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Resumo

O eritema nodoso hansénico (ENH) é uma complicacdo inflamatéria dolorosa
causada por uma resposta imune humoral ao Mycobacterium leprae. Acomete
especialmente pacientes classificados como multibacilares, com a presenca de nddulos
eritematosos subcutaneos que podem ulcerar. O tratamento do ENH tem como objetivo
principal o controle da inflamagio aguda e da neurite, aliviar a dor e o desconforto e,
prevenir o desenvolvimento e extensdo de lesdes. No Brasil, 0s medicamentos mais
utilizados séo talidomida e prednisona. Receptores do tipo toll (TLRs) séo receptores de
membrana que atuam no reconhecimento de microrganismos para ativar eventos de
sinalizacdo de resposta imune a jusante. Ap6s o contato com seus ligantes, vias de
sinalizacdo intracelular sdo ativadas, levando a ativacdo e transcricdo de moléculas pro-
inflamatdrias. Alguns desses receptores foram identificados como capazes de
reconhecer o M. leprae e, desencadear ampla resposta antimicrobiana e inflamatoria.
Polimorfismos em genes que codificam as proteinas TLRs, podem ser determinantes no
curso da hanseniase e aparecimento de ENH. Assim, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a influéncia de variantes genéticas em genes TLR na resposta ao tratamento do
ENH com talidomida e prednisona. 130 pacientes com ENH tratados com talidomida e/
ou prednisona foram selecionados em Porto Alegre (RS), Fortaleza (CE), Imperatriz
(MA), Séo Luis (MA) e Monte Negro (RO). Foram analisadas até seis consultas
previamente registradas no prontuario dos pacientes com a coleta de dados
demogréficos, historico de hanseniase e ENH. O DNA dos pacientes foi extraido de
amostras de saliva e sangue periférico. Os polimorfismos rs4833095/TLR1,
rs3804099/TLR2, rs1927914/TLR4 e rs5743810/TLR6 foram genotipados usando a
técnica de PCR em tempo real. O teste de qui-quadrado foi utilizado para avaliar o
equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os polimorfismos. O método das equacdes de
estimativa generalizada (GEE) foi utilizado para avaliar a influéncia dos polimorfismos
na variacdo da dose de talidomida e prednisona. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas com o SPSS versdo 20. Descobrimos que a dose de talidomida nos genotipos
CT e TT de TLR1/rs4833095 variou em torno de 48mg entre as regibes Norte e Sul
(p=0.001). Para TLR2/rs3804099, a variacdo também ocorreu de acordo com a regido do
paciente. Em todos os gendtipos desse SNP (CC, CT e TT), os pacientes da regido Sul
receberam uma média de 45,3mg a menos de talidomida em comparacao a regido Norte
(p=0.001). Na prednisona, o efeito dos gendtipos de CT e CC na variacdo da dose

dependiam do tempo (p=0.018). Identificamos que o efeito do gendtipo na variacdo da



dose de talidomida nos genotipos AA e AG de TLR6/rs5743810 também depende do
tempo. Durante o tratamento, pudemos observar uma reducdo de dose apenas para
individuos com AG e GG. A andlise da associa¢do entre as variantes geneéticas e a
manifestacdo de efeitos adversos mostrou associacdo entre o genétipo TT de
TLR1/rs4833095 e edema (p=0.019). Além disso, os genotipos TT de TLR2/rs3804099
(p=0.016) foram associados a efeitos dermatoldgicos adversos, prurido, pele seca e
perda de cabelo. Ainda existem muitas lacunas sobre 0 mecanismo de interagdo entre 0s
diferentes TLRs e M. leprae e, sobre como eles podem interferir no curso e no
tratamento da doenca. No entanto, este estudo mostra que a avaliacdo dos TLRs pode
auxiliar no entendimento da resposta ao tratamento do ENH com talidomida e

prednisona.
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Abstract

Erythema nodosum leprosum (ENL) is a painful inflammatory complication
caused by a humoral immune response to Mycobacterium leprae. It especially affects
patients classified as multibacillary, with the presence of subcutaneous erythematous
nodules that may ulcerate. The treatment of ENL has the main objective of controlling
acute inflammation and neuritis, relieving pain and discomfort and preventing the
development and extension of injuries. In Brazil, the most used drugs are thalidomide
and prednisone. Toll-type receptors (TLRs) are membrane receptors that act in the
recognition of microorganisms to activate signaling events of the downstream immune
response. After contact with their ligands, intracellular signaling pathways are activated,
leading to the activation and transcription of pro-inflammatory molecules. Some of
these receptors have been identified as capable of recognizing M. leprae and, triggering
a wide antimicrobial and inflammatory response. Polymorphisms in genes that encode
TLR proteins may be determinants in the course of leprosy and the appearance of ENL.
Thus, the objective of this work was to evaluate the influence of genetic variants on
TLR genes in the response to treatment of ENL with thalidomide and prednisone. 130
patients with ENL treated with thalidomide and/or prednisone were selected in Porto
Alegre (RS), Fortaleza (CE), Imperatriz (MA), S&o Luis (MA) and Monte Negro (RO).
Up to six visits previously recorded in the patients' medical records were analyzed with
the collection of demographic data, leprosy history and ENL. The patients' DNA was
extracted from saliva and peripheral blood samples. The rs4833095/TLR1,
rs3804099/TLR2, rs1927914/TLR4 and rs5743810/TLR6 polymorphisms were
genotyped using the real-time PCR technique. The chi-square test was used to assess the
Hardy-Weinberg balance for all polymorphisms. The method of generalized estimation
equations (GEE) was used to evaluate the influence of polymorphisms on the variation
of the dose of thalidomide and prednisone. All statistical analyzes were performed using
SPSS version 20. We found that the dose of thalidomide in the CT and TT genotypes of
TLR1/rs4833095 varied around 48mg between the North and South regions (p=0.001).
For TLR2/ rs3804099, the variation also occurred according to the patient's region. In all
genotypes of this SNP (CC, CT and TT), patients in the South region received an
average of 45.3mg less thalidomide compared to the North region (p=0.001). In
prednisone, the effect of CT and CC genotypes on dose variation depended on time

(p=0.018). We identified that the effect of the genotype on the variation of the
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thalidomide dose in the AA and AG genotypes of TLR6/rs5743810 also depends on
time. During treatment, we were able to observe a dose reduction only for individuals
with AG and GG. Analysis of the association between genetic variants and the
manifestation of adverse effects showed an association between the TT genotype of
TLR1 rs4833095 and edema (p=0.019). There are still many gaps about the interaction
mechanism between the different TLRs and M. leprae and about how they can interfere
with the course and treatment of the disease. However, this study shows that the
evaluation of TLRs can help in understanding the response to the treatment of ENL with

thalidomide and prednisone.
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1. INTRODUCAO
1.1. Hanseniase

A hanseniase é uma doenga infecciosa cronica granulomatosa que afeta a pele e
nervos periféricos, podendo envolver os olhos, a mucosa do trato respiratorio superior,
musculos, 0ssos e testiculos. E causada pelo bacilo intracelular, Mycobacterium leprae.
Trata-se de uma doenca incapacitante que foi descrita inicialmente em 600 a.C em
tratados de origem indiana. Entre os séculos XII e XIII foi considerada endémica e
incuravel na Europa, embora atualmente esteja praticamente erradicada nessa regido
(Pinheiro et al., 2018; Reibel et al., 2015). A hanseniase € uma das doencas mais antigas
e negligenciadas do mundo, que se propagou ao longo dos séculos pelas Vvérias
populages. Os primeiros grandes grupos de hanseniase foram encontrados na india,
China e Egito. Em humanos, o primeiro indicio da doenca foi identificado pela
paleontologia e utilizacdo da ferramenta de biologia molecular. O DNA do M. leprae foi
isolado de ossos de um esqueleto humano datado do século | a.C encontrado em
Jerusalém (Fischer, 2017; Gurung et al., 2019).

Durante muito tempo, a andlise de textos antigos foi o Unico modo de gerar
hipbteses sobre a disseminacdo do bacilo pelo mundo. A partir dos novos dados de
genotipagem, duas teorias tém sido propostas para explicar essa propagacao. A primeira
sugere que a origem da doenca ocorreu na Africa Oriental espalhando-se de forma
simultanea pela Asia e Europa, antes de chegar a Africa Ocidental, e segunda que
sugere origem na Asia, espalhando-se progressivamente em direcio ao ocidente
(Fischer, 2017; Reibel et al., 2015).

Individuos que tinham suspeita de hanseniase ou outras doengas cronicas de pele
eram exilados em “leprosarios”. O isolamento nesses locais interrompia a transmisséo e
contribuia para o desaparecimento da doenca na Europa Central. Entretanto, também
colaborou para a estigmatizacdo do paciente, afetando o seu bem-estar fisico,
psicoldgico, social e econémico. O estigma social associado a hanseniase permanece em
diversas areas, consistindo em um grande obstaculo ao autorrelato e tratamento precoce
(Grzybowski et al., 2016). A sociedade mantém conceitos desfavoraveis em relacéo a
individuos com a doenca, cooperando para 0 desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos, que sdo altamente prevalentes nessa populagdo (Fischer, 2017;
Grzybowski et al., 2016; Reibel et al., 2015).
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1.1.1. Classificacao da Hanseniase

A hanseniase pode ocorrer em uma diversidade de formas clinicas, relacionadas
em parte aos padrbes de resposta imune do hospedeiro. De acordo com a
heterogeneidade da doenca, varias classificacdes foram propostas. O sistema de Ridley-
Jopling € o mais utilizado e classifica a doenca em seis formas clinicas, baseadas em
aspectos clinicos, histopatolégicos, imunologicos e baciloscopicos, em forma
indeterminada (I), tuberculoide (TT), borderline-tuberculoide (BT), borderline-
borderline (BB), borderline-virchowiana (BV) e virchowiana (VV) (Aaréo et al., 2018;
Costa et al., 2018; Gurung et al., 2019).

Além desse, de acordo com aspectos clinicos e laboratoriais, a hanseniase pode
ser classificada em formas paucibacilares (PB) e multibacilares (MB). Essa
classificacdo foi criada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 1982 e, baseia-
se em critérios heterogéneos, tendo uma importante relevancia no diagndstico e
tratamento. A metodologia considera o nimero de lesGes de pele e troncos nervosos
comprometidos. Pacientes PB tem até cinco lesdes e/ ou um tronco nervoso
comprometido, nesses estdo incluidos os indeterminados (I), tuberculoides (TT) e
borderline-tuberculéides (BT), conforme a classificacdo de Ridley-Jopling. Em
contrapartida, pacientes MB apresentam mais de cinco lesdes e/ou um ou mais troncos
nervosos acometidos e incluem borderline-borderline (BB), borderline-virchowiano
(BV) e virchowiano (VV) (Ridéey et al., 1966). Casos multibacilares podem ser
equivocadamente classificados em paucibacilares, por haver divergéncia entre a carga
bacilar e 0 nimero de lesGes dos pacientes. Em situacfes de divida, o paciente deve
receber o tratamento para MB (Gurung et al., 2019).

O estagio inicial da patologia € chamado de forma indeterminada. Na forma
tuberculoide, as lesdes sdo granulomatosas e o paciente manifesta uma intensa resposta
imune mediada por células T do tipo Th1 que impossibilita a proliferacdo do bacilo. Ao
contrario disso, na forma virchowiana a resposta imune mediada por células é
determinada por um perfil de citocinas anti-inflamatorias do tipo Th2, que auxiliam na
multiplicacdo do bacilo nos fagossomos de macrofagos. Na forma borderline, os
individuos apresentam caracteristicas imunoldgicas e histopatoldgicas que variam entre

tuberculoide e virchowiana (Aaréo et al., 2018; Gurung et al., 2019).
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1.1.2. Transmissdo da Hanseniase

A via exata de transmissdo do M. leprae ainda nédo é totalmente compreendida.
Entretanto, diversos resultados sugerem que o bacilo seja especialmente disperso por
via nasal. Apesar de a transmissdo por tatus e macacos verdes africanos terem sido
relatadas na Louisiana (EUA), o ser humano é considerado o principal reservatério de
infeccdo. A forma mais contagiosa da doenca € a hanseniase virchowiana, pois 0s
pacientes geralmente portam um grande nimero de bacilos (Reibel et al., 2015). Alguns
individuos podem transportar até sete bilhdes de bacilos por grama de tecido. Através
de analise por PCR e marcadores antigénicos, em 2013, o M. leprae foi identificado na
mucosa bucal de 94% dos pacientes com hanseniase multibacilar (De abreu et al.,
2014). Dessa forma, o trato respiratério superior parece ser a principal via de
transmissdo do bacilo (Pinheiro et al., 2018; Reibel et al., 2015).

Os seres humanos infectados sdo considerados, até 0 momento, a Unica fonte de
contaminagdo. Embora as goticulas da mucosa nasal sejam o modo de transmissdo mais
importante, acredita-se que o contagio ap6s contato direto da pele com nodulos
virchowianos ndo tratados, ulcerados e multibacilares seja possivel. Em regides
endémicas, infecgbes assintomaticas podem persistir latentes por anos ou até décadas;
entretanto, podem também resolver-se espontaneamente a qualquer momento. Quando
ocorre manifestacdo da doenca, ha o desenvolvimento de uma lesdo primaria localizada,
semelhante a tuberculose. O periodo médio de incubacdo nesses casos € de cerca de

quatro anos (Fischer, 2017).

1.1.3. Diagnostico da Hanseniase

A identificacdo precoce da hanseniase € uma conduta muito importante para o
controle da doenca. A analise clinica, que frequentemente é suficiente para a maior
parte dos casos, € a primeira etapa para o diagnostico da infeccdo. Entretanto,
profissionais de saude ndo qualificados podem ndo ser capazes de reconhecer sinais
precoces da doenca. Dessa forma, o maior desafio é presumir a infec¢do, suspeitando do
diagnostico de hanseniase, principalmente em paises desenvolvidos onde ja foi
praticamente erradicada. Além disso, a correta escolha da lesdo que sera enviada para
analises patologicas e bioldgicas é fundamental e exige prévio conhecimento clinico das
lesGes de hanseniase (Gurung et al., 2019; Pinheiro et al., 2018; Reibel et al., 2015).

O histérico médico do paciente é o primeiro indicador da infeccdo. LesGes

cutaneas em que ha perda de sensibilidade frequentemente sdo sinais caracteristicos,
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pois teoricamente nenhuma outra condi¢cdo dermatoldgica esta relacionada a distdrbios
sensoriais. A avaliagdo clinica das lesfes e danos nos nervos deve ser executada por um
clinico experiente em hanseniase, visto que em 90% dos pacientes 0s sinais
dermatoldgicos sdo os indicadores da doenca, sendo os 10% restantes associados
somente a sinais neurologicos (Pinheiro et al., 2018; Reibel et al., 2015).

Para o diagndstico bacteriolégico, amostras de lesbes cutédneas devem ser
utilizadas em exames de esfregaco e bidpsias, devido ao tropismo do bacilo para a pele.
Coletas de mucosa nasal ndo sdo aconselhadas, principalmente em pacientes
virchowianos, pois suas membranas nasais sdo frageis (Fischer, 2017; Gurung et al.,
2019). Recomenda-se a bidpsia de pele, onde deve ser coletado tecido suficiente para
analises microscépicas e moleculares. A pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes em
microscopio éptico permanece sendo a técnica de diagnostico padrdo. Nesse método,
esfregacos de tecidos ou suspensdes celulares de bidpsias sdo coradas sobre uma lamina
com a técnica de Ziehl-Neelsen (Pinheiro et al., 2018; Reibel et al., 2015).

O numero de bacilos contidos em cada campo microscopico, ou indice
baciloscopico (IB), é calculado com o indice de Ridley para esfregacos de pele (lesbes
no l6bulo da orelha e na pele). A forma tuberculoide é associada a um IB negativo na
lesdo do 16bulo da orelha e um IB negativo ou igual a “1+” em lesdes cutaneas. A forma
virchowiana da hanseniase ¢ relacionada a um IB positivo, sempre “2” com o
agrupamento de bacilos para formar globias. Um indice bacteriano alto no momento do
diagnostico (> “4+”) é associado a um maior risco de transmissao ¢ recidiva (Reibel et
al., 2015). O IB deveria ser decrescente no decorrer do tratamento, porém a maioria dos
pacientes que apresentam um IB elevado ainda permanece com IB positivo ao final do
tratamento, pois a liberacdo de bacilos residuais ndo viaveis pode perdurar por anos
(Cerroni et al., 2016; Fischer, 2017). Além disso, a andlise do M. leprae pode ser
realizada por PCR a partir de bidpsias de lesdes cutaneas que apresentam o maior
namero de bacilos. A sensibilidade dessa técnica permite confirmar o diagnéstico da

hanseniase, evidenciando a presenca do DNA do bacilo nas lesdes (Gurung et al., 2019).

1.1.4. Tratamento da Hanseniase

O primeiro antibiotico eficaz para o tratamento da hanseniase surgiu em 1943,
tratava-se de sulfona administrada de forma intravenosa. Logo apds, um derivado oral
conhecido como dapsona, diaminodifenilsulfona (DDS), tornou-se o tratamento padrao.

Entretanto, na década de 1970 foi identificada resisténcia ao DDS, entdo o uso de
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esquemas combinados com rifampicina (RMP) passou a ser recomendado. Atualmente,
0 tratamento da hanseniase, padronizado e publicado em 1982 pela OMS, envolve
poliquimioterapia (PQT) e os medicamentos de primeira linha sdo a dapsona,
rifampicina e clofazimina (Alemu e Naafs, 2019; Fischer, 2017).

Ao inibir a sintese bacteriana de acido fdlico, a dapsona exerce um efeito
bacteriostatico sobre M. leprae. Os efeitos colaterais desse medicamento incluem
hemolise, conforme a dose, e formacdo de meta-hemoglobina. Além desses, sintomas
gastrointestinais, cefaleia e fadiga estdo entre os efeitos colaterais comuns. A dose diaria
¢ de 100 mg em todas as formas de hanseniase (Fischer, 2017). A rifampicina foi
sintetizada inicialmente na Itdlia a partir de bactérias gram-positivas do solo
(Amycolatopsis rifamycinica) e tem sido comercializada desde 1965. Ao contrario da
dapsona, possui um efeito bactericida sobre as micobactérias por inibicdo da RNA
polimerase bacteriana. ManifestacGes cutaneas em forma de manchas eritematosas no
rosto e couro cabeludo podem ocorrer de 2 a 3 horas ap6s a ingestdo do medicamento.
Outros efeitos sdo relacionados ao trato gastrointestinal, como nausea, vémito e diarreia.
Além disso, 0 medicamento também provoca uma coloracdo vermelho-alaranjada em
fluidos corporais (urina, saliva e lagrimas). A dose para adultos é de 600 mg uma vez
por més, e deve ser ingerida junto as refeicdes (Reibel et al., 2015).

A clofazimina foi utilizada pela primeira vez no tratamento de hanseniase na
Nigéria em 1959. Possui, de forma predominante, efeito anti-inflamatorio associado a
uma acdo bactericida. O efeito colateral mais importante associado a esse medicamento
¢ o desenvolvimento de hiperpigmentagdo marrom-avermelhada em lesdes de
hanseniase apds algumas semanas, especialmente notavel em caucasianos. Mais de 75%
dos pacientes sdo afetados, sendo uma causa frequente de interrupc¢éo do tratamento em
mulheres jovens, o que resulta em recidiva e ocorréncia de reacdes hansénicas (Fischer,
2017). Além das conjuntivas, os liquidos corporais também ficam pigmentados. Essa
coloracdo desaparece de forma muito lenta ao longo de meses ou anos apds a
interrupcdo do tratamento. Xerose e sintomas gastrointestinais, atribuidos ao acumulo
de cristais de clofazimina na mucosa do intestino, também sdo frequentemente
associados ao uso do medicamento (Alemu e Naafs, 2019).

Dois regimes de tratamento foram definidos pela OMS de acordo com as
classificagbes clinicas, paucibacilar e multibacilar. Eles diferem em relacdo a
combinacdo de medicamentos e duragdo do tratamento. Em todo o mundo os

medicamentos sdo uniformemente comercializados em cartelas de comprimidos (blister)
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e dispensados pessoalmente aos pacientes em centros de tratamento. No Brasil, sdo
distribuidos gratuitamente pelo Sistema Unico de Sadde (SUS) nas unidades de satde e,
todas as doses sdo para pacientes de, em média, 60 Kg (ANVISA, 2011). Para casos
paucibacilares, rifampacina deve ser utilizada supervisionada uma vez ao més (600 mg)
durante seis meses, e dapsona de forma diaria (100 mg), de uso domiciliar. Em
pacientes multibacilares, sob supervisdo e de forma mensal, devem ser utilizadas 600
mg de rifampicina e 300 mg de clofazimina, além de 100 mg de dapsona e 50 mg de
clofazimina diariamente, sendo que esses ndo necessitam de monitoramento podendo
ser realizados no domicilio do paciente. A OMS sugere que doze doses supervisionadas
devem ser administradas dentro de 18 meses. Muitos médicos ndo seguem essa
recomendacéo e recomendam 12 doses mensais supervisionadas em 18 meses somente
para pacientes com baixo IB e 24 doses mensais supervisionadas em 36 meses para
pacientes com um IB > 4. Todas as doses sdao para pacientes de, em média, 60 Kg

(Alemu e Naafs, 2019; Reibel et al., 2015).

1.1.5. Epidemiologia da Hanseniase

A partir da introducdo da terapia multidrogas a prevaléncia global de hanseniase
teve seus niveis diminuidos em mais de 95% em comparagdo ao periodo anterior ao
tratamento. Entretanto, a doencga ainda acomete centenas de milhares de pessoas por
todo 0 mundo, apresentando varios desafios ao tratamento e controle da infeccdo (Costa
et al., 2018; Matos et al., 1997). Na atualidade, sdo cinco 0s principais paises que
abrigam mais de 80% dos novos casos detectados anualmente e estdo localizados em
regides subtropicais: india, Brasil, Bangladesh, Etiopia e Indonésia (Schreuder et al.,
2016)

A hanseniase é frequentemente associada a condicdes precarias de saude e
desigualdade social. Embora uma relacdo causal entre pobreza e a infeccdo sejam
dificeis de demonstrar, tem sido sugerido que determinantes socioeconémicos tém uma
grande influéncia na perpetuidade da transmissdo da doenca. No entanto, o ambiente
social inclui diversos fatores como infraestrutura e espago fisico, crengas e préaticas
culturais, podendo ser bastante especifico para determinada regido. Dessa forma, uma
concluséo definitiva de que fatores ambientais e sociais sdo determinantes diretos da
distribuicdo da doenca ndo pode ser feita (Fischer, 2017; Schreuder et al., 2016).

Em 31 de dezembro de 2018 um total de 184.212 pacientes de 159 paises, que

estavam em tratamento para hanseniase foram relatados a OMS (prevaléncia registrada).
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Ao longo do ano de 2018 foram detectados 208.619 novos casos da doenga em todo o
mundo e a taxa de deteccdo desses novos casos foi de 2.17 por 100.000 habitantes. A
prevaléncia global registrada diminuiu em relacdo aquela no final de 2017, quando
houve 192.713 casos em tratamento (WHO et al., 2018). Entretanto, apesar dos esforcos
da OMS e de varios programas de salde, a transmissao da hanseniase persiste. Além do
mais, embora a prevaléncia tenha diminuido, foram observados aumentos na regido da
América (AMR), Mediterraneo Oriental e Pacifico Ocidental. Durante 0 mesmo
periodo, a Regido do Sudeste Asiatico representou 71% dos novos casos da hanseniase
no mundo, sendo que india e Indonésia contribuiram com 92% dos casos da regido. Na
AMR, o Brasil contribuiu com 93% dos novos casos, contabilizando um total
aproximado de 28.660 novas deteccdes (Fischer, 2017; WHO et al., 2018).

1.1.6. Episodios Reacionais

O sistema imunoldgico de alguns pacientes pode desenvolver diversos sinais e
sintomas de inflamacé&o decorrentes de hipersensibilidade aguda ou crénica em resposta
a antigenos de Mycobacterium leprae. Essas respostas agudas graves correspondem a
cerca de 30% dos quadros de hanseniase, pertencem ao curso normal da infeccéo e
ocorrem durante ou apds o tratamento, sendo que esse pode impedi-las ou antecipa-las
(Costa et al., 2018; Fischer, 2017; Pinheiro et al., 2018). Existem trés tipos de reagdes:
reacao de tipo | (RT1) também chamada reacdo reversa (RR); reacdo de hanseniase tipo
Il (RT2) ou eritema nodoso hansénico (ENH), e reacdo de tipo Il (RT3) ou fendmeno
de Lucio (Alemu e Naafs, 2019).

Reacdo reversa ou do tipo I, é um episodio inflamatério agudo relacionado ao
aparecimento ou aumento de imunidade celular contra antigenos de M. leprae. Afeta a
pele e 0s nervos e, pode ocorrer em pacientes de todo o espectro clinico, com excecao
da forma tuberculoide (TT). Nas lesGes de reacdo reversa ha presenca de macrofagos
epitelioides ativados, organizados ou ndo como granuloma (Fischer, 2017; Motta et al.,
2012). O ENH ocorre em cerca de 50% dos pacientes virchowianos devido a um
complexo de interacdo entre imunidade inata e adaptativa celular (Pinheiro et al., 2018).
Apresenta como caracteristica principal um infiltrado de neutréfilos na derme profunda
e na hipoderme, geralmente acompanhados de macrofagos. O fenémeno de Lucio é
caracterizado por extensas manchas violaceas e infiltrados bolhosos, geralmente afebril,
é observado em pacientes virchowianos nao tratados. As regides da pele afetadas podem

ulcerar e necrosar. A histopatologia da lesédo evidencia extensa vasculite com
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proliferacdo endotelial. As reacdes hansénicas sdo provavelmente a principal causa de
dano neuroldgico permanente, resultando em deficiéncias e deformidades (Alemu e
Naafs, 2019; Pinheiro et al., 2018).

1.2. Eritema Nodoso Hansénico

O ENH é uma complicacdo inflamatéria dolorosa observada em cerca de 50%
dos pacientes VV e 5 a 10% dos pacientes BV, especialmente ap6s o inicio do
tratamento em casos com um indice bacteriano superior a 4. Em sua apresentacao
clinica, o ENH é caracterizado pela ocorréncia de nédulos cutaneos ou subcutaneos
dolorosos, eritematosos de coloracdo violacea. As lesbes sdo distribuidas por todo o
corpo, podendo ulcerar e se tornar necroticas. Entretanto, ocorrem de forma
predominante na face e em extremidades, sendo que o tronco também pode ser afetado
(Fischer, 2017; Polycarpou et al., 2017). Regides como o couro cabeludo, axila,
inguinocrural, perineo, mucosa e semi-mucosas ndo sdo afetadas. Fisiopatologicamente,
0 ENH constitui uma vasculite do complexo imune que, além de afetar a pele e os
nervos, pode se manifestar de forma sistémica com glomerulonefrite, linfadenite,
iridociclite e orquite. Além disso, mialgia, artralgia e dor Gssea sdo sintomas
relacionados a reagdao (Alemu e Naafs, 2019; Costa et al., 2018).

Em geral, a histologia de lesdes mostra um infiltrado perivascular de neutrdfilos
em toda a derme e tecido subcuténeo e vasculite com edema do endotélio, associado a
infiltracdo de granulécitos nas paredes dos vasos sanguineos (Polycarpou e Walker,
2017). Para prevenir incapacidades neurolégicas, é importante o adequado
reconhecimento da reacdo. Sendo que essa se diferencia do eritema nodoso originado de
outras causas pela distribuicdo das lesbes para além dos membros inferiores e também
devido a quantidade de nodulos (Bruce-Hickman et al., 2018). Os pacientes com ENH
geralmente sdo cronicamente doentes e fatigados, com presenca de dor cronica e
insdnia. Naturalmente a reacdo tem sua resolucdo entre uma ou duas semanas, porém
varios pacientes podem sofrer recorréncias durante meses. Sendo assim, o ENH pode
ser classificado em agudo, recorrente e crénico, compreendendo um unico episédio com
duracdo inferior a 24 semanas, um segundo episodio ou subsequente dentro de 28 dias
ou mais apos o final do tratamento e episodios continuos com duragdo superior a 24
semanas, respectivamente. Quanto a gravidade, pode ser classificado como leve,

moderado ou grave e a classificacdo se baseia nas manifestagdes clinicas. Essas
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classificacbes podem ter distintos fatores de risco e requerer diferentes intervencoes

terapéuticas (Costa et al., 2018; Polycarpou et al., 2017).

1.2.1. Tratamento do ENH

O tratamento do ENH tem como objetivo principal o controle da inflamacao
aguda e da neurite, aliviar a dor e o desconforto, prevenir o desenvolvimento e extensdo
de lesOes cutaneas, neurais, oculares e alteragdes viscerais e impedir o aparecimento de
novos episddios. A reacdo € episddica, sendo que 95% dos quadros duram menos de 1
més (Alemu e Naafs, 2019). O tratamento € dificil e em todos 0s casos o paciente deve
repousar e receber medicacdo anti-inflamatdria. Casos leves podem ser tratados com
anti-inflamatorios ndo esteroides, como acido acetilsalicilico (AAS), porém todas as
intervencdes atuais apresentam alguma desvantagem e ndo sdo eficazes para todos 0s
pacientes (Costa et al., 2018).

Conforme a gravidade da reacdo, a talidomida é a primeira escolha para o
tratamento no Brasil. Além disso, 0 uso de corticosteroides sistémicos também pode ser
necessario. Dentro dessa classe, a prednisona € o medicamento de preferéncia. Os
corticoides atuam na inflamacdo reduzindo o recrutamento e ativacdo de neutréfilos e
macrofagos, além da diminuicdo da producdo de varias citocinas, incluindo TNF-a
(Rang et al., 2012). Além desses, ha relatos sobre o uso de azatioprina, metotrexato,
zinco, anticorpo monoclonal quimérico anti-TNF-alfa e infliximabe no tratamento da
reacdo. A azatioprina desempenha acdo anti-inflamatdria por inibir as células T, a
proliferacdo de células B e a producdo de anticorpos. Agentes inibidores de TNF-a,
como etanercepte, também foram utilizados com éxito em quadros de ENH recorrente
em que houve falha de prednisona, talidomida e pentoxifilina. Entretanto, tais
medicamentos devem ser empregados com ponderacdo, pois a imunossupressao
aumenta o risco de infecgdes fungicas e por M. tuberculosis (Chowdhry et al., 2016;
Santos et I., 2017).

1.2.2. Talidomida

Na década de 1950 a talidomida foi introduzida no mercado, porém logo apés
foi banida devido o seu terrivel efeito teratogénico. No entanto, pouco depois apds ser
retirada do mercado mostrou eficacia em pacientes com ENH (Sheskin, 1965).
Posteriormente, em virtude de sua comprovada acdo antiangiogénica e

imunomodulatéria, voltou a receber atencdo nas areas da oncologia e doengas
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autoimunes. A talidomida apresenta uma funcdo imunossupressora que ndo apenas
suprime, mas também modula a resposta imune regulando as principais moléculas
imunomoduladoras, como fator nuclear-Kp (NF-xf), e citocinas pro-inflamatérias,
como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon-c (IFN-c), interleucina (IL) -6,
IL-10, IL-12 e cicloxigenase 2. Além disso, é capaz de inibir de forma seletiva células T
efetoras entre o total de células T CD4". Tendo seu efeito imunomodulador
potencializado com tratamento associado a glicocorticoide (Kim et al., 2017; Kim et al.,
2015).

No ENH, o efeito da talidomida foi relatado em pelo menos 1750 pacientes,
apresentando rapido efeito de acdo com controle dos sintomas entre 24-48 horas (Costa
et al., 2018). Possui atividade anti-inflamatdria, antiangiogénica e imunomoduladora.
Sua acdo anti-inflamatéria envolve a inibicdo da expressdo génica de TNF-a e,
consequentemente, suas fungdes. Essa inibicdo parece envolver uma maior taxa de
degradacdo do RNA mensageiro, que € um dos principais fatores responsaveis pela
eficacia do medicamento (Moreira et al., 1993; Sampaio et al., 1991). Acredita-se que
as multiplas atividades farmacoldgicas da talidomida sdo mediadas pela proteina
Cereblon (CRBN), principal alvo da talidomida. A proteina CRBN opera como um
receptor de substrato da ubiquitina ligase E3 CRL4, cuja especificidade do substrato é
modulada pela talidomida e seus analogos (Asatsuma-Okumura et al., 2019; Kim et al.,
2017).

A maior parte dos pacientes acometidos por ENH geralmente apresenta quadros
de reacdo recorrente ou cronica. Sendo assim, o tratamento pode perdurar por meses ou
anos. A dose inicial de talidomida varia de 100 a 400 mg por dia, conforme o peso do
paciente, sendo ingerida com agua por pelo menos 1 hora apds uma refeicdo (Costa et
al., 2018). O tratamento deve ser continuado até identificacdo de melhora clinica e
desaparecimento dos sintomas, podendo ser reduzido em 50 mg a cada duas a quatro
semanas. Se 0 quadro requerer manutengéo, a dose mais baixa deve ser prescrita e, uma
nova reducdo de dose deve ser tentada a cada 3 ou 6 meses (Rosenbach e Werth, 2007).

Os principais efeitos adversos relacionados a talidomida sdo a teratogénese,
sedacdo e neuropatia periférica. A utilizacdo do medicamento no primeiro trimestre de
gestacdo pode causar diversas malformacGes nos embrides expostos, como defeitos nos
membros e doencas cardiacas. Dessa forma, o Comité de Especialistas da OMS
recomenda que o medicamento seja administrado somente em homens e mulheres na

pOs-menopausa dependentes de corticoides. Se os riscos e beneficios forem avaliados
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pelo meédico e, a paciente e seu parceiro forem adequadamente orientados, o
medicamento pode ser prescrito (Polycarpou et al., 2017).

Apesar de ser principalmente utilizada no ENH, no Brasil a talidomida pode ser
prescrita em casos de Ulceras aftoides idiopaticas em pacientes portadores de HIV, lGpus
eritematoso sistémico, doenca enxerto contra hospedeiro e mieloma maultiplo. Devido ao
seu efeito teratogénico, a legislacdo desse pais determina que o medicamento deva ser
disponibilizado para mulheres em idade fértil somente ap6s avaliagdo médica excluindo
gravidez por método sensivel e comprovando o uso de, no minimo, dois métodos

contraceptivos eficazes com ao menos um método de barreira (ANVISA, 2011).

1.2.3. Prednisona

Os corticosteroides atuam no processo inflamatério por meio da reducdo do
recrutamento e ativacdo de neutréfilos e macréfagos, além da diminuicdo da producao
de diversas citocinas, incluindo TNF-o. Dentro dessa classe de medicamentos, a
prednisona é a escolha para pacientes com quadros moderados, graves e ENH
recorrentes (Mahajan et al.,, 2003). Trata-se de um medicamento imunossupressor
utilizado no tratamento de doencas cronicas. Atua na inflamagdo suprimindo ou
inibindo a ativagéo do fator de transcricdo NF-kp, que regula genes que codificam para
diversas citocinas pré-inflamatérias (Costa et al., 2018; Negera et al., 2018).

Devido a presenca praticamente habitual de lesdo neural, ou em casos de reacdo
ulcerada, deve-se iniciar prednisona com uma dose de 1 mg/kg/dia via oral, no café da
manhd (Brasil et al., 2017). A maior parte dos médicos recomenda uma dose inicial de
60 mg. A dose pode ser mantida entre 15 e 30 dias, quando a retirada progressiva deve
ser iniciada. De acordo com a resposta, a dose de prednisona deve ser reduzida em 10
mg a cada 15 dias, e ap6s atingir a dose de 20 mg/dia, 5 mg no mesmo intervalo. A
partir de 5 mg/dia, a dose deve ser mantida por 15 dias continuos e depois em dias
alternados por mais 15 dias (Darlong et al., 2016). A maior parte dos pacientes necessita
de regimes mdltiplos ou prolongados de prednisona. Pacientes com ENH recorrente
podem ter sua dose aumentada ou mantida por um periodo indeterminado de tempo.
Para impedir a recorréncia da reagdo, uma dose de manutencdo de 5 a 10 mg pode ser
utilizada por varias semanas. Entretanto, graves efeitos colaterais podem ser associados
ao uso prolongado de corticoides, requerendo maior cautela em sua administracao.
Além do risco de desenvolver infeccBes oportunistas, o uso crénico pode causar

diabetes, osteoporose, gastrite, catarata, entre outros (Costa et al., 2018).
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1.3. Receptores do Tipo Toll

Em humanos, receptores Toll-like (TLR) consistem em uma familia de 10
proteinas (TLR1-TLR10) que reconhecem padrdes especificos de componentes
microbianos, conhecidos como padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPS).
A interagdo entre TLR e PAMPs causa a ativacdo do sistema imunoldgico inato, que
posteriormente leva a ativacdo da imunidade adaptativa especifica do antigeno (Takeda
e Akira, 2015; Anthoney et al., 2018).

TLRs séo receptores de membrana integrais do tipo I que dimerizam para ativar
eventos de sinalizacdo a jusante. Essa familia de receptores é capaz de interagir com
diversos tipos de ligantes, como proteinas e lipopolissacarideos, podendo estar
localizados na membrana plasmatica ou na membrana de endossomas. Apds o contato
entre TLRs e seus ligantes, vias de sinalizacdo intracelular sdo ativadas, levando a
ativacdo e transcricdo de moléculas pro-inflamatorias. As vias de sinalizagdo mediadas
por esses receptores compreendem a via dependente de MyD88 e a via dependente de
TRIF (dominio TIR contendo adaptador indutor de IFN-B), ambas induzindo a
expressao génica (Anthoney et al., 2018, Tartey e Takeuchim, 2017).

Os receptores recrutam essas moléculas adaptadoras, MyD88 e TRIF, para ativar
quinase 4 associada ao receptor de interleucina-1, fator 6 associada ao receptor de TNF
e o inibidor do fator nuclear kappa-p quinase & TANK quinase 1. Esses, ativam de
modo sequencial a via de sinalizacdo de NF-kp, proteina quinase ativada por mitogénio
e c-jun quinase N-terminal, gerando uma sequéncia de respostas celulares especificas
relacionadas a sobrevivéncia, proliferacdo e inflamacéo celular (Takeda e Akira, 2015;
Tartey e Takeuchim, 2017).

Estudos tém demonstrado a associacdo entre polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) de genes da imunidade inata, a proteina macrofagica associada a resisténcia
natural (NRAMP1) e TLR1 com ENH. Um estudo descreveu que as células de Schwann
nas lesdes de pele de pacientes com hanseniase expressam TLR2 (Oliveira et al., 2003).
Nas biopsias de pacientes com neurite, nessas mesmas células, foram identificados
TNF-0, receptores de TNF-o e enzima conversora de TNF-a. Presumiu-se que 0s
ligantes de M. leprae induzem a morte celular de Schwann por uma via que envolve
TLR2 e TNF-a (Oliveira et al., 2003. Oliveira et al., 2005). Dessa forma, é possivel que
as citocinas pré-inflamatérias possam contribuir para a apoptose dessas células apés a

interacdo celular com o bacilo de Hansen, contribuindo para a patogénese do dano
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nervoso (Pinheiro et al., 2018). Diversos estudos indicam que o reconhecimento de
micobactérias por TLRs representa uma etapa essencial para produzir uma resposta
imune qualificada a proteger contra infec¢éo (Krutzik et al., 2003; Oliveira et al., 2003;
Mattos et a., 2011; Mattos et al., 2010; Polycarpou et al., 2016).

1.3.1. TLR1

Localizado na superficie celular, o receptor TLR1 reconhece lipopeptideos
bacterianos. Forma heterodimero com TLR2, e ambos cooperam para detectar
lipoproteinas triaciladas micobacterianas. O reconhecimento de um ligante ativa o fator
de transcricdo fator nuclear-kappa B (NF-kf), aumentando a expressdo de genes pro-
inflamatorios (Gao e Li, 2017; Niitsuma et al., 2018).

Em varios estudos o polimorfismo rs4833095 tem sido associado a tuberculose,
hanseniase e suas reacdes (Niitsuma et al., 2018; Santana et al., 2017; Schuring et al.,
2009). Foram encontradas associacOes significativas entre o alelo T e ENH ou RR, além
disso, observadas diferencas significativas nos niveis de citocinas e quimiocinas quando
pacientes foram comparados a controles (Santana et al., 2017; Schuring et al., 2009;
Niitsuma et al., 2018).

1.3.2. TLR2

O TLR2 possui capacidade de reconhecer uma ampla gama de ligantes,
incluindo lipoproteinas de patdgenos, peptideoglicano, acido lipoteicoico e
lipoarabinomanana de micobactérias. E capaz de formar heterodimeros com TLR1 ou
TLR6, caracteristica que capacita ao reconhecimento de grande variedade de
componentes microbianos. Os complexos TLR-2-TLR1 ou TLR2-TLR6, definidos
como sensores primarios, reconhecem componentes da membrana celular e parede das
micobactérias. A interacdo de um ligante com TLR2 resulta na producdo de citocinas
pré-inflamatérias (Gao e Li, 2017; Hart e Tapping, 2012; Liu et al., 2014; Mistry et al.,
2015; Takeda e Akira, 2015).

O SNP rs3804099 do TLR2 foi avaliado em estudos envolvendo pacientes com
hanseniase. Nesses, o polimorfismo foi capaz de influenciar a susceptibilidade a
hanseniase e RR, além dos niveis séricos de citocinas, 0s quais estavam elevados na
presenca do alelo T (Bochud et al., 2008; Santana et al., 2017). Além disso, 0 SNP
estava associado a suscetibilidade a tuberculose pulmonar em uma populagéo chinesa
(Zhao et al., 2015).
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1.3.3. TLR4

O receptor Toll-like 4 reconhece LPS (lipopolissacarideo) de bactérias gram-
negativas. Quando detecta o ligante, inicia uma cascata de respostas imunes reguladas
resultando na producdo de interferon-p. Entretanto, o TLR4 necessita de um co-
receptor, o fator de diferenciagcdo mieloide 2 (MD2), que atribui responsividade ao LPS
(Ziakas et al., 2013).

Em um estudo realizado no Brasil, foram observadas diferencas significativas
nos niveis de citocinas IL-17 e IL-1B em pacientes com hanseniase portadores do alelo
A no SNP rs1927914 de TLR4 (Santana et al., 2017). A IL-17 € um importante
regulador de neutrofilos (Gaffen et al.,, 2014). A IL-1p ¢é fundamental para a
amplificacdo da resposta imune especifica de células T e seus niveis tendem a diminuir
apos terapia multidroga. Essa citocina € produzida em grandes concentracbes em
pacientes MB (Gaffen et al., 2014; Moubasher et al., 1998; Madan et al., 2011).

1.3.4. TLR6

O TLR6 forma heterodimero com TLR2 em um complexo incluindo CD14, para
reconhecer lipoproteinas diaciladas e acido lipoteicéico. A funcdo especifica do TLR6
no reconhecimento dos diversos patdgenos € menos compreendida que a de TLR1 e
TLR2. No entanto, sabe-se que é fundamental para a sintese de goticulas lipidicas em
células infectadas com o bacilo (Noreen e Arshad, 2015; Shey et al., 2010).

Pesquisadores demonstraram que o alelo T do SNP rs5743810 tem um efeito
protetor contra o0 desenvolvimento da tuberculose e associacdo a infecgdes complicadas
da pele. Além disso, o SNP foi relacionado a secrecdo alterada de IL-6 e menor
sinalizacdo de NF-xB em resposta ao lisado de Mycobacterium tuberculosis (Shey et al.,
2010; Schurz et al., 2015; Stappers et al., 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Os receptores do tipo Toll detectam diferentes antigenos e s&o habilitados para o
reconhecimento de uma grande variedade de microrganismos (Abbas et al., 2015;
Iwasaki e Medzhitov, 2004). Os TLRs 1, 2,4 e 6 foram identificados como capazes de
reconhecer o M. leprae, e apos interagir com o ligante, desencadeiam ampla resposta
antimicrobiana e inflamatdria. Polimorfismos nesses receptores foram associados as
doencas autoimunes, infecciosas e inflamatdrias. Dentre elas estdo a hanseniase,
tuberculose pulmonar, dermatite atopica e lupus eritematoso sistémico (Bochud et al.,
2008; Suryadevara et al., 2013; Schurz et al., 2015; Stappers et al., 2014; Dias et al.,
2016; Rupasree et al., 2015). Fatores de transcrigdo ativados pelas vias de sinalizacdo de
TLR estimulam a expressao de citocinas como TNF e IL-1, quimiocionas e moléculas
de adesdo endotelial (Abbas et al., 2015; Medzhitov e Janeway, 1997).

Os tratamentos mais utilizados para 0 ENH no Brasil séo talidomida e
prednisona. Recentemente foi demonstrado que a prednisona atua modulando citocinas
pré-inflamatorias diretamente ou através da supressao de células imunologicas que
produzem essas citocinas. Estudos revelaram que a talidomida e seus derivados sao
inibidores eficazes da producdo de TNF-a induzida por TLR4, e que o efeito inibitorio
da talidomida nas citocinas induzidas por TLR e na producdo de IFN tipo 1 pode
potencialmente colaborar para a eficacia desse composto no tratamento de ENH. Estes
achados indicam que o tratamento pode alterar a resposta imunoldgica induzida por toll-
like (Dias et al., 2016; Millrine et al., 2016; Millrine e Kishimoto, 2017; Negera et al.,
2018).

Todos os medicamentos empregados no tratamento do ENH apresentam
restricdes de uso, como risco de dependéncia para a prednisona, e neuropatia periférica
e teratogenicidade para a talidomida. Polimorfismos em genes envolvidos na imunidade
inata que se relacionam ao reconhecimento do hospedeiro podem ser determinantes no
curso da doenga e aparecimento de ENH, e podem também influenciar na manifestagdo
de eventos adversos relacionados ao uso de medicagdes. Sendo assim, um estudo
farmacogenético de variantes nesses genes poderia auxiliar na compreensdo dos

processos de doenca e no manejo do ENH.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar a influéncia de variantes genéticas de receptores do tipo toll na resposta

ao tratamento do eritema nodoso hansénico com talidomida e prednisona.

3.2. Objetivos Especificos
e Em pacientes com ENH que utilizam talidomida e/ou prednisona estudar a
frequéncia de polimorfismos dos genes TLR1/rs4833095, TLR2/rs3804099,
TLR4/rs1927914 e TLR6/rs5743810.

e ldentificar a relacdo entre o perfil de melhora no tratamento (medido pela
reducdo de dose) com talidomida e/ou prednisona e os polimorfismos em
TLR1/rs4833095, TLR2/rs3804099, TLR4/rs1927914 e TLR6/rs5743810.

e Relacionar o perfil de efeitos adversos com a frequéncia dos polimorfismos nos
genes TLR1/rs4833095, TLR2/rs3804099, TLR4/ rs1927914 e TLR6/rs5743810.
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ABSTRACT

Erythema nodosum leprosum (ENL) is a painful inflammatory complication
caused by a humoral immune response to Mycobacterium leprae. In Brazil, the most
used drugs for treatment of ENL are thalidomide and prednisone. Some Toll-like
receptors (TLRs), as TLR1, TLR2, TLR4 and TLR®6, have been identified as capable of
recognizing M. leprae and triggering a wide antimicrobial and inflammatory response.
Polymorphisms in the genes of these receptors could be determinant in the course of the
disease and the appearance of ENL. Therefore, the objective of this work was to
evaluate the influence of genetic variants of TLRs genes in the response to the treatment
of ENL with thalidomide and prednisone. A total of 130 ENL patients treated with
thalidomide and/or prednisone were recruited from different regions of Brazil and
clinical information on leprosy, ENL, treatments and possible adverse effects were
collected from medical records. Patient’s DNA were extracted and genetic variants in
TLR1 (rs4833095), TLR2 (rs3804099), TLR4 (rs1927914), and TLR6 (rs5743810) were
genotyped by TagMan PCR system. Generalized Estimating Equation (GEE) analyzes
were performed to assess the influence of polymorphisms in on the variation of the dose
of thalidomide and prednisone over the time. In this sample, 76,2 % were men, 46,2%
were in treatment for leprosy and the median dose of prednisone and thalidomide
throughout six visits were 40mg/day and 100mg/day, respectively. We found that the
dose of thalidomide in the CT and TT genotypes of TLR1/rs4833095 varied around
48mg between the North and South regions (p<0.0001). For TLR2/rs3804099, the
variation also occurred according to the patient's region. In all genotypes of this SNP
(CC, CT and TT), patients in the South region received an average of 45.3mg less
thalidomide compared to the North region (p=0.001). Regarding to prednisone, we
identified that the effect of the CT and CC genotypes on dose variation depended on
time (p=0.018). The effect of the genotype on the variation of the thalidomide dose in
the AA and AG genotypes of TLR6/rs5743810 depends on time. During treatment we
could observe a dose reduction only for individuals AG and GG. The analysis of the
association between the genetic variants and the manifestation of adverse effects
showed an association between the TT genotype of TLR1/rs4833095 and edema
(p=0.019). In addition, the TT genotypes of TLR2/rs3804099 genotypes (p=0.016) were
associated with adverse dermatological effects. TLRs have demonstrated importance in
the recognition of M. leprae and activation of the immune system and, and in this study

shows that, although the relationship between dose of medications and response to
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treatment is complex, varying throughout treatment, the evaluation of TLRs can help to

understand the ENL therapy.

Key words: Toll like receptor, thalidomide, prednisone, erythema nodosum

leprosum
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INTRODUCTION

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae. It
especially injures the skin and peripheral nervous system, resulting in disabilities and
characteristic deformities [1]. The most used classification systems are Ridley-Jopling
(based on clinical, pathological, bacilloscopic, and immunological criteria) and the
World Health Organization (WHO) (a simplified operational classification to facilitate
leprosy treatment). In the Ridley-Jopling, patients are classified as indeterminate,
tuberculoid, borderline and lepromatous; In WHO system, patients are classified as
paucibacillary (PB) and multibacillary (MB), according to clinical manifestation, being
the latter more severe [2,3]. After infection, M. leprae bacilli are initially recognized by
several innate immune receptors, including Toll-like receptors (TLRs). TLRs are
membrane receptors capable of interacting with several types of molecules, such as
proteins and lipopolysaccharides [4,5]. Several studies indicate the recognition of
mycobacteria by TLRs represents an essential step to produce an immune response
qualified to protect against infection. [6-10]. Each receptor recognizes different patterns
and specific ligands of microbial components [11,12]. TLRs 1, 2, 4 and 6 have been
identified as capable of recognizing M. leprae, and after interacting with the ligand they
trigger a wide antimicrobial and inflammatory response. The innate immune response
influences the type of adaptive immune response induced by the expression of genes
which are mostly regulated by interaction of the TLR [13]. Transcription factors
activated by TLR signaling pathways stimulate the expression of cytokines such as
Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) and Interleukin 1 (IL-1), chemokines and
endothelial adhesion molecules [14,15].

Interestingly, around 50% of lepromatous leprosy (LL) patients and 5 to 10% of
borderline-lepromatous (BL) patients develop an inflammation conditions related do
leprosy. One of them, called erythema nodosum leprosum (ENL), is characterized by
painful subcutaneous erythematous nodules that can ulcerate, fever, general malaise and
systemic inflammation [2,5]. ENL affects patients with poor cellular immune responses
but who have preserved humoral responses, an its immunopathological mechanism is
not yet fully understood, but high levels of the proinflammatory cytokine TNF-a are
associated with the pathogenesis of the reaction [16]. In order to manage the ENL
symptoms, thalidomide is one drug used, according to the severity of the reaction.
Thalidomide has a rapid action with symptom control within 24-48 hours, mainly due to

the its anti-inflammatory action by inhibiting TNF-alpha production by macrophages [2,
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17, 18]. In addition, the use of systemic corticosteroids may be necessary for patients
with moderate, severe and recurrent ENL [19]. It acts in inflammation by suppressing or
inhibiting the activation of the transcription factor nuclear factor kappa beta (NF-kB),
which regulates genes that encode various pro-inflammatory cytokines [2, 5].
Polymorphisms in TLRs have been associated with autoimmune, infectious and
inflammatory diseases. Among them are leprosy, pulmonary tuberculosis, atopic
dermatitis and systemic lupus erythematosus [13-16, 20, 21]. The SNP rs4833095 of
TLR1 results in an amino acid change from asparagine to serine. This change is believed
to affect the interaction of TLR with the ligand, leading to a decreased immune response
[22]. In TLR4, the SNP rs1927914 alters the signaling of the receptor, being able to
modulate the growth of bacilli, which in turn influence the immune response [23]. SNPs
in TLR2 and TLR6 were previously associated with leprosy or tuberculosis [20, 24, 25],
but their specific roles are less understood. Due to the relevance of TLR in inducing an
immune response, in this study we evaluated the influence of polymorphisms in the
TLR1 (rs4833095), TLR2 (rs3804099), TLR4 (rs1927914) and TLR6 (rs5743810) genes
in response to the treatment of erythema nodosum leprosum with thalidomide and

prednisone.

MATERIAL AND METHODS
Sample

The sample consisted of 130 patients with ENL that were selected in 6 centers:
at Hospital de Clinicas of Porto Alegre and at Sanitary Dermatology Clinic, in Porto
Alegre (RS) South Brazil, at National Reference Center of Sanitary Dermatology Dona
Libania in Fortaleza (CE), at Humanized Reference Center of Sanitary Dermatology in
Imperatriz (MA) and Aquiles Lisboa Hospital in Sdo Luis (MA) in Northeast Brazil,
and at Dermatology Ambulatory of the University of S&o Paulo in Monte Negro (RO) in
the north of Brazil.

The inclusion criteria were ENL patients between 18 and 85 years-old, treated
with thalidomide and/or prednisone and with a follow-up of up to six visits. All
participants were informed about the research objectives and signed an informed
consent form. This study was approved by the Ethics Committee of Hospital de Clinicas
de Porto Alegre under CAAE 8989519.5.0000.5327.
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Clinical and demographic data analysis

Up to six visits previously registered in the patient's medical record were
analyzed with the collection of demographic data, including: sex, age and place of
origin, according to Brazilian political region; history of leprosy (moment of diagnosis
and treatment used); and history of ENL (diagnosis, treatment, adverse effects, history
of relapse and dose of medications used). ENL was classified as acute, a single episode
lasting less than 24 weeks; chronic with a second episode or following episode 28 days
or more after the end of treatment and recurrent, with constant episodes for more than
24 weeks [26].

Genetic Analyses

The patient’s DNA was extracted from saliva samples with Oragene® Kits
(DNA Genotek), whilst peripheral blood DNA was obtained with the Flexigene® Blood
Kit (QiagenTM) extraction kit, according to manufacturers' instructions.

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) were chosen based on literature data.
The rs4833095 of TLR1 (C_44103606_10), rs3804099 of TLR2 (C_22274563_10),
rs1927914 of TLR4 (C_2704048_10) and rs5743810 of TLR6 (C_1180648 20) SNPs
were genotyped using the Real-Time PCR technique, with TagMan assays (Applied
Biosystems USA).

Statistical Analyses

The chi-square test was used to evaluate Hardy-Weinberg equilibrium for all
polymorphisms. The generalized estimating equations method (GEE) was used to
evaluate the influence of the TLR polymorphisms in the dose variation of thalidomide
and prednisone. This method is a repeated measures analysis focused on average
changes in response over time and on the impact of covariates on these changes. The
covariates inserted in the model were: the region of origin of the patient, concomitant
use of multidrug therapy (MDT) for leprosy treatment, and the use of other medications
and other treatments for ENL.

The evaluation of the effect of TLR on the occurrence of adverse effects related
to thalidomide treatment was conducted using chi-square test. All statistical analyses
were performed with SPSS version 20 (SPSS, www.spss.com, [IBM, USA).
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RESULTS

In this study, 130 patients with ENL were included, which 99 (76.2%) were
male and 118 (90.8%) had chronic ENL. About 80% (n=102) of the patients presented
LL, and 46% (n=60) were using multidrug therapy during the treatment for ENL. The

demographic and clinical characteristics of the sample are presented in Table 1.

Table 1: Clinical and demographic characteristics of ENL patients

Chatacteristic N (%)
Male 99 (76.2)
Concomitant Multidrug therapy for leprosy 60 (46.2)
Other medications 103 (79.2)
Prednisone dose [Median (Ps/P7s)] 40.00 (30/50)
Thalidomide dose [Median (P,s/P+5)] 100.00 (100/200)

Patient Origin
South 23 (17.7)
Northeast 93 (71.5)
North 14 (10.8)

Leprosy:

Borderline-borderline (BB) 0
Borderline-lepromatous (BL) 28 (21.5)
Lepromatous-leprosy (LL) 102 (78.5)

ENL
Acute 6 (4.6)
Recurrent 2(1.5)
Chronic 118 (90.8)

Adverse Effects:

Neurological® 43 (33.1)
Grastrointestinal® 25 (19.6)
Musculoskeletal® 33 (25.4)
Ocular® 22 (16.9)
Edema 24 (18.5)
Dermatological® 9 (6.9)

Fever 16 (12.3)

A Paresthesias,dizziness,tremor,neuritis, headache; B. diarrhea, vomiting, gastric fullness, constipation and inappetence; .

myalgia, arthralgia and weakness; °. decreased visual acuity and eye irritation; &. pruritus, dry skin and hair loss.

Genotype distributions were tested for Hardy-Weinberg equilibrium and the
allele and genotype frequencies of the polymorphisms are shown in Table 2. However,
TLR4 (rs1927914) polymorphism was not in Hardy-Weinberg equilibrium, and because

of this it was removed from further analysis.
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Table 2: Genotype and allele frequency of toll-like receptors

Sample ABraOM

Gene Polymorphism Genotype/Allele  Number  Frequency Frequency P-value
(%) (%)
TLR1  rs4833095 (T>C) TT 27 21
Missense variant TC 66 51
(Asn248Ser) cC 37 29
T 120 46 52
C 140 54 48 0.396
TLR2  rs3804099 (T>C) TT 38 29
Synonymous variant TC 60 46
CcC 32 25
T 136 52 54
C 124 48 46 0.776
TLR4  rs1927914 (G>A) GG 35 27
Intergenic variant GA 52 40
AA 43 33
G 122 47 NA
A 138 53 NA
TLR6  rs5743810 (A>G) AA 12 9
Missense variant AG 40 31
(Ser249pPro) GG 78 60
A 64 25 24
G 196 75 76 0.869

NA: not available

GEE analyzes were performed to assess the influence of polymorphisms on the
variation of the dose of thalidomide and prednisone over the time. We found that the
dose of thalidomide in TLR1/rs4833095 genotypes varied according to the region of
origin of the patients (Table 3). When compared to the South region, patients with
genotype CT and TT located in the North region used an average of 47.8mg more
thalidomide (p<0.0001). For both drugs, we were unable to identify difference in dose
variation between genotypes over time for TLR1. For TLR2/rs3804099, we also
observed that the dose variation of thalidomide occurred according to the region of the
patients (Table 4). In all genotypes of this SNP (CC, CT and TT), patients in the South
region received an average of 45.3mg less thalidomide when compared to patients
located in the Northern region of the country (p=0.001). For prednisone, we identified
that the effect of the CT genotype on dose variation depended on time (p=0.018).
Despite having started the treatment with a higher average dose, when compared to CC,
patients with CT genotype showed a greater dose reduction over time (Figure 1).



40

Table 3. Analysis of interaction between genotypes of TLR1 polymorphism (rs4833095) and time related
to dose of thalidomide and prednisone estimated using the Generalized Estimates Equation model (GEE)

Drug Gene  Polymorphism Interaction P-value
Thalidomide®  TLR1 rs4833095 rs4833095 0.738
Region 0.001
MDT 0.201
Time 0.000
rs4833095*Time 0.909
Prednisone rs4833095 0.623
Region 0.477
MDT 0.052
Time 0.001
rs4833095*Time 0.199

1.Dependent variable: Dose of Thalidomide. Model: Region, MDT, Genotype, Time, Dose of Prednisone, Genotype*Time,.
2. Dependent Variable: Dose of Prednisone. Model: Region, MDT, Genotype, Time, Dose of Thalidomide, Genotype*Time.

Table 4. Analysis of interaction between genotypes of TLR2 polymorphism (rs3804099) and time
related to dose of thalidomide and prednisone estimated using the Generalized Estimates Equation
model (GEE)

Drug Gene  Polymorphism Interaction P-value
Thalidomide*  TLR2 rs3804099 rs3804099 0.286
Region 0.002
MDT 0.180
Time 0.000
rs3804099*Time 0.231
Prednisone’ rs3804099 0.020
Region 0.425
MDT 0.036
Time 0.031
rs3804099*Time 0.018

1. Dependent variable: Dose of Thalidomide. Model: Region, MDT, Genotype, Time, Dose of Prednisone, Genotype*Time.
2. Dependent Variable: Dose of Prednisone. Model: Region, MDT, Genotype, Time, Dose of Thalidomide, Genotype*Time.
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Figure 1. Line chart of the prednisone dose averages with TLR2/rs3804099 genotypes discriminated by
the times evaluated

The effect of the genotype on the variation of the thalidomide dose in the AA
and AG genotypes of TLR6/rs5743810 depends on time (Table 5). When compared,
individuals with AA genotype used a higher average dose (p=0.048). Individuals of all
genotypes (AA, AG and GG) started therapy with a similar dose average. However,
during the treatment we could observe a dose reduction for individuals AG and GG. In
contrast, in addition to showing an increase, throughout the treatment, AA individuals

used an average higher dose of thalidomide (Figure 2).

Table 5. Analisys of interaction between genotypes of TLRs and time related to dose of thalidomide and
prednisone estimated using the Generalized Estimates Equation model (GEE)

Drug Gene Polymorphism Interaction P-value
Thalidomide*  TLR6 rs5743810 rs5743810 0.951
Region 0.000
MDT 0.131
Time 0.046
rs5743810*Time 0.024
Prednisone’ rs5743810 0.231
Region 0.417
MDT 0.089
Time 0.047
rs5743810*Time 0.712

1.Dependent variable: Dose of Thalidomide. Model: Region, MDT, Genotype, Time, Dose of Prednisone, Genotype*Time,
2.Dependent Variable: Dose of Prednisone. Model: Region, MDT, Genotype, Time, Dose of Thalidomide, Genotype*Time,
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Figure 2. Line chart of the prednisone dose averages with TLR6/rs5743810 genotypes discriminated by
the times evaluated.

Analysis of genetic variants and the manifestation of adverse effects showed an
association between the rs4833095/TLR1 genotypes (p=0.019) and edema. These effects
were present in 24 (19.2%) patients, and the TT genotype was shown to be associated
with the presence of edema, whereas CT and CC were not. The proportion of TT
individuals with the presence of edema was 37.5%, in contrast to CT and CC patients,
in which there was a greater proportion of those who did not have this adverse effect
(82.1%). In addition, the TT genotypes of TLR2/rs3804099 (p=0.016) were associated
with adverse dermatological effects, the presence of pruritus, hair loss and xeroderma.
In these, the proportion of patients with TT genotype who had dermatological effects
was 66.7%, while those with the CT and CC genotype were only 33.3% (Table 6).

Table 6: Frequency of adverse effects of TLRs

Absence-N Presence-N

Polymorphism Genotype (% within effect) (% within effect) P-value®
CcC 27 (26.7) 9(37.5)

TLR1® CT 56 (55.4) 6 (25) 0.019
TT 18 (17.8) 9 (37.5)
cC 28 (24.1) 2(22.2)

TLR2¢ CT 57 (49.1) 1(11.2) 0.016
TT 31(26.7) 6 (66.7)

A Fisher's exact test. B.Edema.C.Dermatological adverse effects: pruritus, shedding and xeroderma.
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DISCUSSION

This study aimed to evaluate the influence of genetic variants of toll-like
receptors in the response to the treatment of ENL with thalidomide and prednisone. We
found that the effect of the TLR2/rs3804099 polymorphism on the prednisone dose and
the effect of the TLR6/rs5743810 polymorphism on the thalidomide dose depend on
time. In addition, we found an association between TRL1/rs4833095 and edema, as well
as TLR2/rs5743810 adverse dermatological effects.

Different constituents of M. leprae have been characterized as potent TLR
ligands and stimulators, such as the triacylated lipoproteins that have been indicated as
activators of TLR2/TLR1 heterodimers and TLR2 homodimeric cells [27]. Krutzik et al.
(2003) showed that the 19 and 33 kDa lipoproteins of the microorganism are capable of
activating monocytes and dendritic cells in vitro [6]. In addition, lesions of patients with
tuberculoid form showed higher expression of TLR2 and TLR1 when compared to the
lepromatous form of the disease, which one is more frequent in ENL patients [27].

In this study, the effect of the CT and TT genotype of TLR1/rs4833095 on the
dose variation of thalidomide differed according to the region of the patients.
Individuals CT and TT located in the North region used an average of 221.5mg, while
in the South the average was 157mg. The thalidomide tablet contains 100 mg, so the
average difference of 64.5 mg between regions could be considered clinically relevant,
being equivalent to more than half a tablet. These results may be related to the genetic
heterogeneity of the Brazilian population [28]. The allele distribution of this SNP
(TLR1/rs4833095) varies widely between white and black ethnicities, the T allele in
whites has a frequency of 72% and in blacks 12% [29]. However, they also may be
related to treatment scheme, since currently there is no standard dosage or indication for
discontinuation the thalidomide in the ENL in Brazil, and each center apply different
doses and therapies related to these drugs [2,30]. Thus, both the prescribed dosage of
thalidomide and the reduction of the medication, remain conditioned to the local
medical conduct. Therefore, the findings of this study highlight the need for the
institution of guidelines for the prescription and discontinuation of thalidomide.

It is believed that the change in amino acids (Asn248Ser) generated by the T
allele in this SNP (TLR1/rs4833095) affects the folding mechanism of the TLR1 and its
ability to interact with the ligand, as well as hindering its ability to form heterodimers
with TLR2. Thus, the generated immune response becomes insufficient [31]. In

addition, Uciechowski et al. (2011) suggested that this SNP affects the expression of the
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cell surface of TLR1 [32]. Taken together, these data may indicate that individuals
homozygous for the T allele of this SNP may show less signaling and inflammatory
activity in response to M. leprae, resulting in the need for lower doses of anti-
inflammatory drugs. However, in this study we were unable to identify dose variation
between different genotypes.

Kang and Chae (2001) reported that the TT genotype of the rs3804099/TLR2
polymorphism could be associated with susceptibility to leprosy. The authors suggested
that this variant (T) could affect the signaling function of the receptor, resulting in a
deficient immune response [33]. Corroborating with these data, Santana et al. (2017)
reported that the T allele of this SNP was positively associated with an increased risk of
developing leprosy per se in a population in Northeast Brazil. In addition, in the
population studied by Santana et al, carriers of the T allele were associated with higher
serum levels of IL-17 and greater production of IL-6 [34]. In the present study, we
identified that the effect of TLR2/rs3804099 genotypes on thalidomide variation also
occurred according to the patient's origin. For all genotypes of this SNP, the average
dose in the South region was approximately 161mg, while in the North region it was
around 220mg. The average difference of 56.7mg in the dose could be equivalent to half
a tablet. As for TLR1, these findings may be related to the heterogeneity of the Brazilian
population. For SNP TLR2/rs3804099 there is also a difference in allelic frequency
between ethnic groups. In whites, the T allele has a frequency of 56%, while in blacks
the frequency of the same allele is 36% [29]. However, we cannot ignore the absence of
protocols for discontinuing the medication. In this sample, individuals with the CT
genotype used a lower dose of prednisone throughout the treatment, compared to the
CC. Prednisone is widely used in the treatment of ENL, acting in the modulation of pro-
inflammatory cytokines, such as IL-1p and IL-17A, directly or through the suppression
of the immune cells that produce these cytokines [5]. The need to administer higher
doses of corticosteroids throughout the treatment may indicate that patients
homozygous for the C allele have an immune profile with greater inflammatory activity.

Within the leprosy spectrum, Mattos et al. (2011) suggested that TLR6-
dependent signaling in interactions between M. leprae and Schwann cells plays a
critical role in favor of phagocytosis and in signaling to induce lipid droplet biogenesis
in infected cells; thus providing mycobacterial survival and persistence of the
microorganism in the nerve [8]. The SNP rs5743810 of TLR6 has been associated with

susceptibility to tuberculosis (TB) among ethnic, African, European and Hispanic
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groups. It has been proposed that this polymorphism influences the recognition of
ligands and reduces cell signaling, with the A allele and the AG and AA genotypes
demonstrating to have a protective effect against the development of TB [22]. In this
study, the effect of the TLR6/rs5743810 polymorphism on the thalidomide dose was
time dependent. At the beginning of treatment, all the patients, with different genotypes
(AA, AG and GG) used a similar average dose. However, during treatment we could
observe a dose reduction only for individuals AG and GG. Less signaling could imply
less inflammatory response, resulting in the need to administer lower mean doses of the
medication.

The predominant number of male patients found in this study is in accordance to
the literature, which reports that proportionally more men than women are diagnosed
with leprosy and ENL, in addition to developing severe disabilities more frequently in
men [35,36]. Most individuals had lepromatous leprosy, this being the form mainly
associated with ENL. In addition, many patients were using concomitant MDT,
showing that these reactions occur more commonly during the first year of treatment
[5,35]. Together, the findings corroborate the hypothesis that the amount of soluble
antigen during treatment, due to bacterial death, causes excessive activation of the
immune system, inducing an inflammatory state, especially in those with high bacillary
load at the beginning of therapy [2,37].

In this study, we also found an association between the SNP TT genotype
rs4833095 (TLR1) and edema. We also identified an association between TT genotypes
of TLR2/rs3804099 with dermatological effects, which include pruritus, shedding and
xeroderma. Among these, xeroderma or dry skin was the most common, present in
about 7 individuals (5.3%). Edema can be associated with the use of prednisone, while
dry skin is an effect known to be associated with the use of thalidomide [2,38,39].
Considering that several patients were using MDT for leprosy, the effects may be
related to treatment due to the use of clofazimine. Both MDT and the drugs used to treat
ENL can influence the appearance of adverse effects.

We must consider some limitations in our study. We conducted a retrospective
study in which the patient's clinical data and treatment conduct were obtained from
medical records, thus some important information could be missing in our analyses. The
lack of standardization in the description of such information or the absence of reports
could not be excluded. Another limitation is related to patient’s origin. They were

collected in different regions of the country and the heterogeneous genetic background
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of the Brazilian population may have been underestimated in the analysis and
interpretation of the results. Moreover, we did not find in the literature data showing
that the SNP TLR4/rs1927914 is in Hardy-Weinberg imbalance. Therefore, further
analysis will be carried out to understand the reason for the imbalance.

From the results of this study, we identified some genetic variants in the TLR
genes that may influence the response to treatment with thalidomide or prednisone. The
effects of the genotypes were dependent on time and region of origin of the patient.
These results may be related to the lack of standardization of the use and
discontinuation of thalidomide in the reaction. ENL is a chronic and difficult to control
condition, and most patients remain on treatment for more than a year, often receiving
large amounts of anti-inflammatory drugs. Given that TLRs are associated with bacillus
recognition and survival in the host, it is suggested that they are related to the response
to treatment, due to their role in inducing an immune response. There are still many
gaps to be filled in our knowledge of the interaction mechanism between the different
TLRs and M. leprae and how they can interfere with the course and treatment of the
disease. However, this study shows that the evaluation of TLRs can help to understand

the response to treatment of ENL with thalidomide and prednisone.
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5. DISCUSSAO

O Brasil € considerado um pais endémico para hanseniase. Somente em 2018, a
OMS relatou 28.660 novos casos da doenca nesse pais, representando um importante
problema de satde publica, especialmente nas regides Norte e Nordeste do pais (Costa
et al., 2018; WHO et al., 2018). O ENH ainda acomete milhares de pessoas, causando
limitacGes fisicas. Acometendo frequentemente homens, entre 30 e 60 anos, em idade
economicamente ativa que, devido aos efeitos das reacdes, podem ter sua capacidade de
trabalhar limitada, sofrendo dificuldades financeiras (Chandler et al. 2015; Lastéria e
Abreu, 2014). Por ser uma doenga tropical negligenciada, a hanseniase recebe poucos
investimentos em novas terapias e, pela caracteristica de cronicidade do ENH, os
pacientes sdo submetidos a longos periodos de tratamento, com altas doses de farmacos
que podem gerar efeitos adversos. Além disso, os pacientes acometidos sofrem com o
estigma social decorrente da doenca, que implica em isolamento social e carga
psicoldgica (Costa et al., 2018; Fischer, 2017; Silva et al., 2017).

Nesse trabalho, com o propésito de auxiliar na compreensdo dos processos de
doenca e no manejo do ENH, investigamos a influéncia de variantes genéticas de
receptores do tipo Toll (TLR) na resposta ao tratamento do eritema nodoso hansénico
com talidomida e prednisona. Visto que os receptores TLR sdo capazes de identificar
diferentes antigenos microbianos, gerando ampla resposta inflamatéria e, com base no
fato de que polimorfismos nesses receptores foram associados a diversas doencas, nés
nos perguntamos se esses genes poderiam influenciar na variacdo e reducdo de dose ao
longo do tratamento (Bochud et al., 2008; Schurz et al., 2015; Stappers et al., 2014).
Para elucidar essa questdo, analises foram realizadas a partir de 130 amostras de
pacientes com ENH tratados com talidomida e/ou prednisona. Foram analisados
polimorfismos em  TLR1/rs4833095, TLR2/rs3804099, TLRA4/rs1927914 e
TLR6/rs5743810, previamente associados a interacdo e defesa do hospedeiro contra M.
leprae.

Os genes foram avaliados em relacdo ao tratamento com talidomida e
prednisona. Identificamos que o efeito do efeito dos genédtipos CT e TT de
TLR1/rs4833095 na variacdo da dose da talidomida diferiu de acordo com a regido dos
pacientes. Em média, na regido Norte individuos com esses gendtipos receberam uma
dose maior do medicamento comparado aos pacientes localizados na regido Sul, cerca
de 60mg. Essa diferenca, equivalente a mais de meio comprimido (50mg), pode estar

relacionado a grande miscigenacdo da populacdo brasileira e sua consequente
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heterogeneidade genética (Noman et al.,, 2009). No entanto, também podem estar
relacionada ao esquema de tratamento, uma vez que atualmente ndo ha no Brasil
dosagem padrdo para uso e descontinuagcdo de talidomida no ENH, sendo que cada
centro aplica diferentes doses e terapias relacionadas a esses medicamentos (Costa et al.,
2018; Walker et al., 2015). Assim, tanto a dosagem prescrita de talidomida, quanto a
reducdo do medicamento permanecem condicionadas a conduta médica local.

Kang e Chae (2001) sugeriram que a variante T do polimorfismo
TLR2/rs3804099 pode afetar a funcdo de sinalizacdo do receptor, resultando em uma
resposta imune deficiente. O alelo T foi associado a susceptibilidade a hanseniase pelos
mesmos autores (Kang e Chae, 2001). Em nosso estudo, identificamos que o efeito dos
genoétipos de TLR2/rs3804099 na variagdo da talidomida também ocorreu de acordo
com a regido do paciente. Todos os individuos (CC, CT e TT) localizados na regido Sul
receberam uma dose equivalente a meio comprimido (56,7 mg) a menos do que 0s
pacientes da regido Norte. Assim como para TLR1, esses achados podem estar
relacionados a heterogeneidade da populacdo brasileira. No entanto, ndo podemos
ignorar a auséncia de protocolos para a descontinuacdo do medicamento. Sendo assim,
esses resultados ressaltam a necessidade da instituicdo de uma diretriz regulamentadora
da prescricdo e desmame de talidomida, especialmente por seus graves efeitos adversos
relacionados. Além disso, nessa pesquisa individuos com o genétipo CT utilizaram uma
dose mais baixa de prednisona durante todo o tratamento, em comparacdo ao genoétipo
CC. A prednisona ¢ amplamente utilizada no tratamento do ENH, atuando na
modulacdo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1B e IL-17A, diretamente ou através
da supressao das células imunes que produzem essas citocinas [5]. A necessidade de
administrar doses mais altas de corticosteroides durante todo o tratamento pode indicar
que os pacientes homozigotos para o alelo C tém um perfil imunolégico com maior
atividade inflamatoria.

Nesse estudo, encontramos que o efeito dos gendétipos na dose de talidomida foi
dependente do tempo para o polimorfismo rs5743810 (A>G) de TLR6. No inicio do
tratamento, todos os pacientes, com diferentes genétipos (AA, AG e GG), usavam dose
média semelhante. No entanto, durante o tratamento, pudemos observar uma reducao de
dose de talidomida apenas para individuos AG e GG. Em estudos anteriores, o alelo A
demonstrou ter um efeito protetor contra o desenvolvimento de tuberculose, sendo que o
a presenca do SNP foi associada a reducéo de sinalizacdo celular (Schurz et al., 2015).

Uma menor sinalizacdo poderia implicar em menor resposta inflamatdria, resultando em
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necessidade de doses médias mais baixas do medicamento. Ao contrario disso, em
nosso estudo a presenca do alelo A foi relacionada & administragdo de doses mais altas
de talidomida. Uma possivel justificativa seria 0 pequeno nimero amostral dentro do
grupo de individuos com genotipo AA.

Através da analise dos polimorfismos, identificamos uma associacdo entre o
genoétipo TT de TLR1/rs4833095 e edema. Além disso, 0s genotipos TLR2/rs3804099
foram associados a efeitos dermatoldgicos adversos. O edema poderia ser associado ao
uso de prednisona, enquanto a pele seca é um efeito comumente associado a utilizagdo
de talidomida (Costa et al., 2018; Millrine et al., 2016). Considerando que Vvarios
pacientes estavam em uso de PQT para hanseniase, os efeitos podem estar relacionados
ao tratamento, devido a clofazimina presente no composto. Tanto PQT quanto os
medicamentos usados para tratar o ENH podem influenciar no aparecimento de efeitos
adversos.

Devemos considerar algumas limitacbes em nosso estudo. Foi realizada uma
andlise retrospectiva em que os dados clinicos dos pacientes e a conduta médica foram
obtidos de prontuérios. A auséncia de padronizacdo na descricdo de tais informacdes ou
a auséncia de relato dos efeitos adversos ndo pdde ser excluida. Outra limitacdo foi que
as amostras foram coletadas em diferentes regides do pais e a heterogeneidade genética
da populagdo pode ter sido subestimada na analise e interpretacdo dos resultados. Além
disso, o uso de clofazimina na PQT pode interferir na variacdo e reducdo de dose dos
farmacos.

Devido ao grande potencial anti-inflamatério dos medicamentos utilizados no
tratamento do ENH, esperavamos observar a melhora clinica do paciente por meio da
reducdo de dose ao longo do tempo. Entretanto, pudemos identificar que devido a
muitos pacientes apresentarem cronicidade da reacdo (90,8%), os regimes de tratamento
foram prolongados e a reducdo esperada da dose ocorreu tardiamente, muitas vezes
comprometendo ainda mais a saude do paciente pelos efeitos adversos relacionados ao
uso dos medicamentos. O ENH é uma condig&o cronica e de dificil controle, sendo que
diferentes variaveis podem influenciar no aparecimento da reagdo. Além disso, devido
ao fato de algumas regifes conterem um nimero menor de individuos, a avaliacdo da
influéncia dos diferentes SNPs se torna mais dificultosa. Apesar disso, esse estudo
mostra que a avaliacdo de TLRs pode auxiliar na compreensédo dos processos de doenca

e no manejo do ENH.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nesse trabalho cumpriram os objetivos propostos.

*Em pacientes com ENH que utilizam talidomida e/ou prednisona estudar a
frequéncia de polimorfismos dos genes TLR1, TLR2, TLR4 e TLR6.

*Identificar a relacéo entre o perfil de melhora no tratamento (firmado na
reducdo de dose) com talidomida e/ou prednisona e os polimorfismos em TLRI1,
TLR2, TLR4 e TLR6.

As frequéncias das variantes foram estimadas e comparadas com a populagéo
brasileira do banco de dados ABraOM. Entretanto, ndo foi possivel demonstrar o
envolvimento dessas variantes com a resposta ao tratamento de ENH.

Nesse estudo, foi encontrada uma associagdo entre a dose de prednisona e
polimorfismo rs3804099 (T>C) do gene TLR2. Além desse, foi encontrada uma
associacdo entre a dose de talidomida e o polimorfismo rs5743810 (A>G) de TLR6. Em
ambos o0s achados, o efeito do gendétipo sobre a variacdo de dose do medicamento foi
dependente do tempo. O SNP rs1927914 em TLR4 estava em desequilibrio de Hardy-
Weinberg, sendo retirado das analises posteriores.

*Relacionar o perfil de efeitos adversos com a frequéncia dos polimorfismos
nos genes TLR1, TLR2, TLR4 e TLR6.

Através da analise dos polimorfismos, identificamos uma associacdo entre o
gendtipo TT de TLR1/rs4833095 e edema. Além disso, os gendtipos TT de

TLR2/rs3804099 foram associados a efeitos dermatoldgicos adversos.

O TLRO foi relacionado as doencas autoimunes, infecciosas e inflamatorias (Dos
Santos et al., 2012; Gebura et al., 2017). Um estudo demonstrou niveis mais altos de
TLR9 nas lesdes de pele e na circulacdo de pacientes com ENH, sugerindo o
envolvimento da imunidade inata na fisiopatologia do ENH (Dias et al., 2016). Por essa

razdo, ainda iremos incluir polimorfismos desse gene em nossas analises.
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Para os receptores que formam heterodimeros, vamos avaliar o efeito de
interagdo entre seus polimorfismos. Além disso, vamos investigar o motivo do
desequilibrio de ligagdo do polimorfismo TLR4/rs1927914, por meio de busca na

literatura e realizacdo de novas analises.
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