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RESUMO

A hanseniase € uma infeccdo granulomatosa crénica causada pelo Mycobacterium leprae. No
mundo a sua incidéncia continua significativa, com mais de 200 mil novos casos por ano , sendo
0 Brasil 0 segundo pais no mundo com mais casos, atras apenas da India. A infeccao e patologia
do individuo estdo relacionadas com background genético e/ou a implicagdo do envolvimento
de genes na resposta imune e sua relacdo parasito-hospedeiro. Em 2009, pesquisadores geraram
um genome wide association study (GWAS), no qual se identificou varios polimorfismos que
envolviam o receptor NOD2 e seu dominios como 0 LRRK2 e RIPK2 com a hanseniase. Nesse
contexto, o presente trabalho, por meio de uma revisdo sistematica, identificou os
polimorfismos envolvidos na via NOD2 com a hanseniase, suas formas clinicas e suas reacoes
hansénicas. Uma busca bibliografica em bases de dados eletronicos foi realizada cobrindo
todos os estudos de pesquisa publicados com as seguintes combinacdes de palavras-chaves: nod
OR nod like receptors OR nlrp AND "leprosy susceptibility”; nod OR nlrp OR nod like
receptors AND "leprosy/genetics[Mesh Terms]; nod AND leprosy susceptibility. Em relacdo
a leprosy per se, foram encontrados cinquenta e cinco diferentes polimorfismos genéticos da
via NOD2. Desse namero, trinta e nove foram relacionados ao gene NOD2, dois ao LACC1,
dois ao CCDC122 e trés ao conjunto CCDC122-LACC1, sete ao LRRK2 e dois ao RIPK2. Dos
cinguenta e cinco polimorfismos, apenas dezessete estavam associados de maneira
estatisticamente significante com a hanseniase (p<0,05). Em relacdo as formas clinicas
multibacilares e paucibacilares, foram encontrados dezenove polimorfismos. Dessa quantidade,
cinco estdo associados a forma multibacilar. Em relacdo as reacdes hansénicas, houve apenas
dois estudos que relacionaram os polimorfismos de base Unica da via NOD2 com a RR,
enquanto apenas um estudo que se teve a tentativa de relagéo entre os SNP e a reagdo do tipo
2. Dessa forma, ha polimorfismos que estdo relacionados tanto a suscetibilidade para a leprosy
per se, para ambas as suas formas clinicas, quanto em relacdo ao desenvolvimento de reac6es
hansénicas. Diante desses achados, é sugerivel que a suscetibilidade para hanseniase seja
multifatorial e poligénica, e que maltiplos candidatos estejam envolvidos tanto na resisténcia
quanto em sua suscetibilidade. No entanto, a quantidade de artigos ainda é consideravelmente
baixa e pouco valorizada. Nesse cenario, sdo necessarios mais estudos para avaliar o papel
desses genes na patogénese da hanseniase, para suas formas clinicas, além de estudos que
analisem individuos de uma mesma etnia para esclarecer possiveis fatores de riscos associados
a essa doenca.

Palavras-Chaves: Doencas negligenciadas; Mycobacterium leprae; Genes; Suscetibilidade;

Proteina Adaptadora de Sinalizacdo NOD?2.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic granulomatous infection caused by Mycobacterium leprae. In the world,
its incidence remains significant, with more than 200,000 new cases per year, with Brazil being
the second country in the world with the most cases, behind only India. The individual's
infection and pathology are related to genetic background and/or the implication of the
involvement of genes in the immune response and its parasite-host relationship. In 2009,
researchers generated a genome wide association study (GWAS), in which they identified
several polymorphisms that involved the NOD2 receptor and its domains such as LRRK2 and
RIPK2 with leprosy. In this context, the present work, through a systematic review, identified
the polymorphisms involved in the NOD2 pathway with leprosy, its clinical forms and its
leprosy reactions. A Bibliographic research in electronic databases was performed covering all
published research studies with the following keyword combinations: nod OR nod like
receptors OR nlrp AND "leprosy susceptibility”; nod OR nlrp OR nod like receptors AND
"leprosy/genetics”[Mesh Terms]; nod AND leprosy susceptibility. Regarding leprosy per se,
fifty-five different genetic polymorphisms of the NOD2 pathway were found. Of this number,
thirty-nine were related to the NOD2 gene, two to LACC1, two to CCDC122 and three to the
CCDC122-LACCL1 set, seven to LRRK2 and two to RIPK2. Of the fifty-five polymorphisms,
only seventeen were statistically significantly associated with leprosy (p<0.05). Regarding the
multibacillary and paucibacillary clinical forms, nineteen polymorphisms were found. Of this
amount, five are associated with the multibacillary form. Regarding leprosy reactions, there
were only two studies that related single-base polymorphisms of the NOD2 pathway with RR,
while only one study attempted a relationship between SNPs and type 2 reaction. Thus, there
are polymorphisms that are related both to susceptibility to leprosy per se, for both its clinical
forms, and to the development of leprosy reactions. Given these findings, it is suggested that
leprosy susceptibility is multifactorial and polygenic, and that multiple candidates are involved
in both resistance and susceptibility. However, the number of articles is still considerably low
and undervalued. In this scenario, further studies are needed to assess the role of these genes in
the pathogenesis of leprosy, for its clinical forms, in addition to studies that analyze individuals
of the same ethnicity to clarify possible risk factors associated with this disease.

Key words: Neglected diseases; Mycobacterium leprae; genes; Susceptibility; NOD2
Signaling Adapter Protein.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase, também conhecida como mal de Hansen, é uma infec¢do granulomatosa
crbnica causada pelo agente etiolégico Mycobacterium leprae. Essa bactéria possui tropismo
especial para as células do sistema nervoso periférico, pele e mucosas (BRASIL, 2016).

Em relacdo ao seu contégio, essa infeccao é transmitida pelas vias aéreas superiores, por
meio do contato com pessoas ja contaminadas que ndo iniciaram o tratamento, sendo o seu
periodo de incubagdo na margem de cinco a dez anos (REIBEL; CAMBAU; AUBRY, 2015);
(SMITH et al., 2017). Esse longo periodo de incubacdo somado ao diagnostico, na maioria das
vezes, tardio, estdo relacionados & dificuldade em diminuir a incidéncia de novos casos
(BRASIL, 2010).

Apesar de ser uma patologia catalogada ha mais de trés mil anos, a hanseniase
continua sendo uma preocupacao para a saude publica global, revelando mais de 200.000 novos
casos diagnosticados em mais de 120 paises no ano de 2019 (WHO, 2020). O aumento da
incidéncia de novos casos demonstra uma postura passiva da satde publica frente a hanseniase,
que, somada ao fato de ser uma doenca evitdvel e possuir tratamento gratuito, revela-se
negligente, especialmente, por existirem baixas condi¢Bes socioecondmicas e perfis de
escolaridade associadas (BRASIL, 2021).

A hanseniase possui um espectro clinico amplo e segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), ha duas formas clinicas principais, a forma multibacilar (MB) e a paucibacilar
(PB). A forma MB esta relacionada a mais de 5 lesdes e/ou mais de 1 tronco nervoso acometido,
enquanto a PB, menos de 5 lesGes e/ou 1 tronco nervoso acometido. A depender do tipo de
forma clinica, o tempo de tratamento sera diferente (WHO, 1998; OMS, 2017).

O grau 2 de desabilidade fisica (G2D) € uma classificacdo que avalia de maneira
qualitativa o grau de incapacidade para cada caso novo de hanseniase. Esse sistema € feito no
momento do diagnostico, o qual varia de uma escala de 0 a 2. Os locais avaliados sdo os olhos,
as maos e os pes, tendo, portanto, 6 graus de incapacidade. O grau O significa nenhuma
incapacidade encontrada; o grau 1, esta relacionado a uma perda de sensibilidades nas maos ou
no pés e grau 2, ocorre lesbes como feridas, Ulceras e deformidades em maos e pés, como a mao
em garra e pé caido, enquanto aos olhos esté relacionado a diminui¢do da acuidade visual ou
cegueira, assim como a incapacidade de fechar os olhos completamente e/ou hiperemia evidente
desse orgao (BRASIL, 2002).

As reacdes hansénicas sao reagdes inflamatdrias agudas que podem ocorrer tanto antes,

durante ou ap6s o tratamento, e sdo consideradas emergéncias médicas, devendo ser tratadas



prontamente. As reacdes sdo divididas em tipo 1 e 2, e a sua incidéncia varia de acordo com a
forma clinica do individuo. J& o termo leprosy per se sdo aqueles diagnosticados com a
hanseniase nas diferentes formas clinicas, sem qualquer evidéncia de surto reacional
(KAHAWITA; WALKER; LOCKWOOD, 2008).

Essas formas clinicas estdo também relacionadas ao perfil imunogenético do individuo.
Esse fato pode estar parcialmente sujeito ao seu background genético e/ou a implicacdo do
envolvimento de genes na resposta imune e sua relagdo parasito-hospedeiro, a depender de
fatores relacionados ao individuo, tais como sexo, idade e perfil genético, assim como
condicdes socioecondmicas e geograficas (MENDONCA et al., 2008); (SAUER et al., 2016).

Os marcadores SNP (Single nucleotide Polymorphism), sdo mutagfes em bases Unicas
de cadeia de bases nitrogenadas (Guanina, Citosina, Adenina e Timina). Dentre as mutacGes
possiveis, as mais comuns sdo as transi¢bes, onde ocorre a troca entre pirimidinas (C>T ou
T>C) ou entre purinas (A>G ou G>A). As tranversdes, que sao trocas entre uma pirimidina por
uma purina, ou vice-versa, sdo as mutacbes menos frequentes (SHASTRY, 2009). Nesse
cenario, hd uma vasta pesquisa na area de SNPs envolvidos na suscetibilidade ou propria
resisténcia em se adquirir a hanseniase (ALVARADO-ARNEZ et al., 2015; TARIQUE et al.,
2015; OLIVEIRA et al., 2016; XIONG et al., 2016; AREESHI et al., 2017) .

Dessa forma, alguns estudos ja formularam a hipotese de adquirir a doenca com
alteracdes em vias da imunidade inata, que anteriormente ndo se consideravam correlacionadas,
como no caso da via do receptor NOD2, na qual polimorfismos foram identificados como
possiveis fatores de risco em populacfes etnicamente diversas, como no Brasil, Nepal, Vietnd,
China e india (BERRINGTON et al., 2010; GRANT et al., 2012; SINGH et al., 2012)

Com isso, o presente trabalho, por meio de uma reviséo sistematica com base em estudos
genéticos populacionais, teve como objetivo avaliar os constituintes da via NOD2 como
possiveis biomarcadores de risco para hanseniase a nivel mundial, abrindo novas perspectivas

de que possiveis novas ferramentas diagndsticas e terapéuticas possam ser desenvolvidas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia da hanseniase

2.1.1 Hanseniase no mundo

A hanseniase, por ser uma doenca negligenciada, ainda se mostra persistente,
constituindo um grande problema de salde publica. Sua prevaléncia tem sido reduzida
consideravelmente pelo tratamento com a poliquimioterapia (PQT) (SMITH et al., 2017) e por
meio da vacinacdo com o Bacilo Calmette-Guerin (BCG) (KARONGA, 1996), atingindo
aproximadamente 177 mil casos em 2019, comparado a 184 mil em 2018 (OMS, 2021). No
entanto, a sua incidéncia continua significativa, sendo reportados mais de 200 mil novos casos
por ano (OMS, 2021).

Em relacdo ao grau 2 de desabilidade fisica (G2D), sua presenca indica diagnostico
tardiamente detectado. O nimero de G2D em 2019 teve cerca de 10.000 casos globalmente. A
Unica regido em que houve aumento de casos G2D foram as Américas, de 1.940 casos em 2016
para 2.544 casos em 2019, os outros paises tiveram esse numero reduzido. Globalmente se
obteve uma reducao de G2D, com 14.519 casos em 2015 para 10.813 casos em 2019, gerando
uma reducéo de 26% (OMS, 2021).

Grande parte desses casos provém de paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento,
como o Brasil, a india e a Indonésia, que representam 80,2% dos novos casos no mundo, sendo
0s Unicos paises a reportarem mais de dez mil casos em 2019 (OMS, 2021). Madagascar,
Bangladesh, Republica Democratica do Congo, Moc¢ambique, Nepal, Nigéria, Filipinas,
Somalia, Suddo do Sul, Myanmar, Sri Lanka e Republica Unida da Tanzania reportaram de
1.000 a 10.000 casos. 45 paises reportaram 0 casos e 99 paises reportaram menos de 1.000 casos
(OMS, 2021). A Figura 1 demonstra a incidéncia de novos casos de hanseniase no mundo no
ano de 20109.

No mediterraneo oriental, o Unico pais com mais de 1.000 casos € a Somalia, com 2.456
casos. Ja no continente europeu a grande maioria dos paises ndo tém casos relatados de
hanseniase, com excec¢des de Portugal, com 6 casos, Bélgica com 2 e Franca com 10. No
Pacifico Ocidental, a China apresenta 464 casos, Filipinas 1.990 e Papua Nova Guiné 464
(OMS, 2021).



Figura 1 - Incidéncia de novos casos de hanseniase referentes ao ano de 2019,
segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2020).
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2.1.2 Hanseniase no Brasil

No ultimo boletim epidemioldgico do Ministério da Saude da hanseniase, realizado em
2022, no ano de 2020 foram notificados 17.979 novos casos no Brasil, atingindo um coeficiente
de deteccdo anual de 8,49 casos por 100.000 habitantes. Em 2011, essa taxa era de
17,65/100.000 hab., o que resultou em uma reducéo de 51,9% de novos casos por 100.000 hab.
(BRASIL, 2022), e em 2019, essa relacdo era de 13,23/100.000 habitantes, o que resultou em
uma queda aproximada de 36% em dois anos. Essa reducéo foi significativa para o pais, a qual
mudou o seu parametro de endemicidade de muito alto para médio, exceto nas regides Sul e
Sudeste que continuam a serem consideradas de baixa endemicidade. Essa redu¢do no nimero
de novos casos pode ser devido a sobrecarga dos servicos de salde e pelas restricdes causadas
durante a pandemia da COVID-19 (BRASIL, 2022). Na Figura 2, percebe-se que as regides
que mais apresentam diagndsticos de novos casos sao Centro-Oeste com 40 casos por 100 mil
habitantes em 2019, seguido da regido Norte com cerca de 30 casos para cada 100 mil habitantes
e Nordeste com 20 casos por 100 mil habitantes (BRASIL, 2022).



Figura 2 - Coeficiente de deteccédo de hanseniase por 100.000 habitantes sequndo
regides geograficas brasileiras.
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Em relacdo as unidades federadas, o Mato Grosso foi a que apresentou a maior taxa de
deteccdo geral, com 71,44 casos por 100 mil habitantes, seguido por Tocantins (TO) com 53,95
casos. A cidade de Palmas - TO, é considerada a cidade que mais apresenta casos novos de
hanseniase no Brasil, com 118,51 casos por 100 mil habitantes (BRASIL, 2022).

A proporg¢éo desses novos casos por género, escolaridade, cor e forma clinica: o género
masculino tende a ser ligeiramente mais acometido pela patologia, com uma diferenca média
de percentual entre 5,3; os pardos foram consideravelmente mais acometido com 58,7%,
seguido dos brancos, com 24,3%, houve predominio de individuos com ensino fundamental
incompleto, com 42,2%, seguido por ensino médio completo e ensino superior incompleto com
14,5%; cerca de 79,5% dos sujeitos foram classificados com a forma multibacilar, sendo essa
mais agressiva e potencialmente mais transmissivel (BRASIL, 2021).

Nesse viés, nenhum outro pais da América do Sul tem a mesma taxa de novos casos que
o Brasil. A Argentina com 45 mil habitantes teve 211 casos, Bolivia com 11673 habitantes, 71
casos, e Chile com 19.116, apenas 4 casos (OMS, 2021). Em relacédo a prevaléncia, no mesmo
ano de 2019, o Brasil tem registrado cerca de 31827 casos, a segunda maior do mundo, sendo
apenas inferior & India com aproximadamente 79898 casos (BRASIL 2021).

Portanto, com essas elevadas taxas de incidéncia e prevaléncia, o Brasil é o Unico
dos 35 paises vinculados a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), que ainda ndo

eliminou o bacilo como um problema de saude publica (OPAS, 2018).



2.2 Aspectos sociais da hanseniase

Em relagdo a perspectiva socioecondmica da problematica, no Brasil, em relagdo a
epidemiologia, a raca negra (71,6%), juntamente com o género masculino (55,67%) e a faixa
etaria acima de 60 anos (30,2%) mostraram-se, na conjuntura atual, predominantes em relacédo
aos novos casos diagnosticados, devido ao fato de essa patologia estar associada a baixas
condicBes socioecondmicas e baixos niveis de escolaridade (BRASIL, 2018). Dessa forma,
entende-se a hanseniase como uma doenca multifatorial, que esta relacionada tanto a condicdes
socioeconémicas como genéticas de cada individuo.

Quanto a mortalidade desta patologia, a etnia negra também obteve uma taxa de
mortalidade maior do que a branca (MARTINS-MELO et al., 2015).

Esses dados discrepantes podem estar relacionados a distribuicdo racial da riqueza, que
continua expressiva e incontestavelmente desigual (BRASIL, 2017). Dados de 2014 apontam
que entre os 10% mais pobres do Brasil, 76% sdo pretos e pardos e 22,8% s&o brancos
(BRASIL, 2017). Em consonancia a isso, entre os 1% mais rico, apenas 17,8% s&o negros,
contrapondo 0s 79% de brancos.

Essa disparidade socioecondmica também culmina no campo da salde, a qual a maior
parte dos negros que sdo atendidos pelo SUS, possui uma renda entre um quarto e meio salario
minimo, evidenciando que a populacdo de baixa renda e negra, em sua maioria, sao SUS-
dependentes (BRASIL, 2017). Diante disso, o Relatério Anual das Desigualdades Raciais no
Brasil demonstrou que a populacdo negra também tem menos acesso, no geral, ao servigo de
salde, havendo cerca de 69,5% dessa populacdo que consultou com um médico nos ultimos 12
meses, estando abaixo da média nacional, que é 71,2% (142,8 milhdes), e da média dos brancos
com 74,8%, além de relatar também a reducéo tanto da qualidade quanto da expectativa de vida
dessa populacdo (PAIXAO et al., 2010; BRASIL, 2015).

Além do fator socioecondmico, a discrimina¢do continua sendo uma importante e
persistente variavel presente na sociedade que também modifica negativamente os servicos de
saude (NETO et al., 2015). Um estudo transversal realizado no ano de 2015 indica a presenca
do preconceito devido, principalmente a classe social (52,5%) e a falta de dinheiro (53,9%) da
populagdo negra. Ademais, existe uma associacdo negativa entre discriminacdo, renda e
escolaridade, de modo que 48,5% dos individuos que possuem uma renda inferior a trés salarios
minimos j& consideraram a ocorréncia de discriminacdo no atendimento (NETO et al, 2015).
Isso contribui para a diminui¢do da procura de servi¢os de saude e a consequente negligéncia

ao cuidado a saude dessa populacdo de forma geral, 0 que resulta tanto em um diagnostico
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tardio quanto um abandono precoce do tratamento para hanseniase, levando a sequelas mais
graves dessa doenca.

Em 4 provincias da China: Yunnan, Guizhou, Sichuan e Hunnan, localizadas na regido
sudoeste do pais, sdo as provincias que possuem mais casos de hanseniase em todo pais. O
estudo demonstrou que os principais fatores de risco associados a hanseniase dessas regides sao
0 baixo nivel socioecondmico e os altos contatos domésticos entre individuos, sendo a
incidéncia de hanseniase nesses locais cerca de 364/100.000 hab., uma incidéncia 1300 vezes
maior quando comparada com a populacao geral chinesa, com cerca de 0,28/1000.000hab. (LE
et al., 2018).

A mesma situacéo se reflete na India, onde o distrito de Firozabad, conhecido como uma
regido pobre e com altos contatos domiciliares, revelou uma incidéncia consideravelmente alta
qguando comparado a contatos ndo familiares, com uma diferenca de 676/100.000hab para
46/100.000 hab. respectivamente (SAUMYA; SHYAM, 2018).

Dessa forma, as desvantagens materiais e sociais historicamente sofridas pela populacao
economicamente desfavorecida, a escassez de agdes efetivas, tanto no &mbito social quanto no
cientifico, para o seu enfrentamento podera prorrogar tais disparidades nas condic¢des de vida e
saude de forma indefinida nessa populagédo. Portanto, os fatores associados a baixa renda, baixo
nivel educacional, altos contatos domiciliares e a discriminacdo sdo importantes fatores que
levam o individuo a evitar o servi¢o de salude. Portanto é necessario remodelar, incentivar e
criar politicas que atinjam tais ambitos para esse grupo mais exposto a diferentes infeccdes,
entre elas a hanseniase.

Em relacdo ao aspecto étnico, atualmente é amplamente aceita a hipotese que os genes
influenciam no risco em se desenvolver a doenca (MENDONCA et al, 2008). No entanto,
estudos sobre polimorfismos na hanseniase sempre foram realizados em populacGes
etnicamente distintas, ndo havendo estudos com foco em uma etnia especifica (MALHOTRA,
2006). Porém, como a hanseniase pode afetar individuos de classe socioecondmica favoravel e
com poucos contatos domiciliares (BRASIL, 2021), pode haver uma importante contribuicédo

genética nesses individuos que leve ao desenvolvimento dessa patologia.

2.3 Aspectos clinicos da hanseniase

A hanseniase € uma doenca infectocontagiosa de carater crénico causado pelo bacilo

alcool-acido resistente (BAAR) Mycobacterium leprae. Essa bactéria € um bastonete
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intracelular obrigatério, que tem como tropismo as células da pele, a mucosa do trato
respiratorio superior, olhos e ramos dos nervos periféricos (SMITH et al., 2017).

O seu quadro clinico € baseado em leséo de nervos, manchas hipopigmentadas, reducéo
ou perda total da sensibilidade e envolvimento ocular. A manifestacdo desses quadros e sua
intensidade irdo variar de acordo com a forma clinica que o individuo possui, impondo um
desafio diagndstico (MENDONCA et al., 2008; FISCHER, 2017).

Entre os fatores que estdo relacionados ao surgimento de novos casos, 0s mais relevantes
sdo o diagnostico feito de forma tardia, casos assintomaticos, falta da imunizacdo da BCG,
baixo nivel socioeconémico do individuo, contato proximo com pessoas da forma MB,
imunodeprimidos e politicas pablicas mais eficientes, que levam a um melhor rastreio da
hanseniase na populacdo geral (DUCATTI, 2009; MAYMONE et al., 2020). Um estudo
realizado em 2009 reforca que a hanseniase s6 pode ser entendida quando analisado 0s seus
determinantes sociais, sanitarios, condi¢cbes de moradia e nivel de educacdo sanitaria da
populacdo (DUCATTI, 2009).

Para o diagndstico da hanseniase é necessario que haja a avaliacéo fisica do individuo,
aferindo o seu nivel de sensibilidade, a procura por lesdes, manchas, nervos espessos e outras
manifestacdes clinicas além da sua anamnese para o diagnostico clinico (BRASIL, 2002). No
ambito laboratorial, pode-se utilizar o exame de baciloscopia, um importante exame
complementar para o diagndstico quanto para a classificacdo clinica da hanseniase, 0 exame é
obtido a partir do raspado intradérmico das lesGes para auxiliar no diagnostico, sendo os locais
mais comuns, os lébulos auriculares, os cotovelos e o proprio local da lesdo (BRASIL, 2002;
BRASIL, 2017). E importante ressaltar que, no entanto, esse exame, mesmo com resultado
negativo, ndo afasta o diagnastico clinico desta patologia (BRASIL, 2017).

Atualmente, existem trés principais métodos de analise clinica para a hanseniase 0 mais
antigo, o de Ridley e Jopling, a classificacio de Madri e a da OMS (LASTORIA; ABREU,
2012). A classificacdo de Ridley & Jopling é mais utilizada para estudos imunoldgicos,
histopatoldgicos e baciloscopias a qual possui um espectro da doenga, em que hé duas formas
polares, a tuberculoide (forma de resisténcia) e a forma lepromatosa ou virchowiana (forma de
suscetibilidade). Ja os grupos borderlines, boderline-tuberculoide (BT), boderline-boderline
(BB), borderline-virchowiano (BV), também chamado de formas dimorfas, sdo considerados
fendtipos intermediérios em relacdo as formas polares (RIDLEY'; JOPLING, 1966). Como a M.
leprae possui baixa variabilidade genética, as manifestagdes clinicas de cada grupo, 0s seus

achados histopatologicos e a apresentacdo da doenca descrita a seguir sdo variaveis de acordo
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com a qualidade da imunidade celular (IC) é inversamente proporcional ao indice de
baciloscopia (I1B) (Figura 3) (MENDONCA et al, 2008).

Essas varidveis diferem de individuo para individuo, o que se constitui de um desafio
diagndstico para muitos médicos, aumentando, portanto, as possibilidades de um diagnostico
tardio (TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015; SANTANA et al., 2017).

Figura 3 - Representacdo da variacdo do perfil de resposta imunoldgica na
classificacdo clinica de Ridley & Jopling.
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Fonte: Mendonca et al, 2008

A forma virchowiana (VV) é caracterizada por uma forma sistémica de infeccdo e
significativamente contagiosa (TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015). Esse perfil de resposta
imunolégica permite o crescimento persistente da bactéria, que pode chegar até 1000 bactérias
por grama de tecido, o que resulta em infiltracGes progressivas e difusas nas regides auriculares
e na face, que apresentam 0 aspecto apergaminhado e a caracteristica da face leonina,
representado por perda de parcial ou total de pelos, tanto na regido dos cilios, quanto na das
sobrancelhas (madarose), respectivamente (FISCHER, 2017; TALHARI; TALHARI; PENNA,
2015). O perfil de resposta imune desses individuos é o Th2, o que resulta em uma imunidade
celular modesta ou ausente, e com altos titulos de anticorpos, levando a uma proliferacéo
excessiva do bacilo (PINHEIRO et al., 2018).

Nos individuos com a forma VV, de acordo com a Figura 4, podem ser encontradas
lesbes e manchas avermelhadas ou esbranquicadas, principalmente nas regides da pele, olhos
(podendo levar a cegueira), face (facies leonina) trato respiratorio superior, articulagdes, com
lesbes simetricamente distribuidas (TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015). Com a evolugéo



13

da doenca, o individuo pode apresentar nddulos endurecidos e assintomaticos, conhecidos como
hansenomas e pés e maos edemaciados (BRASIL, 2017).

Em relacdo a severidade que essa doenga causa aos nervos, pode haver o
comprometimento dessas células, com a possibilidade de quadros de paralisia, parestesias,
atrofia muscular e deformidades como a mao de garra e a Ulcera trofica induzida por necrose
caseosa nas células de Schwann (FISCHER, 2017; TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015;
BRASIL, 2017). Essa forma de hanseniase é comumente confundida com outras patologias
como a artrite reumatdide, pela dor nas articulagbes (BRASIL, 2017), sifilis secundaria, pela
presenca de alopecia e papulas eritematosas, e neurofibromatose, pelas manchas café com leite
(TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015).

Figura 4 - Forma VV da hanseniase: multiplas lesdes infiltradas na regido facial,
também chamado de facies leonina.

Fonte: FISCHER, 2017

No perfil dimorfo-virchowiana (DV), as manifestacfes clinicas sdo papulas multiplas,
hipopigmentadas e mal demarcadas, além de infiltracdo nas placas, lesGes simétricas
amplamente distribuidas e extensivo envolvimento de nervos periféricos, que é geralmente
assimétrico, sendo as vezes, perceptivel ao exame clinico. Histologicamente, ha auséncia de
granulomas e quantidade significativa de bacilos nos macréfagos (TALHARI; TALHARI;
PENNA, 2015; BRASIL, 2017; FISCHER, 2017).

No perfil dimorfo-dimorfo (DD), hé a presenca de sintomas tanto da forma tuberculoide
quanto da virchowiana, com bordas de lesGes hipocromicas vagamente definidas, podendo
haver a invaséo na pele normal em algumas areas (TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015).
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Histologicamente se caracteriza pela menor quantidade de granulomas (FISCHER, 2017). Essa
forma é considerada a mais instavel do espectro, se movendo rapidamente para uma das formas
polares (tuberculdide ou lepromatosa) (TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015).

Na forma dimorfo-tubercul6ide (DT), a infiltracdo possui bordas bem demarcadas e
assimétricas; a quantidade de lesdes € mais numerosa e extensa, tendo comprometimento nervo-
sensorial e nervo-motor, porém, de maneira menos intensa do que na forma tuberculdide
(FISCHER, 2017). A cor das lesdes varia de vermelho para hipocrémicas, podendo variar esse
aspecto no mesmo individuo (TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015; BRASIL, 2017).

O perfil tuberculdide (TT) estd mais relacionado com uma forma localizada e
dificilmente transmissivel (BRASIL, 2017). Desse modo, de acordo com a Figura 5, as lesdes
ocorrem principalmente nas extremidades havendo a formacédo de granulomas em torno dos
nervos, o que leva a perda da sensibilidade ao togque, térmica e a dor, além de manchas
hipocrémicas nitidas e com bordas bem delimitadas (FISCHER, 2017; TALHARI; TALHARI;
PENNA, 2015; BRASIL, 2017 FISCHER, 2017). A histopatologia é definida por infiltrado
inflamatorio contendo granulomas bem formados com macrofagos diferenciados, células
epiteliodes gigantes e predominio TCD4. Esse perfil apresenta uma resposta imune especifica
e vigorosa, com uma resposta Thl, producdo de IFN-y e teste cutaneo positivo (FISCHER,
2017).

Figura 5 - Hanseniase tuberculdide. Unica lesdo mostrando bordas elevadas e
bem definidas na méo

Fonte: TALHARI, 2015
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Ja a classificacdo de Madri, se baseia em caracteristicas clinicas e baciloscopias,
havendo dois grupos: os estaveis, que compreendem a forma tubercul6ide e virchowiana
polares, e os instaveis, que caracterizam a forma indeterminada e dimorfa (LASTORIA;
ABREU, 2012). O perfil indeterminado é o quadro inicial da hanseniase, em que todos 0s
sujeitos com tal patologia passam por essa fase, que consiste em uma lesdo da pele geralmente
Unica, sendo clara, com bordas nao delimitadas, podendo evoluir para cura, para um dos polos
ou permanecer nesse estado. A perda de sensibilidade geralmente é térmica e/ou dolorosa,
entretanto sem ocorrer a perda tatil do individuo (BRASIL, 2017).

Por fim, tem a hanseniase per se (leprosy per se), a qual sdo individuos diagnosticados
com hanseniase nas diferentes formas clinicas, mas sem evidéncia do desenvolvimento de surto
reacional (BRASIL, 2017). O terceiro método, proposto pela OMS, preconiza uma classificacdo
clinica simples da hanseniase, a fim de facilitar o seu tratamento, que se baseia na contagem de
lesbes na pele (OMS, 2017). A forma paucibacilar (PB) se caracteriza em um quadro que o
individuo possui de uma a cinco lesdes, uma forte resposta imune para o patdgeno e/ou um
tronco nervoso acometido, enquanto a multibacilar (MB), apresentaria mais de cinco lesdes,
imunidade celular deprimida e/ou acometimento mais de um tronco nervoso (WHO, 1998;
OMS, 2017).

Entre as formas clinicas da hanseniase, a forma MB é predominante no Brasil, em 2010
eram 59,1% e hoje sdo 78,4%. Em 2019, com incremento em todas as regides e maior proporcao
no Norte e Centro-Oeste. Em 2019, a Bahia concentrou 71% desses casos (BRASIL 2021).

O individuo com hanseniase ainda pode sofrer episédios reacionais, classificados como
reacdes hansénicas, com inflamacdes agudas que podem ser localizadas ou sistémicas (RAFFE,
et al, 2020). As reacdes hansénicas, podem ocorrer antes, durante ou apds o tratamento e sao
classificadas com reacgéo do tipo 1 ou reagéo reversa (RR) e reacdo do tipo 2 ou eritema nodoso
hansénico (ENH), devendo ambas serem prontamente diagnosticadas e tratadas (MENDONCA
et al., 2008; MOWLA et al., 2017). Tais reacGes sao mais comuns em individuos do género
masculino e/ou com formas bacilares clinicas (SALES-MARQUES et al., 2017). Além disso,
fatores como o estresse fisico e emocional e infecgdes recorrentes podem facilitar a ocorréncia
dessas reacfes (ABULAFIA; VIGNALE, 2001). Aproximadamente 70% dos individuos com
essa enfermidade que possuem a forma multibacilar e 30% da forma paucibacilar apresentam
reacOes hansénicas (BRASIL, 2021).

A reacdo do tipo 1, clinicamente, como de acordo com a Figura 6, é caracterizada como
uma exacerbacéo inflamatoria das lesdes cutaneas, tanto com o surgimento de novas lesdes e/ou

reativacdo de antigas, as quais, ocasionalmente, podem sofrer ulceragdo e estarem associadas
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ou ndo ao comprometimento da funcdo nervosa periférica. A neurite aguda é marcada
clinicamente pela dor espontanea ou desencadeada pela palpacéo dos troncos nervosos, esse
quadro pode acarretar na deficiéncia sensitiva e motora permanente na topografia acometida. O
acometimento da RR é mais comum nas formas borderlines (ANDRADE et al., 2015).

Figura 6 - Reacdo tipo 1: placas descamativas eritematosas com presenca de
edema em regido de tronco

Fonte: LASTORIA, 2014

Ja a reacdo do tipo 2, se da pela manifestacdo cutanea consistindo em uma cultura
disseminada de papulas eritematosas, inflamadas e dolorosas que podem ser superficiais ou
profundas (Figura 7). Formas ulceradas, necroticas, pustulosas e bolhosas também podem ser
encontradas (KAHAWITA; WALKER; LOCKWOOD, 2008; CHIARATTI et al., 2016).
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Figura 7 - Reacdo do Tipo 2: eritema nodoso hansénico: lesdo caracterizada por
nddulos inflamatorios, distribuidas simétricamente em membros superiores.

Fonte: LASTORIA, 2012.

No Brasil, cerca de 70% dos portadores de hanseniase da forma MB e 30% das PBs
apresentam reacdes hansénicas, geralmente a do tipo RR é mais precoce em individuos da forma
BT e BB, geralmente, no inicio da terapia (MENDONCA et al., 2008).

2.4 Aspectos da resposta imune

2.4.1 Aspectos da resposta imune inata

A transmissdo do bacilo-de-hansen ainda ndo é totalmente esclarecida, sendo a
propagagdo de aerossois a rota mais provavel, ocorrendo a absorgdo através da mucosa
respiratoria do individuo (REIBEL; CAMBAU; AUBRY, 2015). Nos estagios iniciais da
infeccdo, os macrofagos e outras células da imunidade inata conseguem reconhecer, por meio
dos Pattern Recognition Receptors (PRRs), a micobactéria, sendo alguns dos principais
receptores o heterodimero toll-like receptor (TLR) 2 e 6, TLR 1/2 e NOD2 (STROBER,;
WATANABE, 2011; KAUR; KAUR, 2017; SANTANA et al., 2017).
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A via dos TLR do tipo 2 e 6 se da pelo reconhecimento de goticulas de lipidios do
patogeno, como o diacilglicerol, colesterol, triacilglicerdis e ésteres de colesterol. A partir desse
reconhecimento, ocorre a ativacdo dessa via, ocorrendo a heterodimerizacgao desses receptores,
induzindo uma cascata de sinalizagdo que se caracteriza pelo acumulo de colesterol no sitio de
entrada da micobactéria, auxiliando na captacdo do M. leprae (KAUR; KAUR, 2017). Pelos
receptores scavengers, ocorre o reconhecimento de fosfolipidios oxidados, que ativam a cascata
de fosforilagéo intracelular e consequentemente na ativacdo de fatores de transcrigdo, como o
NF-«kB, e producéo de citocinas como o TNF-a (KAUR; KAUR, 2017).

O TLR 2/1 é responsavel por reconhecer as lipoproteinas micobacterianas, ativando um
estagio pro-inflamatdrio e produzindo peptideos antimicrobianos dependentes de vitamina D.
Em contrapartida a essa ativacao, a bactéria produz um sinalizador, chamado microRNA 21
(miR 21), o qual esté altamente expresso em individuos infectados, esse sinalizador contribui
para a reducdo na producédo de citocinas como a IL-1 beta e 1L-10 (SANTANA et al.,2017).

Outro componente deste tipo de imunidade sdo os NOD-like receptors (NLR), uma
familia de receptores que sdo compostos por trés dominios distintos: O dominio Leucine-rich
repeat (LRR), encontrado na regido N-terminal(carboxi terminal), um dominio de repeti¢do
rico em leucina, com papel de reconhecimento do antigeno, o qual principal € o dipeptideo
muramil (MDP) presente na parede celular das bactérias; o dominio aminoterminal ou N-
terminal que é a porcdo efetora do receptor; e um dominio NOD (Nucleotide-binding
Oligomerization Domain) que tem como papel a oligomerizacao do receptor ap6s a ligacdo ao
ATP (KAUR; KAUR, 2017).

A familia NLR é diferenciada em subfamilias de acordo com o dominio efetor (regido
amino terminal), as principais subfamilias sdo: a NLRC, que incluem o dominio de
recrutamento de caspase (CARD). Os principais representantes sao o0 NOD1 (CARD4) e o
NOD2 (CARD15), cuja diferenca encontrada entre esses dois tipos é a quantidade de caspases
gue cada um possui, sendo uma caspase constituindo o NOD1 e duas constituindo o NOD2.
Outros representantes sao NLRC4, e proteinas com dominios ainda ndo caracterizados, como
NLRX1, NLRC3 e NLRC4 (STROBER; WATANABE, 2011).

O NOD2 tem sua expressdo em fagocitos, como macréfagos, células dendriticas e
células de paneth, e algumas células epiteliais, enquanto o NOD1 é amplamente expresso em
varios tipos celulares (AL NABHANI et al., 2017).

Classicamente, na auséncia de qualquer agresséo inflamatéria, o dominio NOD fica em
seu estado inativo, que esta relacionado pelo bloqueio das regides efetoras pelo dominio LRR,

prevenindo a ativagdo do dominio NOD e sua oligomerizagdo. A sua ativacdo ocorre quando
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padrdes moleculares associados ao patdégeno (PAMPS), sendo o principal, para hanseniase, o
MDP ou padrbées moleculares associados ao dano (DAMPS) se ligam na regido LRR e
promovem uma modificacdo estrutural desse dominio, permitindo a ligagdo de ATP ao dominio
NOD, o qual sofre um processo de oligomerizacdo e promove a sinalizagéo celular de sua via
(STROBER; WATANABE, 2011; FAVA et al., 2012).

Em seguida, através da ativacdo do dominio NOD2, ocorre o recrutamento da proteina
adaptadora receptor-interacting serine-threonine kinase 2 chamado de RIP2 ou RICK. Essa
proteina possui um dominio CARD na regido amino-terminal, ocorrendo uma interagdo CARD-
CARD que leva a uma cascata de sinalizagcdo. Sua ativacdo leva a uma poliubiquitinacdo do
modulador essencial de NF-xB (NEMO) ou do inbidor de kappa quinase (IKK-y), a subunidade
regulatéria do complexo de proteina quinase lkk. Isso tem como consequéncia a ativacdo das
subunidades cataliticas lkk-a e lkk-p (NEGRONI et al., 2018).

As subunidades fosforilam a proteina inibitéria da familia kappa-B (IkB) a proteina
levando a degradacéo proteossomal e liberacdo do fator nuclear NF-«B e sua translocacédo para
o0 nucleo, levando a transcricdo de genes e a producdo de citocinas pro-inflamatorias. Além da
ativacdo desse fator, a via da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPKSs) também é
ativada. Ambas as vias levam a transcricdo de citocinas pré-inflamatorias e moléculas
antimicrobianas (STROBER; WATANABE, 2011; NEGRONI et al., 2018).

A figura 8 apresenta a principal via de sinalizacdo do NOD2. A via dominante receptor-
interacting Serine/Threonine Kinase dependent (RICK-dependente), envolvendo ativacdo de
RICK, seguido pela ativacdo de TAK1,; isso leva a ativacdo de MAP quinases e NF-kB. No
lado direito da figura, uma via de sinalizacdo NOD2 independente de RICK ¢ iniciada por
sSRNA viral é representada, isso envolve a ligacdo de sSSRNA a NOD2 seguida pela interacdo
com VAS, uma proteina adaptadora associada a mitocondria. Isso leva a ativacdo do fator
regulatério de interferon (IRF3) e inducdo de interferon do tipo 1. Ja no lado esquerdo, a via da
autofagia e suas proteinas estdo representadas. Essa interacdo assume a forma de interacdo
independente de RICK com ATG16L1 e o trafego do ultimo para a membrana celular ou de
forma dependente de RICK ocorrendo a producdo de NF-kB (STROBER; WATANABE,
2011).
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Figura 8 - Vias de sinalizagdo NOD?2
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Fonte: STROBER, 2011

2.4.2 Aspectos da resposta imune adaptativa

As células dendriticas (CD) geralmente sdo as células pioneiras que ativam uma resposta
imune contra o bacilo no seu sitio de invasdo. Dependendo dos tipos de citocinas presentes no
ambiente, sejam inflamatorias (IL-1, TNF-a, IFN-y) ou antiinflamatorias (IL-10, TGF-B, IL-
4), da maturacdo das CDs e da interacdo dessas células com a membrana celular do patogeno,
pode desencadear um padrdo de resposta imune diferente, e consequentemente, levar a resposta
Thl ou Th2 (GOULART; PENNA et al., 2002; MENDONCA et al., 2018). Logo, 0 quadro
clinico também ir&4 depender do tipo de resposta imune desencadeada (MENDONCA et al.,
2018).

Dessa forma, pessoas que possuem a forma PB, tendem a adquirir uma resposta imune
celular em pele e nervos, e com producao intensa de citocinas inflamatorias como IFN- y e IL-
2, 0 que leva ativacdo vigorosa de fagocitos (macrdfagos, neutréfilos, CDs), e o
desenvolvimento de granulomas, com significativa ativacdo das células TCD4+ e baixo titulos
de anticorpos anti-M.leprae, o que configura uma resposta Th1(MODLIN, 2010). O tropismo
bacteriano pela célula de Schwann é um alvo importante dessa patologia. Nesse cenério, a
resposta imune exacerbada contra o patdgeno também ocasiona lesdo dessas células (SMITH
etal., 2017).
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Ja na forma MB, o padrdo de resposta é o de Th2, a qual ocorre uma producéo
expressiva de citocinas antiinflamatorias, como IL-10, TGF-B1, IL-4 e IL-5 ativagdo
principalmente das células TCD8+ além de altos titulos de anticorpos anti-M.leprae. Em
consequéncia disso, hd uma alta resposta humoral, porém, uma resposta celular pouco eficiente.
Esse ambiente anti-inflamatorio, conferido principalmente pela IL-4, leva a uma inibicao de
monocitos e linfdcitos T, o que resulta em uma proliferacdo expressiva do bacilo, enquanto a
liberacdo de IL-10 atua na imunossupressdo antigeno-especifica. A producdo de TGF-B1,
resulta no bloqueio de produgdo das citocinas IL-2, reduzindo a expans&o clonal das células, e
de IFN-y inativando os macrofagos. (PINHEIRO et al., 2018). Em sintese, a forma Th2 esta
relacionada a uma forma disseminada da doenca, havendo uma alta carga de bacilos por grama
de tecido (MENDONCGCA et al, 2008; PINHEIRO et al., 2018).

Em relacdo as reacOes hansénicas, o tipo RR associa-se a uma ativacdo da imunidade
celular de forma aguda e intensa desencadeada por citocinas inflamatdrias, como as ja citadas,
gue tem como possivel fator desencadeante os antigenos bacilares fragmentados. O padrao de
resposta celular € o Thl, o qual ocorre infiltrado de células TCD4 + e aumento de receptores
para a citocina IL-2. No tipo ENH, € definida como uma reacdo inflamatdria multissistémica,
que inclusive, pode ser a primeira manifestacdo da doenca. Ela geralmente acomete o grupo
MB. O aspecto imunoldgico da ENH é complexo, havendo altos niveis de TNF-o e IL-1, mas
paradoxalmente com aumento de IL-10, indicando uma resposta Th2 (MENDONCA et al,
2008; MODLIN, 2010; PINHEIRO et al., 2018).

2.5 Influéncia genética na hanseniase

2.5.1 Relatos genéticos na literatura

O bacilo-de-hansen possui baixa diversidade de sequéncia gendmica entre suas cepas,
isso revela que as diferencas na susceptibilidade ou formas clinicas mais agressivas nao sejam
regidas unicamente pela cepa da bactéria. Dessa forma, os fatores imunogenéticos do individuo
desempenham uma funcéo significativa na infeccdo por esse bacilo (MIRA; ALCAIS et al.,
2004; MENDONCA, 2008 et al).

Os polimorfismos séo variacbes randémicas dos genes (BROOKES, 1999). Nesse
sentido, os marcadores SNP sdo mutaces de apenas um nucleotideo por outro a qual pode
ocorrer transigOes, onde se tem uma troca entre pirimidinas ou entre purinas, e as transversoes,

menos comuns, que estdo associadas a trocas entre uma purina com uma pirimidina e vice-
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versa, dessa forma, mutacGes de insercbes e delecbes ndo estdo associados a um SNP
(BROOKES, 1999). E estimado que a frequéncia de um SNP seja de 1 para cada 1000 pares de
base (pb), e mais de 3 milhdes de SNPs ja foram descritos na literatura (LI et al., 2009).

Entre as regides e os tipos de mutacdes que estdo relacionados aos SNPs, 50% se
encontram em regides ndo codificantes, 25% levam a uma mutacdo do tipo missense, a qual
codifica um aminoacido diferente, e 25% sdo mutacdes silenciosas, a qual resulta em uma
alteracdo na composicdo do codon, mas continua havendo a sintese do mesmo aminoacido.
Outras mutag@es menos comuns sao as nonsense em que a mutacao faz com que os nucleotideos
passem a codificar um codon de parada (HALUSHKA et al., 1999),

Antigamente se tinha como hipotese que as mutacdes silenciosas ndo alterariam de
forma alguma a funcdo e fendtipo do gene (SHASTRY, 2009). No entanto, estudos recentes
demonstraram que alteracfes na regido ndo codificante parecem estar associadas a algumas
condicdes, como resisténcia a ciprofloxacino em MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) e a carcinogénese devido a essas mutacGes no gene TP53 (STRAUSS, 2000).

Em relagdo as mutacGes missense, elas podem estar relacionadas com suscetibilidade a
algumas doengas, pela sintese de diferentes aminoacidos, assim como estar relacionada a uma
protecdo natural a certa doenca (BROOKES, 1999; LOHRER; TANGEN, 2000). Outras
caracteristicas derivadas dos SNPs sdo a altura, o tipo de cabelo, assim como outros fendtipos
que estdo relacionados a individualidade de um sujeito (LOHRER; TANGEN, 2000).

Nesse contexto, alelos sdo genes que sao responsaveis por uma mesma caracteristica e
que estdo fixados no mesmo local e na ordem em cromossomos homologos. Dessa forma, o0s
SNPs formam alelos diferentes, com frequéncias diferentes (BROOKES, 1999). A frequéncia
alélica representa a incidéncia do gene variante em uma populacdo, sendo os de baixa
frequéncia denominados como raros. Essa frequéncia é calculada dividindo o nimero de vezes
que este alelo esteve presente na populacdo pelo total nimero de cdpias de todos os alelos que
estdo relacionados a esse locus genético especifico. Eles podem ser representados de forma
decimal, em fragcdo ou em porcentagem (BALDONI, 2008).

Nesse cenario, a frequéncia alélica é uma reflexdo da diversidade genética, e suas
mudancgas podem indicar que novas mutagdes foram introduzidas em uma populacdo
(BALDONI, 2008). A referéncia usada para um SNP em bancos de dados eletrdnicos é o
reference SNP (rs), o qual é o nimero de acesso usado por pesquisadores para se referirem a
um SNP especifico.

Os SNPs associados a genes que séo relacionados as vias de sinalizacdo de resposta

imune podem afetar a ativagdo dessa via e gerar alteragcdes fenotipicas do individuo. Dessa
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forma, diversos estudos relacionam os tipos de manifestacdes clinicas da hanseniase com as
variaces genéticas das citocinas e receptores da imunidade, a qual modifica o tipo de resposta
imune em relagdo a patologia (ALVARADO-ARNEZ et al., 2015; TARIQUE et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2016; XIONG et al., 2016; AREESHI et al., 2017; SALES-MARQUES et
al., 2017).

A relacdo entre fatores genéticos do hospedeiro e a susceptibilidade a doenca foram
estabelecidas por meio de estudos de segregacdo (ABEL et al.; 1995), com gémeos
(BEIGUELMAN, 1971) e genes candidatos (SHAW et al., 2001).

Para hanseniase foi observada uma associacao significativa entre polimorfismo da via
NOD2 (NOD2, LRRK2, RIPK2 e CCDC122) assim como o complexo principal de
histocompatibilidade HLA-DR1 e a citocina TNFS15 e a suscetibilidade a doenca (ZHANG et
al., 2009).

Os polimorfismos genéticos de citocinas ou de seus receptores podem induzir uma
ativacdo e/ou producéo exagerada de citocinas inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-12, IFN-y e
TNF-a, relacionados a formas mais agressivas da doenca, como reduzir a producgéo de citocinas
anti-inflamatorias, como a IL-10, as quais estdo relacionadas a uma suscetibilidade para
episadios reacionais (RR OU ENH) (CARDOSO et al, 2011; SALES-MARQUES et al., 2014;
TARIQUE et al., 2015; MOREIRA-TEXEIRA et al, 2017).

Alem de polimorfismos genéticos em citocinas, existem também alteragdes genéticas
nos receptores da imunidade inata. O polimorfismo no gene TLR1, como o 1602S associado a
alteracdo da via de sinalizacdo desse receptor, resultando em uma menor producao de citocinas
como IL-13, TNF-a e IL-6 quando tal receptor é estimulado pela M.leprae (BATISTA-SILVA
et al., 2018). Outro receptor também estudado € o IL-23R, que faz parte da ativacdo de citocinas
como IFN- vy e IL-12, que séo tidas na literatura como essenciais em infec¢es por micobactérias
(OTTENHOFF et al., 2005).

2.5.2 Influéncia dos genes da via NOD2

O NOD?2 foi descoberto no ano 2000, e muitos estudos relacionaram esse receptor como
um reconhecedor de padrbes chave da resposta imune inata. Porém, sua relacdo com
reconhecimento de padrbes também estd muito associada ao seu dominio efetor (CARD15)
(NEGRONI et al., 2018). Polimorfismos nesse dominio como o rs1861758 (BERRINGTON et
al., 2010) e 0 rs2066847 (SINGH et al., 2012) estdo bem relacionados com a Doencga de Crohn

e a Sindrome de Blau, uma sindrome granulomatosa que causa inflamac&o nos olhos, pele e
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articulagcbes. Um estudo feito em 2005 com camundongos deficientes da proteina RICK
revelou que a producdo de NF- «B ndo ocorria, revelando o seu papel crucial na via de
sinalizacéo do receptor NOD2 (KOBAYASHI et al., 2005).

Diversos estudos relacionam os polimorfismos do gene NOD2 com a suscetibilidade de
se adquirir hanseniase (BERRINGTON et al, 2010; SINGH et al, 2012; MARCINEK et al.,
2013; SALES-MARQUES et al., 2014).

Em 2009, pesquisadores produziram um genome wide association study (GWAS), um
estudo que tem como caracteristicas escanear marcadores através de todo o DNA ou genoma
de muitas pessoas a fim de associar variagcdes genéticas com uma doenca particular, no qual se
identificou varios tipos de polimorfismos que envolviam o receptor NOD2 e seus dominios
CARD15, LRRK2, RIPK2, CCDC122 com a hanseniase (ZHANG et al, 2009).

Dessa forma, polimorfismos envolvendo a via NOD2 (dominio NOD2, RIPK2, LRRK2,
CCDC122) estao fortemente envolvidos com a hanseniase, validando o papel desses genes na
patogénese da doenca. Portanto, resultados dessa natureza, abrem novas perspectivas para que

novos métodos terapéuticos e diagnodsticos possam ser testados.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os polimorfismos genéticos da via NOD2, sua relagdo com leprosy per se, com as
suas formas clinicas, reacfes hansénicas com base em bancos de dados internacionais e

nacionais.

3.2 Objetivos especificos

= Relacionar os polimorfismos da via NOD2 com possiveis quadros clinicos e efeitos de
protecdo ou susceptibilidade para hanseniase (leprosy per se) na populagéo geral.
= Observar se, de maneira geral, os polimorfismos genéticos do receptor da via do

receptor NOD2 estdo associados a suscetibilidade no contagio da hanseniase na
populacdo para a forma clinica PB ou MB.
= Observar se polimorfismos geneticos da via do receptor NOD2 estdo associados a

suscetibilidade de se desenvolver reagdes hansénicas do tipo 1 ou 2.



4 METODOLOGIA

O presente trabalho teve como metodologia:

Pevisdo sistematicas dos

polimorfismos na via NOD2

Eevisdo baseada nas recomendagdes
do PEISMA . Pergunta norteadora: Quais
sdo os polimotfismos genéticos da via

NOD2 descritos na literatura?

Busca de estudos nas bases de dados
eletronicas Pubmed, Google Scholar e
Scielo. Descritores consultados no DeCS e

Mesh

Classificacdo dos artigos_em relagdo
a suscetibilidade e agressividade a leprosy
perse, asformas PB e MB, e para as

reacdes hansénicas.




26

4.1 Desenho do estudo

O presente trabalho tratou-se de uma revisdo sistematica acerca de estudos
biomoleculares envolvendo polimorfismos na via NOD2 e sua relagdo com as formas clinicas
e tipos de reacOes da hanseniase.

4.2 Revisao sistematica

Essa revisdo sistemética foi realizada de acordo com as recomendac¢des do PRISMA
(Preferred Reporting Itens for Systematic Reviews and Meta-analyses).

A pergunta norteadora do trabalho foi elaborada e definida a partir da estratégia PICO
(Paciente, Intervengdo, Comparagao e *’Qutcomes’’) (SANTOS; PIMENTA; NOBRE, 2007):
’Quais polimorfismos da via NOD?2 estdo relacionados a suscetibilidade & hanseniase, as suas
formas clinicas e as reagdes hansénicas?’’, respondendo as afirmativas do acrémio, como

demonstra a Tabela 1:

Tabela 1 - Descricdo dos componentes do PICO

Acronimo Definicao Descricao
P Paciente Humanos
I Intervengao Quantidade de
polimorfismos da via NODZ2
C Controle ou comparacao Caso x Controle

Encontrar os principais
polimorfismos associados a
suscetibilidade a
hanseniase, a suas formas
clinicas e as suas reagdes
hansénicas

0 Desfecho (“outcomes”)

Fonte: Autoria prépria

4.3 Critérios para selecao dos artigos

Os estudos utilizados foram identificados por meio de uma busca bibliografica nas bases

de dados eletrénicos: PubMed (Medline), Google Scholar e Scielo.
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Os descritores aplicados na estratégia de busca pelos artigos foram consultados no
“’Descritores em Ciéncias em Saude’’ (DECS) ¢ no ‘’Medical Subject Heading " (Mesh). A
combinac¢do dos descritores sera feita com o emprego dos operadores booleanos ‘’AND’’ e
“OR”’.

Nos 3 bancos de dados as palavras-chaves foram: nod OR nod like receptors OR nlrp
AND “’leprosy susceptibility’’; nod OR nlrp OR nod like receptors AND “’leprosy/genetics’’
[Mesh Terms]; nod AND leprosy susceptibility

4.4 Analise de dados

Os parametros foram registrados em planilha do Excel. Os dados e resultados de um
mesmo polimorfismo foram agrupados e demonstrados com as variaveis valor de p, odds ratio
e intervalo de confianga (IC). O programa utilizado para acoplar os mesmos polimorfismos em
diferentes estudos foi o software GraphPad Prism verséo 9.

4.5 Critérios de inclusao

Foram incluidos artigos originais publicados em inglés, portugués ou espanhol, que
abordem os polimorfismos do receptor NOD?2 relacionados a suscetibilidade para leprosy per
se, para suas formas clinicas e para as rea¢Ges hansénicas, com grupos comparativos (caso X
controle) e seu odds ratio, e entre o periodo de 2000, pois foi nessa época que foi descoberto o
receptor NOD2, até o ano de 2021.

4.6 Critérios de exclusao
Foram excluidos os artigos de revisdo sistematica, carta ao editor, comunicados, relato
de caso, assim como artigos que ndo possuem resumo, que ndo possuam grupo controle, e que

envolvem os polimorfismos em haplotipos.

4.7 Selegdo de dados

Foram classificados artigos visando identificar e caracterizar os polimorfismos, e o seu

odds ratio, assim como associagdes com outras patologias.
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4.8 Processos de selecéo

Segundo as recomendacdes do PRISMA, cada estudo foi avaliado por dois
pesquisadores independentes. As sele¢cOes discordantes entre os pesquisadores foram decididas

por um terceiro pesquisador.

5 RESULTADOS

Estudos extraidos do PubMed, Google
Scholar e Scielo
N= 1445

Estudos excluidos pela leitura do

titulo e/ou que ndo obedeceram aos

critérios de inclusdo e artigos

duplicados.
N=1372

AN V2

Numero de estudos incluidos pela leitura do
titulo
N= 83

Estudos excluidos pelo resumo
N=53

Numero de estudos incluidos pela
avaliacdo do resumo
N=30

Estudos excluidos pela

leitura completa do artigo
N=21
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Numero de estudos para a realizacdo da
revisdo sistematica
N=10

Inicialmente 1445 estudos foram identificados a partir da leitura dos seus titulos, nos
seguintes bancos: 45 no PubMed, 1400 no Google Scholar, e 0 artigos no Scielo. Desses estudos
1372 foram excluidos, sendo 44 duplicatas, 11 artigos de revisao, 1 estudo feito em ratos e 1316
artigos que o titulo ndo tem relacdo com o tema proposto. Nesse cenario, dos 83 artigos
restantes, 43 foram excluidos pela leitura do resumo, resultando em 30 artigos, dos quais 21
foram excluidos pela leitura completa do artigo.

Nessa anélise, apenas estudos de coortes e caso-controle foram analisados, onde foi
como objetivo relacionar, a nivel alélico, as relacGes dos polimorfismos de base Gnica com a
hanseniase.

Dessa forma, um total de nove artigos foram selecionados por meio da busca de dados
eletronicos (Pubmed, Google Scholar, Scielo) (Tabela 1), dos quais dois sdo do Brasil (SALES-
MARQUES et al., 2014; LETURIONDO et al., 2020); um do Nepal (BERRINGTON 2010),
dois da populacdo Han chinesa (ZHANG et al., 2009; (WANG et al., 2015) um da provincia
chinesa de Zhejiang(SHEN et al., 2020), um da populacédo Yi chinesa (XIONG, 2016), dois do
Vietnd (GRANT et al., 2012; FAVA et al., 2015), e um da India (MARCINEK et al., 2013).

De acordo com a Tabela 2, o tamanho da amostra variou de duzentos e onze casos
(MARCINEK et al., 2013) a trés mil duzentos e cinquenta e quatro (ZHANG, et al., 2009).
Dois estudos realizaram PCR convencional (MARCINEK et al., 2013 e ZHANG, et al., 2009),
dois realizaram RT-PCR (LETURIONDO et al., 2020 e SALES-MARQUES et al., 2014), um
estudo método SNPshot (XIONG et al., 2016), um estudo PCR-RFLP (WANG et al., 2015),
um estudo Multiplex-PCR (SHEN et al., 2020), um PCR + Espectrometria de Massa (GRANT
et al., 2012), um 660W-quad v1 llummina array (FAVA, et al., 2020) e um high pure PCR
(BERRINGTON et al., 2010).
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Tabela 2 - Relacéo autor, populacéo, idade, amostra e genotipagem de cada estudo

Amostra(N) Idade

Autor (Ano) | Populacdo | Continente | Estudo Genotipagem

Caso | Controle | Caso | Controle

Marcinek et al.

(2013) India Asia Coorte 211 230 / / PCR

Grant et al.
(2012) controle

Caso- PCR+Espectome

Vietna Asia 474 / / )
tria de massa

Berrington et

al. (2010) Nepal Asia Coorte 933 101 44.2 31.9 High-Pure PCR

. 24.9
Wang et al. Chinesa - Caso- 39.9+-
(2015) Han Asia Controle 548 1078 142--5 176 PCR-RFLP

Fava et al.
(2015) Controle +7.6 7.1 Illumina array

Caso 199 179 £+  660W-quad vl

Vietna Asia 229 229

Fonte: Autoria prépria
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5.1 Avaliacao dos polimorfismos com a leprosy per se

Em relacdo a leprosy per se, foram encontrados cinquenta e cinco diferentes
polimorfismos genéticos da via NOD2. Desse numero, trinta e nove foram relacionados ao gene
NOD?2, dois ao LACC1, também chamado de C13orfl, dois ao CCDC122 e trés ao conjunto
CCDC122-LACC1, sete ao LRRK2 e dois ao RIPK2.

Em relacéo aos cinquenta e cinco polimorfismos, identificou-se grande variagédo entre
os estudos de qual alelo, mutante ou selvagem, foi pesquisado. Dessa forma, foi separado em
tabelas cada dominio da via, com os SNPs relacionados ao alelo mutante ou selvagem.

Na Tabela 3 esta contida a associacdo dos alelos mutantes do gene NOD2 com a
hanseniase identificada na literatura.

Tabela 3 - Analise dos SNPs do gene NOD?2 (alelos mutantes) com a leprosy per se.

SNP | M/m | Alelo | p | OR(IC) | Variagdo | Autor
rs7186262 C>T T 8.16x101 (0.701'_917.31) Néo classificada Berrington
rs1109863 G>A A  2.16x10! (0.8%—23 63) Néao classificada Berrington
rs12448797 T>C C 3.1x10°? (1.0%'_1323) Variacdo intrénica  Berrington
rs8059649 T>C C 151x10* (0.7%'??91) Variagéo intrénica  Berrington
rs12443880 T>G G 8.1x10! (0.863;3;%.08) Variagdo intrénica  Berrington
rs8044354 A>G G 6.0x10°3 (1.111'_5; 10) Néao classificada Berrington
rs8043770 C>G G 9.5x107? (©. giff 94) Néao classificada Berrington
rs10459815 G>A A 5.8x1072 (0.9%'_28 19) Néo classificada Berrington
rs7194886 C>T T 7.96x10% (0.712'95 57) Nao classificada Berrington
rs2067085 C>A A 6.40x107! (©. 6%?11.38) Variante sinbnima ~ Berrington
rs6500328 A>G G 9.76x10! (0.7%)'911_ 46) Variagdo intrénica  Berrington
rs13339578 G>A A 1.55x10! (0.9%)'—217.80) Variacdo intrbnica  Berrington
rs17312836 A>C C 6.06x10*! (©. 6(31911.33) Variagdo intrénica  Berrington
rs1861759 T>G G 7.12x101 (©. 6%?? 37) Variante sinbnima  Berrington

rs4785225 C>G G 1.76x101 1.26 Variagdo intrbnica ~ Berrington
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transcricdo ndo
codificante

Nao classificada

Variante de
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Berrington
Berrington
Berrington
Berrington
Berrington
Berrington
Berrington

Berrington
Marcinek

Xiong
Grant
Zhang

Zhang
Grant
Zhang

Zhang

Shen

Grant

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; ns= néo significante; /= ndo disponivel

Fonte: autoria propria

Observa-se que os rs9302752, rs7194886 e rs3135499 estdo presentes em mais de um

estudo. Dessa forma, nas figuras a seguir, havera um quadro comparativo de cada um desses

polimorfismos, respectivamente.

Em relagéo ao rs9302752 NOD2 T>C, como observado na Figura 9, foram associados

quatro artigos, dos quais apenas o de Zhang et al. (2009) e o de Grant et al. (2012) foram
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estatisticamente significativos, ambos relacionados a suscetibilidade a hanseniase. A média de

todos os outros estudos, embora ndo significativos, demonstrou um OR > 1.

Figura 9 - Estudos dos polimorfismos da leprosy per se analisados, com seus
respectivos odds ratio do SNP NOD2 rs9302752 T>C (C)

rs9302752 NOD2 T>C (C)

Shen (p=2.3x10")- I-—Q—!
Zhang (p=1.42x10"°)- P
Grant (p=1.4x102) -
Xiong (p=2.41x10"") |—=o—|
; | I 1

Odds ratio

Fonte: autoria prépria

O polimorfismo NOD2 rs7194886 G>A (A) (Figura 10), teve apenas dois estudos, sendo

apenas o de Zhang, et al. (2009), positivo, tendo um valor de p significativo, e um OR >1.
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Figura 10 - Avaliacéo dos estudos dos polimorfismos da leprosy per se analisados
com seus respectivos odds ratio do NOD2 rs7194886 G>A (A)

NOD2 rs7194886 G>A (A)

Grant (p=ns)- ®

Zhang (p=4.43x10") | N :

i 1 1 1
Odds ratio
Fonte: autoria prépria
Em relagdo ao SNP rs3135499 NOD2 A>C (C), apesar de nenhum dos trés estudos
obterem valor de p significativo, todos apresentaram um OR médio >1, indicando

suscetibilidade. Contudo, sdo necessarios mais estudos para comprovar seu impacto na

hanseniase (Figura 11).

Figura 11 - Avaliacéo dos estudos dos polimorfismos da leprosy per se analisados
com seus respectivos odds ratio do NOD2 rs3135499 A>C (C)

rs3135499 NOD2 A>C (C)

Grant (p=ns)- o
Berrington (p=5.21x10"")~ e |
Zhang (p=9.21x102)— H—e |
| | | 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Odds ratio



Fonte: autoria prépria
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Destas associacdes, percebe-se que apenas o0s estudos dos SNPs rs8057341 de

Berrington et al. (2010) e 0 rs3135499 de Xiong et al. (2016) mostraram associacéo significativa

com a hanseniase (p<0,05). Entretanto, o primeiro SNP esteve mais relacionado a protecao a

hanseniase, enquanto o descrito por de Xiong et al. (2016) estava relacionado a suscetibilidade.

Dessa maneira, fica evidente que nem todo alelo mutante presente no receptor NOD2, esta

invariavelmente associado a suscetibilidade a doenca.

Tabela 4 - Avaliagdao dos SNP’s do gene NOD?2 (alelos selvagens) com a leprosy

per se.
SNP M/m | Alelo | p | OR(IC) | Variagdo | Autor
rs8057341 A>G A 1x104 0.80 Variagéo intrénica Sales
1.23 « o :
-1
rs7194886 C>T C 1.78x10 (0.91-1.68) Né&o classificada Xiong
1.28 o :
2
rs8057341 A>G A 8.8x10 (0.96-1.71) Variacgdo intronica  Xiong
5 55 Variante de
rs3135499 A>C A 1x108 1 8?;-3 55) transcricdo ndo Xiong
' ' codificante
rs8057341 A>G A 8.4x10! 1.04 Variacdo intrébnica  Grant
0.76 o .
-2
rs8057341 A>G A 5.29x10 (0.58-1.00) Variag&o intrénica Leturiondo
0.84 o .
-1
rs751271  T>G T 2.092x10 (0.63-1.10) Variacdo intrénica Leturiondo

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; ns= ndo significante; /= ndo disponivel

Fonte: Autoria propria

Ja em relacdo aos estudos com alelo selvagem, o polimorfismo rs8057341 foi o Unico

avaliado em mais de um estudo (Figura 12). No entanto, apesar de ser um polimorfismo

relativamente bem investigado, apenas o estudo de Berrington et al. (2010) obteve um valor

estatisticamente significativo, relacionado & protecdo. E importante observar que, apesar do

estudo de Leturiondo et al. (2020) sobre o rs8057341 resultar em um valor de p préximo ao

valor significativo, também chamado de resultado borderline, (p=0.053), ele também estava

associado com a protecdo a hanseniase. Houve mais dois estudos em relacdo ao rs8057341,

porém ambos sem significancia estatistica: o de Xiong et al. (2016) e o de Grant et al. (2012),

conforme apresentado na tabela 4.
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A Figura 12 demonstra em um gréafico o valor médio, assim como os limites superiores
inferiores do rs8057341 para cada estudo. Apesar dos estudos de Grant et al. (2012), e de Sales-
Marques et al. (2017) ndo contemplarem intervalo de confianca, os resultados foram inseridos
para fins de comparacao.

Figura 12 - Avaliacéo dos estudos dos polimorfismos da leprosy per se analisados
com seus respectivos odds ratio do NOD2 rs8057341 A>G (A)

rs8057341 NOD2 A>G (A)

Grant p=(8.4x10")- o
Sales-Marques p=(1x1 0'4)) - L
Leturiondo p=(5.29x10™") - |—o—x
Xiong (p=8.8x102)- et
| I | 1

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Odds ratio

Fonte: autoria prépria

Ja em relacdo aos polimorfismos associados aos alelos selvagens do gene LRRK2,
representados na Tabela 5, apenas um unico SNP, o0 rs1873613 LRRK2 A>G foi analisado em
mais de um estudo. Para essa variante, tanto os trabalhos de Wang et al. (2015) quanto de
Grant et al. (2012), demonstraram um valor de p < 0.05. Esses estudos apresentaram OR >1,

indicando, portanto, suscetibilidade (Figura 13).
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Tabela 5- Correlacdo dos SNPs do gene LRRK?2 (alelos selvagens) com a leprosy

per se.
SNP M/m Alelo P OR (IC)
estudado
rs7298930 A>C A 7.589 x101 1.07
(0.70-1.63)
rs3761863 T>C T 7.067 x101 0.95
(0.72-1.24)
rs1427267 A>G A 3.0 X102 1.179
(1.016-
1.366)
rs7307310 T>C T 1.81 x101 1.113
(0.951-
1.303)
rs4473003 C>T C 3.58 x101 1.076
(0.919-
1.259)
rs1873613 A>G G 3.0 x10* 1.7
(1.25-2.2)
rs1873613 A>G A 6.7 x101 1.02

Variacao

Variagédo
intrbnica
Variagédo
Missense
Variagéo
intrbnica

Variagédo
intrénica

Variagéo
intronica

Variacdo
intrénica
Variacdo
intrénica

Autor
Leturiondo
Leturiondo

Wang

Wang

Wang

Wang

Grant

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =

Major/minor alelle; ns= ndo significante; /= ndo disponivel

Fonte: autoria prépria
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Figura 13 - Avaliacao dos estudos dos polimorfismos da leprosy per se com seus
respectivos odds ratio do LRRK2 rs1873613 A>G (A)

LRRK2 rs1873613 A>G (A)

Wang (p=6.7x10")- Do ° |

Grant (p=ns)— b

1 i 1 1 1
00 05 10 15 20 25

Odds ratio

Fonte: autoria prépria

Em relacdo aos seus alelos mutantes presentes em LRRK2 (Tabela 6), os polimorfismos
rs732374 e o rs7298930 mostraram associacdo, de maneira significativa, com a protecdo a
doenca; porém foram analisados em apenas um estudo (WANG et al., 2015). Outro SNP, o
rs3761863, teve um resultado boderline (p proximo a 0.05), associado a protecdo. Por fim, em
relacdo ao rs1873613, o alelo mutante (G), foi analisado em trés estudos, dos quais dois tiveram
p significativo (MARCINEK et al. 2013; ZHANG, et al. 2009) com OR <1, indicando protecéo,
conforme a Figura 14. A analise de Wang e colaboradores (2015), mesmo nao apresentando
valor estatisticamente significativo, apresentou OR relacionado a protecdo, apesar do limite

superior do intervalo de confianca ter sido >1.

Tabela 6 - Correlacé@o dos polimorfismos do gene LRRK2 (alelos mutantes) com a
leprosy per se.

SNP M/m es‘tujggzjo p OR (IC) Variacéao Autor
- 0.804 Variacao
&
rs732374  G>A A 8.0x10 (0.683-0.945) intrénica Wang
_ 0.866 Variagédo
2
rs3761863 A>G G 5.9x10 (0.745-1.005) Missense Wang
rs1873613 A>G G 2.43x101 Uels VTR Wang

(0.774-1.067) intronica
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_ 0.811 Variagédo

8

rs7298930 A>C C 6.0x10 (0.698-0.942) intronica Wang
N 0.67 Variagédo
3

rs1873613 A>G G 9.37x10 (0.49-0.91) intronica Zhang
_ 0.61 Variagédo .
4

rs1873613 A>G G 3.0x10 (0.45-0.8) intrénica Marcinek

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; ns= néo significante; /= ndo disponivel

Fonte: autoria prépria

Figura 14 - Avaliacéo dos estudos dos polimorfismos da leprosy per se com seus
respectivos odds ratio do LRRK2 rs1873613 A>G (G)

rs1873613 LRRK2 A>G (G)

Marcinek (p=3x10") —
Zhang (p=9.37x10"°) —
Wang (p=2.43x10"")- it
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIiIIIIIIIIII
0.0 0.5 1.0 1.5
Odds ratio

Fonte: autoria prépria

Em relagdo a LACC1 (alelos selvagens), conforme a Tabela 7, foram investigados dois
SNPs, sendo o rs10507522 identificado em trés diferentes estudos, indicando associacdo com
suscetibilidade, com significancia estatistica em dois deles (ZHANG et al., 2009; XIONG et
al., 2016). O outro polimorfismo analisado, o rs4942254 também demonstrou relacdo
significativa com a leprosy per se, porém, associado a prote¢cdo (SALES-MARQUES et al.,

2014). A Figura 15 mostra a correlagdo do rs10507522 dentre os estudos analisados.

Tabela 7- Avaliacao dos SNP’s do gene LACCL1 (alelos selvagens) com a leprosy
per se.

Alelo

SNP M/m estudado p OR (IC) Variacao Autor
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Variante de
rs10507522 A>G A 4.06x1077 1 315417 59) transcricdo ndo Zhang
' ' codificante

Variante de
rs10507522 A>G A 5.486x101 © 812019 44 transcricdo ndo Leturiondo
' ' codificante

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; ns= ndo significante; /= ndo disponivel

Fonte: autoria prépria

Figura 15 - Estudos dos polimorfismos da leprosy per se com seus respectivos
odds ratio do LACC1 rs10507522 A>G (A).

rs10507522 LACC1 A>G (A)

Leturiondo (p=5.486x10")- —r—
Xiong (p=1.16x10")— : : ° |
Zhang (p=4.06x10")- D e
i 1 1
0 1 2 3
Odds ratio

Em relagdo ao nimero de SNPs associados ao gene LACC1 (alelo mutante) (Tabela 8),
apenas 0 rs3764147 A>G, esteve presente em mais de um estudo, sendo avaliado o seu alelo
mutante (G). Foram analisados quatro estudos, dos quais trés apresentaram significancia
estatistica (XIONG et al., 2016; ZHANG et al., 2009; GRANT; 2012), e associados com
suscetibilidade a hanseniase (OR>1). No estudo de Shen et al. (2020), embora o valor de p ndo
tenha sido significativo, o seu OR também demonstrou 0 mesmo desfecho que os demais. Essa

analise comparativa esta demonstrada na Figura 16, logo abaixo.
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Tabela 8 - Correlacéo dos polimorfismos do gene LACCL1 (alelos mutantes) com a
leprosy per se.

SNP M/m esﬁjlgg)do p OR (IC) Variacao Autor
1.34 Variagdo
-3
rs3764147 A>G G 8.2x10 (1.34-1.60) Missense Grant
_ 1.68 Variagdo
5
rs3764147 A>G G 4.17x10 (1.57-1.80) Missense Zhang
1.88 Variagdo .
=
rs3764147 A>G G 1.7x10 (1.48-2.39) Missense Xiong
1.18 Variagdo
il
rs3764147 A>G G 1.6x10 (0.9-1.55) Missense Shen

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; ns= ndo significante; /= ndo disponivel

Fonte: autoria prépria

Figura 16 - Estudos dos polimorfismos da leprosy per se analisados com seus
respectivos odds ratio do LACC1 rs3763147 A>G (G).

rs3764147 LACC1 A>G (G)

Shen (p=1.6x10"")- H-e—
Xiong (p=1.7x10") —e—
Zhang (p=4.17x10°)- S Y
Grant (p=8.2x10") P
; I 1
0 1 2 3
Odds ratio

Jaem relacdo ao gene CCDCC122, conforme abaixo na Tabela 9, ha dois polimorfismos
que foram analisados em mais de um estudo: o rs3088362 e 0 rs9533634. No rs3088362, essa
alteracdo foi analisada em trés estudos, investigando apenas seu alelo mutante (A). Esse gene
destaca-se pelo fato de ter o Unico SNP em que todos os estudos apresentou significancia
estatistica, e todos associados a um mesmo desfecho: suscetibilidade (OR>1) (Figura 17). O
outro SNP do gene CCDC122, o0 rs9533634 T>C, foi analisado em dois estudos, com apenas
um demonstrando um valor de p significativo (XIONG et al., 2016), com OR>1. O estudo de
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Zhang et al., 2009, apesar de néo significativo, apresentou resultado discrepante (OR<1), como

elencado na Figura 18.

Tabela 9 - Avaliacéo dos polimorfismos do gene CCDC122 (alelos mutantes) com
a leprosy per se.

SNP M/m esﬁjlgg)do p OR (IC) Variacdo | Autor
9533634 T>C € 143100 (OB varedo - zhang
59533634 T>C ~ C  534x10° (1_312'_72?26) Varedo - xiong
$3083362 C>A A 200x0° | e %) Varedo - zhang
53088362 C>A A 8.2x10% (1_115?11.92) variagio - yiong
53088362 C>A A 14x10? (1_315'?15_ o7 Varaedo G pant

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =

Major/minor alelle; ns= ndo significante; /= ndo disponivel

Fonte: autoria prépria

Figura 17 - Estudos dos polimorfismos da leprosy per se analisados com seus
respectivos odds ratio do CCDC122 rs3088362 C>A (A)

rs3088362 CCDC122 (C>A) (A)

Zhang (p=2.00x10°) - S ° |
Grant (p=1.4x10"%) [—
Xiong (p=8.2x10"")— e
i 1 1
0 1 2 3
Odds ratio

Fonte: autoria propria
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Figura 18 - Estudos dos polimorfismos da leprosy per se analisados com seus
respectivos odds ratio do CCDC122 rs9533634 T>C (C)

CCDC122 rs9533634 (T>C) (C)

Zhang (p=1.40x10") —e——

Xiong (p=5.34x10"%) P ° :

I I I I 1
00 05 10 15 20 25

Odds ratio

Fonte: autoria prépria

De acordo com a Tabela 10, os polimorfismos analisados em relagéo ao alelo selvagem
para 0 gene CCDC122 foram 0s rs4942254 e rs9533634. O rs4942254 foi analisado em mais
de um estudo, no estudo de Sales-Marques e colaboradores (2017), esse polimorfismo obteve

um resultado estatisticamente significante, com OR <1, o que denota protecao.

Tabela 10 - Correlacdo dos polimorfismos do gene CCDC122 (alelos selvagens)
com a leprosy per se.

SNP M/m es'tA\uIcej:fdo p OR (IC) Variagao Autor
1.09 Upstream .
-1
rs4942254 C>T C 5.486x10 (0.82-1.44) - Leturiondo
(54942254 C>T C 3x102 0.86 Upstream Sales-
variant Marques
Variacao
rs9533634 A>G A ns 1.16 intrénica Grant

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; ns= ndo significante; /= ndo disponivel

Fonte: autoria prépria
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Figura 19 - Estudos dos polimorfismos da leprosy per se analisados com seus
respectivos odds ratio do CCDC122 rs4942254 C>T (C)

CCDC122 rs4942254 C>T (C)

Sales-Marques (p=3x10'2)- °

Leturiondo (p=5.486x10"") = e |

1 i 1 1 1
06 08 10 12 14 16

Odds ratio

Fonte: autoria prépria

Em relacdo ao gene RIPK2, tal integrante da via NOD2 foi 0 que teve menos estudos
associando seu polimorfismo com a leprosy per se, com um total de dois trabalhos. Apesar
dessa quantidade, em relacdo ao seu alelo mutante, ambos os SNPs rs42490 e rs40457,
estiveram associados de maneira significativa com a suscetibilidade a hanseniase, conforme

demonstrado na Tabela 11 abaixo.

Tabela 11 - Correlacdo dos polimorfismos do gene RIPK2 (alelos mutantes) com a
leprosy per se.

SNP M/m esﬁjlgg)do p OR (IC) Variagdo | Autor
_ 1.32 Variagédo
3
42490 G-A A 12310° B D Zhang
(40457 A>G ¢ 143x102 =30 Nao Zpang

(1.21-1.39) Classificada
Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confiangca; M/m =
Major/minor alelle; ns= ndo significante; /= ndo disponivel

Fonte: autoria propria

Ja na analise dos polimorfismos associados ao alelo selvagem, o gene RIPK2 apenas

teve um SNP com p significativo, sendo esse associado a suscetibilidade. Apesar do rs40457
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ndo ser significante, seu OR também aponta para 0 mesmo desfecho, conforme a Tabela 12

abaixo.

Tabela 12 - Correlagéo dos polimorfismos do gene RIPK2 (alelos selvagens) com a
leprosy per se.

Alelo .
SNP M/m estudado p OR (IC) Variacao Autor
rs40457 A>G A ns 1.18 None Grant
(542490  G>A G 43xi02 , L2 variagao o

(1.20-1.42) intrénica

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; ns= ndo significante; /= ndo disponivel

Fonte: autoria prépria

5.2 AssociacOes dos tipos das variacdes com a leprosy per se
Com intuito de observar se o tipo de mutacdo, em geral, tem importancia ou ndo para
um desfecho clinico, agrupou-se 0 mesmo tipo de variacdo de cada gene para observar se ha

um resultado homogéneo entre os SNPs analisados.

5.2.1 Mutacéo intronica

As sequéncias intrénicas foram relacionadas recentemente com a funcao de codificar
microRNAS, os quais parecem estar envolvidos com silenciamento de genes mediado por RNA,
além de poderem alterar a composi¢cdo do RNA mensageiro, gerando proteinas defeituosas
(XIONG et al., 2016). Em relagdo aos SNPs do gene CCDC122, de acordo com a Figura 20,
nos alelos selvagens com variacdo intrénica, boa parte dos alelos estavam associados a
suscetibilidade a hanseniase, exceto o rs9533634 analisado por Zhang, et al. (2009), que apesar

do intervalo de confianca superior estar >1, 0 seu OR médio esta associado a protecao.
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Figura 20 - Avaliacéo dos polimorfismos mutantes do gene CCDC122 associados
a variacao intrénica com seus respectivos odds ratio.

CCDC122 Intron Variant Mutante

rs9533634 Zhang- l—O—-—i
rs9533634 Xiong- —e—
rs3088362 Zhang- — e
rs3088362 Grant-| o—i
rs3088362 Xiong- —eo—i

I I I 1 1

00 05 10 15 20 25
Odds ratio

Fonte: autoria prépria

Ja nos SNPs do gene LRRK2, nas variagdes intrdnica mutantes, observou que todos os
SNPs estavam associados a protecdo, com OR <1, como observado na Figura 21. Nos SNPs
relacionados ao alelo selvagem (Figura 21), as variac@es intronicas, tiveram um OR médio >1,

porem com intervalos de confianca <1 em todos os polimorfismos, exceto o rs1786313.

Figura 21 - Relago das variag@es intronicas do gene LRRK2 (alelo mutante) com
seus respectivos odds ratio.

Intron variant LRRK2 mutante

rs1873613 e
rs1873613- —e—i :
rs7298930- o
rs1873613 o
rs732374- e
| I 1
0.0 0.5 1.0 1.5

Odds ratio
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Fonte: autoria prépria

Em relacdo ao alelo selvagem do gene LRRK2 e as variagdes intronicas, observou-se um
OR medio >1 entre os estudos, o oposto da analise dos seus alelos mutantes. Porém, a maioria

dos polimorfismos contém um IC desfavoravel, como observado na Figura 22 abaixo.

Figura 22 - Relacéo das variagdes intronicas do gene LRRK2 (alelo selvagem) com
seus respectivos odds ratio

Intron variant LRRK2 selvagem

rs1873613 ——
rs4473003 I—*l—|
rs7307310+ e
rs1427267 ;_._.
rs7298930 |—-—|

i

1 1 1 1
o0 05 10 15 20 25
Odds ratio

Fonte: autoria propria

Em relagdo as variacGes intronicas do gene NOD2 (mutante), de acordo com a Figura,
23, ndo houve significativa relagdo com sé um desfecho, com a maioria dos IC com limites
inferiores <1 e limites superiores >1. Devido ao SNP 12443880 ter um IC bem extenso, foi

usado a escala logaritimica para melhor apresentacdo dos resultados.
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Figura 23 - Relacéo das variacdes intronicas do gene NOD?2 (alelo mutante) com
seus respectivos odds ratio

Intron Variant NOD2 mutante

rs8057341
rs1861758
rs751271-
rs17313265-
rs4785225-
rs1861759
rs17312836-
rs13339578-
rs6500328-
rs12443880-
rs8059649-
rs12448797-

1
0.1 1 10 100
Odds ratio

Fonte: autoria prépria

Nas variacgdes intronicas do alelo selvagem do NOD2, observou-se que o rs8057341,
teve um OR<1, encontrado no estudo de Leturiondo et al. (2020), e outro associado a
suscetibilidade no estudo de Xiong et al. (2016). Como se observa na Figura 24, o conjunto da

mutacdo intronica nesse alelo ndo teve resultados homogéneos.
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Figura 24 - Relacéo das variagdes intronicas do gene NOD2 (alelo selvagem) com
seus respectivos odds ratio.

Intron variant NOD2 selvagem

rs751271- —e—i
rs8057341 —e—1
rs8057341 H—e
| i I 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Odds ratio

Fonte: autoria prépria

5.2.2 Mutacdo missense

As mutacdes do tipo missense sdo mutacGes pontuais em um dnico nucleotideo, que
desencadeia uma mudanga em um aminoacido em uma proteina (HIJIKATA et al., 2017). Essa
alteracdo foi encontrada nos genes LACC1, NOD2 e LRRK2. No entanto, apenas um
polirmofismo foi analisado no gene LRRK2 e NOD2, ndo sendo possivel realizar um quadro
comparativo. Dessa forma, em relacdo ao gene LACCL1, conforme a Figura 25, grande parte dos
polirmofismos estavam associados a suscetibilidade para a hanseniase, com exce¢do do estudo

de Shen et al. (2020), em que seu IC também atingiu valores menores que 1.
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Figura 25 - Relacéo das variagdes missenses do gene LACC1 (alelo mutante) com
seus respectivos odds ratio.

LACC1 Missense Mutante

rs3764147 Shen- He—i
rs3764147 Xiong- P —e—
rs3764147 Zhang D e
rs3764147 Grant- i
i 1 1
0 1 2 3
Odds ratio

Fonte: autoria prépria

5.2.3 Mutacgdo non coding transcript

As variantes ndo codificantes surgem principalmente pelo salto do primeiro ou Gltimo
éxon, potencialmente resultando na perda de codons de inicio ou término (ZHANG e LUPSKI,
2015). Em relacdo a essa variacdo, foram encontrados SNPs nos genes NOD2 e LACC1. No
gene NOD2, nos estudos analisados, apenas um SNP com esse perfil foi identificado
(rs3135499), presente em quatro estudos e ja demonstrado na Figura 12. Em relacdo ao gene
LACC1, houve trés estudos, com o mesmo polimorfismo, o rs10507522, ja demonstrado na
Figura 15.
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Figura 26 - Relacéo das variacdes de transcri¢éo ndo codificante do gene LACC1
(alelo mutante) com seus respectivos odds ratio

LACC1 Non coding transcript variant

rs4942254- o
rs10507522 D —e——
rs10507522- e
rs10507522- D red
i 1 1
0 1 2 3
Odds ratio

Fonte: autoria prépria

5.2.4 Muta¢bes em 3 prime utr variant

As mutagdes na regido 3’-UTR s&o as alteragGes que mais podem causar consequéncias
nas expressdes dos genes, devido a essa regiao ser o codon de inicio da traducdo (SKEELES et
al. 2013). Essas regibes geralmente contem locais regulatdrios que influenciam a expressao
genética. Na Figura 27 abaixo, os polimorfismos analisados dessa mutacdo foram apenas

encontrados no gene NOD2, dos quais nenhum dos SNPs avaliados obteve um p significativo
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Figura 27 - Relacédo das mutacdes 3> UTR do gene NOD?2 (alelo mutante) com seus
respectivos odds ratio.

3' prime UTR variant NOD2 mutante

rs3135500- —ie :
rs3135499- — o :
| I I 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Odds ratio

Fonte: autoria prépria

5.2.5 Variag0es sindnimas

As variagdes sinbnimas sdo definidas quando as substitui¢cdes dos acidos nucleios nao
alteram o desfecho do aminoacido. Antigamente, se imaginava que essas pequenas alteraces
ndo tinham efeitos nas propriedades nas sinteses de proteinas. No entanto, essas variages
podem ter impacto significativo na expressdo proteica (CZECH et al., 2010). Nesse sentido, na
analise de polimorfismos com esse tipo de mutacdo, foram encontrados apenas do gene NOD2,
sendo que nenhum dos dois polimorfismos estavam associados de maneira significativa com a

leprosy per se, como observado na Figura 28 abaixo.
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Figura 28 - Relacéo das variacgdes sinbnimas com os alelos mutantes do gene
NOD2 com seus respectivos odds ratio.

Variantes sinonimas NOD2 mutante

rs1861759- : o :
rs2067085- : >~
rrrrrrruri I rTrrrrrruriua i rTrrrrrroria I
0.0 0.5 1.0 1.5
Odds ratio

Fonte: autoria prépria

5.3 Avaliacdo dos polimorfismos com as formas clinicas

Em relacdo as formas clinicas multibacilares e paucibacilares, a quantidade de
polimorfismos foi de 19, e 0s genes pesquisados foram NOD2, CCDC122, LACC1, LRRK2 e
RIPK2.

5.3.1 Avaliacdo das formas clinicas com o alelo mutante NOD2

Em relagéo ao gene NOD2, como observado na Tabela 13, o SNP rs9302752, no estudo
de Marcinek et al. (2013), ndo estava em equilibrio de Hardy-Weinberg, portanto, nao foi
avaliado. No entanto, esse SNP mostrou relacdo com a forma MB no estudo de Grant et al.
(2012) e de Zhang et al. (2009) com (p=0.036, OR=1.30, 1C=1.30-1.69) e (p=8.87x 10,
OR=1.73, 1C=1.60-1.88), respectivamente. Os SNPs rs9302752 (Figura 29) e rs7194886 sdo
polimorfismos encontrados entre o gene NOD2 e o vizinho SNX20, que codifica a proteina
nexina. Esses dois polimorfismos estavam mais relacionados a hanseniase do que alguns
polimorfismos dentro do proprio gene NOD?2, refletindo em possiveis associacdes de genes

regulatorios na expressdo do NOD2.
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Tabela 13 — Avaliacdo dos polimorfismos do gene NOD2 (alelos mutantes) com as
formas clinicas MB e PB.

MB PB
SNP M/m |Alelo OR (IC) | P OR (IC) | i Autor
rs9302752 A>G G / / / / Marcinek
rs9302752 A>G G (1.3%).?369) 3.6 X102 1.37 ns Grant
rs9302752 A>G G 1.73 8.87x10* 1.44 1.44x101°  Zhang
rs3135499 A>C C 1.05 ns 1.06 ns Grant
rs7194886 G>A A 1.17 ns 1.24 ns Grant

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; PB= Paucibacilar; MB=Multibacilar; ns= ndo significante; /= ndo disponivel

Fonte: autoria prépria

Figura 29 - Correlagdo do SNP rs9302752 NOD2 A>G (G) com a forma MB com
seus respectivos odds ratio.

rs9302752 A>G (G) MB
Zhang (p=3.6x109)— lo—i

Grant (p=8.87x10- P e——

1 I 1 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Odds ratio

Fonte: autoria propria

5.3.2 Avaliacdo das formas clinicas com o alelo selvagem NOD2

Em relacdo aos SNPs selvagem do gene NOD2, como demonstrado na Tabela 14, o
unico analisado foi o rs8057341, porém, além de um valor de p ndo significante, o OR

apresentou-se igual a em relagéo a forma multibacilar e proximo a 1, na forma paucibacilar.
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Tabela 14 - Avaliagdo dos SNPs do gene NOD?2 (alelos selvagens) com as formas
clinicas MB e PB.

' MB PB

SNP M/m Alelo Autor
‘ ‘ ‘ OR(IC) | p| OR(C) | p |
rs8057341 A>G A 1.00 ns 1.09 ns Grant

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; PB= Paucibacilar; MB=Multibacilar; ns= ndo significante

Fonte: autoria prdpria

5.3.3 Avaliacdo das formas clinicas com o alelo mutante RIPK2

Na Tabela 15, apresenta-se os dados encontrados para 2 polimorfismos no gene RIPK2
em dois estudos diferentes (MARCINEK, et al. 2013; ZHANG, et al. 2009). Apenas o0 estudo
chinés demonstrou associacdo significativa (rs42490), mostrando relagdo com protecdo em

ambas formas clinicas (OR<1).

Tabela 15 - Avaliagdo dos SNPs do gene RIPK2 (alelos mutantes) com as formas
clinicas MB e PB

MB PB
SNP M/ Alel Aut
‘ "M orRaC) | p | OR(C) | P Her
rs40457 A>G G / ns / ns Marcinek
rs42490 G>A A / / ns Marcinek
0.69 o 0.82 .
rs42490 G>A A (0.64-0.75) 1.35x10 (0.76-0.88) 9.54x10 Zhang

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; PB= Paucibacilar; MB=Multibacilar; ns= ndo significante; /= ndo disponivel

Fonte: autoria prépria

5.3.4 Relacgéo das formas clinicas com o alelo selvagem RIPK2

Em relagdo ao alelo selvagem, os mesmos dois polimorfismos fizeram parte do estudo,

porém, nem o rs442490 e o rs40457 tiveram analises significativas, tanto na forma clinica PB

guanto na MB, conforme demonstrado na Tabela 16.
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Tabela 16 - Avaliacdo dos SNPs do gene RIPK2 (alelos mutantes) com as formas
clinicas MB e PB.

MB PB
SNP M/m Alelo Autor
| ‘ ‘ OR(IC) |p |OR(C) [p '
rs42490 G>A G 1.24 ns 1.14 ns Grant
rs40457 A>G A 1.20 ns 1.02 ns Grant

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; PB= Paucibacilar; MB=Multibacilar; ns= ndo significante; /= ndo disponivel.

Fonte: autoria prépria

5.3.5 Relac¢éo das formas clinicas com o alelo mutante LACC1

O gene LACCL1 teve duas alteragbes polimorficas estudadas: o rs3764147 e o
rs10507522. O primeiro foi apenas analisado em seu alelo mutante, enquanto o ultimo, apenas
o selvagem.

Nesse sentido, na Tabela 17, o rs3764147, no estudo de Zhang, et al. (2009), foi
relacionado a suscetibilidade tanto a forma PB (Figura 30), quanto a MB (Figura 31), com p
significativo. J& no estudo de Grant et al. (2012), esse polimorfismo apenas obteve valor

significativo na forma MB, enquanto a forma PB néo foi significativa.

Tabela 17 - Avaliacdo dos SNPs do gene LACCL1 (alelos mutantes) com as formas
clinicas MB e PB.

MB PB
SNP M/m | Alelo Autor
‘ ‘ OR(IC) | »p OR(IC) | p |
rs3764147 A>G G L8 7.47x10°8 LA 5.11 x10%* Zhang
(1.79-2.09) (1.33-1.55)
1.54 3
rs3764147 A>G G (1.54-1.94) 1.6x10 1.06 ns Grant

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; PB= Paucibacilar; MB=Multibacilar; ns= ndo significante; /= ndo disponivel.

Fonte: autoria propria



Figura 30 - Avaliagdo do rs3764147 LACC1 A>G (G) forma PB com seus
respectivos odds ratio.

rs3764147 LACC1 A>G (G) PB
Grant (p=ns)- 0

Zhang (p=5.11x10"2")— D e

1 T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Odds ratio

Fonte: autoria propria

Figura 31 - Avaliacéo do rs3764147 LACC1 A>G (G), forma MB, com seus
respectivos odds ratio.

rs3764147 LACC1 A>G (G) MB
Grant (p=1.6x10")- P

Zhang (p=7.47x10°)- —o—

I i I I 1
00 05 10 1.5 20 25

Odds ratio

Fonte: autoria propria
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5.3.6 Avaliacdo das formas clinicas com o alelo selvagem LACC1

Em relacdo ao rs10507522, o alelo selvagem foi analisado apenas no estudo de Grant et
al. (2012), mostrando associacao estatisticamente significativa com a suscetibilidade a doenca

apenas em relacao a forma MB (Tabela 18).

Tabela 18 - Correlagio dos SNPs do gene LACCL1 (alelos selvagens) com as
formas clinicas MB e PB.

' MB PB
SNP M/m Alelo Autor
‘ ‘ ‘ OR(IC) | »p OR(IC) | p
1.71 L
rs10507522 A>G A (1.71-2.22) 7.3x10 1.06 ns Grant

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; PB= Paucibacilar; MB=Multibacilar; ns= ndo significante; /= ndo disponivel.

Fonte: autoria prépria

5.3.7 Avaliacdo das formas clinicas com o alelo selvagem CCDC122

O gene CCDC122 teve apenas dois dos seus polimorfismos analisados, ambos pelo
mesmo estudo. Em relagéo ao rs953364 em sua forma selvagem, ndo foi identificada nenhuma
associacao significativa, nem para a forma clinica PB quanto para a MB. J& em relacdo ao
rs3088362, seu alelo selvagem obteve uma correlacao significativa com a forma MB, indicando

suscetibilidade a essa forma clinica, conforme apresentado na Tabela 19, a seguir.

Tabela 19 - Correlagdo dos SNPs do gene CCDC122 (alelos selvagens) com as
formas clinicas MB e PB.

MB PB
SNP M/m Alelo Autor
OR(C) | p | OR(C) |p
rs9533634 A>G A 1.14 ns 1.18 ns Grant

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; PB= Paucibacilar; MB=Multibacilar; ns= ndo significante; /= ndo disponivel.

Fonte: autoria prépria
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5.3.8 Avaliacdo das formas clinicas com o alelo mutante CCDC122

Ja em relacdo ao rs3088362, seu alelo selvagem obteve uma correlacdo significativa
com a forma MB, indicando suscetibilidade a essa forma clinica, como demonstrado na Tabela
20.

Tabela 20 - Correlagdo dos SNPs do gene CCDC122 (alelos mutantes) com as
formas clinicas MB e PB.

' MB PB
SNP M/m Alelo Autor
‘ ‘ OR(IC)| p OR(IC) | p
1.47 .
rs3088362 C>A A (1.47-1.92) 6.4x10 1.12 ns Grant

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =
Major/minor alelle; PB= Paucibacilar; MB=Multibacilar; ns= ndo significante; /= ndo disponivel.

Fonte: autoria prépria

5.3.9 Avaliacdo das formas clinicas com o alelo mutante LRRK2

Por fim, o gene LRRK2 foi 0 mais estudando dentre todos da via NOD2, com oito SNPs
analisados para as formas clinicas da hanseniase (Tabela 22), com um total de quatro estudos
genéticos (MARCINEK et al., 2013; ZHANG et al. 2009; WANG et al., 2015; GRANT et al.,
2012). O estudo de Wang et al. (2015) analisou candidados da provincia de Yunnan, e
posteriormente, fez uma andlise conjunta com mais de 3200 individuos da China (Wang
pooled).

Na forma clinica PB, o rs1873613 investigado por Marcinek et al. (2013) esteve
associado a protecéo, juntamente com o estudo de Wang et al. (2015) (Figura 32).

Os SNPs rs3761863 0 rs732374 e 0 rs7298930, do estudo de Wang et al. (2015), também
demonstraram associacdo positiva com a forma paucibacilar. Em relacdo a analise conjunta do
mesmo estudo, os alelos mutantes dos SNPs rs7298930 e rs3761863 estiveram associados

tambem a protecdo a forma PB, como os outros SNPs desse gene (Tabela 21).
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Tabela 21 - Correlagdo dos SNPs do gene LRRK2 (alelos mutantes) com as formas

clinicas MB e PB.

‘ SNP ‘Alelo

rs1873613

rs1491938

rs3761863

rs1873613

rs732374

rs7298930

rs732374

rs7298930

rs3761863

A>G

G>A

A>G

A>G

G>A

A>C

G>A

A>C

A>G

Alelo

A

C

G

MB PB
OR(IC) | p OR(IC) | p

/ ns (0.221'_3(? 54) 1.7 x10”7
(0.7%?3.89) 2.26x10° (0.8%?16.04) 2.96x10°
(o.gé?fm) el (0.257-8.595) L3l
(0.35?31’.726) 714 x10% (0.227-8.996) 2.0x10°
(o.gé%fos) e (0.227-2.795) L
(o.géﬁ?os) 1.76 x10" (0.267-3(;.990) 3.0x10°
0.853  92x102 0780  1.6x10%
0916  3.05x10! 0770  5.0x10°%
0.942  486x101 0776  7.0x10%

Autor
Marcinek
Zhang
Wang
Wang
Wang

Wang

Wang
pooled
Wang
pooled
Wang
pooled

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =

Major/minor alelle; PB= Paucibacilar; MB=Multibacilar; ns= ndo significante; /= ndo disponivel)

Fonte: autoria propria
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Figura 32 - Avaliacéo do rs1873613 LRRK2 A>G (G) com a forma PB com seus
respectivos odds ratio.

rs1873613 LRRK2 A>G (G) PB

Wang (p=2.0x107) - ——:
Marcinek (p=1.7x10" - —e— :
""""" R e A
0.0 0.5 1.0 1.5
Odds ratio

Fonte: autoria prépria

Figura 33 - Avaliagdo do rs3761863 LRRK2 A>G (G) com a forma PB com seus
respectivos odds ratio.

rs3761863 LRRK2 A>G (G) PB

Wang pooled (p=7.0x10'3)— °
Wang (p=1.3x10%)- 1 ° :
1 1 1 i
0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Odds ratio

Fonte: autoria propria
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Figura 34 - Avaliacéo do rs732374 LRRK2 G>A (A) com a forma PB com seus
respectivos odds ratio.

rs732374 LRRK2 G>A (A) PB

Wang pooled {p=1.6x1 0'1)- °

Wang (p=1.8x1079)- . :
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0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Odds ratio

Fonte: autoria prépria

Figura 35 - Avaliacédo do rs7298930 LRRK2 A>C (C) com a forma PB com seus
respectivos odds ratio.

rs7298930 LRRK2 A>C (C) PB

Wang pooled (p=5x1 0'3)— o

Wang (p=3x10")- : ° |

1 1 1 1 i
05 06 07 08 09 10

Odds ratio

Fonte: autoria propria
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Em relacdo aos alelos mutantes do gene LRRK2 associados a forma MB, o0 rs1491938
foi o Unico com valor estatisticamente significativo, associando tal polimorfismo com protecédo
a essa forma clinica. O rs7298930 e o rs732374 obtiveram mais de uma analise, conforme

demonstrado na Figura 36 e 37 a seguir.

Figura 36 - Avaliacédo do rs7298930 LRRK2 A>C (C) com a forma MB com seus
respectivos odds ratio.

rs7298930 LRRK2 A>C (C) MB

Wang pooled (p=3.05x10’1)- *
Wang (p=1.76x10") . : :
| 1 I 1
0.7 0.8 0.9 1.0 1.1
Odds ratio

Fonte: autoria prépria

Figura 37 - Avaliagdo do rs732374 LRRK2 G>A (A) com a forma MB com seus
respectivos odds ratio.

rs732374 LRRK2 G>A (A) MB

Wang pooled (p=9.2x10'2)— ]
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Odds ratio



Fonte: autoria prépria

5.3.10 Avaliacao das formas clinicas com o alelo selvagem LRRK2
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Em comparativo, dos alelos selvagens do gene LRRK2 para a forma MB, ndo houve

nenhum polimorfismo associado de maneira significativa para essa forma clinica (Tabela 22).

Os polimorfismos que ndo obtiveram valor de p significativo, mas estdo presentes em mais de

uma analise, como o rs4473003 e o rs7307310 estdo demonstrados nas Figuras 38 e 39,

respectivamente.

Tabela 22 - Avaliagdo dos SNPs do gene LRRK?2 (alelos selvagems) com as formas
clinicas MB e PB.

|SNP‘

rs1873613
rs1873613
rs1427267

rs7307310
rs4473003

rs4473003

rs7307310

M/m ‘Alelo
A>G A
A>G A
A>G A
T>C T
C>T C
C>T C
T>C T

MB PB
OR(IC) | p OR(IC) [ p
2.77 .
/ / Aoy LTXIO
1.06 ns 1.08 ns
1.103 L 1274 5
(0.92-133) >00X10% (4 5.1 55 16X10
1.053 L 181 B
087-1.28) %0 (0og-1.45) 1410
1.030 L 1134 .
(0.85-125) 12X10% (92139 23X10
0.999 9.92x10! 1115  2.56x10%
1037  6.82x101 1174  9.5x102

Autor

Marcinek
Grant
Wang

Wang

Wang

Wang
pooled
Wang
pooled

Legenda: SNP= Single Nucleotide Polymorphism; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; M/m =

Major/minor alelle; PB= Paucibacilar; MB=Multibacilar; ns= ndo significante; /= ndo disponivel.

Fonte: autoria propria
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Figura 38 - Correlacéo do rs4473003 LRRK2 C>T (C) com a forma MB com seus

respectivos odds ratio.

rs4473003 LRRK2 C>T (C) MB

Wang pooled (p=9.92x10")— )

Wang (p=7.72x10"){ | e =

1 ; 1 1 1
08 09 10 11 12 13

Odds ratio

Fonte: autoria prépria

Figura 39 - Correlagdo do rs7307310 LRRK2 T>C (T) com a forma MB com seus
respectivos odds ratio.

rs7307310 LRRK2 T>C (T) MB

Wang pooled (p=6.82x10"")— e

Wang (p=6;08x10’1)- : ® |

T | T T T 1
0.8 0.9 1.0 1.1 1.2 1.3 1.4

Odds ratio
Fonte: autoria propria
Jaem relacdo a forma PB, apenas 0s rs1873613 de Marcinek et al. (2013) e 0 rs1427267

de Wang et al. (2015), eram significantes, e ambos relacionados a suscetbilidade dessa forma

clinica. Assim, o alelo mutante estava relacionado a protecéo, enquanto o seu alelo selvagem



66

estava associado a suscetbilidade, ambos com valores significativos. As comparacfes dos
polimorfismos rs7307310, rs4473003 e rs1873613 com a forma PB estdo representadas,
respectivamente, nas Figuras 40, 41 e 42.

Figura 40 - Avaliacéo do rs1873613 LRRK2 A>G (A) com a forma PB com seus
respectivos odds ratio.

rs1873613 LRRK2 A>G (A) PB

Grant (p=ns)- JO

Marcinek {p=1.7x1 0" : * :

i 1 1
0 1 2 3 4 5
Odds ratio

Fonte: autoria prépria

Figura 41 - Avaliagdo do rs4473003 LRRK2 C>T (C) com a forma PB com seus
respectivos odds ratio.

rs4473003 LRRK2 C>T (C) PB

Wang pooled (p=2.56x10"")— ®

Wang (p=2.3x10"") — . |
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Odds ratio

Fonte: autoria propria
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Figura 42 - Avaliacéo do rs7307310 LRRK2 T>C (T) com a forma PB com seus
respectivos odds ratio.

rs7307310 LRRK2 T>C (T) PB
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Fonte: autoria propria

5.4 Avaliacdo dos polimorfismos com as formas hansénicas

Em relacdo as reacdes hansénicas, conhecidas como Reacdo do Tipo 1 ou RR e Reacéo
do Tipo 2 ou ENH, houve apenas dois estudos (FAVA et al., 2015; BERRINGTON et al., 2010)
que relacionaram os polimorfismos de base unica da via NOD2 com a RR, enquanto apenas no
estudo de Berrington et al. (2010) houve a tentativa de relacéo entre os SNP e a reacdo do tipo
2. Além disso, ndo houve SNPs semelhantes entre os dois estudos.

No estudo de Fava et al. (2015) foram analisados apenas polimorfismos de base Unica
do gene LRRK2. Foram analisados 19 polimorfismos, dos quais 16 estavam associados a reacao
do tipo 1. Esses polimorfismos foram testados também para associagcdo com a leprosy per se,
porém, ndo mostraram nenhuma evidéncia de associagéo, e dessa forma, ndo foi demonstrado
0s resultados desse estudo.

No estudo de Berrington et al. (2010), o qual se rastreou apenas polimorfismos do gene
NOD?2 e préximos a ele, foram comparados pacientes que desenvolveram reacfes hansénicas
com individuos que possuiam hanseniase e ndo desenvolveram nenhum tipo de rea¢éo. Quatro

SNPs estdo relacionados a protecdo as reacfes do tipo 1, séo eles: rs2287195 (OR= 0.70,
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IC=0.49-1.00 e p=0.049), rs8043770 (OR=0.68 1C=0.48-0.96 e p=0.028), rs7194886
(OR=0.63, 1C=0.44-0.92, p=0.018), e rs1861759 (OR=0.66, 1C=0.47-0.95 e p=0.027). Seis
dos SNPS estdo relacionados as regibes promotoras e dentro do gene NOD2 (rs2287185,
rs8044354, rs8043770, rs13339578, rs4785225 e rs751271).

polimorfismos, como o rs8044354 estavam em regides entre 0 NOD2 e o SLIC1, ndo fazendo

Porém, os principais
parte do gene NOD2, mas possivelmente em regides de regulacdo de NOD2.

Relacionado as reagfes do tipo 2, a nivel alélico, quatro SNPs estavam de maneira
significativa, associados com esse tipo de reagédo: rs8044354 (OR=1.34, 1C=0.99-1.82 e p=
0.046), rs17312836 (OR=1.43, 1C=1.00-2.04 e p=0.039), rs1861759 (OR=1.42, 1C=1.00-2.00,
p=0.037), e rs1861758 (OR=1.41, 1C=0.99-1.99 e p=0.047).

No estudo de Fava et al. (2015), foram investigadas seis variantes no gene LRRK2
(rs1873613, rs10878220, rs1491938, rs12820920, rs11174812 and rs11173979), descritas no
GWAS de Zhang et al. (2009). Nenhuma das seis variantes presentes evidenciou uma associacao
significativa com hanseniase nos pacientes que ndo possuiram reacdo hansénica. Enquanto o
SNP rs10878220 é localizado na regido promotora do LRRK2, os SNPs rs1491938 e o
rs12820920 estdo na regido intronica do gene LRRK2. Os outros trés SNPs ndo demonstraram

associacdo com a RR. Todos esses polimorfismos estdo representados na Tabela 23.

Tabela 23 — Relacédo dos polimorfismos com reacBes hansénicas do tipo 1 e/ou

tipo 2.
RR ENH
Autor
(ano) SNP MA FA OR (IC) P FA |OR(IC) D
0.84 1.03
rs7186262 T 0.449 1.20 x10*  0.487 8.66 x10!
(0.67-1.05) (0.75-1.40)
0.86 0.88
rs1109863 A 0.445 1.62 x10? 0.461 3.83 x101
(0.68-1.07) (0.65-1.19)
0.85 1.17
rs12448797 C 0.076 4.23 x10 0.106 5.28 x10'!
(0.55-1.28) (0.69-1.92)
. 111 1.73
Berrigton  rs8059649 C 0.044 7.08 x10 0.059 1.0 x10*
etal. (0.62-1.91) (0.83-3.46)
201 1.03 0.89
(2010) rs12443880 G 0.034 9.17 x10 0.035 7.66 x10*
(0.53-1.92) (0.35-2.01)
0.74 1.34
rs8044354 G 0.399 0.59-0.92)b 5.0x10° 0.526 (0.99- 4.6 x10?
(0.59-0.92) 1.82)b
0.73 1.15
rs8043770 G 0.248 1.2x10% 0.325 3.67 x101
(0.57-0.94)b (0.83-1.59)
rs10459815 G 0.069 1.12 6.18 x10' 0.081 1.22 4.72 x101



rs7194886

rs2067085
(NOD2,
syn)
rs6500328

(NOD2, int)

rs13339578
(NOD2, int)

rs17312836
(NOD2, int)
rs1861759
(NOD2, syn)
rs4785225
(NOD2, int)
rs17313265
(NOD2, int)
rs751271
(NOD2, int)
rs1861758
(NOD2, int)
rs5743289
(NOD2, int)
rs5743291

(NOD2,
non)

rs3135499
(NOD2, 3)
rs3135500
(NOD2, 3)

rs8056611

rs751919

rs11173979
rs11174812

rs7295598

Fava et rs7311031

al. (2015)
rs1031996

rs1873613

rs10878220

0.165

0.137

0.207

0.287

0.186

0.177

0.280

0.103

0.281

0.197

0.015

0.014

0.214

0.215

0.396

0.223

T(0.15)
G(0.78)

C(0.69)

T(0.7)

C(0.70)
A(0.68)

C(0.67)

(0.70-1.73)
0.74
(0.55-0.98)b
0.77

(0.56-1.05)

0.83
(0.63-1.09)
0.83
(0.65-1.06)
0.81

(0.61-1.07)

0.75
(0.57-0.99)
0.80
(0.63-1.02)
0.96
(0.66-1.38)
0.82
(0.64-1.04)
0.82
(0.61-1.08)
0.84
(0.30-2.03)
0.71

(0.24-1.79)

0.84
(0.64-1.09)
0.91
(0.69-1.20)
0.84
(0.67-1.05)
0.87
(0.66-1.13)
ns
ns
2.29
(1.10-4.78)
2.87
(1.27-6.49)
2.87
(1.27-6.49)

ns

1.37
(1.02-1.83)

3.2x10%?

9.5 x102

1.75 x10%1

1.26 x10*1

1.28 x101

4.1 x10?

6.4 X102

8.15 x101

9.2 X102

1.44 x101

6.93 x101

4.53 x10t

1.71 x101

5.00 x10!

1.22 x101

2.86 x101

5.1 x101
1.6 x101

1.0 X102

5.0 x10°®

5. x107
1.3 x101

2.0 x10?

0.244

0.198

0.280

0.354

0.259

0.267

0.346

0.083

0.345

0.272

0.017

0.017

0.282

0.265

0.475

0.270

(0.67-2.15)
1.40
(0.97-1.99)
1.34

(0.90-1.98)

1.36 (0.96—
1.92)

1.16
(0.84-1.60)

1.43

(1.00-
2.04)b

1.42
(1.00-2.01)
1.14
(0.83-1.56)
0.62
(0.35-1.05)
1.16
(0.84-1.59)
1.41
(0.99-1.99)
1.06
(0.25-3.46)
0.77

(0.19-2.39)

1.30
(0.92-1.82)
1.25
(0.87-1.78)
1.19
(0.88-1.61)
1.21
(0.85-1.71)

69

5.7 X101

1.21x101

6.6 x107?

3.56 x10!

3.9 x10%?

3.7 X102

4.04 x101

6.8 X102

3.41x101

4.7 x102

9.25 x101

6.37 x10!

1.14 x10*1

1.99 x101

2.38 x101

2.66 X101

/
/

/
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Legenda: SNP=single nucleotide polymorphism; MA= minor alelle; FA= Frequéncia Alélica; OR= odds ratio; IC=
intervalo de confianca; RR= reacdo reversa; ENH= eritema nodoso hansénico; ns= ndo significante, /= nédo
disponivel.

Fonte: Autoria prépria

6 DISCUSSAO

Como uma doenca milenar, tracar e estreitar achados que estejam relacionados com
contatos que tenham alto risco de hanseniase é a chave para a interrup¢do da transmisséo dessa
patologia (MARCINEK et al., 2013). Com o aprimoramento da biologia molecular, muitos
estudos comecgaram a relacionar a contribuigéo de genes especificos com o desenvolvimento de
determinados fen6tipos da hanseniase, dando base ao importante papel da genética humana na
suscetibilidade para a hanseniase e varias outras doencas. Além disso, houve a possibilidade de
apontar diferentes conjuntos de genes que se envolvem com a modificacao a predisposi¢do da
leprosy per se, suas formas clinicas e as reacdes hansénicas (SHEN et al., 2020).



71

A identificacdo de genes e suas variacdes genéticas sdo importantes para relacionar se
tal polimorfismo esta associado ou a suscetibilidade ou a resisténcia a hanseniase, além de
auxiliar em um melhor entendimento da patogénese da doenca e até mesmo criar diferentes
métodos diagndsticos e tratamentos profilaticos. A hanseniase € uma das doencas cronicas
infecciosas mais comuns do Brasil, assim como a tuberculose (BRASIL, 2021), e a descoberta
de um marcador genético bem estabelecido certamente teria uma importante influéncia no
rastreamento e na propria prevencao dessa doencga. Nesse sentido, estudos de associacdo ampla
de genoma (do inglés genome wide associations — GWAS), como o de Zhang et al. (2009),
conseguiram descrever fatores de risco genéticos associados a hanseniase, abrindo caminhos
para mais estudos.

Polimorfismos em receptores da imunidade inata foram considerados como importantes
fatores genéticos relacionados a hanseniase. Nesse cendrio, a presenca de variantes genéticas
dentro de regides codificantes ou ndo codificantes, podem modificar a eficiéncia da transcricédo
dos genes relacionados as vias desse receptor e, consequentemente, alterar a via de sinalizacédo
ou a producéo de citocinas inflamatdrias importantes (BERRINGTON et al., 2010).

O NOD2 é um receptor intracelular da imunidade inata responsavel por um importante
reconhecedor de dipeptideo muramil, um dos componentes presente nas paredes celulares de
micobactérias. Tanto o receptor NOD2 quanto sua via possuem um significativo papel na
inflamacdo e, consequentemente, no combate de doencas infecciosas. Dessa forma, essa via
adquiriu um significativo interesse, tanto na regulacéo dos seus genes quanto na probabilidade
de que SNPs presentes no gene ou desregulagdo de sua via possam estar associados a patologia
da hanseniase (MARCINEK et al., 2013; XIONG et al., 2016). O NOD2 é um dos trés
receptores associados as reacdes hansénicas, sendo os outros dois, o0 TLR2 e TLR1
(BERRINGTON et al., 2010).

Além de doencas infecciosas, polimorfismos da via NOD2, como 0s rs1861758(NOD?2),
rs2066847 (NOD2), rs3135499(NOD?2), estdo associadas a outras importantes condi¢des, como
as doencas autoimunes Doenca de Crohn (HUGOT et al., 2001), Sindrome de Blau e Sarcoidose
(OKAFUJI et al., 2009).

O receptor NOD2 também exerce um papel importante na patogénese das reacfes
inflamatorias agudas da hanseniase, tanto a reacdo reversa quanto a do eritema nodoso
hansénico (BERRINGTON et al., 2010). Estudos recentes relacionaram o aumento da
producéo de citocinas pro-inflamatorias associados a alteracées do gene NOD2, culminando
em um maior risco de reacdes hansénicas (SALES-MARQUES et al., 2017). No entanto, como

o receptor NOD2 é muito recente, sendo descorbeto por volta dos anos 2000, ainda ha poucos



72

estudos associados ao NOD2 com as diversas doencas existentes, especialmente em relacéo as
negligenciadas.

Um dos componentes dessa via, 0 LRRK2 é uma proteina que exerce diversas fungoes.
A presenca dessa proteina é necessaria para que a fosforilagdo do RIPK2 seja eficiente, ap6s a
ativacdo do NOD2. Dessa forma, o LRRK2 € considerado um regulador positivo de RIPK2, e
promove a inducéo de citocinas inflamatorias por meio da via NOD2-RIPK2 (NEGRONI et al.,
2018). Os niveis de LRRK2 demonstraram-se significativamente elevados em fagdcitos de
pacientes com hanseniase quando comparados a pacientes controle. 1sso sugere uma importante
resposta imune contra a hanseniase (LEWIS; MANZONI, 2012). Além disso, esse gene é
relacionado com varias outras doencas, como doenca de Parkinson (HAKIMI et al., 2011),
cancer e Doencga de Crohn (UMENO et al., 2011).

A interacdo RIPK2 e NOD2 aprimora a atividade do fator de transcricdo NF-KB, tendo
um importante papel na imunidade celular e consequentemente, na hanseniase (KOBAYASHI
et al., 2005). Além disso, alteracdes dos genes NOD2 e RIPK2 consistem na reducao dos niveis
de IFN-Y e, portanto, provoca o aumento de suscetibilidade a infecgdo micobacteriana.

Baseado nisso, como todos os polimorfismos relacionados a via NOD2, estudos foram
hipotetizados como um papel importante no controle na producéo de citocinas inflamatorias e
na modulacdo do fator de transcricdo. E possivel especular que cada um desses numerosos
polimorfismos, tanto em regides codificantes quanto em nédo codificantes, tenham como func¢éo
manter esse gene controlado e influenciar na expresséo de fatores de transcrigdo como NF-KB
e de citocinas inflamatdrias, como o IFN-Y. (MARCINEK et al., 2013). Dessa forma, a
combinacdo de alguns haplétipos pode ser conservada em uma populacdo especifica para
proteger contra patdgenos, enquanto outros possam estar associados ao controle da expressdo
génica (MARCINEK et al.,2013).

Além disso, a descoberta do receptor NOD2 e dos integrantes de sua via foi
relativamente recente, com um pouco mais de 20 anos. Nesse sentido, os estudos associando o
NOD?2 e sua via com a hanseniase foi apenas inicializado ha um pouco mais de uma década
atras, por meio do GWAS (ZHANG et al., 2009), para depois partir para os estudos primarios.
Dessa forma, ainda s@o necessarios mais estudos primarios, com um numero amostral maior,
para que se tenha uma relagéo mais evidente e significativa desse receptor com o mal de Hansen.

No entanto, apesar de varios esfor¢os, o mecanismo biomolecular da interagdo entre os
genes da via NOD?2 e o risco de hanseniase ainda ndo foram elucidados precisamente. Nesse
sentido, varios estudos que ttm o NOD2 ou sua via como candidatos, falham em buscar uma

relacdo consistente com o risco para hanseniase. Alguns estudos caso-controle conseguiram, a
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nivel alélico, correlacionar parte dos SNPs estudados a via NOD2 e risco a leprosy per se
(ZHANG et al., 2009; GRANT et al., 2012; SALES-MARQUES et al., 2014), para as suas
formas clinicas (ZHANG et al., 2009; GRANT et al., 2012; MARCINEK et al, 2013) e para as
reacOes hansénicas (BERRIGTON et al., 2010; FAVA et al., 2015), enquanto outros nao
conseguiram encontrar relacdo (FITNESS et al., 2004). Dessa forma, sdo necessarios mais
estudos com objetivo de entender e relacionar o mecanismo fisiopatololdgico da hanseniase
com as vias da imunidade inata do organismo, em especial a do NOD2, de forma que se
encontrem genes mais sensiveis e/ou especificos para facilitar o seu diagnostico.

Majoritariamente, os resultados inadequados estatisticamente podem estar associados a
estudos com poucos individuos, ou na ocorréncia de variaces existentes entre as diferentes
populagdes. Como todos as pesquisas relacionados a genes, os estudos podem estar
potencialmente limitados por miscigenagédo da populacéo, ou erros falso-positivos do Tipo 1
devido a um problema com multiplas compara¢6es, que mesmo com ajuste de analises como
etnicidade, ha ainda inUmeras estatisticas que podem estar associadas a outros importantes
fatores. Dessa forma, estudos que tém um ndmero amostral maior e étnicoespecificos sdo
requeridos para que se avalie melhor o potencial de relacionar esses SNPs como fatores de risco
genéticos para o contagio da hanseniase, visto que esses tipos de estudos tem a vantagem de
minimizar erros randémicos (AREESHI et al., 2017).

Nas andlises de subgrupo populacionais, houve dificuldades de encontrar resultados
significativos dos polimorfismos analisados no GWAS na populagdo brasileira, como
demonstrados no estudo de Leturiondo et al., 2020. Uma das possiveis explicacdes é o fato da
populacdo brasileira ser uma nacdo extremamente diversa geneticamente. Dessa forma, sdo
necessarios estudos relacionados a etnias para conclusdes mais precisas. Em contrapartida, na
India, os estudos demonstraram uma menor diversidade populacional, como descrito no estudo
de Marcinek et al, 2013, devido a cultura nacional do de casamentos endogamicos, também
chamado de casamento de castas, a qual permanece vigente hd mais de dez mil anos. Nesse
sentido, os pacientes analisados representam diferentes grupos étnicos, o que esta relacionado
também a menor diversidade entre os individuos desses subgrupos.

Apesar de grande parte desses estudos terem se baseado no GWAS de Zhang e
colaboradores, em 2009, os SNPs detectados no GWAS provavelmente ndo sdo a causa direta
em relacdo a suscetibilidade a hanseniase, sendo mais provavel que eles estejam em
desequilibrio de ligacdo (DL) com as verdadeiras variantes (GRANT et al., 2012). Dessa forma,
guanto mais geneticamente distantes uma populacdo € da outra, mais obscuro serdo os

resultados de DL e, com isso, mais dificuldade em correlacionar as varidveis com a
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suscetibilidade a essa patologia (GRANT et al., 2012). As populacGes chinesas e vietnamitas
sdo populacbes geneticamente mais proximas e mostram um alto nivel de similaridade nos
padrdes de DL, o que foi associado com a similaridade de polimorfismos associados a
hanseniase nessas duas populacdes (ZHANG et al., 2009; GRANT et al., 2012).

Nesse cenario, diante desses achados, sugere-se que a suscetibilidade para hanseniase
seja multifatorial e poligénica, e que multiplos candidatos estejam envolvidos tanto na
resisténcia quanto na suscetibilidade para a hanseniase. Dessa forma, a via NOD2 n&o € a Unica
via responsavel na predisposi¢do para a hanseniase, estando provavelmente associados com
varias outras vias que relacionam tanto a imunidade inata quanto a adaptativa. Além disso, um
unico polimorfismo também é igualmente improvavel que seja responsavel pela infec¢do desse
patdgeno. Dessa forma, os polimorfismos descritos podem interagir com outros polimorfismos
presentes em desequilibrio de ligagdo com esse gene e causar tal predisposi¢do (XIONG et al.,
2016). Por fim, uma falha de associar um polimorfismo que previamente foi estabelecido com
a hanseniase em uma populacdo, mas ndo foi encontrado tal relacdo em outra populacdo
geneticamente proxima, revela uma verdadeira heterogeneidade na patogénese da hanseniase,
sendo, portanto, uma doenga verdadeiramente multifatorial (GRANT et al, 2012)

Diante disso, o presente trabalho contém certas limitacGes que precisam ser abordadas
a fim de entender melhor sobre a temética. Primeiramente, os artigos com outro idioma além
do inglés, portugués e espanhol, ou indexado em outros bancos de dados eletrénicos que nao o
Pubmed-Medline, Google Scholar e Scielo podem ter sido perdidos. Outro fator importante é
que o presente trabalho ndo realizou uma busca entre as associagdes de SNPs em blocos de
hapldtipos, fazendo com que possiveis associacdes significativas ndo fossem evidenciadas. Em
terceiro lugar, o tempo de inclusdo dos artigos (2000 a 2021) pode ter excluido  importantes
trabalhos. Além disso, os artigos analisados ndo estratificam os pacientes com a severidade da
doenca, e os resultados dessa revisao se baseiam em parametros ndo totalmente ajustados. Por
fim, os estudos avaliados ndo estavam associados com etnias especificas. Dessa forma, a
heterogeneidade pode variar muito de subpopulacdo para subpopulagéo, necessitando que

estudos especificos para etnia sejam realizados para solucionar essa problematica.

7 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu as seguintes conclusdes:
e Existem polimorfismos que estdo relacionados tanto a suscetibilidade para a

leprosy per se, para suas formas clinicas, quanto PB e MB, e também em relacéo
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ao desenvolvimento de rea¢des hansénicas, tanto do tipo 1, chamada também de
reacdo reversa, quanto do tipo 2, chamada de eritema nodoso hansénico.

As andlises dos SNPs confirmam a relagdo dos genes da via NOD2 com a
hanseniase nos paises da China, Nepal, Brasil, india e Vietna.

Com relacdo a leprosy per se, dos 17 polimorfismos significativos, os genes
relacionados a isso eram 0 NOD2, RIPK2, CCDC122 e 0 LACC1. Os genes mais
estudados foram 0 NOD2 e o LRRK2 e 0s menos estudados o0 CCDC122 e o
LACCL.

Foi observado que os SNPs mais associados a protecao se referem ao LRRK2,
isso pode ser explicado pela hipotese em que o LRRK2 é responsavel pela
regulacdo e inducdo de citocinas inflamatorias. Em relacdo a suscetibilidade, os
polimorfismos mais associados foi 0 rs930275 OR=2.28(1C=1.70-3.06).

Foram apenas quatro estudos que tentaram associar os SNPs da via NOD2 com
as formas clinicas da hanseniase dos quais nenhum € brasileiro. Nesse sentido,
s80 necessarios mais estudos nessa area para avaliar de maneira mais efetiva a
relacdo de tais SNPS com essas formas clinicas.Em relagdo as formas
hansénicas, os genes estudados foram apenas 0 NOD2 e o LRRK2. Além disso,
apenas dois estudos relacionados a essa tematica, sendo nenhum de origem
brasileira. Dessa forma, embora os dois artigos conseguissem relacionar uma das
reacOes hansénicas com alguns SNPs, sdo necessarios mais estudos para avaliar
0 papel desses polimorfismos na génese das reaces hansénicas, em especial as
do tipo 2, pois além de estar mais associado com a forma transmissivel da doenca
(MB), houve apenas um estudo que buscou rastrear essas possiveis associagoes.
Grande parte dos SNPs associados a forma MB em um estudo ndo foram
validados em outros, o que corrobora com a hipdtese presente nesta revisdo
sistematica.

Dessa forma, sdo necessarios mais estudos para avaliar o papel desses genes na
patogénese da hanseniase.Os polimorfismos obtidos da via NOD2 corroboram
para a suscetibilidade de formas clinicas, tanto a PB quanto a MB. Os mesmos
genes estudados na leprosy per se foram também avaliados nas formas clinicas
(RIPK2, LACCL1, CCDC122, NOD2). O SNP mais relacionado a suscetibilidade
a forma MB foi 0 rs3764147, com um OR=1.93 (IC=1.79-2.09), Enquanto os
polimorfismos relacionados ao RIPK2 estavam relacionados na protecdo a

doenca.
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Dessa forma, o presente estudo concluiu, por meio da analise de vérios trabalhos, a
relacdo da via NOD2 com a predisposicao a hanseniase. De modo geral, essa revisdo aumentou
a compressao que ha uma grande complexidade de mecanismos celulares e moleculares que
estdo envolvidos na regulacdo imunologica do hospedeiro sobre o Mycobacterium leprae.
Apesar de ser uma doenga milenar, a quantidade de artigos que tentam relacionar polimorfismos
genéticos com hanseniase ainda é consideravelmente baixa e pouco valorizada. Nesse cenario,
sd0 necessarios mais estudos para avaliar o papel desses genes na patogénese da hanseniase,
para suas formas clinicas, além de estudos que analisem individuos de uma mesma etnia para
esclarecer possiveis fatores de riscos associados a tal doenca que continua a persistir como um
importante problema de salde pablica nesses varios paises estudados, especialmente o Brasil.
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