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Resumo:

A hanseniase € uma imunopatologia causada pelo Mycobacterium leprae, a
qual pode ser classificada em lepromatosa (LL), dimorfa ou borderline (DD),
tuberculoide (TT) e intermediaria. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
ainda classifica os pacientes em paucibacilares, no caso dos pacientes com
até 5 lesbes cutaneas e em multibacilares, os casos com mais de 5 lesdes.
Suas manifestacdes clinicas dependem da interacdo entre a micobactéria e
0 sistema imune do individuo. A resposta imune inata é a primeira linha de
defesa contra o bacilo, destacando nessa resposta, os receptores Toll-like
(TLR) expressos pelas células Natural Killer. As lipoproteinas presentes no
bacilo sdo reconhecidas por esses receptores, levando a diferenciacdo dos
mondcitos em macrofagos e em células dendriticas CD1b+, que por sua vez
ativam linfécitos os quais liberam citocinas como TNF-alfa e IL-12
promovendo uma acdo antibactericida. O objetivo deste estudo foi comparar
a frequéncia dos genes Toll-like entre pacientes e controles das regides
Norte/Noroeste do Parana. Os resultados mostraram que polimorfismos em
determinada posicdo do gene TLR4 e do gene TLR9 estédo relacionados ao
desenvolvimento da doenca. Devido a grande miscigenacéo brasileira e o
fato da hanseniase ser uma doenca negligenciada, fazem-se necessarios
outros estudos que confirmem os achados.

Introducao
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A hanseniase é uma imunopatologia causada pelo microrganismo
intracelular Mycobacterium leprae. O fenétipo de susceptibilidade a infeccao
pelo M. leprae € complexo e é influenciado por fatores do hospedeiro e do
parasita e, também, pelas condicbes ambientais. A resposta imune inata,
que constitui a primeira linha de defesa contra o M. leprae, é considerada
etapa crucial para o desenvolvimento da resposta contra o bacilo, visto que
possui componentes efetores essenciais no combate ao patdgeno, e é capaz
de direcionar a imunidade adaptativa (MODLIN, 2009). Diversas células do
sistema imune sdo ativadas por meio de seus receptores para gerar uma
resposta antigénica, como células Natural Killer, linfécitos, dentre outras.

Dentre o0s receptores expressos pelas células Natural Killer,
destacam-se na resposta imune inata, os receptores Toll-Like, que estédo
presentes na superficie celular (TLR1, 2, 4, 5, 6), e também no citoplasma
(TLR 3, 7, 8, 9). Cada membro da familia TLR é ativado por antigenos
especificos que levam a diferentes perfis de ativagdo de transcricao,
iniciando uma resposta imune adequada ao patégeno (JOHNSON et al.,
2007). Estes receptores polimorficos reconhecem lipoproteinas presentes no
bacilo e promovem a diferenciacdo de mondcitos em macrofagos e em
células dendriticas CD1b+, que por sua vez ativam linfocitos que liberam
citocinas como TNF-alfa e IL-12 promovendo uma atividade antimicrobicida.
O M. Leprae inicia a sinalizacdo celular por meio da ativacdo do
heterodimero TLR1\TLR2 (KRUTZIK et al., 2003). Alteracfes nestes genes
conferem susceptibilidade a hanseniase e muitos estudos relataram a
influéncia dos genes Toll-Like na hanseniase. Sendo assim, este projeto
teve por objetivo comparar as frequéncias dos genes Toll-Like entre
pacientes com hanseniase e individuos saudaveis ndo aparentados das
regides Norte/Noroeste do Parana.

Materiais e métodos

Neste estudo caso-controle, foram utilizadas 200 amostras de sangue
periférico de pacientes com hanseniase, tratados no Centro de
Especialidades do SUS da cidade de Maringa (CISAMUSEP), Parana. O
grupo controle foi composto por 200 individuos. A extragdo do DNA foi
realizada utilizando a técnica salting out com algumas modificacbes
(CARDOZO et al., 2009). Os genes Toll-Like foram genotipados pela técnica
PCR-SSP (polymerase chain reaction - sequence-specific) e apds, foi
observado o produto amplificado em gel de eletroforese. As comparacgdes
estatisticas entre os grupos foram realizadas com o software estatistico
OpenEpi: Open Source Epidemiologic Statistics for Public Health, verséo
2.3.1 (http://www.openepi.com/OE2.3/Menu/OpenEpiMenu.htm), pelo
método quiquadrado com correcdo de Yates ou teste exato de Fisher. A
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determinacgdo de odds ratio (OR) e o intervalo de confianga de 95% (IC 95%)
foram calculados de acordo com o método de Woolf, com o software
estatistico OpenEpi, verséo 2.3.1, para determinar, o risco de desenvolver a
doenca.

Resultados e Discussao

Foram analisadas as frequéncias dos alelos encontrados para 0s genes
TLRs 1, 2, 4, 5, 7 e 9. A andlise dos genes TLR1, TLR2, TLR5, TLR7 e da
posicdo 3211 do gene TLR4 nd&o mostrou valores de p significativos. Por
outro lado, a andlise da posicdo 3192 do gene TLR4 e da regido do gene
TLR9, mostrou resultados estatisticamente significativos, conforme
visualizados nas Tabelas 1 e 2. Na andlise da posi¢cdo 3192 do gene TLR4,
a frequéncia do alelo C mostrou-se aumentada no grupo controle (84,64% vs
69,16%, p= 0,0001; OR=0,41). O alelo A, por sua vez, estava aumentado no
grupo dos pacientes (p=0,0001, OR=2,46, 1C=1,62-3,72), sugerindo um risco
a hanseniase. O alelo G, do gene TLR9, na posi¢cdo +2848, teve frequéncia
aumentada no grupo controle (55,50% vs 47,51%, p= 0,0353; OR= 0,72;
IC=0,54-0,97). Por outro lado, o alelo A apresentou-se com uma frequéncia
aumentada no grupo dos pacientes, sugerindo um risco ao desenvolvimento
da hanseniase (p=0,0353; OR=1,38; IC=1,03-1,84).

Tabela 1. Frequéncias dos alelos do gene TLR4, posicdo 3192, em
pacientes com hanseniase e grupo controle.

SNP | Grupo dos | F(%) | Grupo dos | F(%) P OR IC
pacientes controles
(N=107) (N=166)
C 148 69,16 | 281 84,64% | 0,0001 | 0,41 0,27-
% 0,62
A 66 30,84 | 51 15,36% | 0,0001 | 2,46 1,62-
% 3,72

SNP, polimorfismo de nucleotideo Unico; P: significativo <0,05; OR: odds ratio; 95% IC: intervalo de confiancga.

Tabela 2. Frequéncias dos alelos do gene TLR9, em pacientes com
hanseniase e grupo controle.

SNP | Grupo dos | F(%) | Grupo dos | F(%) P OR IC
pacientes controles
(N=181) (N=191)
G 172 47,51 | 212 55,50% | 0,0353 | 0,72 0,54-
% 0,97
A 190 52,49 | 170 44,50% | 0,0353 | 1,38 1,03-
% 1,84
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SNP, polimorfismo de nucleotideo Unico; P: significativo <0,05; OR: odds ratio; 95% IC: intervalo de confiancga.

Conclusodes

Considerando que a hanseniase € uma doenca multifatorial complexa, pois o
desenvolvimento da infec¢do, apdés o contato com o bacilo, estd sob o
controle de fatores fisicos e ambientais, além de fatores genéticos do
hospedeiro; essa pesquisa contribuiu para comprovar a participagao dos
receptores Toll-like na interagcdo do bacilo com as células do hospedeiro,
durante o desenvolvimento da resposta imune. E necessario, dessa forma, a
realizacdo de mais estudos com um namero maior de marcadores genéticos
da hanseniase para definir um perfil genético de risco caracteristico desta
patologia.
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