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RESUMO

A hanseniase € uma doenca infecciosa causada por uma bactéria (Mycobacterium
leprae) cuja diversidade genética é muito baixa. Portanto, suscetibilidade a doenca e
suas formas clinicas sdo em grande parte determinadas por fatores genéticos do
hospedeiro. Varios genes, em especial os relacionados com a resposta imune, estao
associados com a suscetibilidade ou resisténcia a hanseniase, entre eles o gene
BCHE da butirilcolinesterase (BChE). Estudos realizados nas décadas de 1970 e 1990
demonstraram associacdo entre um fenotipo atipico de atividade de BChE e
suscetibilidade a hanseniase; no entanto, outros estudos realizados no mesmo
periodo falharam em replicar o achado. Em particular, estudo em que se fez a
cobertura completa do gene BCHE demonstrou associa¢ao entre hanseniase e o alelo
G da variante rs1799807 através de um desenho de estudo de associacdo caso-
controle realizado em uma amostra recrutada no sul do Brasil. Este achado nunca foi
replicado em outra populacdo. No presente estudo, foi utilizada uma estratégia de
analise de associacdo baseado em familias para se investigar associacdo de
marcadores do gene BCHE com hanseniase em uma amostra populacional recrutada
em uma regido hiperendémica no norte do Brasil e constituida por 219 individuos
distribuidos em 64 pedigrees. Foram genotipados os marcadores moleculares
rs1126680, rs1355538, rs1799807 e rs1803274. Nesta amostra, nenhum dos SNPs
foi encontrado associado a suscetibilidade a doenca. Analise de regresséo logistica
mostrou que a idade mais elevada € um fator de risco para a forma multibacilar da
doenca.

Palavras-chave: Hanseniase; BCHE; Butirilcolinesterase; Suscetibilidade genética.



ABSTRACT

Leprosy is an infectious disease caused by a bacterium (Mycobacterium leprae) of
very low genetic diversity. Therefore, susceptibility to the disease and its clinical forms
is largely determined by host genetic factors. Several genes, mainly related to immune
response, are associated with susceptibility or resistance to leprosy; among them, the
BCHE gene of butyrylcholinesterase (BChE). Studies conducted in the 1970s and
1990s demonstrated association between an atypical phenotype of BChE activity and
susceptibility to leprosy; however, other studies performed during the same period
failed to replicate the finding. A full-coverage study of the BCHE gene demonstrated
association between leprosy and the G-allele of the rs1799807 variant through a case-
control study design from a sample recruited in the south of Brazil. This finding is yet
to be replicated in an independent population. In the present study, a family-based
association analysis strategy was used to investigate the association of BCHE gene
markers with leprosy in a population sample recruited in a hyperendemic region of
north Brazil and composed of 219 individuals distributed in 64 pedigrees. Molecular
markers rs1126680, rs1355538, rs1799807 and rs1803274 were genotyped. None of
the SNPs were found to be associated with disease susceptibility. Logistic regression
analysis showed that the highest age is a risk factor for the multibacillary form of the
disease.

Key-words: Leprosy; BCHE; Butyrylcholinesterase; Genetic susceptibility
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1 INTRODUCAO
1.1 HANSENIASE

A hanseniase é uma doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium leprae
(M. leprae). Evidéncias clinicas e epidemioldgicas sugerem que a doenca per se e/ou
suas formas clinicas distintas sdo controladas por fatores genéticos do hospedeiro,
como argumentado por Moraes et al (1): a diversidade genética do agente etiolégico
€ muito baixa e ndo pode ser usada para explicar as diferentes formas clinicas
observadas, e estes fatores sdo mais importantes que os ambientais, como condi¢des
socioeconbmicas (2) ou climaticas (3).

A doenca, anteriormente conhecida como lepra (4,5), € transmitida por via
aérea, através de perdigotos eliminados pelo nariz e/ou pela boca durante contato
proximo e frequente (6) com um individuo afetado, e manifesta-se principalmente por
lesBes cutaneas e neuroldgicas com diminuicao da sensibilidade térmica, dolorosa e
tatil.

1.1.1 Historico

Nos capitulos 13 a 14 de Levitico, o terceiro livro do Pentateuco, do Antigo
Testamento da Biblia Cristd, aparece a palavra hebraica tzaraat, que se refere a um
conjunto de doencas de pele, entre as quais estd a hanseniase. Esta palavra se refere
a chamada “lepra biblica” e ndo se aplicava somente a doencas, pois manchas em
roupas e em edificios mereciam o mesmo termo (7). No Novo Testamento, aparece a
palavra lepra, esta derivada do latim que significa “pele escamosa” — a palavra lepra
aparece nesta obra 68 vezes (8). Também h& mencéo a doenca nos quatro livros da
religido hindu (Krutha Yuga, Tretha Yuga, Dwapara Yuga e Kali Yuga), assim como
no islamismo: “o profeta disse: ndo ha mal enviado por Al4, que n&o tenha cura”; um
outro ensinamento diz: “fuja de um leproso como fugiria de um le&o”(9). Entre 1098 e
1179, Santo Hildegardo, um abade alemao, foi talvez um dos primeiros a descrever
trés formas clinicas da hanseniase. O abade usou os termos “alba”, “rubra” e
“‘ulcerosa”. Se pensava na época que a forma “rubra” se manifestava em individuos
alcodlatras e gulosos, enquanto que as formas “ulcerosa” e “alba” eram mais comuns
nos libidinosos (7).

A hanseniase teria chegado ao Brasil através de migracées humanas, partindo

da Africa ha mais de 100.000 anos em direcéo a Asia e, de |4, através do estreito de
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Bering, chegando a América do Norte ha mais ou menos 30.000 anos em direcéo sul
através da Ameérica Central até a América do Sul (10). Os primeiros registros oficiais
da doenca no Brasil datam de 1600, na cidade do Rio de Janeiro, local de criagdo do
primeiro leprosario (11). Em 1894 foi criado o Laboratério Bacterioldgico no Hospital
dos Lazaros, no Rio de Janeiro, em uma época em que no pais muitos ainda
acreditavam na etiologia hereditaria da doenca (12). Foi um marco importante no
desenvolvimento cientifico em relagdo a doenca, pois o agente etioldgico fora
descoberto pelo médico noruegués Gerhard Henrik Armauer Hansen em 1873, ou
seja, 21 anos antes (13).

Em 1962, através do Decreto 968, de 7 de maio, foram definidas normas
técnicas especiais para o combate a hanseniase, que na época ainda era conhecida
como lepra. Este decreto, no que se refere a profilaxia, elenca a pesquisa, o preparo
de pessoal técnico, inquéritos epidemioldgicos, a procura sistematica de doentes, o
tratamento, a educacdo sanitaria, a assisténcia social, a limitacdo dos movimentos
das fontes de contagio e a vigilancia sanitaria (14). No inicio da década de 1970 se
iniciou uma campanha para que o nome da doenca fosse alterado de lepra para
hanseniase (15), o que acabou ocorrendo em 1995 através da lei 9010, de 29 de
marco (16). De acordo com Femina et al (17), a medida contribuiu para a reducéo do

preconceito e do estigma contra a doenca.

1.1.2Mycobacterium leprae (M. leprae)

Até 1896, a bactéria conhecida hoje como M. leprae pertencia ao género
Bacterium, quando foi reclassificada por Lehmann e Neumann, que criaram o género
Mycobacterium (18). O M. leprae € um bacilo alcool-acido resistente (BAAR) (19), reto
ou levemente encurvado, com extremidades arredondadas (Figura 1), medindo de 1
a 8 um de comprimento e 0,3 um de diametro, imével, microaerofilo, que reproduz-se
por divisdo binaria, ndo forma esporos, ndo produz toxinas e nem possui plasmideos
(20). Nao cresce em meios artificiais de cultivo; é parasita intracelular obrigatério (21).
O primeiro cultivo bem sucedido em laboratorio foi feito por Shepard em 1960, através
da inoculacdo do bacilo de uma fonte humana na pata traseira de camundongos (22).

A parede celular do M. leprae mede cerca de 20 nm de espessura, e € composta
por um peptideoglicano que possui L-glicina ao invés da L-alanina. O peptideoglicano
esta ligado covalentemente a polissacarideos que servem de suporte aos acidos

micolicos. Estes acidos possuem alto peso molecular e se concentram na camada
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mais externa da parede, associados a lipideos (micosideos); os dois lipideos
capsulares mais importantes sdo o dimicocerosato de ftiocerol (PDIM) e o glicolipideo
fendlico 1 (PGL-1) (20), este ultimo envolvido na interacdo do M. leprae com a
laminina das células de Schwann, sugerindo que o PGL-1 desempenha um importante

papel na interacdo entre o bacilo e o nervo periférico (23).

1.1.3Diagndstico e Classificagdo Clinica

O diagnoéstico da hanseniase € essencialmente clinico e a suspeita clinica para
hanseniase leva em consideracéo sinais ditos cardeais, como a anestesia em lesdes
cutaneas, o espessamento de nervos periféricos e a demonstracao da presenca do M
leprae em baciloscopias de material de biopsia de tecidos cutéaneos (24).

Para o diagnostico correto, é necessario entender que a doenca em sua
evolucao clinica produz comprometimento cutaneoneural caracteristico de cada forma
clinica. Levando em consideracao este conhecimento se aplicam as classificacdes,
que auxiliam tanto no diagndstico como no prognastico e norteiam a terapéutica (24).

Em 1953, durante a Sexta Conferéncia Internacional de Hanseniase, que reuniu
pesquisadores da area em Madri, foi proposto um sistema de classificacdo clinica da
doenca em trés classes: tuberculoide (T), borderline (ou dimérfica, B) e lepromatosa
(ou virchowiana, L), utlizando-se critérios clinicos (aspecto das lesdes),
bacteriol6gicos (identificacdo do bacilo), imunolégicos (teste da lepromina) e
histolégicos (natureza do infiltrado e nimero de bacilos por leséo) (25). Este sistema
ainda é utilizado em varios paises, incluindo o Brasil (26).

Nos anos 60, Ridley e Jopling propuseram um esquema de classificacdo da
hanseniase de acordo com critérios microbiol6gicos, imunoldgicos e clinicos (Figura
2). Segundo esta classificacdo, as formas clinicas da doenca sdo separadas em 6
classes distintas: duas formas polares — hanseniase tuberculoide (TT) e hanseniase
lepromatosa (LL) — e entre estes dois polos, 3 formas intermediarias: tuberculbide
borderline (BT); borderline borderline (BB) e borderline lepromatosa (BL). Nos casos
de diagndstico precoce, que ainda ndo apresentem caracteristicas suficientes para
classificacdo em alguma das formas acima, a doenca é classificada como
indeterminada. O polo tuberculdide é caracterizado por lesbes localizadas e bem
definidas e auséncia de bacilos na pele e nervos periféricos, e esta associado a uma
resposta imune celular (Thl); o polo oposto, lepromatoso, € caracterizado por

multiplas lesdes disseminadas e presenca de bacilos na pele e nervos; esta forma é
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observada nos pacientes que apresentam resposta imune predominantemente
humoral (Th2). As formas intermediarias, a partir da BT até a BL, sdo caracterizadas
por progressiva diminuigdo da resposta imune celular com aumento da carga bacilar
e aumento de anticorpos especificos contra antigenos do M leprae, como o PGL-1
(anti-PGL-1), de lesdes cutaneas e comprometimento de nervos (27)(28). Na resposta
imune humoral (formas clinicas LL, BL ou mesmo BB), as interleucinas mais presentes
sdo: IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, e na resposta mediada por célula (formas clinicas
TT e BT), as citocinas IL-2, IL-6, IFN-y, TNF e IL-10 séo as mais comuns, podendo ser
usadas como marcadores de diagnostico e classificagdo da forma clinica (29).

Em 1982, a OMS propds uma classificacdo simplificada, para facilitar a
orientacdo do tratamento e acompanhamento da terapia. Segundo esta classificacao,
a doenca é dividida em duas formas: paucibacilar (PB) e multibacilar (MB), de acordo
com o indice baciloscépico (menor que 2+, paucibacilar e maior ou igual a 2+,
multibacilar). Em 1988, foram estabelecidos critérios clinicos, considerando como
paucibacilares os casos com até cinco lesfes cutaneas e/ou um tronco nervoso
acometido, e multibacilares os casos com mais de cinco lesbes e/ou mais de um
tronco nervoso acometido; onde a baciloscopia esta4 disponivel, pacientes com
resultado positivo séo considerados multibacilares independentemente do nimero de
lesbes. (30—-32).
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Figura 1. Biopsia de nodulo eritematoso em extremldade de um pauente com
hanseniase LL.
Os bacilos estdo densamente agrupados dentro dos vacuolos citoplasmaticos de histidcitos. Coloracéo
de Ziehl-Neelsen modificada por Fite. (disponivel em:https://pathos223.com/en/case/casel165.htm)
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Figura 2: Classificag6es clinica e terapéutica da hanseniase.

TT = tuberculoide; BT = borderline-tuberculéide; BB = borderline-borderline; BL = borderline-
lepromatosa; LL = lepromatosa. Nem sempre a baciloscopia e consequentemente a classificacdo da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) corresponde a classificacdo de Ridley e Jopling tal qual como
apresenta-se na figura. Adaptado de Reibel et al (33)

1.1.4Epidemiologia

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o Brasil € o segundo
pais em nimero de casos de hanseniase, atras da india. No periodo entre 2008 a
2017 o pais registrou 319.000 novos casos da doenca (34). A tabela 1 mostra a
posicdo do Brasil em relacdo a outros paises onde a incidéncia é maior que 1.000
novos casos por ano. Neste grupo de paises, o Brasil é responsavel por 15,20%
destes novos casos (34). Neste periodo, houve uma reducdo no nimero de casos
novos, entretanto esta reduc&o n&o foi uniforme em todos os paises. Na india houve
um discreto aumento de 0,97%, enquanto que no Brasil houve uma diminuicdo de
30,85%; reducdes maiores foram observadas na Nigéria (51,02%) e na Republica
Unida da Tanzénia (51,51%).

A tabela 2 mostra a situacdo da hanseniase nos mesmos paises no periodo
compreendido entre dezembro de 2016 e marco de 2017. Neste periodo, nestes
paises, foram registrados pouco mais que 200.000 novos casos, destes, 117.127
(58,03%) eram da forma multibacilar. No Brasil, neste periodo, 72,26% dos casos
novos foram da forma clinica multibacilar, conforme também observado em estudos
independentes (35)(36). Em se tratando de novos casos, o diagndstico desta forma

clinica pode indicar que esse esta ocorrendo mais tardiamente (37), e por isso
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aumenta o risco do aparecimento de novos casos, considerando que o risco de
transmissdo da doenca para 0s comunicantes € maior nestes doentes (38).

A maior parte dos novos casos, tanto no Brasil como nos outros paises com
mais de 1.000 novos casos anuais, € constituida por homens, variando de 55,76% no
Brasil a 80% em Madagascar. Isto ocorre provavelmente devido a maior exposi¢ao
aos fatores de risco de infeccdo, assim como a diferencas no comportamento
sociocultural entre os sexos (36). Nestes paises também se observa parcela
significativa de criancas entre 0s casos novos, como é o caso da Republica
Democratica do Congo (11,58%), Indonésia (11,43%) e Etiopia (9,75%). No Brasil,
6,72% dos casos novos sao constituidos por criancas (37).

A tabela 3 mostra a situacdo da hanseniase no Brasil, por regido e unidade da
federacdo no ano de 2015. Em nimeros absolutos, a maior incidéncia € observada na
regido nordeste, mas a maior taxa de deteccéo por 100.000 habitantes € na regido
centro-oeste. Os estados com maior taxa de deteccdo sdo: Mato Grosso
(92,18/100.000), Tocantins (57,49/100.000), Maranhdo (51,19/100.000), Para
(35,03/100.000), Rondénia (32,69/100.000) e Piaui (31,59/100.000). Nestes estados
estdo municipios que concentram 34% da populacdo brasileira e 56% dos casos
novos diagnosticados (39). Em todo o Brasil, a forma clinica mais frequente é a
multibacilar. Nas regibes com maior incidéncia da doenca se observa a maior
incidéncia de hanseniase em criancas (10,20% em rela¢do ao total de casos novos).
Nestas regides vive 33% da populacdo com menos de 15 anos de idade, mas se
concentram 67% dos casos novos em criancas (39), evidenciando a
hiperendemicidade. Paradoxalmente, a maior taxa de incapacidade fisica,
possivelmente relacionada com o diagnéstico tardio, foi observada nas regides
sudeste (9,27%) e sul (9,08%). As deformidades estéo relacionadas normalmente a
forma clinica multibacilar e ao maior tempo decorrido entre a infec¢éo e o diagndéstico
(40-43).
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Tabela 1: Incidéncia em paises que registraram mais de 1.000 novos casos anuais, no periodo de 2007 a 2016.

Pais Numero de Novos Casos (x 1.000) Média
2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
india 134,2 133,7 126,8 127,3 134,7 126,9 125,8 127,3 135,5 126,2 129,8
Brasil 38,9 37,6 34,9 33,9 33,3 31,0 31,1 26,4 25,2 26,9 31,9
Indonésia 17,4 17,3 17,0 20,0 19,0 16,8 17,0 17,2 16,8 15,9 17,4
R. D. do 6,1 51 5,0 3,9 3,6 3,7 3,2 4,2 3,7 3,6 4,2
Congo*
Bangladesh 5,2 5,2 3,8 4,0 3,7 3,1 3,6 4,0 3,0 3,7 3,9
Nigéria 4,9 4,2 3,9 3,6 3,8 3,4 3,0 2,9 1,4 2,4 3,3
Nepal 47 4.4 3,1 3,2 3,5 3,2 3,0 2,7 3,0 3,2 3,4
Etiopia 4,2 4,4 4,4 NR 3,8 4.4 3,7 4,0 3,7 3,1 4,0
Mianmar 3,4 3,1 2,9 3,1 3,0 2,9 2,9 2,6 2,6 2,3 2,9
R.U. da 3,3 2,6 2,3 2,3 2,5 2,0 1,9 2,2 2,0 1,6 2,3
Tanzania®
Filipinas 2,4 1,8 2,0 1,8 2,1 1,7 1,6 2,0 1,7 1,9 1,8
Sri Lanka 2,0 1,9 2,0 2,2 2,2 2,0 2,1 2,0 1,8 1,9 2,0
Madagascar 1,8 1,6 1,5 1,6 1,5 1,6 1,6 1,5 1,8 1,8 1,6
Mocambique 1,3 1,2 1,2 1,1 0,8 NR NR 1,3 1,3 1,9 1,3
Total 229,8 224,1 210,8 208,0 2174 202,7 200,5 199,7 199,9 196,4 209,8
% 11,00 10,73 10,09 9,95 10,40 9,70 9,60 9,56 9,57 9,40 100,00

*Republica Democréatica do Congo; °Republica Unida da Tanzénia, NR: N&o registrado (adaptado de Global Leprosy Update, 2017(34) .
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Tabela 2: Situacdo da hanseniase nos paises que registraram mais de 1.000 novos casos no periodo de 2007 a 2016.

Pais N. de N. de MB* N. de N. de N. de casos Prevaléncia Taxa de
Novos entre os mulheres criangas de Cura® (%)
Casos® novos casos entre os entre os incapacidade
novos novos grau 2 entre
casos® casos® 0S NOVOS
casos’
N %* N %* N %* N %* MB PB
india 135485 67160 49,57 53072 39,17 11792 8,70 5245 3,87 88166 954 919
Brasil 25218 18224 72,26 11156 44,24 1696 6,72 1736 6,88 22710 84,2 80,8
Indonésia 16826 14165 84,18 6314 37,52 1923 1143 1363 8,10 18248 919 879
R. D. do
Congo* 3765 2297 61,00 1660 4409 436 1158 508 13,49 4218 89,0 81,8
Bangladesh 3000 1315 43,83 1136 37,87 166 553 292 9,73 3132 96,8 93,8
Nigéria 1362 1317 96,70 549 40,31 89 6,53 300 22,03 1460 92,0 96,9
Nepal 3054 1678 5494 1169 38,28 220 7,20 109 3,57 2559 NR NR
Etiopia 3692 3064 82,99 1019 27,60 360 9,75 419 11,35 3692 87,0 89,1
Mianmar 2609 2020 77,42 801 30,70 88 3,37 358 13,72 2526 78,6 89,7
R.U. da
Tanzania? 2047 1793 8759 781 38,15 61 298 267 13,04 1849 79,0 100,0
Mocambique 1289 1057 82,00 542 42,05 118 9,15 276 21,41 1375 NR NR
Filipinas 1721 1519 88,26 589 34,22 89 517 68 3,95 4316 100,0 934
Sri Lanka NR NR - NR - NR - NR - NR NR NR
Madagascar 1780 1518 85,28 356 20,00 136 7,64 337 18,93 2097 92,2 85,0
Total 201848 117127 58,03 79144 39,21 17174 851 11278 5,59 156348 89,6 90,0

1RepUblica Democratica do Congo; 2Republica Unida da Tanzania; 3NUmero de casos no ano de 2016; “Pode indicar presenca de casos avancgados e avaliagdo da magnitude
da infeccdo na comunidade; °Pode mostrar a taxa de acesso das mulheres ao servico de salde e avaliagio indireta da discriminacdo de mulheres com hanseniase; ®Indicativo
da progressédo da doenca na comunidade; “Indicativo da importancia da deteccdo precoce da doenca; 8Calculado pelo nimero total de casos com a forma paucibacilar que
iniciaram a terapia um ano antes ou nimero total de casos com a forma multibacilar que iniciaram a terapia dois anos antes; espera-se uma taxa de cura > 85%; *em relagdo
ao total de casos novos, NR = ndo registrado (adaptado de Global Leprosy Update, 2016 (44).
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Unidade da N. de Taxa de N. de MB* N. de N. de N. de casos de Prevaléncia Taxa de
Federacéo / Casos Det. ** mulheres* criancas* incapacidade de Cura (%)
Regiéo Novos grau 2*
N %* N %* N %* N %*

Rondénia 578 32,69 394 68,17 235 40,66 35 6,05 47 8,13 410 89,8
Acre 129 16,05 102 79,07 43 33,33 12 9,30 2 1,55 96 91,3
Amazonas 508 12,90 298 58,66 179 35,24 61 12,00 39 7,68 343 85,4
Roraima 77 15,23 64 83,12 20 25,97 1 1,30 6 7,79 78 77,8
Para 2875 35,03 1951 67,86 1100 38,26 322 11,20 155 5,39 1853 80,0
Amapa 109 14,22 78 71,56 37 33,94 13 11,93 17 15,60 80 83,5
Tocantins 871 57,49 560 64,29 349 40,07 81 9,30 54 6,20 631 85,7
Regido Norte 5147 29,40 3447 66,97 1963 38,14 525 10,20 320 6,22 3491 82,9
Maranhao 3534 51,19 2642 74,76 1487 42,08 375 10,61 240 6,79 2607 84,3
Piaui 1012 31,59 615 60,77 475 46,94 72 7,11 45 4,45 670 84,0
Ceara 1790 20,10 1166 65,14 759 42,40 93 5,20 129 7,21 1298 84,3
Rio G. do Norte 267 7,76 163 61,05 130 48,69 35 13,11 19 7,12 170 71,3
Paraiba 523 13,17 308 58,89 237 45,31 27 5,16 39 7,46 339 75,5
Pernambuco 2383 25,50 1320 55,39 1179 49,47 240 10,07 101 4,24 1748 80,4
Alagoas 351 10,51 209 59,54 175 49,86 25 7,12 32 9,12 216 78,3
Sergipe 360 16,05 178 49,44 183 50,83 18 5,00 27 7,50 214 88,6
Bahia 2540 16,71 1690 66,53 1263 49,72 224 8,82 131 5,16 1700 79,4
Regido Nordeste 12760 22,56 8291 64,98 5888 46,14 1109 8,69 763 5,98 8962 82,0
Minas Gerais 1135 5,44 828 72,95 505 44,49 45 3,96 129 11,36 870 89,4
Espirito Santo 627 15,95 305 48,64 280 44,66 41 6,54 28 4,46 367 95,5
Rio de Janeiro 1048 6,33 647 61,74 477 45,51 46 4,39 106 10,11 676 80,9
Sao Paulo 1203 2,71 828 68,83 542 45,05 22 1,83 109 9,06 1002 92,2
Regido Sudeste 4013 4,68 2608 64,99 1804 44,95 154 3,84 372 9,27 2915 88,7
Parana 721 6,46 577 80,03 275 38,14 6 0,83 59 8,18 636 89,2
Santa Catarina 171 2,51 130 76,02 76 44,44 4 2,34 17 9,94 109 89,8
Rio Grande do Sul 121 1,08 101 83,47 59 48,76 2 1,65 16 13,22 107 73,2
Regido Sul 1013 3,47 808 79,76 410 40,47 12 1,18 92 9,08 852 87,4
Mato Grosso do Sul 705 26,59 599 84,96 324 45,96 31 4,40 71 10,07 614 80,0
Mato Grosso 3010 92,18 2432 80,80 1402 46,58 178 5,91 133 4,42 2538 79,9
Goias 1689 25,55 1300 76,97 725 42,92 80 4,74 94 5,56 1162 87,2
Distrito Federal 219 7,51 182 83,10 101 46,12 7 3,20 16 7,30 150 88,1
Regido Centro- 5623 36,41 4513 80,26 2552 45,38 296 5,26 314 5,58 4464 82,6
Oeste

Brasil 28761 14,07 19667 68,38 12617 43,87 2096 7,29 1861 6,47 20684 83,5

*Em relagdo ao numero total de casos novos, **por 100.000 habitantes (Fonte SINAN (45)).
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1.1.5 Tratamento

A terapia da hanseniase segue o protocolo padronizado pela OMS e é baseado em
poliquimioterapia (PQT), que inclui trés farmacos de primeira linha: dapsona, rifampicina e
clofazimina. A dapsona tem acao bacteriostatica e age inibindo a sintese de folato pelo M.
leprae. Normalmente € bem tolerada, mas em alguns casos os efeitos adversos podem
contribuir com a descontinuacdo do tratamento. A rifampicina, por sua vez, tem acao
bactericida e age inibindo a RNA-polimerase de vérias bactérias. Também € bem tolerada
pela maioria dos pacientes e o0 seu uso intermitente (mensal) diminui o risco de
aparecimento de efeitos colaterais. A clofazimina tem acédo bactericida lenta e sua
farmacodinamica nédo é totalmente conhecida, sabe-se que se liga ao DNA bacteriano. Sua
eficicia é similar a da dapsona e além de possuir um importante efeito anti-inflamatorio, é
bem tolerado pela maioria dos pacientes. Pode provocar hiperpigmentagcéo e recomenda-
se que os pacientes ndo se exponham ao sol (46). Quando surgem, os efeitos adversos da
PQT ocorrem principalmente nos primeiros seis meses de tratamento, geralmente
causados pela dapsona (47). De acordo com o Ministério da Salde (48), os esquemas
terapéuticos deverédo ser utilizados de acordo com a classificacdo simplificada da OMS, e
estdo resumidos na tabela 4.

Estdo em tratamento irregular os doentes que deixam de comparecer as consultas
meédicas e aos atendimentos dos demais profissionais da saude, bem como 0os que nao
garantem o comparecimento dos seus familiares para 0s exames em comunicantes; nestes
casos, pode ocorrer a continuidade da transmissdo e o atraso na cura da hanseniase,
assim como o aumento da possibilidade de selecdo de bactérias resistentes. Em estudo
com 33 pacientes em tratamento irregular, Lopes e Rangel (49) observaram que a maior
parte destes é do sexo masculino (69,7%), estdo na faixa etaria entre 26 a 36 anos (33,3%),
séo solteiros (51,5%), concluiram o ensino fundamental (54,5%), tem um rendimento entre
1 a 2 salarios minimos (51,5%) e nao estdo inseridos em programas de

assisténcia/beneficio (66,7%).



Tabela 4. Esquemas terapéuticos recomendados pelo Ministério da Salde.

Esquema Terapéutico

a) Paucibacilar

Adulto

Rifampicina: dose mensal de 600 mg
com administracao supervisionada
Dapsona: dose mensal de 100 mg com
administragdo supervisionada e dose
diaria de 100 mg autoadministrada

Crianca

Rifampicina: dose mensal de 450 mg
com administracdo supervisionada
Dapsona: dose mensal de 50 mg com
administracdo supervisionada e dose
diaria de 50 mg autoadministrada

Duracéo do tratamento e alta

6 doses supervisionadas em até 9
meses, na 62 dose os pacientes deverao
ser submetidos ao exame
dermatolégico, a avaliacdo neuroldgica
simplificada e do grau de incapacidade
fisica e receber alta por cura

b) Multibacilar

Adulto

Rifampicina: dose mensal de 600 mg
com administracdo supervisionada
Dapsona: dose mensal de 100 mg com
administracdo supervisionada e dose
diaria de 100 mg autoadministrada
Clofazimina: dose mensal de 300 mg
com administragdo supervisionada e
dose diaria de 50 mg autoadministrada

Crianca

Rifampicina: dose mensal de 450 mg
com administracdo supervisionada
Dapsona: dose mensal de 50 mg com
administracdo supervisionada e dose
diaria de 50 mg autoadministrada
Clofazimina: dose mensal de 150 mg
com administragdo supervisionada e
dose de 50 mg autoadministrada em dias
alternados

Duracéo do tratamento e alta

12 doses supervisionadas em até 18
meses, na 122 dose o0s pacientes
deverdo ser submetidos ao exame
dermatolégico, a avaliacdo neuroldgica
simplificada e do grau de incapacidade
fisica e receber alta por cura

Fonte: Ministério da Saude (48).
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1.1.6 Estigma e Impacto Psicoldgico

Cerca de 20% dos doentes desenvolvem incapacidades com necessidade de algum
tipo de apoio ou reabilitacdo (50). Monteiro et al (51) observaram que 29,4% dos pacientes
de Araguaina (TO) apresentavam alguma incapacidade fisica, que ocorria especialmente
nagueles com a forma multibacilar da doenca. Muitas destas incapacidades surgiram
mesmo apos a alta clinica, sendo importante 0 monitoramento continuo pés-alta para a
prevencao de sequelas e limitagoes.

O individuo afetado por hanseniase ndo sofre apenas as consequéncias fisioldgicas
dainfeccédo pelo M leprae, mas também de depresséo e ansiedade (52), portanto ndo basta
apenas considerar a terapia da hanseniase em si, pois de acordo com a OMS, “salde néo
€ apenas a auséncia de doenga, mas um estado de completo bem estar mental e social”
(53). Os doentes logo ap6s o diagndstico experimentam emocdes que podem afetar a
gualidade de vida, como por exemplo o0 medo de perder o emprego, o de ser rejeitado por
familiares, amigos ou pela comunidade, culpa pela doenca, ou mesmo raiva por estar
doente (54).

Nos dias de hoje ainda existe preconceito e estigma relacionados a doenca.
Possivelmente, parte disso tenha origem religiosa. No capitulo 13 do Levitico se encontra
a passagem: “do homem atingido pela lepratera suas vestes rasgadas e a sua cabeca
descoberta. Cobrir4 sua barba e clamara: impuro, impuro! Enquanto durar o seu mal, ele
sera impuro; habitara so, e a sua habitagdo sera fora do acampamento” (55). Ainda, uma
possivel origem deste estigma é o isolamento e internacdo compulsorios como medidas
profilaticas impostas no inicio do século XX (56). Este estigma afeta a vida do doente,
comprometendo seu casamento, suas relacdes interpessoais, seu emprego, suas
atividades de lazer e seu papel em atividades sociais e religiosas (43). Isso tem impacto
negativo no acesso ao diagnostico, nos resultados do tratamento ou na atencao, além de
afetar o funcionamento social. O estigma € uma causa importante de atraso do diagnéstico,
0 que facilita a transmissao da infec¢ao nas familias e nas comunidades (57).

Na tentativa de compensar as consequéncias negativas causadas por governantes e
legisladores passados que determinaram, através de leis, a captura dos portadores de
hanseniase, obrigando-os a viver em locais isolados (leprosérios), privando-os do convivio
familiar e da vida em sociedade, em 2007, por meio da lei 11.520, o governo federal

concedeu a essas pessoas uma pensao no valor de R$ 750,00 (setecentos e cinquenta
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reais), reajustada anualmente conforme os indices concedidos aos beneficios de valor

superior ao piso do Regime Geral de Previdéncia Social (58).

1.1.7 Estados Reacionais

Os estados reacionais na hanseniase podem ser classificados em dois tipos, ditos
“tipo 1”7 (ou reacéao reversa — RR) e “tipo 2” (ou eritema nodoso hansénico — ENH). ARR é
comum entre pacientes paucibacilares, enquanto o ENH é observado com maior frequéncia
em pacientes multibacilares. Podem ocorrer em todas as formas clinicas, com excecao da
indeterminada, e geralmente se seguem a fatores desencadeantes, infec¢des recorrentes,
vacinacao, gravidez, puerpério, uso de medicamentos e estresse fisico e emocional (59). A
RR é resultante de uma subita resposta imune celular aumentada com intensa inflamacéao
em nervos da pele. O ENH também resulta da exarcebacéo da resposta humoral e leva a
sintomas sistémicos severos (60)(61). Os estados reacionais podem ocorrer antes, durante
ou mesmo apos o tratamento da hanseniase, sendo as principais causas atuais de
morbidade e danos neuroldgicos periféricos (62).

A RR envolve a participacgao ativa de linfocitos T, com producéo tecidual de citocinas
Trh1 (IL-2 e IFN-y) e de citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a, uma das principais
citocinas envolvidas na mediacdo do dano neural. A ENH derivada de reacgéo inflamatoria
sistémica relacionada a deposicdo de imunocomplexos; mecanismos humorais parecem
estar envolvidos na patogénese da ENH, associa-se a altas concentracbes de TNF-a,
infiltrac&o de neutrdfilos e ativacdo do complemento. No soro dos pacientes com ENH tem
sido demonstrados altos niveis circulantes de IL-1 e TNF-a, a0 mesmo tempo em que
ocorre aumento tecidual de RNAm para IL-6, IL-8 e IL-10, indicando resposta mediada por
linfocitos Thz (59).

1.2 GENETICA DA HANSENIASE

1.2.1Doencas Genéticas Complexas

Doencas genéticas complexas sdo aquelas cujos fendétipos sdo causados pelo
envolvimento de varios genes, além de contribuicdo ambiental (63)(64). Dentre as doencas
de etiologia complexas mais prevalentes estdo as doengas infecciosas — incluindo a
hanseniase —, o cancer e a aterosclerose. Dentre os fatores ambientais relacionados a
varios tipos de cancer estéao o alcoolismo e o tabagismo (65—69). No caso da aterosclerose,

a ingestao diaria e regular de frutas e verduras € um fator de protecao, diminuindo o risco
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de eventos relacionados ao processo aterosclerotico — doengas coronarianas e acidente
vascular encefalico isquémico (70). Por outro lado, a ingestdo crénica e excessiva de
carboidratos, mas ndo de gorduras, é um importante fator de risco de morte por estas
mesmas doencas cardiovasculares (71). Outras variaveis ndo-geneéticas importantes
devem ser consideradas, como a colesterolemia, a trigliceridemia, a homocisteinemia, o
indice de massa corporal, a pressdo sanguinea, o diabetes do tipo I, 0 sexo e a idade (72).

Neste cenario, de um papel importante de fatores ambientais, o componente
genético das doencas complexas pode ser investigado, geralmente, a partir de estudos
observacionais que buscam evidéncias de participacdo de genes na definicdo do fenétipo
em estudo. Entre os métodos podem ser citados os estudos com gémeos, que comparam
o nivel de concordancia da doenca entre gémeos dizigéticos e monozigoticos; e aqueles
com maior complexidade, como as analises de segregacdo complexa, que buscam
esclarecer o padrdo de heranca em uma amostra de familias. Entretanto, estes estudos
nao conseguem determinar quais sdo os genes envolvidos ou as suas localiza¢cbes. Para
tal, outros modelos de andlise sdo necessarios, com o envolvimento de marcadores
genéticos moleculares, como ocorre nos estudos de ligacdo e de associacdo. Os primeiros
sdo usados para encontrar a localizacdo cromossdmica do gene em estudo; os de
associacdo comparam frequéncias alélicas entre afetados e nao afetados: se for
encontrada diferenca estatisticamente significativa, é possivel inferir qual alelo esta
relacionado com a doencga, e em que direcdo, do aumento da suscetibilidade ou da protecao
a doenca em estudo. Muitas vezes um estudo de ligacdo precede um outro de associacéo,
assim um completa o outro na busca dos genes envolvidos na etiologia de uma doenca
complexa (73). A tabela 5 relaciona fatores genéticos associados com algumas destas

doencgas complexas.

1.2.2Genética de doencgas infecciosas

As doencgas infecciosas estdo entre os principais problemas de saude publica no
mundo, especialmente em paises em desenvolvimento, como o Brasil. A cada ano ocorrem
milhdes de mortes causadas ou relacionadas com estas doencas no mundo, dai a
importancia do estudo de fatores genéticos do hospedeiro que busquem elucidar os
mecanismos moleculares inatos de suscetibilidade ou resisténcia a estas doencas (74). A
contribuicéo individual relativa dos genes de suscetibilidade ou de protecao pode variar em
diferentes populacdes, entdo o estudo destes fatores contribui para o esclarecimento de

questdes epidemioldgicas destas doencas (75). Dentre as diversas doencas infecciosas
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mais estudadas sob o ponto de vista da genética do hospedeiro estdo a tuberculose, a

malaria e a AIDS.

1.2.2.1 Tuberculose (Tb)

O agente etiologico da Tb € a bactéria Mycobacterium tuberculosis, descrita em 1875
pelo microbiologista prussiano Heinrich Hermann Robert Koch (76). No mundo, mais de 10
milhdes de pessoas estdo afetadas pela Th; em 2015 foram registrados 142 casos por
100.000 habitantes e em torno de 1.400.000 de mortes pela doencga (77).

A tabela 6 apresenta a relacdo dos 30 paises com a maior taxa de deteccéo de Tb
(por 100.000 habitantes) no mundo, a maior parte deles localizada na Africa e Asia. O Gnico
pais localizado nas Américas (América do Sul) desta relacdo é o Brasil (77); a tabela 7
mostra 0s casos novos diagnosticados no ano de 2015 no Brasil.

Cerca de 10% a 20% dos individuos se tornam infectados apds exposi¢cao ao agente
etiolégico da Th (Figura 3) e, dentre os que séo infectados (80% a 90%), apenas uma
pequena parcela desenvolve a Th extrapulmonar (5%), mais comum em criangas. A parcela
maior dos que séo infectados (95%) desenvolvem Tb latente, e dentre estes, apenas 5% a
10% desenvolvem Tb pulmonar clinicamente detectavel (78).

Vérios genes parecem estar implicados em cada uma destas etapas (infeccdo, Tb
extrapulmonar; Tb latente e Tb pulmonar), como apresentado por Abel et al. (78) em artigo
de revisdo. Cobat et al. (79), em estudo de ligacdo pan-gendmico (GWLA — Genome-Wide
Linkage Analysis) envolvendo 540 comunicantes (pessoas que vivem com individuo(s) com
tuberculose pulmonar ativa confirmada por baciloscopia e cultura de escarro) com PPD
negativo, pertencentes a 155 familias de Val-de-Marne, um subdurbio de Paris, encontraram
um sinal significativo (P = 2 x 10°) na regido 11p14-15, onde esta localizado o gene TST1
(locus para auséncia de reatividade a tuberculina); nesta regido esta também presente o
gene TNF1 que controla a producédo da fracdo alfa do fator de necrose tumoral que
estd relacionado com a resposta contra micobactérias. Dmytro et al (80), através de um
estudo caso-controle, observaram que o gendtipo GA do SNP (Single Nucleotide
Polymorfism ou Polimorfismo de Nucleotideo Unico) rs1800896 no gene IL10 é mais
frequente no grupo de doentes do que no grupo controle, e esta relacionado com a
producdo menor desta interleucina. Em estudo pan-gendmico de uma amostra de 193
familias de Kampala (Uganda) composta por 803 individuos, Stein et al (81) encontraram

sinais significantes (valores de P entre 2 x 102 a 2 x 10*) para as regides cromossémicas
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2021-2924 e 5p13-5g22 relacionadas com a infeccdo e 7g22-7p21 e 2013 com a Th

pulmonar ativa.

1.2.2.2 Maléria

Charles Louis Laveran, médico do exército francés baseado na Argélia, analisando
uma amostra de sangue de um soldado com malaria, observou pequenos corpusculos
moveis que considerou ser um protozoario parasita. Esta observacao foi publicada em
1880 sem chamar a atencdo da comunidade cientifica. Quatro anos mais tarde, dois
pesquisadores italianos, Ettore Marchiafava e Angelo Celli, redescobriram a etiologia
parasitaria da doenca e nomearam o parasita de Plasmodium malariae. Em 1886, Camillo
Golgi descreveu uma outra espécie, o P. vivax, e em 1894, Amico Bignami descreveu uma
terceira espécie, batizada de P. falciparum (82), esta ultima sendo responsavel pela forma
mais grave da doenca (83). A maléria é transmitida por um inseto vetor que na América
Latina é o Anopheles darling Root, encontrado desde o sul do México até o sul do Brasil,
uma espécie antropofilica, ou seja, que preferencialmente se alimenta com sangue humano
(84).

Em 2015, foram registrados no mundo todo pouco mais de 210 milhdes de casos de
malaria e 429 mil mortes, a maioria delas ocorrendo na Africa, onde a populac¢&o sob risco
tem menos acesso a terapia e onde ha menos investimento em prevencao (85). Os paises
endémicos estdo concentrados, em sua maioria, abaixo da linha do Equador (Figura 4), em
regides tropicais e subtropicais; no Brasil a area endémica é a regido Amazénica (Figura
5): sete municipios localizados nos estados do Acre, Amazonas e Para foram
responsaveis por 50% dos registros de malaria por Plasmodium falciparum (86).

Uma interessante forma de selecao natural tem sido observada na espécie humana,
especialmente em areas endémicas de malaria: o locus HBB (cadeia beta da hemoglobina
A) possui um alelo tipo selvagem “A” e um alelo “S”, relacionado com a hemoglobinopatia
conhecida como anemia falciforme. Os individuos heterozigotos (AS) apresentam uma
forma branda de anemia (traco falcémico) e séo resistentes a maléria; os homozigotos AA

sao susceptiveis a malaria e os homozigotos SS normalmente ndo chegam a idade adulta
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Doenca Gene(s)/Cromossomo Referéncia
Transtorno por uso de substancia
Alcoolismo GABRA2 /4 DRD4 /11 (87) (88)
Cocaina ADH1B /4 BCHE /3 (89)(90)
Psiquiétricas
Anorexia nervosa KCTD15/19 (91
Esquizofrenia NTNG1/1 (92)
Transtorno de humor bipolar CACNALC /12 NEK4 /3 (93)
Autoimunes
Artrite reumatoide IL2RA /10 IL2RB / 22 (94)
Diabetes Mellitus do tipo | DGKB /7 CDKN2B /9 HLA-DRB1/6 (95)(96)(97)
Lupus Eritematoso Sistémico GAD/ 16 (98)

PON1/7

Cardiovasculares
Aterosclerose BCHE /3 APOE /19 (99)
Doenca arterial coronariana CETP /16 (100)
Hipertenséo arterial sistémica AGT /1 SLC4A5/ 2 (101)
Acidente vascular encefalico isquémico PITX2 /4 ZFHX3 /16 (102)
Metabolicas
Diabetes Melitus do tipo I SLC30A8 /8 (103)
Geriatricas
Doenca de Alzheimer APOE /19 SORL1/11 (104)(105)
Odontoloégicas
Periodontite IRF5 /7 Regido 1925 (106)(107)
Neoplasicas
Céncer CDKN2A /9 TP53 /17 (108)(109)

GABRA2: Subunidade alfa do receptor tipo A do GABA; DRD4: Receptor D4 da dopamina; ADH1B: Polipeptidio beta da classe 1 da éalcool desidrogenase;

BCHE:

Butirilcolinesterase; KCTD15: Dominio de tetramerizagdo do canal de potassio contendo 15; NTNG1: Netrina G1; CACNALC: Subunidade alfa 1C do canal de célcio dependente
de voltagem; NEK4: Quinase 4 relacionada com senescéncia replicativa; IL2RA: Subunidade alfa do receptor de IL-2; IL2RB: Subunidade beta do receptor de IL-2; DGKB:
Diacilglicerol quinase beta; CDKN2B: Inibidor de ciclina dependente de quinase; CETP: Proteina de transferémcia do colesteril éster; AGT: Angiotensinogénio; SLC4A5: Membro
5 da familia 4 de carreadores sollveis; PITX2: fator 2 de transcri¢do do gene da procolageno lisil hidroxilase; ZFHX3: fator 3 de transcrigdo que regula a diferenciagdo miogénica
e neuronal; SLC30A8: Membro 8 da familia 30 de carreadores soluveis HLA-DRB1: MHC de classe 2 DR B1; GAD: Glutamato descarboxilase; PON1: Paraoxonase 1 APOE:
Apoliproteina E, SORL1: Receptor 1 relacionado com sortilina; IRF5: Fator regulatério 5 do interferon; CDKN2A: Inibidor 2A de ciclina dependente de quinase; TP53: Gene

supressor de tumor.
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Figura 3: A historia natural da infeccdo humana pelo M. tuberculosis e o0 subsequente

desenvolvimento da Tb clinica ou sintomética

Apesar da grande carga bacteriana a que os comunicantes estdo expostos, cerca de 10 a 20% destes nao
séo infectados, e por esta razdo ndo desenvolvem a doenca. Em torno de 5% dos que séo infectados,
desenvolvem Tb clinica extrapulmonar dentro de 2 anos apés a infecgdo, esta forma de Tb priméria é mais
comum em criancas. E dentre os demais que foram infectados (em torno de 95%) desenvolvem Tb latente.
Apenas 5% destes desenvolvem a Tb pulmonar, mais comum em pacientes adultos. A Figura também mostra
0S genes que estdo ou parecem estar relacionados ou com suscetibilidade ou prote¢cdo em cada um dos
pontos desta histéria natural (adaptado de Abel et al (78))

por conta da anemia falciforme. Assim, em areas endémicas, o0 heterozigoto tem uma
vantagem seletiva maior, pois tende a viver mais que os homozigotos (110).

Um estudo pangendmico mostrou associacao entre a malaria e os genes ATP2B4
(ATPase transportador 4 de Ca**), que codifica a principal bomba de Ca** dos eritrécitos, e
MARVELD3 (Dominio 3 de MARVEL), que codifica uma proteina produzida por células
endoteliais e que possivelmente tem um papel importante no dano microvascular causado
por eritrécitos parasitados (111). Um outro estudo, realizado em uma populacao
ugandense em area com alta incidéncia da doenca, mostrou que a variante rs1800482 na
regido promotora (-954C) do gene NOS2 (Sintetase 2 de 6xido nitrico) esta relacionado
com menor suscetibilidade a malaria (112).

A deficiéncia da glicose-6 fosfato desidrogenase (G6PD) esta relacionada com
hemolise intravascular apds a administracédo de alguns farmacos, dentre eles a primaquina
e seus derivados, farmacos usados na terapia da maléria; paradoxalmente, esta deficiéncia

parece conferir protecao contra a infec¢do por Plasmodium sp (113).
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Tabela 6: Taxa de deteccdo da tuberculose , no ano de 2015, nos 30 paises com maior
prevaléncia da doenca e relacdo com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

(SIDA/AIDS).
Pais Taxa de Deteccao
Total de casos Em casos de AIDS/SIDA
Por 100.000 (N°
Absoluto)
Africa do Sul 834 (454.000) 57
Lesoto 788 (17.000) 72
R.P.D.da Coreia’ 561 (141.000) 0,31
Mocambique 551 (154.000) 52
Namibia 489 (12.000) 41
Papua Nova Guiné 432 (33.000) 15
Indonésia 395 (1.020.000) 7,7
Zambia 391 (63.000) 60
Rep. Centro Africana 391 (19.000) 45
Camboja 380 (59.000) 2,4
Congo 379 (18.000) 36
Mianmar 365 (197.000) 8,9
Angola 370 (93.000) 30
R.D. do Congo? 324 (250.000) 15
Nigéria 322 (586.000) 17
Filipinas 322 (324.000) 1,3
Libéria 308 (14.000) 13
Serra Leoa 307 (20.000) 13,3
Rep. Unida da Tanzéania 306 (164.000) 35
Paquistao 270 (510.000) 1,7
Zimbabue 242 (38.000) 69
Quénia 233 (107.000) 33
Bangladesh 225 (362.000) 0,18
india 217 (2.840.000) 4
Etiopia 192 (191.000) 8,3
Tailandia 172 (117.000) 13
Vietham 137 (128.000) 4,3
Russia 80 (115.000) 9,9
Rep. Popular da China 67 (918.000) 1,7
Brasil 41 (84.000) 15
Total 195 (9.050.000) 11

1Republica Popular Democratica da Coreia (Coreia do Norte); ?Republica Democratica do Congo (Fonte:

OMS (77)).
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Tabela 7. Casos novos de Tuberculose por Unidade da Federacdo no ano de 2016, com e

sem SIDA/AIDS.

Unidade da Federacéo

Total de Casos

Com SIDA/AIDS

Rondobnia 211 21
Acre 138 6
Amazonas 803 59
Roraima 57 7
Para 668 32
Amapa 94 5
Tocantins 63 1
Regido Norte 2034 131
Maranhao 638 50
Piaui 199 13
Ceara 964 70
Rio Grande do Norte 277 19
Paraiba 383 20
Pernambuco 1307 148
Alagoas 259 44
Sergipe 251 11
Bahia 1437 99
Regido Nordeste 5715 474
Minas Gerais 985 78
Espirito Santo 375 25
Rio de Janeiro 2890 280
Sao Paulo 6019 535
Regido Sudeste 10269 918
Parana 651 78
Santa Catarina 675 117
Rio Grande do Sul 1552 337
Regido Sul 2878 532
Mato Grosso do Sul 251 14
Mato Grosso 432 20
Goias 251 22
Distrito Federal 128 20
Regido Centro-Oeste 1062 76
Total 21958 2131

(Fonte SINAN (114)).
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Countries endemic for malarig, 2016 Countries endemic in 2000, no longer endemic in 2016
1 Countries not endemic for malarig, 2000 Not applicable

Figura 4: Paises endémicos para malaria em 2000 e em 2016.
(fonte World Malaria Report, 2016 (85)).

O gene CD40LG € um gene localizado no cromossomo X que codifica o ligante de
CD40, relacionado com a resposta imune contra varios agentes patogénicos. Uma mutacao
neste gene (rs3092945) estéa relacionada com menor risco de maléaria cerebral ou severa,
tanto em homens como em mulheres. Outros sinais fracos de associagao (valores de P
entre 0,001 e 0,05) foram observados entre a malaria severa e os genes CD36 (proteina
CD36 — molécula de adesédo de plaquetas), IL1A (cadeia alfa da interleucina 1), CR1
(receptor 1 de C3b/C4b), IL4 (interleucina 4) com malaria cerebral e IL20RA (subunidade
alfa do receptor de interleucina 20) com anemia severa (115). A Figura 6 ilustra pormenores

da genética da suscetibilidade a malaria.
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Figura 5: Casos confirmados de maléaria no Brasil.

A: Casos por Plasmodium vivax; B: Casos por Plasmodium falciparum
(fonte World Malaria Report, 2016 (85).

1.2.2.3 Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida — SIDA / AIDS

No inicio da década de 1980, quando homens jovens homossexuais, previamente
saudaveis, adoeceram e vieram a falecer de causa desconhecida, iniciou-se assim a
histéria da sindrome da imunodeficiéncia adquirida. Com o0 aumento no nimero de mortes
neste grupo populacional, a doenca ficou conhecida como “praga gay”. Entretanto, quando
comegaram a surgir casos em outros grupos, como usuarios de drogas injetaveis,
hemofilicos, mulheres e criancgas, ficou claro que a doenca néo estava relacionada apenas
com a orientacdo sexual dos doentes. Em 1983 foi descoberto o agente causador da
doenca: o HIV (virus da imunodeficiéncia humana) (116).

Em 2016 foram registrados no mundo quase 1,8 milhdo de novas infecc¢des pelo HIV,
e 36,7 milhdes de pessoas vivem com o virus; destas, 17 milhdes em terapia antirretroviral,
importante fator de reducéo no nimero de mortes que, entre 2010 e 2015, foi de 26% (117).
No Brasil, neste mesmo ano, havia 830.000 pessoas vivendo com o HIV e foram registradas

48.000 novas infec¢goes com 14.000 mortes relacionadas com a AIDS (118).
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Figura 6: Infeccdo humana pelo protozoario Plasmodium falciparum, e subsequente

desenvolvimento ou ndo da malaria sintoméatica
(Figura elaborada a partir dos dados de Timmann et al (111) Rockett et al (115) Band et al (119), Deng et al
(120))

Os receptores do tipo Toll (Toll Like Receptors — TLR) sao importantes na detecc¢éo
de padrBes moleculares associados a patdgenos, incluindo virus. Alguns SNPs em genes
TLR, especialmente em TLR1, TLR2, TLR4 e TLR6, estdo associados com protecédo ou
suscetibilidade a infeccdo pelo HIV (121). Su et al (122) mostraram que em mulheres
soronegativas expostas cronicamente ao HIV, sdo mais frequentes polimorfismos do gene
IFR1 (fator regulatério-1 de interferon) relacionados com menor expressao do gene, quando
comparadas com mulheres soronegativas ndo cronicamente expostas ao HIV, sugerindo
gue a menor expressao do gene possa ter um papel na resisténcia contra a infeccao pelo
HIV.

O principal receptor para o HIV em células humanas é uma proteina expressa na
membrana de macréfagos e de linfocitos T, denominada CCR-5 (receptor-5 de quimocina)

(123). Uma menor expressao desta proteina na membrana destas células, assim como a
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menor concentragdo das citocinas IL-2 e IFN-y, est4 relacionada com menor risco de
infeccéo pelo virus (124). Pessoas homozigotas para uma delecéo de 32 pb no gene CCR5
(A32CCR5/A32CCR5) sao resistentes a infeccdo pelo HIV (125), e pessoas heterozigotas
(A32CCR5/CCR5) tém normalmente uma infeccdo menos severa e raramente
desenvolvem a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (126) ou o fazem mais lentamente
(127) (Figura 7).

TLR1, TLR2, TLR4,
TLR6, IFR1
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Figura 7: Infeccdo humana pelo HIV e genes associados com suscetibilidade ou protecéo

ao desenvolvimento da doenca.
Figura elaborada a partir dos dados de Willie et al (121); Su et al (122); Deng et al (123); Jaumdally et al (124);
Liu et al (125); Samson et al (126); Levy et al (127)

1.2.3Genética do M. leprae

Quando algumas espécies bacterianas fizeram a transicao da vida livre ou parasitaria
eventual ou facultativa para a parasitaria obrigatéria, houve uma grande perda de genes e
consequentemente de DNA. Assim, 0s genomas bacterianos podem variar bastante, desde
0,5 Mb (megabases) até 10 Mb. No extremo inferior estdo as micoplasmas, originalmente
consideradas formas primitivas de vida; estudos de sequenciamento completo e
filogenéticos demonstraram que estas pequenas bactérias perderam DNA ao longo da
evolucéo, tornando-se parasitas intracelulares obrigatérios (Moran em artigo de revisao
(128)).

O que ocorreu com as micoplasmas pode ter ocorrido com o M. leprae, que sofreu
extensa reducao evolutiva com perda de grande numero de genes em comparacao com
outras espécies do género Mycobacterium (Tabela 8) ao longo do processo evolutivo,
desde quando estas espécies divergiram de um ancestral comum (129). Comparando o
genoma do M. leprae com o de outras bactérias, se observa que esse se parece mais com

aguelas que sao parasitas intracelulares obrigatorias, como € o caso da Chlamydia (130) e
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das riquétsias (131,132). Esta reducao no numero de genes pode explicar porque a bactéria
se reproduz tao lentamente na espécie humana, onde o tempo de duplicacdo é de 14 dias
(129), e a razado de ser impossivel o seu cultivo em meios artificiais de cultura (133). Além
disso, este genoma reduzido é coerente com o parasitismo obrigatorio da bactéria, pois

guanto menor um genoma, menor a capacidade de vida livre (Figura 8).
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Figura 8: Tamanho dos genomas das eubactérias
Os pontos vermelhos correspondem aos patdégenos obrigatérios, representados por uma variedade de
espécies nao relacionadas. ORF: Open Reading Frame. Adaptado de Moran (128)

1.2.4Genes associados/ligados a hanseniase

A ideia de que a hanseniase é uma doenca hereditaria ndo € nova; no século Xlll, o
monge franciscano Bartolomeu Angélico ja postulava que a doenca era transmitida dos pais
para os filhos. Hoje, se sabe que néo se trata de uma doenca hereditéria classica, mas de
uma doenca infecciosa cuja patogénese sofre influéncia do genoma do hospedeiro, pois a
exposicdo ao M leprae é necessaria, mas néo suficiente para o desenvolvimento da doenca
(10). Deve existir um forte componente genético que controla a suscetibilidade (ou a
resisténcia) a doenca; apesar de se ter avancado bastante ainda ndo se conhece
exatamente o numero e identidade dos genes responsaveis por este componente. Hoje,
varias regiées cromossémicas e genes candidatos ao controle de fen6tipos da hanseniase
ja foram descritos, muitos deles relacionados com a resposta imune.

Diferentes genes modificam a suscetibilidade do hospedeiro a hanseniase em trés

momentos diferentes: 1°) a hanseniase per se, ou seja, a doenca independente da forma
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clinica; 2°) a definicdo da forma clinica da doenca; e 3°) risco potencial de desenvolvimento
de reacdes hansénicas (134) (Figura 9). Na tabela 9 sdo apresentados os genes associados
a hanseniase em estudos que produziram pelo menos dois resultados de replicagéo.

O primeiro estudo pangenémico foi conduzido em 2001 por Siddiqui et al. (135), que
ao estudar uma populacdo indiana, encontrou na regido 10pl3 forte ligacdo com
suscetibilidade a forma paucibacilar da hanseniase. Nesta regido € encontrado o gene
MRC1 que codifica o receptor C de manose tipo 1, proteina importante no processo de
reconhecimento celular e de fagocitose por macréfagos, que Alter et al. (136) acreditaram
estar associado com hanseniase per se ou com a forma multibacilar, mas ndo a
paucibacilar.

Em 2004, Jamieson et al (137) genotiparam 16 marcadores ao longo da regido
17911-21 em um estudo realizado em dois conjuntos de familias recrutadas na regiao norte
do Brasil: a primeira continha 92 familias com casos de tuberculose (627 individuos, dentre
eles, 280 afetados) e 72 familias com casos de hanseniase (372 individuos e 208 afetados).
Os autores encontraram dois marcadores — D17S250 e D17S1795 - ligados a
suscetibilidade a hanseniase. Na regido estudada por estes pesquisadores existem genes
de proteinas envolvidas na imunidade inata: NOS2A (6xido nitrico sintetase 2); CCL2
(também conhecido como MCP1 C-C ligante-2 de quimocina); CCL3 (também conhecido
como MIP1A C-C ligante-3 de quimocina); CCL4 (também conhecido como MIP1B C-C
ligante-4 de quimocina); CCL5 (também conhecido como RANTES, C-C ligante-5 de
guimocina); CCR7 (receptor-7 de quimocina C-C); STAT3 (transdutor de sinal e ativador de
transcricdo 3); STAT5A (transdutor de sinal e ativador de transcricdo 5A) e STATS5B
(transdutor de sinal e ativador de transcricdo 5B).

Mira et al em 2003 mostraram a existéncia de um sinal forte de associagéo na regiao
6(g25-g27 com a suscetibilidade a hanseniase per se em familias multiplex vietnamitas
(138). Nesta mesma regido cromossbmica, um ano mais tarde, Mira et al (139)
demonstraram, nas familias multiplex viethamitas, dois marcadores localizados na regiao
6026, onde estdo os genes PRKN (na época conhecido como PARK2) e PACRG,
associados fortemente com a suscetibilidade a doenca, e os autores replicaram este
resultado em estudos do tipo caso-controle em amostras brasileiras. Trés marcadores
(alelos G do rs295340, C do rs4880 e A do rs5746136) do gene da superdxido dismutase
2 (SOD2), que esté localizado na mesma regido (6g25-g27), parecem estar associados com
a suscetibilidade a hanseniase per se, como demonstrado por Ramos et al em 2016

trabalhando com a mesma populagéao do presente estudo (140).
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Em 2014, Sales-Marques et al (141) mostraram na mesma amostra populacional
usada por Ramos et al (140) que o gendétipo AA no SNP rs8057341 (gene NOD2, 16g12.1)
e 0 CC no marcador rs4942254 (regiao 13g14.11 onde estdo localizados os genes
CCDC122 e LACC1) estao associados com a resisténcia a doenca. Este achado foi
corroborado em estudos de replicacdo em outras quatro amostras brasileiras: Rio de
Janeiro (RJ), Rondonopolis (MT), Bauru (SP) e Aimendra (MG).

No nucleotideo 80 do gene LTA, um dos alelos, A ou C, pode ser encontrado. Alcais
et al (142), em um estudo multicéntrico (Vietnam, india e Brasil, 2027 individuos),
observaram que o alelo A esta fortemente associado a suscetibilidade a hanseniase,
especialmente em pacientes mais jovens.

Uma mutacdo missense no gene LRRK2 (12g12) na qual a metionina na posi¢céo
2397 da proteina é substituida por uma treonina (M2397T, rs3761863) esta associada com
maior risco de reacado reversa (RR) em pacientes com hanseniase, possivelmente devido
ao efeito pré-inflamatério patolégico mediado pelo gene com a mutacgéo (143).

A proteina codificada pelo gene GATA3 é um fator de transcricdo importante no
desenvolvimento do linfocito T e, portanto, deve estar relacionado com a imunidade e com
potencial de poder estar associado com a hanseniase. Medeiros et al em 2016 (144) em
um estudo do tipo caso-controle em uma amostra populacional de Rondonépolis (MT, 411
doentes e 357 controles) e em uma segunda amostra para replicacao, recrutada em Bauru
(SP, 511 casos e 360 controles), observaram que o alelo A no SNP rs10905284, nas duas
populacdes, estava associado com a protecdo a hanseniase.

Os receptores “toll like” (TLRs) humanos formam uma familia de 10 proteinas em
macrofagos que reconhecem padrées moleculares em microrganismos patogénicos.
Alguns TLRs estdo ancorados na membrana citoplasmatica destas células e reconhecem
lipopeptideos (TLR1, TLR2 e TLR6) (145). Os TLR1 e TLR2 formam um heterodimero para
o reconhecimento do M leprae, e estdo mais expressos nestas células do polo TT do que
no LL (146). Um polimorfismo no gene TLR1 (n1805 — T > G; p602 — | > S) pode afetar a
expressao deste gene em macrofagos; pessoas com o genotipo 1805GG nao expressam o
receptor. Ao contrario dos individuos que sao 1805TT, os heterozigotos 1805GT
apresentam um TLR1 hiporresponsivo a lipopetideos, sendo um fator de suscetibilidade a
doencas causadas por micobactérias (147). A Figura 8 mostra o papel de genes da resposta

imune que estéo relacionados com suscetibilidade a hanseniase (148).
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Figura 9: O espectro clinico da hanseniase conta com a participacdo de varios genes
associados com a infec¢éo "per se” ou com a forma clinica.
Adaptado de Sauer et al (134)
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Tabela 8: Genomas de algumas bactérias patogénicas e ndo patogénicas em relacdo ao Mycobacterium leprae.

Bactéria Doenca Tamanho do  Numero de genes Referéncia
genoma (Mb) funcionais

Chlamydia tracomatis Tracoma, linfogranuloma venéreo, uretrite e

cervicite (DST) 10 920 Carlson et al (149)
Escherichia coli N&o patogénica na microbiota intestinal, causa

infeccdes extra intestinais 4,6 4306 Touchon et al (150)
M. aurum Nao patogénico, presente na microbiota normal 6,0 5750 Namouchi et al (151)
M. avium Doenca de Johne em bovinos 4.8 4305 Li et al (152)
paratuberculosis
M. bovis Tuberculose bovina e humana 4,3 3951 Garnier et al (153)
M.kansasii InfeccBes oportunistas 6,1 5230 Strapagiel et al (154)
M. leprae Hanseniase 3,3 1604 Cole et al (129)
M. marinum Patogénico para peixes e anfibios, raras les6es de

pele em humanos 6,6 5424 Stinear et al (155)
M. tuberculosis Tuberculose 4.4 3959 Cole et al (129)
M.ulcerans Ulcera de Buruli® 5,9 5015 Yoshida et al (156)
Mycoplasma genitalium  Uretrite e cervicite 0,6 485 Gibson et al (157)
Pseudomonas InfecgcBes oportunistas 6,3 5570 Stover et al (158)
aeruginosa
Rickettsia sp Febre maculosa 1,2 1202 Sentausa et al (131)
Salmonela Typhi Febre tiféide 4,8 4545 Deng et al (159)
Shigella flexneri Disenteria bacilar 4,6 4084 Wei et al (160)
Staphylococcus aureus
(MRSA)P Infeccdo hospitalar 29 2671 Holden et al (161)
Yersinia pestis Peste bubénica 4,6 4198 Deng et al (162)

As espécies de Mycobacterium estdo em evidéncia e o0 Mycobacterium leprae esta em negrito; 2Terceira micobacteriose apds a hanseniase e a tuberculose, caracterizada por

uma grande Glcera nas pernas ou nos bragos (163); P Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina na sigla em inglés.
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Tabela 9: Genes associados a hanseniase demonstrados em pelo menos dois estudos de

replicacao

Gene

Nome e Localizacéo

Produto Génico?

Nome oficial

Cromossomo?

HLA-DRB1

Complexo Principal de
Histocompatibilidade, classe |II,
DR beta 1

6p21.32

Essencial na apresentacéo de
antigenos ao linfécito T
auxiliar

TNF

Fator de Necrose Tumoral

6p21.33

Citocina pré-inflamatéria
secretada especialmente por
macréfagos

LTA

Linfotoxina alfa

6p21.33

Membro da familia TNF,
media uma variedade de
respostas inflamatorias,

IL10

Interleucina 10

1932.1

Tem efeitos pleiotropicos em
imunorregulacé@o e
inflamag&o. Citocina
produzida por mondcitos e
linfocitos

PRKN?

Parquina - E3
proteina ligase

ubiquitina

6026

Proteina que marca com
ubiquitina as proteinas que
devem ser degradadas pelo
proteossomo

NOD2

Dominio de ligante de
nucleotideo para oligomerizagao
contendo 2

16q12.1

Tem um papel importante na
resposta imune a LPS
bacterianos pelo
reconhecimento do muramil
dipeptideo

RIPK2

Receptor serina/treonina quinase
2

8021.3

Tem atividade na ativagéo de
caspases, € importante tanto
na imunidade inata como
adaptativa

LACC1

Dominio de lascase contendo 1

13q14.11

E uma oxidorredutase que
promove a oxidacdo de acidos
graxos, com concomitante
ativacdo de producdo de
espécies reativas de oxigénio
dependentes de NADPH
oxidase

CCDC122

Dominio de espiral contendo 122

139.14.11

Contém um dominio
espiralado, mutac¢des no gene
estao associadas a
hanseniase

linformacdes obtidas no sitio https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/, 2 também identificado como PARK2

Demais informacdes nesta Tabela adaptadas de Sauer et al(134).
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Figura 10: Genes e seus produtos envolvidos na resposta imune contra o M. leprae.

As interagBes moleculares e celulares conhecidas ou postuladas que tenham papel na resposta imune contra
a bactéria sao retratadas. Sdo genes com evidéncia de associacdo com a suscetibilidade a hanseniase e/ou
de estudos de genes candidatos envolvidos com a resposta imune, através de analises de ligacdo ou de
associacdo pangendmicos. A proteina ligante de laminina 21 (LBP21) e o glicolipideo fendlico 1 (PGL-1) na
parede celular do M. leprae ligam-se a cadeia o2 da laminina 2 (LAMA2) e a a-distroglicana na membrana
citoplasmatica da célula de Schwann. Desta forma a bactéria invade a célula e provoca o consequente dano
ao nervo periférico. Abreviagdes: C3: fator 3 do complemento; CR1: receptor 1 do complemento; DEFB1:
defensina B1; IFNG: interferon gama; IL10: interleucina 10; IL12B: subunidade p40 da interleucina 12;
IL12RB2: receptor B2 da interleucina 12; LTA4H: leucotrieno A4 hidrolase; LTA: a-linfotoxina; MHC II: MHC
de classe II; MBL2: lectina ligante de manose 2; MRC1: receptor 1 de manose; NOD2: dominio 2 de
oligomerizag&o de nucleotideo; RIP2: quinase de interagdo com receptor 2; SLC11A1: membro 1 da familia
11 de carreadores soluveis (também conhecido como NRAMP); TCR: receptor de célula T; Thl: linfécito T

auxiliar tipo 1; Th2: linfécito T auxiliar tipo 2; TLR: receptor tipo Toll; TNF: fator de necrose tumoral. (Misch et
al (164)).
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1.3 O GENE BCHE

1.3.1 A enzima Butirilcolinesterase (BChE)

A butirilcolinesterase humana (BChE, E.C. 3.1.1.8; OMIM 177400) (165), conhecida
anteriormente como pseudocolinesterase ou colinesterase do soro (ou do plasma), é
produzida principalmente no figado e € capaz de hidrolisar tanto ésteres de colina
(butirilcolina, acetilcolina) como outros ésteres (aspirina (166), cocaina (167,168) e
succinilcolina (169,170). A BChE é uma glicoproteina tetramérica composta por 574

7

aminoécidos e nove residuos de carboidrato (171) e € codificada pelo gene BCHE
localizado no cromossomo 3¢g26.1 (172,173). A BChE pertence a familia das serina
hidrolases, enzimas que catalisam reacdes de hidrélise e que possuem em seu centro ativo
0 aminoéacido serina (posi¢cdo 198), além da histidina (posicdo 438) e o &cido glutamico
(posicdo 325) (174), como demonstrado na Figura 11. Além do figado, a enzima €
encontrada em varios outros 6rgaos e tecidos, tais como: plasma sanguineo, pele, masculo
esquelético, intestino delgado, pulmdes, estbmago, baco, rins, cérebro, coracdo e tireoide
(Lockridge, em artigo de revisdo (175); Tabela 10). A Figura 12 mostra a expresséao do gene
BCHE em varios tecidos humanos, e como esperado, ha mais RNA no figado, local onde a

enzima € produzida em maior escala.

catalytic triad
I anionic site

acyl pocket

oxyanion hole

PAS

& H|s438
’/,
Gly116 ﬂ
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Gly117 &

\f \‘/ Ser198
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-
- v 4
e -

[
L_.] Val288

Figura 11: O centro ativo da BChE humana.

A reacgédo de hidrolise tem lugar no centro ativo da BChE, formado pelos sitios esterdsico onde se encontram
0s amino@cidos serina, histidina e 4cido glutamico, e anidnico formado pelos amino&cidos fenilalanina, tirosina
e triptofano. Fonte: Bajda et al (176)
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Tabela 10: A distribuicdo da BChE em vérios tecidos do organismo adulto

Tecido BChE
Peso do tecido Massa (mg) Concentracdo em
(@) ug/g de tecido
Plasma 3500 16 4,57
Figado 1450* 13 8,96
Pele 4500* 7 1,55
Musculo 3500 6 1,71
Intestino delgado 850* 4 4,70
Pulmdes 400 3 7,50
Cortex cerebral 1200 3 2,50
Estdbmago 300 1,8 6,00
Baco 175* 1 5,71
Rins 145* 1 6,90
Cerebelo 150 0,8 5,33
Coracao 300 0,6 2,00
Medula Oblonga 22,5* 0,085 3,78
Tiredide 20 0,0085 0,42

*Valor médio  (adaptada de artigo de revisédo de Lockridge (175)

Ainda ndo se conhece a exata funcao fisioldgica da BChE; uma de suas possiveis
funcdes seria na modulacéo, por hidrélise, da acédo da acetilcolina (ACh) tanto no sistema
nervoso central (SNC) como no periférico (SNP) (177). Em geral, este papel tem sido
atribuido a acetilcolinesterase (AChE), no entanto, a BChE tem papel importante nesta
regulacéo. Xie et al (178) observaram que camundongos knock down para a AChE eram
viaveis, portanto, a BChE deveria estar realizando a funcdo da AChE nestes animais. Em
animais knock down para a BChE ocorre aumento na expressdo da AChE (179). Além
disso, a enzima é capaz de hidrolisar o 2-araquidonoilglicerol, um neurotransmissor
endocanabindide; portanto, a BChE pode ter como funcédo participar da modulacéo deste
tipo de neurotransmisséo (180). Por outro lado, a BChE € inibida pela anandamida, outro
neurotransmissor endocanabindide, tanto no SNC como em outros tecidos (181). Ainda, a
BChE é capaz de promover a hidrolise de compostos anticolinesterasicos, portanto uma
possivel funcdo desta enzima seria a de fazer a protecdo da AChE, especialmente a
cerebral e do sistema nervoso periférico (182), pois tem sido demonstrado que pessoas
portadoras de certos variantes da BChE tém maior risco de neurotoxicidade mediada por

compostos organofosforados (183).
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Figura 12: Expressao do gene BChE em termos de RNA em alguns tecidos ou 6rgdos humanos x
Valores expressos RPKM (Reads por milhdo de quilobases) (adaptado de NCBI, informacdes relativas ao gene BCHE (184))

50



51

Outra possivel funcdo da BChE € catalisar a hidrolise da grelina, um peptideo
produzido por certas células do estbmago quando vazio e que exerce funcédo sobre o SNC
e a hipofise, interagindo com o receptor GHSR (receptor secretagogo do hormdnio do
crescimento — GH); uma das fun¢des da grelina € promover a sensacao de fome, pois é
normalmente produzida quando o organismo necessita de fontes de energia. A forma ativa
da grelina tem a serina na posi¢ao 3 acilada (octanoilizada) (185,186); a BChE promove a
desacilacdo da grelina de modo que esta perde a sua funcao fisioloégica (187). Em
individuos obesos, Tschop et al (188) observaram que a concentracdo plasmatica de grelina
era menor porque, nestes individuos, a atividade enzimatica da BChE é maior (189). A
superexpressao da BChE diminuiu a concentracao serica da grelina em camundongos, o
gue levou a reducéo tanto da agressividade como do estresse e consequente aumento do
tempo de vida (190).

Um dos mecanismos que regulam a resposta inflamatoria € a neural, através do
sistema nervoso parassimpatico, conhecida como via colinérgica antiinflamatéria (CAP), em
referéncia ao seu neurotransmissor, a acetilcolina (ACh). Os macrofagos expostos a ACh
tém sua funcédo inibida. O nervo vago enerva orgaos vitais, incluindo os que contém o
sistema reticuloendotelial (figado, pulmdes, baco, rins e intestinos), e quando o ramo
eferente deste nervo € acionado ocorre a inibicdo da sintese de mediadores pro-
inflamatorios (191).

A via colinérgica anti-inflamatéria (CAP) pode atenuar o processo inflamatorio
mediado por macréfagos ou por outras células do sistema imune que expressam o receptor
nicotinico a7 (a7nAChR). A ACh liberada por estimulacdo do nervo vago se liga ao
a7nAChR, o qual ao ser estimulado promove a abertura de canais de ions célcio (Ca**); o
aumento dos niveis intracelulares de Ca*™ inibe o fator nuclear kB (NFxB), o que resulta na
supressdo da produgcdo de mediadores pro-inflamatérios como a fragdo a do fator de
necrose tumoral (TNFa). Esta supresséo esta relacionada com a inibicdo da fosforilacéo
catalisada pela quinase do inibidor kappa (IkK) e a resultante inibicdo da fosforilacdo do
inibidor de kB (I-kBa) com consequente reducao da ativiagdo do NF-«B (192); portanto, o
a7nAChR poderia ser um importante alvo terapéutico na terapia de processos inflamatorios
patolégicos (193), detalhes na Figura 13.

Quando ha dano tecidual, ou por patdgenos ou por isquemia, ocorre a producéo de
citocinas visando a recuperacao deste dano. Porém, uma producdo de citocinas néo

balanceada ou excessiva pode exacerbar a doenca. Sinais eferentes do nervo vago, que
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sdo controlados por fibras cerebrais, inibem a producao de citocinas através de uma via
dependente de receptores a7nAChR em macréfagos e outras células. Estes sinais
eferentes do nervo vago também causam alteracdes importantes na frequéncia cardiaca.
Uma rede colinérgica neurologica que é responsiva a agonistas M1 pode aumentar a
atividade da CAP, assim como alterar a frequéncia cardiaca. Sinais aferentes através do
nervo vago podem ativar uma resposta eferente que inibe a liberagdo de citocinas,
responsavel pelo reflexo inflamatério (Figura 10)(194). As enzimas que sdo capazes de
hidrolisar a ACh — AChE e BChE — podem, portanto, coibir a estimulacdo da CAP (195).
Entdo, uma possivel fungéo fisioldgica da BChE seria a modulacdo do papel anti-
inflamatorio da acetilcolina (ACh) (196). O receptor a.7nAChR é encontrado em macrofagos,
e os receptores muscarinicos miAChR e msAChR, em mondcitos e células T e B (197,198).
Foi demonstrado que estas células sé@o capazes de produzir ACh, uma vez que expressam

a enzima colina acetil transferase (ChAT) necesséria para esta sintese (199).
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(adaptado de Tracey (194))

Figura 13: O nervo vago e os seus ramos formam a CAP
A CAP é capaz de controlar a producéo e liberacao de varias citocinas

1.3.2 O gene BCHE

O gene BCHE esta localizado no cromossomo 3, possui quatro exons e trés introns
(172,200,201) e sua localizagdo molecular esta entre 165.772.904 e 165.837.467 pares de
base (202) (Figura 14). O interesse pelo estudo deste gene comecou a partir de 1951,
guando da introdugdo da succinilcolina e de seu dietil derivado (suxamet6nio) como
miorrelaxante em alguns procedimentos médicos, especialmente cirargicos. A droga

produzia imediata e completa paralisia muscular (203) e, ao término do procedimento, a
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recuperacao era rapida (2 a 6 minutos); porém, alguns pacientes permaneciam em apneia
por algumas horas (revisbes de Folder et al (204) e de Lockridge (205)). A rapida
recuperacdo é devida a hidrolise da succinilcolina em duas substancias pouco téxicas:
succinato e colina; esta reacdo ocorre no plasma e é catalisada pela BChE; portanto, a
primeira suspeita foi que estes pacientes de recuperacdo lenta apresentavam atividade
enzimatica mais baixa (206). Em 1956, Kalow apresentou a hipotese de uma enzima atipica
gue teria menor afinidade pela succinilcolina e a hidrolisaria muito mais lentamente (207);
mais tarde, Kalow e Genest descreveram um método para a identificacdo deste fenétipo
(208), sendo descrito o alelo atipico.

Atualmente sdo descritas mais de 70 variantes do gene BCHE (Tabela 11); as mais
conhecidas sdo: atipico A (BCHE*70G, SNP rs1799807), K (BCHE*539T — SNP
rs1803274), relacionada com a protecdo a doenca de Alzheimer (209,210), e a -116A
(BCHE*-116A, SNP rs1126680), relacionada com a atividade mais baixa da variante K
(211-213).
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Figura 14: A localizacdo do gene BCHE no cromossomo 3 com seus exons e introns.
Adaptado de Yen et al (214).

Modificacbes na atividade enzimatica da BChE nem sempre estdo relacionadas
diretamente com alteragbes no gene BCHE. A arginil aminopeptidase (gene RNPEP,
1g32.1) é uma enzima que remove residuos de arginina da regido aminoterminal de
proteinas e que parece estar envolvida com modifica¢cdes pos traducionais da BChE, assim
como pela lamelipodina (RAPH1, 2932.2), que tem fungdo na estabilizacdo da estrutura
tetramérica da BChE (215). A variante C5+ da BChE humana foi originalmente identificada
como uma banda extra da BChE em eletroforese em gel de amido, de poliacrilamida ou de

agar acido (216,217); a eletroforese de plasma ou soro humano normal em gel mostra
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guatro bandas com atividade enzimatica: C1, C2, C3 e C4 (218). Alguns individuos
apresentam uma quinta banda C5 com as mesmas propriedades enzimaticas das outras
quatro. Os individuos que expressam a banda C5 apresentam atividade enzimatica mais
elevada (219). Imaginava-se se tratar de um segundo loco da BChE (CHEZ2) (220,221), mas
hoje se sabe que esta banda C5 é, na verdade, um fragmento da lamelipodina (gene

RAPH1, localizado no cromossomo 2) ligado ao tetramero da BChE (222).

1.3.30 gene BCHE e sua correlagcdo com doencgas

A amplificacdo de genes é um evento observado em células tumorais, podendo ser
um dos fatores envolvidos na carcinogenicidade. Em 1997, um estudo em 15 casos de
carcinoma escamoso de pulmao mostrou que em 5 pacientes os genes BCHE e SLC2A2
(familia 2 de carreadores sollveis) estavam amplificados (223), que também esta
amplificado em células de adenocarcinoma de pulméo (224). Em pacientes com carcinoma
escamoso de boca e de mama (225,226), foi demonstrada atividade enzimatica de BChE
mais elevada. A maior expressdo do gene BCHE esta associada a menor sobrevida em
mulheres com cancer de ovario (227). Por outro lado, a atividade enzimética mais alta esta
associada a maior sobrevida em pacientes com cancer de préstata tratados com
prostactetomia radical (228). No de cancer de estbmago, a atividade enzimatica pareceu
estar mais baixa (229).

A atividade da BChE poderia ser empregada para avaliar o risco de recidiva em
pacientes com cancer de prostata e de bexiga apoOs tratamento cirdrgico, sendo um
biomarcador sensivel, mas ndo especifico. Koie et al (230) mostraram que em pacientes
tratados com prostactetomia, a sobrevida no pés-operatério foi significativamente maior
entre 0s que apresentaram atividade enzimatica mais elevada. Estes autores observaram
gue 0 mesmo ocorria nos pacientes tratados com cistectomia (228). A atividade enzimatica
menor parece estar correlacionada com um maior risco de metastases (231).

Cerca de 85% das pessoas com hepatite C desenvolvem fibrose hepatica, que leva
a cirrose e eventualmente ao carcinoma hepatocelular (232). A fibrose hepatica parece
estar relacionada, em pacientes com a forma cronica da hepatite C, com menor expressao
do gene BCHE, de modo que a atividade enzimatica poderia ser usada para avaliar o risco
do desenvolvimento de fibrose hepatica e suas potenciais consequéncias nestes pacientes
(233).

A angioplastia coronariana transluminal percutanea € uma importante forma de

manejo da cardiopatia isquémica; uma das limitacdes desta terapia é a reestenose ou
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recorréncia, que ocorre em 20% a 40% das obstrucdes inicialmente dilatadas com sucesso
(234). A variante K (rs1803274, alelo A) do BCHE esta associada a risco aumentado de
reestenose, especialmente nos pacientes diabéticos (235).

A presenca da variante -116A (rs1126680) parece ter um papel protetor contra a
doenca de Alzheimer, pois os portadores desta variante apresentam uma atividade
enzimatica mais baixa, o que poderia contribuir com uma atividade colinérgica maior no
cérebro destes individuos (209). As variantes -116A (rs1126680) e K (rs1803274) também
parecem desempenhar papel protetor contra a obesidade em adolescentes. Chaves et al
(212), em um estudo com 270 adolescentes (120 obesos), observaram que as frequéncias
das variantes foram estatisticamente menores no grupo de obesos em comparacdo ao
grupo de nado obesos. O mesmo grupo de pesquisa, em estudo com 115 individuos adultos
(sendo 27 obesos, IMC > 30 kg/m?), observou que as frequéncias da variante -116A néo
foram diferentes nos grupos de obesos e ndo obesos, por outro lado, 0 alelo 1914G (rs3495)
foi encontrado com frequéncia maior no grupo de obesos, podendo estar relacionado com
a suscetibilidade a obesidade em adultos (236).

Negréo et al (90), em estudo com uma amostra de 698 pacientes dependentes de
cocaina de acordo com a décima revisdo da Classificagdo Internacional de Doengas (CID-
10) e 738 doadores de sangue como grupo controle, demonstraram que a variante K
(rs1803274) estava associada com a dependéncia a cocaina entre os usuarios da droga na
forma de craque (exposicdo por via respiratéria), mas ndo naqueles usuarios que preferiam
a via mucosa (cocaina na forma de cloridrato).

O vitiligo € uma doengca em que a BChE parece estar envolvida. Trata-se de uma
doenca cutanea adquirida, idiopatica, caracterizada por maculas branco-nacaradas de
diferentes tamanhos e formas, atinge entre 0,5% a 2% da populacdo mundial e esta
relacionada com diversas doencas autoimunes, tais como tireoidites, anemia perniciosa,
doenca de Addison, diabetes melitus, esclerodermia localizada, miastenia gravis e pénfigo
vulgar. Muitos pacientes apresentam auto-anticorpos contra melandcitos (revisado em
(237)). Portanto, a etiologia do vitiligo parece ser uma combinacgao de fatores ambientais,
genéticos e imunoldgicos, que ao interagirem-se promovem a destruicdo, por um
mecanismo autoimune, dos melandcitos (238,239).

A atividade da BChE na pele, tanto pigmentada como ndo pigmentada de pacientes
com vitiligo, é mais baixa quando comparada com a medida na pele de pessoas sem a
doenca (240,241), e se observa na pele dos doentes maior concentracdo de acetilcolina

(242), portanto a enzima realmente pode estar relacionada com esta doenca.
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Um estudo de nosso grupo de pesquisa (243), através de andlise de associacéo
baseada em familias, testou 10 SNPs intragénicos do gene BCHE para associa¢cdo com o
vitiligo, quatro deles mostraram-se associados: os alelos “C” do rs1355535; “T” do
rs4680607 e “A” do rs2668209, com a suscetibilidade, enquanto que o alelo “A” do
rs1803274 com a protecao a doenca. O SNP rs2668209 esta em desequilibrio de ligacéo
moderada com os SNPs rs4680607 (r? = 0,54) e rs1803274 (r> = 0,50), entdo qualquer um
dos SNPs em desequilibrio de ligagdo podem explicar a associacdo observada com o
vitiligo. Este mesmo estudo demonstrou que os referidos alelos dos SNPs rs1355538 e
rs1803274 estdo relacionados com co-morbidades autoimunes e a forma clinica néo
segmentar, ao se replicar estes achados em uma analise de associacdo do tipo caso-
controle, foi observada associacao entre 0 rs1803274 e a doenca com o alelo “A” exercendo
efeito de protegao.

Em 2002, Suneetha et al (244) coletaram o nervo tibial afetado pela hanseniase de
12 pacientes - cujo diagndstico foi realizado entre 10 a 12 anos antes - que sofreram
amputacdo de membro inferior devido a carcinoma de célula escamosa no pe€; e 0 nervo
ndo afetado pela doenca de 6 pacientes que também foram amputados por causa de
carcinoma osteogénico ndo metastatico. Mediram a atividade tanto da AChE como da BChE
e observaram que a atividade média da AChE nos nervos afetados e néo afetados néo foi
estatisticamente diferente; mas a da BChE nos nervos afetados e normais foram,
respectivamente, de 17,25 U/mg + 7,37 U/mg e 8,35 U/mg * 6,25 U/mg (P = 0,0159).
Também foi feita analise microscépica dos nervos lesionados e observaram neuropatia com
extensa desmielinizacdo e dano axonal. Estes pesquisadores ndo foram capazes de
determinar a exata funcdo da BChE neste processo patoldgico ou se teria relagdo com a
suscetibilidade ao dano neuroldgico. Em um estudo posterior, eles mediram a atividade
enzimatica em 29 pacientes hansenianos e 24 controles normais e em 26 pacientes
infectados pelo HIV, e observaram que tanto os doentes como 0S SOropositivos
apresentaram atividade enzimatica média menor que a do grupo controle (porém néao
estatisticamente significativa)(245).

Corroborando a existéncia da CAP, ha estudos demonstrando que em doencas
autoimunes, como a esclerose mdultipla, em especial naqueles pacientes com a forma
recidivante na qual o processo inflamatério é mais acentuado, a atividade enzimatica das
esterases (AChE e BChE) é mais elevada do que em pessoas saudaveis (246,247).

Paradoxalmente, a atividade enziméatica parece estar diminuida na artrite reumatoide (248).
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Em 2017, Sykam et al (249), trabalhando com 88 pacientes hansenianos com
neuropatia periférica (52 considerados multibacilares e 26 paucibacilares) e outros 84
pacientes com neuropatia por outras etiologias e um grupo controle formado por 113
individuos saudaveis, perceberam que a atividade enzimética estava mais elevada nos
pacientes com a forma multibacilar, tanto em relagéo ao grupo controle como aos doentes
paucibacilares, e néo foi encontrada diferenca na atividade dos doentes paucibacilares e
do grupo controle. Estes pesquisadores conjecturaram se a atividade mais elevada da
BChE estaria hidrolisando mais rapidamente a ACh afetando a sua fungéo regulatoria do
processo inflamatério, o que poderia estar aumentando o dano neuroldgico, e desta forma
demostrando uma possivel associacdo entre a atividade enzimatica e a suscetibilidade ao
desenvolvimento de complicacdes neuroldgicas pelos hansenianos.

Durante a inseminacdo intrauterina pode ocorrer o desenvolvimento de reacao
inflamatoria, e a intensidade da inflamacéo € inversamente proporcional ao sucesso do
procedimento. A atividade das esterases AChE e BChE mais elevadas estéo relacionadas
com uma menor chance de gravidez apds a inseminacao intrauterina por conta do risco
aumentado de inflamagéo (250).

A presenca de anticorpos anti-ceramida (ANTI-CER) (glicoesfingolipideo encontrado
na bainha de mielina) esta relacionada com o desenvolvimento de neuropatias periféricas;
Sykam et al. (249) observaram que tanto a atividade da BChE como os niveis de ANTI-CER
eram mais elevados nos pacientes com este problema, especialmente nos pacientes com
a forma multibacilar da hanseniase ou com neuropatia diabética. A atividade da BChE esta
mais elevada em outras doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer
(209,251); nesta doenca em particular ocorre déficit de ACh em decorréncia da perda de
neurdnios colinérgicos, e a inibicdo das esterases, tanto a AChE como a BChE, é uma
terapia normalmente instituida nestes casos (252).

A terapia de doencas relacionadas ao estresse oxidativo, como as doencas
cardiovasculares, entre elas aterosclerose, hipertenséo e insuficiéncia cardiaca, além do
diabetes melitus, cancer, doencas neurodegenerativas, como o mal de Parkinson (253), e
até mesmo algumas doencas psiquiatricas, como a esquizofrenia, podera ser feita com o
emprego de farmacos inibidores de esterases, com efeito sobre a AChE e a BChE,
promovendo desta forma efeito anti-inflamatério (254,255). Isso ocorre com a rivastigmina
e do bambuterol e seus analogos (256), que inibem tanto a AChE como a BChE (257). Na
doenca de Parkinson a inibicdo da atividade das enzimas AChE e BChE é mais importante

nos pacientes com deméncia, porque nesses as atividades enzimaticas estdo mais
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elevadas (253). Por outro lado, ha situacdes em que a atividade enzimatica se encontra
diminuida, como demonstrado por Sicinska et al (258) em pacientes com doencas

pulmonares obstrutivas cronicas (DPOCSs).

1.3.4Associacdo do gene BCHE com a hanseniase

Desde 1968, quando Varkey observou que em hansenianos a frequéncia de apneia
prolongada induzida pela succinilcolina era maior que em pessoas normais (observacéo
citada por Thomas et al (259), se tem especulado se a BChE estaria associada com a
suscetibilidade a hanseniase.

Em 1972, Thomas e Job (260), em estudo com 390 hansenianos e 343 controles
saudaveis recrutados em Karigiri e arredores (sul da india), ao usar um método de triagem
para identificacdo do fenétipo atipico (261), obtiveram uma frequéncia muito maior do
variante BCHE*A no grupo de doentes em relagdo ao grupo controle (0,3436 e 0,0233,
respectivamente, P < 0,0001). Logo ap0s a publicacdo deste trabalho, Smith (262)
guestionou estes resultados ao chamar a atencéo para o fato de que a distribuicdo dos
aparentes homozigotos e heterozigotos ndo estava em equilibrio de Hardy-Weinberg, o que
poderia sugerir selecéo, aparentemente em favor do heterozigoto, além disso, ele comentou
gue outros variantes da BChE poderiam estar presentes e teriam sido classificados
erroneamente como BCHE*A.

Thomas, Job e Kurian (259), em 1976, agora com amostra maior de hansenianos da
mesma regido do estudo de 1972, 721 doentes (720 controles), usando 0 mesmo método
de fenotipagem, encontraram uma frequéncia do variante BCHE*A no grupo de doentes de
0,2434 e no grupo controle de 0,0139 (P < 0,0001). Nao ficou muito claro se se tratavam
de grupos caso e controle novos ou se apenas houve incremento na amostra do estudo
anterior. De qualquer modo, a frequéncia do BCHE*A nesta segunda amostra foi menor
gue a observada na primeira (P = 0,0084) e muito acima da observada em populagdes nao
doentes, 0,017 (263) (P < 0,0001), que foi igual a do grupo controle (P = 0,5357).

Em hansenianos residentes no Leprosario Dr. Pedro Lépez, nas cercanias da Cidade
do México, Navarrete et al (264) observaram frequéncia estatisticamente maior (P =0,0014)
do variante BCHE*A (0,1000) em um grupo de 115 doentes do que em um grupo de 133
pessoas saudaveis (0,0263). Uma limitacdo deste estudo foi a idade média maior dos
doentes (em torno de 55 anos) que a do grupo controle (35 anos). Navarrete e seus colegas

nao atentaram para o fato de que o risco de desenvolvimento da hanseniase aumenta com
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a idade, ou seja, as pessoas saudaveis que fizeram parte do grupo controle naquele
momento, em futuro proximo poderiam estar doentes.

Em Harar, na Etiépia, Agarwal et al (265), em amostra constituida de 206
hansenianos e de 150 parentes comunicantes ndo doentes, ao usar o método de Kalow e
Genest (208), ndo encontraram associacao entre o variante BCHE*A e a suscetibilidade a
hanseniase, uma vez que as frequéncias observadas nos grupos de doentes e controle
foram, respectivamente, 0,0194 e 0,0300 (P = 0,6944). Considerando a amostra deste
trabalho, o desenho de estudo n&o pareceu ser o mais adequado, comprometendo o
resultado encontrado.

O método de fenotipagem proposto por Kalow e Genest (208), que empregava a
dibucaina, inibidor seletivo da BChE, foi um dos mais usados; quando ocorria inibigdo maior
que 70%, o fendtipo era dito usual (gendtipo BCHE*UU), se menor que 40, o fendtipo era
atipico (gendtipo BCHE*AA), e se entre 40% e 70%, era heterozigoto (genétipo BCHE*UA).
Outros inibidores enziméticos também foram capazes de diferenciar os fenétipos usual e
atipico, como o brometo de (2-hidroxi-5-fenilbenzil)trimetilaménio) um composto carbamato
identificado como Ro 2-0683 (266), o beta bloqueador propranolol (267), ou ainda a
diferenca do comportamento enzimatico quando se media a atividade na presenca de um
de dois tampdes, tris (2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol) 0,1 M ou fosfato (0,2 M), em
pH 7,4, quando a atividade era medida em tampao tris apenas a enzima atipica era inibida
(268). Harris e Whittaker (269) reconheceram outro fendétipo: o resistente ao fluoreto
(BCHE*F) ao usarem fluoreto de sédio como inibidor enzimatico, que inibia somente a
enzima usual.

Em 1976, Whittaker et al (270), em 580 hansenianos, residentes em Salisbury
(Zimbabwe) em sua maioria (500 pacientes) ou recrutados em clinicas nos arredores da
cidade; de diversas origens, Zimbabwe (59,65%), Mogcambique (20,86%), Malawi (15,34%)
e Zambia (4,15%), e 1034 controles saudaveis (nao ficou claro onde o grupo foi recrutado
e como ele foi construido), foram usados dois métodos de fenotipagem, o de Kalow e
Genest (208), para a deteccao do fenotipo atipico, e o de Harris e Whittaker (269), para
detectar o fenotipo resistente ao fluoreto. Neste trabalho, ndo foram identificados individuos
portadores do variante BCHE*A, mas foi encontrada maior frequéncia do variante BCHE*F
na amostra controle do que na de doentes (0,0561 e 0,0302, respectivamente; P = 0,0008).
Com o desenvolvimento da biologia molecular, o variante fenotipico atipico € reconhecido

hoje como BCHE*70G e o antigo BCHE*F é, na verdade, um de dois variantes moleculares,
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BCHE*243M ou BCHE*390V (271), entdo um destes ultimos poderia estar produzindo o
papel protetor observado.

Os resultados conflitantes dos estudos de fenotipagem do papel da BChE na
suscetibilidade a hanseniase merecem uma investiga¢cdo mais acurada, o que foi feito por
Gomes et al (148) em 2012, que através de um estudo de associacao do tipo caso-controle
procuraram verificar se o0 gene BCHE esta ou nao relacionado com a suscetibilidade a
hanseniase. Eles usaram uma amostra composta por 167 individuos, ndo aparentados,
com hanseniase (dos quais 116 com a forma multibacilar) e um grupo controle composto
por 150 individuos ndo doentes, expostos ao M leprae, todos recrutados no Estado do
Paranad. A maioria dos individuos nestes dois grupos é caucasoide (76,3% e 68,0%,
respectivamente). Os pesquisadores fizeram a cobertura completa do gene, e genotiparam
trés SNPs intragénicos: rs1126680, rs1799807 e rs1803274 e trés extragénicos: rs2863381
e rs4440084 (upstream) e rs4387996 (downstream). Foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas nas frequéncias genotipica (P = 0,014) e alélica (P = 0,015)
no SNP rs1799807, sitio da variante BCHE*70G (o antigo BCHE*A ou fendétipo“atipico”), as
frequéncias do heterozigoto AG nos grupos de doentes e de controles foram 0,0788 e
0,0133, respectivamente, ndo foram encontrados homozigotos GG, e a frequéncia do alelo
G nestas duas subpopulacdes foi 0,0394 e 0,0067, respectivamente. Os autores sugerem
gue esta variante € importante no inicio da infec¢cao que resulta na hanseniase per se, este
alelo codifica uma enzima menos eficiente na hidrdlise da acetilcolina, o que afetaria o papel
da acetilcolina no processo inflamatério; sendo a enzima menos efetiva haveria maior
concentracdo do neurotransmissor e, portanto, um efeito anti-inflamatério maior

(193,272,273). Este achado ainda néo foi replicado ou validado em estudo independente.
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Localizagdo? Mutacéo Nome Atual Nome Trivial?> Localizacdo? Mutacéo Nome Atual Nome Trivial?
Exon 1
9-11 CATCAT > CAT 14del 596 GCA > GTA A199V Silencioso
16 ATT>TT 16fs 601 GCA > ACA A201T Silencioso
71 ACG > ATG T24M Silencioso 607 TCA > CCA S203P Silencioso
82 TTT > ATT F28l Silencioso 728 ACG > ATG T243M F-1
98 TAT > TGT Y33C Silencioso 748 ACT - CCT T250P Silencioso
109 CCT > TCT P37S Silencioso 765 GAG - GAC E255D Neutra
208 GAT > CAT D70H Atipico 800 AAA > AGA K267R Silencioso
209 GAT > GGT D70G* Atipico 811 GAA > TAA E271X Silencioso
223 GGC > CGC G75R Neutra 943 ACC > AACC T315fs Silencioso
270 GAA > GAC E90D Silencioso 943 ACC > TCC T315S Silencioso
286 AAT > TAT N96Y Silencioso 988 TTA > ATA L330I F-Japédo
297 ATT 2> ATG 199M Neutra 1062-1076 K355insALU
298 CCA~> TCA P100S 1093 GGA > CGA G365R Silencioso
318 AAT 2> AAAT N106fs Silencioso 1156 CGT > TGT R386C Silencioso
344 GGT =2 GAT G115D Silencioso 1169 GGT > GTT G390V F-2
351 GGT =2 GGAG G1l17fs Silencioso 1200 TGC > TGA C400X Silencioso
355 CAA > TAA Q119X Silencioso 1253 TTC > TCC F418S Silencioso
375 TTA> TTT L125F Silencioso 1270 CGA~> TGA R424X Silencioso
383 TAT > TGT Y128C Silencioso 1273 TCC > CCC S425P Silencioso
424 GTG = ATG V142M Variante H 1303 GGA > AGA G435R
486 GCT > GCC Al162A Neutra 1336 TTT > GTT Fa446V Silencioso
510 GAT - GAG D170E Silencioso 1351 GAA > TAA E451X Silencioso
514 CAG > TAG Q172X Silencioso 1378 GAG > AAG E460K
551 GCC > GTC A184V New York 1393 AGA > TGA R465X Silencioso
592 AGT - GGT S198G Silencioso 1411 TGG - CGG WA471R Silencioso
Intron 2 IVS2-8T>G
Exon 3
1490 GAA > GTA E497V 1543 CGT > TGT R515C Silencioso
1500 TAT 2> TAA Y500X Silencioso 1553 CAA 2 CTA Q518L Silencioso
Exon 4
1615 GCA > ACA AB39T* K 1914 A>G

1Exon ou intron e nucleotideo; 2variantes silenciosos: atividade enzimatica igual a zero ou muito préoximo de zero. Adaptado de Souza et al (274) e Lockridge

(175).
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Estudos anteriores tém mostrado que a hanseniase € uma doenca de etiologia
complexa cuja patogénese depende de fatores genéticos e ndo genéticos. Um dos genes
que parece estar envolvido no controle da suscetibilidade a hanseniase é o BCHE, como
demonstrado por uma pesquisa realizada em uma amostra recrutada no Estado do Parana:
uma estratégia de analise de associacdo caso-controle mostrou que o alelo BCHE*70G
esta associado com aumento da suscetibilidade a hanseniase naquela amostra. Nossa
hip6tese é que o sinal de associacdo observado em amostra populacional do sul do Brasil
esta presente em outras regides do pais, ndo estando, portanto, restrito a um determinado
grupo étnico. Além disso, € necessaria a validacdo do achado original em estudo
independente e de desenho distinto a fim de consolidar o gene BCHE como um novo
candidato a participar do controle da suscetibilidade do hospedeiro a hanseniase.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desta pesquisa € avangar na investigacao do papel das variantes do

gene BCHE no controle da suscetibilidade a hanseniase.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Genotipar os marcadores rs1799807, rs1355538, rs1803274 e rs1126680 do
gene BCHE em uma amostra populacional baseada em familias recrutadas na

Colbnia de Santo Antonio do Prata, Estado do Parg;

2. Testar os alelos dos marcadores genotipados para associagdo com
suscetibilidade a hanseniase na amostra populacional estudada;

3. Investigar o impacto das variaveis ndo genéticas idade e sexo sobre eventuais

efeitos de associacao genética observados

4. Investigar o impacto das variaveis ndo genéticas idade e sexo no controle da

susceptibilidade a hanseniase per se ou nas suas formas clinicas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 POPULACAO ESTUDADA

A amostra populacional investigada neste estudo € formada por uma cole¢édo de
familias simplex e multiplex (mais de um individuo afetado) multigeracionais, compostas
por individuos hansenianos e seus parentes, recrutados na Colonia do Santo Antonio do
Prata, Para. Estas familias foram recrutadas em um contexto de projeto maior, denominado
“‘Estudo de Fatores de Risco Genéticos de Suscetibilidade a Hanseniase”, amplamente
financiado e aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR, no Conselho Nacional
de Etica em Pesquisa (CONEP) e no Comité de Etica em Pesquisa (“Ethics Research
Committee” - ERC) da OMS.

A Colbnia do Prata € uma antiga coldnia de hansenianos, hoje com pouco mais de
3.500 habitantes, localizada no municipio de Igarapé-Acu, a 150 km de Belém, Para. As
caracteristicas de isolamento, homogeneidade de variaveis ambientais e alta prevaléncia
da hanseniase na Colbnia fazem desta populacdo uma oportunidade Unica para estudos
genéticos-epidemiolégicos em varios niveis. Uma parceria com o Nucleo de Medicina
Tropical da Universidade Federal do Pard (UFPA) j& resultou no recrutamento e
caracterizacao clinica/epidemiologica detalhada de toda a populacdo da Colbnia, e na
identificacdo de 257 (12,82%) individuos com historico de hanseniase ou doenca ativa.
Todas as formas clinicas estavam presentes: forma lepromatosa (40,47%), tuberculdide
(20,62%), borderline (20,62%) e indeterminada (18,29%). A idade média do diagnostico foi
27,2 anos. Destes, 187 individuos entre afetados e ndo afetados, distribuidos em 71 trios
(55 independentes), ja haviam tido seu DNA coletado, extraido e armazenado para ser
utilizado em estudos de associacdo baseado em familias (275). A amostra analisada neste
estudo é constituida por 219 individuos que formam 64 pedigrees. A descri¢cdo detalhada
da amostra é encontrada na tabela 12.

4.2 DEFINICAO DOS MARCADORES

Os marcadores do tipo SNP do gene BCHE selecionados para este estudo foram:

e 151799807, previamente associado com hanseniase em amostra populacional caso-
controle (148);

e 51355538 e rs1803274, previamente associados com suscetibilidade e prote¢céo ao

vitiligo (respec.) (243);
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e 151126680, referente & variante -116A, que foi incluido porque quando estiver junto
com a variante 539T (rs1803274) a atividade enzimética € mais baixa (211-213)

Tabela 12: Caracteristicas da amostra analisada

Caracteristica N* %
Etnia
Eurobrasileira 22 10,23
Parda 162 75,35
Negra 31 14,42
Total 215
Sexo
Masculino 106 48,40
Feminino 113 51,60
Total 219
Idade (anos)
X +d.p. 36,85 + 19,19
Faixa Etéria
2al9 49 24,14
20a 39 57 28,08
40 a 59 72 35,47
60 ou mais 25 12,31
Total 203
Status quanto a hanseniase
per se
Afetado 142 64,84
Nao afetado 77 35,16
Total 219
Forma Clinica (OMS)
Paucibacilar 72 74,23
Multibacilar 55 25,77
Total 97

*O numero total de individuos varia porque falta informacgé&o para alguns individuos a respeito de etnia, idade
e forma clinica

4.3 EXTRACAO DE DNA E GENOTIPAGEM

O DNA dos individuos recrutados foi obtido a partir de 5 ml de sangue periférico
coletado com EDTA como anticoagulante. A amostra foi centrifugada e a camada
leucocitaria foi utilizada para extracdo de DNA por salting out (276). O DNA obtido foi
guantificado por espectrofotometria conforme implementado no equipamento nanodrop, e
em seguida diluido a uma concentracao de 20 ng/pl.

As genotipagens utilizando o sistema de discriminacdo alélica ABI TagMan
plataforma 7500® de PCR em tempo real foram realizadas no Laboratério Experimental
Multiusuario do PPGCS — PUCPR.

O sistema TagMan de discriminagcdo alélica € um ensaio no qual as variantes
gendmicas sao detectadas através de uma PCR multiplex, que combina a amplificacéo e
deteccdo do segmento polimérfico em um Unico passo. I1sso ocorre devido a presenca, na

reacao, de: (I) um par de oligonucleotideos sonda, especificos para cada variante alélica,
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marcados com um fluoréforo diferente (normalmente VIC™ e FAM™) e (II) um quencher
gue captura a fluorescéncia do fluoréforo que esta proximo fisicamente. Quando ocorre
hibridizagdo sonda/amplicon, a atividade 5’ nuclease da Taq DNA polimerase leva a
clivagem da sonda e liberacao do fluoréforo, o qual emite fluorescéncia no comprimento de
onda especifico, que é detectado com a ajuda de um conjunto de filtros. Os dados da
intensidade de fluorescéncia sdo acumulados a cada ciclo da reacdo de PCR e s6 podem
ser obtidos no final do processo, considerado como end-point.

As reacgOes foram realizadas em termociclador modelo ABI Prism 7500 (Applied
Biosystems) em um volume final de 5 uL contendo 20 ng de DNA gendmico, reagente Assay
40X contendo oligonucleotideos iniciadores e sondas marcadas com os fluoréforos VIC™
e FAM™ alelo especifico em concentracdes ideais e TagMan Genotyping PCR Master Mix,
o qual contém Gold Taq Polimerase com atividade de 5 DNAse, dNTP’s e tampao a base
MgCI2. Todos os reagentes foram utilizados seguindo as recomendac¢fes do fabricante
(Applied Biosystems).

O ensaio de discriminacao alélica envolve as seguintes etapas:

1) Pré-leitura: as reacdes foram submetidas a uma pré-leitura a 60°C por 1 minuto,
a fim de detectar o background da fluorescéncia associada com o0s
oligonucleotideos iniciadores e sondas antes da amplificacéo.

2) Reacao de amplificag&o: consistia em uma incubag&o inicial a 50°C por 2 minutos
para inativacdo da enzima AmpErase® (uracil N-glicosilase) e 95°C durante 10
minutos para a desnaturacdo inicial. Em seguida, as amostras foram submetidas
a 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e a 60°C por 1 minuto, durante o qual ocorre
a hibridizacao dos oligonucleotideos e a extensao dos fragmentos.

3) Poés-leitura: as reacdes sdo submetidas a uma pos-leitura a 60°C por 1 minuto, a
fim de subtrair o background coletado na pré-leitura do valor final obtido na pds-
leitura.

4) Interpretacéo dos resultados: nos individuos homozigotos, ocorre a hibridizagéo
com uma das sondas alelo-especifica VIC™ ou FAM™, sendo somente
detectada a fluorescéncia no comprimento de onda de um dos fluoroforos,
dependendo para qual alelo o individuo é homozigoto. Nos individuos
heterozigotos, ocorre a hibridizacdo com ambas as sondas aleloespecificas

VIC™ e FAM™ e as sondas apresentam intensidade de fluorescéncia
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equivalentes para os alelos, sendo detectadas em ambos os comprimentos de

onda dos fluoroforos em questéo.

M""”MW

A B

Figura 15: Anatomia do equipamento ABI Prism e principio do PCR em tempo real

A: O equipamento é relativamente simples, um termocilcador; uma lampada de halogénio
cuja luz passa primeiro por um sistema de filtros antes de excitar o fluoréforo e um detector
de fluorescéncia, este esta conectado ao registrador em um computador. B: O
oligonucleotideo sonda, especifico para um dos alelos marcado com um fluor6folo (em
verde na figura) e proximo a ele ha um quencher (em cinza) que captura a fluorescéncia
emitida pelo fluoréforo. Quando ocorre a hibridizacdo a Taq DNA polimerase promove a
clivagem da sonda e liberacdo do fluoréforo, cuja fluorescéncia é detectada pelo
equipamento. Figuras adaptadas de Maher (277)

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram inicialmente inseridos em uma planilha Microsoft Excel® para
posteriores tratamentos estatisticos. Para se verificar se as frequéncias alélicas dos SNPs
estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg o teste foi realizado utilizando o software
BioEstat 5.3 (278). A estimativa do desequilibrio de ligacdo foi realizada através da
determinacdo do r? entre os marcadores testados usando-se o software Haploview (279).
Analise de associacdo genética baseada em familias entre os marcadores testados e
suscetibilidade ou protecdo a hanseniase foi realizada através do teste de desequilibrio de

transmissao (TDT) usando o software FBAT (280). Alternativamente, analise de associacao
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foi realizada criando-se uma amostra controle virtual através do software Pseudo-Sibs, com
base nas combinacdes genotipicas possiveis observadas para os individuos afetados
(281,282). Considere o exemplo demonstrado na figura 16, um trio, pai, mée nao afetados
e um filho doente. Os pais e o filho s&o heterozigotos (TC), os pseudosibs apresentam os
demais genotipos possiveis (TT, CT e CC) os quais faréo parte de um grupo controle virtual.

Para a avaliacdo da associacao entre variaveis qualitativas foram empregados ou o
teste y? ou exato de Fisher, dependendo das caracteristicas dos dados. Para a andlise
comparativa de variaveis quantitativas em dois grupos independentes foram usados o teste
t de Student ou de Mann-Whitney, dependendo se a distribuicdo nestes grupos era ou nao
normal. Estas andlises estatisticas foram realizadas usando os softwares SAS University
Edition (283) e BioEstat 5.3 (278). Ao se analisar a possivel relacdo entrre a idade e a forma
clinica (paucibacilar ou multibacilar), verificou-se inicialmente se a distribuicdo da idade
seguia distribuicdo normal através do teste de Kolmogorov-Smirnov. De acordo com esta
primeira avaliacao foi usado ou o teste paramétrico t de Student ou o teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney utilizando o software SAS University Edition (283).

A influéncia dos fatores ndo genéticos idade e sexo sobre a susceptibilidade para
uma das formas clinicas, paucibacilar ou multibacilar, também foi avaliada através de um
teste de regressao logistica stepwise, estratégia que, além de verificar a influéncia destes
fatores, permite estimar o “odds ratio” (OR) e seu intervalo de confianga (IC), utilizando o

software ja citado SAS University Edition.
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Figura 16: Forma de criacao dos pseudo-sibs demonstrado por um exemplo real da amostra
analisada

CP9 ¢ o individuo afetado, CP10 e CP11 sédo seus pais, 1000, 1001 e 1002 sdo os pseudo-sibs criados a
partir do gendtipo dos pais. Os genétipos estdo indicados logo abaixo de cada um dos individuos
repesentados no pedigree, note que 0s genétipos dos pseudo-sibs sao diferentes do genétipo do afetado. O
marcador usado neste exemplo é o SNP rs1355538
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5 RESULTADOS

Todos os marcadores testados estavam com suas frequéncias em equilibro de Hardy
Heinberg. A taxa de sucesso da genotipagem dos SNPs testados foi de 94,06%; 97,72% e
90,41%, respectivamente para os SNPs rs1126680, rs1799807 e rs1803274. Por razdes
técnicas, proximo de 25% dos individuos da amostra ndo foram testados para o SNP
rs1355538, a taxa de sucesso para este SNP foi de 85,18%. A analise de desequilibrio de
ligacdo (DL) incluindo todos os SNPs testados para este gene revelou que todos séo tags
independentes, segundo o critério r> < 0,8, conforme demonstrado na figura 17. H4 um
pequeno grau de DL entre dois marcadores, o rs1803274 apresentou um DL de r? = 0,30
com 0 rs1126680. Os SNPs rs1126680 e rs1799807 nédo tiveram numero suficiente de
familias informativas e foram excluidos da andlise. Nao houve evidéncia de associacdo
entre hanseniase per se e 0s dois marcadores informativos testados (Tabela 13). Analise
de associacédo utilizando a técnica do pseudo-sibs confirmou a auséncia de sinal positivo

na amostra analisada (tabela 14).
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Figura 17: Analise de DL entre os SNPs do gene BCHE.

Os numeros no interior dos losangos indicam a propor¢édo de DL em %, calculado usando o parametro r2. O
cadigo de cores reflete a intensidade do DL entre dois loci: quanto mais escuro for o losango, maior o DL
entre os SNPs.
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Tabela 13: Estudo de associacdo entre a haneniase per se e dois SNPs com numero
suficiente de familias informativas do gene BCHE na amostra analisada.

Marcador  Modelo Alelo fam? nfi° Z° FBAT (P)¢

rs1355538 Aditivo C 0,411 33 0,140 0,8886
Recessivo 16 - 0,246 0,8055

rs1803274 Aditivo G 0,105 13 0,000 1,0000
Recessivo 13 0,000 1,0000

aFreguéncia alélica minima; Pnimero de familias informativas; °escore Z, dteste de associacdo baseado em
familias, dvalor de P; os outros dois SNPs (rs1126680 e rs1799807) n&o tiveram numero de familias
informativas suficientes

Uma analise de regressdo logistica stepwise progressiva, em que a variavel
dependente foi a forma clinica (Tabela 15) e as variaveis independentes foram idade, sexo
e 0s marcadores rs1126680, rs1355538 e rs1803274, demonstrou que um importante fator
de risco para a forma clinica multibacilar foi a idade.

Tabela 14: Regresséo logistica stepwise progressiva mostra que a idade € um importante
fator de risco para a forma multibacilar,

Variavel E+EP Wald GL P OR! (IC? 95%)
Independente
Idade 0,10 £ 0,04 5,00 1 0,0254 1,11 (1,01 -1,21)
Intercepto -2,74 £ 0,96 8,12 1 0,0044 -

10dds ratio; 2Intervalo de Confianca; a forma clinica é a variavel dependente e idade, sexo e os marcadores
rs1126680, rs1355538 e rs1803274 sdo as variaveis independentes

5.1 VARIAVEIS NAO GENETICAS

5.1.1ldade

Neste estudo a amostra é composta por familias, nas quais existem pais e filhos.
Considerando o desenho do estudo, as andlises a seguir, quando n&o houver indicagéo,
foram realizadas no grupo de filhos.

Em 86 individuos com informacé&o da idade, a média foi de 20,08 anos + 10,86 anos,
amplitude de 44 anos, o mais jovem com 2 anos de idade e o mais velho com 46 anos.
Considerando os doentes, a média etaria observada foi 20,06 anos + 10,91 anos (81
individuos, amplitude de 44 anos, 0 mais jovem com 2 e 0 mais idoso com 46 anos); 0s nao
afetados (N = 5) ndo apresentaram idade média diferente, 20,40 anos + 10,53 anos (22
anos, 8 a 30 anos) (P = 0,9462). Quando se estratifica a amostra de acordo com a faixa
etaria, se verifica que entre os afetados predominam os que tém menos de 19 anos de
idade (56,79%) e entre os ndo afetados, 60% tém entre 20 a 39 anos de idade (P = 0,0103;
tabela 16).
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Ao considerar a subamostra composta pelos pais, a idade média foi de 49,17 anos
+ 13,92 anos (117 individuos, 18 a 86 anos), neste grupo existem 59 pessoas afetadas e
58 ndo afetadas, a idade média das ndo afetadas (46,24 anos + 14,34 anos) foi menor que
a das afetadas (52,05 + 14,34 anos; P = 0,0233).

Tabela 15: Estratificacdo da amostra de acordo com a faixa etaria em afetados e néo
afetados

Faixa Etaria Afetados Nao Afetados Total
N % N % N %
Até 19 anos 46 56,79 2 40 48 55,81
De 20 a 39 anos 28 34,57 3 60 31 36,05
De 40 a 59 anos 7 8,64 0 0 7 8,14
Total 81 5 86

Foi analisada a relacédo entre a idade e a forma clinica: os pacientes com a forma
paucibacilar (44 individuos) apresentam idade média de 16,70 anos *+ 9,27 anos (2 a 44
anos), e com a forma multibacilar (23 individuos), 19,87 anos * 5,14 anos (10 a 28 anos),
estas médias sao estatisticamente diferentes (P = 0,0308). H& diferenca no numero de
individuos porque falta a informacé&o da forma clinica para alguns pacientes.

Na subamostra constituida pelos pais ha 24 pessoas que foram diagnosticadas com
a forma paucibacilar (47,75 anos + 12,27 anos, 25 a 76 anos) e com a forma multibacilar
ha 28 pessoas (53,93 + 12,71 anos, 28 a 81 anos), estas médias ndo foram estatisticamente
diferentes (P = 0,0818).

A idade de diagnéstico foi outra variavel que foi considerada, entre os 60 individuos
em que consta esta informacéo, a média foi de 14,95 anos * 8,94 anos (2 a 45 anos). Na
subamostra de paucibacilares, em 42 individuos a média foi de 14,88 anos + 8,95 anos (2
a 44 anos); e entre os 38 multibacilares (7 a 45 anos), a média foi de 15,50 anos + 9,00. O
diagnostico nao foi feito mais precocemente entre os paucibacilares do que entre os
multibacilares (P =0,7777).

Na subamostra de pais a idade média de diagnostico em 54 pessoas foi de 28,81
anos + 14,39 anos (6 a 75 anos). No grupo de pessoas com informacdo de idade de
diagndstico e forma clinica, a idade média de diagndstico dos 23 paucibacilares foi de 28,22
anos = 12,76 anos e dos 26 multibacilares foi de 28,11 anos + 14 anos, ndo sendo

estatisticamente diferentes (P = 0,9789).
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Tabela 16: Frequéncias genotipicas e alélicas dos quatro marcadores (SNPs) testados e analise de associagao através da técnica
de pseudo sibs

Genobtipo SNP p
Doentes Pseudosibs
rs1126680
N % FA* N % FA*
GG 74 97,37 G =0,9868 191 95,98 G =0,9799
GA 2 2,63 A =0,0132 8 4,02 A =0,0201 0,7318
AA 0 0 0 0
Total 76 199
rs1355538
TT 16 26,67 T =0,5500 35 32,71 T =0,5561
TC 34 56,67 C =0,4500 49 45,79 C =0,4439 0,4010
CC 10 16,66 23 21,50
Total 60 107
rs1799807
AA 73 98,65 A =0,9932 205 100 A=1
AG 1 1,35 G =0,0068 0 0 G=0 0,6170
GG 0 0 0 0
Total 74 205
rs1803274
GG 44 80,00 G =0,9000 79 84,04 G =0,9202
GA 11 20,00 A =0,1000 15 15,96 A =0,0798 0,6864
AA 0 0 0 0
Total 55 94

*Frequéncia alélica
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5.1.2 Sexo

Na amostra analisada ha 42 homens, destes, 41 (97,62%) sao afetados; e 46
mulheres, destas, 42 (91,30%) séo afetadas. Nao foi observada diferenca quanto ao sexo
entre afetados e nao afetados (P = 0,3631). A razdo entre homens e mulheres (M/F) no
grupo de afetados foi de 0,98.

Entre os individuos com informacédo quanto a forma clinica ha 37 homens e 38
mulheres. Entre os homens, 21 foram classificados como paucibacilares (56,76%) e 16
como multibacilares (43,24%); entre as mulheres ha 27 com a forma paucibacilar (71,05%)
e 11 com a forma multibacilar (28,95%). N&o foi observada diferenca significante entre a
forma clinica com o sexo (P = 0,2942). A M/F calculada nos doentes com as formas
paucibacilar e multibacilar foi de 0,78 e 1,45, respectivamente.

Na subamostra de pais, entre os 60 afetados h& 33 homens (55%) e 27 mulheres
(45%), e entre os ndo afetados ha 30 homens (44,12%) e 38 mulheres (55,88%), ndo
havendo diferenca quanto ao sexo entre afetados e ndo afetados (P = 0,2929). A M/F no
grupo de afetados foi de 1,22.

Considerando os pais afetados com informacédo da forma clinica ha 29 homens e 23
mulheres. Nos doentes diagnosticados como paucibacilares ha mais mulheres que homens
(13;54,17% e 11, 45,83%, respectivamente) e nos doentes multibacilares ha maior nimero
de homens do que de mulheres (18; 64,28% e 10; 35,72, respectivamente), estes nimeros
nao sao estatisticamente diferentes (P = 0,2912). A M/F calculada nos doentes com as
formas paucibacilar e multibacilar foi de 0,85 e 1,80, respectivamente.

A idade de diagnéstico entre homens e mulheres néo foi diferente, em 30 homens a
idade de diagndstico foi de 14,90 anos + 9,34 anos e entre 33 mulheres foi de 15,21 anos
+ 8,38 anos (P = 0,5679). A diferenca no total de individuos de acordo com o sexo se da

porque para alguns individuos ndo ha informacao da idade de diagnostico.
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6 DISCUSSAO
6.1 ESTUDOS GENETICOS

Estudos de replicacdo na area de genética epidemiolégica sdo importantes para
corroborar, confirmar ou refutar a possivel associagéo ou influéncia de um ou mais loci com
a suscetibilidade ou com a protecdo as doencas de etiologia complexa. Em muitas
situacdes, o primeiro estudo mostra associacao significativa, mas estudos independentes
posteriores mostram associacdo de naturezas distintas ou simplesmente ndo a demonstram
(284,285). No presente caso, nossa analise ndo resultou na validacdo do achado original
observado por Gomes et al. (148). Diversas sado as causas possiveis para a nao validacao
de achados genéticos de associacdo. Por exemplo, diferentes resultados podem ser
observados em diferentes grupos étnicos, um achado que sugere um efeito étnico-
especifico identificado no estudo original. Na presente investigacdo, a amostra populacional
estudada foi recrutada em regido geografica muito distinta da utilizada no estudo original
(Parana vs. Pard); a amostra do sul era composta por 76,31% de individuos eurobrasileiros,
enquanto que a amostra do norte era formada por 75,35% de pardos; esta discordancia de
etnia pode ser um dos fatores determinantes do resultado divergente observado (286), ja
gue doencas de etiologia complexa podem apresentar mecanismos genéticos distintos em
populacdes diferentes (287). Esta diferenca étnica ja era conhecida pelo nosso grupo, tendo
em mente o risco de ndo se encontrar associacdo, e a0 mesmo tempo conscientes de que
o determinante étnico nem sempre € decisivo. A tabela 17 mostra as diferencas observadas
entre as amostras de Gomes et al. (148) e a do presente estudo: além da etnia, a média de
idade nas duas amostras € diferente, com a amostra de doentes recrutada no Estado do
Par& sendo mais jovem que a dos doentes do Parana (P < 0,0001).

Importante ressaltar que a auséncia de validacdo de um achado genético de
associacao pode indicar associagao espuria, ao acaso, detectada no estudo original. Neste
sentido, estudos adicionais envolvendo novas amostras populacionais sd0 necessarios
para criar um corpo de evidéncia consistente. Uma forma de se evitar associacdes espurias
€ a utilizacéo de controles familais e a avaliacdo da associacdo se faz através do Teste de
Desequilibrio de Transmisséo (TDT) (280,287), metodologia adotada neste trabalho.

No caso da BChE, vale notar que estudos pangendmicos de associacdo com
hanseniase ndo tém identificado associacdo entre a doenca e o gene BCHE (135,137,288
291); estes estudos foram realizados em grupos étnicos distintos, como amostras
populacionais brasileira (137), chinesa (288,289,291), vietnamita (290) e indiana (135).
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Ainda, a amostra populacional brasileira foi recrutada em Belém, distante pouco mais de
100 km do local onde a amostra usada no presente estudo foi recrutada (137). Deve-se
ressaltar que estes tipos de estudo sdo importantes geradores de hipéteses e 0s seus
resultados devem ser corroborados por estudos independentes.

Tabela 17: Diferencas étnicas, de sexo e de idade entre a amostra de hansenianos de
Gomes et al (148) e a do presente estudo

Caracteristica Gomes et al Presente Estudo P
Etnia N* % N* %
Eurobrasileiro 116 76,31 12 8,63
Negro 27 17,76 20 14,39 < 0,0001
Pardo 8 5,26 107 76,98
Asiatico 1 0,67 0 0
Total 152 139
Idade
(N) X + d.p (165) 55,24 + 3,89 (140) 33,54 + 19,75 < 0,0001
Genero
Masculino 96 57,48 73 51,41 0,3397
Feminino 71 42,52 69 48,59
Total 167

*Diferencas nos nimeros sdo devidas a falta de informacao de alguns pacientes

6.2 IMPACTO DA ESTRATEGIA DE SELECAO DE SNPS TESTADOS

A estratégia mais robusta de selecdo de marcadores para um estudo de associacao
de gene candidato é a sele¢do, sem viés funcional, de todas as variantes necessarias para
a cobertura fisica completa do gene em analise. No nosso estudo, optou-se por estratégia
alternativa de se utilizar apenas marcadores ja identificados em associacdo em estudos
anteriores: a variante BCHE*70G (SNP rs1799807), identificado por Gomes et al (148)
como associado com a suscetibilidade a hanseniase; e os SNPs rs1355538 e rs1803274
associados, respectivamente, com a suscetibilidade e protecéo ao vitiligo (243) em estudos
do nosso grupo de pesquisa. O principal efeito positivo desta estratégia de selecdo — e o
objetivo que embasou a decisdo — € a reducdo do numero de marcadores testados,
diminuindo-se assim o erro tipo “alfa” (ou falso-positivo), inflacionado na medida em que se
aumenta o numero de variantes testadas. Como efeito negativo da sele¢cdo de um namero
menor de marcadores, insuficiente para a cobertura completa do gene candidato, h&a o risco
de algum sinal de associacao passar indetectado. Neste sentido, a futura inclusédo de novos
marcadores na analise, de forma a se atingir a cobertura fisica completa do gene, tende a

resolver o problema.
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Importante, 0 SNP rs1803274 € o sitio do variante BCHE*539T (variante K), que esta
associado com reducado na atividade enzimatica (292) quando na presenca da variante -
116A (rs1126680) (209), que é encontrada em cis com o BCHE*539T (211) e, por esta
razdo, também foi avaliado no presente estudo. A Figura 18 mostra a localizacao, no gene,

dos quatro SNPs testados neste estudo.

1355538
exon 1 exon 2 exon 3 l exon 4
s [ 777727772723 —2- —4__1 3
120 bp ‘ 1525 bp, 167 bp 604 bp
1126680 1799807 1803274

Figura adaptada de Yen et al (214)

Figura 18: Localizacdo no gene BCHE dos quatro SNPs testados neste estudo
Foi omitida a sigla "rs". A porcdo hachurada indica a regido codificante do DNA. O tamanho de cada exon é
indicado abaixo de cada um deles

6.2.1Frequéncias Alélicas

As frequéncias observadas dos alelos de referéncia de cada um dos SNPs entre as
pessoas doentes foram: A = 0,0132 (rs1126680), C = 0,45 (rs1355538); G = 0,0068
(rs1799807) e A =0,1 (rs1803274). As frequéncias alélicas minimas (FAM) globais para os
guatro SNPs testados de acordo com o NCBI (293), foram, respectivamente, para 0s
marcadores rs1126680, rs1355538, rs1799807 e rs1803274, (fam/N), 0,0349/175;
0,4399/2203; 0,0121/1463 e 0,1585/794; estas frequéncias ndo foram estatisticamente
diferentes das encontradas no presente estudo (P = 0,2368; 0,8138; 0,7922 e 0,1907,
respectivamente). Gomes et al (148), em 163 hansenianos, encontraram para o alelo A do
SNP rs1126680 a frequéncia de 0,0675, que aqui foi 5,11 vezes menor (0,0132; P =
0,0126), esta diferenca pode ter sido resultante da diferenca étnica entre as duas amostras.

Um pouco mais que 91% dos individuos que participaram do presente estudo séo
pardos ou negros e a frequéncia do alelo A do SNP rs1803274 foi 0,0961, n&o diferente das
encontradas por Souza et al (294) em 82 afrodescendentes (0,171; P = 0,4240) e em 95
eurobrasileiros (0,184; P = 0,1374) doadores de sangue de Curitiba. Este resultado pode
ser uma evidéncia de que este SNP ndo esta associado com a suscetibilidade a
hanseniase. A Tabela 18 mostra as frequéncias alélicas observadas em outros estudos,

realizados em populagdes distintas saudaveis ou de estudos de associacdo com outras
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patologias, as diferencas observadas em algumas frequéncias podem estar relacionadas
com as patologias estudadas nas pesquisas citadas.

Foi observado um pequeno DL (r? = 0,30) entre os SNPs rs1126680 e rs1803274,
valor muito préximo do encontrado por Gomes et al (r> = 0,26) (148) locais dos variantes -
116A e do 539T, respectivamente, que tém sido observados, como ja mencionado, ligados
preferencialmente em cis (211) e que quando presentes diminuem a atividade enzimatica.
Infelizmente ndés ndo possuimos o plasma das pessoas que fazem parte da amostra
analisada, e portanto, a atividade da BChE n&o pdde ser medida.

Nenhum dos SNPs averiguados neste trabalho parece estar associado com a forma
clinica (paucibacilar ou multibacilar). Gomes et al (148) observaram que o alelo G do SNP
rs1799807 foi mais encontrado no grupo de doentes (0,0394) do que no grupo controle
(0,0067), mas nao encontraram associacdo com a forma clinica. No presente estudo
haviam duas pessoas heterozigotos (mae e filho), uma delas com a forma paucibacilar e a
outra com a multibacilar, portanto néo foi possivel determinar se o alelo BCHE*70G esta ou
ndo associado com a hanseniase per se ou com a forma clinica.

Deve-se ponderar que neste estudo foi usada uma amostra etnicamente diferente, o
gue poderia explicar o resultado encontrado: é possivel que, ao menos nesta populacéo, o
marcador rs1799807 e o seu alelo G ndo estejam realmente associados com a

suscetibilidade a esta doenca, possivelmente por conta da baixa heterozigose.

6.3 VARIAVEIS NAO GENETICAS

6.3.11dade

No presente estudo os doentes sdo em média mais jovens que 0s ndo doentes
(33,54 anos + 19,75 anos e 44,19 anos * 15,67 anos; P = 0,0002, respectivamente).
Quando se estratifica a amostra em pais e filhos, se observa que os pais doentes
apresentam uma idade média maior que a dos nao doentes (P = 0,0233); mas em seus
filhos doentes ndo se observa diferenca na média de idade entre doentes e seus irmaos
virtuais ndo doentes. Em um estudo com 1.867 individuos (225 hansenianos),

Lazaro et al (275) observaram, na mesma regido em que a nossa amostra é
originaria, que a frequéncia da doenca aumenta com a idade, possivelmente porque quanto
maior o tempo de vida maior é o tempo de exposicdo ao M leprae e maior a chance de
desenvolver a doenca. Entdo, € muito possivel que as pessoas que hoje sado saudaveis,

em algum momento proximo podem deixar de sé-lo.



Tabela 18: Frequéncias alélicas dos marcadores no gene BCHE observadas em algumas

populacdes comparando-as com as do presente estudo.

Origem / Amostra N Marcador / Frequéncia P Referéncia
Alélica
Sul do Brasil / Populagéo rs1803274
miscigenada saudavel
Afrodescendentes 82 A=0,171 0,2423 (294)
Eurobrasileiros 95 A=0,184 0,1355
Sul do Brasil / Hansenianos rs1126680
A =0,0675 0,0126
165 rs1799807
G =0,0394 0,0509 (148)
rs1803274
A=0,1779 0,0883
Colébmbia / Adultos 397 rs1803274
saudaveis A =0,088 0,4211 (295)
Sudeste do Brasil / Idosos rs1126680
com doenca de Alzheimer 81 A = 0,056 0,0610 (209)
rs1803274
A=0,218 0,0181
Sudeste do Brasil / 698 rs1803274
Usuarios de cocaina A =0,1753 0,5559 (90)
Ird / Portadores de rs1803274
DAC! 110 A =0,2636 0,0001
DAC e DM2? 103 A =0,3738 0,1233 (99)
DM2 80 A =0,2562 0,0021
Sul do Brasil / indios rs1803274
Guarani M’'Bya 54 A =0,1482 0,3459 (296)
Kaingang 57 A =0,0351 0,0820
Australia / Amostra de rs1126680
Militares 51 A =0,0588 0,0546
rs1799807
G =0,0196 0,5608 (297)
rs1803274
A =0,2255 0,0121
Sul do Brasil / Mulheres rs1126680
Diabetes Gestacional 150 A =0,0769 0,0075 (298)
rs1803274
A=0,1713 0,1553

1Doenca Arterial Coronariana; 2Diabetes melitus do tipo 2; a maior parte destes estudos ndo usaram amostras
constituidas por hansenianos

Foi observada diferenca significativa na idade média entre os que apresentavam a
forma paucibacilar e agueles com a forma multibacilar (P = 0,0308), a idade foi menor no
grupo paucibacilar, além disso, uma analise de regressdo demonstrou associacao entre a

idade mais elevada e a forma multibacilar. Tem sido reportado que o periodo de incubacao
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em média gira em torno de 5 anos, independentemente da forma clinica, variando entre 2
e 12 anos, podendo chegar a 20 anos ou mais (299), e que a idade menor observada no
grupo de paucibacilares poderia ser atribuida ao menor tempo de incubacdo desta forma
clinica quando comparada com a da forma multibacilar (300).

E importante ressaltar que entre os doentes existem 27 criancas (menores de 15
anos) e 21 delas apresentam a forma paucibacilar, o que ajuda a explicar a menor média
de idade observada nesta forma clinica. Criangcas hansenianas ndo sdo muito comuns, a
nao ser em regides superendémicas, como € o caso da populacdo de estudo (301).

A idade de diagnostico também foi avaliada. Este parametro nem sempre reflete o
tempo entre o aparecimento dos primeiros sintomas e o diagndéstico propriamente dito,
sendo uma aproximacgdo. A idade de diagndstico ndo foi diferente entre as formas
paucibacilar e multibacilar, apesar de esta ultima poder estar relacionada com o diagndstico
mais tardio (302)(303). Independentemente da forma clinica, na subamostra de pais o
diagnostico foi feito mais tarde que em seus filhos, pois como estes sdo naturalmente mais
jovens, a idade de diagnostico deve ser numericamente menor. Por outro lado, se imagina
gue todos vivam no mesmo ambiente e expostos ao M leprae da mesma forma; pode-se
explicar esta diferenca porque nos pais o diagndstico pode ser de uma recorréncia e ndo o
da primeira infeccdo. Em uma area superendémica, como a Col6nia do Prata (275), é de
se esperar que o diagnostico fosse feito mais precocemente, mas por desconhecimento,
receio do estigma ou outras razdes, nao ocorreu desta forma. Muitos doentes precisam
procurar atendimento médico mais de uma vez para fechar ou confirmar o diagnoéstico, 2,7
vezes em média, e dependendo do nivel socioecondmico o atendimento pode ocorrer em
Unidade Basica de Saude (UBS) ou consultério particular, além disso, o doente nem
sempre procura atendimento inicial especializado. Arantes et al (304), em estudo realizado
no Municipio de Sdo José do Rio Preto, observaram que a maior parte dos diagnésticos
ocorrem em UBS, seguidos de ambulatorio de especialidade, servico privado de saude,
hospital e outros, tais como outros ambulatérios, farmacia, médico militar e benzedeira.
Outros motivos podem estar relacionados com o atraso do diagnostico, como a dificuldade
no transporte até o local de atendimento, fila de espera, custo, dentre outros (304). Quanto
menor for o tempo para fazer o diagnostico menores sdo os riscos de complicagbes

neuroldgicas, este tempo varia entre 2 a 3 anos (303,305)
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6.3.2 Sexo

N&do foi observada diferenca no numero de homens e mulheres doentes,
considerando ou ndo a forma clinica. Ao se calcular a M/F verificou-se que nos
paucibacilares foi de 0,78 e entre os multibacilares de 1,45. Na subamostra pais, esta
relacdo foi de 1,22 e na dos filhos de 0,98. Aparentemente este parametro estd aumentando
com a idade e € maior na forma multibacilar. Um estudo de nosso grupo de pesquisa, na
mesma regido em que a amostra deste estudo foi recrutada, demonstrou que nos afetados
h& mais homens que mulheres (P = 0,0039) e foi calculada uma M/F de 1,38 (306). No
Brasil a M/F € maior que 1, mostrando que ha mais homens que mulheres doentes (307—
310), o mesmo que em outras partes do mundo (44). Nos paises com mais de 1.000 novos
casos registrados no periodo entre dezembro de 2016 e margo de 2017, a maior M/F foi
observada em Madagascar (4,00) e a menor no Brasil (1,26), e a M/F menor que 1 é
raramente encontrada (311). Em homens a doenca além de ser mais comum tende a ser
mais grave, e € mais comum a forma multibacilar, assim como a frequéncia maior de
deformidades.

Em estudo realizado a partir de dados do Ministério da Saude, no periodo de 2006 a
2010, Guerra-Silveira e Abad-Franch (312) observaram que a relacdo M/F € em torno de 1
para as duas formas clinicas na faixa etaria de 1 a 4 anos e a partir dos 5 anos a M/F é
maior nos casos multibaculares, permanecendo constante muito proxima de 1 nos
paucibacilares.

Uma possivel explicacdo é que, além das possiveis diferencas fisioldgicas que
possam estar afetando a incidéncia (312), as mulheres prestam mais atencao aos sinais e
sintomas e tendem a procurar auxilio médico mais rapidamente (em média em 11,8 meses)
gue os homens (14 meses) (313). Por razdes ocupacionais os homens tendem a se expor
com mais frequéncia a fatores de risco, como a exposi¢cdo a certos animais que podem
estar infectados com o M leprae e funcionem como reservatérios do bacilo (314).

Assim como ja haviam demonstrado que a idade € um fator de risco importante,
Lazaro et al (275) mostraram, através de analise de regressao logistica multivariada, que a
variavel ndo genética “sexo” esta fortemente associada com a suscetibilidade a doenca (P
=0,002) o que, estatisticamente, ndo foi demonstrado no presente estudo.

A Tabela 19 mostra o perfil epidemioldgico da doenga em algumas regides do pais,
onde se pode perceber que, de um modo geral, nas localidades onde se observou maior

prevaléncia da forma multibacilar a M/F foi maior que 1, com excecao de duas (Manaus e
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Aracatuba). Em Manaus haviam mais casos paucibacilares e a M/F = 1,0 e em Aracatuba,

praticamente 2/3 dos casos eram multibacilares e a M/F foi menor que 1,0 (0,90).

7 PERSPECTIVAS

Sugere-se que o gene BCHE ainda possa ser considerado como um dos possiveis
genes menores envolvidos com a suscetibilidade genética, e que este estudo possa ser
refeito em um futuro proximo, com a cobertura completa do gene, nesta e em outras
populacdes etnicamente distintas, apesar do enorme hiato entre os estudos de associacao
realizados nas décadas de 1970 e 1990 (de fenotipagem) e o de Gomes et al (148) em
2012 (de genotipagem) ser um forte argumento a favor da n&o existéncia de associacao

entre este gene e a suscetibilidade a hanseniase.

Tabela 19: Perfil epidemioldgico da hanseniase em algumas regides do Brasil em diferentes
periodos

Localidade ou Regiéo Periodo N Forma Clinica*  Relacdo  Ref
M/F
P M

Manaus (AM) 1998 — 2005 474 70,7 29,3 1,01 (307)
Vale do Jequitinhonha

(MG) 1998 - 2006 1347 27,8 72,2 1,05 (308)
Fortaleza (CE) 2001 - 2012 8981 35,0 65,0 1,02 (309)
Microrregido de

Tucurui, Amazénia 2010-2014 1786 31,9 68,1 1,59 (310)
Aracatuba 2015 434 32,7 67,3 0,90 (311)
Brasil 2016 25218 27,7 72,3 1,26 (44)

*Forma clinica: P = paucibacilar; M = multibacilar M/F = razao entre homens e mulheres afetados

8 LIMITACOES

A principal limitagdo deste estudo pode ter sido a nao realizagdo da cobertura
completa do gene BCHE, também podem ser consideradas como limitacdes a falta de
algumas informacgdes de algumas pessoas que fizeram parte da pesquisa, tais como idade,
idade de diagnostico e a forma clinica. Aléem destas, se pode considerar também a taxa de
insucesso na genotipagem dos SNPs estudados, a do rs1126680 foi de 5,94%; a do
rs1799807 foi de 2,28% e a do rs1803274 foi de 9,59%. O marcador rs1355538, devido a
um problema técnico, ndo pbéde ser testado em 25,11% da amostra.

Outra limitacdo deste estudo foi a falta de analise funcional da BChE pois n&o
existem amostras de soro ou plasma dos participantes da amostra, na eépoca da coleta e

processamento das amostras a prioridade era o DNA.
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9 CONCLUSOES

O objetivo geral do presente estudo foi 0 de aprofundar a investigacdo do papel dos
variantes do gene BCHE no controle da suscetibilidade a hanseniase, em especial o
variante BCHE*70G (rs17999807). Os outros 3 SNPs (rs1126680, rs 1355538 e
rs1803274) foram genotipados; nenhum sinal estatisticamente significativo de associacao
foi encontrado. O alelo G do SNP rs1799807 que Gomes et al (148) demonstraram estar
associado com a hanseniase per se e que aqui ndo foi demonstrada tal associacao.

Demonstrou-se que a idade é um fator de risco ndo genético para forma multibacilar,

assim como outros pesquisadores ja haviam demonstrado.
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