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RESUMO

Os mecanismos pelos quais a hanseniase acomete alguns individuos apenas na
terceira idade ainda ndo sao completamente conhecidos, entretanto, processos
comuns ao envelhecimento do organismo como a involucéo timica, perda de funcéo
da resposta imune em decorréncia de estimulos cronicos e a inflamacéo cronica de
baixo grau presente nos idosos, parecem contribuir para 0 comprometimento da
imunovigilancia e consequentemente aumentam a susceptibilidade contra a doenca.
O conjunto desses fendmenos observados nos idosos €é denominado de
imunossenescéncia, que, além de contribuir para o aumento da susceptibilidade a
infeccdes, ao cancer e a autoimunidade, induz a diminuicao da resposta vacinal. Desta
forma, com o intuito de aprofundar os conhecimentos em torno do desenvolvimento
da hanseniase em idosos, realizamos a analise da expressao de genes relacionados
com susceptibilidade e imunossenescéncia no aparecimento da hanseniase em
individuos acima de 60 anos acompanhados no Ambulatério Souza Araujo/FIOCRUZ.
Este estudo contou com a participacdo de 20 pacientes portadores de hanseniase
multi- e paucibacilar e buscou aprofundar os conhecimentos acerca da expressao de
dois importantes genes ligados a imunomodulacdo da hanseniase, IFNG e VDR,
durante o envelhecimento. Dentre os resultados obtidos, destacou-se a semelhanca
dos niveis de expressao génica do IFNG entre os dois grupos estudados, bem como
a tendéncia de aumento da expressao do gene VDR no grupo paucibacilar, sugerindo
gue este aumento possa estar relacionado com a baixa expresséao do IFNG no grupo
paucibacilar, uma vez que o VDR é responsavel pelo desvio da resposta THl para
Th2. Além disso, na correlacdo entre a expressao génica e a idade dos pacientes
estudados, houve um aumento significativo da expressao de VDR de acordo com a
idade no grupo paucibacilar, assim como uma tendéncia de decrescimento na
expressdo do VDR de acordo com a idade no grupo multibacilar, mostrando que o
receptor de vitamina D pode ter um papel importante no prognéstico da forma clinica
da doenca durante o envelhecimento.

Palavras chave: hanseniase, envelhecimento, imunossenescéncia, expressao génica
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ABSTRACT

Even though the specific mechanisms that trigger leprosy only in elderly individuals
still require clarification, some processes usually observed during ageing, such as
thymic involution, loss of effective immune responses against chronic stimulation, and
low-level chronic inflammation verified among elderly, seem to contribute to an
impaired immune surveillance, thus increasing the susceptibility to the disease. The
set of these phenomena observed in elderly is known as immunosenescence, that, in
addition to contributing to an increased susceptibility to infections, to cancer and to
self-immune diseases, induces a decreased response to vaccines. So, to reach deeper
knowledge on the development of leprosy in elderly, we analyzed the expression of
susceptibility- and immunosenescence -related genes in the presentation of leprosy in
individuals above 60-years old, under follow-up at the Souza Araujo Outpatient
Unit/FIOCRUZ. This study assessed 20 leprosy patients showing both multi- and
paucibacillary forms, and intended to reach new knowledge on the expression at
ageing of two relevant genes related to leprosy immunomodulation, namely IFNG and
VDR. Among our results, we emphasize the similarity between the two studied groups
as to their gene expression levels of IFNG, as well as a tendency towards increased
VDR gene expression among paucibacillary patients, thus suggesting a possible
relation between such increase and the low expression of IFNG in said group, as VDR
is responsible for deviating Thl response into TH2. Moreover, as we correlated gene
expression and the age of studied patients, we noted a significantly increased VDR
expression according to the age of patients within the paucibacillary group, and a
tendency to decreased VDR expression according to the age of multibacillary patients.
This result discloses a possible relevant role of vitamin D receptor to the prognostic of
the clinical form of the disease during ageing.

Key words: leprosy, ageing, immunosenescence, gene expression
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1. INTRODUCAO
11 Aspectos historicos da hanseniase

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa crbnica, considerada como a
doenca humana causada por um micro-organismo, mais antiga conhecida (Pinto,
1995). O mal de Hansen é causado pelo Mycobacterium leprae, bacilo intracelular
obrigatério que apresenta tropismo por macrofagos da pele e células de Schwann,
pode ser considerada como duas doencas conjugadas. A primeira vertente esta
relacionada a infeccdo micobacteriana crénica que desencadeia uma forte resposta
imunoldgica no hospedeiro, e a segunda corresponde a uma neuropatia periférica
iniciada pela infeccao e agravada pela resposta imune (Scollard et al, 2006). A doenca
€ caracterizada por lesbes na pele e nervos periféricos, causando perda da
sensibilidade, deformacdes principalmente nos pés, médos e face e até mesmo
cegueira (Lockwood & Suneetha, 2005).

A etiologia da hanseniase permaneceu controversa por muito tempo, achava-
se que a doenca poderia ser transmitida por vetor, estar associada a condi¢cdes de
insalubridade e falta de higiene e até mesmo possuir carater hereditario. Entretanto,
em 1874, a descoberta do M. leprae em células provenientes de tubérculos cutaneos,
pelo Dr. Gerhard Armauer Hansen, foi de extrema importancia para a compreensao
da doenca. Infelizmente, devido a impossibilidade do cultivo in vitro e in anima vili, a
teoria de Hansen so foi aceita em 1897 durante o Primeiro Congresso Internacional
de Lepra, realizado em Berlin (Benchimol et al, 2004).

Embora néo seja possivel determinar onde e quando a doenca de fato surgiu,
existem registros que descrevem a doenga assim como conhecemos atualmente ja
em 1400 a.C. na india, com registros a respeito de possiveis tratamentos datando de
600 a.C., e documentos antigos que sugerem que a doencga possa ter surgido na india,
China ou Oriente Médio, possivelmente em mais de um desses locais a0 mesmo
tempo. Sua disseminacao pela Europa ocorreu provavelmente através de soldados
durante batalhas para conquista de novos territérios como, por exemplo, as Cruzadas
(Trautman, 1984).

A origem da palavra “lepra” esta vinculada a traducdo biblica da palavra
“tsaraath” do hebraico para o grego em 300 a.C., e esta muito relacionada com o

estigma da doenca até os dias atuais (Trautman, 1984). Entretanto, no Brasil, 0 uso



da palavra “lepra” em documentos oficiais foi proibido pela Lei n® 9.010, de 29 de
marco de 1995, sancionada pelo entdo presidente Fernando Henrique Cardoso.

A doenca foi muito prevalente na Europa durante a Idade Média, entre os anos
1000 a 1400, quando individuos portadores da hanseniase eram extremamente
segregados da sociedade. Durante este periodo acreditava-se que a doenca estava
relacionada a uma vida desregrada e pecaminosa, visto que durante tal época “o corpo
era considerado um reflexo da alma”. A discriminacdo aos leprosos era disseminada,
atrelando-se aos mesmos diversos comportamentos imorais, sendo a doenca
considerada a pior das desgracas possiveis (Pinto, 1985).

Tal discriminacao aos individuos hansénicos, deu origem, durante este periodo,
aos leprosarios ou lazaretos, que consistiam em locais isolados para onde os
individuos acometidos pela hanseniase eram enviados. Esses estabelecimentos
encontravam-se espalhados por toda a Europa e tinham como objetivo confinar os
pacientes. Além disso, em muitos lugares, esses individuos eram identificados por
sinos, matracas ou vestuario diferenciado e muitos eram banidos de seus paises ou
até mesmo, executados (Trautman, 1984).

A diminuicdo da prevaléncia da Hanseniase na Europa estd relacionada
principalmente a dois fatores, primeiro as grandes pragas que atingiram a regiao neste
periodo e foram responséaveis pela morte de milhdes de pessoas, principalmente
aguelas ja doentes, e segundo pela posterior melhoria da qualidade de vida da
populacao (Pinto, 1995).

Nas Américas, a introducdo da doenca ocorreu pelos colonizadores europeus
e, principalmente, pelos escravos trazidos da Africa (Trautman, 1984). No Brasil, os
primeiros relatos da doenga acompanham o periodo de coloniza¢do, sendo que 0s
estados do Rio de Janeiro e da Bahia, locais de maior concentracdo e movimentagao
de pessoas, apresentaram um aumento da prevaléncia da hanseniase mais
precocemente. A introducdo da doenca no estado de Sdo Paulo ocorreu mais
tardiamente e esteve relacionada ao ciclo do ouro e, posteriormente, a expansao
agricola (Monteiro, 1987).

No Brasil, durante o século XIX, diversos asilos voltados a individuos
hansénicos foram construidos, tanto com fundos governamentais como privados.
Entretanto, as condi¢des de tais abrigos eram quase invariavelmente precarias devido

a falta de recursos. Por outro lado, o principal objetivo dos asilos ndo era o tratamento



dos doentes e sim a prote¢éo da populacdo sadia, por meio da reclusao dos pacientes
(Monteiro, 1987).

Em 1941, um marco importante ocorreu quando o Dr. Guy Faget iniciou 0 uso da
sulfona no tratamento da hanseniase, o que resultou em uma melhor perspectiva de
vida para os pacientes e na diminuicdo da segregacado aos mesmos. Sendo que, em
1963, o Decreto Federal normativo n® 962, extinguiu o isolamento compulsoério dos
pacientes, colocando um fim nos asilos voltados para essa populacdo (Trautman,
1984; Monteiro, 1987).

1.2 Epidemiologia

Desde sua fundacdo em 1948, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem
demostrado compromisso com a reducéo das doencas tropicais negligenciadas, que
correspondem a doencas que atingem principalmente a populacdo mais pobre,
estando relacionadas a condi¢Bes precarias de saneamento e acesso aos servigos de
saude, além de contribuirem para a marginalizacado de parte da populacdo. Em seu
primeiro relatério sobre doencas negligenciadas, a OMS incluiu dezessete doencas
infecciosas causadas por virus, bactérias, protozoarios e helmintos que pertencem a
esta categoria, entre elas encontrava-se a hanseniase (WHO, 2013).

Em 1991, a OMS estabeleceu uma meta para a eliminacdo da hanseniase
como um problema de saude publica, sendo considerada eliminacdo uma taxa de
prevaléncia inferior a 1 caso para cada 10.000 individuos (Lockwood & Suneetha,
2005). Apesar da introducdo da poliquimioterapia (PQT) como tratamento da
hanseniase em 1982 ter sido eficiente e permitir a cura da infeccdo pelo M. leprae,
segundo Scollard, a hanseniase ndo esta proxima da erradicacdo. Visto que apesar
da diminuigdo do numero de casos registrados ao redor do mundo, o0 numero de novos
casos registrados permanece constante, chegando inclusive a apresentar um
aumento em alguns paises endémicos para a doenca (Scollard et al, 2006). Mesmo
assim, a prevaléncia de mais de 1 caso por 10.000 individuos diminuiu de 122 paises
em 1985 para 12 paises em 2002, entre estes Ultimos encontram-se Brasil, india,
Madagascar, Mocambique, entre outros (Lockwood & Suneetha, 2005).

Por outro lado, ha evidéncias claras de que as estratégias de eliminacdo da
doenca tém sido eficientes, uma vez que nos ultimos 17 anos a prevaléncia global
caiu quase 90%, com mais de 13 milhdes de pacientes curados. Tais estratégias
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incluem principalmente o acesso apropriado ao diagnéstico e a disponibilidade ao
tratamento, e, para isto, faz-se necessario a integracao dos servicos de hanseniase
no sistema nacional de saude de cuidados primarios (WHO, 2004).

A estratégia global para hanseniase proposta pela OMS para o intervalo entre
2016-2020: “Acelerando para um mundo sem lepra” lancado em abril de 2016, baseia-
se na iniciativa de agdes que promovam a inclusao e garantam a responsabilidade
dos governos. Esta estratégia tem como objetivos principais evitar o grau de
incapacidade 2, que consiste em um indicador da presenca de incapacidades e
deformidades do tipo lagoftalmo, garras, reabsorcéo éssea, maos e pés caidos. Além
disso, essa estratégia visa zerar o0 numero de paises com legislagdo que permitam a
discriminacdo com base na hanseniase (WHO, 2015).

Em 2015, o nimero de novos casos de hanseniase relatados na india foi de
127.326 correspondendo a 60% do total de novos casos, o Brasil aparece em
segundo, com 26.395 novos casos relatados, ou seja 13% do total, ja a Indonésia
reportou um total de 17.202 novos casos, ou 8% do total. A Figura 1 representa a

distribuicdo global de novos casos de hanseniase relatados em 2015. (WHO, 2015)

Total no. of new-cases detected —

L "
f s -
[ 100-999

- 1000-9999
- > 10000

J Not reported —

Figura 1. Distribuic@o geograficade novos casos de hanseniase em 2015. Extraido de WHO, 2016.

No Brasil, a partir de 2011, o Ministério da Saude (MS) revisou as estratégias
adotadas em relacdo as doencas negligenciadas e em 2013 lancou a primeira

“Campanha Nacional de Hanseniase, Verminoses e Tracoma”, tendo como um dos
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objetivos a identificacdo de novos casos de hanseniase em menores de 15 anos a
partir do preenchimento de fichas de autoimagem recolhidas pelas escolas (MS,
2016%). A Hanseniase continua sendo uma doenca endémica no Brasil, e, apesar da
diminuicao da prevaléncia da doenca nos ultimos anos, a mesma ainda apresenta um
coeficiente de 1,10 pacientes para cada 10 mil habitantes, tendo apresentado em 2016
cerca de 25 mil novos casos (MS, 2016°).

A andlise da prevaléncia da doenca por regido brasileira, apresenta dados
bastante desiguais, sendo as regides Norte e Centro-Oeste as que apresentam uma
maior taxa de prevaléncia, com valores de 2,37 e 2,91 casos por 10.000 habitantes
respectivamente. Enquanto que as regides Sul e Sudeste apresentam as menores
taxas de prevaléncia com valores de 0,25 e 0,35 casos por 10.000/habitantes. A regido
Nordeste tem uma taxa de prevaléncia de 1,77/10 mil hab, mas apresenta maior
ndmero de novos casos da doenca, cerca de 11.000 no ano de 2016. (MS, 2016°).

Com relagéo a populacdo idosa, o Ministério da Salude vem alertando para a
necessidade de maior organizacdo dos servicos de atencdo visando um
envelhecimento saudavel, uma vez que esta populacdo vem crescendo. No Brasil, ha
cerca de 28 milhdes de pessoas com 60 anos ou mais, 0 que corresponde a 13,7%
da populacao total do pais, a quinta maior populacdo idosa do mundo. Uma analise
realizada pela Fundacdo Oswaldo Cruz, com dados da Pesquisa Nacional de Saude
(PNS, 2013), mostra que um em cada trés idosos brasileiros apresentava alguma
limitacé&o funcional. Dentre tais limitacdes encontra-se as decorrentes da hanseniase,
cujo percentual de novos casos nesta faixa etaria aumentou de forma progressiva,
passando de 16% em 2001 para 22% dos casos detectados em 2013 (MS, 2016¢;
Nobre, 2016).

1.3 Agente Etiologico

O Mycobacterium leprae € uma bactéria microaerdfila, que ndo apresenta
estruturas locomotoras e nao forma esporos, possui crescimento lento e quando
observada em microscopia Otica apresenta forma de bastonete. E um bacilo alcool-
acido-resistente (BAAR) uma vez que se utilizando o método de Ziehl-Neelsen o bacilo
é corado em vermelho pela fucsina e ndo sofre descoloracao pela lavagem com alcool
e acido. Além disso, o M. leprae € incapaz de crescer em meios de cultura artificiais,

sendo necessario a utilizagdo de modelos animais para a proliferacdo do bacilo
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(Scollard et. al., 2006). Em 1959, Shepard desenvolveu a técnica de cultivo do M.
leprae em coxim plantar de camundongos (Shepard, 1960), e, posteriormente a Dra.
Eleanor Storrs introduziu a utilizagdo do tatu de nove bandas, Dasypus novencintus
(Trautman, 1984).

A parede celular do bacilo de Hansen é formada principalmente por
peptidoglicano, arabinoglicano e acido micdlico, de forma semelhante a composicao
da parede celular de outras micobactérias. A regiao da parede celular mais proxima
da membrana plasmatica (core) € formada por peptidoglicano e cadeias ramificadas
de arabinana ligadas ao galactano. Além disso, a micobactéria apresenta uma regiao
semelhante a uma capsula, formada por glicolipideos fendlicos (PGL) e
fosfatidilinositol liberados da parede celular apds sua sintese (Scollard et. al., 2006).
Nesta regido, o PGL-1 é o lipideo dominante, sendo de extrema importancia para a
especificidade imunoldgica contra o M. leprae (Spencer et. al., 2011), além de estar
relacionada com a interacéo do bacilo e as células de Schwann, resultando em danos
nos nervos periféricos (Ng et. al., 2000).

Em 2001, foi publicada a andlise completa do genoma do M. leprae, que
apresenta um tamanho de 3.3 Mb, cuja a relacdo Guanina + Citosina € igual a 57,8%
do total, além disso, apenas 49,5% do genoma do bacilo corresponde a genes
responsaveis por codificar proteinas. Em comparacédo ao M. tuberculosis ocorreu uma
delecado de genes no processo evolutivo, com menos da metade do genoma contendo
genes funcionais, porém, a presenca de pseudogenes homélogos do M. tuberculosis
sdo abundantes, e essa caracterizacdo esta descrita na Tabela 1. Acredita-se que tal
reducdo no genoma do M. leprae esteja relacionada a eliminacdo de certas vias
metabdlicas e consequentemente a impossibilidade de cultivo in vitro do bacilo (Cole
et al., 2001).



Tabela 1 - Comparacdo das caracteristicas genbmicas entre M. leprae e M.
tuberculosis.

Caracteristicas M. leprae M. tuberculosis

Tamanho do genoma (bp) 3.268.203 4.411.532
G+C (%) 57,79 65,61
Codificacao de proteinas (%) 49,5 90,8
Genes codificadores de proteina (n°.) 1.604 3.959
Pseudogenes (n°.) 1.116 6
Densidade génica (bp por gene) 2.037 1.114
Comprimento médio do gene (bp) 1.011 1.012

Bp, pares de base. Tabela adaptada de Cole et al., 2001.

1.4 Mecanismo de Transmissao

A hanseniase consiste em uma doenca que apresenta uma alta infectividade,
umavez que o M. leprae é capaz de infectar um grande nimero de individuos, porém,
o bacilo apresenta uma baixa patogenicidade, ja que mesmo em contato com a
bactéria poucos individuos adoecem (Scollard et al., 2006).

O mecanismo preciso para a transmissdao do M. leprae ainda é pouco
consensual (Scollard et al., 2006), acredita-se que a principal fonte de infeccdo seja
pacientes multibacilares nao tratados, que apresentam alta carga bacilar, entretanto,
uma outra fonte de infeccdo possivel consiste em individuos infectados que néao
apresentam manifestacdes clinicas, porém, apresentam a micobactéria na mucosa
nasal Enquanto nenhum bacilo é liberado a partir da pele lesionada dos pacientes
hansénicos, um grande nimero de micobactérias viaveis séo liberadas a partir das
secrecdes nasais de individuos lepromatosos (Martinez et al., 2011). Desta forma, a
mucosa nasal corresponde ao principal sitio de entrada e saida do M. leprae estando
muito relacionada ao inicio da infeccdo (Suneetha et al, 1998). Por outro lado, a
importancia da mucosa oral também foi demostrada, vez que Martinez e
colaboradores apontaram para uma maior prevaléncia do M. leprae da cavidade oral
de pacientes paucibacilares podendo apresentar implicacdes importantes para a
transmisséo do bacilo (Martinez et al., 2011).

Outras possiveis formas de transmissdo da hanseniase estéo relacionadas a

inoculagdo acidental, tatuagem, ou via animais vetores e/ou reservatérios (Scollard et



al., 2006; Deps et al., 2008). Com relacao a este ultimo, o tatu silvestre de nove bandas
(Dasypus novencintus) € considerado um hospedeiro natural altamente susceptivel
ao M. leprae sendo confirmada a presenca de tais animais infectados no centro-sul
dos Estados Unidos. O impacto destes animais na infecgdo pelo M. leprae em
humanos é dificil de ser determinado, entretanto os tatus sdo um grande reservatério
natural e podem ser um veiculo para a exposi¢cado a grandes quantidades do bacilo
(Scollard et al., 2006). No Brasil, 10,6% dos tatus examinados em um estudo realizado
no estado do Espirito Santo apresentam sorologia positiva para o M. leprae, e este
mesmo estudo apontou para uma associagdo entre 0 aumento da incidéncia da
hanseniase e o contato direto com os tatus, principalmente em decorréncia da caca e

alimentacdo com a carne de tais animais (Deps et al., 2008).

1.5 Diagnéstico

O diagnostico da hanseniase é basicamente clinico, estando relacionado a
identificacdo dos sintomas que incluem lesdes de pele caracteristicas e espessamento
dos nervos periféricos com perda de sensibilidade e funcdo motora. Além disso,
alguns exames podem ser utilizados para auxiliar no diagnostico principalmente
quando ha duavida sobre a classificagdo operacional do paciente. Entre tais exames
encontram-se principalmente a baciloscopia e a analise histopatolégica (Saunderson
e Groenen, 2000), entretanto, em alguns casos, a reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) e a sorologia podem também ser Uteis.

A classificacdo proposta pela OMS para determinacdo do tratamento
poliquimioterapico baseia-se no nimero de lesdes cutaneas, sendo que na presenca
de até cinco lesbes 0s pacientes sao classificados como paucibacilares, ja pacientes
gue apresentam mais que cinco lesdes séo classificados como multibacilares (WHO,
2000).

A baciloscopia de esfregaco intradérmico corresponde a um exame
complementar para o diagndéstico que deve ser utilizada em casos de duvida na
classificacdo operacional para instituicAo da poliquimioterapia, para diagnostico
diferencial com outras doencas dermatoneurolégicas ou em casos suspeitos de
recidiva e o resultado negativo nao exclui o diagnostico para a doenca. Além disso, a
baciloscopia positiva classifica o paciente como multibacilar independentemente do
namero de lesdes. O exame baciloscépico é um procedimento de baixo custo e facil
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execucado, permitindo, portanto, sua realizagdo em qualquer laboratério de Unidade
Basica (MS, 2010).

Ademais, o método da hematoxilina e eosina é considerado o padrédo-ouro para
o diagndstico da hanseniase, que consiste na obtencdo de amostra de lesdo cutanea
obtida por biopsia, fixada em formalina tamponada neutra e embebida em parafina.
As principais caracteristicas a serem reconhecidas neste método sdo os padrdes
histol6gicos da resposta imunologica do hospedeiro, e o envolvimento dos nervos
cutaneos (Scollard et al., 2006).

A sorologia utilizando PGL-I corresponde a outro exame que, apesar de néo
poder ser utilizado como critério para diagnostico da doenca, pode ser utilizado de
forma complementar. Pacientes lepromatosos produzem uma grande quantidade de
imunoglobulinas do tipo IgM que reconhecem o antigeno PGL-1 da bactéria,
apresentando uma soropositividade entre 80 e 100%. Ja nos pacientes tuberculdides
a soropositividade encontra-se em torno de 20 a 50% (Parkash et al., 2008). Segundo
Buhrer-Sekula e colaboradores, o teste soroldgico pode ser de extrema utilidade no
acompanhamento dos pacientes, podendo auxiliar na determinagéo da forma clinica,
permitir a identificacdo precoce de individuos com maior probabilidade de desenvolver
reacles, além de poder ser util no acompanhamento dos contatos (Buhrer-Sekula,
2008). Por outro lado, a sorologia apresenta como ponto negativo o fato de poder estar
relacionada a uma infeccdo passada, além do fato da positividade do exame estar
ligada a endemicidade do local.

Uma outra forma diagnéstica é por meio de PCR, que corresponde a uma
técnica molecular simples e muito sensivel, que permite a amplificacdo de acidos
nucleicos do M. leprae. Apesar de tal exame apresentar um custo alto, o que dificulta
sua utilizagcdo em paises pobres onde a hanseniase apresenta maior prevaléncia,
essa técnica vem apresentando uma importancia cada vez maior, principalmente em
pacientes paucibacilares, cujos titulos de anticorpos anti-PGL-1 sé&o baixos, o que
dificulta a detecgdo por técnicas convencionais, quando a histopatologia é
inconclusiva e, principalmente, nos casos de hanseniase neural pura (Banerjee et al.,
2011; Martinez et al., 2011; Rosa et al., 2013).



1.6 Formas clinicas e estratégias terapéuticas

O desenvolvimento da hanseniase esta relacionado a fatores genéticos do
hospedeiro assim como a condicdes ambientais, tais como condi¢cdes nutricionais,
vacinacao pelo BCG e nivel de exposi¢cdo ao M. leprae. A hanseniase é uma doenca
que apresenta um amplo espectro clinico cada um deles com caracteristicas
especificas que ndo podem ser explicadas pela variedade genética do patdgeno visto
gue esta é extremamente baixa, sendo assim, o principal fator para o desenvolvimento
das diferentes formas da doenca esta relacionado a resposta imune do hospedeiro ao
bacilo (Moraes et al., 2006). Uma vez infectado pelo bacilo de Hansen, o individuo
pode evoluir para a cura espontanea ou desenvolver a doenga, sendo que devido a
baixa patogenicidade do M. leprae menos de 5% dos individuos infectados séo
suscetiveis a hanseniase (Scollard et al., 2006).

Até 1966, os individuos que desenvolviam a doenca eram classificados em dois
grupos, pertencendo ao polo lepromatoso (LL) ou ao polo tuberculéide (TT). Porém,
em 1966, Ridley e Jopling propuseram uma nova classificagdo que passou a ser
amplamente aceita. Nesta nova classificacdo, além das duas formas polares da
doenca (TT e LL), acrescentou-se também trés formas intermediarias classificadas
como borderline.

A forma tuberculdide é caracterizada por uma resposta imune celular
expressiva e por lesdes que se apresentam como grandes placas eritematosas, com
as bordas externas elevadas, aparéncia aspera, sem pelos, escamosas e com perda
de sensibilidade. O numero de lesbes € pequeno, muitas vezes sendo observada
apenas uma, além disso, o nervo periférico na proximidade da lesdo encontra-se
espessado e doloroso. Nestes pacientes, o teste cutdneo da lepromina (reacdo de
Mitsuda) geralmente é positivo, a presenca de bacilos nas lesGes é rara e na analise
histopatologica da lesé&o cutdnea séo observados granulomas e infiltrado linfocitario
(Ridley & Jopling, 1966).

Ja em relacdo a forma lepromatosa, as lesdes inicias apresentam-se como
papulas e maculas pequenas e com bordas vagas, as lesdes sao mdultiplas e
geralmente ndo € observado o espessamento do nervo periférico. A medida que a
doenca progride comumente observa-se a presenca de edemas nos membros
inferiores, aprofundamento das linhas na testa e espessamento do nariz (face

leonina), além disso, pode haver perda das sobrancelhas e cilios. O teste da lepromina
10



costuma ser negativo devido a baixa resposta imune celular ao patdgeno e a analise
histopatoldgica das lesdes ha a presenca de numerosos macrofagos ricos em bacilos
e auséncia de granulomas (Ridley & Jopling, 1966).

Com relacdo as formas borderline, que sdo subdivididas em borderline-
tuberculdide (BT), borderline-borderline (BB) e borderline-lepromatoso (BL), estas
encontram-se em uma posi¢ao intermediaria entre os dois polos, tanto em relagéo a
carga bacilar, como em relacdo a capacidade do hospedeiro de responder

imunologicamente ao patdégeno (Figura 2; Ridley & Jopling, 1966)

Vias
Respiratérias
Superiores
Imunidade inata
> 90% r

Indeterminada

s Y

TUBERCULOIDE ;‘BORDERUNE" LEPROMATOSA
(rT) BT BB BL (LL)

Paucibacilar

lAc

T Imunidade celular

Figura 2: Espectro de formas clinicas e resposta imune ao M.
leprae de acordo com a classificagédo de Ridley e Jopling. (TT,
Tubercul6ide Tuberculdide; BT, Borderline Tuberculdide; BB,
Borderline Borderline; BL, Borderline Lerpomatosa; LL,
Lepromatosa Lepromatosa; Ac, anticorpo). Adaptada de
Dermatologia - Guias de Actualizacion Clinica - Cilad, 2015.

Além da variedade de formas clinicas observadas na hanseniase, outro fator
que contribui para a singularidade desta doenca sé&o as reacdes. As reacdes sdo

definidas como complicacfes inflamatérias agudas que podem ocorrer durante o
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curso da hanseniase tratada ou néo, elas podem ser de dois tipos: Reacéo do tipo 1
ou Reacédo Reversa (RR) e Reacao do tipo 2 ou Eritema Nodoso Hansénico (ENH). A
reacdo do tipo 1 acomete principalmente pacientes borderline (BT, BB e BL), e
apresenta-se como endurecimento e edema de lesdes ja existentes, muitas vezes
acompanhado de neurite progressiva causando neuropatia sensorial € motora, além
disso a reacao do tipo 1 apresenta um curso gradual se desenvolvendo ao longo de
muitas semanas. Ja a reacdo do tipo 2 ocorre principalmente em pacientes
multibacilares (LL e BL), caracterizando-se pelo aparecimento abrupto de nddulos
eritematosos sem predilecao por lesdes ja existentes. Pacientes acometidos por este
tipo de reacdo geralmente apresentam um quadro de febre, mal-estar e algum grau
de neurite com neuropatia sensorial e motora, sendo que o curso natural da reagao
dura em média de 1 a 2 semanas (Scollard et al., 2006).

No Brasil, o Ministério da Saude utiliza uma outra classificacdo a fim de definir
a estratégia terapéutica indicada para o paciente, sendo considerados paucibacilares
(PB) pacientes com as formas TT e BT que apresentam indice baciloscopico inferior
a 2, ja pacientes LL, BL e BB que apresentam indice baciloscépico igual ou superior
a 2 sao classificados como multibacilares (MB). O tratamento poliquimioterapico
definido pela OMS em 1981 determina a utilizacdo de dois esquemas principais de
tratamento. O esquema padrdo para pacientes paucibacilares é realizado em um
periodo de 6 meses, sendo composto por uma dose mensal supervisionada de
Rifampicina de 600mg em associacdo com uma dose diaria, autoadministrada, de
Dapsona 100 mg, além de sua dose mensal superviosnada de 100mg. Enquanto que
0 esquema padréo para pacientes multibacilares tem duracdo de 12 meses, neste
esquema além da dose mensal de Rifampicina e da dose diaria e mensal de Dapsona,
como descrito acima, também ha a administragdo da Clofazimina 300mg em dose
mensal supervisionada e 50mg/dia (Figura 3). Tal esquema terapéutico possui uma
importancia fundamental na interrup¢do da cadeia de transmisséo do M. leprae, uma
vez que o paciente deixa de expelir o bacilo logo apdés o inicio do tratamento (Gallo et
al., 2005).
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Figura 3. Tratamento Poliquimioterapico da Hanseniase. Cartelas
para tratamento das formas PB (superior) e MB (inferior) conforme
preconizado pela OMS. Adaptado de Guia para o controle da
hanseniase, 2002.

Com relacéo ao tratamento das reacdes, a droga de escolha é especifica para
cada tipo reacional e o tratamento poliquimioterapico nao deve ser interrompido neste
periodo. No caso da reac¢do do tipo 1, o tratamento é realizado com corticosteroide,
geralmente prednisona 1 a 2 mg/kg ao dia (Naafs, 1996). Ja na reacao do tipo 2, a
droga de escolha no Brasil é a talidomida de 100 a 400 mg/dia, devendo-se sempre
levar em consideracdo seus efeitos teratogénicos durante a gestacdo. Em paises
onde a talidomida € proibida o tratamento da reagéo é realizado com prednisona (Ito
& Handa, 2012).

1.7 Mecanismos gerais da resposta imune ao M. leprae

Como ja mencionado, o fendtipo clinico da hanseniase € determinado pela
resposta imunolégica desenvolvida pelo hospedeiro. Sendo o polo tuberculéide

caracterizado por imunidade celular do tipo Tul, enquanto que o polo lepromatoso
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caracteriza-se por uma reduzida resposta imune celular com predominancia da
resposta humoral (Britton & Lockwood, 2004).

A primeira linha de defesa contra os patégenos ocorre através da imunidade
inata, em que o receptor tipo Toll (TLR: toll-like receptor), altamente conservado na
superficie de macrofagos e mondcitos apresenta um papel extremamente importante.
No caso do M. leprae, seu reconhecimento ocorre principalmente através do
heterodimero TLR2/1 que promove a diferenciagdo de mondcitos em macrofagos e
células dendriticas que irdo apresentar o antigeno do M. leprae as células T naive,
promovendo sua ativagao através da secrecdo de Interleucina 12 (IL-12) (Walker &
Lockwood, 2006).

A porcao IL-12BR2 do receptor de IL-12 é mais expressa em linfécitos Thl,
deslocando, portanto, a resposta imune para este perfil. Nas les6es de individuos
tuberculbides, é observada a secrecdo intensa de Interferon gama (INF-y), IL-2 e
linfotoxina-a, resultando em uma maior atividade fagocitica, além disso, a liberacédo
de citocinas, principalmente fator de necrose tumoral (TNF), leva a ativacdo de
macrofagos que, juntamente aos linfécitos, promovem a formacéo de granulomas, os
quais contem principalmente linfocitos T CD4+ em seu interior, promovendo assim a
contencéo do bacilo (Modlin, 2010).

Ja nos individuos lepromatosos, as principais citocinas produzidas séo IL-4, IL-
5 e IL-10, sendo que IL-4 tem sido mostrada como responsavel pela regulacdo
negativa do TLR2 em mondcitos e a IL-10 por suprimir a producdo de IL-12
(Yamamura et al., 1991; Libraty et al.,1997). Desta forma, h4 a predominancia de
linfécitos T CD8+ e auséncia de granulomas nas lesGes lepromatosas. Com relacao
as formas borderlines do espectro, sdo imunologicamente dindmicas, apresentando
uma diminuicdo da intensidade da imunidade celular & medida que se aproximam do

polo lepromatoso (Walker & Lockwood, 2006).

1.8 Aspectos genéticos

A ocorréncia da hanseniase entre individuos com grau de parentesco proximo
ja era conhecida desde o século XIX, estando relacionada com o surgimento de teorias
gue apontavam a doenca como tendo carater hereditario (Pandya, 1998). Tais teorias

foram derrubadas apos a descoberta do bacilo de Hansen, entretanto, ja em 1937,
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Rotberg, estudando a reacdo de Mitsuda, sugeriu a existéncia de um componente
genético relacionado com a susceptibilidade a doenca. Nas ultimas décadas, diversos
estudos vém evidenciando a importancia da genética, ndo s6 no surgimento da
doenca como também em sua evolucéo clinica. E, atualmente, varios genes e regioes
gendmicas ja foram identificados como estando relacionados ao controle da
susceptibilidade a hanseniase (Prevedello & Mira, 2007).

O primeiro passo na direcdo da identificacdo de genes relacionados com a
susceptibilidade a hanseniase ocorreu em 1960, quando, apds Shepard desenvolver
um método para crescimento do bacilo em coxim plantar de camundongos, observou-
se que apenas em camundongos Balb/C houve crescimento do M. leprae por mais de
9 meses. A diferenca do camundongo Balb/C para outras linhagens de camundongos
resistentes ao bacilo consiste em uma mutagdo simples no gene Nramp, com
alteracdo de uma glicina para acido aspartico, induzindo a inativagcdo de uma das
principais vias inatas para controle do M. leprae, através da inativacdo de um
transportador de ferro que limita a disponibilidade deste metal a microrganismos,
exportando-os do fagolisossoma. Apoés tal descoberta, varios genes humanos
candidatos ao controle da susceptibilidade vem sendo sugeridos a partir de
camundongos-modelo, inclusive a molécula NRAMP1. Além disso, estudos
populacionais para investigacdo de genes candidatos através de casos controle,
analise de genes relacionados utilizando-se multiplex, meta-analise e estudos de
associacdo genbmica séo estratégicas que vem sendo utilizadas para validar genes
importantes no controle da susceptibilidade a doenca (Cardoso et al., 2011).

A interacdo e reconhecimento inicial do M. leprae pelas células hospedeiras
ocorre através dos receptores de reconhecimento padrdao (PAMPS), principalmente
TLRs e NOD2, assim como através dos receptores associados a adesao e entrada do
bacilo em células de Schwann e macrofagos (MRC1, a2-laminina e receptor do
complemento). Variagdes genéticas nesta fase inicial podem interferir na resisténcia
natural dos hospedeiros ao M. leprae, simplesmente modulando a ativacéo através de
TLRs ou bloqueando/diminuindo a taxa de captacdo de bacilos pelas células de
Schwann e macrofagos. Assim, espera-se que, nestes individuos susceptiveis, apos
a fagocitose do M. leprae por tais células, o mesmo se evadira dos mecanismos de

morte micobacteriana e infectara com sucesso a célula (Cardoso et al., 2011).
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Durante esta primeira interacdo do M. leprae com a resposta imune inata, o
gene do TLR1 tem grande relevancia quando o polimorfismo 1602S esta presente. Na
presenca desse polimorfismo, o TLR1 apresenta sinalizacdo anormal, que resulta na
diminuicdo da producdo de certas citocinas, como IL-1B, IL-6 e TNF nas células
mononucleares do sangue periférico quando estimuladas com M. leprae (Misch et al.,
2008). Com relacédo ao receptor intracelular NOD, foi demostrada uma associacéo
entre dois polimorfismos do gene NOD2 e a susceptibilidade a hanseniase (Zhang et
al., 2009). Assim como ocorre com TLR1, os polimorfismos em NOD2 resultam na
regulacdo negativa da resposta imune inflamatoéria, consequentemente diminuindo a
ativacdo da imunidade adaptativa e contribuindo para a instalacdo da infec¢do pelo
M. leprae (Cardoso et al., 2011).

O gene MRCL1, responsavel por codificar o receptor de manose humana
presente nos macréfagos, que reconhece residuos de manose presentes na parede
celular do M. leprae, localiza-se em uma regido cromossOmica associada a
polimorfismos no exon 7 do gene MRC1. Em um estudo de associagao familiar de 580
familias vietnamitas e um estudo de caso controle de 783 brasileiros, 0 SNP G396S
do gene MRC1 foi associado com a protecdo contra a hanseniase per se e ainda,
contra a forma multibacilar da doenca. (Alter et al., 2010).

Além dos genes acima citados, que sdo considerados importantes na
imunidade inata contra o patdgeno, ha outros genes que vem sendo relacionados com
uma fase mais tardia da imunidade inata ou uma fase precoce da imunidade
adaptativa. Entre eles, destaca-se o gene TNF localizado na regido cromossdémica
6p21 e pertencente ao grupo de genes HLA classe Ill. O TNF é uma importante
citocina com papel na ativacdo de macrofagos e estabilizacdo da formacdo do
granuloma contra o M. leprae (Cardoso et al.,, 2011). Um estudo de meta-analise,
utilizando quatro populacfes brasileiras independentes, apontou o genoétipo TNF-
308A como um marcador de resisténcia contra a hanseniase, uma vez que resulta em
uma maior producao de TNF. Ja individuos portadores do polimorfismo de nucleotideo
anico (SNP) TNF-308GG sdo menos eficientes em manter a integridade do
granuloma, favorecendo a progresséo da infeccao (Moraes et al., 2001).

Outro conjunto de genes, também localizados na regido cromossdémica 6p21, e
relacionado com a susceptibilidade a hanseniase é o complexo HLA, em particular
HLA-DR2 e HLA-DR3, ambos da classe HLA II. A participacdo de tal complexo na
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susceptibilidade a doenca é sustentada pelo fato de que as formas clinicas da doenca
estdo associadas ao perfil de resposta Tnl/Tn2 apresentado pelo hospedeiro. Tal
resposta € parcialmente controlada por mecanismos de apresentacdo antigénica e
interacdo célula-célula dependentes da expressédo de genes HLA. Desta forma, tal
complexo esta relacionado principalmente a determinacdo do espectro clinico do
paciente (Prevedello & Mira, 2007).

O IFN-y é uma citocina produzida por linfocitos T CD4+ ou CD8+ ativados, que
€ essencial para o controle efetivo de patdégenos intracelulares. Em macroéfagos, o
IFN-y estimula resposta micobactericida envolvendo a producao de oxido nitrico (NO)
e outras espécies reativas de oxigénio (Flynn & Chan, 2001). Além disso, o IFN-y
produzido por células dendriticas, macréfagos e células Natural Killer (NK) também
aumenta a expressdo da subunidade de sinalizac&do do receptor IL-12 em linfécitos T,
permitindo que as células ainda virgens respondam a IL-12 a partir de células imunes
inatas, sofram diferenciagdo para Tl e produzam mais IFN-y (Trinchieri, 1993).
Camundongos deficientes em IFN-y, quando expostos ao M. tuberculosis através de
aerossois ou por via intravenosa, desenvolvem a doenca de forma disseminada. Da
mesma forma, em um modelo experimental de infec¢do da hanseniase usando coxin
plantar de camundongos, os macréfagos de tecidos muito infectados foram refratarios
a ativacdo de INF-y e ndo foram capazes de matar patégenos intracelulares ndo
relacionados, ou mesmo, de produzirem niveis normais de superoxido (Misch et al.,
2010).

Polimorfismos no gene INFG tém sido muito investigados em estudos de
associacdo a tuberculose, com varios SNPs comuns estando relacionados a
susceptibilidade a essa doenca (Cooke et al.,, 2006). O gene INFG contém um
polimorfismo de microssatélite no intron 1 com um namero variavel de repetices de
CA,; certos alelos desta repeticdo estdo associados a niveis elevados de producédo de
IFN-y em individuos saudaveis. Com relagdo a hanseniase, embora nenhum alelo
tenha sido associado individualmente a um risco alterado a doenca per se ou a seus
subtipos, houve diferenca significativa na distribuicdo de repeticbes de CA curtas
versus longas entre pacientes com hanseniase tuberculéide em comparacdo com
voluntarios sadios (Fitness et al., 2004). Além disso, quando os individuos foram

divididos em grupos de pessoas com alelos mais longos e aqueles com alelos mais
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curtos, uma porcentagem significativamente maior de pacientes com hanseniase
apresentou os alelos mais longos (Misch et al., 2010).

Também associado com a modulacéo da acao microbicida, o gene responsavel
por codificar a proteina conhecida como receptor de vitamina D (VDR) tem papel
importante no mecanismo da resisténcia contra infecgdes micobacterianas. Quando
ativado pela vitamina D, o VDR atua como um fator transcricional para varios genes
envolvidos na resposta inflamatéria (Cardoso et al., 2011). Esta modulacdo pode ser
inibitéria ou estimulatoria de acordo com o tipo celular e a natureza do patdégeno. Nas
células dendriticas, a vitamina D inibe a maturacdo bloqueando a expressédo de MHC
classe Il, CD40, CD80 e CD86 e reduzindo a expressdo de IL-12. Também nos
macrofagos, a vitamina D regula negativamente a expressao de IL-12. Em monécitos
e macroéfagos infectados com M. tuberculosis, a vitamina D aumenta a expresséo de
catelicidina estimulada por TLR1/2, aumentando, assim, a agdo microbicida nessas
células (Misch et al., 2010).

No entanto, em relacdo a resposta imune adaptativa, a vitamina D leva a um
aumento da resposta celular TH2 em detrimento da resposta Thl. A vitamina D
blogueia a resposta Tul através da inibicdo da expressao de citocinas, como IL-2,
IFN-y, Fator de estimulacdo de colbnias de granulocitos e macrofagos (GM-CSF) e
supressao da proliferacdo de linfocitos. Nao obstante, a vitamina D também aumenta
a producdao de linfécitos T supressores inespecificas e inibe a inducdo de linfécitos T
CD8+. Vérios polimorfismos localizados préximos da regido nao traduzida 3' do gene
do receptor da vitamina D (VDR) tem sido relacionados com a regulacdo da
estabilidade ou atividade transcricional do mRNA de VDR, como por exemplo BsmL,
Apal e Tagl. O polimorfismo Taql C tem sido associado a maiores niveis de transcrito
de mRNA de VDR, embora este achado ainda seja controverso (Misch et al., 2010).

Um scan genbmico para genes de susceptibilidade a hanseniase per se em
populacao vietnamita identificou uma forte evidéncia de ligacdo entre a doenca e a
regido cromossomica 6g25-gq27. O estudo apontou para 17 polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs) relacionados com a hanseniase per se na populacao
viethamita, sendo que destes 15 SNPs estavam localizados em um mesmo bloco com
80 quilobases de extensdo, onde encontra-se a regido reguladora do gene do
parkinsonismo juvenil autossémico recessivo, denominado Parquina (PARK2) e do

gene corregulador da parquina (PACRG). Foram detectados dois tag SNPs que
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capturavam completamente a informacdo observada nesta regido, e haplotipos
definidos por esses dois tag SNPs apresentaram um aumento de até 5 vezes do risco
de contrair hanseniase. Tais achados foram replicados em uma populacéo brasileira
de casos-controle (Mira, 2004). Parquina € uma proteina-ubiquitina ligase E3
codificada pelo gene PARK2, responsavel por transferir residuos de ubiquitina do
peptideo E2 para proteinas marcadas para degradacgdo. Entretanto, a Parquina vem
sendo associada a outras fungdes como: efeito antiapoptotico, através da associacéo
com mitocondrias e inibicdo da liberacdo do citocromo C, e regulacdo da autofagia
sobre certas condi¢des. Deste modo, fica evidente o papel protetor da Parquina contra
infec¢des, uma vez que ela ndo so evita a apoptose como também promove a morte

microbiana por autofagia (Cardoso et al., 2011).

1.9 Imunossenescéncia

A imunossenescéncia é definida como um estado de funcdo imunoldgica
desregulada nos idosos, que contribui para o aumento da susceptibilidade a infec¢des,
cancer e autoimunidade, além de levar a uma diminuicdo da resposta vacinal. O
sistema imunolégico possui como principal fungdo o combate a agentes infecciosos e
células malignas. Para isso, ha o comprometimento de dois mecanismos de defesa
gue interagem intimamente entre si, a imunidade inata e a adaptativa. As alteragbes
progressivas que ocorrem com a idade, atingem principalmente a imunidade
adaptativa, uma vez que esta apresenta um mecanismo mais complexo no que diz
respeito a manutencdo do equilibrio entre homeostase e adaptacdo as agressdes
externas. Desta forma, o envelhecimento imunolégico atinge tanto a experiéncia
gerada pelo contato com diversos antigenos, como 0 armazenamento mantido pela
memoria imunolégica (Agondi et al., 2012).

As células do sistema imunolégico sao derivadas das células tronco
hematopoiéticas e, com o avanco da idade, a habilidade de tais células proliferarem
tende a diminuir, e, tal fato ocorre principalmente em decorréncia do encurtamento
dos telébmeros. Os teldbmeros sdo sequencias de DNA repetidas, que juntamente com
seis proteinas de protegdo, envolvem a extremidade dos cromossomos para evitar
qgue os teldmeros sejam reconhecidos como danos ao DNA. A falha na sintese de
DNA da fita lagging para ser totalmente replicada, resulta na perda de DNA nos
teldbmeros apds cada ciclo de replicacdo do DNA celular. Desta forma, todos os
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teldbmeros de células sométicas humanas tornam-se progressivamente mais curtos a
medida que as células se dividem. Tal fato ir4 resultar em um ou mais teldmeros
criticamente curtos, iniciando um sinal de resposta de dano ao DNA que é referido
como senescéncia replicativa, que nos linfécitos T CD8+, é caracterizada pelo seu
aumento com altera¢cdes notaveis em seu fendétipo e funcdo. Para compensar a perda
de teldbmeros durante a divisédo celular, algumas células proliferativas expressam
transitoriamente a telomerase, uma transcriptase reversa celular que mantém
teldomeros ao adicionar repeticdes teloméricas nas extremidades cromossdmicas
durante a replicacdo do DNA. No entanto, em células e tecidos normais, a expressao
de telomerase é altamente regulada e restrita a alguns compartimentos de células-
tronco que ampliam transitoriamente (Huang et al., 2017).

A acdo funcional de células constituintes da imunidade inata, como neutréfilos
e macréfagos, também é afetada durante o envelhecimento. Entre essas alteracdes,
destaca-se a diminuicdo da producédo de espécies reativas de oxigénio nessas células.
A sinalizacéo intracelular prejudicada tem sido considerada como uma das principais
causas para a producado alterada de radicais livre de oxigénio nos idosos. O calcio
intracelular encontra-se diminuido em neutrofilos estimulados de voluntérios idosos,
sugerindo que had comprometimento no fluxo de calcio durante a sinalizacédo celular
nesta populacdo. Além disso, a actina, que pode desempenhar um papel no
movimento e expressao do receptor da superficie celular, tem sido sugerida para
contribuir com a producéo alterada de radicais livres, uma vez que, em neutréfilos de
idosos voluntarios estimulados com agentes de estabilizacdo e interrup¢éo da actina,
a liberacdo de superéxidos (027) é significativamente menor (Plackett et al., 2004).
Além disso, outras alteracdes na imunidade inata decorrente do envelhecimento
incluem o aumento do numero de células Natural Killer (NK) com diminui¢do de sua
atividade antitumoral e alteracdo na expressao de moléculas coestimulatorias pelas
células dendriticas (DC; Agondi et al., 2012).

Com relacdo as alteracdes ocorridas na imunidade adaptativa, estas sao
decorrentes tanto de fatores intrinsecos, como a diminuicdo no tamanho e fungéo do
timo, quanto por fatores extrinsecos, principalmente a exposi¢cao a varios patdogenos
ao longo da vida. A imunidade adaptativa € representada por dois tipos células
principais, os linfocitos B e os linfécitos T, sendo ambos afetados pela

imunossenescéncia. Com o envelhecimento, as células do estroma da medula 6ssea
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apresentam uma reducdo na capacidade de manter a expansao dos linfécitos B
devido a diminuicdo da producéo de IL-7, resultando na diminuicdo da recombinacéo
V-DJ dos genes da imunoglobulina e bloqueio da maturacédo dos linfocitos, sendo a
perda de linfécitos B naive um marcador para a imunossenescéncia. Além disso, o
envelhecimento estd associado ao desvio do perfil de citocinas Thl para Th2,
resultando em aumento da incidéncia das doencas autoimunes, devido ao aumento
da producao de anticorpos autorreativos. Com relacéo as alteracdes relacionadas aos
linfécitos T, destaca-se a diminui¢do da populacao de linfécitos T naive que deixam o
timo, e um aumento na propor¢ao de Varios tipos de linfocitos T de memdéria, porém
com baixa capacidade proliferativa (Agondi et al., 2012).

Outra caracteristica importante no processo de envelhecimento € o Inflamm-
ageing, termo em inglés que é definido como o estado inflamatério crénico e de baixo
grau observado nos idosos, que resulta na reducdo da capacidade de lidar com
agentes antigénicos e no aumento progressivo de marcadores pro-inflamatérios. Uma
importante evidéncia desse fendbmeno decorre do aparecimento, nesta populacao, de
inimeras doencas aparentemente distintas, porém, que possuem uma patogénese
inflamatéria comum, como aterosclerose, diabetes tipo 2, sindrome metabdlica,

sarcopenia, entre outras (Cevenini et al., 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

E bastante conhecido o aumento da longevidade da popula¢do mundial desde
a década de 70. No Brasil, segundo dados do IBGE, somente na década de 90 a taxa
de idosos aumentou em 35,5 %, perfazendo 8,7% da populacao total. No caso do
Estado do Rio de Janeiro, local do presente estudo, estima-se que até o ano de 2030,
16,5% da populacao total seja composta por idosos. A hanseniase ultrapassa esse
perfil, uma vez que o numero de casos em idosos vem crescendo em uma taxa
superior ao aumento da longevidade da populagédo. Em 2010 foram diagnosticados
7.571 casos de hanseniase em idosos, em 2011 esse numero passou para 7.670 e
em 2012 chegou a 7.834, correspondendo a 20,6% do total de casos diagnosticados.
Além disso, um estudo retrospectivo desenvolvido no Ambulatério da Fiocruz, apontou
para um aumento de 5,5% na incidéncia de hanseniase em idosos acompanhados no
local entre os periodos de 1990-2001 e 2002-2014. O mesmo estudo ainda revelou a
chance duas vezes maior que esta faixa etaria apresenta para o desenvolvimento da
forma multibacilar da doenca, cujo progndstico em geral é considerado pior (Nobre et
al., 2016). Visto que a idade média para o aparecimento da hanseniase ocorre
geralmente entre a terceira e quarta década de vida, e levando-se em consideracao
que a maioria dos individuos expostos ao patégeno reside em area endémica para a
doenca ao longo da maior parte da vida, faz-se necessario a compreensao de quais
mecanismos estdo envolvidos no aparecimento tardio da doenca.

A imunossenescéncia, ou seja, queda na atividade imunolégica decorrente do
envelhecimento, pode estar intimamente envolvida nesse processo. Assim como o
restante do organismo, os 6rgaos linféides sédo afetados pelos mecanismos biolégicos
responsaveis pela perda da atividade funcional e consequente morte das células em
decorréncia da idade. Dentre tais mecanismos, 0 estresse oxidativo e 0 encurtamento
dos teldmeros sédo um dos principais responsaveis pela senescéncia celular replicativa
que tem como consequéncia a diminui¢cdo do repertorio imunolégico relacionado ao
envelhecimento. A correlagcdo entre imunossenescéncia e aumento da
susceptibilidade a infeccdes ja se encontra bem fundamentada, entretanto, até o
momento, nenhum estudo investigou a interferéncia de tais mecanismos no
aparecimento da hanseniase em idosos, fazendo-se, portanto, necessaria a

investigacao de tal associagéao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Principal

Analisar a expressdo de genes relacionados com susceptibilidade a
hanseniase e imunossenescéncia em idosos acompanhados no Ambulatério Souza
Araujo (ASA) da FIOCRUZ.

3.2 Especificos

e Avaliar a expresséo dos genes IFNG e VDR, por meio de PCR quantitativo em
tempo real.

e Correlacionar os dados referentes a expressdao génica com os dados

demograficos e clinicos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Populacao de Estudo, Biosseguranca e Consideracdes Eticas

O presente estudo foi composto por um total de 20 individuos sendo: 10 idosos
hansénicos multibacilares e 10 idosos hansénicos paucibacilares. Todos os individuos
hansénicos incluidos neste trabalho residiam na regido metropolitana do Estado do
Rio de Janeiro, area endémica para a hanseniase. Todos 0s pacientes eram
acompanhados no Ambulatério Souza Araujo (ASA), ligado ao Laboratério de
Hanseniase (LAHAN) do Instituto Oswaldo Cruz (I0C), FIOCRUZ, no Rio de Janeiro.
As amostras de sangue total periférico de tais pacientes foram coletadas
imediatamente apds o diagnostico da doenca, ou seja, antes do inicio do tratamento
poliquimioterapico (PQT).

A participacdo de cada individuo no estudo ocorreu apos a concordancia e
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido previamente aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da FIOCRUZ (Protocolo n® 518/09). Para o
desenvolvimento do presente trabalho foram considerados idosos individuos com
idade igual ou superior a 60 anos. Foram excluidos do estudo individuos com
comorbidades infecciosas agudas ou crbnicas, individuos em estado reacional e
agueles que ndo concordaram em participar do projeto em questdo. Os dados clinicos
e soécio-demograficos dos participantes foram coletados na fase diagndstica e
encontram-se especificados na Tabela 2, onde, para protecdo dos mesmos, 0s homes
foram ocultados.

As amostras de sangue total periférico foram coletadas em tubos vacuntainer
PAXgene Blood RNA™ por profissional capacitado, transportadas até o laboratério
em caixa isotérmica apropriada onde permaneceu pelo intervalo de duas horas em
temperatura ambiente, antes de sua correta armazenagem a oitenta graus negativos
até o momento da extracdo. Todos os cuidados necessarios foram tomados de modo
a diminuir as chances de contaminacdo entre as amostras. As amostras foram
codificadas através de um cddigo numérico e registradas em uma tabela mae,
acessivel apenas aos pesquisadores participantes, de modo a evitar a possibilidade

de quebra de sigilo.
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4.2 Extragcdo de RNA

Os RNAs foram extraidos do sangue total armazenado em solugédo conservada
contida no tubo PAXgene através do Kit de extracdo de RNA (PreAnalytix
Handbook™) produzido pela QIAGEN, conforme as instru¢cées do fabricante descritas
a sequir.

As amostras foram retiradas do freezer e em seguida descongeladas a
temperatura ambiente durante 2 horas. Em seguida, foram homogeneizadas
manualmente e centrifugadas por 10 minutos a 3.000 x g. Apés a centrifugacao, os
sobrenadantes foram retirados por decantacao e adicionou-se 4 mL de RNAse-Free
ao sedimento. Posteriormente, as amostras foram agitadas em vortex até o pellet ser
visivelmente dissolvido. Entéo, centrifugou-se novamente por 10 minutos a 3.000 x g.
Aos sobrenadantes foram adicionados 350 uL do tampdao de ressuspensao (BR1) e,
entdo, foram agitados em vortex. As amostras foram transferidas para tubos de
microcentrifuga, adicionou-se 300 pyL de tampao de ligacdo (BR2) e 40 uL de
proteinase K. Subsequentemente, as mesmas foram incubadas a 55 °C por 10
minutos em banho seco e depois transferidas para cada coluna lilas fornecida pelo Kit
e centrifugadas por 3 minutos a 12.000 xg. Os sobrenadantes foram transferidos para
um novo tubo e adicionou-se 350 uL de etanol. De cada amostra, 700 pL foram
transferidos para cada coluna vermelha, em seguida centrifugou-se por 1 minuto a
20.000 xg. Em cada coluna, acrescida de novos tubos, adicionou-se os lisados
restantes. As amostras foram centrifugadas por 1 minuto a 20.000 xg. Apés a
centrifugagdo, as colunas foram transferidas para um novo tubo. O tampéo de
lavagem 1 (350 uL; BR3) foi adicionado em cada coluna e centrifugou-se por 1 minuto
a 20.000 xg. Posteriormente a centrifugacdo, as colunas foram novamente
transferidas para um tubo novo. O tratamento dos RNAs foi realizado com 70 uL do
tampao de digestdo contendo Dnase |, acrescentado a cada coluna. As colunas
permaneceram em temperatura ambiente durante 15 minutos. Em seguida, adicionou-
se 350 pL do tampéo BR3 e as amostras foram centrifugadas por 1 minuto a 20.000
Xg. As colunas foram transferidas para um novo tubo e adicionou-se 500 yL de tampéo
de lavagem 2 (BR4) para uma nova centrifugagédo. Esta etapa foi realizada duas
vezes. Finalmente, as colunas foram transferidas para um tubo Eppendorf™. Os RNAs

foram eluidos com 80 pL do tampao BRS, incubados por 5 minutos a 65°C e
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transferidos imediatamente para o gelo. Em seguida, os RNAs foram estocados no
freezer a -70°C até sua utilizagdo nas etapas seguintes.

4.3 Quantificacdo e avaliacdo da pureza do RNA

Para a quantificagdo e avaliacdo de pureza foi usado 0 equipamento
Espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000, mediante leitura da absorbancia nos
comprimentos de onda (1) de 260nm, 280nm e 230nm, que quantificam acidos
nucléicos, proteinas e contaminagdo por alcool, fenol e EDTA, respectivamente.
Caracteristicas 6timas de pureza para uma amostra foram: raz&o entre a absorbancia
em 260nm e 280nm com valores entre 1,8 a 2,0 e raz&do entre a absorbancia em
260nm e 230nm entre 1,8 a 2,2. A qualidade do RNA extraido de algumas amostras
também foi avaliada por gel de agarose (Life Technologies/Invitrogen) a 1,2% (p/v) em
tampdo MOPS 1X (Sigma-Aldrich) coradas com SYBR Green |l 100X (Life
Technologies/Applied Biosystems), 35% (v/v) formamida, MOPS 1X e 0,125% (p/v)
corante azul de bromofenol. Apos a corrida eletroforética o gel foi analisado por um

sistema de fotodocumentacéo (I-Pix Touch, Loccus Biotecnologia, SP, Brasil).

4.4 Sintese de cDNA

A conversao do RNA para o cDNA e a reacdo de sintese de cDNA foram
realizadas através do kit SuperScript™ VILO™ Master Mix (Invitrogen, USA) e os
procedimentos foram realizados conforme orientagdo do fabricante. O volume final
para a reacdo de transcricdo do RNA foi de 20ul. Para cada amostra, em um tubo
Eppendorf contendo 2ul do Master Mix SuperScript™ VILO™, foi adicionado 400ng de
RNA (o volume necessario em pl variou de acordo com cada amostra, porém nunca
ultrapassando o volume maximo de 18 pul), em seguida a mistura foi avolumada com
RNAse-Free Water (H20 RF) até chegar no volume final da reacdo. Apos uma breve
homogeneizacdo e repouso por 10 minutos a temperatura ambiente, as amostras
foram incubadas por 1 hora a 42°C e ap0s esse periodo seguiu-se uma incubacéao de
5 min a 85°C para inativacdo da enzima. Por fim, as amostras foram mantidas em gelo

por 1 minuto e armazenadas a -20°C até o uso.
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4.5 Quantificacdo da expresséo génica de fatores transcricionais por PCR
guantitativo em tempo real (RTgPCR)

Para analise da expresséo génica a reacdo de PCR em tempo real foi realizada
utilizando-se o sistema SYBR Green | (Applied Biosystems), seguindo as instrucdes
do fabricante. Para isso, foi realizada uma reacao de 10 pL, onde foram adicionados
1 pL de cada cDNA na concentracédo de 10ng, transcrito com Oligo (dT), 0,2 uM de
cada oligonucleotideo e SYBR Green PCR Master Mix 1X (Applied Biosystems). Para
cada amostra foi amplificado o cDNA dos genes de interesse e do gene de referéncia
GAPDH. As reacdes foram incubadas no sistema de PCR em tempo real StepOne
Plus® (Applied Biosystems, EUA), seguindo as condi¢bes da reacéo: 95° C por 20
segundos, seguido de 40 ciclos de 95° C por 3 segundos e 60° C por 30 segundos.
Ao final da reacdo de amplificagdo, as amostras foram submetidas a uma nova
incubacdo para geracdo da curva de dissociacdo, onde se determina o ponto
correspondente a temperatura de dissociacdo dos oligonucleotideos de suas
sequéncias alvo.

Para os ensaios acima, os seguintes genes SYBR™ Green foram utilizados:
VDR (receptor de vitamina D) e IFNG (Interferon gama). Todos os oligonucleotideos
utilizados na reacdo de gRT-PCR foram desenhados a partir de sequéncias de
referéncia de cada gene obtidas no UCSC Genome Bioinformatics
(http://genome.ucsc.edu/), utilizando o] software Primer3 v.0.4.0

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3).

4.6. Andlise dos dados obtidos a partir de RT-PCR em tempo real

A analise da expresséo génica relativa foi realizada utilizando-se o método 2
ACt (Livak & Schmittgen, 2001). Inicialmente foi calculado o ACt, subtraindo-se os
valores de Ct (do inglés threshold cycle, limiar do ciclo) de cada gene alvo pelos
valores de Ct do gene normalizador GAPDH (Life Technologies, USA). Uma vez
determinado o ACT das amostras, os valores de expressao génica relativa foram

obtidos pela formula 2-2€T, referente a cada gene alvo.
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4.7. Andlise estatistica

Os resultados foram representados como mediana. Os dados foram analisados
utilizando o teste de Mann-Whitney (ndo pareado e ndo paramétrico), ja para as
correlacgdes, foi utilizado o método de Spearman, e a significancia estatistica foi
considerada quando p < 0,05. As analises estatisticas dos dados apresentados foram
realizadas através do programa Windows GraphPad Prism versdo 7.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes

Dentre os 20 pacientes com hanseniase estudados (10 PB e 10 MB), a média
de idade entre os PB foi de 68,1 anos (variando de 60 a 89 anos), e de 70,2 anos
(variando de 60 a 81 anos) entre os MB. Com relacdo ao género, no grupo PB 60%
eram do sexo feminino e 40% do sexo masculino, no grupo MB 30% eram mulheres
e 70% homens.

Quanto a presenga de bacilos, nos PB a baciloscopia (IB) foi negativa para
todos os pacientes estudados, enquanto que, para nos MB o IB médio foi de 3,8
(variando de 2,5 a 6). Com relacéo ao grau de incapacidade funcional (Gl), a avaliacao
foi realizada em 18 dos 20 pacientes e revelou que cerca de 33% dos pacientes, PB
e MB, ja apresentava perda de sensibilidade ou incapacidades decorrentes da
doenca. Quando analisamos apenas o grupo multibacilar essa porcentagem chega a
55,5%.

As caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes avaliados nesse
estudo encontram-se detalhadas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Caracterizacao clinica e demogréfica dos individuos
estudados.

Forma Clinica ID Sexo Idade IB Gl

(anos)

11 F 80 0

16 M 66 0

27 M 65 0

42 F 89 0 NR

52 F 71 0 0

53 F 60 0 0
PB 56 F 64 0 0

57 M 66 0 0

72 F 60 0 0

73 M 60 0 0

15 M 81 6 0
35 M 76 3,75 1
39 M 73 3,5 1
51 M 60 4 0
M8 60 F 74 4,5 0
65 M 62 4 NR
71 M 74 3,25 1
77 F 64 2,5 0
80 F 64 3,25 1
91 M 74 3,25 1

ID, codigo do sujeito em estudo; PB, forma clinica paucibacilar; MB, forma
clinica multibacilar; F, feminino; M, masculino; NR, ndo realizado; 1B, indice
baciloscépico; G, grau de incapacidade.

5.2 Avaliagdo da expressao dos genes IFNG e VDR

Para avaliar a expressdo dos genes relacionados com susceptibilidade a

hanseniase, IFNG e VDR, foi realizado PCR quantitativo em tempo real a partir do

RNA mensageiro extraido do sangue periférico dos pacientes e convertido em cDNA.

30



A Tabela 3 mostra a expressao relativa de cada gene para cada paciente através do

valor de 2-4Ct,

Tabela 3 — Expresséo relativa de cada gene por paciente.

Forma Clinica ID IFNG VDR

11 0,001281394 0,003650697

16 0,000639735 0,003930297

27 0,000301324 0,00336432

42 0,003627464 0,00411266

52 0,000324324 0,004116669

53 0,004845732 0,001694734

PB 56 0,000675316 0,003705504
57 0,000491405 0,003151012

72 0,000712435 0,001825655

73 0,000435523 0,001754892
I

15 0,000421458 0,000767869

35 0,001346937 0,00223456

39 0,000562281 0,000908368

51 0,001453464 0,001782538

60 0,001354349 0,002883805

MB 65 0,000384984 0,007180517
71 0,00081889  0,003014999

77 0,000558551 0,004935421

80 0,001060554 0,001665818

91 0,000227932 0,00289999

Valores referente ao 24Ct; |ID, cddigo do sujeito em estudo; PB, forma
clinica paucibacilar; MB, forma clinica multibacilar.
De acordo com os dados descritos na Tabela 3 e mostrados graficamente na
Figura 4, as expressbes de ambos os genes estudados ndo apresentam diferenca
significativa entre os grupos avaliados. Com relacao a expressédo de IFNG, a diferenga

entre os dois grupos teve p>0,9999. Ja na analise da expressdo génica do VDR,
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observamos uma tendéncia de maior expressao nos pacientes PB, entretanto, tal

diferenca nao foi significativa (p=0.2475).
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Figura 4. Avaliac&o da expressao de genes relacionados com susceptibilidade & hanseniase nos
grupos PB e MB. (A) IFNG, (B) VDR. Os resultados estéo representados por 22t sendo ACt a
diferenca entre o Ct do gene constitutivo (GAPDH) e o gene de interesse. As barras representam a
mediana de cada grupo.

5.3 Correlagéo entre a expressdo génica e o indice baciloscopico (IB) dos

pacientes multibacilares (MB).

Com o objetivo de correlacionar os dados clinicos dos pacientes com 0s
resultados da quantificacdo da expressdo dos genes de interesse, foram feitas
associacfes entre o indice baciloscépico (IB) e a expressdo dos genes de interesse
nos pacientes do grupo multibacilar (MB). O mesmo procedimento n&o foi feito no
grupo PB pois o IB foi igual a zero em todos os pacientes. A correcao entre IB e a
expressao génica do IFNG foi positiva (p= 0.5475, r= 0.2154), enquanto que a
corregcdo com a expressao de VDR foi negativa (p= 0.3584, r=- 0,3242). Esses dados
indicam que ha uma tendéncia da razédo IBvsVDR em pacientes MB. Ou seja, a
medida que aumenta o indice baciloscopico, a expressédo génica do VDR & menor,

entretanto, nenhuma correlagéo significativa foi encontrada (Figura 5).
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Figura 5. Correlacéo entre indice baciloscOpico e expresséo génica de IFNG (A) e VDR (B) em
pacientes multibacilares. Dados pareados de 10 pacientes MB, sendo que cada ponto representa um
individuo. Os coeficientes de correlacdo sdo mostrados nas retas (valores de r) e o nivel de significancia
também é mostrado (valores de p). Analise realizada pelo método de correlagdo de Spearman.

5.4 Correlagéo entre a expressédo de IFNG e VDR e a idade em pacientes
paucibacilares e multibacilares.

Em seguida, ainda buscando uma correlacdo entre os dados clinicos e a
expressao dos genes estudados, correlacionamos os resultados obtidos no presente
estudo com a idade dos participantes, separando-os de acordo com suas formas
clinicas. Na Figura 6, estédo representados os dados obtidos a partir da correlacdo com
a expressao génica do IFNG. No grupo paucibacilar a expressao génica do INFG
permaneceu baixa na maioria dos pacientes, no entanto, nos pacientes acima de 80
anos a expressao foi maior. JA no grupo multibacilar, ndo foi possivel observar

nenhum padrdo na expresséo génica em associacdo com a idade.
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Figura 6. Correlacéo entre idade e expressao génica de IFNG em pacientes PB (A) e pacientes
MB (B). Dados pareados de 10 PB e 10 MB, sendo que cada ponto representa um individuo. Os
coeficientes de correlacdo sdo mostrados nas retas (valores de r) e o nivel de significancia também é
mostrado (valores de p). Analise realizada pelo método de Spearman.

No préximo passo, tivemos o intuito de verificar a se havia correlagéo entre a
idade dos individuos analisados nesse estudo e a expressdo génica de VDR.
Observamos uma correlacao positiva e significativa entre esses dados nos pacientes
do grupo paucibacilar, ou seja, nesse grupo, a expressao génica do VDR tende a
aumentar com o avanco da idade (r=0.7939, p=0.0087). J4 em rela¢do ao grupo de
pacientes multibacilares, apesar dos resultados ndo apresentarem uma correlagao
significativa, € possivel observar uma tendéncia contraria em relacédo aos PB, isto €,
de decrescimento na expressao do gene VDR a medida que os pacientes envelhecem
(p=0.7103, r=-1354). A correlacdo entre a idade dos pacientes e a expressao génica

de VDR para cada forma clinica, estad demostrada na Figura 7.
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Figura 7. Correlacéo entre idade e expressao génica de VDR em pacientes PB (A) e pacientes
MB (B). Dados pareados de 10 PB e 10 MB, sendo que cada ponto representa um individuo. Os
coeficientes de correlagcdo sdo mostrados nas retas (valores de r) e o nivel de significancia também é
mostrado (valores de p). Analise realizada pelo método de Spearman.
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6 DISCUSSAO

Os mecanismos pelos quais a hanseniase acomete alguns individuos apenas
na terceira idade ainda nédo sdo completamente conhecidos, fazendo-se necessario
uma maior investigacdo da doenca nessa populacdo, especialmente em paises
endémicos como o Brasil, onde o M. leprae encontra-se disseminado na populacdo
geral. Além disso, como apenas 5% dos individuos que entram em contato com o
patdogeno adoecem, a afirmativa de que o estabelecimento da doenca possui um
conjunto de componentes genéticos que tornam hospedeiros susceptiveis é
indiscutivel. Além disso, processos comuns ao envelhecimento do organismo como a
involucdo timica, a perda de funcéo da resposta imune em decorréncia de estimulos
cronicos e a inflamacéo crénica de baixo grau presente nos idosos, contribuem para
0 comprometimento da imunovigilancia e consequentemente aumentam a
susceptibilidade as infec¢des, sejam elas novas, crbnicas ou latentes (Agondi et al.,
2012).

Assim, 0 processo conhecido como imunossenescéncia, pode se tornar
clinicamente importante em diferentes idades de acordo com o patriménio genético de
cada individuo e, desta forma, o impacto sobre a qualidade de vida dos mesmos
também é variavel (Derhovanessian et al., 2009). Sendo assim, estudos como este,
gue visam uma maior compreensao dos niveis de expressao de genes relacionados
com a susceptibilidade a hanseniase nos idosos, fazem-se importantes, pois podem
contribuir para a identificacédo do perfil imunolégico desta populacdo, e assim auxiliar
no manejo clinico adequado, o que possibilita diminuir a morbidade e melhorar a
qualidade de vida destes pacientes.

Este estudo buscou aprofundar os conhecimentos acerca da expressao de
dois importantes genes na imunomodulagdo em idosos, o IFNG e o VDR. O IFNG esta
relacionado com o perfil Tl da resposta imune, amplificando a diferenciacéo celular
e estimulando a digestao intracelular de patégenos nos macrofagos, como o M. leprae.
No caso da hanseniase, portanto, essa molécula contribui para um melhor prognéstico
da doenca, sendo que sua expressao se encontra aumentada no polo tuberculoide
(Britton &Lockwood, 2004).

Em relacdo ao VDR, este gene apresenta um efeito contrario, uma vez que a

7

interacdo entre vitamina D com o seu receptor € responsavel por um desvio da
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resposta imune adaptativa Tul para Tn2, por meio da inibicdo da expressdo de
citocinas com perfil Tul, tais como IL-2, IFN-y e GM-CSF. Sendo assim, espera-se
gue o gene codificador de VDR esteja mais expresso no polo lepromatoso (Misch et
al., 2010).

As perdas neuroldgicas causadas pela hanseniase sdo responsaveis por um
grande impacto na vida dos pacientes, tanto pelas restricbes fisicas como pelo
estigma social que as acompanha (Shumet et al., 2005). Para classificar tais perdas,
o Ministério da Saude desenvolveu uma escala que varia de 0 a 2 para definir o grau
de incapacidade dos pacientes. Com relacéo a porcentagem média de pacientes com
algum grau de incapacidade, ndo h&a consenso na literatura, visto que a mesma pode
variar muito de uma populagcdo estudada para outra, principalmente em funcao de
dificuldades quanto ao diagndstico e tratamento (Aben-Athar et al., 2017; Shumet et
al.,2005). Entretanto, a idade tem sido um dos fatores associados com o maior risco
de neuropatia e consequentemente incapacidade (Moschioni et al., 2010; Ranque et
al., 2006). Em nosso estudo, a porcentagem de pacientes com perdas neuroldgicas
foi alta, especialmente no grupo multibacilar (55,5%), e tal prevaléncia pode estar
associada tanto ao diagnéstico tardio, como ao perfil imunoldgico dos pacientes.

A formacao de granulomas eficientes contra o M. leprae esta intimamente
relacionada com uma alta producdo da citocina IFN-y, uma vez que a mesma é
responsavel por estimular uma resposta micobactericida em macrofagos através da
producdo de oxido nitrico e outras espécies reativas de oxigénio (Flynn et al., 1993).
Desta forma, ao compararmos expressao génica de IFNG e o indice baciloscopico,
esperavamos encontrar uma correlacdo negativa entre tais variaveis, ou seja, que
individuos com um alto IB apresentassem uma menor expressao de IFNG. Entretanto,
tal correlacdo nao foi comprovada no presente estudo. Uma possibilidade € o pequeno
tamanho amostral e analises de um maior nimero de pacientes pode validar nossa
hipétese.

Na correlacéo entre indice baciloscépico e expressdo génica de VDR, apesar
da mesma ndo ter sido significativa, foi possivel observar uma tendéncia negativa, ou
seja: ocorria uma diminuicdo da expressdo de VDR a medida que os pacientes
apresentavam um IB mais alto. Tais resultados podem ser explicados pelo carater
ambiguo da vitamina D, que pode apresentar um papel inibitério ou estimulatério na

resposta imune, dependendo do tipo celular (Misch et al., 2010).
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Curiosamente, no presente trabalho, ndo foi observada diferenca significativa
na expressao de ambos 0s genes no sangue periférico entre pacientes paucibacilares
e multibacilares. No caso do IFNG, a expresséo génica nos dois grupos (PB e MB) foi
bastante similar, apesar de dois pacientes no grupo paucibacilar apresentarem uma
expressdo mais elevada, como seria esperado. Com relagdo ao resultado da
expressdo génica do VDR, nosso trabalho mostrou que o grupo paucibacilar
apresentou uma tendéncia de maior expressdo quando comparado ao grupo
multibacilar. Sendo assim, uma maior investigacdo do papel de tais genes na
modulacdo da resposta imune e seus mecanismos de regulagéo transcricional em
idosos se faz necessaria. Assim, mais uma vez, é possivel que o nimero amostral
baixo tenha “criado” um viés em nossos resultados.

Com relagéo a influéncia da idade na producgéo de IFN-y, um estudo recente
demostrou que ha uma reducgdo na producdo de IFN-y em mondcitos, CD14'°"CD16*,
tratados com LPS e CLO97 (agonista do TLR 7 e 8) de individuos idosos, quando
comparados a individuos adultos. Mostrando, portanto, que a resposta antimicrobiana,
mediada pelo IFN-y, em subconjuntos de mondcitos foi significativamente impactada
com o envelhecimento (Metcalf et al., 2017). Estes resultados ajudam a explicar o
motivo pelo qual os niveis da expresséo génica de IFNG estavam préximos entre 0s
pacientes PB e MB incluidos neste estudo, visto que, com o avanc¢o da idade, os
pacientes PB tendem a aumentar a expressao de VDR, o que pode contribuir para
reducdo dos niveis da citocina IFN-y, como verificado por Metcalf e colaboradores.

A producdo de IFN-y por mondcitos sugere um importante papel dessa
citocina na ligacao entre a resposta imune inata e adaptativa. Além disso, o IFN-y afeta
muitas funcdes bioldgicas relacionadas com a defesa do hospedeiro, ciclo celular,
apoptose e inflamacao (Schroder et al., 2003). Possui um importante papel na
regulacédo positiva das moléculas MHC classe | e Il e aumenta a apresentacdo de
antigenos por APCs. O IFN-y também esta relacionado ao trafico de leucocitos,
maturacdo e diferenciagdo celular (Kraaij et al., 2014). A importancia do IFN-y na
imunidade contra micobactérias esta bem documentada, alguns estudos utilizando
camundongos knockout para o gene codificador do IFNG, mostraram que quando
expostos a uma dose subletal de M. tuberculosis, tais animais desenvolveram uma

forma disseminada e fatal da doenca (Cooper et al., 1993; Flynn et al., 1993).
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Desta forma, os resultados obtidos no presente estudo, com relagéo a baixa
expressdo génica do IFNG em idosos, sugerem uma possivel correlagdo entre a
imunossenescéncia e o desenvolvimento da hanseniase em idosos. Entretanto, este
achado nao explica as diferentes formas clinicas, sendo necessaria a investigacao de
outros genes que possam estar relacionados com a determinacao do espectro clinico.
Além disso, ndo é possivel afirmar que a baixa expresséo de IFNG seja decorrente da
idade, uma vez que tais pacientes ndo foram acompanhados ao longo dos anos.
Assim, um estudo retrospectivo seria ideal neste caso, nhdo so analisando a expressao
do gene IFNG como também dosando os niveis séricos da citocina IFN-y.

Com relacdo ao VDR, seu papel durante o envelhecimento encontra-se bem
documentado, com varios estudos apontando para a correlacdo do mesmo com
doencas caracteristicas do envelhecimento tais como, doencgas cardiovasculares,
osteoporose, depressdo, cancer, deméncias, doencas autoimune e do trato
respiratorio (Gussago et al., 2016; Meehan & Penchofer, 2014; Schéttker et al., 2013).

A influéncia do VDR nesta variedade de doencas esta relacionada ao fato de
que o receptor da vitamina D é expresso em diferentes tipos celulares, tais como
enterdcitos, midcitos, células imunes, neurdnios e células da glia. No sistema
imunoldgico, o VDR esta envolvido em sua regulacédo através de acfes gendmicas,
como aumento da expressdo de citocinas, peptideos antimicrobianos e
desenvolvimento de células T reguladoras. Além disso, o VDR também € responsavel
por regular a proliferacéo, diferenciacdo e apoptose celular (Pusceddu et al., 2015).
No entanto, sua funcdo no controle de micobactérias ainda € controverso, uma vez
que, ao mesmo tempo que alguns estudos apontam o VDR como sendo responsavel
por desviar a resposta imune Tl para Tu2, a vitamina D também vem sendo indicada
no tratamento de pacientes com tuberculose por acelerar o processo de recuperagao
dos mesmos (Salahuddin et al.,2013; Mora et al., 2008).

Ademais, com relagéo ao envelhecimento saudavel, a vitamina D apresenta
um papel fundamental, em razdo de ter sido demonstrada uma correlagao
inversamente proporcional entre niveis séricos da vitamina e doencas do
envelhecimento (Pusceddu et al.,, 2015). Um estudo recente de Gussago e
colaboradores, mostrou uma correlagdo entre polimorfismos do gene VDR (Bsml,

Apal, Fokl e Taql) e o envelhecimento bem sucedido (Gussago et al., 2016).
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Os resultados deste estudo mostraram um aumento significativo na expresséo
de VDR em correlagcéo com a idade no grupo paucibacilar, ou seja, houve um aumento
na expressao génica em associacdo com o aumento da idade dos pacientes,
enguanto que no grupo multibacilar essa correlacao foi negativa. A partir de tais dados,
€ possivel sugerir que, assim como ja demonstrado na tuberculose, o VDR possa
contribuir no clearance do M. leprae e consequentemente no melhor prognostico da
doenca. Ja a respeito da diminuicdo da expressdo de VDR no grupo multibacilar
podemos sugerir que esse fato esteja ligado ao avanco do processo de
imunossenescéncia nos idosos, uma vez que vem sendo demostrado o adiamento do
envelhecimento celular pela vitamina D, por meio de sua agdo na preservagao dos
telomeros (Pusceddu et al.,2015).

No entanto, para que tais dados sejam confirmados faz-se necessario o
desenvolvimento de outros experimentos, como por exemplo, a andlise de
polimorfismos no gene do VDR para identificar possiveis associacdes com a
longevidade, ja que nem sempre 0s mesmos refletem em um aumento ou diminui¢éao
da expresséao génica. Polimorfismos na regidao nao traducional 3’, por exemplo, afeta
a estabilidade do mRNA e a eficiéncia da traducao da proteina, isto €, uma regulacao
pés-transcricional (Valdivielso & Fernandez, 2006). Além disso, 0 aumento na
populacao estudada, bem como a introducéo de outros dois grupos, a saber: idosos
sem hanseniase e pacientes jovens com hanseniase, certamente possibilitariam uma
maior compreensdo da influéncia do M. leprae e do envelhecimento na

imunopatogénese da hanseniase per se e na formacdo do seu espectro clinico.

40



7 CONCLUSOES

A expressdo génica do IFNG n&do apresentou alteragcdo entre 0s grupos
estudados, enquanto que a expressdo do VDR mostrou uma tendéncia de
aumento no grupo paucibacilar (PB). Sendo assim, esse aumento pode estar
relacionado com a baixa expressao do IFNG no grupo PB, uma vez que o VDR

€ responsavel pelo desvio da resposta THl para Tr2.

A correlacao entre expressao génica dos pacientes multibacilares (MB) e indice
baciloscépico (IB) ndo apresentou significancia para nenhum dos dois genes
analisados.

Na correlacao entre expressao génica e idade dos pacientes estudados, houve
um aumento significativo da expresséo génica do VDR com o0 aumento da idade
no grupo paucibacilar (PB), assim como uma tendéncia de decrescimento na
expressdo do VDR com o aumento da idade no grupo multibacilar (MB). Logo,
€ possivel sugerir que o receptor de vitamina D possa ter um papel importante
no prognastico da doenca durante o envelhecimento.
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