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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO/TESE
Matilde Romero

A hanseniase € uma doenca infecciosa crénica caysddMycobacterium lepraeum parasita
intracelular obrigatério com tropismo para Macr@fmga pele e células de Schwann nos nervos
periféricos. As manifestagfes clinicas da hanserdagespondem ao tipo de resposta imune do
hospedeiro ao patégeno para conferir suscetibiidiiiitas doencas tém sido relacionadas com o
sistema HLA devido a sua importancia na respostaméradaptativa. Diversos estudos genéticos,
em diferentes populacdes, tém sido realizados c@moposito de associar o HLA-DRB1 com a
ocorréncia da hanseniager see suas formas clinicas. Porém, os trabalhos aellizcom HLA
classe | sédo limitados. O presente estudo teve ofmedivo analisar possiveis associa¢des entre os
alelos e haplétipos HLA classe |, além do polimsmid TNF -308G>A e a hanseniager se
Dessa forma, um estudo de caso-controle foi reizan uma populacdo de 778 pacientes ndo
relacionados, portadores de hanseniase e 661 lesntesidentes na mesma area geografica do Rio
de Janeiro. Inicialmente, foram identificadas ajd@éncias alélicas e haplotipicas de HLA-A,
HLA-B e HLA-C, assim como o polimorfism®&NF -308G>A, que foram comparadas entre os
casos e controles. Posteriormente, foram idendifisaas frequéncias dos haplotipos estendidos
(HLA-A-B-C-DRB1-TNF -308G>A) e comparadas entre dgas populacfes do estudo. Os
resultados demonstraram uma associacdo entre los #&A-A* 11 e HLA-A* 30 com a
susceptibilidade a hanseniase (p= 0,009 e p= 0r84Fectivamente), enquanto os alelos HLA-A*
01, HLA-B27, HLA-B*50 e HLA-C*05 sugeriram uma assacdo com a resisténcia a doencga (p=
0,029, p= 0,005, p= 0,002 e p= 0,039, respectivéaeAs analises dos hapldtipos revelaram
associacao significativa de HLA-A*11-B*15 (OR=6,16HLA-A*30-B*42-C*17 (OR=4,16) com

a susceptibilidade a hanseniase, assim como o H1A-B*35-C*04 (OR=2,37), mas com perda
de significancia do teste quando corrigido parg@sriaveis sexo e etnia (p=0,117). Por outro
lado, os haplétipos HLA-A*01-C*06 (OR=0,34), HLA-B7-C*02 (OR=0,10) e HLA-B*50-C*06
(OR=0,18) demonstraram associac¢des significativas a resisténcia a doenca. Os resultados
também mostraram que o gendtipo GA do TNF -308/estesociado com a protecdo a hanseniase
(OR=0,74), porém com o nivel de significancia cdesado “borderline” quando corigido
(p=0.06). Em relacdo ao haplétipo estendido, odestiodicou associagdo entre HLA-A*02-B*07-
C*07-DRB1*15-TNF -308G (OR=4,66) e HLA-A*03-B*07-C*07-DRB1*13NF -308G
(OR=4.72) e a suscetibilidade a hanseniase, poodmperda de nivel de significancia quando
corrigido para as covariaveis sexo e etnia (p=0®7&0,101, respectivamente). Muitas dessas
associacgOes ja foram encontradas em outras popslag@nfirmando a importancia desse sistema
no desenvolvimento da doenca.
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ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO
Matilde Romero

Leprosy is a chronic infectious disease causedViggobacterium lepraghat is an obligate
intracellular parasite with tropism for Macrophageshe skin and Schwann cells in the peripheral
nervous system. Clinical manifestations of Leprosyrelate with the type of immune response
from the susceptible host to the pathogen. The ldigtem has been related to several diseases,
due to its important role in the adaptive immunspmse. Several genetic studies of different
populations have been conducted to correlate stibility or resistance of the HLA-DRB1to
leprosyper seand its clinical forms, whereas HLA class | stgdae limited. This present study
aimed to analyze the possible association betwikalesaand haplotypes HLA class | and TéF
-308G>A polymorphism and leproger se.Therefore, we used a population-based case control
study with 778 unrelated patients with leprosy &6d controls from de same geographic area of
Rio de Janeiro. First, HLA-A, HLA-B and HLA-C werevaluated, resulting in the allele and
haplotype frequencies that were compared betwesascand controls, as well as thblF -
308G>A polymorphisms. Lastly, the extensive hapetyrequencies (HLA-A-B-C-DRBINF -
308G>A) were performed and compared between bothulptions. Our results suggested
association of the HLA-A*11 and A*30 alleles angbiesy susceptibility (p=0.009 and p=0.017,
respectively), whereas HLA-A*01; HLA-B*27; HLA-B*5Gand HLA-C*05 appeared associated
with resistance to leprosy (p=0.029; p=0.005; péR.and p=0.039, respectively). Analyses of the
haplotypes demonstrated significant associatioHloA-A*30-B*15 (OR=6.15) and A*30-B*42-
C*17 (OR=4.15) with susceptibility of leprosy, aglas the HLA-A*11-B*35-C*04 (OR=2.37),
but did not significant level when adjusted for twrariates gender and ethnicity (p=0.117). In
opposite, HLA-A*01-C*06 (OR=0.34), B*27-C*02 (OR=ID) and B*50-C*06 (OR=0.17)
haplotypes demonstrated significant associatioh weisistance to leprosy. Results also showed that
the GA genotype of TNF -308 was associated to ptiote to leprosy (OR=0.74), but with the
significance level considered “borderline” whenwadgd (p=0.06). For the extensive haplotype, the
study indicated association between HLA-A*02-B*070Z-DRB1*15-TNF -308G (OR=4.66) and
HLA-A*03-B*07-C*07-DRB1*15-TNF -308G (OR=4.72) and susceptibility to leprosy, tith

lost significance level when adjusted for the c@atas gender and ethnicity (p=0.077 and p=0.101,
respectively). Many of these associations haveadirebeen found in other populations with
leprosy, which confirmed the importance of this tegs in the disease development.
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I. INTRODUCAO

1. HANSENIASE

1.1 Aspectos Gerais

A hanseniase é uma doenca infecciosa crbnica, adauyselo Mycobacterium
leprag que € um parasita intracelular obrigatorio, ppaknente de macrofagos na pele e
de células de Schwann nos nervos periféricosd.Qepraefoi descoberto em 1873 por
Gerhard Henrik Armauer Hansen, um médico noruegués, baseado em estudos
epidemiolégicos, formulou a hipétese de que a hdase possuia uma causa especifica e
assim, mudou o conceito causador da doenca quersalerada hereditaria. A hanseniase
€ uma doenca milenar que, apesar da diminuicaAauaepievaléncia nos ultimos anos,

ainda permanece como problema de saude publicaugtmsmpaises (OMS, 2009).

Enquanto a maioria dos individuos que sédo expoastodbaciloM. leprae sdo
resistentes, um pequeno grupo, entre 0,1 — 1% wdalsena doenca. As manifestacbes
clinicas da hanseniase estdo associadas ao tiespiesta imunoldgica desenvolvida pelo
hospedeiro ao patdgeno, sendo caracterizadas giesleutaneas e do sistema nervoso
periférico. O curso da doenca pode se estendearm® e o tropismo dil. leprae pelos
nervos periféricos implica em neuropatia que padar a incapacidade e deformidade

fisica em varios graus com consequéncias psic@isqeira 0s pacientes e seus familiares.

Embora oM. lepraepossua baixa patogenicidade, sua infectividadevada. Esta
propriedade ndo depende apenas de suas carazasristrinsecas, mas sobretudo, de sua
relacdo com o hospedeiro e o grau de endemicidadeetd. Estudos reportaram um risco
aumentado em até 10 vezes, quando ha uma situacamaid de um caso no mesmo
domicilio (Vijayakumaran e col., 1998). Os fatoreais importantes sdo a proximidade e
intensidade do contato e a suscetibilidade herdBdeém, ainda existem lacunas de
conhecimento quanto a outros provaveis fatoregsde implicados, como sexo, idade e
especialmente aqueles relacionados ao ambiental dboet e col, 2004 e Portal da
Saude, 2010).



1.2. Epidemiologia e Transmisséo

Até a década de 1990 a hanseniase era uma doedémiem com ampla
distribuicio mundial, incluindo os paises da Eu@pesia. Um programa de eliminagéo da
hanseniase, adotado pela Organizacdo Mundial dgeS@MS) em 1991, definiu que a
prevaléncia de registros deveria estar abaixo s por 10.000 habitantes. A introducao
da poliquimioterapia (PQT) em larga escala posshilque essa meta fosse alcancada por
muitos, mas nao todos os paises. A hanseniaseneargendo um problema de saude
publica em diversos paises de baixo desenvolvimeitm-econdmico. Conforme dados
divulgados pela OMS, em 2009 a prevaléncia da Inégase global foi de 213.036 casos e
0 numero de casos novos detectados foi 249.00Te®e=rca de 80%, concentram-se em

apenas 5 paises: India, Brasil, Indonésia, RemibBl@mocratica do Congo e Bangladesh.

O Brasil tem diminuido sua prevaléncia anualmgmeém com valor acima de 20
casos a cada 100.000 habitantes (Figura 1.1), ipassmaior prevaléncia no ranking
mundial (OMS, 2009). Em 2008, ao Brasil coube aindgegundo lugar no ranking em
namero de novos casos (38.914). O Plano Nacionglindenacdo da Hanseniase, adotado
no ano de 2006 com o objetivo de reduzir a taxprdealéncia para menos de 10 casos a
cada 100.000 habitantes, passou recentemente wpeéaoedas normas e critérios de
controle, tratamento e sistema de vigilancia conobgetivo de reduzir as fontes de
transmissdo principalmente nas regibes com maiodeseros de casos, porém com
acompanhamento por meio do coeficiente de detedgd@asos novos em substituicdo ao
indicador de prevaléncia (Guia de Vigilancia Epigddygica/ Ministério da Saude-MS).

Diversos fatores como; o diagnostico tardio e aytoperiodo de incubacdo da
doenca; contribuem para a persistente taxa eledadeansmissdo da hanseniase, apesar
dos programas mundiais de controle e tratament@®mnAdisso, baixas condi¢cdes sécio-
econdmicas e falta de acesso ao tratamento adegsé#iw associadas com a persistente
incidéncia da doenca em determinadas regides drasilcomo Norte e Nordeste. Juntas,
essas duas regides foram responsaveis por mai@%delé novos casos no ano de 2009
(DATASUS, 2010).

Pouco se sabe sobre o mecanismo de transmissadydobacterium leprae
Acredita-se que, através do convivio de individsuscetiveis com pacientes ndo tratados,

o bacilo penetre pelas vias aéreas superiores endendo da resposta imune do
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organismo, pode ou ndo se disseminaMQOepraetem um periodo de incubacéo lento
gue varia entre 3 e 5 anos e demonstra preferpociarescimento em regides mais frias
do organismo, sendo caracterizada por lesdes @a#dmealo sistema nervoso periférico,
além de acometer mucosas, olhos, testiculos enbafus. Novas estratégias de controle da
doencga e monitoramento das populagdes de altoasamuam sendo um desafio (Gallo e
col., 2005 e Warwick e Lockwood, 2004).

T'axas de prevaléneia (2 cada 100.000 da populagia)

B Acitna de 20 [ ] Dadosindisponivweis
=R Entre 10 2 20 | | Menhuim caso teportado
Fonte: OWIZ, 2009 [ Abaixo de 10

Figura 1.1: Taxas de prevaléncia da hanseniase no mundo. Degtmsados no
més de Janeiro de 2009 pela Organizagdo Mundi@hdde. O Brasil possui a

maior taxa de prevaléncia mundial.

1.3. Agente Etiolégico

O Mycobacterium lepra€ um bacilo em forma de bastonete reto ou ligedram
encurvado com extremidades arredondadas de apmaimsmte 1 a 8 micra de
comprimento e 0,2 a 0,5 micrémetro de largura. Geram vermelho pela fucsina e ndo se

descora apés a lavagem em solucdo de alcool-4eiidos portanto, um bacilo alcool-
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acido resistente (Ress, 1985). Possui um envoltéelolar formado por membrana
plasmatica, parede celular e uma camada mais extiemominada capsula, composta por
um complexo lipidico similar ao de outras micobaat como os lipopolissacarideos
(LPS) e lipoarabinomanana (LAM). Porém, o domilpddico que confere especificidade
imunoldgica adVl. lepraeé o glicolipideo fendlico 1 (PGL-1), que parectaesnvolvido

na interacdo do bacilo com a laminina da matrizaeelular e envolvida na ligacdo as
células de Schwann nos nervos periféricos do hespe(Daffé & Draper, 1998). Outros
dois importantes polipeptideos de membrana foramntiicados por métodos
bioquimicos, o MMP-I que é uma proteina de 35 kDa BMMP-Il que possui peso
molecular de 22 kDa (Hunter e col., 1990). Acredidaque outras proteinas importantes
estejam presentes na membrana celulaMddeprag porém os métodos convencionais

ainda ndo permitiram sua identificacéo.

Em 2001 foi publicada a sequéncia completa do geandmM. leprae que
demonstrou possuir 3,27 Mbp, incluindo 1.604 gerwdificadores de proteinas e 1.116
pseudogenes, diferentemente Mgcobacterium tuberculosigue possui 3.959 genes e
apenas 6 pseudogenes. Comparagles entre estegedomas sugerem queMh leprae
tenha sofrido uma extrema reducao evolutiva (Cotele 2001). Porém, Akama, e col.
(2009) demonstraram, através de andlise da exprdesBNA, que muitos pseudogenes e
regides nao codificantes dd. leprae ndo séo silenciosas, mas fortemente expressas. A
funcdo da expressdo desses pseudogenes aindacofbegida, mas acredita-se que seja
de regulacdo dos genes e isto poderia explicarupoogbacilo pode sobreviver com um
namero tao limitado de genes codificadores de prase(Akama e col., 2009). Com o
objetivo de entender melhor o impacto transcridiales pseudogenes e suas possiveis
traducdes na fisiologia digl. leprag uma andlise de expresséo génica foi conduzida por
Williams e col. (2009), na qual demonstrou que 4R%odos os pseudogenes encontrados
no genoma do/. lepraeforam transcricionalmente ativos. Porém, os RNA®@&ssos nao
sao traduzidos devido a controles pds-transcrigor@mo a falta de cédons iniciadores de
traducdo e de sequéncias Shine-Dalgarno (SD) no Ri¢Asageiro, além de possuir
regides com varios “stop codons”. Estes mecanissilesciadores de traducdo garantem
uma economia de energia quando ndo ha producacotiegnas que, aparentemente, nao

Sao0 essenciais para o crescimento e sobrevidacdo P&illiams e col., 2009).

Caracteristicas marcantes distinguemMo leprae de outros patégenos como

duplicacao lenta (aproximadamente 11-13 dias), ¢eatpra ideal de crescimento entre
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27°C e 30°C e incapacidade de crescimento em neemultura, sendo sua propagacao
restrita @ modelos animais, como tatus e coxim d& ple camundongos. Estas
caracteristicas tém dificultado o acesso a infoémapbre 0s eventos que S40 necessarios
para que ocorra a transmissao da hanseniase, eoBxqmosi¢cao, o inicio da infeccdo e

varios aspectos da progressao da doenca.

1.4. Classificacdo da Doenca

Durante o curso natural da hanseniase algumas fas#sm ser claramente
identificadas. Conforme Figura 1.3, estas fases Bansenias@er se gravidade das
formas clinicas e ocorréncia e severidade de epsddacionais (Moraes e col, 2006). Os
pacientes também podem apresentar uma forma indet&ta que constitui um estagio
inicial da doenca e que, conforme o estado imummodo individuo, podem evoluir para
a cura, permanecer neste grupo indefinidamenteevaluir para as outras formas da
hanseniase. Pacientes com a forma indeterminadssespam clinicamente manchas
hipocrébmicas e/ou areas de hipo ou anestesia ei@dz@pia € negativa (Ministério da
Saude - MS, 2008).

A classificagdo das formas clinicas da hansen@deem estabelecida por Ridley e
Jopling em 1966, com importante contribuicdo paemtendimento da doenca. Conforme
ilustrado na Figura 1.2, seu grande espectro oliaihistopatoldgico esta relacionado com
a resposta imunolégica do paciente. Em um dosragggpacientes com predominio de
resposta imune mediada por células apresentam sleb@en demarcadas, exame
histopatoldgico caracterizado por infiltrado grammatoso e baciloscopia negativa ou com
rarissimos bacilos. Esta € a forma polar da haasendenominada Tuberculdide (TT). No
outro extremo, 0s pacientes apresentam certo geawesposta imune humoral, com
numerosas lesbes nodulares e infiltracdes difusas vérias partes do corpo. A
baciloscopia é positiva com grande quantidade didosae globias (agregados de bacilos).
Esta é a forma polar altamente infectante da h&ésendenominada Lepromatosa (LL) ou

Virchowiana (Scollard e col., 2006).



A maioria dos pacientes encontra-se em uma cagedariorfica ou “borderline”
entre as duas formas polares da hanseniase que didivididas em: “borderline
tuberculoide” (BT); “borderline borderline” (BB) #orderline lepromatoso” (BL). Os
pacientes também podem exibir uma forma rara cadi@®mo hanseniase neural pura,
um caso clinico isolado caracterizado principalmgmdr lesdes unicamente nos nervos. A
neuropatia na hanseniase resulta ndo apenas dgdimfemas também das respostas
imunologicas e do processo inflamatorio desencaeadntra o M. leprae, levando ao
comprometimento neural, deformacfes e atrofias, e 0s principais agravos

relacionados a doenca.

Os episadios reacionais na hanseniase sédo cong@gde uma inflamacgéo aguda
que podem interromper o curso natural da doencasHsacdes podem ser do tipo |
(reacéo reversa, RR) ou do tipo Il (eritema nodumtsénico, ENH). As reacdes do tipo |
ocorrem nos pacientes borderline (BT, BB e BL) eodem do aumento espontaneo da
imunidade celular com expressdo de genes parangE®@ro-inflamatérias, levando a
hipersensibilidade do tipo tardia aos antigenoddtepraee consequente eliminagcédo do
bacilo. Diversos estudos reportaram as citocinad, IUL-2, IL-12, IFNy e TNF
aumentadas tanto localmente, nas reacdes de leagese, quanto sistematicamente, no
soro e nos leucdcitos circulantes. Como resultamo,pacientes apresentam reacgdes
inflamatorias com lesbes na pele e neuropatia aghslaeacdes do tipo Il ocorrem em
pacientes multibacilares (BL e LL), ou seja, conumidade celular baixa para\b. leprae
e com carga bacilar grande nas lesbes cutadneas aetess periféricos, além de forte
resposta a anticorpos policlonais com altos nideisimunoglobulinas circulantes. As
lesbes agudas do eritema nodoso hansénico sadecaatas por infiltrado neutrofilico

sobrepondo o padréo crénico lepromatoso (Scollaa,&006).

A implicacéo das citocinas TNF e IL-1 em episodieacionais da hanseniase foi
sugerida pela primeira vez por Sarno e col. (199bsteriormente, Yamamura e col.
(1992) caracterizaram a dindmica dos padrfes deitdts associadas a estas reacoes,
atraves da identificacdo de RNA mensageiro dein@goexpressas em lesdes. Nas reacdes
reversas estiveram aumentadas as citocinas IL-E, TIN2 e IFNy enquanto que, no
ENH houve aumento de expresséo das citocinas IL-8,e IL-10. Mais recentemente,
Moraes e col. (1999) analisaram o0 padrdao de exwegénica de citocinas, em células

mononucleares de sangue periférico e em amostrdassdes de pacientes com estados
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reacionais da hanseniase e observaram quey,|Rditor estimulador de coldnia de
macréfagos (GM-CSF), receptor de IL-2 (IL-2R), IR;2perforina e TNF estiveram
aumentadas nesses pacientes em relacdo aos paagm@endo apresentaram estados
reacionais. Também identificaram aumento de ILU-6.Q, IL-12 e TNF em lesbes de pele,
demonstrando a importancia de determinadas cit®ams processos inflamatérios dos
estados reacionais, especialmente o JFje amplifica a producdo de TNF aumentando a

resposta de células T nesses pacientes.

TT BT BB BL LL
Imunidade = o= Produgio
celular de
tanticorpos

_-—_-J
p—

Expressao de citocinas nos tecidos
| IL-2 IFN-y | | IL-4, IL-10 |

Baciloscopia >

Reagoes da hanseniase

< Reacdo Reversa >

Figura 1.2: Aspectos imunologicos das diferentes manifestagidgisas da hanseniase. O |
tuberculoide (TT) apresenta maior imunidadaulegl enquanto que o polo lepromatoso |
maior producao de anticorpos que decresce em girdadexpressao de citocinas especi
Os niveis de bacilos estdo aumentados nas formafkeéhcdes reversas podem ocorrel
duas formas clinicas e o ENH é aomem individuos do pdlo LL. Fonte: Adaptado detBn
& Lockwood, 2004.

EMH



1.5. Diagnéstico e Tratamento

O diagnéstico da hanseniase é essencialmenteoclindm havendo testes com
sensibilidade e especificidade viaveis que possatacthr infeccbes assintomaticas ou
predizer a progressao clinica da infeccao. Os psepodem ser classificados como
paucibacilares (PB) ou multibacilares (MB) conformaumero de lesdes encontradas em
esfregacos de pele, através de um exame bacilescéfara uma classificacdo operacional
mais detalhada, a concentracdo de anticorpos IgMrac@ antigeno (PGL-1) pode ser
detectada no soro dos pacientes através de ensaoénzimatico — ELISA (Chin-A-Lien
e col., 1992), ou ainda correlacionada com a océdiaciloscopio para indicar se o
anticorpo especifico dd. lepraeé um reflexo da carga bacilar (Butlin e col., 19®kssa
forma, a maioria das formas multibacilares (LL/RBlg hanseniase podem ser detectadas,
porém sdo testes limitados para a identificacdofaiasas paucibacilares (TT/BT) dos
pacientes, uma vez que estes desenvolvem respuste icelular e ndo humoral (Geluk e
Ottenhoff, 2006).

A medida padrédo da imunidade mediada por célulMadeprae é a reacao de
Mitsuda, uma reacdo de hipersensibilidade do aipdid, que € avaliada ap0s uma injecao
intradérmica de bacilos mortos aplicada nos paesemiuja medicao € realizada apos 3 a 4
semanas (Goulart e col.,, 2002). Este teste naopéciiso para a hanseniase, pois
individuos que nunca foram expostos ko leprae podem desenvolver uma reacéo
positiva. Porém, pacientes que apresentam umastaspegativa sdo associados com a
forma lepromatosa da hanseniase (LL) e um resufiaditivo esta associado a habilidade
do paciente em desenvolver uma resposta granulesaagémvolvendo a participagao de
células apresentadoras de antigenos (APCs) e itmd6€ CD4+ para a eliminacdo do
bacilo (Scollard e col., 2006).

Mais recentemente, testes moleculares como PCRenoional e PCR em tempo
real tém sido propostos para o diagnéstico dasderolinicas da hanseniase quando
guantidades muito pequenas do bacilo ndo sdo detéstpelos métodos convencionais
(Martinez e col.,, 2006). Técnicas de imagens, camtoassonografia e Imagem de
Ressonancia Magnética sdo usadas nos casos exgeda® hanseniase neural pura
(Goulart e Goulart, 2008).



O tratamento da hanseniase, com administracdo litguiptoterapia (PQT), &
estabelecido a partir da classificagdo operaciprigdosta pela OMS que é essencialmente
clinica com base no numero de lesbes cutaneasgegibes endémicas onde métodos
diagndsticos laboratoriais ndo estejam disponiggifdo sejam confiaveis. Os pacientes
sdo considerados paucibacilares (PB), quando aypaeseaté cinco lesdes cutaneas; ou
multibacilares (PB), quando apresentam mais dedasdes (OMS, 2008).

1.6. Imunologia

A funcéo primaria do sistema imune €, além de mantemeostasia individual, o
combate as infec¢cdes. Porém, na hanseniase ateespose é responsavel pelo amplo
espectro clinico da doenca. Os individuos podensisgeetiveis ou resistentes a infeccao
peloM. leprae Numa primeira etapa, os individuos suscetiveisdifds suscetiveiger se
e, numa segunda etapa, desenvolvem as diferentemdoclinicas que constituem o

espectro de gravidade.

A resisténcia ao desenvolvimento da doenca clénioanferida pela combinacéo de
uma resposta imune inata efetiva e a baixa viridédo M. leprae Apés a infeccdo do
hospedeiro pelo bacilo, pela mucosa nasal, por pikenmicia-se uma resposta imune
primaria através dos receptores de reconhecimath@p (PRR), presentes nas células do
hospedeiro que reconhecem os padrées moleculasesiados aos patogenos (PAMPS).
Os receptores de reconhecimento padrédo podemeseptores semelhantes a Toll 1 e 2
(TLR1/2), receptores de manose, receptores DC-&G@S8lreceptores de complemento.

Os (TLRs) sao os principais receptores de recomteato de componentes da
membrana de patdgenos pelos macrofagos e céluldsititeas na imunidade inata. Como
exemplo, podemos citar os lipopolissacarideos (LPS)ipoarabinomanana (LAM) e
especificamente eml. leprag o PGL-1, além dos polipeptideos de membrana MMP-I
MMP-II. Véarios estudos demonstraram a importan@aseés receptores como iniciadores
tanto da resposta imune inata como adaptativazikretcol. (2003) demonstraram que o
heterodimero TLR2-TLR1 media a ativacdo celulamamnodcitos e células dendriticas,
desencadeando a producédo de citocinas como o Té¢Hega a uma resposta inflamatoria
aguda e a morte dd. leprae O homodimero TLR2 reconhece lipoproteinasviddeprae
como a proteina maior de membrana tipo Il (MMPella lipoproteina de 33-kDa, que
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estdo envolvidas na ativacdo e maturagdo de cé&lplasentadoras de antigenos (Modlin,
2009).

O M. lepraeutiliza seus proprios componentes de membrana graraover sua
sobrevivéncia. O reconhecimento do glicolipidio PGlpode ser facilitado pelo
componente de complemento C3, mas através dessaagaocorre formacdo do “burst
respiratorio” nos macrofagos, sendo este um mewanfelo qual o bacilo neutraliza os
radicais toxicos de oxigénio ainda durante a fdgeei Os receptores de manose
reconhecem moléculas especificas do lipoarabinomaafiadAM) presente na membrana de
diversos patdgenos, que podem modular varias fengéfetoras de fagdécitos
mononucleares, incluindo TNF e produgcdo de nitftorém o reconhecimento dd.

lepraepor esta via também néo viabiliza o “burst regpita” (Scollard e col., 2006).

Quando fagocitado, Bl lepraecontinua utilizando seus componentes de membrana
para neutralizar a atividade bactericida dos maga¥. Estudos recentes evidenciaram que
o bacilo utiliza o triptofano-aspartato contendoteina capsidial (Corola), encontrado na
membrana fagossomal de pacientes, para suprimtivac@o da resposta imune inata

mediada por TLR-2 nos macrofagos, impedindo suanagdo (Tanigawa e col., 2009).

Além disso, oM. leprae pode interferir na resposta imunolégica secundaria
induzindo a producéo de TNF, IL-12, IL-10 e T@EFpelos macréfagos infectados. Estas
citocinas sao opostas em muitas formas de acalmjndo suas acdes sobre o proprio
macrofago. Pacientes que desenvolvem um perfil efgposta imune tipo 1 (Thl)
apresentam lesdes mais localizadas ou cura dariasee Seus macrofagos produzem a
citocina TNF que promove sua propria ativacdo, &ngb a producédo de oxido nitrico
(NO), para a destruicao do bacilo. A ativacdo dd-ENmediada pelo IFM- uma citocina
produzida por células T CD4+ (auxiliadoras), qualiderencia na presenca da IL-12. As
células T CD2 virgens que se diferenciam em células Thl prodyzéém do interferom
(IFN-y), a interleucina-2 (IL-2) que estimula o crescitoere células T antigeno
especificas.

Por outro lado, pacientes que apresentam as fodsasminadas da hanseniase,
desenvolvem um perfil de resposta imune tipo 2 JTA2 citocinas autécrinas IL-10 e
TGF$1 desativam os proprios macrofagos, aumentam depegido bacilar e contrapdem
os efeitos do TNF, IFN-e IL-12. As células T CD4se diferenciam em células Th2 e

secretam a citocina IL-4 que age nas células B estienular a producdo de anticorpos
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(imunidade humoral), além de agir conjuntamente eoln-10 na supressédo da ativagédo
dos macrofagos. Os bacilos entdo, se multiplicaaniéo a lesdes e infiltragbes por todo o

corpo dos pacientes.

E importante ressaltar que o predominio de umdioesposta imune n&o implica
na anulagdo da outra e que muitos pacientes podmanzir citocinas tanto do perfil Thl
guanto do Th2 (Scollard e col., 2006).

Para confirmar estes mecanismos diferenciados idacad da resposta imune,
foram realizados estudos de expressao génicaaeneis tipicas das respostas Thl e Th2
em pacientes que apresentavam as diferentes fadmatoenca. De fato, observou-se
expressdo aumentada de IL-2 e HrNes pacientes tuberculdides e de IL-4, IL-5 e OL-1
nos pacientes lepromatosos, favorecendo a proddedanticorpos (Yamamura e col.,
1991; Misra e col.,, 1995 e Dockrell e col.,, 1996ambém foi observado aumento
significativo de expressdo de IL-12 em mondcitos legdes tuberculbides quando
comparada a lesbes lepromatosas (Sieling e co®4)1Estes achados motivaram o
desenvolvimento de estudos de associacao utilizapalimorfismos de base Unica (SNPs)

como marcadores principalmente nas regifes proastns genes TNF e IL-10.

1.7. Influéncia Genética na Hanseniase

Desde os primeiros estudos, nos anos 1970, os progsseram que 0s genes do
sistema HLA poderiam influenciar o controle da ostp imune na hanseniase (de Vries e
col., 1976), diversas investiga¢gdes envolvendo g@amdidatos indicam que os fatores
genéticos do hospedeiro influenciam no desenvolhim&a doenca desde a infeccgéo,

seguido do direcionamento das formas clinicamapisodios reacionais (Figura 1.3).

Utilizando-se de modelo murino, a primeira evidarae um determinante genético
de suscetibilidade ou resisténcia a hansenias#efoonstrada por Skamene e col. (1982)
que identificou o gene da proteina 1 associadasest@éacia natural de macrofagos
(NRAMP1) que em camundongos, influencia a viabdel@/ou a replicacdo do patdégeno
dentro do macrofago através do transporte de fermoutros cations divalentes pela
membrana fagossomal. Este gene esta localizadoonmossomo 2935 humano e embora
seja altamente homologo ao do camundongo, suadwigéa ndo esta bem estabelecida.
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Foi primeiramente associado com a suscetibilida@ngeniase em um estudo de familias
com multiplos casos de hanseniase (Abel e col8)18%&centes estudos tém sugerido que
o NRAMP1 esteja associado com os diferentes tigodagnca através da influéncia de
moléculas HLA, regulacdo e expressdo de TNF e #mluwde sintese de 6xido nitrico
(Blackwell e col., 2000).

Através da primeira clonagem posicional utilizadsagdentificar um gene humano
associado com suscetibilidade a doencas infecciddea e col. (2004), identificaram
variantes de dois SNPs na regidao promotora do demarkina (PARK2) como associado
com a suscetibilidade a hansenigmr se em familias viatnamitas e confirmado na
populacdo brasileira. A parkina foi inicialmentes@dada a doenca de Parkinson e sua
funcdo estad relacionada a sintese de uma ligas&iadaubiquitina-proteossoma de
degradacao protéica intracelular (Zhang e col.0R0@a hanseniase, Schurr e col. (2006),
sugeriram que a parkina possa participar da respogioxidante nas células de Schwann,
favorecendo o estabelecimento da infecgéo.

Estudos de polimorfismos do gene do receptor demwita D humano (VDR)
indicaram que diferentes alelos estavam associados as formas tuberculoide e
lepromatosa da hanseniase (Roy e col.,, 1999 e Meadicol., 2009). Este gene esta
localizado no cromossomo 1212 e codifica um rereg¢ proteina intracelular que se
liga ao metabolito ativo da vitamina D (1,25-dilgxlyvitamina D3). A ligacdo desse
receptor leva a ativacdo de monacitos, influenmama funcéo dos linfocitos T (Scollard e
col., 2006).

Genes de citocinas envolvidos na ativacdo da respusne, nas diferentes formas
da hanseniase, tém sido identificados como asssc@mn a suscetibilidade ou resisténcia
a doenca. O gene da citocina antiinflamatoria ILe&f& localizado no cromossomo 1932 e
possui varios SNPs em sua regido promotora, forméuaglotipos que estdo associados
com os niveis de producdo de IL-10. O haplétiporé&e SNPs -3575T/-2849A/-2763C foi
associado com a suscetibilidade a hansergasese (Moraes e col., 2004), enquanto o
haplétipo -1082G/-819C/-592C foi associado a forimaromatosa (LL) na populacéo
brasileira (Franceschi e col., 2009). O aldld0 -819T esteve associado com a
suscetibilidade a hanseniase na populagédo brasdeirdois estudos diferentes (Santos e
col.,, 2002 e Pereira e col., 2009) e confirmadgpopulacédo indiana (Malhotra e col.,
2005).

12



Outras citocinas envolvidas na ativacao da resposiae de micobactérias, como
a IL-12 e o IFNy, foram geneticamente relacionadas com a hanser@ss@rimeiros
polimorfismos estudados ndo apresentaram assoctaghdca doenca (Lee e col., 2003),
porém um estudo de diversos polimorfismos (SNPs)reggdo promotora do gene
IL12RB2 associou 0 haplétipo (-1035A, -1023A, -650G, AHdom a protecdo a forma
LL na populacao japonesa (Ohyama e col., 2005)s Maientemente, foi demonstrado que
o alelo A do polimorfismo 1188, na regidao 3'UTR gene que codifica da porcao p40 da
IL-12 e IL-23 (L12B) foi associado com a suscetibilidade a forma LLhdaseniase na

populacdo mexicana (Alvarado-Navarro e col., 2008).

A apresentacdo de peptideos, no contexto das nfedéldlLA, para os linfécitos T
influenciam diretamente seu perfil de ativacdo asequentemente a suscetibilidade a
doencaper seou suas diferentes formas clinicas. Um estudogadgdo entre os genes da
regido do TNF e os genes HLA classe Il demonstresequilibrio de ligacdo entre
diferentesloci HLA e osloci LTA e TNF (Shaw e col., 2001). O Sistema HLA teiaos
amplamente associado a hanseniase em varios edtutlipse caso controle e, como objeto

desse estudo, sera abordado posteriormente com detédhamento.

Como demonstrado, diversos genes foram associadoanseniase e, embora
algumas vezes controversas, essas associacoes ownbuwido para o avanco do
entendimento dos fatores imunoldgicos nas difesemianifestacdes clinicas e patologicas

da hanseniase.

GENES
Exposi¢do continua

ao patégeno / \ \
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Figura 1.3: Influéncia genética no curso da hanseniase. Fatmréticos podem contrib
para: o desenvolvinmo da doenga (1); gravidade das formas clinicgse(@corréncia ¢
episddios reacionais e dano neural (3). LL: leptos® TT: tuberculéide, PN: neural pi
ENH: eritema nodoso hansénico, RR: reagéo revAdaptado de Moraes e col., 2006.
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2. O SISTEMA HLA

2.1. Definigcéo e Histérico

O conjunto de genes do Complexo Principal de Histgmatibilidade, ou MHC
(Major Histocompatibility Complex), em humanos édminado HLA (Human Leucocyte
Antigen). Este complexo génico esta localizado racd curto do cromossomo 6, na
regido 6.21.3. Nesta regido encontram-se genasaita polimérficos e polialélicos, os
quais codificam moléculas de superficie celulalgaienadas com a resposta imune. As
moléculas HLA sdo de importancia fundamental naesgrtacdo de antigenos aos
linfécitos T. Dessa forma, para que linfécitos Taehecam antigenos, € necessario que
estes sejam processados na forma de peptideossemgados por moléculas HLA. Com o
auxilio das moléculas HLA, os linfocitos T sdo cama de reconhecer a presenca de
agressores extracelulares (como, por exemplo, fuadmctérias); invasores intracelulares

(como infecgbes virais) ou alteragdes celularesi¢coeoplasias).

Em 1936, Peter A. Gorer definiu sorologicamente rom@ro antigeno de
histocompatibilidade em camundongos e estabeleeeucsntrole ao nivel genético
seguido de George D. Snell que definiu o sistenfariéssa mesma espécie. Juntos, esses
dois estudos levaram ao descobrimento do Complaroipal de Histocompatibilidade ou
MHC (Thorsby, 2009). Anos depois, Jean Daussetrebsegno soro de pacientes com
multiplas transfus@es sanguineas, a presenca ideraot capazes de aglutinar leucdcitos
de um grande numero de individuos, mas ndo de t(dassset, 1954). Os anticorpos
presentes nesses soros pareciam reconhecer ummasip@imorfico de antigenos em
leucdcitos humanos, sendo entdo esse sistema dednmntigeno Leucocitario Humano
ou HLA.

Em 1958, Jean Dausset identificou o primeiro antigdLA humano, o qual foi
denominado de “Mac”, correspondente ao atual ambigdl A-A2 (Dausset, 1958). Neste
mesmo ano, Jon van Rood (van Rood, 1958) e RoseeR&ayne, 1958) descrevem a
presenca de anticorpos no soro de pacientes cotiplasiigestacfes que reagiam com 0s

leucécitos de alguns, mas néo todos os individastados, sugerindo tratar-se de um
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sistema polimérfico de antigenos presente nos &#osdhumanos. Por esta descoberta,
Dausset recebeu o Prémio Nobel em 1980, o quavididicom George Snell e Baruch
Benacerraf (Thorsby, 2009).

Durante muito tempo ap0s a descoberta do sistenfs, Blia Unica funcdo era
atribuida aos processos de rejeicdo em transpla@esiente nos anos 60 e 70,
reconheceu-se, a importancia de produtos de gemst& cistema com a resposta
imunologica a antigenos proteicos, através de [ssfj@om cobaias e camundongos de

linhagens endogamicas (Lechler e Warrens, 2000).

Até os anos 1980, a identificacdo do polimorfismioAHera realizada através de
soros contendo aloanticorpos (antisoros) que remgiam as células dos individuos
estudados. Com o advento das técnicas molecutadigersidade desse sistema foi melhor
compreendida, possibilitando maiores informacddsesgseus genes, além de permitir a

descoberta dos chamados genes HLA néo classicos.

2.2. Organizagéo Gendmica

O sistema HLA, que teve seu primeiro sequenciameoiapleto em 1999, ocupa
uma area de aproximadamente 4 Mbp dividida engna@sdes regides (Figura 1.4): regiao
de Classe |, situada na por¢cao mais telomérica ld@€Mom cerca de 1.800 kb; regido de
Classe Il que encontra-se situada na regido matsooeérica do MHC, com cerca de 700
kb e; regidao de Classe lll, localizada entre agesgde classe | e Il estendendo-se por
cerca de 900 kb (MHC Consortium, 1999).

As extremidades das regides de Classe | e Class® kompostas por uma regiao
conhecida como xXMHC que estende-se por cerca delbjpbe possui dois grandes grupos

de genes que expressam histonas e tRNA (Trowstz08).

A regidao HLA possui 23®ci com um grande numero de genes envolvidos na itaspos
imune (Shiina e col., 2004). Devido a grande pracéade entre 0os genes desta regido e a
baixa taxa de permuta entre eles (aproximadameile 4 combinacdo de alelos de

diferentedoci de um Unico cromossomo costuma ser herdada emntorgtravés de uma
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unidade, chamada haplétipo. Assim, cada indivichgspi dois haplétipos, um de origem
materna e outro de origem paterna (Abbas e cd8)20

As trés regides HLA séo descritas a seguir:

a) HLA Classe |

Esta regido apresenta mais de 22 e cerca de 40 deles, sdo formados por genes que
expressam algum produto funcional (Shiina, e @ilQ4). Estes genes sao divididos em
classicos: HLA-A, HLA-B e HLA-C e nao classicos: BE, HLA-F e HLA-G (Klein e
Sato, 2000). Ainda nesta regiao, temosocs HLA-H, HLA-J, HLA-K e HLA-L, que séo
pseudogenes (Campbell e col., 1993).

Os genes dowci HLA de classe | codificam um grande niamero deoaleDe acordo
com os registros do banco de dados do InstitutBedgjuisa Anthony Nolan (Inglaterra),
até Abril de 2010, foram identificados 1.001 aleltisA-A, 1.605 alelos HLA-B, 690
alelos HLA-C, 09 alelos HLA-E, 21 alelos HLA-F e 4@lelos HLA-G
(http://www.anthonynolan.org.uk/HIG/index.html

b) HLA Classe Il

Um total de 34oci forma essa regido e seus genes codificam molédllasie classe
Il que sao divididos em classicos: HLA-DR, DQ e [@BPao classicos: HLA-DM e HLA-
DO (Klein e Sato, 2000).

Assim como os genes dtxi HLA de classe |, os de classe Il também codificam
grande numero de alelos. Os dados do Institutcedgufsa Anthony Nolan revelaram, até
Abril de 2010, 3 alelos HLA-DRA, 878 alelos HLA-DRB5 alelos HLA-DQAL1, 108
alelos HLA-DQB1, 28 alelos HLA-DPA1, 138 alelos HiZ2PB1, 04 alelos HLA-DMA,
07 alelos HLA-DMB, 12 alelos HLA-DOA e 09 alelos HAIDOB
(http://www.anthonynolan.org.uk/HIG/index.html

16



c) HLA Classe llI

Diferentemente das regides de classe | e |l, egiad ndo possui genes que participam
diretamente da apresentacéo e reconhecimento igerard, mas sim genes que codificam
moléculas soluveis, localizados em um total déo6E com importante papel na regulacéo
da resposta imunoldgica, como o fator de necraseral (TNF), linfotoxina-alfa (LTA) e
Linfotoxina-beta (LTB), MICA, MICB e componentes dstema complemento. O TNF é
uma citocina pro-inflamatoria e participa na ré&sista a agentes infecciosos, ativando a
funcdo microbicida de macrdfagos. Portanto, poggande importancia funcional na

infeccdo peldVl. lepraee sua estrutura e fungdes bioldgicas serdo dissuthais adiante.

Crormossomo e q centrﬁmem ?

classell classel

Regiao MHC de classe ll EoE
L
o
@ Soz o« sa Sda, Y g9 OB o«
of & EE [=] = = LW 0 L) 5 @ @ = =
= a oo (=] (= ] OO Oy [ =B | [ =R (=] (=1
Regido MHC de

classe lll

Pas0. C218
C48
C44

BF

c2
HERATE
HERATA
HERATL
iFg
THF
74

%

Regido MHC de classel
o = I
855 4 < <<9 t
EET T T I EX -
ALl | (1 I

Figura 1.4: Representacdo esqudivda do cromossomo 6 humano. As regibe:
Sistema HLA com seus principais genes estdo rapses pelas cores: Laranji
regiao de classe I; azul = regido de classe lkrjer=regido de classe Ill. Fonte: Kle
Sato, 2000
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2.3. Estrutura e Funcéo das Moléculas HLA

2.3.1. Moléculas HLA Classe |

As moléculas HLA de classe | sdo heterodimerossguexpressam na membrana
de todas as células nucleadas. Sdo formadas psrcddaias polipeptidicas denominadas
alfa e beta. A cadeia alfa (cadeia pesada), deD¥b & constituida por trés dominios
extracelularesofl, a2 e a3), seguidos por uma porcao transmembrana hidiEGbiuma
cauda citoplasmatica hidrofilica. A cadeia betanoteinada beta-2-microglobulina, é
monomorfica e possui cerca de 12 kDa. As duas asdessociam-se atraves de uma
ligacdo ndo covalente. Enquanto a cadeia alfa &icath por genes localizados no
cromossomo 6, a cadeia beta € codificada por ura gesente no cromossomo 15. Os
dominiosal e a2 formam uma fenda de ligacdo para o peptideo (&igb). A maior
parte do polimorfismo entre as moléculas de Classmrre nesta regido, o que permite
que o sitio de ligacdo ao peptideo varie de acootho o produto alélico (Klein e Sato,
2000).

Os peptideos, acoplados a fenda da molécula deeClasdo reconhecidos pelo
TCR (Receptor de linfocitos T) dos linfécitos T CD&itotoxico). Esta propriedade de
reconhecimento de antigeno restrito as moléculas élasse |, pelas células citotoxicas,
conferiu o prémio Nobel em medicina a Zinkernag&aherty em 1974. Uma célula de
crescimento normal, mesmo sem infeccdo, apresemstantemente peptideos préprios
aos linfécitos TCD8+. Porém, estes s6 sao ativagiesndo reconhecem peptideos
estranhos, como por exemplo, nas infec¢des vieais, resultado € a morte da célula

infectada ou alterada (Bjorkman, 1997).

2.3.2. Moléculas HLA Classe I

As moléculas HLA de classe Il apresentam distrémicelular mais restrita, ou
seja, sdo encontradas principalmente em célulasamadoras de antigenos (APCs) como

0s macrofagos, células dendriticas e células degdrhans, além de linfocitos B,
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monaocitos e linfocitos T ativados. S&o heterodimeconstituidos por duas cadeias
polipeptidicas associadas: uma cadeia alfa de 34 KDe possui dois dominios
extracelulares ol e a2) e; uma cadeia beta de 29 kDa, formada pelos rdosni
extracelulares L e B2). As duas cadeias possuem ainda, uma porcaamneansrana
hidrofébica e uma cauda citoplasmatica hidrofigaambas sdo codificadas por genes
localizados na regido 6p21.3. Os segmentos ammotaisal e 1 das cadeias de classe
Il interagem para formar a fenda de ligacdo dogigeps. Nas moléculas de classe Il, a

maior parte dos polimorfismos esta na cafleia

As moléculas HLA classe Il participam na iniciagia resposta imune secundaria,
através da apresentacdo de peptideos antigénisonfiwitos T CD4 (auxiliares). As
células dendriticas sdo as APCs mais eficazesipdwair resposta imunoldgica celular,
pois sdo as unicas capazes de apresentar os psptds linfécitos T virgens. Os
macréfagos apresentam antigenos aos linfocitos #+Qfiferenciados na fase efetora da
imunidade celular e os Linfocitos B apresentamgemids aos linfécitos T CD4+ durante

as respostas imunes humorais.

MHC CLASSE | MHC CLASSE 1l

micraglobulina

|

Figura 1.5: Estrutura de uma molécula HLA de classe | e de
classe Il Fonte: Adaptado de Abbas e col., 2008.
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2.4. Processamento e Apresentacao de Antigenos

As vias de processamento de antigenos restritosoéé&culas HLA de classe | e
classe Il utilizam mecanismos proteoliticos (presamos e lisossomos) que na maioria
dos tipos celulares tém funcdes de degradacaoigaaiéneralizada e de reciclagem que
ndo sdo usadas exclusivamente para exibicdo dgeao$ ao sistema imune, indicando
que estas vias evoluiram como adaptacdes de furcgekres basicas (Trombetta e
Mellman, 2005).

2.4.1. Antigenos Citosolicos

As proteinas enddgenas ou 0s antigenos exdgersentee no citosol (Figura 1.6)
sdo desdobrados quando ligados de forma covalerdigaitinas e assim, sao introduzidos
a um complexo enzimatico multiproteico com ativielgaoteolitica (proteossomo) onde
sdo degradados formando uma grande variedade dHdqmep Estes sdo entdo
transportados ao reticulo endoplasmatico (RE) @rade uma molécula heterodimera
chamada de transportador associado a processardentantigenos (TAP). Estudos
demonstraram que os peptideos que apresentam taneaniie 8 e 13 residuos de
aminoacidos sdo mais eficientemente transporta@odimero TAP também se associa as
moléculas HLA de classe | recém sintetizadas n@&ERima proteina de ligacdo chamada
tapasina. Quando o peptideo entra no RE, se ligada da molécula HLA classe | e 0
complexo peptideo-classe | é entéo liberado dasitagpa@ transportado, através de vesicula

exocitica, para a superficie da célula (Abbas g 2008 e Schumacher e col., 1994).

2.4.2. Antigenos Endocitados

Antigenos protéicos endocitados (ou fagocitadoslgspAPCs especializadas, séo

interiorizados em fagossomos que podem se fundinasiculas de pH muito acido e que
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contém enzimas proteoliticas (lisossomos). Estasmas proteoliticas sdao formadas
principalmente por catepsinas que rapidamente roliveubstratos protéicos gerando

aminoacidos.

As moléculas HLA classe Il, recém sintetizadas g §80 associados a proteina
de cadeia invariantei)] através dos heterodimeraB. Essa associacdo é denominada
CLIP e é transportada a endossomos denominadosactimgntos do MHC de classe |l
(MIIC). Estes endossomos passam por constantdagein, pois as moléculas HLA classe
Il ndo se acumulam nestas organelas, mas elas pecama apenas o tempo suficiente para
se ligarem aos peptideos. A cadeia li é removid@ld® através da molécula HLA-DM e
assim, os peptideos recém sintetizados sao cafdazss ligar a fenda (Figura 1.7) das

moléculas classe Il (Trombetta & Mellman, 2005).

= ———————————— =

e —

. : ; e e
(2] Transcr}tus alternatl\._lus - Reticulo .
e proteinas com defeitos o endoplasmatico

— e

el ey = :
# Proteinas endocitadas
“ transferidas para o citosol

( 'I-J == —
&) Proteinas citosdlicas = 7 | .
{enddgenas ou virais) My - % g "\I
BN | ) =

h""—-. m‘j
e
Mproteossoma

Peptidases

‘_\'j 10-20 aa

Citosol

Reticulo
— endoplasmatico
—

Figura 1.6: Representacdo esquematitea possiveis fontes de protei
apresentadas pelas moléculas HLA Classe |. Adapladérombetta
Mellman, 2005.

2.4.3. Apresentacao Cruzada

Embora a maioria das moléculas classe | e clasgerfiem complexos com
peptideos derivados de proteinas enddgenas e eshgenpectivamente, sabe-se que este
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conceito ndo é absoluto (Klein e Sato, 2000). ErpaErtosin vitro e in vivo tém
demonstrado a presenca de “apresentacbes cruzadastliferentes tipos celulares.
Moléculas HLA classe | podem apresentar peptidews/atios de proteinas exdgenas,
como parasitas (Goldszmid e col., 2008) e molécHA classe Il de células
apresentadoras de antigenos, como células deadritpodem apresentar peptideos
citosdlicos (ex. virais) que, muitas vezes, saauwrados por endocitose como material

exdgeno de células apoptoticas (Trombetta e Mell2@05).

2.4.4. A Apresentacdo dos Peptideos

Véarias moléculas HLA distintas sdo expressas pda a®lula de um individuo
(Lechler e Warrens, 2000). Como consequéncia decepsamento proteico, as superficies
celulares apresentam milhares de moléculas HLAdéigaa peptideos. Estima-se que de
100.000 a 300.000 produtos de cddeus HLA classe | ou classe Il sejam expressos
(Rammensee e col., 1997). Enquanto um unico tippeg¢ideo pode ser apresentado em
milhares de exemplares, outros séo apresentadpe@ras copias (Klein e Sato, 2000). O
polimorfismo do HLA combinado com a complexidadendthares de peptideos diferentes
sendo apresentados por cada produto alélico coaféweterogenicidade na apresentacéo

dos antigenos (Stevanovic, 2002).

Figura 1.7: Diagrama em forma de fitde uma fenda de ligagdo da molé
HLA-DR1, derivada de uma estrutura de cristalografisesfutura torcida r
centro da fenda representa um peptideo com seiduoesde aminoéacid
numerados de -2 & 10. Alguns desses amidogservem de ancora para pre
0 peptideo as bolsas (pockets) da molécula que retéeradas de 1 & 9. Fo
Sato e col., 2000.
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2.5. Fator de Necrose Tumoral (TNF)

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) constitui um gr® genes denominados
TNF-o. (TNFA), LT-a (LTA) e LT (LTB). As principais células sintetizadoras de TNF sdo
os fagoécitos mononucleares ativados, além de céllilastimuladas, células “Natural
Killer” (NK) e mastocitos. O TNF é sintetizado commma proteina de membrana tipo I
nao-glicosilada que € expressa como um homotriraegue, quando clivada por uma
metaloproteinase, é liberado um polipeptideo did para formar um TNF circulante que
€ composto por trés dessas cadeias polipeptidalasguizadas na forma piramidal com
51 kD. Esta forma permite a ligagdo simultanear@e rnoléculas receptoras (Abbas e col,
2008 e Elahi e col., 2009).

O TNF é um importante mediador na resisténcia adnfeccées. E uma citocina
pleiotropica que ativa 0s neutrofilos e mondcitesimenta a acdo microbicida de
macréfagos e das células NK. Através da via ddizat@io de seu receptor TNF-R1, sdo
ativados fatores de transcricdo como o fator nuckegpa-B (NF-kB) que regula a
transcricdo de varios genes envolvidos na produgienediadores inflamatoérios. Esta
mesma via de sinalizacdo pode ativar caspasesagaestem a apoptose celular (Abbas e
col., 2008). Altas concentracfes de TNF levam #&asfepatologicos em uma série de
doencas como artrite reumatdide ou doenca do enxeritra o hospedeiro - rejeicdo a
transplantes (ldriss e Naismith, 2000). Na hanseni8ilva e col. (1989) demonstrou a
presenca de niveis de TNF no soro de pacientesg@sentavam a forma clinica menos
severa da doenca. Entretanto, experimeintogro demonstraram que neutréfilos secretam
altos niveis de TNF quando estimulados por antigespecificos d®l. leprae como a
lipoarabinomanana (LAM-ML) contribuindo para o daecidual na hanseniase (Oliveira
e col., 1999).

Alteracdes genéticas do TNF estdo diretamente eidasl no aumento de sua
producdo (Tsukamoto e col., 1998). Como a respdstdNF a infeccdo é, pelo menos
parcialmente, regulada ao nivel transcricionalpomorfismos na regido promotora do
TNF s&o objetos de interesse como potenciais detemiemae suscetibilidade a doencas.
Vérios polimorfismos de uma Unica base (SNPs) foidentificados nessa regido, sendo
0S mais comuns: -1031T>C; -863C>A; -857C>A; -851C>376G>A; -308G>A e -
238G>A. O SNPTNF -308 afeta diretamente a expressao do TNF. A iuigd§ib de uma
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Guanina (alelo TNF1) para uma Adenosina (alelo TN&tEnenta a producao espontanea
ou por estimulacdo do TNF (Mira e col.,, 1999). Bemonstrado que essa troca esta
associada a suscetibilidade de varias doencas oustgoes parasitarias - por exemplo,
Malaria (McGuire e col.,, 1994) e Leishmaniose (@abre col., 1995), e doencas
autoimunes como o LuUpus eritematoso sistémico gumeodstrou forte desequilibrio de
ligacdo entre o aleldNF -308A e o haplotipo HLA-AL, B8, DR3 (Sullivan elgd 997).

Na hanseniase, hd um enorme contraste entre oeeniée estudos deste
polimorfismo. Conforme observado na Tabela 1.3 meniamente foi evidenciada
associacdo da variante @dlF -308 com a forma lepromatosa (LL) na populacatnda
(Roy e col., 1997). Porém, em um estudo com famitia regido norte do Brasil foi
demonstrado protecdo a hanseniase pelo @M -308A (Shaw e col., 2001) e outro
estudo realizado no sul do Brasil identificou agsg@n do genotipd NF -308GG com a
hanseniasper see nenhuma associacdo com os genofiptis -308GA/AA (Franceschi e
col., 2008). Também foi ndo foi encontrada assd@ciagignificativa doTNF -308A e a
forma multibacilar na populacédo do Rio de JaneBanfos e col., 2002) ao contrario da
populacdo da Tailandia, em queThlF -308A foi associado com a suscetibilidade desta
forma (Vejbaesya e col., 2007). Por outro lado, fd@odetectada nenhuma associagéo
deste SNP com a suscetibilidade a hanseniase ndapap da Malésia (Fitness e col.,
2004).

Diante desses diferentes resultados, Cardoso, O@9)2ealizou um estudo de
epidemiologia genética e meta-analise com o olgalie definir a associacdo entre este
SNP e a hanseniase na populagéo brasileira. AtadeEsisugeriram uma associacao entre
o TNF -308G>A e a protecdo entre brasileiros, sWatelo o uso desse SNP como

marcador do efeito da protecdo da hanseniase.
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2.6. Polimorfismo e Desequilibrio de Ligacao

A variacdo genética pode, essencialmente, sernadgi através de mutacdes
pontuais e trocas de seguimentos polimorficos peombinacdo sendo, portanto um
processo aleatdrio. A maior questdo é como asedifes variagbes sdo selecionadas
durante o processo evolutivo. Diversas teorias p&aturado explicar a existéncia do
polimorfismo na regido MHC (Lechler e Warrens, 200Dentre os varios modelos
evolutivos propostos, encontra-se o0 de vantagerhetierozigotos ou sobredominancia.
Nesse modelo individuos heterozigotos apresentamvalor adaptativo superior aos
homozigotos, pois possuem uma maior capacidadeprisemntacdo peptidica (Porto e
Pontes, 2009).

Porém, estudos mais recentes propdem um modelmlotige entre patdégenos e
hospedeiros, no qual os patdbgenos com mutacOeseygtem sua apresentacado por
moléculas MHC sé&o favorecidos pela selecdo nat@rauanto os hospedeiros com
moléculas MHC capazes de apresentar os patogesistentes sao favorecidos (Porto e
Pontes, 2009). Borghans e col. (2004) utilizaram algaritmo genético para investigar
esse modelo de coevolugdo e indicaram que as maglang genes dos patégenos (através
do acumulo de mutagcbes de escape), e nos genedifieariam moléculas HLA (que
apresentassem de forma mais eficiente essas msjtagg@erreriam paralelamente. Dessa
forma, estes genes aumentariam de frequéncia ndagdp de hospedeiros, recomecando

o ciclo.

Os alelos dos genes MHC sdo altamente polimériicese combinam de maneira
aleatdria originando haploétipos; no entanto, existeforte desequilibrio de ligacdo nessa
regido. Isto se deve ao fato de que algumas agdesidaplotipicas sdo encontradas em
uma frequéncia maior do que o esperado levandoaseoata as frequéncias alélicas dos
genes individuais. Estudos recentes sugerem q@ma@nta humano esteja organizado em
blocos de haplo6tipos com alto desequilibrio degliga(DL), separado por regiées de baixo
DL e que blocos que nao apresentem nenhuma evédé&iei recombinacdo sejam
encontrados em maior ou menor proporcdo em difesepopulacdes (Shifman e col.,
2003).

Diversos fatores influenciam o desequilibrio deadio, e entre eles pode-se

mencionar: i) as taxas de recombinacéo, as qupendem da distancia entre os genes do
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genoma; ii) mistura relativamente recente de paqi@sa em equilibrio, porém
heterogéneas em relacdo as suas frequéncias pegalstio que ainda ndo permitiu que se
atingisse uma distribuicdo aleatéria dos aleldsgériva genética onde genes e haploétipos
sao transmitidos a cada geracdo de uma populactwrde aleatéria, ou seja, nem todos
0s genes serdo transmitidos, uma vez que apenagaguana fragdo de todos os possiveis
zigotos se tornam maduros. Assim, quando a derauam@&ntada em populacdes pequenas
e estaveis, 0 desequilibrio de ligacdo tende a mwameevido a perda de determinados
haplétipos; iv) selecdo natural através da selegidra variantes deletérios que podem
aumentar o LD quando haplétipos deletérios sdoirmdidos de uma populacao; v) rapido
crescimento populacional que diminui o desequdiltté ligagdo através da reducdo do

efeito da deriva genética (Ardlie e col., 2002).

Diante do exposto, podemos afirmar que as frega€radélicas e haplotipicas do
sistema HLA séo o resultado do alto grau de pofiisrao genético e o desequilibrio de

ligagéo de seus alelos.

2.7. HLA e Doencas

Os trabalhos de McDevitt e colaboradores, nos &0os 70, que demonstraram a
influéncia dos genes do MHC sobre a resposta indeneobaias e de camundongos
(McDevitt & Sela, 1965 e Benacerraf & McDevitt, Z7assim como a demonstracao, por
Lilly e col (1964) de que a susceptibilidade a &u@ms induzidas por virus em
camundongos era parcialmente controlada por estglego, estimulou o interesse por

pesquisas sobre associacdo entre HLA e doencasmentn

A primeira descricdo de associacdo de doenca cSmst@ma HLA ocorreu durante
0 Terceiro Workshop Internacional de Histocomphatiade, em 1967. Amiel relatou uma
frequéncia de 51% do antigeno HLA “4C” em paciestas doenca de Hodgkin e de 27%
do mesmo antigeno em individuos sadios (Amiel JR§7). Nos anos subsequentes,
varios estudos de populacdes e familias foramzeehis para demonstrar associacfes de
diferentes tipos de doencgas com os antigenos Hlefegam reconhecidos na época (“HL-
A’ e "HL-B”). Sdo exemplos dessas doencas: Glonwredrites (Patel e col., 1969),
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Lupus Eritematoso Sistémico (Grumet e col., 197Bseriase (Russell e col., 1972 e
White e col., 1972).

Em 1973, dois grupos de pesquisadores assocmmaspondilite Anquilosante ao
HLA-B27, estando este antigeno presente em cer®8%edos pacientes e em apenas 8%
nos controles (Schlosstein e col., 1973; Breweetonl., 1973). Esta descoberta incentivou
muitos outros estudos com o objetivo de demonstreglacdo entre genes marcadores
dentro do complexo HLA e varias condi¢cdes de daehlgains alelos HLA conferem alto
risco para determinadas doencas, principalmentaudsimunes, que atualmente sao

diagnosticadas com o auxilio desses marcadoresigenédentre elas, podemos citar:

) Narcolepsia que é uma doenca fortemensecéada ao alelo DQB1*0602,
sendo que 90 a 100% dos pacientes apresentam leks€Caillat-Zucman,
2008);

i) Doenca celiaca, na qual mais de 90% daseptes expressam a molécula DQ?2,
codificada por DQA1*0501- DQB1*0201 e a maioria dostros pacientes
carregam a molécula DQ8, codificada por DQA1*03QH1*0302 (Caillat-
Zucman, 2008 e Qiao e col., 2009);

i) O alto risco da Diabetes tipo | estacasado com os haplétipos DRB1*0401-
DQB1*0302 e DRB1*0301-DQB1*0201 em caucasoides, uantp que
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 esta associado a ggab da doenca
(Caillat-Zucman, 2008);

iv)  Artrite Reumatdide, que inicialmente faisaciada ao Dw4 através de estudos
com cultura mista de linfocitos (Stastni, 1976esae hoje que € uma doenca
associada a um epitopo compartiihado que consisteumda série de
aminoacidos codificados pelos cédons 67-74 do gehé&-DRB1 em
diferentes grupos étnicos, dentre eles estdo DREIFOem caucasoides,
DRB1*0405 em asiaticos e DRB1*1402 em indios anae@s (Lechler e
Warrens, 2000 e Morgan e col., 2010). Moraes e (@8197) demonstraram
associacdo desse mesmo epitopo compartilhado c&@nfigo Foliaceo em
uma populacdo de indios Terena, confirmando odtae®s de outras duas

populacdes brasileiras, mesticos e indios Xavantes.
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Atualmente, os genes HLA classicos tém sido aadosi através de estudos caso-
controle ou estudos de familias com mais de 10@gh® Entretanto, ainda pouco se sabe
sobre os mecanismos moleculares envolvidos comri@lagéo genodtipo-fendtipo na
maioria destas doencas. Normalmente, doencas adaecao HLA sdo complexas néo
estando ligadas a um unico gene. Em relacdo aammssHLA, € dificil assumir que um
Unico alelo esteja relacionado a determinada doemt@ vez que esses alelos estdo,
muitas vezes, em forte desequilibrio de ligaca@sBociacdo do sistema HLA a doenca
pode ser o resultado da combinacéo de varias niatenpressas por genes de diferentes

loci, além da participagdo de outros genes ndao HLAr&ei col., 2004).

Varios estudos de associagdo de polimorfismos d®sogenes relacionados ao
HLA com doencas tém sido realizados, dentre estieesgencontram-se 0s que participam
do processamento de antigenos, como os das sutesida proteossoma (LMP2, LMP7),
os de encaixe do peptideo nas moléculas HLA cla@s&P1, TAP2) ou classe Il (DMA,
DMB) e os da resposta inflamatdria como os genescqdificam para o fator de necrose
tumoral (TNF), a linfotoxina A (LTA) e a proteina @¢hoque térmico HSP70 (Lechler e
Warrens, 2000). Porém, ha grande dificuldade eroridighar se estas associacoes sao
primarias ou secundarias, uma vez que o0s alelosesdésci também apresentam
desequilibrio de ligacdo com alelos HLA classeclasse Il (Shiita e col., 2004). Assim
como esta, outras questbes precisam ser respondata® qual o mecanismo de
associacdo e qual a interagcdo dos genes HLA comosogfenes e com os fatores

ambientais.

2.8. Desenhos de Estudo em HLA e Doencas Infeccimsa

A principal funcéo do sistema imunolégico human@ grotecdo contra patdgenos
infecciosos, porém algumas vezes a resposta imum®spedeiro ndo é o suficiente para
elimina-los, o que pode desencadear uma doenceosfatores também s&do importantes
para a susceptibilidade a doenca, como a virul&@wsapatégenos e os fatores ambientais

onde vivem diferentes populagcdes (Lechler e Way120130).
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Os estudos de associacdo de HLA e doencas infascimsmanas tém como
objetivo determinar quais polimorfismos afetam mifecialmente a susceptibilidade dessas
doencas e se estas variacOes explicam a heterdgdeala resposta imune observada no
percurso de cada infeccdo. Estudos familiares pagiedar a estimar a suscetibilidade
genética do hospedeiro através da analise de steprfamiliar, no qual se pode medir o
risco relativo da doenga nos irmdos do individuetaafo comparado com o risco da
populacdo em geral. Entretanto, este tipo de espudfe superestimar a contribuicdo
genética para a susceptibilidade a infeccdo dewol® fatores ambientais em que se
encontram essas familias. Estudos com gémeos radesse problema (Lechler e
Warrens, 2000).

Estudos populacionais caso-controle sdo mais aditic em epidemiologia genética
devido a simplicidade de recrutamento de pacigotsos) e individuos sadios (controles).
A distribuicdo de alelos ou haplétipos HLA € congu entre pacientes ndo relacionados
portadores de doenca e os controles, selecionaslesaldo com a idade, sexo, etnia e
outros fatores demograficos. Estes estudos requemrhecimento prévio dos genes
candidatos de interesse, assim como seu polimarfigesociado a doenca (Thomas &
Witte, 2002 e Moraes e col., 2006).

As analises genéticas epidemioldgicas em doengasciosas aumentaram muito
desde a publicacdo do genoma humano, sendo quéeaans desenhos experimentais
esta baseada em estudos de caso-controle utiliz@nd@arcadores como microsatélites e
SNPs (Pacheco e Moraes, 2009). Através da idaag#ic de novos genes da resposta
imune que determinam susceptibilidade a doenca&tditflsas, pode-se chegar a novas
descobertas de intervencéo terapéutica ou novadéeggpas de vacinas (Lechler e Warrens,
2000). Na Tabela 1.1 estéo listados alguns exeng@adoencas infecciosas relacionadas
ao sistema HLA. No item abaixo sera apresentada tabela detalhada dos dados de

estudos de associacdo de HLA em hanseniase.
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Tabela 1.1:Exemplos de associagfes de alelos HLA com doenfgxiosas.

Doenca Genes HLA Populacdo Estudos

Hepatite B persistente DRB1*1302 Gambia Thurszle(t695/97)

Resposta a vacina da HLA-DR14; DR52 China Hsu e col. (1993)

hepatite B

Hepatite C cronica DR5 Italia Peano e col. (1994)

Infeccéo por HIV tipo 1 B*57 USA Tang e col. (2010)

Malaria B53; DRB1*1302 Gambia Hill e col. (1991/¥99

Filariose (Elefantiase) DQB1*0201; Nigéria Murdoch e col. (1997)
DPB1*0402

Leishmaniose cutanea DR2; DQ3 Brasil Petzl-Erleole(1991)

Leishmaniose Visceral A26 Iran Faghiri e col. (1p95

Esquistossomose DR2 Japao Hirayama e col. (1987)

Tuberculose Pulmonar A24; DRB1*04 China; Siria  Déngol. (2010)

Harfouch (2008)

2.9. HLA e Hanseniase

A regido do sistema HLA, que abrange os genesa$sell e I, o TNF, o LTA e
outros genes, tem sido associada com a ocorréadiartseniase em diversos estudos, quer
sejam familiares ou de caso-controle. Conforme robsle na Tabela 1.2, foram descritas
diversas associacfes de genes HLA com a hansqméasse além de suas diferentes
formas clinicas. Os estudos de associacdo de ddinksclasse | tém sugerido alguns
alelos e haplétipos como associados com a sudwktde ou resisténcia a doenca, porém

de maneira inconsistente.

7

As associacdoes de genes HLA classe Il tém apontadti A-DR2, que € a
equivaléncia sorolégica do DRB1*15 e DRB1*16, comssociado a hanseniase em
pacientes de populacfes étnicas diferentes, posétandativas de correlacionar o HLA
com as formas clinicas especificas da doenca témtago algumas controvérsias (Lechler
e Warrens, 2000). A associacdo do HLA-DR2 com anéortubercul6ide (TT) foi
observada nas populagdes da India (de Vries el88Q), Turquia (Cem Mat e col., 1988),
Tailandia (Shauf e col.,, 1985) e Brasil (Visentaime col, 1997), porém nao houve
diferenca significativa na frequéncia do alelo HDR2 nas formas tuberculdide (TT) ou

lepromatosa (LL) nos estudos da populacao cordéna g col., 1987) e no sul da China
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(Wang e col., 1999). Ao contrario, os alelos DRBEAG1 e DRB1*1502 foram fortemente
associados com a forma multibacilar da hansentaseme da India (Rani e col., 1993).

Alguns estudos tém demonstrado que o HLA-DQ1, qaeguivaléncia soroldgica
dos alelos DQB1*05 e DQB1*06, esta associado cdorraa TT na Tailandia (Shauf e
col., 1985) e com a forma LL na India (Rani e cb@92), porém essa associa¢gdo pode ser
devido a forte ligacdo que existe entre 0 HLA-DR2KLA-DQ1.

As associacfes entre o alelo DRB1*10 e a susadtlg a hanseniaper setém
sido observadas nas populacdes da Turquia (Kocalole 2002), Brasil e Vietna
(Vanderborght e col., 2007), enquanto o alelo DRB1& seu subtipo DRB1*0405 tém
sido associados a protecdo da hansengasesenas populagdes da Coreia (Kim e col.,
1987), Japao (Joko e col., 2000) e Brasil (Silele 2009 e Vanderborght e col., 2007),
mas também nas formas paucibacilar na ArgentinatéMocol., 2007) e multibacilar na
Tailandia (Hsieh e col., 2010).

Ainda ndo esta totalmente claro se as manifestaciegas da hanseniase
envolvem diretamente os genes HLA ou um efeito ¢oatm entre estes e outros genes
nao-HLA. Conforme a Tabela 1.3, foi evidenciadaoesgao do alelo TAP2-B com a
suscetibilidade da forma tuberculdide (TT), patdocmente nos pacientes HLA-DR15
(Rajalingam e col.,, 1997), enquanto o alelo MICA%A (codifica proteina MICA
incompleta) apresentou-se associado com a sudidetild a hanseniase, porém
independentemente do HLA-DRB1 (Tosh e col., 2006).

Como foi mostrado, diversos genes e alelos forasncisdos com a hanseniase,
especialmente aqueles ddsci do sistema HLA. Entretanto, poucos desses genes
candidatos foram replicados entre as diferentesulpopes, provavelmente por fatores
como tamanho amostral inadequado ou limitacdes ndei®dologias de identificacdo
desses genes. Através das novas metodologiastdmass multiplex e microarranjos de
genotipagem, estudos de associacdo do genoma c¢ongulepan-gendmicos (traducao
livre do inglés para genome-wide association sf)dieom a hanseniase tém sido
conduzidos com o objetivo de entender melhor asasada doenca através das variantes

genéticas.

Um estudo caso-controle de associacdo do genompletontom a hanseniase foi
realizado entre 1.931 individuos da populacdo saingilizando como marcadores um

total de 491.883 SNPs. Foram realizados tambémesi@dos de replicacdo independentes
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com um total de 3.254 pacientes e 5.955 contr@estesultados das analises sugeriram
associacdo entre SNPs de seis genes com a doatrgagles o HLA-DR (cromossomo
6p21), o NOD2 (cromossomo 16gl2) e o gene que icadid ligante TNFSF15
(cromossomo 9qg32). As associacOes observadas ddatmegido HLA foram o SNP
rs9264868 situado entre i HLA-B e HLA-C e o SNP rs9271366, entrelosi HLA-

DR e HLA-DQ. Ap0s realizagdo de controle do efgiémético de rs9271366, a associacao
dentro dodoci HLA-B/-C permaneceu significante, sugerindo quigsluas associacdes
sdo independentes. Estas associacbes foram manies®o apos replicacdo do teste
(Zhang e col., 2009).

Outro estudo de associacao populacional basead@aswacontrole foi realizado na
populacdo de New Delhi, india, para identificarvasiantes genéticas de 2.092 genes
atraves do genoma de 258 pacientes portadoresndertiase e 300 controles. O estudo foi
replicado em mais duas populacdes indianas, irdduima analise de desequilibrio de
transmissao em 246 familias. Utilizando a metodalalg microarranjo, mais de 48.000
SNPs foram incluidos. Todas as analises demonstranaa forte associacao positiva de
SNPs localizados ndsci HLA classe Il com a hanseniase, sendo estes r§5Q76ituado
no locus DRB1 e rs1071630, situado Hocus DQAl. O mesmo efeito também foi
observado no gene do receptor Toll-like localizado cromossomo 4pl4, através da
variante rs5743618 (TLR1 1602S/ T1805G). Além djss® dados demonstraram que o
locus TLR1 é altamente diferenciado quando compa@@m o restante do genoma,
sugerindo que infec¢cdes micobacterianas possantotgribuido para o alto grau de
diferenciacéo e atual distribuicdo do TLR1 humanorig e col., 2010).

Os resultados desses trabalhos demonstram a impartddas moléculas,
codificadas pelas variantes desses genes e que egstalvidas na resposta imune, na
relacdo entre oM. leprae e 0 hospedeiro como determinantes de suscetithdica

hanseniase.
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Tabelal.2: Associacao de alelos e haplotipos HLA com a hansemia diversas populacoes.

Fatores Genéticos

D

Susceptibilidade | Resisténcia Forma| Populacdo Refarcia

HLA Classe | Clinica

A9, A10, A32, B5, | A3, B44, B49 Per se | Turquia Kocgak e col., 2002

B21, Cwil, Cw2

All, A33 Perse | Coreia Kim e col., 1987

A*0206, A*1102; A*0101; C*0401; Perse | Suldalndia | Shankarkumar, 2003

A*1102-B*4006- C*0602 LL

C*1502

B*46 e MICA-A5 MB Sul da China| Wang e col., 1999

B7 Bwb54 LL Japéao lzumi e col. (1982)

Bwl7; B7 A2 TT; LL | Tailandia Greiner e col. (1978)

B8 Per se | Japéo Takata e col. (1978)

HLA Classe Il

DR2 TT India; Van Eden e col. (1980); de Vrieg
Turquia; e col. (1980); Cem Mat e col.
Brasil (1988); Visentainer e col. (1997

DR2 TTelLL| Japéo Izumi e col. (1982)

DR2, DQ1 TT eoer | Tailandia; Shauf e col. (1985); Todd e col.

se USA; Egito | (1990); Hegazy e col. (2002)

DR1, DR2, DR9, DR4, DR53, DQ3 Per se | Coreia Kim e col. (1987)

DQ1

DR2, DQ8, DQ1 LL India Rani e col. (1992)

DRB1*1501; DRB1*0701; TT e LL | Norte da Rani e col. (1993)

DRB1* 1502; DQB1*0503 India

DQB1*0601,;

DQA1*0103

DRB1*1501 DRB1*0405 Japéao Joko e col. (2000)

DRB1*1502 India Mehra e col. (1995)

DRB1*15 DRB1*09 China Zhang e col. (2009)

DRB1*16 DRB1*04 Per se | Brasil Silva e col. (2009)

Arginina posicéo 13 TT India Zerva e col. (1996)

ou 70-71 (DRB1*15,

DRB1*1404)

DR3 (DR17) TT Suriname; | Van Eden e col. (1982); van Ede
Venezuela | e col. (1985)

DR9, DR10, DQ1, | DQ5 Per se | Turquia Kocak e col. (2002)

DQ3

DRB1*10; DRB1*04; Per se | Brasil; Vanderborght e col. (2007)

DRB1*15 DRB1*07; DRB1*12 Vietnd

DRB1*0405 MB Tailandia Hsieh e col. (2010)
DQB1*06; DRB1*02; MB e Argentina Motta e col. (2007)
DQB1*0402 DRB1*04, DQB1*03| PB

2N
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Tabela 1.3: Associacao de diferentes polimorfismos na regido ldaw a hanseniase em diversas populacdes

Fatores Genéticos de outros Forma | Populagéo Referéncia
polimorfismos Clinica
Susceptibilidade Resisténcia
TNF -308A LL; MB | India; Tailandia| Roy e col. (199ejbaesya e
col. (2007)

TNF -308A Per se | Norte Brasil Shaw e col. (2001)

TNF -308A MB Brasil Santos e col. (2002)
TNF -308GG TNF -308GA/AA | Per se | Sul do Brasil Franceschi e col. (2008)
DR15-TAP2B TT India Rajalingam e col. (1997)
DRB1*15- Per se | India Tosh e col. (2006)
MICA*5A
STR - TNFe. e TN LL Vietna Mira e col. (2003)

O significado funcional dessas associacfes HLAhmaseniase ainda ndo é

totalmente compreendido. Estudo realizado por Geldol. (1992) demonstrou que um

[N

determinado peptideo dd. leprae derivado da proteina de choque térmico (hsp65)
apresentada exclusivamente no contexto da molétii#aDR3 (DR17). Outro trabalho,

do mesmo grupo, demonstrou que variacdes em resiipmecificos na molécula HLA-
DR17 ndo diminuem a ligacdo do peptideo, porém palterar a conformacao do

complexo peptideo/HLA (Geluk e col., 1994).

Um estudo de modelagem molecular (Tabela 1.2)reugae moléculas HLA-DR
(DRB1*1501, 1502 e DRB1*1404) que apresentassemangiaina nas posicdes 13, 70 e
71 (formando um “pocket”) também modificariam aal§o ao peptideo nos pacientes com
a forma tuberculdide da hanseniase. Esta confoonmagdleria estimular um clone
particular de células T que nao favoreceria a Egpmune destes pacientes (Zerva e col.,
1996).

Como foi explanado, varios estudos avaliaram ammfismo do sistema HLA e
sua associagdo com a protecdo ou suscetibilidddmseniase e suas diferentes formas.
Porém, a inconsisténcia das associacdes de ClagstA-A, B e C) justifica a
intensificacdo de estudos que busquem compreenglblonos mecanismos de interacao
dessas moléculas na relacao entké ¢epraee o hospedeiro na determinacao da doenca, e

assim, estabelecer mecanismos profilaticos.
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II. OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Realizar estudo de associacao do tipo caso-comtosl@ntigenos leucocitarios

humanos em uma populacéo de individuos portadereamseniase e compara-lo com um

grupo de controles sadios residentes na cidadealdeR]aneiro.

1)

2)

3)

4)

5)

2. Objetivos Especificos

Realizar tipagem dos genes HLA classe | (HLA-AA-B e HLA-C) e do
polimorfismo do gendNF -308G>A em pacientes com hanseniase e em
individuos sadios residentes na mesma area gemraftidade do Rio de

Janeiro.

Verificar a conformidade das distribuicdes desas HLA estudados para o

equilibrio de Hardy-Weinberg.

Calcular as frequéncias alélicas e haplotiptassistema HLA classe |

encontrados nos pacientes e nos individuos sadios.
Calcular as frequéncias alélicas e genotipioaNF -308G>A.

Calcular as frequéncias dos haplétipos esteadittoHLA classe |, HLA
classe Il (DRB1) e HLA classe Ill (TNF).

6) Analisar a associacdo dos alelos de HLA genotipadgste estudo com a

hanseniasper sequando comparada com o grupo controle.
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lll. MATERIAIS E METODOS

1. Populacéo e Desenho de Estudo

O estudo foi realizado entre 1439 individuos retiele na cidade do Rio de Janeiro
e classificados fenotipicamente como caucaséidesticos ou negros de acordo com suas
caracteristicas morfologicas e de seus familiafasscaracteristicas compreendem face,

tipo de cabelo e cor de pele.

Foram selecionados 778 pacientes diagnosticadasatdo com a classificacdo de
Ridley e Jopling (1966) no Ambulatério Souza Aradgralizado na Fundacdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), e credenciado como centro de rafgeéno controle da hanseniase.
Para o grupo-controle foram selecionados 661 iddod sadios pertencentes a mesma
area geogréfica dos pacientes. As caracteristeraésglas populagdes utilizadas no estudo

estao listadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Caracteristicas gerados individuos componentes das trés populacbes de

estudo de acordo com sexo e etnia.

Etnia Sexo

Caucasoide Mestico Negro Femining Masculino

Controles(N= 661] 372 (56) | 189 (29)| 100 (15) 294 (44) 367 (56)

Pacientes(N= 778 307 (52 221 (37) 66 (11) 288 (87490 (63)

Resultados expressos como N (frequéncia %). Osestlta etnia ndo correspondem ao
de pacientes devido a falta de informacao de algigiduos.

Dos 1.439 individuos estudados, 902 tiveram sexlesatipados para dsci HLA-
A, HLA-B e HLA-C no Laboratério de ImunogenéticaGentro de Medula Ossea do
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Instituto Nacional de Cancer (INCA). As genotipagyedo SNPTNF -308G>A foram
realizados em todos os individuos, que fazem pdette estudo, no Laboratério de
Hanseniase (FIOCRUZ). Conforme o fluxograma da raig8.1, foram inicialmente
realizadas analises de frequiéncias dos alelos ldedyiida de uma analise de freqiiéncia
das combinagfes dos haplétipos HLA-A-C, HLA-A-B, AIB-C e HLA-A-B-C, com o
objetivo de avaliar o efeito das associa¢gbes dgesafjuando combinados com outros de

diferentedoci na regido de Classe I.

Em seguida, foi realizada uma analise de frequéaléiica e genotipica do SNP
TNF -308G>A. Por fim, uma analise dos haplétipos estlrs que incluiram os alelos de
Classe | (HLA-A, B e C), os alelos de Classe Il AHDRB1) e os de Classe IITNF -
308G>A) com o propésito de investigar se as assdesaseriam independentes.

Analise de Frequéncia dos Alelos HLA Classe | ‘

HLA-A HLA-B HLA-C |

Analise de Frequéncia das combinagdes Haplotipicas ‘

HLA A-C HLA A-B HLA B-C ‘ HLA A-B-C ‘

Analise de Frequéncia do SNP TNF -308G>A ‘

Analise de Frequéncia do Haplétipo Estendido:
HLA A-B-C-DRB1-TNF -308

Figura 3.1: Fluxograma das etapas de analise dos alelos etipagldlc
sistema HLA.
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2. Extragdo de DNA

A coleta das amostras, realizadas no ASA-FIOCRpaciéntes) e no INCA
(controles), ocorreu perante a obtencao do termmdsentimento livre e esclarecido por
escrito, de acordo com as normas do comité de Hticarundacdo Oswaldo Cruz
(protocolo CEP/FIOCRUZ 151/01).

2.1. Pacientes

As extracdes de DNA genbmico dos pacientes foemtizadas no Laboratério de
Hanseniase da Fundacédo Oswaldo Cruz, a partirrdpisdotal utilizando-se o reagente
DNAzol segundo as instrugbes do fabricante (Ing#ro Life Technologies, USA). O
sangue foi coletado utilizando tampéao citrato canticoagulante e colocado em solugéo
salina NaCl 0,9%. Apos homogeinizacdo, foi cengafo a 14.000 rpm durante 10
minutos em microcentrifuga Eppendorf (modelo 5415 seguida o sobrenadante foi
descartado e o pellet (botdo de células) foi rgged em solucdo hipotonica de Tris
(20mM pH8,0) EDTA (10mM) para a lise das hemac&snaterial foi centrifugado
novamente (4.000 rpm durante 10 minutos) e, apssatke do sobrenadante, o pellet foi
ressuspenso em DNAzol, Invitrogen) para lise dasionanas e degradacéo das proteinas.
Em seguida adicionou-se etanol absoluto de modibeado volume da mistura, a qual foi
mantida em temperatura ambiente por 10 minutos pegaipitacdo do DNA. Apos a
altima centrifugacéo (14000 rpm, 5 minutospelletfoi secado a temperatura ambiente,
ressuspenso em solucéo alcalina (NaOH 8mM) e inmuba65°C por 1 hora em banho

seco (Boeckel) para eluicdo do DNA genémico. Estarimazenado a -20°C.

2.2. Controles

A extracdo de DNA genbmico dos controles foi reml no Laboratorio de
Imunogenética do Centro de Medula Ossea (INCAgréirpde sangue total através do
método “Salting out”. Um volume de 5ml de sanguecfdetado utilizando EDTA
como anticoagulante e colocado em um tubo conicbOdel com solugdo hipotonica
de Tris-HCI 1Molar (pH8,0). Apds homogeneizacédo por 15 min., foi centrifugado

(2.000 rpm) durante 10 minutos para a lise das beasa Este procedimento foi
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repetido mais duas vezes ou até que as hemaceasnfastalmente lisadas. Apds
descarte do sobrenadante o pellet foi ressuspemsanepao contendo 1ml de Tris HCI
(1M), NaCl (5M) e EDTA (0,5M); 400ml de SDS a 10%. 2 mg de proteinase K e
incubado a 56°C por um periodo minimo de 6h pamdas membranas e degradacao

das proteinas.

Em seguida foi acrescentado 1ml de acetato de ssatirado para cada 4ml de
material digerido, agitado vigorosamente por 15usdgs e centrifugado (2.500 rpm
por 15 minutos) para separacdo das proteinas gmavyam um pellet. O sobrenadante
foi entdo transferido para outro tubo conico de I5@radicionado o dobro do volume
de etanol absoluto para precipitacdo do DNA querdonovido para um tubo de
polipropileno de 1,5ml e foi adicionado 1ml de etaam 70% e centrifugado (12.000
rpm por 5 minutos) em microcentrifuga EppendorEdBrenadante foi desprezado e o
etanol residual existente no material foi retirapgor evaporacdo. O pellet foi
ressuspenso em 300 ml de agua ultra pura (mileQ@)cubado a 37°C por 4hs em

banho-maria para eluicdo do DNA gendmico. Estarfmiazenado a -20°C.

3. Genotipagem dos Alelos HLA

As tipagens do$oci HLA por baixa resolucdo fornecem identificacdo dogpos
alélicos de cada gene, enquanto as tipagens poafalé resolucdo permitem a definicao
dos alelos de muitos genes HLA. Neste estudo, tpata o grupo de pacientes, quanto
para o de controles, foi utilizado o método PCR-BS@verso (Polymerase Chain
Reaction - Sequence Specific Oligonucleotide Prpbesipregando as tecnologias de
baixa resolugcdo: Luminex (fabricante One Lambda )INE InnoLIPA (fabricante
Innogenetics), sendo esta Ultima utilizada paratipagens que n&do puderam ser

esclarecidas através do método Luminex (ex: tgges ambiguas).
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3.1. Tipagem HLA pelo método Luminex

Este método consiste de um sistema de multi-arglis¢rabalha com um conjunto
de microesferas identificadas por cores que reptasediferentes comprimentos de onda,
as quais sao analisadas num citdmetro de fluxonisoesferas, representantes de uma
determinada cor, contém em sua superficie sondgenakleotidicas especificas para
determinada sequéncia, de forma a permitir queretifes microesferas possam ser

trabalhadas em um Unico tubo.

Nesse método de PCR-SSOP reverso, a regido alliNdoé amplificada com o uso de
oligonucleotideos iniciadores (primers) biotiniladdEntdo, os produtos marcados séo
desnaturados e hibridizados em um uUnico tubo cosoadas acopladas as microesferas.
Finalmente, faz-se a marcagdo com estreptavidin@gada com ficoeritrina e a leitura da
reacao pelo analisador de fluxo LABScan 100. Ardeteacéo da tipagem HLA baseia-se
no padrdo de reacdo comparado com os padréesabsoes sequéncias de genes HLA

publicadas.

3.2. Tipagem HLA pelo método Inno-LIPA

Este método, denominado LIPA (Line Probe Assay)siste de uma analise
combinatdria a partir de sondas de oligonucleotidespecificas positivas fixadas como

linhas paralelas em tiras de nitrocelulose.

Da mesma forma que na metodologia Luminex, nessedméde PCR-SSOP
reverso, a regido alvo do DNA é amplificada comso de oligonucleotideos iniciadores
biotinilados. Os produtos marcados sdo desnatuetidsridizados com as sondas fixadas
nas tiras de nitrocelulose. Entdo, faz-se a maocagé estreptavidina conjugada com
fosfatase alcalina que se liga aos hibridos mascadm biotina formados. A incubacédo
com substrato contendo cromogénio gera um predipipairpura/castanho e, portanto, as
analises podem ser realizadas através do softwhiiRAS for LIPA” ou ainda

manualmente através de tabelas de tipificacdo datag pelo fabricante.

40



4. Genotipagem do polimorfismolNF -308G>A por PCR em tempo real

A genotipagem do SNIPNF -308G>A foi realizada através de um sistema TagMan
de discriminagéo alélica do tipo “Assay by Desidpplied Biosystems), onde sondas
especificas marcadas com fluoréforos diferentesraétam a discriminacao alélica. Um
anico par de “primers” (iniciadores) € utilizadorgaa amplificacdo do fragmento
flanqueando a posicdo em que se encontra o alelon@btico (sense 5’
CCAAAAGAAATGGAGGCAATAGGTT -3'e antisense 5GGACCCTGGAGGCTGAAC-

3’). A discriminacdo alélica foi realizada por meade utilizacdo de sondas especificas,
desenvolvidas para anelamento do alelo, marcadas oe fluoréforos G (5'-
CCCGTCCCCATGCC -3’) e A (5 -CCCGTCCTCATGCC- 3NC e FAM, respectivamente.

As reacdes foram realizadas em termociclador mo#dBloPrism 7000 (Applied
Biosystems) em um volume de 10 pl contendo 10 nBMA gendmico, Assay 40 X em
concentracdo final de 1 X contendo iniciadores edas em concentracdes ideais e
TagMan PCR Master Mix 1 X. Todos os reagentes foratiizados conforme
recomendagdes do fabricante. Foram submetidas grévaitura (60°C por 1 min.) a fim
de detectar o background da fluorescéncia. Em dagas amostras foram submetidas a
reacdo de amplificacdo que consiste em uma incabagéal a 50°C por 2 min., para
inativacéo da enzima AmpErase, 95°C por 15 mi°€ @or 1 min., durante o qual ocorre
0 anelamento do primer e a extensdo dos fragmelRtwam realizados 35 ciclos dessa
reacdo. Apos a amplificacdo dos fragmentos, aidistcao alélica foi realizada através
da interpretacdo do gréfico resultante da subtrdgébackground coletado na pré-leitura
do valor final obtido na pés-leitura. A represeatagrafica pode ser observada na Figura
3.2. Amostras com fluorescéncia muito intensa nopranento de onda do FAM foram
consideradas homozigotas para o alelo G, as qesaparam fluorescéncias equivalentes
foram classificadas como heterozigotas e, por disnque apresentaram fluorescéncia mais

intensa com comprimento de onda do VIC, foram ifleattas como homozigotos para A.
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Figura 3.2: Representacao grafica utilizada para discriminagética por PCR e
tempo real para o polimorfismo do gereF -308. Os homozigotos GG e AA estao
representados respectivamente em circulos vermethobsangos azuis e
heterozigotos em trianqulos verc

5. Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas confestelo previamente realizado por
nosso grupo (Vanderborght e col. 2007). Os desl@dsquilibrio de Hardy-Weinberg para
o polimorfismo doIrNF -308 e para os alelos HLA foram estimados a paaticomparacao
das frequéncias genotipicas observadas com asadapguela Lei de Hardy e Weinberg,
utilizando o teste de Qui-quadrado.

As freqUéncias alélicas e genotipicas dos aleloA ldLdo SNPTNF -308G>A
foram estimadas por contagem direta. As comparagdee as distribuicdes dos alelos
HLA de pacientes e controles foram realizadas ésalo modelo LogLinear, enquanto
gue dos alelos e gendtipos do SNRF -308G>A foram realizadas através do modelo de
Regresséo Logistica.
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As frequéncias dos haplétipos dos paegem controles, com valores iguais ou
maiores que 0,5%, foram estimadas pelo método dginmaa verossimilhanca e
comparadas através do modelo de Regressdo Logi§odas os estudos comparativos
entre pacientes e controles foram realizados ctimats/a de risco atraveés do célculo de
Odds Ratio (OR) sem e com ajustes para as co-e&iado genéticas sexo e etnia. O
intervalo de confianca (IC) de 95% foi utilizadonum medida de risco e o p-valor para
medida dos niveis de significancia estatistica.oida de OR acima de 1 indicam
associacdo a risco com a doenca e, abaixo de damdprotecdo, ao passo que valores

iguais a 1 mostram nao existir associagao.

Além disso, foram realizadas andlises de desequilie ligacdo (LD) dois-a-dois,
que é a comparacao entréo2i (conhecido como pairwise LD), entre os alelos HLA
TNF -308, utilizando o parametro estatistico D’. Todms analises estatisticas foram
realizadas com o auxilio do pacote estatistico Ra p&indows versdao 2.9.2 (R
Development Core Team, 2009), utilizando as bibtas “genetics”, “Design” e

“haplo.stats”.
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IV. RESULTADOS

1. Analise dos Alelos HLA-A

Na Tabela 4.1, as frequéncias alélicas eengsnabsolutos para cada grupo alélico
estdo apresentados. Foram identificadodocas HLA-A, 21 alelos nos pacientes e 20
alelos no grupo de controles. O alelo mais frequerts dois grupos foi 0 HLA-A*02

(pacientes = 23% e controles = 25%).

O alelo HLA-A*11 apresentou uma frequéncianantada nos pacientes (7%); em
relacdo aos controles (4%). Da mesma forma, o HEBGAtambém sugere diferenca na
mesma direcdo entre 0s grupos estudados, ou ssjaéhcia aumentada em pacientes
(9%) quando comparados aos controles (6%). Poroolattio, o alelo HLA-A*01
apresentou frequéncia diminuida nos pacientes @%oyelacdo aos controles (9%). Os
resultados demonstram uma associagao significatite os alelos HLA-A*11 e HLA-
A*30 com a suscetibilidade a hanseniase (p=0,0090e017, respectivamente), enquanto

o HLA-A*01 indica uma associacdo com a resistéadi@enca (p=0,029).

2. Analise dos Alelos HLA-B

Conforme Tabela 4.2, foram observadotonosHLA-B 30 alelos. Entretanto, o alelo
B*82 né&o foi identificado nos pacientes e o B*7® M@ observado no grupo de controles.
O alelo mais frequente nos dois grupos foi o HLABpacientes = 13% e controles =
12%).

Os alelos HLA-B*27 e B*50 apresentaram fri&ogia diminuida nos pacientes (<1% e
1%) em relacdo aos controles (2% e 3%), respectimtandemonstrando uma associacao
significativa entre o HLA-B*27 (p=0,005) e o B*5(Pp%0,002) com a resisténcia a
hanseniase. N&o foi observada associagdo com atibilslade a doenga com nenhum
alelo do l6cus B (Tabela 4.2).
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Tabela 4.1:Distribuicdo de frequéncia alélica HLA-A entre pattes com hanseniase e
controles.

Alelos HLA Pacientes(n=421) Controles(n=478} Valor p?
A*01 49 0% 90 ©%) 0,029
A*Q2 19703 23705 Referéncia
A*03 72©09) 8909 0,960
A*11 60 @07 41©09 0,009
A*23 57 ©07) 52 (©.09) 0,369
A*24 76 ©09) 11212 0,290
A*25 07 @0 1802 0,103
A*26 27©03) 29009 0,756
A*29 3700 43009 0,770
A*30 73009 53(0.09) 0,017
A*31 33009 43009 0,618
A*32 24009 25©03) 0,706
A*33 28©03) 24009 0,187
A*34 13©02 09 @0 0,203
A*36 05 @0 12© 0,283
A*43 01 ©09 0209 0,687
A*66 06 @01 06 @V 0,978
A*68 57 @07 55 (0.09) 0,324
A*69 01 ©09 0009 0,999
A*74 18©02 1400 0,225
A*80 01 ©00 0200 0,687

'Resultados apresentados comMENF™ . 2valores de p obtidos a partir do modelo estatidtiog
Linear. Referéncia haplétipo utilizado como base de comparacdo nestdelo. O nimero de
individuos genotipados néo corresponde ao numéeab da amostra devido a alguns desses néo
poderem ter sido testados para éstes
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Tabela 4.2:Distribuicdo de frequéncia alélica HLA-B entre igates com hanseniase e controles.

Alelos HLA Pacientes(n=424) Controles(n=476) Valade p
B*07 68©% 66 @07 0,911
B*08 390 6307 0,097
B*13 1200 16©02 0,568
B*14 47©09) 50 ©09) 0,835
B*15 8610 72©07) 0,476
B*18 46©%) 46 0,826
B*27 0300 20002 0,005
B*35 112013 116©*2 referéncia
B*37 12000 06 @ 0,207
B*38 15002 19002 0,736
B*39 28003 2600 0,759
B*40 390 39009 0,610
B*41 15002 15002 0,885
B*42 22009 16©02 0,281
B*44 73009 1031 0,129
B*45 22009 27003 0,612
B*47 0200 01©00 0,543
B*48 0200 0200 0,955
B*49 14002 32009 0,056
B*50 05 @0 26©0%) 0,002
B*51 5607 76©%) 0,219
B*52 17002 16©02 0,516
B*53 25009 24003) 0,860
B*55 13002 1400 0,892
B*56 0400 0400 0,765
B*57 2700 23002 0,573
B*58 34009 280.03) 0,448
B*78 01©0 0000 0,999
B*81 090 07© 0,723
B*82 000 01©00 0,999

'Resultados apresentados confBEN™?. ?valores de p obtidos a partir do modelo estatidtinp
Linear. Referéncia haplétipo utilizado como base de comparacdo nestdelo. O niumero de
individuos genotipados néo corresponde ao numéeab da amostra devido a alguns desses néo
poderem ter sido testados para éstes
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3. Andlise dos Alelos HLA-C

Apoés realizagdo das genotipagens nos grdegsacientes e controles para 0s grupos
alélicos do locus HLA-C, foram encontrados 14 aedan ambos os grupos, sendo que o
C*07 foi o mais frequente (pacientes = 24% e cdesre 23%). Na Tabela 4.3 encontram-

se discriminadas as frequéncias alélicas e seusrngrabsolutos.

Neste I6cus, apenas o HLA-C*05 apresentou fietpuéncia diminuida nos pacientes
(4%) em relacdo aos controles (7%) demonstrando aseaciacdo significativa entre o
alelo HLA-C*05 com a resisténcia a hanseniase (89), Nao foi encontrado nenhum

alelo associado com a suscetibilidade a doenca.

Tabela 4.3:Distribuicédo de frequéncia alélica HLA-C entre gates com hanseniase e controles.

Alelos HLA Pacientes (n=419) Controles (n=461) Valg
C*01 1100 18©%) 0,214
C*02 5000 56 000 0,789
C*03 9301 8209 0,605
C*04 130018 165018 0,228
C*05 37009 60 ©7 0,039
C*06 76009 8309 0,095
C*07 20002 2000%) referéncia
C*08 52000 5209 0,732
C*12 53006) 48©0) 0,892
C*14 150©02) 25©03) 0,127
C*15 42099 34009 0,858
C*16 51©06) 43009 0,451
C*17 34009 32003) 0,725
C*18 14002 12©0n 0.376

'Resultados apresentados comMENF™ . ?valores de p obtidos a partir do modelo estatidting
Linear. Referéncia haplétipo utilizado como base de comparacdo nestdelo. O nimero de
individuos genotipados néo corresponde ao numeab da amostra devido a alguns desses néo
poderem ter sido testados para éstes
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4. Andlise dos Haplotipos HLA

Os resultados da analise de LD (dois a dois) detrasam que ndo ha desequilibrio de
ligacdo entre HLA-A/C (D’'=0,454) ou entre HLA-A/BD{=0,447). Entretanto,
observamos que ha LD entre HLA-B/C (D’= 0,776) dotaliante da maior proximidade

fisica desses doleci no cromossomo.

4.1. Andlise das combinacdes Haplotipicas HLA-A-GJLA-A-B e HLA-B-C

O efeito de associacao dos alelos, que detnamam associacdes significativas com a
susceptibilidade ou resisténcia a hanseniase,nfaisado através das distribuicbes de
frequéncia dos haplétipos HLA-A-C (Tabela 4.4), HAAB (Tabela 4.5) e HLA-B-C
(Tabela 4.6).

Em relacdo aos alelos thwus HLA-A, foi identificada a combinacdo HLA-A*Q1-
C*06 como indicando protecdo a hanseniase (ORs0,8d4)¢m com p-valor nao
significativo apds ajuste para as covariaveis réieticas. Entretanto, o haplétipo HLA-
A*03-C*06 foi identificado como indicando protecaodoenca (OR=0,16) e com p-valor

significativo sem e com ajuste (0,028 e 0,050,eepamente).

Dois outros alelos, identificados anterionteecomo associados a doenga, formaram
haplétipos com docus HLA-B indicando suscetibilidade a hanseniase. Qidtigpo HLA-
A*11-B*35 apresentou OR = 2,19, porém com p-valonsideraddborderline (0,067) e
apos ajustarmos as covariaveis ndo genéticas, vainses uma OR (2,11) similar a
anterior, porém com p-valor ndo significativo (9,00 haplétipo HLA-A*30-B*15 foi
identificado como fortemente associado com a sisliddde (OR = 6,1) e com p-valor
significativo (0,044), sendo esta associacdo marapbs ajuste para as co-variaveis sexo e

etnia.

Também pudemos observar que o haplétipo AE@2-B*40, embora ndo apresente
alelos identificados anteriormente como associadwsnseniase, apresentou OR indicando
associacdo com a suscetibilidade a doenca (3,4%) pwalor significativo apds ajuste
(0,043).
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Tabela 4.4:Distribuicdo de frequéncia das combinac¢fes haytets HLA-A-C.

Haplétipos Frequéncias Modelo de Regressao Logistica
HLA-A HLA-C | Controles (461) | Pacientes (419) OR (p-valor) OR (p-valor)’
02 07 0.052 0.060 Referéncia Referéncia
01 07 0.045 0.033 0.548 (0.107) 0.651 (0.272)
02 04 0.041 0.036 0.727 (0.423) 0.828 (0.649)
02 05 0.033 0.023 0.621 (0.237) 0.555 (0.175)
24 07 0.031 0.024 0.577 (0.207) 0.703 (0.433)
03 07 0.027 0.031 0.773 (0.546) 0.809 (0.645)
11 04 0.024 0.026 1.048 (0.907) 1.084 (0.848)
68 04 0.023 0.013 0.541 (0.218) 0.462 (0.174)
01 06 0.022 0.011 0.344 (0.040) 0.416 (0.103)
24 03 0.020 0.018 0.699 (0.458) 0.768 (0.607)
02 03 0.019 0.025 1.332(0.550) 1.598 (0.353)
02 06 0.018 0.015 0.730 (0.549) 0.861 (0.785)
24 04 0.016 0.020 0.794 (0.647) 0.801 (0.673)
03 06 0.015 0.003 0.168 (0.028) 0.200 (0.050)
03 04 0.014 0.019 0.964 (0.941) 1.004 (0.994)
23 04 0.014 0.005 0.219 (0.083) 0.233 (0.084)
29 16 0.014 0.017 1.031 (0.948) 1.163 (0.757)
23 07 0.013 0.015 1.125(0.835) 1.171 (0.778)
02 16 0.013 0.014 1.086 (0.886) 1.050 (0.935)
02 12 0.012 0.013 0.980 (0.973) 1.207 (0.738)
24 02 0.012 0.002 0.142 (0.054) 0.174 (0.080)
30 17 0.012 0.022 1.369 (0.505) 1.723 (0.264)
02 08 0.011 0.006 0.586 (0.412) 0.558 (0.392)
30 07 0.011 0.020 1.350 (0.543) 1.200 (0.719)
02 02 0.010 0.016 1.039 (0.951) 1.185 (0.790)
31 07 0.010 0.009 0.782 (0.708) 0.871(0.833)
68 07 0.010 0.021 1.787 (0.350) 2.078 (0.245)
30 06 0.009 0.008 0.742 (0.631) 0.849 (0.796)
31 04 0.009 0.007 0.259 (0.233) 0.464 (0.399)
33 08 0.009 0.007 0.814 (0.749) -
03 03 0.008 0.008 1.277 (0.722) 1.537 (0.556)
26 12 0.008 0.014 1.691 (0.348) 1.902 (0.258)
31 03 0.008 0.007 0.85 (0.806) 1.01 (0.979)
31 15 0.008 0.011 1.15 (0.806) 1.15 (0.812)
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Tabela 4.4continuagéo

Haplétipos Frequéncias Modelo de Regressao Logistica
HLA-A HLA-C | Controles (461) | Pacientes (419) OR (p-valor) OR (p-valor)’
11 07 0.007 0.006 1.12 (0.860) 1.28 (0.696)

23 02 0.007 0.007 1.08 (0.910) -
24 12 0.007 0.012 1.77 (0.367) 1.67 (0.432)
68 03 0.007 0.011 1.40 (0.604) 1.87 (0.351)
33 04 0.004 0.011 3.38 (0.093) -

Haplotipos de frequéncia >/= 0.7% em controles @epdes portadoes de hanseniase e andlise de
associacdo com a doencsOs resultados foram ajustados par as covaridveisesetnia. Intervalo

de confianga (Cl) sem e com ajuste para covarigaes o haplétipo HLA-A*01-C*06 (Cl=0.125—
0.953; CI=0.147-1.195, respectivamente) e parapiotipo HLA-A*03-B*06 (CI1=0.034-0.822;
CI=0.040-1.001, respectivamente).

Tabela 4.5:Distribuicdo de frequiéncia das combinacdes haptaispiLA-A-B.

Haplotipos Frequéncias Modelo de Regressao Logistic
HLA-A | HLA-B |Controles (476) | Pacientes (421)| OR (p-alor) OR (p-valor) *
02 44 0,045 0,036 Referéncia Referéncia
01 08 0,042 0,020 0,61 (0,240) 0,69 (0,386)
01 57 0,012 0,009 1,05 (0,926) 0,99 (0,993)
02 07 0,019 0,019 1,37 (0,515) 1,05 (0,922)
02 14 0,011 0,011 1,27 (0,700) 1,17 (0,808)
02 15 0,028 0,026 1,34 (0,522) 1,44 (0,433)
02 18 0,011 0,019 2,50 (0,098) 1,83 (0,310)
02 35 0,017 0,022 1,94 (0,201) 1,91 (0,223)
02 39 0,003 0,007 2,99 (0,196) 3,12 (0,195)
02 40 0,007 0,019 3,55 (0,038) 3,44 (0,043)
02 45 0,009 0,004 0,79 (0,781) 0,70 (0,667)
02 49 0,016 0,002 0,25 (0,118) 0,27 (0,144)
02 50 0,008 0,002 0,31 (0,180) 0,28 (0,160Q)
02 51 0,029 0,024 0,81 (0,663) 0,81 (0,647)
02 52 0,008 0,006 1,34 (0,633) 1,26 (0,712)
02 53 0,008 0,007 1,32 (0,702) 1,45 (0,609)
02 58 0,006 0,006 1,32 (0,726) 1,66 (0,547)
03 07 0,023 0,019 1,03 (0,951) 0,86 (0,784)
03 15 0,008 0,009 1,28 (0,718) 1,06 (0,930)
03 27 0,009 0,002 0,28 (0,180) 0,29 (0,200)
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Tabela 4.5continuacao

Haplotipos Frequéncias Modelo de Regressao Logisti
HLA-A | HLA-B |[Controles (476) | Pacientes (421)| OR (p-alor) OR (p-valor) *

03 35 0,008 0,019 4,06 (0,034) 3,04 (0,099)
03 44 0,009 0,003 0,50 (0,403) 0,61 (0,556)
03 51 0,005 0,008 2,26 (0,432) -

11 35 0,021 0,030 2,19 (0,067) 2,11 (0,097)
23 15 0,004 0,011 3,81 (0,059) 3,45 (0,100)
23 41 0,006 0,005 0,81 (0,808) 0,77 (0,750Q)
23 44 0,014 0,005 0,44 (0,250) 0,42 (0,233)
23 45 0,006 0,006 1,71 (0,047) 1,36 (0,703)
23 49 0,006 0,002 0,99 (0,996) 0,76 (0,761)
24 07 0,016 0,009 0,70 (0,547) 0,76 (0,654)
24 14 0,014 0,003 0,41 (0,267) 0,41 (0,280)
24 15 0,003 0,011 4,30 (0,101) 4,02 (0,141)
24 18 0,006 0,006 1,28 (0,777) 1,37 (0,713)
24 35 0,018 0,017 1,12 (0,824) 1,13 (0,817)
24 39 0,009 0,009 1,10 (0,880) 0,97 (0,963)
24 40 0,011 0,004 0,46 (0,335) 0,63 (0,528)
24 44 0,001 0,010 6,80 (0,086) 8,77 (0,055)
25 18 0,014 0,005 0,43 (0,226) 0,42 (0,213)
26 38 0,004 0,012 4,09 (0,068) 3,97 (0,071)
29 44 0,020 0,018 1,56 (0,349) 1,44 (0,461)
30 15 0,003 0,012 6,15 (0,044) 6,22 (0,040)
30 18 0,005 0,007 2,45 (0,285) 2,74 (0,207)
30 42 0,010 0,018 2,13 (0,153) 2,23 (0,151)
30 57 0,004 0,007 3,38 (0,129) 3,36 (0,124)
30 58 0,004 0,006 1,36 (0,685) 1,28 (0,750)
31 15 0,009 0,002 0,54 (0,487) 0,46 (0,398)
31 35 0,007 0,008 1,36 (0,638) 1,33 (0,669)
31 51 0,012 0,005 0,73 (0,669) 0,64 (0,561)
32 35 0,007 0,003 0,59 (0,605) 0,39 (0,343)
32 40 0,005 0,005 0,89 (0,890) 0,94 (0,937)
33 14 0,007 0,009 1,94 (0,308) 1,51 (0,552)
68 15 0,008 0,009 1,16 (0,839) 1,50 (0,579)
68 35 0,017 0,015 1,22 (0,719) 1,06 (0,923)
68 51 0,009 0,007 1,11 (0,875) 0,76 (0,707)

Haplotipos de frequiéncia >/= 0.5% em controlesaegmtes portadores de hanseniase e analise de
associacdo com a doenca.Os resultados foram ajustados para as covaridesis € etnia.
Intervalo de confianca (Cl) sem e com ajuste paxarmaveis para o haplotipo HLA-A*11-B*35
(CI=0.945-5.103; CI=0.874-5.113,
(Cl=1.044-36.257; CI=0.061-0.601, respectivamente).

respectivamente)paa o haplétipo HLA-A*30-B*15
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As comparacdes entre as frequéncias dotigd HLA-B-C demonstraram forte
associagcdo de dois haplétipos com a protecdo &miase. Embora o HLA-B*27-C*02
apresente um valor de OR sugerindo um efeito moteuito forte a essa combinacao
alélica (OR=0,10 e 0,11; sem e com ajuste, rey@aungnte), os valores de p foram
borderline (p=0,054 e 0,070, respectivamente). O haplétipatBi50-C*06, por sua vez,
apresentou OR de 0,17 e 0,19 (sem e com ajusfectesamente) e p-valor significativo
(0,003 e 0,004) respectivamente.

Embora ndo apresentando alelos identificadomo associados a doenca, a
combinacéo haplotipica HLA-B*44-C*04 também demamstassociacdo com a protecéo
a hanseniase mesmo ap0s ajuste para as co-vaf@R9,36; p=0,042), ao contrario do
haplotipo B*57-C*07 que demonstrou forte associacém a suscetibilidade a doenca

(OR=6,17) e p-valor altamente significativo mesmosaajuste (p=0,009).

Tabela 4.6:Distribuicdo de Frequéncia das combinagfes haptad HLA- B-C.

Haplotipos Frequéncias Modelo de Regresséao Logistic
HLA-B | HLA-C | Controles (461) | Pacientes (419)] OR (p-alor) OR (p-valor) *
35 04 0,110 0,113 Referéncia Referéncia
07 07 0,060 0,073 1,17 (0,507) 1,19 (0,498
08 07 0,060 0,046 0,72 (0,241) 0,88 (0,677
14 08 0,046 0,049 1,07 (0,797) 1,04 (0,888
44 05 0,038 0,028 0,67 (0,242) 0,69 (0,293
15 03 0,033 0,053 1,56 (0,129) 1,88 (0,038
49 07 0,031 0,016 0,53 (0,092) 0,58 (0,154
44 16 0,030 0,025 0,80 (0,536) 0,93 (0,853
40 03 0,027 0,027 1,00 (0,984) 1,14 (0,703
44 04 0,025 0,010 0,38 (0,033) 0,36 (0,042
50 06 0,025 0,005 0,17 (0,003) 0,19 (0,004
51 15 0,025 0,029 1,16 (0,666) 1,24 (0,554
53 04 0,022 0,021 0,89 (0,750) 1,09 (0,821
39 07 0,018 0,015 0,73 (0,476) 0,78 (0,578
51 14 0,017 0,014 0,81 (0,632) 0,61 (0,307
57 06 0,017 0,005 0,29 (0,052) 0,35 (0,099
18 05 0,017 0,013 0,76 (0,547) 0,77 (0,584
58 07 0,017 0,020 0,89 (0,776) 0,74 (0,491
13 06 0,016 0,013 0,89 (0,815) 1,06 (0,897
18 12 0,016 0,013 0,72 (0,460) 0,80 (0,627
41 17 0,015 0,013 0,82 (0,677) 0,98 (0,974
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Tabela 4.6continuacéo

Haplotipos Frequéncias Modelo de Regressao Logistic
HLA-B | HLA-C |Controles (461) | Pacientes (419)] OR (p-&lor) OR (p-valor) *

37 06 0,005 0,012 2,30 (0,229) 2,81 (0,142)
44 07 0,005 0,009 2,79 (0,131) 3,02 (0,116)
51 16 0,005 0,011 2,28 (0,210) 2,32 (0,213)
07 15 0,003 0,006 1,55 (0,601) -

35 12 0,003 0,005 2,10 (0,384) -

52 15 0,003 0,005 1,62 (0,525) -

57 07 0,003 0,019 5,09 (0,023) 6,17 (0,009)
57 18 0,003 0,007 2,16 (0,316) 2,28 (0,287)
45 16 0,005 0,015 2,18 (0,181) 2,37 (0,147)
38 12 0,014 0,018 1,32 (0,499) 1,47 (0,364)
42 17 0,014 0,026 1,54 (0,289) 2,20 (0,070)
55 03 0,012 0,013 1,09 (0,857) 1,37 (0,522)
15 02 0,010 0,021 1,95 (0,126) 2,46 (0,051)
15 14 0,010 0,001 0,11 (0,046) 0,13 (0,066)
45 06 0,010 0,010 0,99 (0,997) 0,88 (0,829)
51 02 0,010 0,005 0,60 (0,470) 0,53 (0,426)
51 07 0,010 0,002 0,22 (0,099) 0,25 (0,132)
40 02 0,009 0,010 1,06 (0,900) 1,07 (0,894)
15 07 0,008 0,015 1,28 (0,635) 1,55 (0,402)
58 06 0,008 0,014 1,91 (0,226) 2,20 (0,168)
18 02 0,007 0,006 1,11 (0,866) 1,27 (0,714)
18 07 0,007 0,016 2,45 (0,082) 2,78 (0,056)
27 02 0,007 0,002 0,10 (0,054) 0,11 (0,070Q)
39 12 0,007 0,010 1,32 (0,629) 1,31 (0,641)
52 12 0,007 0,009 1,17 (0,795) 1,20 (0,756)
14 02 0,006 0,005 0,70 (0,646) 0,86 (0,851)
81 18 0,006 0,008 1,21 (0,760) 1,53 (0,526)

Haplotipos de frequiéncia >/= 0.5% em controlesaegmtes portadores de hanseniase e analise de
associacdo com a doenca.Os resultados foram ajustados para as co-vari®esis e etnia.
Intervalo de confianga (Cl) sem e com ajuste pargatiaveis para o haplétipo HLA-C*02-B*27
(CI=0.009-1.036; CI=0.010-1.199, respectivamente)paa o haplétipo HLA-C*06-B*50
(C1=0.056-0.552; CI=0.061-0.601, respectivamente).
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4.2. Andlise dos Haplétipos HLA A-B-C

Também foram avaliadas as frequéncias ddic@pio haplotipica formada pelosi
HLA-A, B e C. Conforme representado na Tabela 4 7analise mostrou diferenca
significativa entre as frequéncias de seis hamétipos grupos de pacientes e controles

com valores de OR (sem e com ajuste, respectivanemuigerindo suscetibilidade a

hanseniase. S&o estes: HLA-A*02/B*35/C*04; HLA-A?B215/C*03; HLA-
A*30/B*42/C*17; HLA-A*03/B*35/C*04; HLA-A*26/B*38/ C*12; HLA-A*24/
B*15/C*03.

Dos alelos anteriormente associados @tibgidade ou protecdo a doenca, apenas o
HLA-A*30 foi identificado como permanecendo assdoiacom a suscetibilidade a
hanseniase quando ligado ao B*42 e C*17, com p-&dmificativo sem e com correcdo
para as co-variaveis sexo e etnia (p=0,007 e 0,@Bpectivamente). Os demais alelos,

anteriormente associados a hanseniase, quandoramobiem haplotipos ndo obtiveram

frequéncia maior que 0,5% nos pacientes e controles

Tabela 4.7:Distribuicdo de Frequéncias dos Haplotipos HLA-AGB

Haplotipos Frequéncias Modelo de Regresséao Logistic
HLA-A |HLA-B |HLA-C [ontroles (459) |Pacientes (416)| @R (p-valor) | OR (p-valor)®
01 08 07 0,039 0,020 Referéncia Referéncia
02 44 05 0,029 0,023 1,20 (0,636 0,97 (0,94DP)
11 35 04 0,022 0,028 2,37 (0,019 1,87 (0,11)7)
03 07 07 0,021 0,019 1,88 (0,118 1,33 (0,516)
02 07 07 0,018 0,023 2,41 (0,029 1,70 (0,218)
02 35 04 0,018 0,027 2,93 (0,015 2,68 (0,03B)
24 35 04 0,018 0,016 1,28 (0,632 1,01 (0,97p)
02 49 07 0,015 0,002 0,30 (0,172 0,28 (0,15B)
29 44 16 0,015 0,015 2,30 (0,062 2,12 (0,10p)
68 35 04 0,015 0,008 1,19 (0,744 0,38 (0,234)
02 51 14 0,014 0,007 1,02 (0,963 0,66 (0,49p)
24 07 07 0,014 0,007 0,72 (0,620 0,81 (0,74(7)
25 18 12 0,013 0,005 0,67 (0,625 0,55 (0,46p)
02 14 08 0,012 0,008 1,52 (0,508 1,28 (0,690)
02 15 03 0,007 0,010 2,85 (0,030 2,70 (0,0411)
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Tabela 4.7continuacéo

Haplotipos Frequéncias Modelo de Regresséao Logistic
HLA-A |HLA-B [HLA-C [Controles (459) |Pacientes (416)| @R (p-valor) | OR (p-valor)®
01 37 06 0,003 0,007 3,53 (0,150 3,41 (0,13D)
24 15 03 0,003 0,011 9,64 (0,019 9,24 (0,044)
30 14 08 0,003 0,002 1,17 (0,834 1,00 (0,99)7)
02 50 06 0,009 0,002 0,57 (0,565 0,44 (0,40[7)
02 58 07 0,009 0,002 0,84 (0,829 0,82 (0,78p)
24 40 03 0,009 0,003 0,57 (0,519 0,57 (0,5211)
30 42 17 0,009 0,019 4,15 (0,007 3,90 (0,01P)
31 51 15 0,009 0,002 0,93 (0,923 0,75 (0,73B)
01 57 06 0,008 0,001 0,48 (0,371 0,43 (0,31h)
02 51 02 0,008 0,005 0,96 (0,961 0,90 (0,904)
33 14 08 0,008 0,008 2,42 (0,158 1,55 (0,530)
02 53 04 0,007 0,006 1,35 (0,676 1,45 (0,59B)
23 49 07 0,007 0,002 1,50 (0,584 1,02 (0,97P)
24 14 08 0,007 0,002 0,92 (0,924 0,79 (0,79b)
31 35 04 0,007 0,004 0,73 (0,696 0,57 (0,53R)
02 40 03 0,006 0,009 2,55 (0,124 2,49 (0,16D)
30 18 05 0,006 0,007 2,24 (0,218 2,05 (0,26B)
03 15 03 0,005 0,007 3,28 (0,111 3,37 (0,10p)
03 35 04 0,005 0,018 10,68 (0,003 7,53 (0,014)
68 15 03 0,005 0,006 0,95 (0,960 1,53 (0,64R)
02 15 07 0,004 0,005 2,73 (0,221 2,55 (0,264)
26 38 12 0,004 0,012 4,38 (0,033 3,97 (0,05D)
31 39 07 0,004 0,009 3,45 (0,096 3,14 (0,12[7)

Haplotipos de freqiiéncia >/= 0.5% em controlesaepes portadores de hanseniase e analise de
associacdo com a doenca.Os resultados foram ajustados para as co-vari®eis e etnia.
Intervalo de confianca (Cl) sem e com ajuste paraacidveis para o haplotipo HLA-A*30-B*42-
C*17 (CI=1.453-11.610; Cl=1.383-10.943, respectieata).
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5.Andlise do PolimorfismoTNF -308G>A

As analises de polimorfismo do TNF na posicao -GU8F -308G>A) incluiram a
genotipagem de 1439 individuos, sendo 778 paciené&l controles. As frequéncias dos
alelos A e G foram, respectivamente, 13% e 87%rapayde controles e 10% e 90% nos
pacientes. As frequéncias genotipicas e valoresolibs obtidos encontram-se
discriminados na Tabela 4.8. Os testes de Equilithei Hardy-Weinberg (EHW) foram
realizados através do teste Qui-quadrado com ldgdiberdade, tendo sido considerados
sem desvio do equilibrio tanto o grupo de contrgleanto o grupo de pacientes.

Os resultados das comparacfes entre as frequé&i€igas e genotipicas de cada
grupo (Tabela 4.8) demonstraram que individuossadores do alelo A apresentam uma
chance reduzida de desenvolver a hanseniase corl,CZR§p=0,02). Apos o ajuste para
as covariaveis o valor de OR foi sutiimente alterd@,77) com p-valorborderline
(p=0,05).

Tabela 4.8:Frequéncias alélicas e genotipicas observadasapssyde pacientes e
controles para o polimorfismo de base Griibd--308.

TNF -308 Pacientes Controles OR (95% CI; p - valor) OR (95% ClI; p - valor) *

GG 628081 50107 referéncia referéncia
GA 137018 1480% 0,74 (0,57 — 0,96; p= 0,02) 0,76 (0,58 — 1,01;(HG86)
AA 13 002 12002 0,86 (0,39 -1,91; p=0,72) 0,79 (0,34 — 1,8%,(n60)
Total 778 661
Alelo G 1393099 1150087 referéncia referéncia
Alelo A 163010 172 0,78 (0,57 -1,08; p=0,13) 0,79 (0,56 — 1,12;(19)

Carreador A 150 (0,19) 160 (0,24) 0,75 (0,58 - 0,96; p=0,02) 77Q0,58 — 1,01; p=0,05)
(GA +AA)

'valores calculados com correcdo para as co-vasi&esio e etnia.
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6.Andlise dos Haplétipos Estendidos HLA A-B-C-DRBIFNF -308G>A

A amostragem desse estudo foi previamentetigpada para os alelos HLA de Classe
Il (DRB1) por Vanderborght e col. (2007) e o SNPFTRB08G>A (Santos e col., 2002 e
presente estudo). Assim, uma andlise dos haplogptendidos dos alelos HLA classe |
(HLA-A-B-C), classe Il (HLA-DRB1) e classe Ill, @vés do SNPTNF -308G>A foi
realizada para verificar se as associacfes dossatid classe | a hanseniase seriam
independentes da participagdo de outoos da mesma regido 6p21. As frequéncias dos
haplotipos foram estimadas por méaxima verossimghancomparadas as de valores iguais
ou maiores que 0,55%, através de regressao l@iséim e com correcdo para as co-

variaveis ndo genéticas sexo e etnia.

O desequilibrio de ligacao dois-a-dois (pee LD) foi verificado através do calculo
de parametro D’. Incluindo-se o HLA-DRB1, os régdbs demonstraram que nao ha
desequilibrio de ligacdo entre os pares HLA-A/DRB1= 0,329), HLA-B/DRB1 (D=
0,447) e HLA-C/DRBL1 (D’= 0,327). Da mesma formasamparagéo dos loci HLA com o
TNF -308 temos: (HLA-ATNF: D’'= 0,698; HLA-B/TNF : D’= 0,561; HLA-CTNF : D'=
0,521 e HLA-DRBITNF : D’'= 0,417). Portanto, um LD sugestivo de ligagimarece
entre HLA-A e TNF.

Conforme representado na Tabela 4.9, o hipplénais frequente no grupo controle
foi o HLA-A*01-B*08-C*07-DRB1*03-TNF -308A, confirmando dados da literatura
(Wilson e col., 1993). Houve diferenca significatigntre as frequéncias dos haplotipos:
HLA-A*03-B*07-C*07-DRB1*15-TNF -308G (OR = 4.72) e HLA-A*02-B*07-C*07-
DRB1*15-TNF -308G (OR = 4.66) nos grupos de pacientes e destrandicando
associagcdo com a suscetibilidade a hanseniase,ra&ntb@-valor seja considerado
borderline (0,045 e 0,051, respectivamente). ApOs ajuste gmiE@-variavies sexo e etnia,
estes haplotipos mantiveram os valores de OR, parém perda de significancia
estatistica (p=0,101 e p=0,077, respectivamenteyigode da reducdo no poder do teste
acarretada pelo uso dos ajustes.
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Tabela 4.9: Distribuicdo de frequéncia haplotipica em consaepacientes portadores de
hanseniase e andlise de associacdo com a doenca.

Haplotipos Frequéncias Modelo de Regressao
Logistica

HLA-A | HLA-B |HLA-C |HLA-DR TNF-308 | Controle$™ | Paciente§® | OR (p-valor) | OR (p-valor)®
01 08 07 03 A 0,022 0,004 Referéncia Referéncia
02 44 05 04 G 0,015 0,006 1,26 (0,804) 1,38 (0,7H8)
01 08 07 03 G 0,012 0,001 0,26 (0,276) 0,24 (0,2[72)
11 35 04 01 G 0,012 0,013 2,22 (0,218) 2,05 (0,282)
24 07 07 15 G 0,012 0,004 1,17 (0,837) 1,15 (0,852)
29 44 16 07 G 0,012 0,011 2,13 (0,212) 2,02 (0,2p3)
23 44 04 07 G 0,009 0,001 0,28 (0,319) 0,23 (0,283)
02 35 04 01 G 0,007 0,014 3,15(0,122) 2,73 (0,2R2)
03 07 07 15 G 0,007 0,016 4,72 (0,045) 3,99 (0,101)
24 35 04 01 G 0,007 0,004 1,28 (0,756) 1,68 (0,587)
30 42 17 03 G 0,006 0,003 2,32 (0,455) 2,41 (0,382
02 07 07 15 G 0,005 0,019 4,66 (0,051) 4,80 (0,077)
02 44 05 13 G 0,004 0,010 3,59 (0,119) 1,76 (0,4p5)
02 35 04 11 G 0,002 0,008 2,59 (0,327) 2,14 (0,5p2)

' Os resultados foram ajustados para as covaridaeisesetnia. Intervalo de confianca (Cl) sem e
com ajuste para covariaveis do haplotipo HLA-A*03B-C*07-DRB1*15-TNF308G (1.038 —
21.525; 0.765 — 20.841, respectivamente) e paeptdtipo HLA-A*02-B*07-C*07-DRB1*15-
TNF-308G (0.992 — 21.926; 0.847 — 27.214, respagtente).
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V. DISCUSSAO

5.1. Estudo de alelos e combinac¢des haplotipicas Allasse | e hanseniase

Muitos estudos de associacdo de HLA classe |l esdmdase foram realizados
(Tabela 1.2), entretanto nos estudos de moléculdsdtasse | para esta infecgédo, existem
poucos dados na literatura. Nos paciented]. deprae consegue inibir a formacao do
fagolisossomo, onde reside e se multiplica, devddosuas caracteristicas intrinsecas
(como, por exemplo, os componentes de membrananpatealizar a atividade bactericida
dos macrofagos; van Beers e col., 1996). Apesaodisi demonstrado por van der Well e
col. (2007) forte presenca do bacilo no citoplasmasim, independentemente da
suscetibilidade individual, alguns bacilos sdo pssados e apresentados através do
complexo peptideo/HLA de classe |, sendo reconbe@dlo linfocito T CD8+ e podem
gerar uma resposta imune protetora. A citotoxicdddessas células envolve granulos
citotoxicos que contém perforina capazes de foumamporo na célula alvo permitindo a
entrada de granzimas que induzem a apoptose edlséar (Modlin, 2002). Um dos
componentes que media a atividade microbiana @mublisina a qual foi correlacionada

com a capacidade de eliminagédo de patdgenos ihtlaes (Stenger e col., 1998).

A importancia das células T CD8+ restritas as mo&sx HLA classe |, na
resisténcia a infeccdo peM. tuberculosisfoi demonstrada através de experimentos em
que o gengd2-microglobulina foi suprimido (Flynn e col., 1992)utro estudo identificou
gue a proteina de choque térmico (hsp 65)Mideprae induz aumento da atividade
citolitica das células CD8+ em pacientes paucibeesl na presenca de IL6 e IfN-
(Sasiain e col., 1998). As associacfes sugeridasoamomento de HLA classe | e
hanseniase sédo variadas, porém sem um alelo oo gtélico considerado consistente

entre os estudos.

Os resultados apresentados nas primeiras andleste ttabalho (Tabela 4.1)
apontaram os alelos HLA-A*11 e HLA-A*30 como assmins com a suscetibilidade a
hanseniasg@er se na populacdo do Rio de Janeiro. Estudo realizadpopaulacdo da
Coréia identificou aumento do antigeno HLA-A11l pasientes portadores de hanseniase

(Kim e col., 1987) e, na populagio do sul da indialelo A*1102 esteve associado com a
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suscetibilidade a hansenigser sequando comparado aos controles (Shankarkumatr,e col
2003). Por outro lado, o alelo A*30 nao foi evidewlo em nenhum outro trabalho de
associacdo com a hanseniase, sugerindo que estiag86 seja étnico-especifica a
doenca, uma vez que este alelo € um dos mais friexguea nossa populacdo. O alelo
HLA-A*01 esteve associado com a resisténcia a lmase, confirmando os resultados de
Shankarkumar e col. (2003) que identificaram o HA¥101 associado na mesma

direcédo aos pacientes portadores de hanseniasgoge@mparados aos controles.

A analise do l6cus B demonstrou que o HLA-B*27 eB*estdo fortemente
associados com a prote¢do a hanseniase, confolrea®a2. Estas associagfes ndo foram
encontradas em outros estudos de HLA e hanseriagelos de HLA e outras doencgas
como artrites reativas ou espondilite anquilosas@eponstraram que os individuos HLA-
B*27 positivos tém uma chance de 60 a 70 e de BlDavezes maior, respectivamente, de
desenvolver a doenca do que os individuos que a@élsA-B27 (Brewerton e col., 1974
e Brewerton e col., 1973). Os mecanismos e a basessbciacdo do HLA-B27 a estas
doencas sdo desconhecidos. Uma das hipotesedakesca habilidade da molécula HLA-
B27 de se ligar a um Unico “set” de peptideostagénicos resultando em uma resposta de
células T citotdxicas restrita a peptideos encdosaapenas nas articulacdes teciduais,
levando a doenca (Benjamin e Parham, 1990). Oubssillidade € que algumas
caracteristicas da bioquimica ou biologia celu@HiLA-B27 predispdem a essas doencas,
como a expressao na superficie celular que podeendadependentemente da presenca
de tapasina (Peh e col., 1998) ou ainda que a {@wnea estabilidade do homodimero B27
seja independente da cad@@microglobulina para apresentar peptideos (Allecole,
1999). Estas hipdteses comprovam o desempenho dedérula na apresentacdo de
peptideos endogenos aos linfécitos T. No caso desemdase, podemos considerar a
hipétese de que as propriedades fisico-quimicasnolécula HLA-B27 ao se ligar e
apresentar os peptideos, formados através do pavaeato proteico dbl. leprae,sejam
mais eficientes ao reconhecimento de clones egmifle linfécito T CD8+ , quando
comparadas com outras moléculas, capazes de geearasposta imune competente para

eliminacao do bacilo.

N&o foi encontrada associacado do HLA-B*50 tanto eohanseniase, quanto com
outras doencas. Este alelo apresentou uma freguéecR,5% na populagédo do Rio de
Janeiro, conforme estudo realizado por Guimaréde$, l(dados nao publicados),

confirmando dados da populacao brasileira (Morsles,, comunicacéo pessoal). O grupo
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de controles desse estudo apresentou frequéncidarsi(8%), em relagdo a nossa
populacdo, porém a frequéncia desse alelo no glegaacientes portadores de hanseniase
foi de apenas 1%. Diante destes dados, analisessteiacdo haplotipica entre losi
HLA-A-B (tabela 4.5) e entre HLA-B-C (tabela 4.6prém realizadas. Nao foram
encontradas associacdes significativas para hpp#tiormados pelos alelos HLA-A e
HLA-B*50 relacionados com a hanseniase. Em relasdanalises haplotipicas HLA-B-C,
os resultados demonstraram forte associacdo dothepB*50-C*06 com a resisténcia a
doenca (OR = 0.17), mesmo apds correcao para aarigveis sexo e etnia (OR = 0.19).
Devido a associacdo negativa encontrada do aléd6@ com a hanseniase na populacao
indiana (Shankarkumar e col., 2003), foi levantadaipotese de que a identificacdo do
alelo B*50, como associado com a protecdo a haamseniosse devido a sua forte ligacéao
com C*06 na nossa populacéo controle, porém a &rexja deste ultimo alelo foi idéntica
entre nossos controles e pacientes (9%). Assinemos considerar que a associagdo com
a hanseniase seja devido a presenca do alelo HBA-B*que este, quando combinado

com HLA-C*06 apresente um efeito potencializadapamferir protecédo a hanseniase.

Os relatos de associacéo ldeus C sao raros. No presente estudo, conforme
Tabela 4.3, o alelo HLA-C*05 sugeriu associacdo0(P39) com a resisténcia a
hanseniase, associagdo esta ndo encontrada ers paopalacdes. Yen e col. (2001)
identificou esse alelo como associado com a shicddide a artrite reumatoéide,
corroborando com as hipéteses de associacdo doBiRA- As analises dos haplétipos
ndo demonstraram nenhuma ligacdo do HLA-C*05 cortrosualelos associados a
hanseniase. Infelizmente, alguns dos haplétipasddos por alelos de baixa frequéncia

nosloci HLA estudados formam combinacdes raras muitoalffide serem comparadas.

5.2. Estudo dos haplotipos HLA A-B-C e hanseniase

Embora o HLA-A*30 e a combinacdo haplotipica HLA3®:B*15 estejam
fortemente associados com a suscetibilidade a hasse(OR=6,15) nesse estudo, quando
analisamos as associacdes haplotipicas HLA-A-B-£:3% aparece associado com B*42-
C*17 indicando suscetibilidade a doenca (OR=4,1Gydnforme dados descritos no

Programa Nacional de Doadores de Medula Ossea ganeriNMDP), estes hapl6tipos

61



sdo muito frequentes em diferentes populacdesrceefdo o efeito do HLA-A*30 na
suscetibilidade a hanseniase independentementad®sbinacdo haplotipica.

Em relacdo aos outros cinco haplétipos que foraideaciados como sugerindo
suscetibilidade a doenca, HLA-A*02-B*35-C*04; HLA*B2-B*15-C*03; HLA-A*03-
B*35-C*04; HLA-A*26-B*38-C*12; HLA-A*24-B*15-C*03, nenhum outro estudo de
associacdo destes haplétipos com a hanseniasedwiitd anteriormente. Os alelos que
formam estes haplotipos apresentam alta frequérecipopulacédo da regiao sudeste do
Brasil (Souza, 2009), sendo o HLA-A*02 e o B*35mais freqlientes neste estudo. Existe
uma forte ligagdo entre estes alelos (NMDP) e, ossa populacdo de pacientes, eles
formaram haplétipos com maior frequéncia em relag@® nossos controles. Devido a
altissima variabilidade desse sistema e a heteeadpede de nossa populacdo, pode-se
inferir que o numero de amostras analisadas naostidiciente para identificar a
distribuicdo destes haplétipos nesse estudo. Ddgupra maneira, ndo podemos
desconsiderar a hipotese de que estes alelos, @uapmessos conjuntamente, sejam
ineficientes para apresentar peptideos aos clapesidicos de células T CD8+ capazes de
gerar uma resposta imune. Em 1976, De Vries ej&osugeriram que a resposta do
hospedeiro aoM. leprae, conferindo suscetibilidade e o tipo de hansenidssse
controlada por pelo menos genes de timsHLA nas diferentes populagdes.

5.3. Estudo do polimorfismoTNF -308G>A e Hanseniase

O fator de necrose tumoral (TNF) tem sidenidicado como importante estimulador
celular para a producdo de mediadores inflamat&@iosdiferentes doencas. Na artrite
reumatoéide, por exemplo, diversos estudos sugegossabilidade de um polimorfismo na
regido do TNF que seja independente para a susidetile a doenca, porém com possivel
modificacdo de risco quando ligado a um alelo DREimbém de suscetibilidade,
formando um hapl6tipo. Dessa maneira, a contriloud suscetibilidade do DRB1 pode
ser devido ao efeito epistatico deste polimorfisidF (Lechler e col., 2000). Na
hanseniase, o TNF pode ser considerado como o fiaédorde patogénese da infeccao,
pois além de sua propriedade de promover uma r@spusne capaz de eliminar M.
leprag ele pode também mediar manifestacdes patologiaadoenca. Diversos estudos
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tém demonstrado associacdo entre o géie e a hanseniase. Conforme meta-analise de
Cardoso, CC (2009), ®NF -308G>A tem sido demonstrado como importante naarca
de associacdo com a hanseniase, especialment@pulagém brasileira. O resultado deste
estudo demonstrou um efeito protetor nos genotipagadores do alelo A confirmando os
resultados descritos anteriormente em populacoe#atentes regides brasileiras (Shaw e
col., 1997; Santos e col., 2002 e Franceschi ¢ 209).

Diversas analises funcionais deste SNP foeatizadas, sendo 0s primeiros ensaios
iniciados por Wilson e col. (1994), no qual demarstim que o alelo A esteve associado
com aumento de 6 a 7 vezes na taxa de transcrg@erme TNF quando comparado ao
alelo G. Uma revisédo apresentada por Barley e deimonstra que mais recentemente 0s
estudos funcionais tém sido conduzidos atravésifdecdtes técnicas como; i) medigcéo
direta da producdo de TNF em sangue total estimu{adm LPS, por exemplo); ii)
transfeccédo transitéria de regides promotorasa@dis introduzidas em linhagens celulares
e; iii) quantificacdo de transcritos de RNA alefpecifico (Bayley e col., 2004). Porém,
mesmo diante destes diferentes modelos de estsdgsaltados foram conflitantes em
relacdo a associacdo de carreadores do alelo -20&Aproducdo de TNF. Alguns
experimentos utilizando linhagens celulares divgrsiferentes periodos de tempo apos
estimulacao, concentracdes e tipos de estimulaades; ndo foram capazes de observar
diferenca na atividade das variantes alélicas d&lste (Stuber e col., 1995; Somoskovi e
col., 1999; Kroeger e col., 2000). No entantor@siestudos apresentaram associagoes do
alelo A e o aumento da expressdo de TNF utilizaswwstrucdes de alelos em regides
promotoras (Wilson e col., 1997), cultura de c&ulie individuos sadios (Louis e col.,

1998), ou ainda células derivadas de pacientesgiamados (Fernandes e col., 2002).

Uma hip6tese alternativa, para a divergénmates resultados, foi proposta por
Cardoso (2010) em que o TNF -308G>A néo seria iamar funcional por si s6, mas sim,
a combinacdo deste com outras variantes na megida.rédem sido sugerido que padrdes
distintos da resposta imune seriam atribuidos éowmgao de diferentes SNPs. Ainda na
regido HLA classe lll, podemos citar o gene LTA daen sido amplamente estudado
através do SNP localizado na posi¢do +252 do pramietron (Moraes e col. 2006) e sua
caracterizacao funcional tem demonstrado que antarido alelo G aumenta a expressao
do gene LTA no infarto do miocéardio (Ozaki e cdQ02 e 2004). Uma analise de
associagao sugeriu protecdo do haplétipo -308A/E25Panseniageer sena regido norte

do Brasil (Shaw e col.,, 2001). Assim, podemos supor que, peaos na populacao
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brasileira, individuos carreadores do alelo -30&8Ado haplétipo -308A/+252G seriam
capazes de restringir a replicagdoMolepraee a progressao de possivel doenca atraves
da producéo de niveis elevados de TNF e LTA (Moeaesl., 2006). Ainda, o estudo de
Alcais (2007) evidenciou, a partir de uma estrat@g clonagem posicional, o0 SNP LTA
+80A como associado a hanseniase em Vietnamitatianbs com um efeito relevante em
criancas até 15 anos de idade. O alelo LTA +80Atamfoi associado a baixa produgéo
de LTA (Knight et al 2007). Portanto, o conhecineemprofundado da estrutura de
desequilibrio de ligacdo da regido de TNF/LTA/HLevadra ao entendimento definitivo
dos marcadores de fato envolvidos na suscetibgidadanseniase (ver também abaixo).

5.4. Estudo dos haplotipos estendidos HLA-A-B-C-DRBTNF e Hanseniase

O TNF esta localizado na regido de classe Il dé\HLdistancia centromérica de
250kb do HLA-B e telomérica de 850kb do HLA-DR. &dbcalizacdo cromossémica,
assim como a relevancia funcional destes genesgrgama possibilidade de que a
associagdo com a hanseniase seja devido a umanam@bihaplotipica dos genes HLA e
TNF. Estudos de hapl6tipos multilocus formados genes HLA e TNF, em outras
doencas, tém evidenciado que muitas vezes as agSesindo sao independentes. Shibue e
col. (2000) demonstraram que a combinag¢do haptatighps aleloNF -1031T, -863C, -
857T e HLA-DRB1*0405 esteve significativamente antaga em pacientes com artrite
reumatéide na populacdo do Japdo, enquanto quedssid e col. (2009) identificaram
dois haplotipos estendidos que incluiam TNF, LTAARIasse | e Il associados a dengue
secundaria em pacientes da Tailandia. Em rela¢@mseniase, este é o primeiro trabalho
de associacdo com haplétipos estendidos na reg#Eo®

Nossas analises identificaram os haplétipos estesdHLA-A*03-B*07-C*07-
DRB1*15-TNF -308G (OR=4.72) e HLA-A*02-B*07-C*07-DRB1*13NF -308G
(OR=4.66) indicando associacdo com a suscetibéidadhanseniageer se Embora nao
tenhamos encontrado associacdo entre os aleldas$e ¢ que formaram estes haplotipos
e a doenca, o HLA-B7 foi identificado como assogiadforma clinica LL da hanseniase
nas populacdes do Japéo e da Tailandia (Izumi.eX982 e Greiner e col., 1978), como

demonstrado na Tabela 1.2. Diversos estudos deramst associacdo do DRB1*15

64



(sorologicamente DR2) com a suscetibilidade & dmee¢ se como também a algumas
formas clinicas em diferentes populacdes. Em egtuéldo desta populacao, este alelo foi
evidenciado por Vanderborght e col. (2007) que moose altas frequéncias do
DRB1*1503 em Afro-descendentes e do DRB1*1501 emoffiescendentes. Estas
frequéncias correspondem ao mesmo perfil encontmadoopulacdo brasileira (Moraes e
col., 1993), sugerindo que o efeito do alelo DRE5LsEja étnico especifico, uma vez que
nao foi observado em outras populacdes, como adfigta. Quanto adNF -308G>A, 0s
trabalhos de Shaw e col. (2001) e Santos e col2(2Que identificaram o alelo -308A
como associado com a protecdo a hanseniase naag@puirasileira, corroboram nossos
resultados. A ligacdo desses alelos dentro da aeHiBA para a formacdo destes
haplétipos sugere que a variedade dos produto$icamtbs por estes genes possam atuar
conjuntamente na determinacédo do tipo de resposiag que o hospedeiro desenvolve

diante da infeccdo peM. lepraee que leva a doenca.

5.5. Outras consideracdes

Temos observado no decorrer dessa dissertacdo Igues aalelos HLA que
conferem alto risco para determinadas doencgas, acoid&®B1*04 na diabetes tipo | e
artrite reumatoide, inversamente na hanseniaseasstitiado com a protecdo a doenca
(Kim e col., 1987; Joko e col., 2000; Vanderbomglebl., 2007; Motta e col., 2007; Silva e
col., 2009; Hsieh e col., 2010). Da mesma formaltmpm@otipos formados pela ligacdo do
DRB1*15 a outros alelos, estdo associados a pmtegaliabetes tipo | (Caillat-Zucman,
2008), opostamente observamos neste estudo gheplidipos estendidos associados com
a suscetibilidade na hanseniase, contém o DRBHuU& ja foi amplamente discutido. Os
mecanismos pelos quais as variacdes genéticasnileden a resposta imune individual
para determinantes antigénicos podem ser: a seldgdodeterminantes; falhas no
repertorio de células T; ou supressdo mediada pélatas T (Lechler e Warrens, 2000).
Especialmente nestes dois exemplos de doenca®t@satipo | e artrite reumatdide) tem
sido observado que o efeito protetor ou de rista edacionado com a estrutura das
moléculas que compartilham residuos de aminoaadosuns e que se distinguem de
outras moléculas. Estes residuos, muitas vezessrs@mtrados em “pockets” dentro da
fenda onde o peptideo é ligado. Isto implica nacgel de determinantes antigénicos que

serdo ou nao reconhecidos pelas células T. No destas doencas, a resposta imune é
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direcionada contra determinados tecidos do propritividuo, o que caracteriza uma
doenca autoimune. J& nas doencgas infecciosas, nanmanseniase, a resposta imune é

capaz de eliminar ou neutralizar o agente infeccios

Diante dessas consideracfes, € interessante obsgmwao padrdo associado a
resisténcia a infeccdo micobacteriana esta tambesociado a doengas autoimunes.
Assim, poderiamos especular sobre um possivel fpnog’ da resposta imune protetora
que foi selecionado ao longo da evolucdo humanaeehgje esse mesmo programa de
imunidade exacerbada teria um papel deletério pisd@dios autoimunes. E talvez os
mecanismos ora descritos para o desencadeamen@spiasta imune contra antigenos
autdlogos nessas doencas seriam responsaveis Jaoresposta eficiente que contém a

infeccao peldVlycobacterium leprae

A resposta granulomatosa da hanseniase é inflaenétatemente pela genética.
Alcais e col. (2000) demonstraram que variacdesatméncia da proteina associada a
resisténcia natural de macrofagos (NRAMP1) est§adhs a resposta granulomatosa
mediante o estimulo de lepromina (teste Mitsudadrece que a selecdo de determinantes
HLA é definitiva.

Porém, ainda ndo esta claro se apenas a variag@ues das moléculas seja
responsavel pelas associagcfes com as doencasmAfialha um interesse muito grande
em identificar as variagcdes genéticas que possadularoa expressdo de genes. Além da
restricdo de resposta a antigenos, a regulacanides de expressao dos genes HLA é
crucial para a promoc¢do da resposta imune. Atrdeemodelos experimentais, a super
expressdo do MHC classe | foi correlacionada conmdaicdo de diversas doencas
autoimunes (Cohen e col., 2008), enquanto estudos pacientes demonstraram que a
queda na regulacdo da expressdo destes genes assm@mada com muitos tipos de
tumores, assim como, com a progressao da doergisiéreia terapéutica e reducdo da
sobrevida (Luczynski e col., 2004 e Vitale e c@D05). A baixa expressdo de classe |
também foi observada em células infectadas com HIGu células oncogénicas

transformadas por virus (Howcroft e col., 1993z &%o e col., 2003).

A expressao dos genes HLA classe Il € especificdetirminados tipos celulares,
sendo restrita principalmente por células epiteli@nicas e células apresentadoras de
antigenos derivadas da medula 6ssea. O nivel dess&w varia de acordo com o estagio
de desenvolvimento destas células, por exemploataratdo de uma célula dendritica é
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caracterizada pela diminuicdo de expressdo dossgelasse I, enquanto células T
ativadas sao identificadas pela expresséo destiEsutas (Handunnetthi e col., 2010). A
baixa expressdo destes genes pode estar assarsagst@gios de certas doencas, como por

exemplo, durante uma infec¢do grave ou prolongadehot e col., 2005).

Tanto os genes MHC classe |, quanto os de class@dlinduzidos a expressao
através da estimulacéo do IFNe compartiiham elementos cis-regulatérios simslagm
suas regides promotoras que também se associamm@esos de fatores de transcricao
similares (Meissner e col.,, 2010). Diversos mecaogs podem contribuir para a
determinacdo da expressdo dos genes HLA, incluintEcanismos epigenéticos,
estimuladores de tipos celulares especificos oardatambientais. Um exemplo deste
altimo mecanismo é a atuacdo da vitamina D comangmodulador da expressdo de
genes classe Il que foi demonstrado por Rigby e(&6B0). A deficiéncia de vitamina D
esta associada com a suscetibilidade de variagae@utoimunes e infecciosas, incluindo
tuberculose, que foi descrita por Davies e col8%)9e hanseniase (Montoya e col., 2009).
A vitamina D atua no organismo através de complereaeptor-ligantes. Um desses
complexos, na presenca de outros receptores, & dapatuar como fator de transcrigao,
ligando-se a elementos de resposta da vitamina DRE), na regido promotora de
diversos genes. Ensaios funcionais demonstraramogqM®RE na regido promotora
proximal do HLA pode influenciar a expressdao do ORES501 na esclerose multipla
(Ramagopalan e col., 2009). Ainda n&o se sabe @sra interacdo pode interferir na
etiologia da doenca, uma hipétese plausivel € qpexrda de vitamina D na infancia possa
afetar a expressao alelo-especifica no timo resldteem perda de tolerancia central e
aumentando o risco de autoimunidade numa fase rpos@a vida. Pacientes com
tuberculose e hanseniase possuem associacfesgemnétin o receptor de vitamina D e,
muitas vezes, sao deficientes dessa vitamina, @ode resultar em reducdo da expressao

de determinados alelos HLA associados a doencal(ihaetthi e col., 2010).
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5.6. O sistema HLA e o processo evolutivo

“Em 1949, Haldane sugeriu que as doencas infeccipgderiam ser 0s principais
agentes da selecdo natural na historia relativaamenente da humanidade” (de Vries e
col., 1979). Porém, hd uma dificuldade muito graewheestimar a influéncia das variaveis
genéticas e ambientais que evidenciem diretamesgéegdo por microorganismos. Com o
objetivo de evidenciar o controle genético paral@evida em epidemias, de Vries e col.
(1979) estudaram um grupo de descendentes de irteégrgue sairam da Holanda, em
1845, para se estabelecerem em uma colbnia agnol&uriname. Na ocasido da
imigracdo, o grupo era composto por 55 familiasémoduas semanas ap0s sua chegada,
eles sofreram um surto de febre tiféide o que ataurna morte de 49% desta populacgéo.
Seis anos depois, um surto de febre amarela matitnwso20%. Das 55 familias
imigrantes, 5 foram dizimadas, 44 perderam um ois mambros e apenas 6 familias ndo

sofreram mortes.

O estudo foi, entdo, realizado com 41 descendeimet®s dos sobreviventes e 31
individuos entre cbnjuges ou filhos para que fopsssivel deduzir seus proprios
gendtipos. Diversos polimorfismos foram testadosieeeles: o grupo sanguineo ABO; a
glioxalase | (GLO); grupos sorolégicos como o teocdator de complemento (C3) e o
marcador de cadeia{Gm) e; HLA-A, B e C. Os resultados foram compasdom um
grupo controle de holandeses para testar se aobeteidade, do grupo testado, seria
resultado de deriva genética. Apesar do nUmerogmende amostras, foi possivel observar
uma heterogeneidade significativamente aumentaggaolomorfismos de C3, Gm, HLA-

B e GLO. Em relagdo ao HLA, houve aumento na fregiaéde alguns alelos, como B13,
B38 e B50 e diminuicdo de outros, como o B7, emcéa aos controles. Dessa forma, foi
sugerido que o aumento da frequéncia de algunssgbelderia ser parcialmente devido ao
desequilibrio de ligacdo com outros genes (GLO,gx@mplo) conferindo resisténcia as
doencgas, enquanto a diminuigcdo na frequéncia d@ddléria indicar associagdo com a
mortalidade, possibilitando uma selecdo atravésaldrole genético da imunidade ou

imunopatologia dos agentes infecciosos da febreedmea tiféide naquela populacao.

As duas principais caracteristicas genéticas denseés HLA sdo o alto grau de
polimorfismo e o significante desequilibrio de i§a que existe entre os alelos de seus

diferentesloci, o que caracteriza a alta heterogeneidade entdifexentes populacdes
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(Ardlie e col., 2002). Ha evidéncias que estasataresticas sejam devido a sele¢do natural
diferencial (Borghans e col., 2004). A importantagao do sistema HLA na regulacdo da
resposta imune sugere que este sistema contrelemiialmente as doencas infecciosas,

reforcando a proposta de um modelo co-evolutiveegratogenos e hospedeiros.

5.7. Consideracoes finais

Efetivamente, os resultados apresentados nessalhwalpodem inferir a
importancia do sistema HLA na hanseniase em nagsaggao. Muitos estudos ainda sao
necessarios para decifrar o conjunto de genes resotdtores que contribuem para o
desenvolvimento da doenca. E claro que a partigpag genes ndo-HLA e localizados
fora do 6p21 como IL-10, MRC1, IFNG, PARK2, NODZIreR1 (Moraes e col., 2004;
Pereira e col., 2009; Alter e col., 2010; Cardo$® €009; Wong e col., 2010; Zhang e
col., 2010) esta confirmada em varias populacoegi& 5.1); porém, o papel detalhado
de cada um deles e a correlacdo gendtipo-fenotiua ando esta definido. Além disso, os
dados deste trabalho juntamente com a literatuag®s e col., 2006; Alcais e col., 2007;
Vanderborght e col., 2007) demonstraram que aoegi@l, incluindo os genes HLA de
classe Il e | (apresentados nesses estudo), tanpgmticipam definitivamente da
suscetibilidade a hanseniase. Por fim, os resdtade estudos pan-genémicos
evidenciaram SNPs intrébnicos de freqléncia alta negsdes de HLA associados a
hanseniase (Wong e col., 2010; Zhang e col., 20d@)ando que provavelmente alelos

classicos do HLA devem ser responsaveis pelosssilegises estudos.

O objetivo deste estudo foi aplicar conhecimentolsres o sistema HLA para
compreender melhor a suscetibilidade genética semiamse diante dos padrdes de resposta
do hospedeiro abl. leprae O reconhecimento de antigenos enddégenos e exxggne
sdo apresentados pelas moléculas HLA classe Issecla aos linfocitos, demonstram a
importancia dessas moléculas na determinacao dattikdade ou resisténcia as doencas
infecciosas humanas como a hanseniase. A anabsestiodos de associacdo de alelos ou
haplotipos HLA como marcadores de suscetibilidadenessa populacdo podera aumentar
0 sucesso de acdes profilaticas através da idemiifo de contatos, como familiares,

domiciliares ou mesmo residentes de regides end8mgue sejam mais suscetiveis a
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doenca. Estes conhecimentos também poderdo leoen@reensdo das vias e mecanismos
utilizados pelo hospedeiro para resistir as doengdscciosas com aplicacdo na

identificacdo de moléculas e vias que sejam paenalvos de intervencao terapéutica.

A partir deste trabalho pretende-se continuar sqyea de polimorfismos de
suscetibilidade, tanto do sistema HLA como de musistemas, com diferentes desenhos
de estudo na populagdo brasileira. A identificag@ogenotipos como marcadores de
suscetibilidade podera contribuir para um aprofumet®#o no conhecimento dos
mecanismos moleculares patogénicos da hanseniaser aitilizada como possivel
ferramenta no auxilio ao diagndstico precoce daaglnebem como um instrumento na
otimizagdo de acdes profilaticas como parte damtégias de controle e eliminagédo da

doenca.

Infec¢do M. leprae | Genes Candidatos | Expressdo/célula-

l alvo:

Resposta Inata PARK2/PACRG; TLRs; | Mondcitos

+ - NOD1 e NOD2; Macroéfagos
NRAMP1; VDR Cél. dendriticas
Infeccao sub-
clinica

Cura Resposta Imune HLA; TAP; citocinas Linfocito T
espontanea adquirida TNF, IL10 e IFNy; CD4+
(TT-TB-BB-BL-LL) VDR CD8+
CD1+

Figura 5.1: Influéncia genética nos dois estagios de imunidkdeospedeiro diante d.
leprae.Adaptado de Scollard e col. (2006).
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VI. CONCLUSOES

A partir dos resultados encontrados nesse estodenpos concluir que:

1. No estudo déocusHLA-A foi possivel observar associacfes dos alelb&-A*11
e A*30 com a suscetibilidade e do alelo A*01 compratecdo a hanseniager se
na populacao do Rio de Janeiro.

2. O resultado das associacdes HLA-A*01 e A*11 cordm dados da literatura, ao
contrdrio do HLA-A*30 que parece ser uma associagdpecifica de nossa

populacao.

3. Nos estudos de combinacfes haplotipicas, feéreado um efeito aditivo desses

alelos ddocusA, quando combinados com logi HLA-B e C.

4. Em relacdo atbocusHLA-B, dois alelos demonstraram associacdo conptegdo
a hanseniase, o HLA-B*27 e o HLA-B*50. Estas asmgi@s ndo foram
encontradas em outras populacdes, porém foram gaanjuando estes alelos se
associaram almcusC.

5. O HLA-C*05 demonstrou associa¢cdo com a protagdoenca.

6. No estudo do SNANF -308G>A, foi possivel identificar que os genoétipos
carreadores do alelo A conferem um efeito protéatdranseniase, corroborando

dados prévios descritos anteriormente na populagiileira.

7. Na analise do haploétipo estendido, foi obsenastaciacdo dos haplétipos HLA-
A*03-B*07-C*07-DRB1*15TNF -308G e HLA-A*02-B*07-C*07-DRB1*15
TNF -308G com a suscetibilidade a hansenpesese Estas associacdes reforcam o

efeito de suscetibilidade do DRB1*15, amplamenszd® na literatura.
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