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RESUMO

A hanseniase é uma doencga infecciosa crénica causada por Mycobacterium
leprae e M. lepromatosis, caracterizada pelo tropismo pelos nervos periféricos e pelas
manifestacdes clinicas que variam de lesdes cutaneas discretas a incapacidades
fisicas permanentes. Estudos genéticos tém demonstrado que polimorfismos em
genes relacionados a resposta imune inata, como o TOLLIP (Toll-interacting protein),
podem modular a suscetibilidade ou a resisténcia a infecgdo, uma vez que essa
proteina atua como reguladora negativa de vias de sinalizagado do receptor tipo Toll
(TLR). O presente estudo teve como objetivo avaliar a associacéo de polimorfismos
no gene TOLLIP com a hanseniase em individuos da Regido Amazénica. Foram
incluidos 406 participantes, sendo 206 pacientes com hanseniase e 200 controles
saudaveis, submetidos a genotipagem dos polimorfismos rs3750920, rs5743899 e
rs3168046, por meio da técnica de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real.
As frequéncias alélicas e genotipicas foram comparadas entre os grupos, ajustando-
se as analises por idade, sexo e ancestralidade. Os resultados mostraram tendéncia
de risco aumentado para alguns genotipos especificos, como T/T no rs3750920 e A/A
no rs3168046, embora sem significancia estatistica apds os ajustes. Nao foram
observadas diferengas significativas entre os grupos para o rs5743899. Em concluséo,
embora ndo tenham sido identificadas associacdes robustas, o estudo contribui para
ampliar o conhecimento sobre os determinantes genéticos da hanseniase na
Amazbnia, fornecendo subsidios para futuras pesquisas multicéntricas e para o

desenvolvimento de estratégias de estratificacao de risco em areas endémicas.

Palavras chaves: Hanseniase, TOLLIP, Polimorfismos, Associacdo Genética,
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INTRODUGAO

A hanseniase é uma doenga infectocontagiosa de evolugdo cronica,
caracterizada pela presenca de lesdes na pele associadas a reducéo da sensibilidade
ao calor, dor e tato. Essas manifestacbes clinicas resultam do tropismo do
Mycobacterium leprae (1), pelos nervos periféricos, sobretudo pelas células de
Schwann (2—4).

Historicamente, assim como em outras areas do continente americano, néo ha
evidéncias da existéncia de hanseniase entre os povos indigenas brasileiros antes da
colonizagdo (5). A disseminagdo da enfermidade no Brasil ocorreu em diversas
regides litoraneas, desde a chegada dos primeiros colonizadores portugueses, sendo
intensificada pelo comércio de africanos escravizados. Posteriormente, outros grupos
europeus também desempenharam papel na propagag¢ao da doenga pelo territorio
nacional (5,6).

No Norte do pais, acredita-se que a hanseniase tenha se espalhado para o
Amazonas a partir do Para, onde a incidéncia ja era alta no inicio do século XIX (6,7).
As intensas conexdes comerciais entre Belém, Santarém e Manaus contribuiram para
a disseminacdo da doenca. De acordo com relatos da época, era comum que
nordestinos que migravam para a Amazénia retornassem infectados (7).

Em 2008, foi identificado um novo bacilo causador da hanseniase, denominado
M. lepromatosis, responsavel por provocar a forma clinica “Lepromatosa Difusa”. Esse
microrganismo foi identificado em pacientes mexicanos que desenvolveram a doenga
nos Estados Unidos (1). A identificacdo e o tratamento precoces da doencga sao
cruciais para interromper a transmissao e prevenir o surgimento de deficiéncias fisicas
e deformidades (7).

O diagnéstico clinico da hanseniase continua sendo um desafio em varias
situacoes. A dificuldade decorre ndo apenas da escassez de profissionais qualificados
e experientes, mas também das manifestagbes clinicas especificas que a doenca
pode apresentar. As formas puras de hanseniase, os casos nao diagnosticados e as
lesbes unicas em pacientes paucibacilares (PB) frequentemente dificultam o
diagndstico, podendo ser confundidas com outras dermatoses comuns, como
granuloma anular, sarcoidose, tuberculose cutanea, sifilis secundaria, lupus
eritematoso sistémico e pitiriase alba, entre outros diagndsticos diferenciais (2).

Além disso, estima-se que aproximadamente 30% dos afetados, incluindo
muitos com a forma multibacilar (MB), ndo apresentem sintomas clinicos classicos,
como perda de sensibilidade, o que dificulta o diagndstico inicial e favorece a

continuidade da cadeia de transmissao da hanseniase (8).
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Estudos de caso-controle tém revelado importante associacdo entre
polimorfismos em genes da resposta imune inata e adaptativa, relacionando SNPs a

suscetibilidade a doenca e/ou aos episodios reacionais.

AGENTE ETIOLOGICO

O M. leprae dissemina-se, em geral, pelo contato direto e prolongado com
pessoas que apresentem a forma bacilifera da hanseniase e que n&o estejam em
tratamento (3,9). A infeccdo ocorre, principalmente, pela inalacdo de particulas
infectantes eliminadas pelas vias respiratorias superiores de individuos doentes. O
periodo de incubagédo é longo, variando de dois a cinco anos, o que torna dificil
estabelecer com precisdo a fonte da infecgéo (9,10).

Do ponto de vista taxonémico, o M. leprae integra a ordem Actinomycetales e
a familia Mycobacteriaceae. Morfologicamente, apresenta-se como bacilo reto ou
discretamente curvado, com extremidades arredondadas, comprimento entre 1 e 8 ym
e diametro de aproximadamente 0,3 um (11). Foi identificado em 1873 pelo médico e
bacteriologista noruegués Gerhard Henrik Armauer Hansen, constituindo-se no
primeiro microrganismo associado de forma inequivoca a uma doencga infecciosa. Em
reconhecimento a essa descoberta, 0 agente também é denominado bacilo de Hansen
(11)

O M. leprae é um parasita intracelular, com tropismo preferencial por
macrofagos (12), nos quais costuma agrupar-se em formagdes chamadas “globias”,
dispostas em linhas paralelas que lembram um macgo de cigarros. Trata-se de um
microrganismo inerte, microaerdfilo, que se multiplica por divisdo binaria, ndo forma
esporos, nao produz toxinas e nao possui plasmideos (13). Quando mantido a 4 °C,
em fragmentos de bidpsias ou em suspensao, pode permanecer viavel por até dez
dias. Apesar disso, € sensivel a métodos de esterilizagdo como autoclavagem e
pasteurizacdo. Em secreg¢des nasais, sobrevive por até sete dias em temperaturas
proximas a 20 °C, embora sua viabilidade diminua a medida que a temperatura se
eleva (14).

Entre as caracteristicas mais marcantes do M. leprae esta a incapacidade de
se multiplicar em meios de cultura sintéticos ou celulares (15). Embora alguns estudos
relatem atividade metabdlica residual em determinados protocolos in vitro, quando
cultivado em meios axénicos o bacilo mantém-se ativo por apenas alguns dias ou, no

maximo, semanas (15).



EPIDEMIOLOGIA

A hanseniase permanece como um desafio relevante para a saude publica em
diversos paises, apesar da expressiva redugcdo no numero de novos casos observada
desde a introdugdo da poliquimioterapia (PQT) no inicio da década de 1980. De
acordo com a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), Brasil, india e Indonésia figuram
entre as nagbes com maior incidéncia, respondendo, em conjunto, por 79,3% dos
casos novos diagnosticados no mundo (Figura 1) (16,17). Em 2023, esses trés paises
também registraram aumento na deteccdo em relagdo a 2022: no Brasil, o
crescimento foi 16%; na Indonésia, 15,6%; e, na india, 3,9% (16).

No Brasil, entre 2014 e 2023, foram notificados 309.091 casos de hanseniase,
dos quais 80,0% correspondiam a casos novos. Nesse periodo, observou-se redugao
significativa na taxa de deteccdo, possivelmente relacionada aos impactos da
pandemia de COVID-19 (Figura 2) (18). Ainda no mesmo intervalo, houve aumento
de 25% na proporgao de casos multibacilares (MB): em 2014, representavam 65,9%
dos diagndsticos, enquanto em 2023 alcangaram 82,4%. Esse padrao se repetiu, de
forma semelhante, em todas as regides do pais.

Quanto a classificagao clinica, em 2023, 52,9% dos novos casos foram
classificados como forma borderline; 15,3% como virchowiano; 9,9% como

tuberculdide; e 10,6% como indeterminada (18).
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NO 37, 13 September 2024
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Em 2023, a Fundagéo Hospitalar Alfredo da Matta (FUHAM) registrou 125
casos de hanseniase, sendo 89 (71,2%) casos novos, 14 (11,2%) recidivas, 21
(16,8%) reingressos por outras razdes e uma (0,8%) por transferéncia. A FUHAM foi
responsavel por 28,1% dos casos novos notificados no estado do Amazonas e por
65% das notificagbes realizadas na cidade de Manaus, evidenciando seu papel central
no diagnédstico da hanseniase no estado e na capital (19)

Entre os casos registrados, a maioria dos pacientes (59; 66,3%) procurou
espontaneamente a unidade para atendimento; 26 (29,2%) foram encaminhados; trés
(3,4%) foram identificados por meio do exame de contatos; e apenas um (1,1%)
resultou de exame de comunidade. A distribuicdo por sexo manteve a tendéncia
histérica de predominancia masculina: 64 homens (71,9%) e 25 mulheres (28,1%)
(19).

Do ponto de vista epidemiolégico, a pandemia de COVID-19 exerceu impacto
significativo sobre o controle e o monitoramento da hanseniase no Brasil,
especialmente na atencéo primaria a saude. De acordo com a pesquisa “A pandemia
COVID-19 e o monitoramento dos individuos afetados pela hanseniase nos servigcos
de saude”, conduzida em Campina Grande (PB), verificou-se importante
desorganizagao na assisténcia, marcada pela suspensao de servigos, auséncia de
profissionais qualificados, desabastecimento de medicamentos e falhas no manejo
das reagdes hansénicas (20). Além disso, havia desconhecimento da populagao sobre
a doenga e seu tratamento, associado a sentimentos de medo e inseguranga,

agravados pelas restricdes impostas pela pandemia. Esses fatores contribuiram para



8

a reducgao nos diagnosticos, possivel subnotificagdo de casos e atraso no inicio do
tratamento, reforgando o impacto da COVID-19 sobre os indicadores epidemiolégicos
da hanseniase e comprometendo os avangos obtidos nas ultimas décadas no controle
da enfermidade (20).

FORMAS CLINICAS

A hanseniase manifesta-se em diferentes formas clinicas, determinadas, em

grande parte, pela resposta imunolégica do hospedeiro:

Hanseniase Indeterminada (HI) — corresponde ao estagio inicial da doenga, que se
desenvolve apos longo periodo de incubagdo, geralmente entre dois e cinco anos
(3,4). E caracterizada pelo aparecimento de poucas maculas hipocrémicas na pele,
associadas a diminuigao da sensibilidade térmica (Figura 3) (3,4,21). As lesdes podem
localizar-se em qualquer regido do tegumento, acometendo apenas os pequenos

nervos cutaneos (3,4). A baciloscopia € tipicamente negativa (3,22).

Figura 03. Fonte: STACASA MNEGHELLO. Hanseniase. Blogspot, 2015. Disponivel em:

https://stacasameneghello.blogspot.com/2015/01/hanseniase.html. Acesso em: 15 de Junho de 2025.

Hanseniase Tuberculoide (HT) — caracteriza-se por numero reduzido de lesées bem
delimitadas, geralmente na forma de placas anulares, com bordas elevadas e centro

atréfico (3,23). A distribuicao das lesdes € irregular, e as areas afetadas apresentam
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anestesia. Ha variantes descritas, como a forma infanti, que acomete
preferencialmente a face, e a forma neural pura, em que ha comprometimento de
nervos periféricos sem alteragcdes cutaneas visiveis. A baciloscopia € negativa (3,23).
Tanto a HT quanto a HI séo classificadas como formas PB. Embora haja possibilidade
de regressao espontanea, o tratamento é mandatorio e indicado para prevenir danos

neurolégicos permanentes.

Figura 04; Fonte: STACASA MENEGHELLO. Hanseniase. Blogspot, 2015. Disponivel em:

https://stacasameneghello.blogspot.com/2015/01/hanseniase.html. Acesso em: 15 de Junho de 2025.

Hanseniase Virchowiana (HV) — trata-se de forma MB que acomete individuos com

resposta imunolégica predominantemente humoral. Apresenta evolug¢ao gradual, com
infiltragdo difusa da pele, mucosas das vias respiratérias, olhos, testiculos, nervos
periféricos, ganglios linfaticos, figado e bago (2,23-25). E comum o aparecimento de
papulas, nédulos e maculas, especialmente na face e nos membros, acompanhados
de pele seca, brilhante e de coloragdo acastanhada (Figura 5) (2,3,24). Pode ocorrer
madarose (perda de cilios e sobrancelhas) que, associada a infiltragao difusa da face,
confere o aspecto tipico denominado facies leonina (2). A baciloscopia é positiva, e
esses pacientes desempenham papel central na manutencdo da cadeia de

transmissdo da doenca (3,22-24).

Figura 05; Fonte: BRASIL. Ministério da Saude. Hanseniase: -caracteristicas clinicas e
imunopatoldgicas. Anais Brasileiros de Dermatologia, v. 87, n. 3, p. 377-393, 2012. Disponivel em:

https://www.anaisdedermatologia.org.br/. Acesso em: 18 jun. 2025.



https://stacasameneghello.blogspot.com/2015/01/hanseniase.html
https://www.anaisdedermatologia.org.br/

10

Hanseniase Borderline (HB) — corresponde a uma forma clinica imunologicamente
instavel da doenga (24). ). As lesdes cutaneas s&o numerosas e podem apresentar-
se como placas de bordas irregulares, descritas como “lesées em queijo suigo” (Figura
6). As lesdes localizam-se na face, orelhas, pescogo e nuca (3). O comprometimento
neural ocorre precocemente, de maneira assimétrica, e frequentemente leva a

incapacidades. A baciloscopia €, em geral, positiva (22,24)
v

B

Figura 06; Fonte: BRASIL. Ministério da Saude. Hanseniase: -caracteristicas clinicas e
imunopatologicas. Anais Brasileiros de Dermatologia, v. 87, n. 3, p. 377-393, 2012. Disponivel em:

https://www.anaisdedermatologia.org.br/. Acesso em: 17 jun. 2025.

CLASSIFICAGAO DA HANSENIASE POR RIDLEY & JOPLING

Os sintomas clinicos da hanseniase distribuem-se ao longo de espectro
continuo, cuja definicdo esta diretamente relacionada a resposta imunolégica do
hospedeiro frente ao M. leprae (26). A classificacdo proposta por Ridley & Jopling é a
mais utilizada em estudos imunoldgicas (27,28), pois se baseia na analise
histopatoldgica, permitindo inferir a possibilidade de mudanga das formas clinicas ao
longo do espectro, que se estende do polo resistente (tuberculoide) ao polo suscetivel
(virchowiano — denominag¢ao empregada no Brasil em substituicdo a “lepromatoso”
da classificagao original) (28,29). Nesse espectro, os subtipos sao definidos como
tuberculoide (TT), borderline tuberculoide (BT), borderline (BB), borderline
virchowiano (BV) e virchowiano (VV).

Inicialmente, a conduta terapéutica para pacientes com hanseniase baseava-
se na classificacdo histopatolégica de Ridley & Jopling (28). Entretanto, visando
ampliar a efetividade da estratégia global de controle da doenga, a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) propés uma categorizagdo operacional mais simples,
fundamentada no numero de lesdes cutdneas (30). Por esse critério, consideram-se

casos PB aqueles com uma a cinco lesdes e MB os que apresentam mais de cinco.
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TRANSMISSAO HANSENIASE

As mucosas das vias aéreas superiores sdo consideradas a principal fonte de
eliminacdo do M. leprae. Embora o bacilo de Hansen tenha capacidade de infectar um
grande numero de pessoas, apenas uma minoria desenvolve a doencga. Esse
desfecho depende nao apenas das caracteristicas do microrganismo, mas também
da resposta imunoldgica do hospedeiro e do grau de endemicidade do ambiente (31).

Além das vias respiratérias, o bacilo pode ser eliminado por meio de lesbes
ulceradas (hansenomas), leite materno, urina e fezes (32). O papel de insetos como
possiveis vetores ainda € discutido, e ha evidéncias da presenca da micobactéria em
animais como tatus, chimpanzés e macacos (33-35).

A ocorréncia da hanseniase exige ndo apenas a infecgéo pelo M. leprae, mas
também a presenga de fatores genéticos do hospedeiro, que modulam a resposta
imunoldgica e influenciam a manifestacao clinica da doencga (21). A predisposicao a
enfermidade pode ser afetada por heranca genética e/ou por polimorfismos,
permitindo associar diversos genes a regulagdo da resposta imunoldgica do
hospedeiro (31,36).

Estima-se que mais de 95% dos individuos infectados pelo bacilo sejam
naturalmente resistentes ao M. leprae e, portanto, ndo desenvolvam sintomas (37).
Nas ultimas trés décadas, a compreensado dos mecanismos imunoldgicos, da genética
e dos polimorfismos de risco associados ao desenvolvimento da hanseniase tem sido
fundamental para ampliar o conhecimento sobre a doencga e suas formas de controle
(38).

DIAGNOSTICO

A hanseniase é uma doenca infecciosa que acomete principalmente os nervos
periféricos, a pele e a mucosa do trato respiratorio superior (39). Geralmente, as
lesdes cutdneas constituem as primeiras manifestagdes clinicas, o que favorece a
deteccao precoce pelo exame dermatoldgico (23,40). Sem tratamento adequado, a
enfermidade pode levar a danos irreversiveis na pele, nervos, olhos e membros
s(4,41). Esses prejuizos decorrem tanto da acao direta do M. leprae quanto da
resposta imunolégica do hospedeiro e de traumas secundarios a perda de
sensibilidade, que predispdem a infec¢cdes e deformidades, como a reabsor¢ao nasal

e a reducao dos dedos (41).
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Os sinais clinicos incluem perda de sensibilidade nas areas afetadas,
parestesia e dor nos membros ou na face (42). As lesbes cutédneas podem apresentar
hipopigmentagao ou coloragao eritematosa, assumindo a forma de maculas, papulas,
nodulos ou placas (40—42).

O diagnodstico baseia-se em critérios clinicos e epidemioldgicos, sendo
imprescindivel a identificagado de, pelo menos, um dos trés sinais cardinais da doenca
(43):

e Alteracdo da sensibilidade em lesbes infiltradas e avermelhadas ou em
manchas hipocrémicas/eritematosas;

e Espessamento de nervos periféricos acompanhado de alteracbes motoras,
sensitivas ou autonémicas;

e Presenca de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) no raspado dérmico

(43,44).

Em servicos com disponibilidade de baciloscopia e histopatologia, a
classificagao de Ridley & Jopling € aplicavel (22). Ja em areas sem acesso a exames
laboratoriais, a OMS recomenda uma classificacdo simplificada, fundamentada
apenas em critérios clinicos (18). Por esse sistema, pacientes com até cinco lesdes e
sem bacilos visiveis séo classificados como PB, enquanto aqueles com mais de cinco
lesdes ou bacilos visiveis sdo classificados como MB.

A avaliagao das sensibilidades térmica, dolorosa e tatil deve ser realizada por
meio de testes clinicos com instrumentos apropriados. A constatagdo do
espessamento de nervos, como o ulnar, o mediano e o tibial posterior, pode ser feita
por palpagao ou por ultrassonografia, sempre por profissionais capacitados.

A baciloscopia é realizada a partir de esfregacos de linfa obtida em frias do
corpo (22). Os indices bacilar e morfoldgico sao utilizados para quantificar e avaliar a
viabilidade dos bacilos (45). Em especial nos casos MB, métodos moleculares, como
a reacao em cadeia de polimerase (PCR), tém demonstrado utilidade tanto para o
diagnostico quanto para o monitoramento da doenga e a detecgdo precoce de
recidivas (46).

TRATAMENTO DA HANSENIASE

O Sistema Unico de Saude (SUS) oferece gratuitamente o tratamento para a
hanseniase, garantindo acesso a assisténcia (4). O tratamento é realizado em regime
ambulatorial, sem necessidade de internacao, independentemente do estado clinico

do paciente. A atencdo primaria a saude, oferecida em centros de cuidados
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distribuidos em todo o territério nacional, € o local preferencial para o diagndstico, o
monitoramento e a administracdo da poliquimioterapia (PQT). Quando ocorrem
complicagbes clinicas ou ha necessidade de procedimentos cirurgicos, o paciente
deve ser encaminhado a servigos ambulatoriais especializados. Sempre que possivel,
esse atendimento complementar deve ser prestado em centros de referéncia, que
dispbem de equipes multidisciplinares treinadas e infraestrutura adequada para o
manejo integral da doencga e de suas possiveis complicagdes. (4,18)

O tratamento da hanseniase teve inicio na década de 1940, com a introducao
da dapsona como unico farmaco disponivel (47). Entretanto, a utilizagdo prolongada
dessa monoterapia levou ao surgimento de cepas resistentes do M. leprae. Diante
desse cenario, em 1981 a OMS passou a recomendar o uso da PQT, combinando trés
medicamentos — dapsona, rifampicina e clofazimina — com o objetivo de aumentar
a eficacia terapéutica e prevenir o desenvolvimento de resisténcia bacteriana. No
Brasil, o esquema foi oficialmente adotado em 1993 (4).

A PQT, que associa rifampicina, dapsona e clofazimina, apresenta alta eficacia
e bom perfil de seguranca. Para casos PB, o tratamento tem duragao de seis meses,
com rifampicina mensal (600 mg), dapsona diaria (100 mg) e clofazimina mensal (300
mgq) e diaria (50 mg). Para casos MB, o esquema é mantido por 12 meses, utilizando-
se 0s mesmos medicamentos e doses ajustadas (30,48).

A rifampicina é o farmaco bactericida mais potente contra o M. leprae, enquanto
a dapsona e a clofazimina atuam como bacteriostaticos. A clofazimina também possui
efeito anti-inflamatdrio, sendo util no controle das reagcdes hansénicas do tipo 2
(eritema nodoso). A adesdo ao tratamento é fundamental para o sucesso terapéutico,
e a OMS disponibiliza gratuitamente todos os medicamentos (48).

O manejo da hanseniase nao se limita a PQT. As reacdes imunoldgicas que
podem surgir antes, durante ou apds o tratamento também exigem intervencgao
especifica. As reacgdes do tipo 1 (reagéo reversa) sao tratadas com corticosteroides,
como a prednisona. As reagdes do tipo 2 podem requerer o uso de talidomida (em
homens) ou a combinacao de corticosteroides e clofazimina em mulheres e criangas
(49). Casos com comprometimento neural demandam intervengdo precoce com
corticosteroides para prevenir incapacidades permanentes.

A assisténcia integral ao paciente inclui ainda fisioterapia, reabilitacdo
funcional, cirurgias reconstrutivas e apoio psicossocial (50). Recentemente,
estratégias de quimioprofilaxia com dose unica de rifampicina (SDR) para contatos
domiciliares tém apresentado resultados promissores na reducao da prevaléncia da

doenca (51). Paralelamente, pesquisas sobre vacinas especificas contra o M. leprae
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e sobre o uso de biomarcadores imunolégicos vém avangando, visando tanto o

diagndstico precoce quanto o acompanhamento terapéutico (52).

IMUNOLOGIA DA HANSENIASE

Na hanseniase, a resposta imunoldgica inicia-se com 0os mecanismos inatos,
que reconhecem os padrées moleculares do M. leprae por meio de receptores como
os TLRs (Toll-like Receptors) e os receptores do complemento, promovendo a
fagocitose e a ativagdo de células como macrofagos e células dendriticas (53). O
glicolipidio fendlico-1 (PGL-1), componente da parede celular bacteriana, interage
com o receptor CR3, ativando a via Syk/calcineurina/NFATc e induzindo a produgao
de IL-10 e IL-2, o que contribui para o controle da resposta inflamatéria (54).

A ativacgao das células apresentadoras de antigenos desencadeia a imunidade
adaptativa, mediada por linfécitos T CD4+ e CD8+. Esses linfécitos, subdivididos em
populagdes como Th1, Th2, Th17 e Tregs, sdo modulados pelo perfil de citocinas
presente no microambiente (55). A resposta Th1, predominante na forma tuberculdide,
caracteriza-se pela secre¢dao de IFN-y e TNF-a, que ativam os macréfagos e
favorecem a eliminagédo do bacilo (56). Em contraste, na forma virchowiana da
doenca, ha predominancia das respostas Th2 e Treg, com produgao elevada de IL-4,
IL-10 e TGF-[3, favorecendo a evasao imunoldgica e a disseminagao da infecgao (57).

Subpopulagdes como Th17 e Th9 também participam da resposta imunoldgica,
relacionadas ao recrutamento de neutrofilos e ao controle da inflamacao crénica (58).
Além disso, células B reguladoras (Bregs) e células NKT desempenham papel
fundamental no equilibrio entre tolerancia e ativagao imunoldgica, influenciando o
espectro clinico da doenga (59). A integragao entre os elementos da imunidade inata

e adaptativa é determinante para o controle ou a progressao da hanseniase (60).

IMUNOGENETICA DA HANSENIASE

Além das variantes classicas em genes como TLR1, TLR2 e NODZ2, pesquisas
recentes tém destacado o papel de genes relacionados a vias de sinalizagéo
intracelular, como RIPK2, IFNG, IL12B e TYKZ2, responsaveis pela ativacao de células
T e pela produgéo de citocinas pro-inflamatdérias (61). A via do interferon-gama (IFN-
Y), por exemplo, é essencial para a ativagdo dos macréfagos e o controle do M. leprae.
Entretanto, variagdes genéticas que comprometem essa via podem prejudicar a

eficacia da resposta imune (62).
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A epigenética também emerge como campo promissor: alteragdes na metilagao
do DNA e na acetilagdo de histonas em genes imunorreguladores podem modificar a
expressdo de citocinas e receptores, influenciando a polarizagdo Th1/Th2 e a
suscetibilidade a doenga (63). Paralelamente, estudos de transcriptébmica
identificaram assinaturas génicas especificas associadas a distintas formas clinicas
da hanseniase, o que pode contribuir tanto para o diagndstico precoce quanto para a
estratificac&do do risco de reagbes hansénicas (64).

A identificacdo de variantes genéticas relacionadas a hanseniase também
possui implicagcdes terapéuticas, possibilitando o desenvolvimento de biomarcadores
preditivos da resposta ao tratamento e de novos alvos moleculares para a modulacao
da imunidade (65). Nesse sentido, a integragcdo de dados gendmicos, epigenéticos e
transcriptbmicos em pesquisas multicéntricas mostra-se promissora para a
formulacdo de estratégias personalizadas de tratamento, sobretudo em populagdes
geneticamente heterogéneas, como a brasileira.

A dissertacdo de doutorado de André Luiz Leturiondo, intitulada “Marcadores
soroldgicos, genéticos e moleculares na hanseniase: apoio ao diagnostico clinico de
pacientes e monitoramento dos contatos”, propde uma abordagem unificada e
inovadora para aprimorar tanto o diagnéstico quanto o acompanhamento da doenga.
O autor explora o uso de biomarcadores sorolégicos, como os anticorpos anti-PGL-l,
além de métodos moleculares, como a PCR para detec¢cdo do DNA do M. leprae,
associados a analise de variantes genéticas ligadas a suscetibilidade individual. O
estudo ressalta a importancia da combinacido desses indicadores na identificagao de
casos subclinicos em estagios iniciais, especialmente entre contatos domiciliares,
contribuindo para a interrupgao da cadeia de transmissdo e para um controle mais

eficaz da hanseniase em regides endémicas como o Amazonas (66).

GENES ASSOCIADOS COM A HANSENIASE

Varias areas do genoma tém sido associadas a suscetibilidade a hanseniase,
com destaque para os genes localizados nos loci HLA das classes |, Il e lll. Esses
genes desempenham papel central no reconhecimento de antigenos e na ativagao da
resposta imune adaptativa, o0 que os torna alvos prioritarios em pesquisas genéticas
sobre a doenca (67,68).

O gene NOD2, amplamente investigado em condigbes inflamatérias como a
Doenca de Crohn, também apresenta associagcdo com a hanseniase, sugerindo

mecanismos genéticos compartilhados. Polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs)
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em NODZ2 foram correlacionados tanto a suscetibilidade quanto a prote¢ao contra a
hanseniase e suas manifestagdes clinicas (69-71).

Outro gene relevante € o PRKN/PACRG, responsavel pela codificacédo da
parquina, uma proteina que atua na destruicdo de patdgenos intracelulares, Essa
proteina ja foi associada a defesa contra bactérias como Mycobacterium tuberculosis,
Chlamydia trachomatis e M. leprae (69,72)

Outro gene relevante € o PRKN/PACRG, responsavel pela codificacédo da
parquina, proteina envolvida na degradagdo de patogenos intracelulares. Essa
proteina ja foi relacionada a defesa contra Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia
trachomatis e M. leprae (69). Os genes PARK2 e PACRG, estudados principalmente
em populacdes brasileiras, localizam-se em uma regido do genoma frequentemente
implicada em doencgas infecciosas. O PARK2, que codifica a parquina, participa da
eliminacao de patégenos intracelulares por meio da xenofagia, enquanto o PACRG
compartilha elementos regulatérios com PARKZ2, atuando em sinergia na defesa
contra infecgdes bacterianas como a hanseniase (73,74). A identificagdo de variantes
nesses genes em individuos acometidos reforca a hipétese de que fatores genéticos
relacionados ao sistema imunoldgico influenciam o desenvolvimento e a evolugao
clinica da doenca.(74)

O gene IFNG, que codifica o interferon-gama, também apresenta SNPs
associados a hanseniase, segundo evidéncias de estudos de metanalise (75). Da
mesma forma, variantes na regido promotora do gene TNF, responsavel pela
producao do fator de necrose tumoral, foram associadas a alteracdes nos niveis de
expressdo dessa citocina, afetando a suscetibilidade a varias doengas humanas,
incluindo cancer, infecgdes, disturbios neurodegenerativos e doencas autoimunes
(69,76).

Outros genes, como CCDC122 e LACC1, também vém sendo investigados.
Embora a fungdo do CCDC122 nao esteja totalmente esclarecida, o LACC1 participa
da oxidacdo de acidos graxos, da geracdo de espécies reativas de oxigénio e da
regulacao da atividade microbicida dos macréfagos. Essas fungdes podem influenciar
diretamente a resposta do hospedeiro frente ao M. leprae. Variantes nesses genes ja
foram relacionadas tanto a hanseniase quanto a Doenca de Crohn (77,78).

Polimorfismos no gene IL6 (interleucina-6) também foram associados a estados
reacionais da hanseniase, sugerindo papel modulador na resposta inflamatéria ao
longo da doenga (79).

Além dos loci HLA, diversos genes nao-HLA estdo implicados tanto na

resisténcia quanto na suscetibilidade a hanseniase. Entre eles, destacam-se o VDR
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(receptor da vitamina D), que modula a atividade imunolégica; os TLRs (receptores do
tipo Toll), essenciais para a resposta imune inata; e o IL10, responsavel pela
codificagdo de uma citocina anti-inflamatéria crucial para o controle da resposta imune
(80). Esses genes tém sido amplamente estudados por sua influéncia na variabilidade
individual da resposta imunoldgica, enriquecendo a compreensao dos mecanismos
genéticos que determinam a suscetibilidade e a progressdo da hanseniase (81).

O impacto dos polimorfismos em genes especificos tem sido evidenciado em
diferentes populagdes. Em estudo realizado no México, variantes no gene TOLLIP
foram associadas a resposta inflamatéria a micobactérias. Niveis elevados dessa
proteina podem reduzir a resposta inflamatéria, prejudicando a defesa contra a
infecgdo, enquanto niveis baixos podem induzir inflamacédo persistente e lesbes
teciduais (82).

Resultados semelhantes foram observados em pesquisa realizada, em 2016,
em populagbes do Nepal e da China, que confirmaram a associagdo entre
polimorfismos no TOLLIP e a suscetibilidade a hanseniase, reforcando seu papel na
resposta imune contra microrganismos (83). No Brasil, estudo conduzido no
Amazonas identificou a relevancia desse mesmo gene em pacientes com
leishmaniose cutanea causada por Leishmania guyanensis. Esses achados reforgam
que as variacbes em TOLLIP podem contribuir para a predisposicdo a diferentes
doencas infecciosas, demonstrando a importancia desse gene na compreensao dos

mecanismos imunolégicos em contextos epidemiolégicos diversos (84).

Gene TOLLIP

O gene TOLLIP esta localizado no cromossomo 11p15.5 e contém seis éxons,
que codificam uma proteina de 274 aminoacidos (85). Essa proteina atua como
regulador negativo das vias de sinalizagdo mediadas pelos receptores Toll-like (TLRs),
em especial na inibicdo das respostas desencadeadas por TLR2 e TLR4 (86). O
TOLLIP é um regulador negativo na sinalizagdo da cascata dos TLRs (86,87), Em
modelos experimentais, camundongos deficientes em TOLLIP apresentam ativagao
exacerbada de vias pré-inflamatérias (88)

A proteina TOLLIP possui trés dominios funcionais distintos: o dominio de
ligagdo ao alvo Myb1 (TBD), o dominio central conservado tipo 2 (C2) e o dominio C-
terminal de interacdo com ubiquitina (CUE). Seu papel na modulagdo das vias de
sinalizagao mediadas pelos receptores TLRs e pelo receptor de interleucina-1 (IL-1R)

ainda ndo é completamente compreendido. As evidéncias, contudo, indicam uma
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atuacao imunorreguladora anti-inflamatéria, caracterizada pelo aumento da produgéao
de IL-10 e pela diminuicdo da expressao de IL-6 por mondcitos periféricos apés
ativacao de TLR2 e TLR4.

Do ponto de vista genético, variagdes em TOLLIP tém sido associadas a
predisposi¢cao a tuberculose pulmonar e meningite em adultos no Vietna (86). No
contexto da hanseniase, o M. leprae pode estimular a producao de IL-1Ra mediada
por TOLLIP, mecanismo que favorece a evasdo da resposta imunologica do
hospedeiro ao elevar os niveis necessarios de IL-1 para o desencadeamento de
resposta protetora eficaz, especialmente na pele (89).

Quatro isoformas de TOLLIP ja foram descritas em macrofagos humanos,
sendo que trés apresentam truncamentos nos dominios TBD e C2. Embora suas
funcdes especificas ainda nao estejam esclarecidas, sugere-se que essas variantes
de splicing possam atuar como reguladores negativos alternativos da sinalizagao
mediada por TLRs (90). Em células em repouso, TOLLIP modula a via dependente de
MyD88, que leva a ativagdo do NF-kB, interferindo em pelo menos dois pontos
distintos desse processo (91).

A familia dos receptores TLRs constitui um grupo essencial para o
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdégenos, ativando a resposta
imune inata e direcionando respostas adaptativas subsequentes (92). Os ligantes
micobacterianos dos TLRs incluem componentes da parede bacteriana do M. leprae
(93). Quando ativados, os TLRs desencadeiam vias de sinalizagao que envolvem NF-
kKB e MAPKSs, culminando na produc¢ao de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesao
e enzimas antimicrobianas (94). Entretanto, a ativacdo excessiva e sustentada da
imunidade inata pode ser deletéria, exigindo mecanismos rigorosos de controle (92).

Entre esses mecanismos, destacam-se reguladores induziveis como MyD88
e IRAK-M, além do préprio TOLLIP, que funciona como adaptador inibidor na cascata
de sinalizacdo. Sua superexpressao bloqueia as vias NF-kB e JNK, normalmente
ativadas por IL-1R, TLR2 e TLR4 (85,94,95). TOLLIP liga-se ao dominio TIR desses
receptores e inibe a fosforilagao e a atividade da quinase associada ao receptor de IL-
1 (IRAK-1), modulando, assim, a intensidade da resposta inflamatéria (88,95). ). Além
disso, TOLLIP pode interagir com IRAK-2, reforcando sua fun¢do moduladora (88).

As formas de fungdes alternativas do TOLLIP, na sinalizacdo dos TLR, em
células em repouso, podem controlar as vias de ativacdo de NF-kB dependentes de
MyD88, em dois niveis diferentes (96)



19

Essas evidéncias confirmam o papel do TOLLIP como modulador negativo da
sinalizagdo imune, capaz de limitar a ativagcado de TLR2, TLR4 e IL-1R (85,95,97). Sua
atuacao, portanto, é crucial para o equilibrio entre defesa antimicrobiana e prevencao
de dano tecidual. A compreensao das fungdes do TOLLIP em diferentes contextos
infecciosos pode abrir novas perspectivas para intervengdes terapéuticas e

estratégias de prevengdo em doencgas inflamatorias e infecciosas humanas (98).
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JUSTIFICATIVA

A hanseniase permanece como um importante problema de saude publica no
Brasil, especialmente na regido Amazbnica, que concentra areas de elevada
endemicidade. A persisténcia da transmissao, associada ao diagnoéstico ainda tardio
em muitos casos, contribui para a manutengcdo de cadeias de infecgdo e para a
ocorréncia de incapacidades fisicas e sociais. A compreensdo dos determinantes
genéticos da suscetibilidade a doenga é, portanto, estratégica para o desenvolvimento
de medidas preventivas mais precisas e personalizadas.

O gene TOLLIP codifica a proteina Toll-interacting protein, envolvida na
regulacdo negativa das vias de sinalizagdo mediadas pelos receptores Toll-like
(TLRs), elementos centrais na imunidade inata e na modulagdo da resposta
inflamatoria. Alteragdes genéticas nesse gene podem modificar a eficiéncia do
reconhecimento inicial do M. leprae e a subsequente ativacdo das respostas
imunoldgicas adaptativas. Estudos prévios demonstram que polimorfismos no TOLLIP
estdo associados a diferentes perfis de suscetibilidade a doencas infecciosas
cronicas, como tuberculose e hanseniase, reforcando sua relevancia como marcador
de risco potencial.

A avaliacdo de variantes genéticas no TOLLIP em populagdes de alta
endemicidade, como a da Amazoénia brasileira, oferece a oportunidade de identificar
alelos e haplétipos associados tanto ao risco de adoecimento quanto ao
desenvolvimento de formas clinicas mais graves ou a ocorréncia de reacdes
hansénicas. Essa abordagem pode contribuir para o estabelecimento de estratégias
de vigilancia diferenciada em contatos domiciliares e grupos vulneraveis, orientando
intervengdes preventivas e terapéuticas mais direcionadas.

O presente projeto, ao integrar dados genotipicos, clinicos e demograficos,
busca gerar evidéncias aplicaveis a pratica em centros de referéncia e ao
planejamento de politicas publicas. A identificacdo de marcadores genéticos
relevantes podera auxiliar na construgcdo de modelos preditivos para estratificagdo de
risco, favorecendo a deteccao precoce e a reducao de incapacidades. Além disso, a
investigacdo no contexto Amazodnico permitira ampliar o conhecimento sobre a
interacéo entre predisposi¢cao genética e diversidade étnica, aspectos particularmente

relevantes na regiao.
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Assim, o presente estudo justifica-se pela potencial contribuicdo para o avango
do conhecimento cientifico sobre a base genética da hanseniase e pelo impacto que
seus resultados podem exercer na melhoria das estratégias de controle da doenga em
areas endémicas, alinhando-se as prioridades nacionais de pesquisa em doencgas

negligenciadas e as diretrizes da saude publica brasileira.
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OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar a associagao de polimorfismos no gene TOLLIP com a hanseniase, em

pacientes e controles, atendidos na Fundacao Hospitalar Alfredo da Mata, Manaus,

Amazonas.

3.2 Especificos
a) Relacionar os polimorfismos de base unica (SNPs) do gene TOLLIP e a

suscetibilidade a hanseniase, em um estudo de caso x controle;

b) Verificar associagdo dos polimorfismos de base unica (SNPs) do gene TOLLIP

entre a classificagao operacional (PB e MB) com os controles;

c) Verificar associagdo dos haplotipos dos polimorfismos de base unica (SNPs)
do gene TOLLIP e a suscetibilidade a hanseniase, em um estudo de caso e

controle.
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MATERIAIS E METODOS

Populacao do estudo

O presente estudo foi conduzido na Fundagdo de Dermatologia Tropical e
Venereologia Alfredo da Matta (FUHAM), em Manaus, Amazonas. As amostras de
pacientes com hanseniase e controles foram coletadas entre margo de 2014 e abril
de 2018, no ambito do projeto “Marcadores Soroldgicos, Genéticos e Moleculares na
Hanseniase: Suporte ao Diagndstico Clinico de Pacientes e Monitoramento de
Contatos”.

O grupo de casos foi constituido por pacientes com hanseniase, selecionados
de acordo com critérios clinicos e laboratoriais. O grupo controle foi formado por
individuos residentes nas mesmas areas endémicas dos casos, submetidos a exame

fisico dermatologico, sem sinais clinicos sugestivos e sem histérico da doenga.

Coleta de amostras e extragcao de DNA

Todos os participantes que aceitaram participar do estudo foram submetidos a
puncado venosa para coleta de 5 mL de sangue periférico, em tubos vacutainer®
contendo EDTA. As amostras foram processadas em condi¢cdes assépticas. A
extracdo do DNA foi realizada utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN),
seguindo o protocolo do fabricante.

A concentragao do DNA foi avaliada em espectrofotdmetro Nanodrop, sendo
estimada em ~50 ng/uL (corregcao necessaria, pois geralmente a unidade correta é
ng/pL e ndo ng/mL). Todas as amostras foram armazenadas a —20 °C, no Laborat6rio
de Biologia Molecular da FUHAM.

Definicdo dos Marcadores

Os SNPs do gene TOLLIP foram selecionados a partir de bancos de dados
publicos, com base em posicdo gendmica, frequéncia alélica e conteudo informativo.
Marcadores tag SNP representativos de blocos em desequilibrio de ligagao foram
escolhidos para reduzir o numero de genotipagens e, consequentemente, os custos.
Também foram incluidos polimorfismos previamente associados a hanseniase em

diferentes populagoes.
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Genotipagem dos SNPs

A genotipagem foi realizada por qPCR utilizando ensaios TagMan® Assay on
Demand e Assay By Design (Life Technologies). As reagdes tiveram volume final de
5 L, contendo: 2,5 uL de Master Mix TagMan Genotyping, 0,125 uL do TagMan MGB
mix, 1,375 pL de agua e 1 yL de DNA (~50 ng).

As amplificagdes foram conduzidas no equipamento StepOne Plus (Life
Technologies), seguindo as condi¢des padréo fornecidas pelo software SDS v2.0.6. A
qualidade dos dados foi verificada pelas ferramentas Multicomponent Plot e
Ampilification Plot do proprio software, sendo posteriormente exportados para Excel

(Microsoft) para analise estatistica.

SNPs de ancestralidade

As estimativas de ancestralidade (EUR, NAM, AFR) foram obtidas por meio do
software STRUCTURE v2.3.3) (40), utilizando como referéncia o painel HGDP-CEPH
(41).

Analise estatistica

As analises estatisticas das frequéncias genotipicas, alélicas e haplotipicas
foram realizadas usando o modelo de regressao logistica por meio do software R
versao 3.4.3 para Windows, usando os pacotes (packages) “genetics” e “rms”
(https://www.r-project.org). As comparagdes entre os grupos foram utilizadas como
estimativa de associagao o Odds Ratio (OR) com intervalo de confianga (IC) de 95%,
observado o Hardy—Weinberg Equilibrium (HWE).

As analises foram ajustadas para as variaveis: sexo, idade e ancestralidade. O
desequilibrio de ligagao (LD, do inglés linkage disequilibrium) foi analisado por meio
do software Haploview versao 4.2.

Foram realizados testes estatisticos apropriados para avaliar possiveis
conexdes entre variantes genéticas e a hanseniase. Todas as analises foram
realizadas no ambiente R, levando em conta a flexibilidade do teste e a variedade de
pacotes estatisticos disponiveis, que possibilitam analises e visualizagdes exatas dos

dados.
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Consideragoes éticas

Esse projeto faz parte do estudo "Marcadores Sorologicos, Genéticos e
Moleculares na Hanseniase: Suporte ao Diagnéstico Clinico de Pacientes e
Monitoramento de Contatos", sob a coordenagao do Dr. André Luiz Leturiondo, ja
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP), sob protocolo n°555.620 da
FUHAM.

Todos os participantes que concordaram em participar assinaram Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Para os menores de 18 anos foi obtido o

consentimento dos pais ou responsavel.
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RESULTADOS

Caracterizagao da populagao estudada

A amostra foi composta por 412 pacientes diagnosticados com hanseniase, dos
quais 68,9% eram do sexo masculino e 31,1% do sexo feminino. A média de idade foi
de 43,3 (£ 18,14 anos). A classificagdo operacional indicou que 67,7 % (n= 279) dos
individuos apresentavam a forma MB e 32,3% (n= 133) a forma PB. Quanto a forma
clinica, observou-se predominédncia da forma bordeline (55,3%), seguida da
virchowiana (24,5%) e tuberculdide (20,2%).

A conformidade com o Equilibrio de Hardy—Weinberg (HWE) constitui
pressuposto fundamental em estudos de associagado genética, assegurando que nao
existam fatores que alterem as frequéncias alélicas e genotipicas na populagao
estudada. Para os quatro polimorfismos avaliados (rs5743899, rs3750920, rs3793964
e rs3168046), em ambos os grupos — casos e controles —, os valores de p obtidos
no teste de HWE foram superiores a 0,05. Esses achados confirmam que as
populagdes analisadas estdo em equilibrio para todos os polimorfismos, ndo havendo
desequilibrios significativos que comprometam a validade das analises de associagao

subsequentes.

Comparagao entre controles e pacientes com hanseniase

Para o polimorfismo rs5743899 (996 controles; 417 casos), no modelo
codominante, tomando T/T como referéncia (464 controles — 46,6%; 208 casos —
49,9%; OR=1,00), o gendtipo C/T (425 — 42,7%; 175 — 42,0%) apresentou OR=0,92
(1C95%: 0,72-1,17) e C/C (107 — 10,7%; 34 — 8,2%) OR=0,71 (IC95%: 0,47-1,08),
p=0,2524. No modelo dominante, C/T-C/C (5632 — 53,4%; 209 — 50,1%) apresentou
OR=0,88 (IC95%: 0,70-1,10), p=0,2583. No recessivo, C/C comparado a T/T-C/T
apresentou OR=0,74 (IC95%: 0,49-1,10), p=0,1317. No overdominante, C/T
apresentou OR=0,97 (IC95%: 0,77-1,22), p=0,8070. N&o houve associag¢des

significativas.

Para o rs3750920, no modelo codominante, C/T apresentou OR=1,31 (1C95%:
0,83-1,67) e T/T OR=1,49 (1C95%: 0,93-2,17) em relagdo a C/C (p=0,3265). No
dominante, C/T-T/T apresentou OR=1,35 (IC95%: 0,67-1,70), p=0,1155. No
recessivo, T/T apresentou OR=1,30 (IC95%: 0,92-1,85), p=0,1460. Sem significancia
estatistica.
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Para o rs3168046, no codominante, A/G apresentou OR=1,16 (IC95%: 0,89—
1,51) e A/A OR=1,67 (IC95%: 0,14-2,45) em relagdo a G/G (p=0,3197). No
dominante, OR=1,26 (IC95%: 0,98-1,62), p=0,7223. No recessivo, OR=1,55 (IC95%:
0,89-2,21), p=0,1686. Nao houve associacgao.

Para o rs3793964, no codominante, C/T apresentou OR=1,73 (1C95%: 0,57—
1,94) e T/T OR=0,85 (IC95%: 0,57-1,28) em relacéo a C/C (p=0,4938). No dominante,
OR=0,75 (1C95%: 0,60-1,96), p=0,1944; no recessivo, OR=1,00 (IC95%: 0,68-1,46),
p=0,9873; no overdominante, OR=0,75 (IC95%: 0,59-1,96), p=0,1993. Sem

significancia.

Analise de haplétipos

A frequéncia do haplétipo de referéncia TTCA foi 0,2871. Nenhum haplétipo
apresentou associagao significativa: CCCG (0,2047; OR=0,88; 1C95%: 0,69-1,12;
p=0,2873), TCCA (0,0552; OR=1,22; IC95%: 0,82-1,81; p=0,3319), TCCG (0,1054;
OR=0,72; 1C95%: 0,52-1,01; p=0,5542) e TCTG (0,2060; OR=0,80; 1C95%: 0,63—
1,02; p=0,7615).

Comparagao entre controles e pacientes com hanseniase paucibacilar

Para o rs5743899, no codominante, C/T apresentou OR=1,02 (1C95%: 0,69—
1,51) e C/C OR=0,52 (IC95%: 0,23-1,18) em relagédo a T/T (p=0,2085). No dominante,
OR=0,92 (IC95%: 0,63—1,34), p=0,6566. No recessivo, OR=0,52 (IC95%: 0,24-1,14),
p=0,7695. No overdominante, OR=1,12 (IC95%: 0,76-1,64), p=0,5735. Sem

significancia.

Para o rs3750920, no codominante, C/T apresentou OR=1,62 (1C95%: 0,67—
2,45) e T/T OR=2,05 (1C95%: 0,14-3,68) em relagdo a C/C (p=0,1816). No dominante,
OR=1,70 (1C95%: 0,15-2,52), p=0,6663; no recessivo, OR=1,59 (1C95%: 0,93-2,70),
p=0,1024; no overdominante, OR=1,37 (1C95%: 0,94-1,99), p=0,1040.

Para o rs3168046, no codominante, A/G apresentou OR=1,45 (IC95%: 0,93—
2,24) e A/JA OR=2,38 (IC95%: 0,34-4,23) em relacdo a G/G (p=0,1400). No
dominante, OR=1,63 (IC95%: 0,77-2,46), p=0,1926; no recessivo, OR=1,94 (1C95%:
0,16-3,24), p=0,1604; no overdominante, OR=1,13 (1C95%: 0,77-1,67), p=0,5311.
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Para o rs3793964, no codominante, C/T apresentou OR=0,77 (IC95%: 0,51—
1,15) e T/T OR=1,02 (IC95%: 0,55-1,88) em relacéo a C/C (p=0,3817). No dominante,
OR=0,81 (IC95%: 0,55-1,19), p=0,2811; no recessivo, OR=1,16 (IC95%: 0,65-2,09),
p=0,6207; no overdominante, OR=0,76 (1C95%: 0,52-1,12), p=0,1654.

Comparacgao entre controles e pacientes com hanseniase multibacilar

Para o rs5743899, no codominante, C/T apresentou OR=0,88 (IC95%: 0,67—
1,16) e C/C OR=0,78 (IC95%: 0,49-1,24) em relagcédo a T/T (p=0,4604). No dominante,
OR=0,86 (1C95%: 0,66—1,11), p=0,2557; no recessivo, OR=0,83 (IC95%: 0,53-1,29),
p=0,3965; no overdominante, OR=0,92 (1C95%: 0,71-1,19), p=0,5257.

Para o rs3750920, no codominante, C/T apresentou OR=1,21 (1C95%: 0,92—
1,59) e T/T OR=1,31 (IC95%: 0,85-2,01) em relagao a C/C (p=0,2779). No dominante,
OR=1,23 (1C95%: 0,95-1,59), p=0,1193; no recessivo, OR=1,19 (1C95%: 0,80-1,79),
p=0,3984; no overdominante, OR=1,15 (1C95%: 0,88-1,49), p=0,3022.

Para o rs3168046, no codominante, A/G apresentou OR=1,06 (IC95%: 0,78—
1,43) e A/A OR=1,42 (IC95%: 0,92-2,21) em relagdo a G/G (p=0,2962). No
dominante, OR=1,13 (IC95%: 0,85-1,50), p=0,4109; no recessivo, OR=1,38 (IC95%:
0,92-2,09), p=0,1286; no overdominante, OR=0,97 (IC95%: 0,73-1,29), p=0,8519.

Para o rs3793964, no codominante, C/T apresentou OR=0,72 (1C95%: 0,54—
1,95) e T/T OR=0,79 (1C95%: 0,50-1,25) em relacéo a C/C (p=0,6582). No dominante,
OR=0,73 (1C95%: 0,56-1,96), p=0,2158; no recessivo, OR=0,93 (IC95%: 0,60-1,45),
p=0,7486; no overdominante, OR=0,75 (1C95%: 0,57-1,98), p=0,3555.

Produto final
Baseado nos resultados do presente trabalho, foi elaborada a nota técnica
“Avaliagao de polimorfismos no gene TOLLIP e sua associagao com a suscetibilidade

a hanseniase na populagdo de Manaus (AM)” (ANEXO).



29
DISCUSSAO

O presente estudo identificou polimorfismos genéticos associados a
suscetibilidade e ao desfecho clinico da hanseniase, confirmando a relevancia de
fatores imunogenéticos na modulagao da resposta ao M. leprae (70,99). A hanseniase
€ uma doenca multifatorial, cujo desenvolvimento resulta de interacdes entre
predisposicdo genética, resposta imune, fatores ambientais e determinantes
socioeconémicos (49,100). Estudos classicos com gémeos ja sugeriam influéncia
genética significativa na suscetibilidade a infecgdo (101), e analises gendmicas
subsequentes identificaram multiplos loci associados ao risco da doencga, incluindo
PARK2, PACRG e genes relacionados a via Toll-like (102—-104).

Os genes avaliados nesse estudo — como TOLLIP, TLR2 e TLR4 — exercem
fungdes centrais no reconhecimento de patégenos e na ativagdo da resposta imune
inata (95,105,106). Polimorfismos nessas moléculas podem alterar a sinalizacéo e
modular a producédo de citocinas, impactando a capacidade de conter a infec¢ao
(86,88). Variagbes no TOLLIP, por exemplo, ja foram associadas tanto a hanseniase
quanto a tuberculose (82,83,107), evidenciando a sobreposicdo de mecanismos

imunogenéticos entre micobactérias.

Além da susceptibilidade, esses polimorfismos podem influenciar a gravidade
clinica e a evolugao para formas MB da hanseniase, associadas a maior carga bacilar
e risco de transmissao (99,108). A producdo de citocinas proé-inflamatérias e
antagonistas, como IL-1B e IL-1Ra, desempenha papel crucial no equilibrio entre
resposta protetora e dano tecidual (109-111). A expressao diferencial de IL-1Ra em
formas virchowianas, ja descrita em estudos prévios (112,113), reforga a hipotese de

que variantes genéticas modulam a intensidade da inflamagao.

A participagao do M. leprae na modulagao da resposta imune foi demonstrada
por sua capacidade de inibir apoptose de macréfagos (114), suprimir ativagdo de
linfécitos T (115) e alterar a fungéo de células dendriticas (116). Essa interferéncia no
reconhecimento e apresentacdo antigénica pode ser potencialmente agravada por

variantes genéticas que ja reduzem a eficacia dessas vias (117,118).

Do ponto de vista clinico, a identificacdo de marcadores genéticos associados
a episodios reacionais € relevante, considerando que essas manifestacdes

inflamatoérias agudas contribuem substancialmente para a incapacidade fisica
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(119,120). O risco aumentado de reagao pode estar relacionado a polimorfismos que

afetam a regulacao fina de citocinas, como IL-1, IL-6 e TNF (121-123).

A integracdo de informagdes genéticas com dados soroldgicos, como a
deteccao de anticorpos contra PGL-I, pode aumentar a acuracia na identificacdo de
contatos intradomiciliares de pacientes com hanseniase, com risco elevado de
desenvolver a doenca (52,124). Modelos preditivos robustos, incorporando
marcadores imunogenéticos e laboratoriais, ja sdo indicados como estratégicos para

a vigilancia em areas endémicas (124,125).

Do ponto de vista translacional, o conhecimento de variantes associadas a
susceptibilidade pode guiar intervencdes personalizadas, especialmente em regides
como a Amazlnia, onde a endemicidade € elevada e o diagnostico precoce €
desafiador (126,127). Além disso, a compreensao das intera¢des entre polimorfismos
e mecanismos inflamatérios abre perspectivas para terapias-alvo, incluindo o uso de

moduladores da via IL-1 em casos especificos (128,129).

E importante considerar as limitagdes do presente estudo, como o tamanho
amostral e a representatividade geografica, que podem restringir a generalizagao dos
achados (130). Estudos multicéntricos, com amostras mais amplas e diversidade
étnica, sdo necessarios para validar essas associagdes e explorar interagbes gene-

gene e gene-ambiente (104,107).

Os objetivos propostos no presente estudo foram integralmente abordados,
ainda que os achados tenham sido predominantemente negativos. A analise dos
quatro polimorfismos do gene TOLLIP nao demonstrou associagao estatisticamente
significativa com a suscetibilidade a hanseniase, mas revelou tendéncias de risco em
alguns genotipos, sugerindo possiveis efeitos que exigem confirmagao em amostras
maiores. Da mesma forma, a comparacgao entre formas PB e MB e a avaliacdo de
haplétipos nao identificaram associagbes robustas, resultado compativel com a
complexidade multifatorial da doenca. A auséncia de significancia estatistica foi
interpretada a luz da literatura internacional e nacional, que descreve resultados
heterogéneos em diferentes populagdes, reforgando o impacto do contexto genético
e geografico. Assim, embora ndo tenham sido identificados marcadores moleculares

definitivos, o estudo cumpre seu propdsito ao evidenciar a necessidade de
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investigacdes multicéntricas, com maior poder estatistico, capazes de esclarecer o

papel do TOLLIP e de outros genes moduladores na hanseniase.

Futuras investigacdes devem ainda avaliar o custo-beneficio da incluséo de
testes genéticos na rotina de vigilancia e manejo clinico, assim como seu impacto na
reducao de incapacidades e transmissado comunitaria (70,131). A aplicagao de dados
gendmicos, integrados a parametros clinicos e laboratoriais, representa um caminho

promissor para avangar na prevencao e tratamento da hanseniase (132,133).
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CONCLUSAO

Os achados do presente estudo nao identificaram associagéo estatisticamente
significativa entre os polimorfismos analisados no gene TOLLIP e a suscetibilidade a
hanseniase. Embora tenham sido observadas tendéncias de risco em determinados
gendtipos, esses resultados ndo alcangaram significancia, reforcando a necessidade
de investigagdes adicionais em amostras maiores e em diferentes contextos

populacionais.

A integracdo de informacdes genéticas aos dados clinicos e laboratoriais
mostra-se promissora para aprimorar a estratificagdo de risco em populagdes
expostas, especialmente em regides endémicas. Esse tipo de abordagem pode
favorecer a detecgao precoce, a reducido de incapacidades e a implementacao de

medidas preventivas direcionadas a subgrupos mais vulneraveis.

Entretanto, limitagdes metodolégicas — como o tamanho reduzido da amostra
e a abrangéncia geografica restrita ao estado do Amazonas — exigem cautela na
extrapolacdo dos achados para outras populacbes. Esses fatores reforcam a
necessidade de estudos multicéntricos, com maior representatividade étnica e
amostral, para confirmar as associagdes observadas e ampliar o conhecimento sobre

o papel dos determinantes genéticos na hanseniase.

Em perspectiva, pesquisas futuras devem priorizar a construgcao de modelos
preditivos multivariados, combinando marcadores genéticos, imunolégicos e clinicos,
além de avaliar a viabilidade da inclusao de testes genéticos no arsenal diagndstico e
de vigilancia da hanseniase. Essa integracdo podera contribuir para estratégias mais
precisas de controle, com impacto direto na reducédo da transmissao e das sequelas

incapacitantes da doenca.
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ORCAMENTO

O presente estudo € financiado pela FUHAM e Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM), por meio do projeto "Marcadores
Sorolégicos, Genéticos e Moleculares na Hanseniase: Apoio ao Diagnéstico Clinico
de Pacientes e Monitoramento de Contatos", sob a coordenagao do Dr. André Luis
Leturiondo.

A FUHAM forneceu equipamentos de seguranga pessoal, tais como aventais,
toucas e luvas, essenciais para assegurar a biosseguranga durante o0 manuseio das
amostras. A FAPEAM financiou os materiais de consumo usados, no laboratério, em
analises moleculares, incluindo ponteiras com filtros de diferentes volumes, placas de

gPCR, reagentes especificos (como o mix de gPCR, sondas SNP e agua ultrapura).

N2 |Nomenclatura Quantidade | Valor Unitario/ Caixa Valor Total |Patrocinador
1 |Materiais Epls - Avental 15 pacotes R$ 30,00 R$450,00 |FUHAM
2 |Materiais Epls - Touca 5 pacotes R$ 24,00 R$ 120,00 |FUHAM
3 |Materiais Epls - Luvas s/ Talco 100 caixas R$ 40,00 R$4.000,00 |FUHAM
4 |Placas de gPCR 1pl- Thermo 7 caixas R$ 593,00 R$4.151,00 |FAPEAM
6 |Ponteiras de 10pl{Com Filtro) 50 caixas R$ 154,00 R$ 7.700,00 |FAPEAM
7 |Ponteiras de 10- 100pl{Com Filtro) |30 caixas R$ 38,93 R$1.167,90 FAPEAM
§ |Ponteiras de 20-200pul{Com Filtro) |25 caixas R§ 73,14 R$1.828,50 |FAPEAM
9 |Ponteiras de 1.000ul(Com Filtro) 5caixas R$ 179,90 R$899,50 |FAPEAM
10 |H20 Pure 2und R$ 132,30 R$ 264,60 |FAPEAM
11 |Mix gPCR - ThermoFisher - 5mL 5und R$ 260,00 R$1.300,00 |FAPEAM
12 |Sondas SNP "s - 200pl Aund R$ 2.000,00 R$8.000,00 |FAPEAM
13 | Selo adesivo para Placa gPCR 1 und R$ 1.468,00 R$ 1.468,00 |FAPEAM
Valor Total R$ 31.349,50 -
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Seq Nome Cﬁtego~rla/ Instituicao Formagéao
uncao
Carolina Chrusciak Pesquisador/ 1
! Talhari Cortez Orientador FUHAM Medica
2 Maria das Gracgas Pesquisador/ Co- FUHAM Ciéncias
Vale Barbosa Guerra Orientador Biologicas
3 [Catherine Bianca Oliveira | 1, 4 Mestrado | FUHAM |  Biomédica
do Rego
4 |André Luiz Leturiondo Pesquisador/ FUHAM | Farmaceutico
Colaborador Bioquimico
5 |Marcelo Tavora Mira Farmaqegtlco
Bioquimico
. . Pesquisador/ Ciéncias
6 |Felipe Jules de Araujo Colaborador FUHAM Biolégicas
7 Cynthia de Oliveira Ferreira Pesquisador/ FUHAM | Farmaceutica
Colaborador Bioquimica
8 Camila Gurgel Pesquisador/ FUHAM Biomédica
Colaborador
9 [Thamires Bastos Pinheiro Pesquisador/ FUHAM Biomédica
Colaborador
10 Jaqueline Bentes da Silva Pesquisador/ FUHAM Biomédica
Colaborador
11 Brena Lavine de Souza Pesquisador/ FUHAM | Paic- Biomédica
Barbosa Colaborador
Michelle  Fernandes de Pesquisador/ -
12 Andrade Souza Colaborador FUHAM Farmacéutica
13 |Guilherme Caldas de Souza| | csquisador/ FUHAM Biomédico

Colaborador
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ANEXO

PRODUTO FINAL

NOTA TECNICA
1. Assunto
Avaliagéo de polimorfismos no gene TOLLIP e sua associagdo com a suscetibilidade

a hanseniase na populagado de Manaus (AM).

2. Contextualizagao

2.1 Evidéncias epidemiolégicas demonstram que a infeccdo pelo Mycobacterium
leprae € necessaria, mas nao suficiente, para o desenvolvimento da hanseniase, e
que fatores genéticos do hospedeiro modulam a suscetibilidade e a expressao clinica
da doencga.

2.2 A baixa variabilidade genética do M. leprae indica que a diversidade fenotipica
observada na hanseniase decorre, em grande parte, da resposta imunoldgica do
hospedeiro, influenciada por variantes genéticas.

2.3 O gene TOLLIP (Toll-Interacting Protein) € um regulador negativo de vias de
sinalizacdo de receptores Toll-like (TLR2 e TLR4), modulando respostas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatérias. Polimorfismos nesse gene tém sido associados a
susceptibilidade a doengas infecciosas e inflamatérias.

2.4 A identificagdo de variantes genéticas associadas ao risco ou protecdo na
hanseniase pode subsidiar estratégias de triagem e vigilancia de contatos em areas

endémicas, alinhadas a Estratégia Global da OMS para Hanseniase 2021-2030.

3. Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) avaliados

3.1 No presente estudo, conduzido no ambito do Programa de Pés-Graduagao em
Ciéncias Aplicadas a Dermatologia da Universidade do Estado do Amazonas, foram
avaliados os SNPs rs5743899, rs3750920, rs3168046 e 3793964 do gene TOLLIP,
selecionados por frequéncia alélica, relevancia funcional e dados prévios da literatura.
3.2 O delineamento foi caso-controle, com genotipagem por qPCR (ensaios
TagMan®), analise de frequéncias alélicas e genotipicas, equilibrio de Hardy-
Weinberg, modelos logisticos ajustados por idade, sexo e ancestralidade, além de

avaliacdo de desequilibrio de ligagao.

4. Principais resultados
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4.1 Os SNPs rs3750920, rs5743899, rs3168046 e rs3793964 nao apresentaram
associagao estatisticamente significativa com a hanseniase per se ou com suas
formas clinicas, embora tendéncias foram observadas em analises estratificadas.

4.2 Nao foram observadas associagdes robustas para haplétipos envolvendo os dois
SNPs.

5. Consideracgoes finais e perspectivas futuras

5.1 Investigag¢des adicionais devem explorar interagdes entre outros polimorfismos do
TOLLIP, outros genes da via TLR e marcadores imunolégicos, visando a construgao
de modelos preditivos de risco aplicaveis na vigilancia de contatos e na medicina

personalizada em hanseniase.



