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RESUMO

A hanseniase € uma infeccdo crbnica e granulomatosa da pele e nervos
periféricos, que infecta principalmente macréfagos e células de Schwann. A
Organizacdo Mundial de Saude classifica a hanseniase em duas formas polares:
multibacilar e paucibacilar, de acordo com o indice baciloscépico e a resposta
imune do hospedeiro. As células natural killer (NK) tém um importante papel na
infeccdo, sendo a primeira forma de defesa contra organismos intracelulares. As
células NK utilizam muitos tipos de receptores de superficie celular, como os
receptores imunoglobulina-similes de célula NK (KIR), que podem inibir ou ativar a
resposta citolitica de NK, através do reconhecimento de moléculas do complexo
de histocompatibilidade principal (MHC) de classe | na célula alvo. Nesse estudo
caso controle, a presenca ou auséncia de 15 genes KIR e seus ligantes HLA-C
foram investigadas, na intencdo de se descrever sua variabilidade genotipica
associacdo com a hanseniase e sua evolugdo clinica. A genotipagem do complexo
de genes KIR e dos grupos NK1 e NK2 de HLA-C foi feita por PCR-SSP em 105
pacientes e 104 controles. KIR2DL2 e KIR2DL3, na presenca do seu ligante HLA-
Cw parece predispor a hanseniase (p=0,046; y*= 3,97; OR=1,99; IC 95%= 1,00-
3,97). Além disso, a prevaléncia da hanseniase ao redor do mundo e as
frequéncias de KIR2DL2 se correlacionaram positivamente. Esse achado,
juntamente com a associacao entre KIR2DL3 e a tuberculose, descrita por outros
autores, sugere que esses genes de receptores inibitorios predispem a doenca.
Adicionalmente, o gene KIR2DS2 foi associado com o desenvolvimento da
hanseniase paucibacilar (p=0,009; y*= 7,23; OR=3,97; IC 95%= 1,37-9,96),
possivelmente modulando o desenvolvimento para a forma mais branda da

doenca.



Vii
ABSTRACT

Leprosy is a chronic and granulomatous disease of the skin and peripheral nerves,
that infects mainly macrophages and Schwann cells. The World Health
Organization classifies leprosy in two polar forms: multibacillary and paucibacillary,
according to the bacillary index and the immune response from the host. Natural
killer (NK) cells play an important role during infection, since it constitutes the first
defense against intracellular organisms. NK cells utilize many types of cellular
surface receptors, as killer immunoglobulin-like receptors (KIR) that may inhibit or
activate NK cytolytic response, through recognizing major histocompatibility
complex (MHC) class | molecules on the target cell. In this case-control study, the
presence o absence of 15 KIR genes and their HLA-C ligands were investigated,
aiming to describe their genotypic variability, association with leprosy infection and
clinical progression. Genotyping of KIR repertoire and HLA-C NK1 and NK2 groups
was performed by PCR-SSP in 105 patients and 104 controls. KIR2DL2 and
KIR2DL3, in the presence of its HLA-Cw ligand, may predispose to leprosy
(p=0,046; %°= 3,97; OR=1.99; 95% CI=1.00-3.97). Additionally, worldwide leprosy
prevalence and KIR2DL2 frequencies were positively correlated. This find, along
with the association between KIR2DL3 and tuberculosis described by other
authors, suggests that these inhibitory receptor genes predispose to the disease.
Besides, KIR2DS2 was associated with the development paucibacillary leprosy
(p=0,009; »’= 7,23; OR=3,7; 95% Cl=1,37-9,96), possibly modulating the

development toward the mild form of the disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 HANSENIASE

1.1.1 Agente etioldgico

A hanseniase é uma doenca causada pelo Mycobacterium leprae,
uma bactéria intracelular obrigatoria, aerdbia, gram-positiva e ndo-formadora de
esporos (Tortora et al., 2005). E uma infeccdo cronica e granulomatosa da pele e
nervos periféricos, que infecta principalmente macréfagos e células de Schwann
(Alcais et al., 2005; Britton & Lockwood, 2004).

Taxonomicamente, essa bactéria pertence ao filo Actinobacteria,
classe Actinobacteria, ordem Actinomycetales, subordem Corynebacteriaceae e
familia Mycobacteriaceae (Garrity et al., 2004). O Mycobacterium leprae tem a
forma de um bastonete reto ou ligeiramente encurvado, de 1,5 a 8 micra de
comprimento por 0,2 a 0,5 micron de largura. E um bacilo alcool-acido resistente
(BAAR) que, nos esfregacos de pele e nos cortes histopatologicos, é encontrado
isolado, em agrupamentos variados ou em arranjos especiais denominados
globias (Figura 1), peculiares do M. leprae, que resultam da sélida unido de
bacilos através de uma substancia chamada gléia (Goulart et al., 2002).

Sob condi¢cbes apropriadas, as bactérias crescem como bacilos
delgados individuais. A camada externa de lipopolissacarideos é substituida por
acidos micolicos, que formam a camada por onde entram os nutrientes, de forma
bem lenta, o que pode contribuir para o crescimento lento das micobactérias

(Tortora et al., 2005). Apesar de o esqueleto de peptideoglicano, comum a todas
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as bactérias, com arabinogalactano e acidos micélicos, contribuir para a
integridade estrutural da parede celular do M. leprae, ele ndo é um imundgeno
importante. Ao invés disso, glicolipideos, glicopeptideos e trealose contendo lipo-
oligossacarideos parecem ser os componentes antigénicos ativos do M. leprae. O
glicolipideo associado a parede celular de maior importancia é o glicolipideo
fendlico | (PGL-I), que se mostra espécie-especifico e imunogénico nas infeccbes

por M. leprae (Hastings et al.,1988).

-

Figura 1. Fotomicrografia de lesdo de pele de um paciente com hanseniase. A seta
demonstra a formagéo de globias (Rinaldi, 2005).

1.1.2 Caracteristicas da hanseniase

Os sintomas da hanseniase variam de acordo com alguns aspectos,
como o acumulo e a proliferacdo bacteriana e a resposta imunologica ao bacilo. A
doenca afeta principalmente os nervos periféricos, pele e membranas mucosas.
LesBes na pele, areas anestesiadas e nervos espessados sao 0s principais sinais

da doenca (Britton & Lockwood, 2004).
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A classificacdo de Ridley-Jopling, de 1966, combina critérios clinicos,
histopatologicos e imunoldgicos para identificar os tipos de hanseniase, onde se
tem as formas: tuberculdide (TT), borderline-tuberculdide (BT), borderline-
borderline (BB), borderline-lepromatosa (BL), e lepromatosa (LL), essa Ultima
também conhecida como virchowiana.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) utiliza outra classificacao,
proposta para o controle da terapia multidrogas, sugerindo duas categorias de
hanseniase: paucibacilar (PB), que inclui TT e BT, e multibacilar (MB), que inclui
BB, BL e LL (WHO, 1998). Essas duas formas diferem pela presenca ou auséncia
de BAAR nos esfregacos de pele ou biépsias, ou, ainda, pelo nimero de lesbes,
onde a forma paucibacilar se apresenta com até 5 lesGes (Figura 2) e a
multibacilar com mais de 5 lesdes (Figura 3) (WHO, 2000).

Em paucibacilares, as lesfes tém caracteristicas de uma resposta
imune mediada por célula (perfil do tipo Thl) bem desenvolvida, e um baixo indice
baciloscépico; enquanto que, em multibacilares, o perfil imune é do tipo Th2, com
uma resposta imune celular fraca e presenca de numerosos bacilos. Os pélos
borderline sdo instaveis e tém respostas imunorregulatérias pouco compreendidas

(Gallo et al., 2003; Casanova et al., 2002).
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Figura 2. Lesdo de paciente com hanseniase paucibacilar (Imagem cordialmente cedida
pela Professora Socorro Amador-IEC)

Figura 3. Lesdes de paciente com hanseniase multibacilar (Imagem cordialmente cedida
pela Professora Socorro Amador-1EC)

Em pacientes multibacilares, encontram-se lesGes difusas ou
nodulares, especialmente nas superficies frias do corpo, como a mucosa nasal e
as ramificag6es dos nervos periféricos no cotovelo, joelho, pulso e tornozelo. Ha
perda sensorial devido aos danos nas fibras nervosas. Por outro lado, o pélo
tuberculdide (paucibacilar) consiste de poucas lesdes, de perda sensorial bem
definida. As formas borderline, por serem instaveis, possuem sinais e sintomas

intermediarios entre as duas formas (Britton & Lockwood, 2004; Araujo, 2003).
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1.1.3 Epidemiologia

A hanseniase era considerada endémica em cerca de 122 paises em
1985. Em 1995, iniciaram-se os tratamentos multidrogas, em que a OMS forneceu
a medicacéo, livre de custo, para os paises endémicos. No inicio de 2003, 112
desses paises haviam eliminado a hanseniase nacionalmente. Os 10 paises
restantes da Africa, Asia e América Latina, onde o total de casos relatados
representa 83% da prevaléncia global (3,4 por 10.000 habitantes), ainda nao
haviam atingido a meta do Programa de Eliminacdo Global da hanseniase: reduzir
a taxa de prevaléncia da doenca para menos de um caso por 10 mil habitantes.
Em 2003, o Brasil era 0 segundo pais mais endémico no ranking mundial, com
taxa de prevaléncia de 4,2 por 10 mil habitantes, com os principais focos nas
regides Norte e Nordeste (WHO, 2004).

Dados de 2005 refletem que a meta do Programa ainda nao foi
atingida em nove paises, mas esforcos estdo sendo feitos, especialmente com o
acesso mais facil ao diagndstico e ao tratamento multidrogas (WHO, 2006). A

Tabela 1 demonstra a prevaléncia da hanseniase em alguns paises no mundo.
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Tabela 1. Prevaléncia da hanseniase no mundo no ano de 2006

PAIS PREVALENCIA POR 10.000 HABITANTES
Angola 0,93
Argentina 0,21
Brasil* 1,59
China 0,02
Coréia 0,09
Etiopia 0,75
india 0,84
Indonésia 0,98
Madagascar* 1,20
Mocambique* 2,59
Nepal* 1,83
Oman 0,01
Papua Nova Guiné 1,09
Paraguai 1,30
Republica Democratica do Congo* 1,83
Samoa 0,27
Senegal 0,42
Suriname 0,88
Tailandia 0,21
Tanzénia* 1,13
Vietna 0,08

*Paises que ainda néo atingiram a meta do Programa de Eliminagdo da Hanseniase. Fonte: WHO,
2006

Hoje, o Brasil, ainda considerado como pais endémico, apresenta
taxa de prevaléncia de 1,59 caso para cada grupo de 10 mil habitantes e, no
estado do Para, essa taxa é de 3,98. A Figura 4 ilustra a distribuicdo da

hanseniase nos estados brasileiros.
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Figura 4. Prevaléncia da hanseniase no Brasil no ano de 2006 (Fonte: WHO, 2006).

1.1.4 Resposta Imune a hanseniase

Depois da sua entrada no organismo, ndo ocorrendo a sua
destruicdo, o M. leprae ira se localizar na célula de Schwann e na pele. Sua
disseminagdo para outros tecidos pode ocorrer nas formas mais graves da
doenca, nas quais 0 agente infectante ndo encontra resisténcia contra a sua
multiplicacdo (Araujo, 2003). Os aspectos imunolégicos da hanseniase sédo de
grande importancia para o entendimento da doenca, ja que € a resposta imune
gue vai definir a forma polar da hanseniase.

Muitos microorganismos intracelulares induzem o desenvolvimento
de subpopulacdes Thl de linfocitos T auxiliares, as quais produzem IFN-y, a
citocina que ativa fagoécitos para destruirem microorganismos intracelulares e
estimula a producdo de anticorpos opsonizantes que promovem mais fagocitose.

Outros microorganismos, em contraste, estimulam o desenvolvimento de
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subpopulacdes Th2 desses linfocitos, as quais produzem interleucina 4 (IL-4) e
interleucina 5 (IL-5). Dessa forma, as citocinas sdo o principal estimulo para a
diferenciac@o e eficicia das respostas imunes adaptativas e, especificamente na
hanseniase, esse desenvolvimento vai definir a doengca em multibacilar (Th2) ou

paucibacilar (Th1) (Figura 5).

‘ Padrao de Resposta na Hanseniase ‘

Resposta Tipol Resposta Tipo 2
Cel. T- helper Cel. T- supressora
DA+ D8+ — .
CD4 O.E@)IL-Z CD8 @>DIL4

IFN-y L

= ;\n c‘fr: -~
= Macréfago \ / CD4+

Macrof:
acrofago THS

s ' TGF-B
Atlvaga? ¥ ﬁ%@
& Supressio 4

" S
Anticorpo

Plasmocito

Figura 5. Padrdo de resposta imune na hanseniase (FONTE: Adaptado de Goulart,
2002.).

O macrofago é a célula hospedeira primaria do M. leprae. Essa
célula é importante nas funcdes eferentes e aferentes da resposta imune contra o
bacilo, como no processamento e apresentacdo de antigeno, secrecdo de
citocinas e eliminacéo desse patogeno intracelular (Hagge et al., 2004).

Além dos macrofagos, as células dendriticas (representadas pelas
células de Langerhans, na pele) parecem ser umas das primeiras células a entrar
em contato com o bacilo, na auséncia da resposta imune adaptativa. A fagocitose

do M. leprae por essas células e a subsequente producdo de citocinas pode
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regular a inflamacdo e manipular o curso da imunidade adaptativa mediada por
célula para uma resposta do tipo Thl ou Th2 (Maeda et al., 2003; Scollard et al.,
2006).

A subpopulacdo Thl, que sédo células T que produzem IL-2 e
interferon y (IFN-y), aumentam a imunidade mediada por célula. O IFN-y ativa
macrofagos e a IL-2 estimula o crescimento de células T antigeno-especificas,
resultando em doenc¢a mais branda ou cura (Goulart et al., 2002).

O IFN-y estimula os macrofagos a matar ou restringir a proliferacao
de micobactérias e outros patdgenos intracelulares, aumenta a expressao de HLA-
DR (antigeno leucocitario humano, alelo DR, classe IlI) e também de moléculas de
HLA de classe |, além de ativar a resposta do tipo Thl e inibir a do tipo Th2
(Goulart et al., 2002; Abbas & Lichtman, 2005a). A IL-2 pode contribuir para a
defesa do hospedeiro por induzir a expansao clonal de células T ap6s o
reconhecimento antigénico e aumentar a producdo de IFN-y por estas células
(Oppenheim & Ruscetti, 2000), além de promover a proliferacdo e acentuar a
funcdo citolitica das células natural killer (NK) (Abbas & Lichtman, 2005a).

A producéo local de fator de necrose tumoral o (TNF-o)) pelo
macrofago, favorece uma acdo sinérgica autocrina para manter o macrofago
ativado e formar o granuloma imune (Goulart et al., 2002). A IL-12, secretada por
fagdcitos mononucleares ativados e células dendriticas, € o principal mediador da
resposta imune inata inicial a microorganismos intracelulares e € um indutor
essencial da imunidade mediada por células, a resposta imune adaptativa

adequada a esses organismos (Abbas & Lichtman, 2005a). Essa citocina estimula
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células NK a liberarem IFN-y, o qual predispde as células T em direcdo ao padrao
Thl, além de induzir células T imaturas a produzir citocinas Thl quando
estimuladas com antigeno e célula apresentadora de antigeno (APC) (Goulart et
al., 2002).

A subpopulacédo Th2, que séo células T que produzem IL-4, IL-5 e IL-
10, aumentam a resposta humoral. A IL-4 estimula a producéo de IgE e ambas, IL-
4 e IL-10, estimulam células B e inibem ativacdo de macroéfago, resultando em
infeccdo progressiva (Oppenheim & Ruscetti, 2000).

As citocinas presentes em lesdes LL (multibacilares), citocinas tipo 2
ou Th2, IL-4, IL-5 e IL-10, parecem contribuir para a ineficacia da resposta imune e
a falha de ativagdo do macréfago nesses individuos (Goulart et al., 2002). A IL-4
também tem um efeito imunorregulatério negativo sobre a imunidade mediada por
célula, que pode levar ao aumento da proliferacdo bacteriana porque: (i) bloqueia
a proliferacdo dependente de IL-2 de células T humanas por inibir receptores de
IL-2; (ii) bloqueia a ativagdo de mondcitos mediada pelo IFN-y ; (iii) inibe a
expressdo de CD14 sobre mondcitos e producdo de IL-1 e TNF-a, e bloqueia a
geracao de 6xido nitrico (NO), necessario a destruicdo de patdgenos intracelulares
(Oppenheim & Ruscetti, 2000).

Além da IL-4, a IL-13 tem sido incluida no mecanismo de supressao
de células T em hanseniase, por seus efeitos sobre células B e macréfagos,
similares aos da IL-4. Tem sido demonstrado que apenas clones de células T tipo
2 de lesbes lepromatosas produzem IL-13, o que sugere que a IL-13 pode ter um

papel na imunossupressao em lesdes LL (De La Barrera et al., 2004). A presenca
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de IL-10 em lesbes LL, uma citocina que pode inibir a produgao de citocinas por
células CD4+ na relativa auséncia de IFN- y ou IL-2, sugere um possivel papel
para esta citocina nessa resposta imunoldgica ineficiente especifica aos antigenos
de M. leprae.

Uma ativacao crénica local de IL-10 pode levar a uma diferenciacéo
de células T CD4+, originando uma subpopulacdo de células T regulatérias (Trl)
que produzem altos niveis de IL-10, mantendo a supressao da resposta imune
antigeno-especifica (Goulart et al., 2002). A IL-10 inibe a producdo de IL-12 por
macréfagos e células dendriticas ativadas, culminando na inibicdo de IFN-y, que
por sua vez, € um indutor das reacdes imunes inatas e mediadas por células
contra microorganismos intracelulares (Abbas & Lichtman, 2005a).

Nesse contexto, a imunidade celular € de grande importancia em
infeccbes como a hanseniase. As células NK, por exemplo, ndo sdo importantes
apenas na imunidade inata, mas também sdo reguladoras da imunidade
adaptativa (Bottino et al., 2005). S&o especialmente importantes no momento
inicial da infeccdo por bactérias intracelulares, jA que, juntamente com o0s
fagécitos, as células NK sdo a primeira resposta imune contra tais
microorganismos. As bactérias intracelulares ativam as células NK por duas vias:
diretamente ou estimulando macro6fagos a produzirem IL-2, que € ativadora de NK.
A IL-2, por sua vez, produz IFN- y, que ativa os macréfagos e promove a morte

das bactérias fagocitadas (Abbas & Lichtman, 2005b).
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1.2 CELULAS NK

As células NK séo da linhagem linféide, e constituem cerca de 15%
dos linfocitos circulantes no sangue periférico, e 3 a 4% dos esplénicos (Imboden
& Seaman, 2000). Ao contrario das células T, que possuem receptores altamente
especificos para varios tipos de antigenos, os receptores de célula NK sdo pouco
especificos, mas capazes de reconhecer e eliminar células anormais (Janeway et
al., 2001).

A célula NK é um dos mediadores celulares da defesa inata. S&o
células que podem reconhecer e eliminar células aberrantes, sem a necessidade
de serem imunizadas ou pré-ativadas, e produzir fatores sollveis — citocinas e
guimiocinas — que tem efeitos antimicrobianos diretos ou ativam outras células do
sistema imune (Colucci et al., 2003).

Linfocitos da imunidade adaptativa sdo de extrema importancia para
uma resposta imune eficaz, porém levam um tempo para serem reconhecidos
pelas moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), e
recrutados em numero suficiente (expansédo clonal) para adquirirem funcdo
efetora. Em contraste, as células NK, gque sdo da imunidade inata, estdo prontas
para a resposta em um curto periodo, ja que, por ndo serem tao especificas,
dispensam expansao clonal (Bottino et al., 2005).

A funcéo efetora das células NK é uma importante frente de defesa
na imunidade inata em infec¢des parasitarias, bacterianas e virais, além de formar
uma importante ponte para a ativagao da resposta imune adaptativa (Degli-Esposti

& Smyth, 2005)
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A destruicdo pelas células NK é feita de varios modos. Um deles é
pela citotoxicidade mediada por células e dependente de anticorpo, onde o0s
receptores CD16 (porgéo Fc) dessas células reconhecem algumas subclasses de
IgG presentes na superficie das células infectadas, e destroem tais células pela
liberacdo de granulos contendo perforina, que abre poros na membrana, e
granzimas, que deflagram o fendmeno da apoptose (Imboden & Seaman, 2000).
As células NK fazem uma “vigilancia imune”, reconhecendo células com
diminuicdo da expressao de MHC de classe | ou que super-expressam ligantes

para receptores estimulatorios das mesmas (Lanier, 2005)(Figura 5).



A Receptor inibitorio - Auséncia de MHC de
classe I
- Auséncia de ligantes
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estimulatorios
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_QI - Ausencia de MHC de
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Ligante estimulatorio =kula, ohie

MHC classe I
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classe I
-Presenca de ligantes
estimulatorios
Resultade
determinado pelo

Ligante estimulatério balange de sinais

Figura 6. Possiveis resultados do encontro entre uma célula NK e uma célula alvo.
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1.2.1 Receptores e ligantes de células NK

O controle da lise celular provocada pelas células NK é feito por um
complexo sistema de diversas interagcdes entre ligantes e receptores inibitorios e
estimulatérios, envolvendo a expressdao de MHC (Boyton & Altmann, 2007). Em
resposta ao stress e a infeccao, as células NK usam tais receptores de superficie
celular, que se ligam a moléculas do MHC de classe |, ou relacionadas ao MHC de
classe | (Parham, 2005)

As células NK, entdo, monitoram a expressao de moléculas de MHC
de classe | em células-alvo em potencial, usando receptores especificos, como os
receptores imunoglobulina- similes de células natural killer (KIR). Os
heterodimeros CD-94- NKG2A, também receptores de NK, uma vez ligados ao
ligante especifico, inibem a citotoxicidade mediada por essa célula (Bottino et al.,
2005).

A maioria dos receptores de NK podem ter duas estruturas possiveis,
dependendo de quanto seu dominio extracelular de ligacdo com o ligante se
assemelha ao dominio de reconhecimento de carboidrato de lectina tipo C ou ao
dominio de imunoglobulina (Parham, 2005).

As familias de genes que codificam o complexo de receptores
lectina-similes numa regido cromossomal conhecida como o complexo NK (NKC),
considerando as familias de genes que codificam os receptores imunoglobulina-

similes, estdo presentes numa regidao denominada de LCR (Leukocyte-receptor
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Complex). O MHC, NKC e LCR estdo em diferentes cromossomos humanos:

6p21.3, 12p12-13 e 19913.4, respectivamente (Parham, 2005).

1.2.2 Genes KIR

Os genes KIR (Killer cell immunoglobulin-like receptors) sé&o
membros de um grupo de genes que codificam moléculas regulatérias
encontradas em algumas linhagens de células linféides,como subpopulacdes de
células T de memodria e efetoras, células T yd, células T do figado, e,
principamente, nas células NK (Carrington & Martin, 2006).

A funcdo principal desses receptores € efetuar o reconhecimento das
moléculas de HLA Classe | nas células alvo, destruindo, através de um
mecanismo de citélise, aquelas células que possuem um padréo aberrante na
expressdo destas moléculas em sua superficie. Os genes KIR constituem-se de
genes polimérficos mapeados na posi¢cdo ql3.4 do cromossomo 19 e estdo
contidos no LRC, uma regido que compreende aproximadamente 1 Mb de
comprimento (Parham, 2005; Moretta et al., 2004).

Os genes KIR, quanto a sua estrutura e fungdo, podem ser
basicamente de quatro tipos. Os genes denominados L (que possuem cauda
intracitoplasmatica longa) tém funcédo de inibicdo e transmitem sinais para que a
célula efetora (NK) ndo destrua a célula alvo (Carrington & Norman, 2003). Essa
inibicdo ocorre pela presenca de um ou dois imunorreceptores contendo motivos

de inibicdo baseados em tirosina (ITIM) (Lanier, 2004). Quando os ligantes se
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ligam aos receptores, esses ITIM se tornam fosforilados em residuos de tirosina e
se ligam a tirosina-fosfatases, como SHP-1 e 2, que por sua vez desfosforila
intermediarios de sinalizacdo das vias de ativacao (Abbas & Lichtman, 2005b).

Os genes denominados de S (que possuem cauda
intracitoplasmética curta) tém funcdo de ativacdo, e transmitem sinais para que a
célula efetora destrua a célula alvo. Independentemente do tamanho da cauda, os
genes KIR podem possuir dois ou trés dominios extracelulares, classificados como
2D ou 3D. Portanto, os genes KIR podem ser 2DS, 2DL, 3DS ou 3DL (Figura 6)

(Urhberg et al., 2005).

3DL 3DS

2DL 2DS

~) ~J

—ITIM
o o’

Figura 7. Estrutura dos Receptores Imunoglobulina-similes (Adaptado de Parham &
McQueen, 2003)

Tendo como base o conteudo génico, podemos agrupar 0s genes
KIR em dois haplogrupos principais, A e B. O haplogrupo A possui sete genes:
KIR2DL1, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DS4, KIR3DL1, KIR3DL2 e KIR3DL3, sendo a

mais relevante distincdo funcional entre os dois haplogrupos, o fato de o
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haplogrupo A possuir apenas um gene estimulatorio, KIR2DS4, enquanto que o B
pode ter em sua formacdo diversas combina¢des dos genes KIR 3DL3, 2DL2,
3DP1, 2DL4, 3DS1, 2DL5, 2DS5, 2DS1, 2DS2, e 3DL2 (Martin et al., 2004). O
gene KIR2DS4 possui um alelo nulo, devido a uma delecdo de 21 pares de base
no dominio transmembrana, que possui uma frequéncia de 80% em americanos
de descendéncia européia (Hsu et al., 2002), o que mostra que muitos individuos
homozigotos para o haplogrupo A n&o codificam nenhum receptor estimulatério.

Foi proposto por Wilson et al. (2000), com base na similaridade das
sequéncias, que o gene KIR2DL2 surgiu de uma recombinacdo nao reciproca
entre 0os genes KIR 2DL1 e 2DL3 o que explicaria o fato de 2DL2 e 2DL3
segregarem como alelos do mesmo locus (Witt et al., 1999).

Vérios ligantes de KIR ja foram descritos (Quadro 1). Os genes
KIR2DL1, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DL2 e KIR2DL3 reconhecem HLA-C, com
asparagina (NK2) ou lisina (NK1) na posi¢cdo 80. Os ligantes para os receptores
2DL5, 2DS3, 2DS4, 2DS5 e 3DL3 ainda nao sao conhecidos (Carrington & Martin,

2006).

Quadro 1. Ligantes HLA de classe | para os genes KIR

2DL1 e 2DS1 2DL2/3 e 2DS2 3DL1/S1 | 3DL2 | 2DL4
HLA-Cw grupo 2(NK1) | HLA-Cw grupo 1 (NK2) | HLA-Bw4 | HLA-A | HLA-G
Cw*02 Cw*01 B*08 A*3
Cw*04 Cw*03 B*13 A*11
Cw*05 Cw*07 B*27
Cw*06 Cw*08 B*44

B*51

B*52

B*53

B*57

B*58
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Devido aos KIRs se ligarem a determinantes polimérficos de
moléculas de HLA de classe |, e devido as duas familias de genes segregarem
independentemente, é importante se considerar as combina¢des das moléculas de
HLA de classe | com os KIRs como um fator de risco para o surgimento e
progressao de doencas (Parham, 2005; Williams et al., 2005). Varios efeitos dessa

associacgao ja foram relatados (Quadro 2).

Quadro 2. Combinacdes de genes KIR e HLA de classe | e suas associagées com
doencas

CONDICAO
Reproducéo
Risco de pré-eclampsia

Risco de aborto espontaneo recorrente
Infecgéo
Progressao lenta do HIV
Cura da infecgéo por HCV
Cura da infecgdo por HCV e protecao
contra o desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular

Aumento da resposta de NK a eritrcitos
Infectados por malaria in vitro

Susceptibilidade a tuberculose
Autoimunidade
Susceptibilidade a Artrite psoriatica

Susceptibilidade a vasculite em
pacientes com artrite reumatéide

Susceptibilidade a diabetes do tipo |

Susceptibilidade a esclerodermia

Céancer
Susceptibilidade a leucemia

Susceptibilidade a melanoma maligno

ASSOCIAGAO

Homozigose para o haplogrupo A de
KIR materno e HLA-C2 fetal

Auséncia de KIR inibitérios com
especificidade para alelos
de HLA-Cw fetais
KIR 3DS1 e HLA- Bw4

Homozigose de KIR2DL3
e de HLA-C1

KIR2DS1-HLA-Bw4

KIR3DL2*002

KIR2DL3
KIR2DS1 e/ou KIR2DS2 + ligante HLA-Cw
KIR2DS2/HLA-Cw*03
KIR2DS2/HLA-Cw do grupo 1
Diminuigdo das combinagdes inibitérias de
gendétipos KIR-HLA

Combinagéo da presenca de KIR2DS2 e
auséncia de KIR2DL2

KIR2DL2 e KIR2DS2
KIR3DL1/KIR3DL1 + HLA-Bw4

KIR2DL2/2DL3; HLA-Cw do grupo 1

FONTE
Hiby et al.,2004
Varla-Leftherioti et
al.,2005
Martin et al., 2002
Khakoo et al., 2004

Lopez-Vazquez et al,
2005

Artavanis-Tsakonas et
al., 2004

Méndez et al., 2006
Nelson et al., 2004

Yen et al., 2001

Van der Slik et al., 2003
Van der Slik et al., 2007

Momot et al., 2004
Verheyden et al.,2004

Verheyden et al.,2006

Naumova et al., 2005
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O papel de fatores genéticos na susceptibilidade a hanseniase tem
sido avaliado ha muito tempo, pois a distribuicdo da doenca em conglomerados,
familias ou comunidades com antecedentes genéticos comuns sugere esta
possibilidade (Visschedijk et al., 2000). Inclusive, a variabilidade da resposta a
infeccdo pelo Mycobacterium leprae causada pelos fatores genéticos do
hospedeiro tem sido revisada recentemente (Casanova & Abel, 2002; Casanova &
Abel, 2004; Alcais et al., 2005). A destruicdo ou a multiplicacdo do bacilo no
interior dos macrofagos podem ser determinadas por mecanismos imunologicos
que envolvem a apresentacdo do antigeno pelas moléculas do MHC,

geneticamente determinaveis (Foss, 1999).

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral desse trabalho € descrever a variabilidade genética
envolvendo 15 loci do complexo KIR em pacientes com Hanseniase, investigando
a associacédo de polimorfismos desses genes e de seus ligantes HLA-C com a

predisposicdo a doenca e com sua evolucao clinica.
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1.3.2 Objetivos Especificos

Descrever a variabilidade fenotipica de quinze genes do complexo KIR.
Investigar a associacdo de fendtipos KIR e seus ligantes HLA-C com
predisposicdo a hanseniase, comparando as freqiiéncias de controles e
pacientes.

Investigar a associacdo de fenétipos KIR e seus ligantes HLA-C com a
evolucdo da hanseniase para suas formas polares paucibacilar e

multibacilar.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 POPULACAO

Belém esta situada a 1,27 ° de latitude sul e 48,30° de longitude
oeste. Segundo a estimativa do IBGE de julho de 2006, a cidade apresenta um

total de 1.428.368 habitantes, distribuidos em 1064,918 km? de &rea territorial.

2.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram coletadas 105 amostras de 5mL de sangue periférico, por
puncdo venosa a vacuo, de pacientes diagnosticados com hanseniase,
cadastrados no ambulatério da Unidade de Referéncia e Tratamento em
Dermatologia Sanitaria do Estado do Para “Dr. Marcelo Candia”, dentre as quais
20 paucibacilares e 85 multibacilares.

Considerando a prevaléncia da hanseniase no Para (3,98 por 10 mil
habitantes) e o tamanho populacional da cidade de Belém (1,4 milhdes, segundo o
IBGE), pode-se afirmar que a populacdo de pacientes desse estudo compreende
cerca de 18% do total de pacientes infectados.

A amostra controle constituiu-se de 104 individuos ndo aparentados
representativos da populacéo de Belém, coletados da mesma forma.

Os tubos continham EDTA como anticoagulante e as amostras foram

estocadas em temperatura adequada até o momento do uso. Os participantes
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assinaram um termo de consentimento (em anexo) e estavam cientes do trabalho
de pesquisa. Esse trabalho teve aprovacdo do Comité de Etica da Fundagio

Centro de Hematologia e Hemoterapia do Para.

2.3 EXTRACAO DE DNA

A extracdo do DNA foi feita pelo método descrito por Miller et al.
(1988), com algumas modificacbes. O método utiliza 300 pL de sangue total,
submetidos a cinco etapas: lise de heméacias por solucdo hipotbénica; lise de
leucdcitos pos solucdo detergente (SDS); precipitacdo de proteinas por uma
solucdo de acetato de amébnia a 7M; desidratacdo com isopropanol e etanol a

70%, e hidratacdo com agua bidestilada.

2.4 GENOTIPAGEM DOS GENES KIR

Para a PCR, foram utilizados 29 pares de primer, um forward e um
reverse — com excec¢do do gene KIR2DS1, constituido de dois forwards e um
reverse — para a amplificacdo de 14 genes (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3,
KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DSS5,
KIR3DS1, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3), um pseudogene (KIR2DP1), e uma

regido controle. Para cada locus, exceto 2DS5, foram utilizados dois pares de
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primers, para evitar que ndo houvesse amplificacdo para evitar falsos negativos
pela presenca de polimorfismos alélicos na regido de hibridizacdo dos primers.

Cada uma das 29 reac0es tinha um volume final de 10 pL, contendo
15ng de DNA, 0.1mM de cada dNTP, 1.5mM de MgCl,, 67mM de Tris-HCI (pH
8.8), 16mM de (NH;).S0O4, 0.25mM de cada primer e 1 U de Taq.

As sequéncias dos primers foram desenhadas por Martin et al.
(2002) fornecidas como  suplemento em  www.jimmunol.ogr/cgi/data
/169/6/2818/dc1/1 e se encontram no Quadro 3. As condigdes utilizadas na PCR
foram 94°C 3’; 94°C 15”, 65°C 15” e 72°C 30” (4 ciclos); 94°C 15”, 60°C 15” e 72°C
30” (21 ciclos); 94°C 15”, 55°C 1’ e 72°C 2’ (5 ciclos); 72°C 7.

Os produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose a 1,5 %
contendo brometo de etidio, submetidos a uma corrente de 100 V, e
posteriormente visualizados sob luz ultravioleta.

Para uma maior acuracia da PCR, os resultados negativos foram
repetidos e para os positivos, foram feitos subgrupos de amostras para cada um

dos genes, para 0s quais também foi feita repeticao para confirmacéao.



Quadro 3. Primers utilizados na genotipagem dos genes KIR

GENE SEQUENCIA TAMANHO (pb)

KIR2DL1 Forward | GTT GGT CAG ATG TCATGT TTG AA 146
Reverse | GGT CCC TGC CAG GTC TTG CG
Forward | TGG ACC AAG AGT CTG CAG GA 330
Reverse | TGT TGT CTC CCT AGA AGA CG

KIR2DL2 Forward | CTG GCC CAC CCAGGT CG 173
Reverse | GGA CCG ATG GAG AAG TTG GCT
Forward | GAG GGG GAG GCC CATGAAT 150
Reverse | TCG AGT TTG ACC ACT CGT AT

KIR2DL3 Forward | CTT CAT CGCTGG TGC TG 550
Reverse | AGG CTC TTG GTC CAT TAC AA
Forward | TCC TTC ATC GCT GGT GCT G 800
Reverse | GGC AGG AGA CAACTT TGG ATC A

KIR2DL4 Forward | CAG GAC AAG CCC TTC TGC 254
Reverse | CTG GGT GCCGACCACT
Forward | ACC TTC GCT TAC AGC CCG 288
Reverse | GGG TTT CCT GTG ACA GAAACAG

KIR2DS2 Forward | TTC TGC ACA GAG AGG GGA AGT A 173
Reverse | AGG TCA CTG GGA GCT GAC AA
Forward | CGG GCC CCACGGTTT 240
Reverse | GGT CAC TCG AGT TTG ACC ACT CA

KIR2DS3 Forward | TGG CCC ACC CAG GTC G 242
Reverse | TGA AAA CTG ATA GGG GGA GTG AGG
Forward | CTA TGA CAT GTA CCA TCT ATC CAC 190
Reverse | AAG CAG TGG GTC ACT TGA C

KIR2DS4 Forward | CTG GCC CTC CCA GGT CA 204
Reverse | TCT GTA GGT TCC TGC AAG GAC AG
Forward | CTG GCC CTC CCA GGT CA 197/219
Reverse | GGAATG TTC CGT TGA TGC

KIR2DS5 Forward | TGA TGG GGT CTC CAA GGG 125
Reverse | TCC AGA GGG TCA CTG GGC

KIR2DS1 Forward | CTTCTCCATCAGTCGCATGAA 102
Forward | CTTCTCCATCAGTCGCATGAG
Reverse | AGAGGGTCACTGGGAGCTGAC

KIR3DL1 Forward | CGC TGT GGT GCC TCG A 197
Reverse | GGT GTG AAC CCC GAC ATG
Forward | CCC TGG TGA AAT CAG GAG AGA G 181
Reverse | TGT AGG TCC CTG CAA GGG CAA

KIR3DL2 Forward | CAAACC CTT CCT GTC TGC CC 245
Reverse | GTG CCG ACC ACC CAG TGA
Forward | CCC ATG AAC GTAGGC TCC G 130
Reverse | CAC ACG CAG GGC AGG G

KIR3DS1 Forward | AGC CTG CAG GGA ACA GAA G 300
Reverse | GCC TGACTG TGG TGC TCG
Forward | CCT GGT GAA ATC AGG AGA GAG 177
Reverse | GTC CCT GCAAGG GCAC

KIR3DL3 Forward | GTC AGA TGT CAG GTT TGA GCG 112
Reverse | CAT GGA ATAGTT GAC CTG GGA AC
Forward | GCA GCT CCC GGAGCT TG 190
Reverse | GGG TCT GAC CAC GCG TG

(Continua)
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GENE SEQUENCIA TAMANHO (pb)
KIR2DL5 Forward | GCG CTG TGG TGC CTC G 214
Reverse | GAC CAC TCA ATG GGG GAG C
Forward | TGC AGC TCC AGG AGC TCA 194
Reverse | GGG TCT GAC CAC TCA TAG GGT
KIR2DP1 Forward | GTC TGC CTG GCC CAG CT 205
Reverse | GTG TGA ACC CCG ACA TCT GTAC
Forward | CCA TCG GTC CCA TGA TGG 90
Reverse | CAC TGG GAG CTG ACA ACT GAT G
CONTROLE | Forward | TGC CAA GTG GAG CAC CCA A 796
INTERNO | Reverse | GCA TCT TGC TCT GTG CAG AT

2.5 GENOTIPAGEM DOS GRUPOS NK1 E NK2 DE HLA-C

Para a tipagem de HLA-C, foram utilizados primers preparados por
Peter Parham, disponiveis na American Society for Histocompatibility and
Immunogenetics (ASHI), listados no Quadro 4. O primer forward hibridiza & uma
sequéncia consenso no éxon 2 do HLA-Cw, na posicdo 120-135. Os primers
reverse hibridizam a sequUéncias alternadas, incluindo a posicdo 80, para
diferenciar os grupos NK1 e NK2 (Frohn et al., 1998).

A reacao consiste de 0,2mmol de cada dNTP, uma unidade de Taq
polimerase, 0,15umol do primer de controle interno positivo, 0,5umol de cada um
dos primers HLA-Cw , 50ng de DNA gendmico, 20mM de Tris-HCI (pH 8.4), 50
mM de KCl e 1,5mmol de MgCl,, com um volume final de 20pL.

Apés 10 ciclos a 95°C, 10s/ 65°C; 30s/72°C; 30s
(desnaturacéao/hibridizacéo/extensao), foram feitos mais 22 ciclos, com a

temperatura de hibridizac&o diminuida para 58°C.
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A visualizacdo dos resultados também se deu por aplicacdo em gel
de eletroforese a 1,5% contendo brometo de etidio, submetido a uma corrente de

100 V, e posteriormente visualizado sob luz ultravioleta.

Quadro 4. Primers utilizados para a genotipagem dos grupos NK1 e NK2 de HLA-C

Primer Sequéncia
HLA-Cw comum (forward) CGC CGC GAG TCC RAG AGG
NK2 (reverse) GTT GTA GTA GCC GCG CAG G
NK1 (reverse) GTT GTAGTAGCCGCG CAGT
CRP (forward) CCAGCCTCT CTCATG CTT TTG GCC AGA CAG
CRP (reverse) GGG TCG AGG ACA GTT CCG TGT AGA AGT GGA

R= qualquer nucleotideo; CRP= controle interno positivo

2.6 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias relativas da presenca de cada gene KIR (f) foram
obtidas por contagem direta. A frequéncia relativa de homozigotos para o
haplogrupo A (h) foi obtida ao se considerar homozigotos os individuos com
amplificacdo positiva para os 8 loci do haplogrupo A (2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DS4,
3DS1, 3DL1, 3DL2 e 2DP1) e negativa para os outros loci. A frequéncia do
haplogrupo A (H) foi estimada pela formula H=vh.

O numero médio de genes por perfil foi comparado usando o teste T
de Student. As diferencas entre as popula¢cdes de hanseniase e controle foram
calculadas por qui-quadrado (y°), com o auxilio do programa Clump (Sham &
Curtis, 1995), assim como as diferencas entre as frequéncias do ligante HLA-C
individualmente e na presenca dos receptores que o reconhecem. Foi aplicada a

correcdo para multiplos testes, quando necessario.
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Valores de Odds Ratio (OR), com intervalo de confianca (IC) de 95%,
foram estimados para os genes onde foi obtida diferenca estatisticamente
significante entre a populagcéo de pacientes e controles, com o auxilio do programa
BioEstat 5.0 (Ayres, 2007).

As estimativas de desequilibrio de ligacdo (DL) entre os loci foram

calculadas pelo programa SPSS 8.0 for Windows.

3 RESULTADOS

O numero médio de genes KIR por perfl nédo diferiu
significativamente entre controles (10.56) e pacientes (10.8). Da mesma forma,
nao houve diferenca estatisticamente significante entre 0 nUmero médio de genes
estimulatorios e inibitorios por perfil.

As fregUéncias observadas (f) para os 15 loci KIR estédo listadas na

Tabela 2.
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Tabela 2. Estimativas de f para 15 loci KIR em pacientes com hanseniase e
controles.

Hanseniase Controles

KIR MB PB MB+PB
2DL1 0.96 0.95 0.96 0.94
2DL2 0.52 0.65 0.54 0.43
2DL3 0.89 0.75 0.87 0.86
2DL4 0.98 1.00 0.98 0.97
2DL5 0.59 0.60 0.59 0.63
2DS1 0.45 0.45 0.45 0.39
2DS2 0.40 0.60 0.44 0.29
2DS3 0.29 0.35 0.30 0.31
2Ds4 0.89 0.95 0.90 0.93
2DS5 0.44 0.50 0.45 0.46
3DS1 0.46 0.45 0.46 0.44
3DL1 0.91 0.95 0.91 0.94
3DL2 1.00 1.00 1.00 1.00
3DL3 0.99 1.00 0.99 0.99
2DP1 0.95 0.95 0.95 0.96

N 85 20 105 104

MB, multibacilar; PB, paucibacilar.

A andlise da diferenca entre as frequéncias dos genes KIR entre as
populacdes de multibacilares e paucibacilares ndo foi significativa, assim como
entre multibacilares e controles.

Foram observados 76 perfis em ambas as populacdes, sendo 32
exclusivos de controles, 44 exclusivos de pacientes e 20 compartilhados pelas
duas populacgdes.

As frequéncias do haplogrupo A em controles e pacientes nao
diferiram significativamente (0,46 e 0,47, respectivamente), o que também nao
aconteceu entre o0s subgrupos paucibacilar e multibacilar (0,39 e 0,49

respectivamente).
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Entre os 15 loci KIR investigados, o KIR2DS2 apresentou a maior
discrepancia entre pacientes que controles (p=0,029; %?=5,05; OR=1,92; IC 95%=
1,08-3,41). Esse gene esta presente em 29 % dos controles e 44 % dos pacientes,
e € ainda mais freqlente na subpopulacdo paucibacilar, com frequéncia de 60 %
(p=0,009; y°= 7,23; OR=3,97; IC 95%= 1,37-9,96). Ambas as comparacdes

perderam a significaAncia apds a correcdo para multiplos testes.
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As frequéncias dos grupos NK1 e NK2 do ligante HLA-C foram
similares entre todas as populagcbes e subpopulagdes. As frequéncias de NK2
foram 0,53 e 0,55 para controles e pacientes, respectivamente, sendo que as
frequéncias de NK1 sdo complementares.

Entretanto, a presenga simultanea do ligante NK2 e seus receptores
KIR2DL2 e KIR2DL3 foi mais frequente em pacientes (33,7 %) do que em
controles (20,3 %), com um valor de p borderline de 0,046 (x°= 3,97; OR=1,99; IC
95%= 1,00-3,97), significancia que também foi perdida ap6s a correcdo para

mulitplos testes.
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A taxa de prevaléncia da hanseniase se correlacionou positivamente
com a frequéncia do gene KIR2DL2 (r= 0,73; p=0,04) em populacfes asiaticas e
africanas (Samoa, China, Vietnd, Tailandia, india, Coréia, Senegal e Oman)

compiladas da literatura (WHO, 2004), como demonstrado na figura 9.

35 % J

3
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2
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1

0,5 \ 4
/‘ L 4 *
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Prevaléncia da Hanseniase

0 4 N »
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-0,5
_1 e -
Freqliénciade KIR2DL2

Figura 9. Correlagéo positiva entre a freqiiéncia do gene KIR2DL2 e a taxa de
prevaléncia da hanseniase.

Os pares de loci KIR em DL em pacientes, controles, e ambas as

populacdes estéo ilustrados na Figura 10.



Figura 10. Matriz de desequilibrio de ligagéo (DL) entre os pares* de loci KIR.
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Controles e
pacientes

f Somente pacientes

Somente controles

*As células marcadas indicam valores de DL significantes (p<0,05)
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4 DISCUSSAO

O gene KIR2DS2 parece estar associado com a hanseniase, ja que
sua presenca foi 15% maior em pacientes do que em controles. Esse gene foi
ainda mais frequente na subpopulacao paucibacilar (60%) em relacdo a populagéo
controle (29%). Sendo KIR2DS2 um receptor estimulatério, a atividade citotoxica
das células NK seria estimulada nos pacientes com hanseniase. As células NK
sdo importantes reguladoras da resposta imune, ndo sO pelo ataque direto as
células infectadas ou transformadas (citotoxicidade). Sua interagdo com células
dendriticas e macrofagos pode regular a atividade dessa célula, influenciando a
produgéo de citocinas de forma a favorecer uma resposta Thl (Rajagopalan &
Long, 2005), mais adequada para combater parasitas intracelulares, o que pode
levar ao desenvolvimento da forma mais branda da doencga (PB).

Embora a freqiiéncia de KIR2DS2 em controles pareca baixa (0,29)
em comparacdo a outras popula¢des do mundo, ndo é a mais baixa observada. A
populacdo controle é representativa da populacdo de Belém, composta por
descendentes europeus, africanos e amerindios, com contribuicdes menores de
populacdes asiaticas, e essa mistura étnica explicaria essa baixa frequéncia.

A maior freqiéncia dos genes inibitérios KIR2DL2 e KIR2DL3 na
presenca do grupo NK2 de HLA-C em pacientes poderia sugerir que a atividade
de NK seria inibida, favorecendo o desenvolvimento da doenca. A correlacdo
positiva entre KIR2DL2 e a prevaléncia da hanseniase corrobora essa possivel
associacao, ja que, quanto maior a freqiiéncia do receptor, maior a prevaléncia da

hanseniase. Além disso, o gene KIR2DL3 é associado com a tuberculose (Méndez
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et al., 2006), uma doenca causada por outra espécie de Mycobacterium, que
pode, entre outros fatores, resultar da inibicdo da atividade citolitica de NK, ja que
KIR2DL2 e KIR2DL3 sao importantes genes inibitorios.

O loci KIR2DS2, ao mesmo tempo que parece exercer uma protecao
contra o desenvolvimento da forma mais grave da hanseniase, também se mostra
associado a susceptibilidade de algumas doencas autoimunes, como a artrite
psoriatica ( Nelson et al., 2004), o diabetes do tipo | (Van der Slik et al., 2003) e a
esclerodermia (Momot et al, 2004). Ja os loci KIR2DL2 e KIR2DL3, que parecem
conferir susceptibilidade a hanseniase, também tem acdes diferenciadas em
outras doencas. KIR2DL2 pode proteger contra a esclerodermia (Momot et al.,
2004), e predispor a leucemia (Verheyden et al.,, 2004) e ao melanoma maligno
(Naumova et al., 2005), enquanto KIR2DL3 predispde a tuberculose (Méndez et
al., 2006) e ao melanoma maligno (Naumova et al., 2005). O fato de um mesmo
gene proteger contra uma doenga infecciosa, e, simultaneamente, influenciar a
susceptibilidade as doencas autoimunes, e vice-versa, pode sugerir que 0S
gendtipos que permitiram a sobrevivéncia as epidemias no passado foram sendo
selecionados e passados as geracfes seguintes, aumentando de frequéncia. No
entanto, essa protecéo contra as infecgdes parece ter como custo a predisposicao
a doencas autoimunes. Esta teoria foi proposta por Mobley (2004) e baseia-se em
observacdes, como a protecéo a tuberculose conferida por polimorfismos do gene
SLC11A1 (antigamente chamado NRAMP1: proteina 1 do macrofago associada a.
resisténcia natural), que predispdes a artrite reumatdide (Runstadler et al., 2005;

Sanjeevi et al.,2000)
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E importante ressaltar que cada célula NK possui seu proprio
repertério de KIR, onde a presenca do gene ndo implica na sua expressdo em
todos os clones celulares. Além disso, h4 um processo de selecdo, ainda néo
esclarecido, garantindo que cada célula NK possua pelo menos um receptor
inibitério especifico para uma molécula de HLA de classe | ((Rajagopalan & Long,
2005).

Enquanto a correcdo para multiplos testes se mostra necessaria em
alguns casos, essa abordagem deve ser cuidadosamente analisada, pois € um
procedimento conservativo e pode inflar o erro do tipo Il em outras situacdes
(Aickin & Gensler, 1996; Perneger, 1998; Perneger, 1999; Sterne & Smith, 2001,
Nyholt, 2001; Whitley & Ball, 2002; Wacholder et al., 2004). Embora haja
controvérsias na atual discussdo sobre quando e como usar a correcdo para
multiplos testes (Aickin & Gensler, 1996; Perneger, 1998; Perneger, 1999; Sterne
& Smith, 2001; Nyholt, 2001; Boehringer et al., 2000 ), ha um consenso quanto a
necessidade de independéncia dos testes (Perneger, 1998; Perneger, 1999;
Nyholt, 2001; Wacholder et al., 2004; Aickin, 1999). Assim, € importante ressaltar
gue os genes KIR estao fortemente ligados, numa regidao que compreende 150 kb,
e estdo sobre forte desequilibrio de ligacdo (DL) (Carrington & Martin, 2006;
Carrington & Norman, 2003). Como foi visto no presente trabalho, os genes KIR
estdo em forte LD, consequiientemente, as associacdes observadas podem ser
relevantes para esclarecer alguns aspectos da resposta imune a hanseniase, além
de estimular futuras investigacdes, visando sempre a recuperacdo social dos

pacientes e ajustes nos programas de controle e tratamento.
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Estudos de associacdo do complexo de genes KIR podem
demonstrar fatores progndésticos/preditivos importantes para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas individualizadas para o paciente com hanseniase, além

de elucidar a resposta imune do hospedeiro ao Mycobacterium leprae.

5. CONCLUSOES

A variabilidade genética dos genes KIR em pacientes mostrou-se

similar a da populacéo de Belém.

O uso cauteloso da correcdo para multiplos testes permite a
sugestdo de uma tendéncia da ocorréncia simultanea de KIR2DL2 e KIR2DL3 com

o grupo de ligante NK2 a ser um fator de susceptibilidade a hanseniase.

A presenca de KIR2DS2 parece favorecer o desenvolvimento da
hanseniase paucibacilar, permitindo uma melhor resposta imune do hospedeiro,

em comparacao a forma mais grave, multibacilar.
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Termo de Consentimento Livre e esclarecido

Vocé esta sendo convidado para participar de uma pesquisa que esta
ligada ao projeto: “Associacéo de polimorfismos de genes KIR e seus grupos de
ligantes com a hanseniase e suas formas polares”.

O objetivo desse estudo é fazer uma identificacdo, através do DNA, de
fatores genéticos que possam aumentar o risco de se contrair a hanseniase, bem
como com a evolucdo da doenca para um dos tipos possiveis, ou para a forma
intermediaria.

Os avancos na area de saude ocorrem através de estudos como este, por
iSso a sua participacdo é importante. Com esse estudo, alguns aspectos da
hanseniase que ainda ndo sdo bem entendidos, podem ser esclarecidos.

Caso vocé participe, sera necessaria uma coleta de 5 mL do seu sangue,

para podermos obter o DNA. O sangue sera coletado da veia, do mesmo jeito de
uma coleta para exames de sangue de rotina, ndo oferecendo risco para sua
saude.
Sua participacdo nao é obrigatdria. Vocé podera se retirar da pesquisa a qualquer
momento, sem prejuizo no seu atendimento, nem na relacdo com o0s
pesquisadores ou com a instituicdo envolvida. Pela sua participacdo no estudo,
vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro, mas tera a garantia de que todas
as despesas necessdrias para a realizagdo da pesquisa ndo serdo de sua
responsabilidade. As informacBes obtidas através dessa pesquisa serdo
confidenciais e asseguramos o sigilo sobre a sua participagdo. A publicacdo dos
resultados sera feita sem que seus dados pessoais sejam divulgados. Seu nome
nao aparecera em qualquer momento do estudo.

Vocé recebera uma copia deste termo, onde consta o telefone e o endereco
do pesquisador principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua
participacdo a qualquer momento.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informacdes acima sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecido sobre o conteddo da mesma, assim como Seus riscos e
beneficios.Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da
pesquisa, cooperando com a coleta de material para exame.

Belém, [

Assinatura do sujeito da pesquisa Assinatura do pesquisador responsével
ou do responsavel Nome:

End:

Fone:

Reg. Conselho:



