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RESUMO

A hanseniase ¢ uma doenga infecto-contagiosa causada pelo Mycobacterium leprae.
Esta bactéria ¢ um bacilo alcool-acido resistente, intracelular obrigatério, que infecta,

preferencialmente, o interior de macréfagos e células de Schwann.

A hanseniase ¢ endémica principalmente em paises tropicais, coincidindo com o
subdesenvolvimento, onde a pobreza se configura como um importante fator de risco.
Porém deve ser levado em consideragdo que apenas 10% das pessoas infectadas vao
desenvolver a doenca, devido a uma possivel susceptibilidade genética ainda nao

esclarecida.

Neste trabalho, foi investigada a associagdo do polimorfismo A(1188)C no gene da
IL-12p3 com as diferentes formas clinicas, multibacilar (MB) e paucibacilar (PB), e com
uma amostra controle, com o objetivo de verificar se existem diferencas genéticas

estatisticamente significantes no que diz respeito as freqiiéncias alélicas e genotipicas do

polimorfismo A(1188)C.

As amostras investigadas foram compostas de 116 individuos portadores de
hanseniase (96 individuos portadores da forma MB e 20 individuos portadores da forma
PB) e 117 individuos sadios escolhidos aleatoriamente na popula¢do de Belém do Paré que

foram considerados como grupo controle para comparacdo com a amostra de pacientes.
Com relacdo as formas genotipicas e alélicas, ndo foram encontradas diferencas
significantes entre as formas de hanseniase MB e PB, mas quando relacionamos o grupo de

pacientes com o grupo controle, os dados demonstram diferengas significativas.

Na andlise de regressdo logistica foi encontrada associag¢ao do alelo 1188*C com a

susceptibilidade a hanseniase.

Palavras-chaves: Hanseniase, gene da IL-12f, polimorfismo A(1188)C.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae, an acid-
fast, rod-shaped bacillus. This bacterium infects, mainly, the interior of macrophages and

Schwann cells.

Leprosy is an endemic disease, observed specially in tropical countries and
underdevelopment, where the poverty is configured as an important factor of risk. However
it must be considered that only 10% of the infected people will develop the illness, which

can be related to a possible susceptibility genetics still not clarified.

In this work, was investigated the association of polymorphism A(1188)C in the
IL-12B gene in different clinical forms, multibacillary (MB) and paucibacillary (PB), and
in a control sample. The purpose was to verify if there were genetic differences statistically

significant.

It was included, in this work, 116 individuals with leprosy (96 with MB form and
20 with PB form) and 117 healthy individuals, these last were chosen in a randon way in

the population of Belém — Para and was considered as the control group.
It was not found significant differences between the two forms of leprosy, MB and
PB. However, when it was related the group of patients with the control group, it was

demonstrated significant differences.

According to logistic regression, it was found association between alelle 1188*C

and leprosy susceptibility.

Keys-words: Leprosy, IL-123 gene, polymorphism A(1188)C.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenca que ainda se configura como um problema grave de
saude publica no Brasil, que possui a segunda maior casuistica no mundo. Em particular, o

Estado do Para ¢ um dos que possui um alto niimero de casos registrados.

O mecanismo de defesa do hospedeiro consiste em resposta imune celular, porém os
mecanismos na sua totalidade ndo estdo bem esclarecidos, tampouco aqueles que
determinam uma possivel susceptibilidade ou resisténcia a infec¢do. A ativacao eficaz da
resposta imune celular parece ser um fator determinante no curso da infeccdo pelo M.
leprae, e devido a isso se faz necessario avaliar fatores que possam levar a uma possivel

susceptibilidade a doenga.

As populagdes da Amazonia sao altamente miscigenadas do ponto de vista genético,
principalmente entre trés principais grupos étnicos: europeus, africanos e amerindios. Este
fato confere singularidades a estas comunidades quanto a presenga de diferentes
polimorfismos genéticos associados a diferentes grupos geograficos populacionais.
Portanto, ¢ importante o desenvolvimento de estudos em outras populacdes mundiais para
que se possa, de uma maneira mais efetiva, relacionar polimorfismos genéticos com
doencas, assim como a proposta do presente trabalho que pretende avaliar o polimorfismo

A(1188)C como um possivel fator de susceptibilidade ou resisténcia a hanseniase.

Ilustracido 14 — A prevaléncia da Hanseniase no mundo em 1998

http://www.geocities.com/hanseniase/Casos _Clinicos/Casos Clinicos /casos clinicos .htmlL.



http://www.geocities.com/hanseniase/Casos_Clinicos/Casos_Clinicos_/casos_clinicos_.html

1.1  Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar a associagdo de polimorfismos genéticos no gene da Interleucina 12 3
(A1188C) com diferentes formas clinicas de hanseniase e sua progressdao a severidade da
doenca. Esta investigagdo desenvolvera um estudo de casos e controles com uma
amostragem de 116 individuos portadores do bacilo do Mycobacterium leprae e uma

amostra de 117 individuos representativos da populacao de Belém-PA (grupo controle).

1.1.2 Objetivos especificos

e Investigar a prevaléncia do polimorfismo A(1188)C em uma amostra de
individuos saudéaveis representativos da populacao do Para.

e Investigar a prevaléncia do polimorfismo A(1188)C em uma amostra de
individuos portadores de hanseniase caracterizados para as diferentes formas
clinicas (paucibacilar e multibacilar) todos estes residentes no estado do Para.

e Investigar possiveis associagdes do polimorfismo A(1188)C no gene da

Interleucina 123 com hanseniase.
2.  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Historico da Hanseniase

A Hanseniase, conhecida popularmente como “lepra”, constitui-se um dos maiores
males da humanidade. A doenga possui teor estigmatizante que provém de referéncias
biblicas, em que os doentes eram considerados impuros ou sofriam castigo Divino. Os
registros mais antigos de uma doenca semelhante a lepra vém da China e da india do século
VI a.c. Na China, um discipulo de Conflcio sofria de uma doenga parecida com doenga
lepromatosa. A India era considerada como lugar de origem da hanseniase, de onde datam

as referéncias escritas mais antigas, tratados compilados a 600 a.c.. Por outro lado, nos



trabalhos de Hipocrates, “o pai da medicina”, que datam 467 a.c., ndo havia qualquer

citacdo a hanseniase, sugerindo que esta doenga ndo seria até entdo conhecida na Europa.

Historiadores admitem a hipotese de que as tropas de Alexandre, O Grande, apos
retornarem das batalhas, tenham trazido soldados contaminados das campanhas realizadas
na India, por volta do ano 300 a.c. e que as conquistas do império romano se encarregam de

disseminar a doenga para as demais regidoes da Europa.

Nas Américas, a hanseniase deve ter chegado com os colonizadores entre os séculos
XVI e XVII. Hoje, todos os paises sul-americanos apresentam hanseniase, com exce¢do do
Chile. No Brasil, os primeiros documentos que atestam a existéncia de hanseniase em nosso
territorio datam do fim do século XVII, os primeiros casos datam do ano de 1600 na cidade
do Rio de Janeiro. J& nas décadas de 30 e 40 do séc. XX, com a colabora¢ao de um plano
mais abrangente e a criagdo do Servigo Nacional de Lepra, o controle da doenca no Brasil
tornou-se mais efetivo, porém ndo capaz de deter sua alta prevaléncia na regido Norte,

condi¢do ainda observada nos dias atuais (TALHARI et al., 1994).

O termo lepra (do grego lepros — descamativo) foi utilizado por muito tempo para
fazer referéncia a doengas que apresentavam descamacdo na pele, incluindo doengas como
psoriase, filariose, eczemas e outras dermatoses. Com o passar do tempo, varias destas
doencgas tiveram suas causas elucidadas e adquiriram nomenclaturas mais apropriadas.
Desta forma, o termo lepra passou a ser de uso exclusivo para caracterizar a doenca hoje

designada hanseniase.

Palavras relacionadas a hanseniase, como lepra e leproso, adquiriram forte
conotacdo pejorativa. Atualmente, mesmo com a introducdo de tratamentos que amenizam
a clinica do paciente, como a quimioterapia, ainda ndo foi possivel eliminar o tratamento
social discriminatdrio que um paciente com mal de Hansen recebe. Por isso, durante o VIII
Congresso Internacional de Hanseniase, realizado no Rio de Janeiro em 1963, foi dado o
primeiro passo para se acabar com o estigma da doenca. Foram apresentados varios

trabalhos que enfatizavam a reabilitacdo fisica e psicologica como pontos do tratamento da



hanseniase. O termo hanseniase foi adotado oficialmente no Brasil em 1976 e sua
obrigatoriedade foi estabelecida pelo decreto da Lei Federal Ne 9.010 de 30 de marco de
1995.

No Brasil a Lei Ne 610 de 13 de janeiro de 1949, decretou o isolamento dos
pacientes com hanseniase. Treze anos depois, o entdo Primeiro Ministro Tancredo Neves
instituiu o Decreto Federal Ne 968 de 07 de maio de 1962, que apesar de ndo revogar a Lei

Ne 610, possibilitava ao paciente a sua reintroducdo na sociedade.

2.2 Agente Etioldgico

A hanseniase ¢ causada pelo Mycobacterium leprae, ou bacilo de Hansen, sendo
descrita pela primeira vez em 1873, pelo médico noruegués Gerhard Amauer Hansen.
(Hansen,1873 apud Opromolla et al., 2000). Classificada na ordem Actinomycetales e
familia Mycobacteriaceae (RASTOGI et al., 2001), a bactéria M. leprae ¢ um parasita
intracelular obrigatério, com afinidade por células cutaneas e por células dos nervos
periféricos, que se instala no organismo da pessoa infectada, podendo se multiplicar,

resultando em deformidades incapacitantes.

A bactéria apresenta-se sob a forma de bacilos retos ou levemente curvados,
medindo de 1 a 8 micrometros de comprimento e 0,2 a 0,4 micrometros de largura. Quanto
a forma de vida, a bactéria ¢ intracelular obrigatdria cujo crescimento (divisdo celular
bindria) ¢ lento (entre 12 e 14 dias) e ocorre, preferencialmente, em regides de tecido

cutaneo e nervos periféricos. (JACOBSON; KRAHENBUHL, 1999).

No meio ambiente, o M. leprae permanece viavel por 36 horas ou por até nove dias,
em condigdes de temperatura de 32 a 34°C e umidade relativa média de 77%. O homem ¢
conhecido como unica fonte de infeccdo, embora tenham sido identificados animais
naturalmente infectados, como os tatus, chimpanzés e macacos mangabey. Por esta razao,

tem sido considerada também como zoonoze. Em 1992, Shepard conseguiu a inoculagio e



o crescimento do bacilo em coxim de pata de camundongo, devido a sua temperatura mais
fria, observando lesdo hansénica localizada (SHEPARD, 1962 apud FOSS, 1999).

A visualizagdo do M. leprae em microscopia de luz ¢ realizada pela técnica de
coloragdo Ziehl-Nielsen, onde a bactéria ¢ corada pela fucsina acida e ndo descora em
presenga de alcool-acido. Devido a esta afinidade pelo corante, o bacilo ¢ tido com alcool-
acido resistente (BAAR), podendo ser visualizado em aglomerados chamados globias. Esta
caracteristica da espécie, o agrupamento, deve-se a existéncia de uma substincia gelatinosa

chamada gléia, que se dispde entre os bacilos, unindo-os.

Estruturalmente, o M. leprae apresenta uma parede celular composta de
peptidoglicanos entrelacados a cadeias polissacarideas, que servem de suporte para os
acidos micolicos, que conferem a bactéria propriedades hidrofobicas. Outro componente
importante da parede celular € lipoarabinomanana (LAM), um glicolipidio que ¢ diferente
daqueles encontrados em outras micobactérias (DRAPER et al., 1983). Além da parede
celular, o M. leprae possui uma camada mais externa denominada capsula, que possui
grande quantidade de componentes lipidicos, dentre eles o PDIM (Fitocerol
Dimicocerosato), quimicamente distinta da cépsula de outras bactérias e o PGL-1
(Glicolipidio Fenolico — 1). Este ultimo componente lipidico, aparentemente inico para a
referida bactéria, representa um fator determinante para a especificidade da resposta
humoral durante o processo de infeccdo (HUNTER et al., 1983). O PGL-1 também pode
reagir com radicais livres, protegendo o bacilo da ag¢do de enzimas lisossomais e
metabolitos oxidativos, gerados por macrofagos durante a infeccdo (NEILL;

KLEBANOFF, 1988).

2.3  Epidemiologia

A hanseniase ¢ mais prevalente em regides tropicais ¢ subtropicais, mas também
ocorre como uma doenca endémica, embora menos comum em regides temperadas. A
estimativa oficial mais recente totaliza 11,5 milhdes de casos no mundo, com pelo menos

5.300.000 casos registrados. (Tabela 01).



No Brasil, em 1993, a Regido Norte apresentou o maior coeficiente regional de
prevaléncia em torno de 28,05/10.000 habitantes, seguido do Centro-Oeste com

27,75/10.000 habitantes. (TALHARI et al., 1994).

Tabela 3 - Epidemiologia da lepra em relagdo ao controle. Relato de um grupo de estudo

da OMS (1982). Tecnical Report Series 675. Genebra: OMS.

Regido da OMS (mil) Ano Ne de casos
Africa 1985 3500
América 1975 400
Sudeste Asidtico 1981 5350
Europa 1975 25
Mediterraneo Oriental 1981 250
Pacifico Ocidental 1975 2000

Total 11525

A Organizacdo Mundial de Saude determinou que a hanseniase devesse ser
eliminada como problema de saide publica até o ano 2000. Isto significaria que a
prevaléncia da doenca em todos os paises deveria ser menor que um caso a cada dez mil
habitantes. Embora alguns paises tenham cumprido esta meta, os dados mostram que a
hanseniase ainda ¢ um grave problema nos paises subdesenvolvidos, principalmente
aqueles de clima tropical. Até recentemente, ainda achava-se que a hanseniase poderia ser

totalmente eliminada como problema de satde publica até o ano de 2005 (W.H.O., 2004).

No Estado do Pard, a taxa de prevaléncia da hanseniase estd numa faixa de 14,10
casos por cada 10.000 habitantes, enquanto que a taxa de deteccdo de novos casos estd em
torno de 9,13 casos por cada 10.000 habitantes. Estes dados indicam que no periodo de
1992 a 2004, houve um aumento de 155% no coeficiente de deteccdo de novos casos € uma
reducdo de 48% no coeficiente de prevaléncia da hanseniase no Estado do Para. (Secretaria

Executiva de Saude Publica — Para, 2004).



2.4 Transmissao

A transmissdo ocorre do contato homem a homem, na maioria das vezes por contato
intimo, mas admite-se a possibilidade de transmissdao por contato nao-intimo prolongado.
Os bacilos sdo eliminados do corpo humano, principalmente, pelas vias aéreas superiores e
pelas secre¢des oronasais. Menciona-se a eliminacdo através de feridas ulceradas na pele,
leite materno, urina e fezes; entretanto a quantidade de bacilos ndo seria capaz de provocar
infeccdo. A transmissdo através de vetores animados (moscas) ou objetos contaminados €

pouco provavel. (TALHARI et al., p.491).

O aparecimento da doenca, na pessoa infectada pelo bacilo e suas diferentes
manifestagdes clinicas, depende de fatores como a relagdo entre parasita e o hospedeiro,
podendo ocorrer ap6s um longo periodo de incubagdo de 2 a 7 anos. Outros fatores
relacionados ao nivel de endemia sdo as condigdes socioeconomicas desfavoraveis, assim
como condi¢des precarias de vida e de saude e o elevado nimero de pessoas convivendo
em um mesmo ambiente, influenciam no risco de adoecer. A distribui¢do da hanseniase
entre familias e comunidades com antecedentes genéticos comuns, sugere que estes podem
estar relacionados a suscetibilidade a doenca. (VAN BEERS et al., 1996; VISSCHEDIJK et
al. 2000; BEIGUELMAN, 2002).

E importante considerar a interagio de fatores genéticos e ambientais para que se
possa ter um panorama bem mais proximo da realidade no que diz respeito a epidemiologia
da hanseniase. Os dados estatisticos mostram que, em média, 90% da populagdo mundial é
resistente a infec¢dao pelo M. leprae, mas muito pouco ¢ conhecido a respeito das causas

que induzem a esta resisténcia. (FOSS, 1999).

O grupo de pessoas que apresenta resisténcia ao bacilo constitui a forma clinica

Paucibacilar (PB). O nimero de bacilos em paucibacilares ¢ insuficiente para infectar



outras pessoas, por i1sso ndo sao importantes fontes de transmissao da doenga, em alguns

casos 0s pacientes podem se curar espontaneamente.

Os individuos que ndo apresentam resisténcia ao bacilo, que se multiplica no
organismo passando a ser eliminado para o meio exterior, sdo classificados como

Multibacilares (MB), os quais sao fonte de infec¢do e manutengdo da doenga.

Depois de infectado, a forma clinica que se desenvolvera serd determinada pelo
modo que as células de defesa responderdo a doenca. Os bacilos da hanseniase tém
predilecao pelo tecido neural e, qualquer que seja a rota de entrada para os nervos, o 6rgao
alvo ¢ a célula de Schwann. Uma vez que os bacilos foram englobados pela célula de

Schwann, seu destino subseqiiente e o tipo de clinica que se seguird dependerdo da

resisténcia do individuo infectado. (JOPLING E MCDOUGALL,1991).

Os nervos invadidos pelos bacilos da hanseniase podem ser dérmicos (cutaneos) ou
troncos nervosos, sendo que as regides mais vulneraveis sdo aquelas em que os nervos sao
mais frios e onde estdo mais sujeitos a traumatismos. Muitas vezes estes dois fatores

coincidem. (JOPLING E MCDOUGALL,1991).

2.5 Classificacao Clinica

Em 1953, no Congresso Internacional de Leprologia de Madri, foi proposta uma
classificacdo para a hanseniase, onde as formas tuberculdides (MHT), a clinica mais branda
da doenga, e virchoviana (MHV), com a clinica mais severa, foram classificadas como
estaveis e as formas dimorfa (MHD) e indeterminada (MHI), niveis de variagdes clinicas
entre as formas estaveis, foram definidas clinicamente como instaveis.

(TALHARLNEVES, 1997).

Em 1996, Ridley & Jopling propuseram uma outra classificacdo baseada no padrao

imunologico, denominada de: 1) espectral, onde os pdlos estadveis permaneciam, porém a



forma clinica MHD era subdividida de acordo com a tendéncia clinica de um dos pélos, em

dimorfa tuberculdide (MHDT), dimorfa dimorfa (MHDD) e dimorfa virchoviana (MHDV).

Em 1982, a OMS simplificou a classificagdo da hanseniase com a introducdo da
poliquimioterapia (PQT). A partir desse momento, os casos de MHD e MHV passaram a
ser classificados como multibacilares e os casos de MHI e MHT como paucibacilares.
Atualmente o principal critério de classificagdo ¢ o nimero de lesdes, onde o paciente que
apresenta 0 maior nimero de lesdes 4 classificado como multibacilar e o paciente com

cinco lesdes ou menos, ¢ classificado como paucibacilar. (WHO, 2000).

MHI » CURA

MHT MHD — MHV

2
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Iustracdo 15 representagdo esquematica das classificagdes clinicas de Madri de Ripley e

Jopling.

2.5.1 Hanseniase Indeterminada (MHI)

Considerada como a forma inicial e transitoria da doenga, caracteriza-se,
principalmente, pela presenca de manchas hipocromicas, com limites imprecisos. Alguns
pacientes podem apresentar somente areas com distirbios de sensibilidade, sem alteracao
da cor da pele. E usualmente detectada em criangas. S6 serd considerado portador de
hanseniase, aqueles pacientes que apresentarem infiltracdo celular em algum nervo cutineo
ou a presenca ou mais bacilos de Hansen dentro de um nervo dérmico, na zona

subepidérmica ou nos musculos eretores do pélo. (JOPLING E MCDOUGALL,1991).



Alguns pacientes podem apresentar somente areas com distirbios de sensibilidade,
sem alteracdo da cor da pele. A sensibilidade térmica €, na maioria dos casos, a unica a
apresentar-se alterada, estando a sensibilidade dolorosa e tatil normais. As manchas
localizam-se em qualquer regido do tegumento. Nao ocorrem lesdes neurologicas ou
espessamentos nervosos. (TALHARI et al., p. 494). A quantidade de lesdes ¢ importante,

porque quanto menor, melhor serd o prognostico.

Essa forma de hanseniase podera evoluir para os tipos tuberculoide ou virchoviana e
vai depender do grau de imunidade do organismo do paciente, caso este ndo seja submetido

a algum tipo de tratamento. E, portanto uma forma instavel de resisténcia variavel.

Iustraciao 16 — Lesao Ideterminada

http://www.drauziovarella.com.br/entrevistas/hanseniase4.asp



http://www.drauziovarella.com.br/entrevistas/hanseniase4.asp

Ilustracdo 17 - Hanseniase Indeterminada — Macula hipocromica com disturbio de
sensibilidade no flanco. Les3o extensa e unica. A baciloscopia (linfa cutinea) nestes casos

sera sempre negativa.

2.5.2 Hanseniase Tuberculéide (MHT)

Inicia-se com lesdes cutdneas localizadas, planas e avermelhadas, mas que
aumentam e desenvolvem formas irregulares com margem endurecida e elevada, similar a
dermatofitose, hiperpigmentadas e centros palidos deprimidos. Os bacilos que penetram nas
células de Schwann multiplicam-se dentro delas e lentamente as destroem. Depois se

disseminam para as cé€lulas vizinhas causando uma infec¢do intraneural.

Na lesdo, verifica-se a queda dos pélos (alopecia), alteracdo da sensibilidade
térmica, dolorosa e tatil. O nimero de lesdes ¢ geralmente pequeno e sdo assimétricos
quanto a distribui¢do. Nas areas comprometidas ocorre a diminui¢cdo ou auséncia de
sudorese (hipohidrose ou anidrose). O comprometimento neurologico (neurites) provoca
alteracdoes de motricidade e troficidade. As neurites apresentam-se como espessamentos
dolorosos ou ndo, a nivel troncular ou ndo, a nivel troncular ou terminal do segmento do
nervo. Podem ser encontradas tumoracdes ao longo do trajeto de nervos que sofrem

amolecimento (necrose caseosa) chamado de “abscesso do nervo”. (TALHARI et al.,



p-494). Os nervos mais comumente envolvidos sdo o cubital, o popliteo externo, o tibial
posterior, o auricular, 0 mediano, o radial e o facial. Nos nervos faciais envolvidos pode
ocorrer o aparecimento do logoftalmo (incapacidade de fechar os olhos), a paralisia

palpebral, com ceratite e ulceragdo de cornea.

A degeneracdo dos nervos causa anestesia e atrofia cutanea muscular, tornando o
paciente suscetivel a traumas nas regides afetadas. Podem ocorrer contraturas, paralisias e
auto-amputacdo dos dedos das maos ou dos pés. Com o nervo cubital comprometido,
ocorre a anestesia da borda cubital da mao, atrofia dos musculos interdsseos e da regido
hipoténar, hiper-extensdo das articulacdes metacarpofalangeanas e flexdo da falange média
e distal do 4° e 5° quirodatilo, originando a garra cubital. Com o comprometimento do
nervo ciatico popliteo externo hia amiotrofia da musculatura anterior da perna, causando o
pé caido ou peid tombant. O mal perfurante plantar ¢ uma das mais importantes alteragoes
tréficas, consiste em uma lesdo ulcerada que atinge planos profundos, indo até o osso.

A hanseniase tuberculdide infantil caracteriza-se pela presenga de lesdes papulosas,
arredondadas, geralmente Unicas e localizadas, de preferéncia em areas expostas dos
membros superiores e face, de coloracdo vermelho violaceo. Pode ser confundido com uma

picada de inseto. Neste caso a biopsia ¢ fundamental para se estabelecer um diagndstico.



Ilustracao 18 - Hanseniase Tuberculoide com ulceragdo de lesdes — Paciente com intimeras
placas avermelhadas ( reacionais ), por todo o corpo. Algumas vieram a se exulcerar devido
ao intenso quadro reacional. Sao casos de boa evolugdo; entretanto deverdo ficar cicatrizes

atroficas nas lesdes que se ulceraram.

Ilustraciao 19 - Hanseniase Tuberculdide Toérpido — Placa de limites precisos, com bordos
micropapulosos e centro ligeiramente atrofico, toda ela com distirbio de sensibilidade.

Esta forma nao ¢ contagiosa e ¢ de evolugao benigna. Nota-se lesdo satélite proxima.



Iustracio 20 - Hanseniase Tuberculdide — Placa unica hipocromica na regido lombar, com
disturbio de sensibilidade. O interessante neste caso estd na concomitincia da Pitiriase

Versicolor (pano branco) — lesdes hipocromicas menores de permeio.

2.5.3 Hanseniase Virchoviana (MHYV)

Na maioria dos casos, observam-se lesdes eritematosas ou erit€émato-hipocromicas e
infiltragdes (semelhante a inchago decorrente da proliferagdo de células), numerosas,

isoladas ou coalescentes, por todo o tegumento.

E comum haver infiltragdes das orelhas e face. Um detalhe importante é a mé
delimitagcdo das lesdes — ndo se consegue delimitar as bordas. As lesdes tendem a se unir
umas as outras. Progressivamente e sem tratamento surgem papulas (pequenos carogos com
menos de 1 cm) e nddulos (lesdes duras, localizadas profundamente, mas palpaveis e
visiveis). Com a evolu¢do, a face pode ficar completamente alterada, infiltrada, com perda
dos sulcos normais da pele — face leonina. E comum o edema nas méos, pernas e pés, a pele
das pernas apresenta aspecto ictiésico (escamosas, secas) e as regioes palmares perdem a

coloracdo avermelhada normal, ficando cianosadas.



As deformidades mencionadas na MHT também podem ocorrer nestes pacientes.
Em geral sdo tardias e observadas, principalmente, em casos que ficam muitos anos sem

tratamento.

Neta formula observa-se resposta imune celular pequena ou ausente, com
exacerbacdo da imunidade moral. Em conseqiiéncia da anergia imunologica, a reagdo de

Mitsuda ¢ negativa. (TALHARI et al., p.495).

Ilustraciao 21 - Hanseniase Virchoviana — Infiltragao macica da face. Lobulos auriculares

bem infiltrados. Baciloscopia nestes casos sempre positiva e alta.



Ilustracao 22 - Hanseniase Virchoviana

http://www.geocities.com/hanseniase/Casos Clinicos/Casos Clinicos /casos clinicos .

htmL

Ilustracao 23 — Face leonina

http://www.geocities.com/hanseniase/Casos Clinicos/Casos Clinicos /casos clinicos .

htmL
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2.5.4 Hanseniase Bordeline (MHD)

O nome Bordeline substituiu o inicial dimorfa. A palavra inglesa bordeline significa
limitrofe. Possui trés tipos: Hanseniase Dimorfa Tuberculéide (MHDT), Hanseniase

Dimorfa Dimorfa (MHDD) e Hanseniase Dimorfa Virchoviana (MHDV).

Na MHDT o paciente apresenta multiplas lesdes do tipo tuberculdide. Evidéncias
clinicas de dano neural sejam sensitivas, motoras ou ambas, costumam anteceder as lesdes

cutineas em meses ou anos.

A MHDD ¢ caracterizada por lesdes com centro aparentemente poupado e
infiltracdo difusa das bordas externas — aspecto denominado de “queijo suico”. Associados
a estas lesOes estdo infiltracdes, placas, papulas, tubérculos e outros aspectos clinicos

encontrados na hanseniase virchoviana.

A MHDYV apresenta lesdes que dao a impressdao de Hanseniase Virchoviana, porém
a existéncia de algumas lesdes em “queijo sui¢o” e placas parecidas com Hanseniase

Tuberculodide, possibilitam seu diagndstico clinico.



Ilustracdo 24 - Hanseniase Dimorfa-Tuberculdide Reacional com ulceragao de lesdes —
Inimeras placas reacionais, a maioria com exulcero-ulceragdo, por todo o
tegumento. Observa-se lesdo maior (Escapular D.), onde o paciente ja referia area com

distirbio de sensibilidade h4 anos antes do aparecimento deste surto reacional (“placa

mae”).

Iustracio 25 — Hanseniase dimorfa

http://www.geocities.com/hanseniase/Casos Clinicos/Casos Clinicos /casos clinicos .

htmL
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2.6  Aspectos Imunologicos da Hanseniase

2.6.1 Quadros Reacionais

O fator mais marcante da hanseniase ¢ a variagdo com que a moléstia pode acometer
diferentes pessoas. Em determinados momentos do periodo de infec¢do pelo M. leprae,
podem ocorrer surtos reacionais, que se deve a exacerbacdo da resposta imune do
hospedeiro, onde pode ocorrer dois tipos de reacdo, classificadas como reagdo reversa ou
reagao tipo I e eritema nodoso hansénico ou reagdo tipo II. (JOPLING; MAC DOUGALL,
1991).

A reagdo reversa ¢ caracterizada por uma reagdo de hipersensibilidade tipo VI,
sendo causada por uma alteragdo drastica na resposta imune celular direcionada ao bacilo.
Geralmente, o estado reacional causa danos aos tecidos e nervos periféricos, porém pode
apresentar melhora quando ha eliminacdo dos bacilos. Essa reagdo ocorre principalmente
em pacientes acometidos por MHT, MHDT e MHDD, podendo ocorrer raramente em

pacientes com MHDV.

A reacdo reversa ¢ semelhante a resposta imune celular mediada por linfocitos TH1,
tendo aumento de linfocitos T CD8 citotdxicos, Interleucina-1(IL-1), Interleucina-2(IL-2),
Interferon-y, fator de necrose tumoral(TNF), e diminui¢do de Interleucina-4, Interleucina-5

e Interleucina-10. (GOULART et al., 2002).

Caracterizam por infiltracdo nas lesdes (aumento da espessura e consisténcia da
pele, com menor evidéncia de sulcos e limites imprecisos), com aspecto eritematoso,
quentes e muito sensiveis, sdo relatadas dores a pequenos toques nas referidas areas. Em

alguns casos, as lesdes podem ulcerar.



As reagOes nos casos tuberculoides sao perigosas quando as lesdes estiverem sobre
troncos nervosos como 0s cotovelos, maléolos internos ¢ sobrancelhas, pois estes quase

sempre se tornam espessados e podem levar a paralisia.

As reagdes em todos os casos dimorfos sdo extremamente graves, existindo a
possibilidade de multiplos espessamentos nervosos, que se nio tratadas podem ocorrer

paralisias em um curto espaco de tempo.

A reagdo eritema nodoso hansénica ¢ uma reacao de hipersensibilidade mediada por
anticorpos (ou seja, do tipo III), que ocorre em pacientes multibacilares. Nesta reagdo
ocorre o aumento da populagdo de linfocitos CD8 supressores e sintese elevada de IL-4, IL-
5, IL-6, IL-8 e IL-10. Esse mecanismo pode ser desencadeado por quimioterapia, por
infecgOes adjacentes, estresse, vacinacdo ou gravidez. Nesta reacdo aparecem focos de
inflamagdo aguda nos granulomas, podendo atingir os vasos da derme e tecido celular
subcutaneo. (OPROMOLLA et al., 2000). Possuem lesdes localizadas nos membros
superiores, inferiores e face. Esta reacdo, normalmente, cursa com febre, mal-estar e dores
articulares. Em alguns casos pode ocorrer edema da bolsa escrotal, irite (olho vermelho),

ulceragdo (vasculite), mao edemaciada e neurites graves. (TALHARI).



Ilustracao 26 — Reacdo Reversa

http://www.geocities.com/hanseniase/Casos Clinicos/Casos Clinicos /casos clinicos .htmL

Os portadores de hanseniase virchoviana podem formar anticorpos contra diversos
elementos estruturais do organismo, tornando detectaveis a nivel sérico, em baixos titulos,
fatores antinucleares, fatores reumatdides, fendmeno de LE. E nesta ocasido que a
hanseniase assume o carater de doenga auto-imune, podendo ser considerada como um

modelo de colagenose. (TALHARI).

Os surtos reacionais ocorrem, geralmente, ao longo do tratamento, porém nao sao
caracteristicas obrigatorias da doenga. Em alguns casos o paciente s6 desenvolve sintomas
de neurite ou ainda neurites associadas as reagdes tipo I e II, o que estd levando a se
classificar as neurites como quadro reacional em hanseniase. E importante ressaltar que as
neurites ocorrem tanto em pacientes de polo tuberculoide, quanto em pacientes de podlo

virchowiano e ainda em pacientes interpolares.


http://www.geocities.com/hanseniase/Casos_Clinicos/Casos_Clinicos_/casos_clinicos_.html

2.6.2 Diagnostico Clinico

O diagnostico clinico ¢ realizado através do exame fisico onde se procede a uma
avaliacdo dermatoneuroldgica, buscando-se identificar sinais clinicos da doenga. O roteiro
clinico constitui-se das seguintes atividades: anamnese, em que sera colhida a histéria
clinica e epidemioldgica; avaliagdo dermatologica, em que ¢ identificado o tipo de lesdo de
pele com alteracdo de sensibilidade; avaliagdo neurologica, para a indicagdo de neurites,
incapacidades e deformidades; diagndstico dos estados reacionais; diagnostico diferencial e

classificacdo do grau de incapacidade fisica.

Durante a anamnese ¢ fundamental que sejam identificadas questdes como
alteragcdes na pele — manchas, placa, infiltragdes, nodulos, tubérculos, e ha quanto tempo
eles apareceram, possiveis alteragdes de sensibilidade em alguma area do corpo, presenca
de dores nos nervos, ou fraqueza nas maos e nos pés, se usou algum medicamento para tais
problemas, e se tomou, quais foram os resultados obtidos. Na avaliacdo dermatoldgica,
serdo identificadas lesdes e alteragdes de sensibilidade na pele proprias da hanseniase.
Devera ser feita a inspecdo de toda a superficie corporal, no sentido cranio-caudal,
seguimento por seguimento. Deverdo ser realizadas pesquisas de sensibilidade nas lesoes de

pele encontradas; dérmica, dolorosa e tatil.

A pesquisa de sensibilidade térmica nas lesdes e areas suspeitas devera ser realizada
com dois tubos de vidro, um contendo agua fria e no outro, 4gua aquecida. Deve ser tocada
a pele sa e a 4area suspeita com as extremidades dos tubos frio e quente, alternadamente,
solicitando que o paciente identifique as sensacdes de frio e quente. A pesquisa de
sensibilidade tatil ¢ realizada com uma mecha fina de algoddo seco. A pesquisa de
sensibilidade protetora ¢ realizada nos membros superiores e inferiores, utilizando-se a
ponta de uma caneta esferografica, com isso detecta-se a diminuicdo ou auséncia de

sensibilidade protetora do paciente.

A identificacdo de lesdes neuroldgica ¢ constituida pela inspe¢do dos olhos, nariz,

membros superiores e inferiores. A inspecdo dos olhos objetiva a verificagdo de ardor,



coceira, vista embarcada, ressecamento dos olhos, palpebras pesadas, lacrimejamento e
outros sintomas. Deve-se verificar a presenca de nodulos, infiltragdo, secregdo,
vermelhiddo, auséncia de sobrancelhas, eversao, cilios invertidos, desabamento da palpebra
inferior, ou opacidade da palpebra, alteragcdes no contorno, tamanho, reacao das pupilas e se

as mesmas apresentam-se pretas ou esbranquicadas.

2.6.3 Diagnéstico Diferencial

A hanseniase pode ser confundida com outras doencas de pele e neuroldgicas, que
apresentam sintomas e sinais semelhantes, porém os exames laboratoriais sdo esséncias

para diagndstico definitivo.

As principais doengas que podem ter seus sintomas confundidos com a hanseniase sao:

Pitiriase Versicolor (pano branco);
Eczematide;

Tinha do Corpo;

Vitiligo;

Psoriase;

Luous Eritematoso Discoide;
Lesao Sifilitica Secundaria;
Tuberculose Cutanea;

Doenga e Jorge Lobo;

YV V V V V V V VYV VYV VY

Leishmaniose Anérgica.

As lesdes neurologicas com sintomas passiveis de serem confundidos com hanseniase

sao:

» Sindrome do Ttneo do Carpo;

Y

Neuralgia Parestésica;

» Neuropatia Alcélica;



» Neuropatia Diabética;
» Lesodes por Esforgo Repetitivo (LER).

2.7  Diagnostico Laboratorial

2.7.1 Reacio de Mitsuda

Em 1919, o cientista japonés K.Mitsuda, buscando medidas que pudessem auxiliar
no diagndstico da hanseniase, realizou experimentos onde a suspensdao de bacilos obtidos
por hansenomas macerados, mortos pelo calor, era aplicada por via intradérmica em
pacientes acometidos com hanseniase. Algum tempo apds a inoculagdo, Mitsuda notou que
os pacientes acometidos com MHT apresentavam uma reacdo de hipersensibilidade no
local, e que os pacientes acometidos com MHV ndo apresentavam qualquer resposta a
inoculagdo. Em 1933, Hayashi descreveu detalhadamente o processo de preparagdo da
suspensao para o teste, assim como os critérios para avaliagdo clinica. (FOSS, 1999;

OPROMOLLA et al., 2000).

Outros estudos foram publicados a partir do estudo de Mitsuda e Hayashi. Em 1953,
o teste de Mitsuda foi incorporado aos métodos padrdo de classificagdo da hanseniase:
pacientes com MHT, Mitsuda positivo; pacientes com MHV e a maioria dos MHD,
Mitsuda negativo. Em pacientes com MHI, o teste de Mitsuda positivo poderia ser

indicativo de evolugdo para MHT ou para cura espontanea.

Mesmo sendo a baciloscopia um dos parametros utilizados para a defini¢do de caso,
o diagnostico da hanseniase ¢ preferencialmente clinico. Nao se espera os resultados da
baciloscopia para iniciar o tratamento do paciente, ele deve ser iniciado imediatamente apos
o diagndstico e classificagdo do paciente em multibacilar e paucibacilar de acordo com o
numero de lesdes que ele apresentar na pele. Mas a biopsia e os exames laboratoriais sao

essenciais para determinar um diagnostico definitivo da doenga.



Tabela 4 — Reagao de Mitsuda

Exames Paucibacilar Multibacilar
Clinico (Madri) MHT e MHI Mitsuda MHD,MHYV ¢ MHI
positivo. Mitsuda negativo.
Imunolégico POSITIVO NEGATIVO
>5mm <Smm
ou com ulceragao. e sem ulceragao.
Baciloscopio NEGATIVO POSITIVO
(IB =0 em todos os (Qualquer IB+0)
esfregacos) MHI (Mitsuda negativo).
Histopatologico COMPATIVEL COMPATIVEL

2.8 Imunobiologia da Hanseniase

Do ponto de vista imunologico, o ponto de partida para diferenciar a resposta imune
de pacientes resistentes e susceptiveis, foi a reagdo de Mitsuda, que consiste numa
suspensao de bacilos, extraidos de lesdes hansénicas, mortos pelo calor que era aplicada por
via intradérmica. Apds algum tempo, notava-se que os pacientes classificados como
resistentes eram responsivos ao teste, ja que no local da aplicagdo havia formagao de uma
lesao macular. Em contrapartida, o teste realizado, em pacientes mais graves, mostrava que
estes eram anérgicos ao teste, sugerindo assim que os pacientes tuberculoides desenvolvem
uma resposta mais eficaz a infeccdo pelo M.leprae. Atualmente sabe-se que a resposta

desenvolvida pelo sistema imune contra o bacilo ¢ a resposta imune celular.

A resposta imune ¢ iniciada a partir do momento em que o M. leprae entra em
contato com os macrofagos existentes nos tecidos. Estas células irdo realizar a fagocitose

das bactérias, na tentativa de elimind-las por meio de mecanismos internos de oxidagao,



mediados principalmente pelo TNF-a, INF-y e Reativos Intermedidrios do Oxigénio (ROI)
e do Nitrogénio (RNI), além da ativagdo de linfocitos T auxiliares CD4-. (FOSS, 1999).

Os LT CD4 ativados podem ser diferenciados de LTH1 ou LTH2, depender das
citocinas envolvidas no processo de ativagdo. Caso as citocinas envolvidas sejam a
interleucina-12 e o IFN-y, a tendéncia ¢ a diferenciagdo em LTHI1. Porém, se
predominarem IL-4 e IL-10, a tendéncia ¢ a diferenciagdo em LTH2. (MARQUET
SCHURR, 2001; CASANOVA; ABEL, 2002).

Os LTHI secretam IL-2 e IFN-y, que sdo citocinas inflamatdrias responsaveis pela
proliferacdo de LT CD4 auxiliares e ativagdo de macrofagos, respectivamente. Os LTH2
produzem, entre outras citocinas, IL-4, IL-6 e IL-10, onde a primeira ¢ a ultima sdo
supressoras de atividade macrofagica. (GOULART et al., 2002). A IL-6 favorece a
diferenciacao de linfécitos TH2, induzindo a producao de IL-4 e inibindo a diferenciagao

de linfocitos TH1, interferindo na producio de IFN-y. (DIEHL; RINCON, 2002).

Na hanseniase paucibacilar, a modalidade de resposta predominante ¢ medida por
células LT CD4. Esta resposta ¢ caracterizada, principalmente pela indu¢ao de linfocitos
LT CDS8 citotoxicos e producdo de citocina LTHI, tais como IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-a.
(GOULART et al., 2002). Este mecanismo de resposta ¢ eficaz na eliminacao do M.leprae,
porém pode ser lesivo ao organismo, causando lesdes neurais e cutdneas na auséncia de

fatores regulatorios. (ARAUJO, 2003).

Nas formas multibacilares da hanseniase, a resposta imune contra o M. leprae é
humoral. Apresar de produzir anticorpos contra os antigenos do M. leprae, a resposta ¢
ineficaz para eliminagao dos bacilos. Na modalidade de resposta, predominam os LT CD§
supressores ¢ citocinas TH2, como a IL-4, IL-6 e IL-10. (GOULART et al., 2002). Além
disso, a produgdo dos antigenos PGL-1 ¢ LAM pelo M. leprae no interior do macréfago
favorece o escape, uma vez que estes antigenos tém a capacidade de inibir os mecanismos
internos de destruicdo, como pro exemplo, o stress oxidativo (NEIL; KLEBANOFF, 1988)
e induzir a produgdo de IL-10. (SIELING et al., 1994).



A resisténcia ou suscetibilidade a hanseniase pode também estar relacionada com
mecanismos imunoldgicos que envolvem a apresentacdo de antigenos pela molécula do
Antigeno Leucocitdrio Humano (HLA), o qual ¢ geneticamente herdado. Os pacientes com
MHT apresentam, em sua maioria os fendtipos HLA-DR2 e HLA-DR3, relacionados a
resisténcia do M. leprae, ja que os pacientes acometidos com MHV apresentam
predominantemente o fenotipo HLA-DQI, relacionados a suscetibilidade ao M. leprae. (DE
VRIES, 1991). Visetanier et al. (1997) relacionaram o alelo HLA-DR2com a forma

tuberculdide da hanseniase em uma populag¢do da Regido Sudeste do Brasil.

E destacavel também a atuagdo da imunidade inata, representada principalmente
pelo sistema complemento, que desempenha um papel importante, principalmente na
opsonizacdo de microorganismos patogénicos (NETH et al, 2000), além de agir como

ponto de intersecdo entre a resposta inata e especifica. (FRASER, 1988).

Existem trés vias principais de ativagdo do sistema complemento: a via classica, a
via alternativa e a via da Lectina Ligadora de Manose (MBL — Manose Binding Lectin)

(FEARON, 1998).

2.9 Polimorfismos Genéticos

Os polimorfismos genéticos consistem em variagdes nucleotideas na seqiiéncia de
DNA (devem apresentar freqiiéncia maior ou igual a 1% dentro da populac¢do). Os
polimorfirmos podem acontecer tanto nas regides codificadoras, assim como nas regides
ndo codificadoras de um genoma (MITCHISON, 2000).

Os polimorfismos presentes nos éxons dos genes podem levar a alteracdes na
estrutura da proteina codificada, visto que, apesar do cddigo genético ser degenerado, um
polimorfismo pode mudar a seqiiéncia do coédon e, por conseqiiéncia codificar um
aminoacido diferente no polipeptideo ou produzir um cédon de parada. J& os polimorfismos
presentes em regides nao codificadoras, principalmente aqueles localizados nos promotores

podem estar relacionados a alteragdes nas taxas de transcrigdo do gene. (MITCHISON,



2000). E importante afirmar que os polimorfismos podem promover tanto alteracdes de

perda, quanto de ganhos de fun¢des dos genes.

O estudo de polimorfismos em genes ligados ao sistema imune vem ganhando forca
devido ao fato de varios trabalhos estarem mostrando associagdes positivas com a

suscetibilidade e/ou resisténcias a doengas infecciosas e auto-imunes.

Diversas moléculas estdo diretamente relacionadas com a resposta imune do M.
leprae, dentre elas a citocinas e seus receptores, que exercem funcdes importantes para a
ativagdo da resposta inflamatdria e especifica. Em meio a esta variedade de moléculas,
destaca-se a IL-12, por se apresentar como uma das moléculas chave na ativagdo e

diferenciacdo da resposta imune contra o M. leprae.

2.9.1 Interleucina 12

A interleucina 12 ou p70 ¢ uma citocina pro-inflamatéria, cuja molécula ¢ composta
por duas subunidades protéicas, a IL-12a (p35) e a IL-12f (p40), que sdo modificadas por
genes diferentes, em que a expressao do gene da IL-12a depende diretamente da expressao

do gene da IL-123 (HUANG et al., 2000).

Células“Natural Killer” e macréfagos sdo as principais células secretoras da
Interleucina 12 que estd relacionada com a ativagdo da resposta imune celular, pois
promove a diferenciacio dos linfocitos T CD4" em LTHI e também aumenta a expressio
de interferon- y, uma citocina pré-inflamatéria que ¢ um potente ativador de macrofagos. E
importante que o paciente com hanseniase tenha uma ativacao de macrofagos eficaz, pois o

bacilo causador da hanseniase cresce principalmente dentro de macréfagos nao ativados.

O gene da IL-12P estd localizado no brago longo do cromossomo 5, entre as
posicdes 31 e 33 (5931-g33) (WARRINGTON et al., 1994), onde um polimorfismo de
unica base A(1188)C identificado na 3’-UTR (regido ndo traduzida) (HALL et al.,2000)

parece estar relacionado com alteragdes nos niveis transcricionais deste gene. O alelo



IL121188*C parece estar relacionado a uma menor taxa de transcricdo do gene em relagao

aos individuos portadores do alelo IL121188*A (MORAHAN et al., 2001).

Alguns estudos t€ém associado o polimorfismo A(1188)C do gene IL-12B com o
desenvolvimento e progressdo de doengas infecciosas como maldria cerebral (MORAHAN
et al., 2002) e hepatite C (YIN et al., 2004), além de doengas auto-imunes como dermatite
atopica, psoriase (TSUNEMI et al., 2002) e asma (MORAHAN et al., 2002).

Tsunemi et al (2002) investigaram em uma populacdo japonesa a relagcdo entre o
polimorfismo A(1188)C e o desenvolvimento de dermatite atopica (DA) e psoriase vulgaris
(PsV), ja que estas doengas possuem respostas imunoldgicas distintas, sendo a DA mediada
por LTh2 e a PsV por LThl. As distribui¢des genotipicas dos grupos DA, PsV e controle
foram comparadas entre si e foi observado que na comparacao entre DA e PsV, o genotipo
AA foi mais freqiiente no grupo PsV (40,6%) que no grupo DA (15,2%) e os gendtipos AC
e CC foram mais freqiientes no grupo DA (51,2% e 33,5%) que no grupo PsV (39,2% e
20,3%), sendo estas diferencas estatisticamente significantes (p = 0,000003). Entre os
grupos DA e controle foi observado diferengas estatisticamente significantes entre as
freqiiéncias genotipicas (p = 0,041), sendo as freqiiéncias de AC e CC maiores no grupo
DA (51,2% e 33,5%) que em controles (45% e 27%). Entre o grupo PsV e controle ndo
foram detectadas diferengas estatisticas significantes (p = 0,12), porém a freqiiéncia do
gendtipo AA ¢ maior e de CC ¢ menor em PsV que no grupo controle. Os resultados
sugerem que o polimorfismo A(1188)C pode estar de fato relacionado com a

susceptibilidade a DA e PsV na populagao japonesa.



3. METODOLOGIA

A metodologia utilizada para desenvolver o plano proposto utilizou as técnicas
basicas de biologia molecular necessarias para identificacdo e descricdo da variabilidade

genética em populagdes humanas. Essas técnicas compreendem:

Coleta de material biologico (sangue periférico).
Extracao de DNA de sangue total e de amostras de soro
Quantificacdo e preparo do DNA para analise

Reacdao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Eletroforese em suporte s6lido (poliacrilamida)

YV V V V VYV V

Técnicas de RFLP e de deteccao de tamanho de fragmentos de DNA.

3.1 A Populacio Investigada

Este estudo foi realizado com duas amostras, sendo uma composta de 116
individuos ndo aparentados, com hanseniase, residentes na cidade de Belém do Estado do
Pard, atendidos no ambulatério de dermatologia sanitaria Dr. Marcello Candia. Também
foram analisados 117 individuos ndo aparentados, sadios e residentes na cidade de Belém
do Estado do Para (populagdo controle).

Os pacientes com hanseniase foram caracterizados clinicamente de acordo com o
namero de lesdes, sendo o paciente com mais de cinco lesdes classificado com multibacilar
(MB) e o paciente cinco ou menos lesdes classificado como paucibacilar (PB) (WHO,

2000).

3.2 Coleta das Amostras



As amostras de sangue dos individuos hansenianos e populacdo controle foram
obtidas por pun¢do venosa, em que retirou-se SmL de sangue, através do sistema de coleta
a vacuo, usando o anticoagulante EDTA. Posteriormente as amostras foram transportadas e
armazenadas no Laboratorio de Genética Humana e Medica da Universidade Federal do

Para.

3.3  Extracao de DNA.

A extracdo do DNA foi realizada a partir de 300 pL de sangue total utilizando-se o
método descrito por Miller ef al. (1988), cujo protocolo ¢ baseado em cinco etapas, a lise se
hemacia por solu¢dao hipotonica, a lise de leucocitos por solugdo detergente (SDS), a
precipitagdo de proteinas por uma solugdo de acetato de amonia a 7M, desidratacdo com
isopropanol e etanol a 70% e rehidratagdo com agua bidestilada livre de qualquer
contaminacao.

A solucdo final de DNA foi quantificada em espectrofotdometro e ajustada para

concentragao de 100 ng/pL.

34 Condicoes de PCR

A reagdo de PCR foi feita com um volume total de 25,0 uLL (microlitros), contendo
15,75 pL de agua; 2,0 uL de DNA na concentracdo de 100 ng/puL; 2,5 uL de tampao
Buffer; 0,75 pL de MgCl, ; 2,0 uL de solugao com dNTP (dATP: 125 uL; dCTP: 125 uL;
dGTP: 125 uL; dTTP: 125 pL); 1 pL de cada iniciador (Tabela 1) e 2 Unidade de Tag
DNA polimerase.

Cada processo de amplificagdo foi composto por 30 ciclos compostos de trés fases:
i) desnaturagdo do DNA (94°C) ii) hibridizagdo dos iniciadores na cadeia do DNA (59 °C);
iii) extensdo da cadeia desejada (72 °C).

O fragmento amplificado apresenta 200 pares de bases.



Tabela 3 - Seqiiéncia dos iniciadores utilizados na analise laboratorial

Pl 5 - GGCATTCTCTTTCCAGGTTCTG - 3’
P2 5 - AGCATGAAGGCCCATGGCAAC -3’

3.5 Anailise de Polimorfismos por Fragmentos de Restricio (RFLP)

Este procedimento foi realizado utilizando-se a enzima de restricdo 7ag I (New
England Biolabs), onde foi utilizado 5U da enzima por cada 10 microlitros de solugdo de
PCR. A reagdo foi incubada a 65° C por 16 horas, de acordo com o protocolo fornecido

pelo fabricante da enzima.

O segmento amplificado de 200 pb quando clivado, dividi-se em dois fragmentos de

120 pb e 80 pb, caso o individuo apresente a mutagao investigada.




Iustracido 14 — Visualizagdo do padrdo de bandas por RFLP do polimorfismo A1188C do

gene da Interleucina 12 [0, em gel de poliacrilamida a 7%

3.6  Eletroforese e Coloracio pela Prata

Ap0s a realizagdo da técnica de RFLP, as amostras amplificadas do sistema IL-12B
foram misturadas a propor¢do de 10 uL de PCR para 5 pL de corante (0,25 % de Azul de
Bromofenol, 15 % de Ficol e 74,5 % de agua deionizada) e submetidas a eletroforese
vertical em suporte de poliacrilamida a concentracdo 7 % (29 mL de 4gua deionizada; 4 mL
de TEB 10 vezes concentrado; 7 mL de acrilamida a 40 % (38 g de acrilamida, 2 g de bis-
acrilamida em 100 mL de 4gua deionizada). Para a polimerizacdo da poliacrilamida
utilizou-se 200 p L de persulfato de amdnia 10 % e 50 p L de TEMED. As condigdes de
migracao foram de 100 Volts por 10 horas. O tampao da cuba usado foi o TEB (200 mL de
TEB 10 vezes concentrado para 1800 mL de 4gua deionizada). A aplicagdo das amostras
amplificadas foi feita com corante diluido de azul de bromofenol em proporg¢des de 1:1 (3 p

L:3uL).

Feita a separagdo eletroforética, o gel foi colocado por 20 minutos em solucao de
fixacdo (100 mL de etanol, SmL de acido acético e 895mL de dgua deionizada). Apds este
tempo, o fixador foi retirado e adicionado nitrato de prata (0,17 g para 100 mL de agua
deionizada) deixando a solucdo por 20 minutos em um agitador orbital. A seguir, foi
retirada a solucdo de nitrato de prata e agua por um tempo de 30 segundos. Apos a
lavagem, foi retirada a dgua e colocou-se a solucdo de revelacdo (4,5 g de NaOH ; 200 uL
de formaldeido e 150 mL de agua deionizada). Esta solugdo foi imediatamente retirada com
o aparecimento das primeiras bandas e logo ap0s, foi acrescentada a solucdo de fixacdo, a

qual interrompeu a revelagao.

3.7 Analise de Dados



Determinou-se as freqii€ncias genotipicas e alélicas por simples contagem e
averiguou-se se as populagdes estavam em equilibrio de Hardy — Weinberg, utilizando o
programa ARLEQUIN 2.0 (Schineider et al., 2000).

Para a comparagdo das freqiiéncias observadas, foi utilizado o programa CLUMP1.1
(Sham e Curtis, 1995), que utiliza o método de Monte Carlo para estimar o XZ.

Foi realizada a regressdo logistica com o programa “Statistical Package for Social
Sciences” (SPSS versao 8.0), para obter o risco relativo (OR) do polimorfismo A(1188)C

em relacdo a hanseniase e suas diferentes formas clinicas € a uma populagio controle.



4.

A(1188)C, entre os dois grupos de pacientes com hanseniase € o grupo controle.

RESULTADOS

A tabela 4 apresenta as freqiiéncias alélicas e genotipicas relativas ao polimorfismo

Tabela 4: Distribuicdo das freqiiéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo

A(1188)C

Genotipo /
Alelo

AC

CC

IL-

28

56

12

1281188*A

IL-

12B1188*C

MB (N=96)

Freqiiéncia
0,29
0,58

0,13

0,58

0,42

N

10

PB (N= 20)

Freqiiéncia
0,50
0,30

0,20

0,65

0,35

Controle (N=117)

N

57

45

15

Freqiiéncia
0,49
0,38

0,13

0,68

0,32

As amostras investigadas foram posteriormente testadas com relacdo ao equilibrio de

Hardy — Weinberg, sendo que ndo encontramos diferencas significativas entre as duas amostras

investigadas (paciente e controle) (p-valor > 0,05).



Nao encontramos diferencas estatisticas significantes em relacdo as freqii€ncias
genotipicas quando comparamos o grupo de pacientes paucibacilar com o multibacilar ( y2 :

5,34; p-valor: 0,068).

Encontramos diferengas estatisticas significantes em relacdo as freqiiéncias genotipicas
quando comparamos a populacdo controle com todos os pacientes (PB e MB) agrupados ( %2 :
6,52; p-valor: 0,039). Detectamos também diferencas estatisticas significantes em relacdo as
freqiiéncias genotipicas quando comparamos a populacdo controle com o grupo multibacilar ( x2
: 9,44; p-valor: 0,008). Porém quando comparamos o grupo controle com a populagio

paucibacilar nao houve diferencgas estatisticas significantes ( %2 : 0,310; p-valor: 0,894).

Os dados da analise de regressdo logistica demonstram, com relagdo ao polimorfismo
A(1188)C, uma associacdo positiva para as formas clinicas paucibacilar e multibacilar
agrupadas. O alelo de risco (1188)*C apresenta um risco relativo de 1.9 (95%IC 1.14-
3.31;P=0.013;0R=1.9).

A analise de regressdo logistica encontrou valores significantes quando a amostra de
pacientes era composta somente da forma clinica mais severa (MB). O alelo mutante

(1188)*C obteve valores de risco de 2.3 (95%IC 1.30-4.07; P=0.004; OR=2.3).



5. DISCUSSAO

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa que se caracteriza por acometer
principalmente a pele € os nervos periféricos e apresentar um amplo espectro clinico. E
uma doenca que ocorre principalmente em paises tropicais em desenvolvimento, onde as

diferencas socio-econdmica despontam como um fator de risco (LOMBARDI et al., 1990).

Os resultados mostram que a freqiiéncia do homozigoto AA ¢ mais elevada em
pacientes PB (50%) que em pacientes MB (29%). A freqiiéncia do gendtipo homozigoto
CC também ¢ mais elevada em pacientes PB (20%) que nos pacientes MB (13%). De forma
inversa, a freqliéncia de heterozigotos AC ¢ mais elevada em pacientes MB (58%) que em
pacientes PB (30%). As comparagdes estabelecidas entre as freqiiéncias genotipicas dos
dois grupos, ndo revelaram diferencas estatisticamente significantes entre elas (xz: 3,26; p:
0,068).

Os dados mostram ainda que a freqiiéncia do alelo IL-1231188*C ¢ maior entre
pacientes MB (42%) em relagao aos pacientes PB (35%), contudo, ndo existem diferengas

significantes ( X2 : 0,01; p: 0,91).

Na medida em que a resposta imunolégica ao bacilo depende de multiplos fatores
genéticos (varios genes estdo envolvidos) e ambientais, procuramos centrar nossas analises
estatisticas na deteccdo de diferencas genéticas entre os dois grupos de pacientes e a

populagdo controle.



As andlises dos resultados das freqiiéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo
A(1188)C demonstro que o alelo mutante (1188)*C ¢ mais freqiiente na populacdo de

pacientes do que na populacao controle.

As diferengas de freqiiéncias alélicas e genotipicas, encontradas entre o grupo de
pacientes e controle se tornam mais evidentes quando aplicamos o teste de x2 que obteve
valores de y2: 6,52; para p= 0,039, demonstrando diferencas significantes entre as

amostras.

Quando comparamos MB com o grupo controle, encontramos resultados
significantes que apontam para diferencas entre esses grupos (¥2 =9,44;p=0,008).
Controversamente, quando comparamos paucibacilares com o grupo controle, ndo

encontramos diferengas estatisticas significantes (y2 = 0,31; p = 0,894).

A associacdo entre o alelo de risco (1188)*C com relagdo as diferentes formas de
hanseniase agrupadas (paucibacilar e multibacilar ) e o grupo controle demonstrou um

significante valor de risco relativo da ordem de 1.9(95%IC 1.14-3.31;P=0.013;0R=1.9).

Porém, quando separamos a populacdo de pacientes nas duas formas clinicas,
encontramos valores significantes apenas entre o grupo controle e os pacientes portadores
da forma multibacilar (MB), obtendo um risco relativo de 2.3 (95%IC 1.30-4.07; P=0.004;
OR=2.3), fato que caracteriza uma associa¢do positiva do alelo (1188)*C com a

susceptibilidade genética a forma multibacilar da hanseniase.



6. CONCLUSOES

A susceptibilidade genética as diferentes forma de hanseniase poderia ser explicada
em parte pelo gene IL-12 e suas diferentes formas polimorficas que apresentam baixos
niveis de produ¢ao de IL-12 (Morahan, 2001), o que seria um fator de predisposicio as

formas multibacilar e paucibacilar da hanseniase.

O presente trabalho ndo evidencia diferencas significantes entre as formas de
hanseniase MB e PB ( %2 : 3,26; p: 0,068) com relacao as formas genotipicas e alélicas do
polimorfismo A(1188)C.

Entretanto, quando relacionamos o grupo de pacientes com o grupo controle, os
dados demonstram diferengas significativas com relagdo ao polimorfismo A(1188)C entre
pacientes no geral (MB e PB) e o grupo controle (2 : 6,52; p= 0,039). Essas diferengas sao
devidas principalmente aos pacientes portadores da forma multibacilar (y2 =9,44; p=0,008),
visto que quando comparamos isoladamente a forma PB com grupo controle ndo

encontramos diferengas significativas (y2 =0,31; p=0,894).

As diferencas estatisticas encontradas pelo valor ¥2 ficam mais evidentes com a
analise de regressao logistica, uma vez que encontramos que individuos portadores do alelo
de risco (1188)*C (tanto na forma homozigota quanto heterozigota) apresentam um risco

elevado, aproximadamente 2 vezes maior que individuos que apresentam o alelo normal



(1188)*A, quando analisamos pacientes totaistMB e PB). Quando dividimos o grupo de
pacientes entre as diferentes formas clinicas isoladamente, encontramos associa¢ao somente
entre as forma multibacilar e controle, obtendo um risco elevado de 2,3 para presenca do

alelo de risco. Nao foi possivel encontrar associagao entre pacientes PB e controle.

Os dados referentes ao grupo de pacientes PB podem estar subestimados tanto com
relagdo a analise de y2, quanto a regressdo logistica, devido ao niimero amostral pouco
representativo.

Apbs vasta pesquisa em literatura especializada, ndo foi possivel identificar
trabalhos que demonstrem associagdo entre as diferentes formas de hanseniase, em um
estudo caso controle, para o polimorfismo A(1188)C no gene da interleucina 123. Apesar
do fato relevante aqui relatado, sugerimos que as amostras de pacientes, principalmente os
pacientes paucibacilares, sejam ampliadas de forma a confirmar, ou refutar, nossas

conclusdes.
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