do (a) Voluntario

Assinatura do (a) Pesquisador (a)

Em caso de ddvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA/FUAM

AV CODAJAS 24 - BAIRRO CACHOEIRINHA MANAUS-AM

CEP: 69065-130

FONE: (92) 3632- 5853 / E-MAIL: cep@fuam.am.gov.br

PESQUISADOR RESPONSAVEL: ANDRE LUIZ LETURIONDO

ENDERECO: AV CODAJAS 24 - BAIRRO CACHOEIRINHA MANAUS-AM
LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR

CEP: 69065-130 FONE: (92) 3632-5843 /E-MAIL:
ANDRE_LETURIONDO@YAHOO.COM.BR



