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RESUMO

BERTOLUCI, D. F. F. Farmacogenética no retratamento da hanseniase. 2023.
112 f. Tese (Doutorado em doencas tropicais) — Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2023.

A hanseniase é uma doenca infecciosa, causada pelo Mycobacterium leprae, com
manifestacdes dermato neurolégicas. Em torno de 200.000 novos casos da doenca
sado detectados anualmente no mundo, e o Brasil é o segundo pais em numero de
casos. O tratamento preconizado € o esquema poliquimioterapico (PQT) composto
por dapsona (DDS), rifampicina (RFP) e clofazimina (CLO). Apesar da efetividade da
PQT em reduzir os indices epidemiologicos da doenca, casos de recidiva e de
faléncia terapéutica tem sido motivo de preocupacao para Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) e para o Ministério da Saude do Brasil (MS), que recomenda a
investigacdo de fatores associados a necessidade de retratamento em hanseniase.
Dados revelam variabilidade interindividual de dez vezes nos parametros
farmacocinéticos da RFP, o que pode impactar no sucesso da terapia contra a
hanseniase. No entanto, ndo h& investigacdo sobre mecanismos relacionados ao
hospedeiro que contribuam com as taxas de retratamento. Uma vez que a
resisténcia do bacilo aos farmacos utilizados na PQT explica menos de 15% dos
casos de recidiva detectados no Brasil, € essencial a busca pelo esclarecimento das
causas de retratamento. Assim, esse trabalho teve como objetivo investigar a
associacdo de variantes nos genes ABCB1; SLCO1B1; SLCO1B3; CES2; PXR;
VDR; AADAC, NAT2, CYP2A6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2E1l e CYP3A4 com o
desfecho retratamento em hanseniase. O estudo apresenta um desenho caso-
controle composto por 128 casos de retratamento e 57 casos de hanseniase MB
com sucesso terapéutico no primeiro esquema de 12 ciclos de PQT finalizado ha
pelo menos cinco anos, provenientes do Estado de S&o Paulo. As andlises de
associacdo foram feitas por modelo de regressao logistica multinomial, com ajuste
dos dados pelas covariaveis sexo e etnia. A analise de associacao foi realizada para
146 SNVs gue obedeceram aos critérios de analise, ou seja, frequencias do alelo
menor (MAF — minor allele frequency) maior do que 1% e distribuicdo de acordo com
o equilibrio de Hardy Weinberg. Os dados obtidos demonstram associacoes
importantes de marcadores nos genes, ABCB1 (rs2235013, rs2235033, rs2235074,
rs2032582), SLCO1B3 (g2087618) e CYP2E1(2070676 e 2070677) com o desfecho
terapéutico em hanseniase. Além desses, outras variantes nos genes VDR,
SLCO1B1, SLCO1B3, ABCB1; AADAC e CYP2EL tiveram marcadores associados,
mas estas associacdes ndo se mantiveram apds a correcao por multiplos testes.
Esse estudo € pioneiro na investigacdo ampla da contribuicdo da farmacogenética
para os desfechos da terapéutica da hanseniase. Assim, os dados produzidos
acrescentam informacdes de relevancia para a melhor compreensdo do papel da
farmacogenética no retratamento da hanseniase. Além disso, estes contribuirdo com
0os bancos de dados publicos sobre as frequéncias em brasileiros de variantes em
genes responsaveis pelo metabolismo da grande maioria dos farmacos.

Palavras-chave: farmacogenética; hanseniase; retratamento; faléncia terapéutica;
recidiva.



ABSTRACT

BERTOLUCI, D. F. F. Pharmacogenetics in leprosy retreatment. 2023. 112 f.
Thesis (PhD in tropical diseases) — Faculty of Medicine of Botucatu, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu, 2023.

Leprosy is an infectious disease with dermato-neurological manifestations, caused by
Mycobacterium leprae. Around 200,000 new disease cases are detected annually in
the world, and Brazil is the second country in number of cases. The recommended
treatment is the multidrug therapy regimen (MDT) consisting of dapsone (DDS),
rifampicin (RFP) and clofazimine (CLO). Despite the effectiveness of MDT in
reducing burden of the disease, cases of relapse and therapeutic failure have been a
matter of concern for the World Health Organization (WHO) and the Brazilian Ministry
of Health (MS), which recommends the investigation of factors associated with
retreatment in leprosy. Data has shown ten-fold inter-individual variability in the
pharmacokinetic parameters of RFP, which may impact on the success of the
therapy against leprosy. However, there is no investigation about host-related
mechanisms that may contribute to retreatment rates. Resistance of the bacillus to
the MDT drugs are related to less than 15% of the cases of relapse detected in
Brazil, thus, it is essential to search for causes of retreatment of patients. The aim of
this study was to investigate the association of variants in the ABCB1; SLCO1B1;
SLCO1B3; CES2; PXR; VDR; AADAC, NAT2, CYP2A6, CYP2CS8, CYP2C9, CYP2E1
and CYP3A4 genes with the retreatment outcome in leprosy. The study presents a
case-control design composed of samples from the State of S&o Paulo, 128 cases of
retreatment and 57 cases of MB leprosy with therapeutic success in the first
MDT/OMS/12 doses regimen, completed at least five years before. Association
analyzes were performed using a multinomial logistic regression model, with data
adjustment for gender and ethnicity covariates. Association analysis was performed
for 146 SNVs that met the analysis criteria, that is, minor allele frequencies (MAF —
minor allele frequency) greater than 1% and distribution according to the Hardy
Weinberg equilibrium. The data obtained demonstrate associations of variants in the
genes, ABCB1 (rs2235013, rs2235033, rs2235074, rs2032582), SLCO1B3
(g2087618) and CYP2E1 (2070676 and 2070677) with the therapeutic outcome in
leprosy. In addition to these, other variants in the VDR, SLCO1B1, SLCO1B3,
ABCB1; AADAC and CYP2E1l had associated markers, which did not remain
significant after correction for multiple tests. This study is seminal and the data
produced add relevant information for a better understanding of the role of
pharmacogenetics to the outcomes of leprosy therapy. In addition, it will contribute to
improve the public databases for the Brazilian population on the frequencies of
variants in genes responsible for the metabolism of the a large number of drugs.

Keyword: pharmacogenetics; leprosy; retreatment; therapeutic failure; relapse.
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1 INTRODUCAO

1.1  Aspectos Gerais da Hanseniase

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa, de evolucdo crbnica, que
afeta a pele e o sistema nervoso periférico e é causada pelo patégeno intracelular
Mycobacterium leprae (M. leprae) (BELACHEW; NAAFS, 2019) e Mycobacterium
lepromatosis (HAN et al., 2012). A lesdo de nervos periféricos é o sintoma mais
grave que afeta os pacientes com hanseniase, esse comprometimento pode se
tornar irreversivel quando o diagndstico e tratamento sdo tardios, resultando em
deformidades fisicas e deficiéncias permanentes, as quais Sd0 comuns nesta
doenca (MACEDO et al., 2020). Embora a hanseniase seja uma doenca tratavel,
mais de 200 mil novos casos sdo notificados anualmente, sendo que, 80% desses
novos casos foram registrados pela india, Brasil e Indonésia. (WHO, 2020).

O M. leprae, ou bacilo de Hansen, é um parasita intracelular obrigatorio, nao
cultivavel in vitro, que infecta principalmente células da linhagem monocitica-
macrofagica, tais como macrofagos e células de Schwann (MADIGAN et al., 2017).
O bacilo se apresenta sob a forma de bastonete reto ou ligeiramente encurvado,
com extremidades arredondadas, medindo de 1 a 8 um de comprimento por 0,2 a
0,5 um de diametro (REES; YOUNG, 1994). Em exame baciloscépico de esfregacos
de raspados intradérmicos das lesfes hansénicas ou de outros locais de coleta
(I6bulos auriculares e/ou cotovelos), cora-se em vermelho pela fucsina e nao se
descora pela lavagem com a solucédo de alcool-acido pela técnica de coloracdo de
Ziehl-Neelsen, sendo portanto considerado um bacilo &lcool-acido resistente
(BAAR). E visto isolado, em agrupamentos variados ou em arranjos especiais
denominados globias, no citoplasma de macrofagos e de células de Schwann
(REES; YOUNG, 1994). O M. leprae se multiplica muito lentamente quando
comparado com outras bactérias, requerendo de 12 a 14 dias para uma geracao
(REES; YOUNG, 1994).

Uma das caracteristicas marcantes do M. leprae é a de ndo se reproduzir
em meios de cultura artificiais ou celulares (SHEPARD, 1960). A multiplicacdo do
bacilo se limita a inoculagdes em alguns modelos animais, como tatu, camundongo

imunocompetente ou imunossuprimido (nude mouse atimico) (SHEPARD, 1960;
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REES 1962; KIRCHHEIMER et al.,, 1971). Shepard (1960), apds observacdes
clinicas de que o M. leprae possui predilecdo por areas do corpo com temperaturas
menores que 37°C, demonstrou pela primeira vez a multiplicacdo da micobactéria
em coxim plantar de camundongos imunocompetentes, cuja temperatura média é de
27-31°C, inoculados com suspensao de bacilos obtida de paciente nao tratado
(SHEPPARD, 1960). A possibilidade do cultivo do M. leprae em coxim plantar de
camundongos foi um marco na pesquisa desse patdgeno, propiciando o estudo da
patogénese e do tratamento da hanseniase (SUGAWARA-MIKAMI et al, 2022).

Quanto a transmissdo e infeccdo, acredita-se que ocorram por meio da
inalacdo dos bacilos provenientes de secrecdes das vias aéreas superiores de
paciente multibacilar (MB) sem tratamento, pelo contato intimo e prolongado de
individuo suscetivel, (PLOEMACHER et al., 2020). O periodo de incubacdo da
doenca € longo, entre seis meses e 20 anos - periodo médio de dois a quatro anos
(LASTORIA; ABREU, 2014), o que torna dificil estabelecer uma ligagéo
epidemioldgica entre uma determinada exposicdo e o desenvolvimento da doenca
(MUNGROO; KHAN; SIDDIQUI, 2020).

1.2 Fisiopatologia da Hanseniase

Acredita-se que a maioria das pessoas infectadas pelo M. leprae possua
uma resisténcia inata ao patégeno, o que impede o desenvolvimento de sinais ou
sintomas da doenca. Naqueles que apresentam sintomas, apos a fase
indeterminada, a hanseniase se manifesta com um amplo espectro de
manifestacfes clinicas, enquanto algumas pessoas desenvolvem hanseniase com
predominéncia de sintomas neurais, sem afetar a pele, outras apresentam diversos
tipos de lesdes cutaneas (FROES JUNIOR; SOTTO; TRINDADE, 2004; RIDLEY;
JOPLING, 1966). Essas diferentes manifestagdes clinicas da doenca se devem nao
s6 a capacidade de multiplicacdo bacilar, mas principalmente a resposta imune do
hospedeiro frente ao bacilo (MADIGAN et al., 2017; MODLIN, 1994).

A hanseniase se apresenta por meio de areas ou lesdes cutaneas com
reducdo ou auséncia de sensibilidade, devido ao comprometimento dos ramos
neurais periféricos da pele. As principais manifestacdes clinicas da doencga estédo

relacionadas ao dano neuroldgico periférico, que possui um alto potencial para
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CONCLUSAO

O presente da contribuicio da farmacogenética para o desfecho

retratamento em hanseniase no Brasil permitiu as seguintes conclusodes:

v

415 variantes foram detectadas nos 13 farmacogenes sequenciados e 149
destas apresentaram MAF > 1% na populacdo estudada;

A variante rs2235074 no gene ABCB1 apresentou associagcdo com
suscetibilidade para o desfecho retratamento na hanseniase;

A variante rs2228570 no gene VDR apresentou uma tendéncia de associacao
com suscetibilidade para o desfecho retratamento na hanseniase;

As variantes rs2235013, rs2235033 e rs2032582 no gene ABCB1; g2087618
no gene SLCO1B3; e rs2070676 e rs2070677 no gene CYP2E1 apresentaram
associacdo com a protecdo para o desfecho retratamento na hanseniase;

Os genes SLCO1B1, CES2, PXR, AADAC, NAT2, CYP2A6, CYP2CS,
CYP2C9 e CYP3A4 nao apresentaram variantes associadas ao desfecho

terapéutico em hanseniase.

70
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