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RESUMO

A hanseniase é uma doenga cronica infectocontagiosa causada pelo Mycobacterium
leprae, um bacilo intracelular obrigatério que possui tropismo por macréfagos e
celulas de Schwann. A doenca apresenta tendéncia de maior prevaléncia em adultos
jovens e o seu diagnostico ocorre geralmente entre 20 e 40 anos de idade.
Entretanto, os ultimos boletins epidemiolégicos apontam aumento na incidéncia da
doenca em individuos idosos — acima de 60 anos. Existem alguns estudos que
provam a relacao entre suscetibilidade genética e infecgoes, porém as bases
moleculares de vulnerabilidades genéticas resultantes da maioria das infecgbes
micobacterianas em humanos ainda ndo sdo bem conhecidas. A imunossenescéncia
também € capaz de ocasionar um aumento da suscetibilidade a diversas doencas
virais e bacterianas, como a hanseniase. O presente estudo teve como objetivo
analisar a expressao dos genes PARK2 e NOD2 associados com a suscetibilidade a
hanseniase. O estudo contou com a presencga de dois grupos, a saber: 10 pacientes
idosos multibacilares e 10 pacientes idosos 'paucibacilares, Todos os pacientes
foram acompanhados no ASA, parte do-Laboratorio de Hanseniase (LAHAN) do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC), FIOCRUZ, no Rio de‘Janeiro. Para as amostras
biolégicas, foram realizadastécnicas de extragdo-e purificagdo de RNA total,
transcricéo reversa e quantificacdo da expressio génica por PCR quantitativo em
tempo real, a partir de'amostras de sangue total: A expressao dos genes PARK?2 e
NOD2 néo apresentaram diferengas. significativas entre as formas clinicas, assim
como quando ‘correlacionada com-o indice baciloscépico ‘da forma multibacilar. O
nivel de expressdo de PARKZ2 aumenta com o envelhecimento dos paucibacilares,
sendo tal” correlagdo_significativa,'o que n&do ocofre com 08 multibacilares. Em
ambas as formas.'a expressdo génica de  NOD2-1nio apresenta diferencas
significativas. Dessa forma, foi possivel observar que o aumento da expressao do
gene PARKZ esta associado com o-envelhecimento dos pacientes, sobretudo na
forma-paucibacilar da doenga, e que o gene NOD? parece ndo estar relacionado
com o0 mecanismo de imunossenescéncia dos pacientes-idosos estudados.

Palavras-chave: ‘hanseniase; idosos; expressao génica; imunossenescéncia.
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ABSTRACT

Leprosy is a chronic, infectious and contagious disease caused by Mycobacterium
leprae, obligate intracellular bacteria showing tropism for macrophages and Schwann
cells. The disease is primarily prevalent in young adults, being usually diagnosed
between 20 and 40-years old. Nevertheless, the latest epidemiologic bulletins
indicate an increased incidence of leprosy in elderly — above 60-years old. Some
studies demonstrate a relation between gene susceptibility and infections, even
though the molecular basis of vulnerable gene conditions resulting from most
mycobacterial infections in humans still requires clarification. In addition,
immunosenescence may provoke increased susceptibility to several viral and
bacterial diseases, such as leprosy. This study intended to assess the expression of
PARK2 and NOD2 genes in correlation with susceptibility to leprosy, and was
performed in the following two groups: 10 multibacillary elderly patients and 10
paucibacillary elderly patients, all of them under follow-up at the Outpatient Unit
(ASA) integrating the Leprosy Laboratory.(LAHAN) of Oswaldo Cruz Institute,
Fiocruz, in Rio de Janeiro. The biological'samples were obtained by using extraction
and purification techniques of whole RNA, reverse transcription and gene expression
quantification through real-time guantitative PCR (from samples of whole blood. The
PARK2 and NODZ2 gene expressions did not present significant differences in the
clinical forms, and the same occurred as we _associated them to the bacilloscopic
index of multibacillary form. PARK2 expression level increases throughout the ageing
of paucibacillary’ patients, and such correlation is significant,'as opposed to the data
from multibacillary individuals. In- both forms, NOD2 gene expression does not
present significant differences. Thus, we noted.that the-increased. PARK2 gene
expression is associated, to’ageing, particularly in the -paucibacillary form of the
disease, and'that 'NOD2 gene does not -appear o' be -related to the
immunosenescence mechanism among the studied elderly.

Key words: leprosy, elderly, gene expression, imunossenescence.
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1. INTRODUCAO
1.1 Aspectos historicos da hanseniase

A hanseniase &€ uma doenga crénica infectocontagiosa causada pelo
Mycobacterium leprae, um bacilo intracelular obrigatério que possui tropismo por
macréfagos e células de Schwann (Scollard et al., 2006). A doenca causa lesdes
cutaneas, neuropatia periférica e anestesia, com posterior desenvolvimento de
deformidades, cegueira e até desfiguracéo facial (Lockwood et al., 2005; Spencer et
al., 2011).

Ao longo da histéria, o portador da doengafoi visto como "senhor do perigo e
da morte", sendo esta doenca diferenciada das demais pelo grande estigma social
(Garcia, 2001). H& milhares de anos, devido ao..pouco conhecimento sobre a
doenca, medidas drasticas: efam tomadas como  expulsdo de pacientes de suas
familias e sociedade, ‘separagées, perda de:amigos e demissées do trabalho
(Trautman, 1984).

Durante o periodo-medieval,’a histéria do caminho percorrido pela hanseniase
foi objeto de estudo para o impacto da doenca na sociedade. De-acordo com
registros_escritos e arqueoldgicos, apos os séculos Vi‘e VIl a doenca se instalou
como endemia na Europa, durante a. Alta ldade Média. No-século XIV, a endemia
comeca a declinar, e ap6s dois- séculos-esta praticamente extinta. Durante essa
trajetoria, mecanismos de.segregagédo dos doentes eram praticas de forte aceitacao
social, que tinham como objetivo o controle da doenca que era caracterizada como

impura e altamente contagiosa (Rinto, 1985).

Neste mesmo periodo, os pacientes eram confinados em leprosarios, que
foram se multiplicando no decorrer dos séculos chegando a existir um {J%ﬁlﬂ%ﬁé@ll
estabelecimentos. Acreditava-se que a doenca era hereditaria, entdo hgn;géi's'iéﬁré’rln
separados de mulheres para que fosse evitada a reproducdo. O carater religioso
influenciava também nessa questdo, pois o homem medieval associava

deformidades fisicas ao pecado e a uma figura impura (Pinto, 1985),

Uma obra literaria de Pieter Bruegel do século XVI chamada "Os aleijados"

mostra como os doentes tinham permissao de sair dos leprosarios: vestindo capas
1
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nas quais eram pregados rabos de raposas, tendo em vista que nunca ficaram
totalmente restritos aos leprosarios, podendo frequentar locais autorizados. O
objetivo, portanto, era fazer com que todos notassem a presencga dos doentes e se

afastassem deles (Pinto, 1985). A Figura 1 ilustra essa realidade.

Figura = 1: Vestimenta ' dos "bﬂoftadores' de
hanseniase. Acervo.do' Museu do Louvre, Paris.
Obra literaria de Pieter Bruegel.

No Brasil, verifica<se que o‘estabelecimento da doenga ocorreu com o avango
da colonizacéo pelos portugueses, antes disso ndo ha mencgao de hanseniase entre
os amerindios. Na época do descobrimento do.Brasil, a .doenca era encontrada em
ilhas africanas, portanto, acredita-se que a'doenga tenha chegado ao Brasil ndo so
pelos portugueses, mas -também por povos europeus, sendo o trafico de escravos o

maior meio de disseminagao da doenca (Monot et al., 2005; Monteiro, 1987).

N&o é possivel saber exatamente quando os primeiros individuos infectados
chegaram ao Brasil, entretanto,-acredita-se que foi através da chegada de colonos,
especialmente os da llha da Madeira. Durante o século XVIl, no Rio de Janeiro,
existiam muitos doentes, o que foi alarmante para as autoridades (Gafeid,[2007;
Monot et al., 2005). Em 1737, foram tomadas algumas medidas sanitarasCdertre
elas a criagéo do primeiro leprosario construido pela Irmandade de Nossa Senhora
da Candelaria. No século XVIII, surgiram as primeiras indicagdes de isolamento dos
leprosos como medida de contengdo da epidemia. J& no século XX, foram

construidos asilos para abrigar os doentes, locais onde ndo havia assisténcia

2
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medica e tratamento, o que visava a protegdo para a populagido sadia, e ndo o

atendimento de necessidades desses pacientes (Monot et al., 2005).

Tabela 1: Principais datas associadas ao historico da hanseniase

Ano Fato histérico

600 a.C. | 12 descrigdo da hanseniase em um tratado indiano:

1873 Gerhard Henrick Armauer Hansen identifica o agente causador da doenca;

1941 12 publicagéo sobre a eficacia da dapsona por Faget;

1960 Shepard quantifica a multiplicagdo do bacilo da hanseniase na pata de
camundongo;

1964 1° caso reportado de resisténcia a dapsona;

1970 Identificag@o de uma nova drega: rifampicina;

1971 Kirchheimer e Storrs,inoculam a doenga no tatu de nove bandas:

1981 OMS recomenda a utilizagéo da terapia multidrogas;

1997 Um regime de dose Unica é 'sugerido para pacientes.com uma-(inica lesdo
nodular: "ROM” (rifampicina /-ofloxacina / minociclina); B

2001 Sequenciamento do genoma completo de uma cepa-indiana de M. leprae

isolado da regido de Tamil Nadu (india).

Tabela adaptada de Reibel et al., 2015.

Em 1947, houve o inicio-da‘aplicacio de sulfonas em doses supervisionadas,
que controlavam a transmissdo “do ‘bacilo” e permitiu a saida dos individuos
infectados dos asilos.” Esse fator evitava intermagées compulsorias, garantindo um
avanco na assisténcia' dos pacientes; porém, ndo garantiu a reintegracao social
(Garcia, 2001).

Com o passar do tempo, a palavra lepra comegou a gerar grandes discussdes
e repercussoes devido ao estigma social causado. Em 29 de marg!a:chéJ I1EQ[5{;})
Presidente Fernando Henrique Cardoso sancionou uma lei que visava éhélr})!iltg;égé:ga
palavra em documentos oficiais da Administragdo centralizada e descentralizada da
Unido e Estados-membros, lei de n® 9.010 (Ministério dos Direitos Humanos, 1995:

Trautman, 1984). Um resumo historico acerca da doenca esta descrito na Tabela 1.
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1.2 Epidemiologia

As enfermidades conhecidas como doengas tropicais negligenciadas (DTN),
que sao caracterizadas pela prevaléncia em condigbes de pobreza e contribuigio
para a manutengédo do quadro de desigualdade, afetam mais de um bilhdo de
pessoas, representando cerca de um sexto da populacdo mundial. Além disso,
essas doencas sdo caracterizadas pelo seu alto grau de morbidade e mortalidade, e
representam uma necessidade meédica importante que permanece ndo atendida. A
hanseniase esta entre as doengas negligenciadas (Tabela 2) e necessita de maiores

investimentos em pesquisa, controle e producdo de medicamentos (OMS, 2007).

Varios fatores favorecem a transmissédo-das DTN, entre eles estdo: a falta de
acesso a agua potavel e limitado acesso aos servigos de saude e aos
medicamentos. No que concerne ao 'governo, ha pouco investimento em pesquisa
sobre as DTN, além de pouco interesse da industria farmacéutica (Manderson et. al.,
2009).
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Tabela 2: Principais doengas negligenciadas tropicais de acordo com o agente

etiologico, a nivel global

Causadas por virus

Doenca Estimativa de mortes por ano
Dengue 3.000-4.200

Raiva 26.000

Causadas por protozoarios

Doenca de Chagas 10.300

Tripanossomiase Africana 9.100

Leishmanioses 51.600"

Causadas por helmintos

Cisticercose/teniase 1.200
Equinococose 1.200
Oncocercose ~
Filariose e
Esquistossomose 11.700

Helmintiases transmitidas pelo. solo.contaminado | 2.700

Causadas por bactérias

**k

Hanseniase

%%

Tracoma

Tabela adaptada de Molyneux et al., 2017.-*Dados referentes ao subcontinente Indiano. ** Sem
mortes atribuidas.

A organizacao ~-Mundial ~de- Saude (OMS) promoveu um proposito de
Estratégia Global para Hanseniase durante o periodo de 2016-2020, que visa a
deteccdo precoce da doenga para evitar o aumento do grau de incapacidade do
paciente e impedir a disseminacdo para a populacdo. Além da e%#;}lé%!ig%l
houve outras: durante o periodo de 2000-2005 o foco era a introdugdo da
poliquimioterapia (PQT); de 2006-2010 foi realizada a estratégia global com o
objetivo de reduzir a incidéncia da hanseniase e manter as atividades de controle da
doenca; e de 2011-2015 foi realizada a estratégia global aprimorada para redugéo
da incidéncia da doenga, em que houve o aperfeicoamento de agbes conjuntas que

visavam sua detecgao precoce (OMS, 2016).
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As trés ultimas décadas foram marcadas por avangos no controle da
hanseniase devido a introdugdo da poliquimioterapia (PQT), em que mais de 16
milhées de individuos foram diagnosticados e tratados, podendo assim observar
uma diminui¢do drastica na prevaléncia da doenga em nivel global. Porém, mesmo
com o sucesso da implementagdo da PQT, a incidéncia ainda se mantém alta, com
reducdo discreta a cada ano, e ainda permanece endémica em alguns paises

(Richardus & Habbema, 2007).

De acordo com a atualizagdo global da hanseniase em 2015, foram
detectados 211.973 novos casos ao redor do mundo, correspondente a uma taxa de
2.9 casos por 100.000 habitantes (Figura 2), e a taxa de prevaléncia era de 0.2
casos por 10.000 habitantes, resultando em um total de 176.176 casos registrados.
Diante disso, pode-se observar que mesmo.com.uma variedade-de estratégias de
controle da doenga, ainda ha um ‘elevado indice de  individuos infectados

atualmente, sendo a india o pais com maior incidéncia, seguido pelo Brasil (OMS,

2015).

Geographical distribution of new leprasy cases, 2015

0
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Figura 2: Taxa de incidéncia mundial da hanseniase reportada 8 OMS, no ano de 2015. As taxas
correspondem a uma razao para cada 10.000 habitantes (OMS, 2015).
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No Brasil, em 2016, houve cerca de 25 mil novos casos, e taxa de prevaléncia
era de 1.10 pacientes para cada 10.000 mil habitantes (MS, 2017a). A distribuicdo
da hanseniase entre as regides brasileiras & bastante heterogénea, sendo a regido
Nordeste a de maior prevaléncia, com quase 11 mil casos e coeficiente de
prevaléncia de 1.77 pacientes para cada 10.000 habitantes (MS, 2017b). Diante
disso, & possivel afirmar que a doenga ainda é endémica, o que representa um
grande problema de salde publica, e que a endemia devera permanecer por muitos
anos no pais. Além disso, os ultimos boletins epidemiolégicos apontam aumento na
incidéncia da doenga em individuos idosos — acima de 60 anos - populacéo alvo do
presente estudo. O Brasil, portanto, continuard com o objetivo de avangar no
processo de eliminagdo da hanseniase e, sobretudo, reduzir as chances de

contaminacéao de individuos sadios.

1.3  Agente etioldgico

O agente etiologico foi descoberto,em 1841 pelo médico noruegués Gerhard
Armauer Hansen. Ele descobriu a‘existéncia de pequenos corptisculos-em forma de
bastonete isolades de lesées de pele de.individues infectados e denominou o

patogeno de Mycobacterium leprae (Benchimol etal., 2004).

O bacilo tem um formato levemente curvo ou emforma de cajado, apresenta
um tempo de incubagéo que.varia de 2-a 10 anos| ndo possui motilidade, nao forma
esporos, € microaerdfilo-e.tem carater alcoolacido resistente. A parede celular do M.
leprae € covalentemente " ligada 'a acidos micolicos e peptideoglicanos-
arabinogalactanos. O “glicolipideo fendlico 1 (PGL-1) da ao bacilo especificidade
imunoldgica, sendo comprovado cientificamente interacdes entre a bactéria e
laminina de células de Schwann, conferindo ao PGL-1 papel m*pUr‘tla'n@lg;
interacoes periféricas nervo-bacilo (Scollard et al., 2006; Spencer etléll.l,]HZf()?H):?:’ji\

organizacgao espacial da parede celular esta representada na Figura 3.

Seu carater alcool acido resistente é explicado pelo fato de que o bacilo é
corado em vermelho pela fucsina e ndo se descora devido a lavagem com acidos e
alcoois quando corado pelo método de Ziehl-Neelsen, por isso, o M. leprae é

conhecido como BAAR - Bacilo Alcool Acido Resistente (Scollard et al., 2006). Esse
7




v LW LY W AV 1Y Yy U UV LY W Y'Y Y VY WV {9

b AL . £

fato permite a observagdo da gram positividade da bactéria, diante da coloragao
vermelha (Cole et al., 2001).
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Figura 3: Organizagdo da parede. celular do M. leprae. A camada mais externa apesenta
glicolipideo fendlico 1 (PGL~1), monomicolato de trealose (TMM), acidos micocerosoicos' (PDIMs),
fosfatidilinositolmonosideos (PIMs) e fosfolipideos!(PL). Na parede celular, LM significa lipomanana e
LAM, lipoarabinomanana-Adaptado de Vissai& Brennan, 2001.

O bacilo possuivmelhor sobrevivéncia em temperaturas entre-30-33°C, isso
faz com que as'extremidades do corpo como’bragos, -maos,-coxas, pernas, pes e
face sejam mais afetadas (Batista’et al;.n2011). Qutro fator''que impede a
manutencéo do bacilo em meios artificiais ‘€ sua duplicagdo lenta, cerca de 14 dias
(Cole et al., 2001). Este fato torma-se umcgrande impasse para novas descobertas

no meio cientifico.

Em 1960, foi provada a possibilidade de proliferacdo do bacilo no coxim
plantar de camundongos.” O “patégeno proveniente de pacientes humanos era
inoculado em camundongos, e diante disso, era possivel observar um granuloma
microscopico contendo bacilos élcool 4acidos resistentes se deis!amcll%rh&;
(Shepard, 1960). E um século apos a descoberta do agente etiolc’;gitlzg)l,l ]LIJIrHTrHovo'
modelo animal mais adequado foi descoberto na Louisiana, na década de 70, o tatu
de nove bandas Dasypus novemcintus, que, diferente dos camundongos, possibilita

a recuperagdo do bacilo com maior eficiéncia e em maiores quantidades em
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ganglios linfaticos, bago e figado (Cole et al., 2001; Deps et al., 2008; Scollard et al.,
2006).

Somente em 2001 foi finalizada a analise completa do genoma do M. leprae.
Foram feitas comparactes de sequéncias gendmicas entre o M. leprae e o M.
tuberculosis, diante disso, pode-se afirmar que o bacilo de Hansen divergiu de um
ancestral comum bacteriano, e de acordo com a analise pode ter mais de 2 mil
genes. O M. leprae possui 3,3 Mb, e um conteido médio de 57,8% de
guanina+citosina, enquanto o M. tuberculosis apresenta um genoma de 4,4 Mb, e
65,6% de guanina+tcitosina. Foi possivel observar, portanto, dimensées e rearranjos
reduzidos no genoma do M. leprae, fatores que podem ser associados a
incapacidade de multiplicagdo in vitro pela-eliminacdo de vias metabdlicas

essenciais, quando comparado ao M. tuberculosis (Cole et al.; 20071).

Devido ao compartilhamento-de antigenos.-com alto grau de homologia e
diversos estudos sobre os.patégenos da hanseniase e tuberculose, foi recomendado
desde 1991 pelo Ministério da Saude (MS) a administragio da vacina BCG(Bacillus
Calmette-Guérin- atenuado) para'os contatos domésticos de pacientes com
hanseniase. Contatos sem"a cicatriz da BCG ou.com apenas uma cicatriz sdo
vacinados. Essa pelitica do reforco da vacina.conferiu uma protecao de 56% a esses
individuos (De Carvalho et al., 2017).

1.4  Espectro clinico e estratégias terapéuticas

Um individuo infectado com.o M. leprae pode desenvolver a doenga sob um
variado espectro clinico, em que os padrées podem ser modificados durante o seu
curso ou evoluir para a cura espontanea, dependendo da respostmimﬁr*[_%i lcz,i;
hospedeiro. Apesar da baixa patogenicidade, o carater imunogénico do|Mileprae-¢
responsavel pelo potencial incapacitante da doenca, sendo altamente infectivo
(Scollard et al, 2006). Diante disso, & possivel observar que as respostas
imunologicas desempenham um papel fundamental no controle da doenca (Moraes
et al., 2006).
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Inicialmente, o individuo infectado apresenta a forma indeterminada da
doenga. Pacientes classificados nessa forma nédo se enquadram no espectro clinico
descrito mais a frente, e somente se houver a progressdo da doenca sera possivel
distingui-la diante da variedade de formas clinicas existentes. A hanseniase
indeterminada apresenta uma condigdo macular, poucas lesées (geralmente
hipopigmentadas) e pode haver um comprometimento da sensibilidade (Ridley &
Jopling, 1966).

A classificacdo de Ridley e Jopling, adotada em 1966, € a mais aceita
atualmente. Nesta classificagdo, o espectro clinico é amplo e dividido em 5 formas:
dois grupos polares, tuberculoide (TT) e lepromatoso (LL); e trés grupos
intermediarios também chamados de formas borderlines, borderline tuberculoide
(BT), borderline borderline (BB) e borderfine lepromatosa (BL)-(Ridley & Jopling,
1966). A maioria dos pacientes se enquadra nas formas ‘borderline (Scollard et al.,
2006).
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Mycobacterium leprae fase inicial da hanseniase
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Resposta imune Imunocompeténcia e giada por células mediada por células  mediada por células

rApresentagéo ™) Reirai s Hanseniase polar Apresentagbes Hanseniase polar
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Figura 4: Classificago clinica, bioldgica e terapéutica da hanseniase. Adaptada de Reibel et al.,
2015.

As'lesbes cutaneas caracteristicas do'polo tuberculoide'envolvem a classica
placa eritematosa com a borda exterior elevada-e um-centro achatado. As lesGes
sd0 pouco numerosas,-com_superficies ‘asperas, anestésicas (excegéo do rosto) e
lesbes nos nervos, o que causa dore inchaco. Este polo € marcado por um alto nivel
de resposta imune “celular, predominancia de resposta do tipo TH1, presenca de
granulomas bem formados,infiltrados linfocitarios, o que permite o controle da

replicagdo micobacteriana, portanto, dificilmente sdo encontrados bacilos nas leses
T
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de pele (Ridley & Jopling, 1966; Santos et al., 2002).
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Tabela 3: LesOes dermatolégicas mais comuns na hanseniase

Sinais dermatoldgicos

Manchas pigmentares ou discromicas Resultam da auséncia, diminuicdao ou aumento
de melanina ou depdsito de outros pigmentos ou
substancias na pele.

Placa Lesdo que se estende em superficie por varios
centimetros. Pode ser individual ou constituir
aglomerado de placas.

Infiltracao Aumento da espessura e consisténcia da pele,
com menor evidéncia dos sulcos, limites
imprecisos, acompanhando-se, as vezes, de
eritema discreto.

Tubérculo Designagdo em desuso, significa papula ou
nodulo que evolui deixando cicatriz.

Nédulo Lesdo sdlida, circunscrita, elevada ou n3o, de 1
a 3 cm:de tamanho.

Fonte: Nery et al., 2015.

Ja no outro extremo, o polo lepromatoso, as'lesées sio caracterizadas como
multiplas maculas ou pdpulas pequenas e-.com superficies lisas e.brilhantes. As
lesbes podem n&o, ser anestésicas -ou apenas ‘em algumas partes, e.0s nervos
periféricos nao-podem ser palpaveis, @ nao ser que o paciente tenha evoluido de
uma forma borderline anteriormente. E marcado por um. alto nivel de resposta
humoral, na analise histopatologica sdo encontrados-indmeros macrofagos ricos em

bacilos e:nédo ha formagéo de granulomas(Ridley. & Jopling; 1966).
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Figura 5: Caracteristicas macro e microscopicas das les6es das formas polares
da hanseniase. Lesao em placa.em antebrago de paciente tuberculoide (A) e nédulos
disseminados em paciente - lepromatoso (B). (Caracteristica histologica tipica. de
fragmento de lesdo ‘cutanea de paciente-icom a forma tuberculoide ‘mostrando
granuloma e célula-epitelidide (C) e de lesdo lepromatosa com infiltrado mononuclear
difuso e inespecifico (D); coloragao de Hematoxilina e Eosina, HE 200X. (Nery et al.,
2015).

Em alguns casos, pode ocorrer a interrupc¢ae 'do curso natural da.doenga com
episodios  de inflamagdo aguda, denominado ‘episddio-reacional ou reagéo. Esses
episodios séo diferenciados.em: reagéo do tipo | (reacdoreversa ou RR) e reagéo do
tipo Il (eritema nodose hansénico-ou ENH) (Moraes et al., 2006). O quadro reacional
esta associadotcom agravamento-do estado clinico do paciente, podendo surgir

novas lesbes e até-mesmo. 0 reaparecimento de lesées antigas (Scollard et al.,

2006).

Ha um teste cutaneo que fornece uma medida da capacidade dowc&p%r@
formar uma resposta imune mediante aos antigenos inoculados, denontinado>teste:
de lepromina - cuja reagédo € denominada de Reacdo de Mitsuda (Figura 6). O teste
é geralmente positivo em pacientes TT (>5mm), e negativo em pacientes LL, que

pode ser explicado pela caracteristica de pacientes lepromatosos apresentarem
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baixa imunidade celular frente ao bacilo. Esse teste, portanto, auxilia na distingéo

dos polos (Ridley & Jopling, 1966).

Flgura 6: Teste de Mitsuda posm,
Antonio et al., 2013.

Em relagdo ao tratam@nfo 0 Mlnuster@ da Saude do Brasil adotou uma
classificagéo para de“ﬂgnlr' 0s esquemas‘.tefapauirécsra serem utmzados Pamentes
BB, BL e LL\Ls*ao \classificados cgmvmultlba@iiares (|nd|ce pam}ésco;ggeb IB maior
ou igual a 2) e 0s pacnenteé.* TT gBT s40 paumbacrla;re‘é (|B*- meno‘[ qué 2). 0 1B
refere-se a estlmaﬂva do nurﬁero de bacnos presentes “no esfragago segumdo a

escala Iogaﬂtmica de Rldley e Jopllng*(MS;- 20102 \O

«1(”g \.,." )
) 3 1
L - &.' 1¢

Com relagdo ao tratameﬁto,_a NPQT e umé commnagao de rifampicina,

J
,.rx""-'

dapsona e clofazmma«,,}éésocnaqé’o essa_mje mtqrve”m na interrupgéo da cadeia de
transmissao da deeﬁga Iogo has prim" ras doses O tratamento para pacientes MB &

a utilizagao de nfammcma (GOG”mgH dQse mensal) clofazimina (300 mg, dose mensal
e 50 mg/dia) e dapsona (v'100;r\g’ -dose mensal e 100 mg/dia), com duragdo de 12
doses em até 18 meses. Em pacientes PB, é utilizado rifampicina (600 mg, dose
mensal) e dapsona (100mg, dose mensal e 100 mg/dia), com duracéd [aE]| fddses
em até 9 meses. As doses mensais sdo supervisionadas, enquanto ad’4bseY didfias
s&o auto-administradas. E a alta por cura é dada apos administragdo completa do

esquema terapéutico (MS, 2014).
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1.5 Mecanismos de transmissio

Acredita-se que o sitio preferencial de entrada e saida do M. leprae é a
mucosa nasal, portanto, a infecgo inicial ocorre através das vias aéreas superiores
(Cole et al., 2001; Martinez et al., 2011). Embora a cavidade oral seja raramente
reportada, estudos realizados em 2010 por Martinez e colaboradores comprovaram
que a mucosa oral € a segunda fonte de infecgdo e transmissdo do bacilo. Os
contatos intradomiciliares também podem participar da transmissao ativa da doenca,

visto que a transmissao subclinica & de possivel ocorréncia (Martinez et al., 2011).

Doentes paucibacilares (PB) abrigam um pequeno nimero de bacilos,
portanto, ndo sdo considerados fontes importantes de transmissdo devido a baixa
carga bacilar. Ao passo que doentes multibacilares-(MB) abrigam muitos bacilos na
cavidade nasal, sendo considerados como importantes. fontes de infeccdo e
manutengéo da cadeia epidemioldgica. Apds iniciado ‘0 tratamento com a PQT, os
doentes ndo sdo mais capazes 'de transmitir a-doenca, pois os bacilos sd0 mortos

nas primeiras doses da antibioticoterapia (MS, 2010).

A transmiss&o da doenca envolve 0 contato prolongado entre os. individuos
infectados e nao infectados e, além disso, o risco-& maior quando hd exposicdo com
o tatu de nove bandas, por meio da ingestdo da carne. Portanto,. individuos que
possuem contato prolongado com-doentes e estdo. expostas ao animal possuem

chances maiores de serem infectados (Deps et.al), 2008).

Os mecanismos de transmissdo-englobam, portanto, vias aéreas superiores -
através de pacientes 'com carga bacilar elevada e ainda né&o tratados - por
inoculagdo na mucosa nasal, eral, lesées de pele (pele ndo integra). Ha ainda,
suspeitas de objetos contaminados e insetos vetores como possiveis fontes de
transmisséo do patogeno (Batista et al., 2011; Martinez et al., 2011: M 10,).
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1.6 Diagnostico

O diagnostico da hanseniase &, por definicéo, clinico e deve ser realizado por
uma equipe de saude especializada (Saunderson & Groenen, 2000). Devido ao
carater infeccioso e contagioso da doenga, o diagndstico precoce é essencial para

aumentar as possibilidades de um curso clinico favoravel durante o tratamento

(Martinez et al., 2011).

Ao sugerir critérios de diagnoéstico para qualquer condicdo médica é de
grande importancia analisar as condi¢cbes de especificidade e sensibilidade, pois é
necessario evitar diagnoésticos erréneos, seja por novos casos perdidos ou por
serem excessivos e desnecessarios. Diante disso, as informagées e ferramentas
disponiveis devem ser avaliadas para que atinjam.um certo grau de confiabilidade,

com o objetivo de ser obtido um diagnéstice correto (Saunderson & Groenen, 2000).

De acordo com o oitavo relatério do Comité 'de Hanseniase da Organizacao
Mundial de Satde, o mais recente e publicado no ano de 2012, sugere que a
hanseniase seja diagnosticada quando pelo 'menos um dos sinais clinicos estejam
presentes: hipopigmentacdo_ou vermelhiddo da pele:'com perda definitiva de
sensibilidade; nervo periférico espessado, com perda de sensagao €/ou fraqueza
dos musculos ligados ao nervo; e presenca‘de bacilos-alcoois acidos resistentes em

esfregagos cutaneos (OMS, 2012).

Ha ferramentas que ‘podem servir de auxilio no diagnostico clinico como a
baciloscopia, a analise histopatolégica de fragmentos de lesdes de pele e a reacéo
em cadeia da polimerase (PCR;MS, 2010; OMS, 2012). A PCR ¢ um método de
amplificacao de regides especificas do DNA do M. leprae, sendo muito importante
por auxiliar no diagnostico de pacientes paucibacilares devido a baciloscopia
negativa (Martinez et al., 2011; Rosa et al., 2013; Scollard etljlm ﬁgp% A
baciloscopia (exame baciloscopico do raspado intradérmico) classifica blpaciente:de
acordo com o espectro clinico, quando se refere as formas MB ¢é positiva, e as
formas PB, negativa (MS, 2010). E a analise histopatoldgica das lesbes cutianeas
dos pacientes, feita através do método de hematoxilina e eosina (H&E), € o padrao

ouro dos testes diagnosticos. A coloragdo H&E é a principal utilizada em anatomia
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patolégica, sendo as principais caracteristicas observadas: o acometimento de

nervos cutaneos, inflamacgao e granulomas (Scollard et al., 2006).

E possivel, também, verificar a presenca do bacilo utilizando testes
sorolégicos para auxiliar o diagnoéstico por meio da identificacdo de anticorpos anti-
PGL-1, utilizados juntamente com o exame clinico. A analise dos titulos destes
anticorpos pode ser usada para estimar a carga bacilar do individuo infectado,
identificando infecgéo subclinica ou a doenga. Em pacientes MB, a detecc¢éo desses
anticorpos pode ser muito util, ja em paciente PB pode ser muito baixa ou

indetectavel, o que representa uma dificuldade desse método (Buhrer-Sekula, 2008).

1.7 Aspectos genéticos envolvidos com a suscetibilidade a hanseniase

Antes da descoberta do bacilo,M. leprae por Hansen, a teoria de transmissao
mais aceita desde o século XIX era a hereditariedade. Foi observado que a doenca
afetava mais de uma, geracéo de familias, mas havia muitos ¢asos em que o
individuo apresentava a doenca em idade adulta, e entdo-anos mais tarde foi
associada a predisposicéo. genética. Diante disso, pode-se perceber a importancia
de parentesco entre ‘'os doentes e comunicantes para-a cadeia 'de transmiss&o
(Pandya, 1998).-Com o avancgo da ciéncia, foi pessivel concluir que-a doenca € de
carater contagioso, mas que polimorfismos:genéticos podem conferir resisténcia ou

suscetibilidade a doenca.

As bases moleculares de vulnerabilidades genéticas resultantes da maioria
das infecgbes micobacterianas em humanos ainda ndo sdo bem conhecidas.
Entretanto, existem alguns.estudos que provam a relacdo entre suscetibilidade
genetica e infecgbes (Kang & Chae, 2001). No caso da hanseniase, sabe-se que a

. . . ’ , . -\; . Ih
partir do momento em que um individuo é exposto ao bacilo, unUdeuL%t&zde
Bibhoteca
diferentes genes podem modificar a suscetibilidade a doenga em dois momentos,
seja ele no controle da infeccdo per se, ou na determinacdo da forma clinica

(Prevedello & Mira, 2007).

Os genes candidatos s&o selecionados de acordo com trés critérios: possivel

papel critico na patogénese da doenca; localizacdo da regido gendmica envolvida no
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controle da doenga; ou uma combinacdo dos dois critérios anteriores, ou seja,

candidatos funcionais/posicionais (Prevedello & Mira, 2007).

Em 2001, foi realizado um estudo por Kang e Chae, no qual foi demonstrado
que mutagées no Receptor Toll-like 2 (TLR 2) presentes na superficie de
macréfagos e células dendriticas estdo associadas com suscetibilidade 3 infeccao
pelo M. leprae (Kang & Chae, 2001). O TLR 2 ¢ a principal molécula de superficie
celular capaz de mediar respostas imunes inatas a agentes patogénicos, sobretudo,
as micobactérias (Scollard et al., 2006). A ativagdo do TLR 2 desencadeia uma
cascata de sinalizagéo citoplasmatica que promove a liberagéo de citocinas pro-
inflamatorias. Essas citocinas desempenham papel crucial no funcionamento da
resposta imune inata e na ativagdo da resposta adaptativa (Kapsenberg, 2003).
Portanto, alteragbes na expressdo e/ou funcionamento destes receptores, podem
influenciar na resposta do individuo contra o patégeno (Kang & Chae, 2001). Em um
estudo que envolveu pacientes oriundos 'da Etiopia, pelimorfismos no gene que
codifica o TLR2 foram associados ‘a’ suscetibilidade. a hanseniase, bem como ao

desenvolvimento da reacgéo reversa (Bochud et-al., 2008).

O IFN-y esta envolvido no processo’de contencao e/ourmorte. do bacilo, pois
induz resposta do tipo Tr1 por-meio da indugéo da secrecao de IL-12. Além disso, o
IFN-y esta envolvido em-diversos eventos que regulam a resposta imune adaptativa,
sendo capaz deconter a infecgdo e evitar a disseminacdo.da doenca. O gene que
codifica o 1FN-y esta localizado-na regiéo 12q14, ‘e o_alelo 874T esta ligado a
protecao contra doencas " infecciosas, principalmente a tuberculose. Estudos
realizados por Cardoso e colaboradorés provaram tal associacdo com a resisténcia
a hanseniase, tendo’'em _vista' que' o IFN-y € uma molécula chave no
desenvolvimento de respostas imunologicas protetoras (Cardoso et al., 2010;

Cardoso et al., 2011).
UNIRIO

Outra citocina que desempenha papel relevante na imunopatbigéneise:da
hanseniase é o Fator de Necrose Tumoral (TNF). O TNF é produzido principalmente
por macrofagos, e promove a ativacio de macrofagos e linfécitos T,
desempenhando um papel fundamental na inflamacéo inespecifica e na resisténcia

inata. Estudos demonstraram que polimorfismos nos genes promotores para TNF



estdo associados com o desenvolvimento da hanseniase, em especial a forma

multibacilar da doenga (Santos et al., 2002).

Além disso, polimorfismos no gene NRAMP1, que codifica a Proteina de
Macrofagos Associada a Resisténcia Natural 1, estdo associados com
manifestagoes clinicas da hanseniase e com suscetibilidade a infeccdo. A proteina
codificada pelo gene NRAMP1 garante resisténcia a parasitas intracelulares, pois
esta ligada a morte destes patégenos nos fagolisossomos de células fagocitarias.
Isto ocorre devido ao efluxo dos jons Fe** e Mn**, que sdo essenciais para a
sobrevivéncia do patégeno no interior da célula fagocitaria (Blackwell et al., 2000;

Canonne-Hergauxet al., 1999; Cooke & Hill, 2001: Meisner et al., 2001; Nevo &
Nelson, 2006).

Ademais, o metabolismo ativo da vitamina D ¢ crucial.na modulagéo de
respostas imunes adquiridas. Ja foi demonstrado que a vitamina D pode prevenir
infecgédo por Mycobacterium tuberculosis através da ligacdo da sua forma bioativa
(1,25-dihidroxicolecalciferol) ‘@o-receptor de witamina D (VDR). O receptor nuclear
polimdrfico regula a expressao de genes fundamentais para a funcao imune, ou seja,
esta diretamente ‘associado coma supressido da proliferacdo de  linfocitos, a
produgédo de imunoglobulinas e a sintese de citocinas (Cooke ‘& Hill,»2001; Scollard
et al., 2006; Sutaria-et al., 2014). A partir desse conhecimento, foi realizado um
estudo em pacientes com hanseniase, ‘o qual. indicou que alelos diferentes desse
gene estavam associados a formas diferentes’da hanseniase, influenciando no

espectro clinico da doenga (Cooke & Hill, 2001: Roy.etal., 1999).

Destaca-se-a importanciacdos genes PARK2 e NOD2 - alvos do presente
estudo - pois estdo diretamente associados com o perfil de imunossenescéncia e
suscetibilidade a hanseniase.“O gene PARK2 codifica uma proteina denominada
parquina. Esta proteina é responsavel pelo processo de ubiquitinagéqjmliﬁs\l@e
proteinas alvo para degradagdo no complexo proteassémico. De aéordo:icom: a
Figura 7, a parquina € constituida por uma por¢ao amino-terminal ubiquitina like que
interage com o proteassoma e uma porcao carboxi-terminal com 3 dominios que
interage com pelo menos uma proteina de membrana, neste caso a CASK. Além
disso, a parquina pode recrutar uma série de proteinas acessoérias como HSP70,
CHIP e componentes de outras ligases E3 como hsel10. Os substratos associam-se
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ao dominio RING1 e regides proximas, enquanto IBR e RING2 s&o responsaveis
pela vinculagdo de E2, enzima que carrega ubiquitinas ativadas. A proximidade de
E2 e substrato pode promover a reagdo de ubiquitinacdo, que pode continuar
através de varios ciclos que sdo reconhecidos pelo proteassoma e entdo degradado

aos peptideos constituintes (Cookson, 2003).

Proteasome
!

C Amml Dloivgy

Figura’ '( Parquma eseu pape1 na degradac.ao de proteinas alvos
Cookson, 2003. ; < X ‘

Ja é bem conheC|da a assomagao entre genes PARK2 (Parqulna) e PACRG
(gene co- regulador com parquma) com a suscetlbmdade a hansemase A parquma e
responsavel pela ubiquitinagao de protemas alvo para degradagao reconhecimento
de mitrocondrias despolarlzadas regulagéo do processo de autofagua e possui efeito
antiapoptotico. Dlante drsso e posswel perceber que a parquina possui um efeito
protetor bem descnto apresenta uma tendencna em inibir a apoptose e promover a
autofagia de patogenos mtracelulares Muta(;oes neste gene, portanto, podem fazer
com que os individuos apresentem um ambiente permissivo para o crescimento do
patogeno, devido & inibigdo do processo autofagico (Cardoso et al., ZOU I’\?lcl—g\“iafﬂ et
al., 2006). Biblioteca

O gene NOD?2 interage diretamente com o sistema imune inato. De acordo
com a Figura 8, apos a estimulagéo basolateral do muramil dipeptideo (MDP), NOD2

¢ recrutado para a membrana plasmatica por um regulador positivo de NFkB
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(FRMPD2), que é facilitado por uma proteina associada a membrana (ERBB2IP).
Posteriormente, uma proteina adaptadora (RIPK2) acopla-se ao complexo e habilita
a ativagdo da via do fator de transcricdo NFxB e a indugdo da quimiocina pro-
inflamatoria IL-8 e o peptideo antimicrobiano BD-2. Quando ha uma variante
genética associada ao NOD2, a interagdo com o regulador positivo de NFxB é
prejudicada, podendo levar a uma compartimentacdo desregulada de NOD2 e falha

na ativacdo de NF-kB e na indugéo de genes alvos (Lipinski et al., 2012).
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Figura 8: Especific‘idade espacial da sinalizagdo de NOD2 induzida por MDP.-
Lipinski et'al.; 2012, | ) |

Estudos' realizados em uma popUIa¢éo ,nd ‘Nepar demonstraram relagbes
entre polimorfismos no gene NOD2 e hanseniase, EVidénciés‘ihdicam que tal gene
esta envolvido no controle‘ da suscetibilidade a hanséniase. Porém, ainda se fazem
necessarias pesquisas _mais apr‘ofundadas sobre arranjos de haploétipos
(combinagbes de‘ um\gru'po de alelos" adjacentes, que compartiham o mesmo
Cromossomo), pois essas associaq;c")es podem ndo ser condizentes em diferentes
populagdes. Acredita-se que polimorfismos no gene NOD2 possam estar
relacionados ao controle da autofagia, pois ha uma interagéo comLéNéﬁ|@L1
(ATG16L1) ligado a autofagia. Ja foi comprovado também que na Doéﬁggl |cﬁ"g[Chr]on
alteragdes neste gene levam a incapacidade de indugédo de autofagia. Com relagéo

4 hanseniase, & provavel que alteragcbes nesse gene possam desregular a via
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autofagica, assim como ocasionar uma menor indugdo de NF-kB, um fator de
transcricdo que regula a atividade de multiplos genes, especialmente genes que
controlam respostas imunes e reacgées inflamatdrias. Essas alteractes sdo capazes

de favorecer a infecgéo pelo M. leprae (Cardoso et al., 2011).

Apesar de avancos tecnologicos que possibilitam tais evidéncias, identificar a
natureza do componente genético, principalmente o nimero de genes envolvidos,
funcbes biologicas e variagbes genéticas, ainda é um desafio para a ciéncia
(Prevedello & Mira, 2007). Além de alteragbes genéticas, ha uma ampla variedade
de efeitos ambientais que contribuem para a abordagem do assunto. E muitas
vezes, 0s estudos tornam-se inconclusivos, pois mostram resultados variados e
conflitantes (Prevedello & Mira, 2007; Santos et al.,, 2002). Esses fatos provam a
necessidade de pesquisas acerca da imunossenescéncia relacionadas com doencas

infecciosas, como a hanseniase, particularmente em pacientes imunologicamente

diferenciados.

1.8 Imunossenescéncia e dinamica das doengas inflamatérias

O envelhecimento esta relacionado com o pregressive-declinio-da funcdo
imunolégica de um individuo, -denominado imunossenescéncia (Hakim & Gress,
2007; Panda, 2010). Assim, a imunossenescéncia é capaz .de. ocasionar um
aumento da- suscetibilidade a diversas doencas. virais . e bacterianas, como a
hanseniase, alvo do presente estudo;'e até mesmo: diminuicdo de resposta as

vacinas (Panda, 2010).

Ao longo da‘vida, -as' células sdo constantemente expostas a agentes
estressantes como radiagbes ionizantes e espécies reativas de oxigénio, citocinas
pro-inflamatorias, entre outros. Esses agentes podem provocar danols no DNA que,
se nao forem reparados, podem ocasionar mutagbes e até mesmo i‘g{ Hg{;{lﬁqlz.%orte
da célula. A correta regulagdo da eliminagdo dessas células potencialmente

danificadas € o processo de antienvelhecimento (Cevenini et al., 2013).

Por outro lado, a auséncia do processo de eliminagdo dessas células pode
iniciar uma resposta denominada de senescéncia celular, que consiste na parada
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permanente do ciclo celular, fazendo com que a célula nao realize seu metabolismo
e nao haja substituigdo das mesmas. A senescéncia celular também esta associada
com o encurtamento gradual do DNA telomérico, sequéncias nucleotidicas que

protegem 0s cromossomos, o0 que inviabiliza a renovacao celular (Salvioli et al.,

2013).

Existem genes descritos na literatura que estdo relacionados com a
senescéncia de linfocitos T, sendo a telomerase e o CD28 exemplos de proteinas
codificadas por alguns desses genes. Para compensar a reducdo dos telébmeros,
algumas subpopulagbes celulares expressam a telomerase, uma enzima
transcriptase reversa, que utiliza um molde de RNA para sintetizar o DNA telomérico.
Ja foi demonstrado que ha a diminui¢do da regido telomérica em linfocitos T, e que
apenas em uma subpopulacéo de linfocitos T CD28+, a telomerase possui atividade,
sendo capaz de manter o comprimento dos telémeros. Portanto, o estudo dessa
subpopulagéo € importante para o entendimento da regulacéo da telomerase em
linfocitos T e nos desdobramentos do.declinio da agdo funcional dessas células

durante a imunossenescéncia (Huang et al., 2017).

Ademais, o processo de envelhecimento também esta relacionado com a
ocorréncia de . diversas doencas “inflamatdrias comuns & terceira idade, como
aterosclerose, diabetes tipa-2, sindrome metabdlica, ‘sarcopenia e a.osteoporose. O
conjunto das condigées fisiologicas e celulares ‘que propiciam ~um ambiente
permissivo - para ocorréncia das doengas _inflamatorias citadas ¢ denominado
inflamm-ageing. Esse processo,esta associado com uma redugdo na capacidade do
sistema imune em responder a'/agentes “quimicos, fisicos, antigénicos e com o
aumento gradualde-marcadores pré-inflamatoérios como Interleucina-6 (IL-6) e TNF.
Componentes da familia NF-xB, por-exemplo, sdo mediadores caracteristicos da
inflamagao, que controlam ‘a. multiplicacdo e sobrevivéncia celular durante as
respostas imunes inatas e adaptativas. Tendo em vista que o Ien\|4‘e|Ihec:img—;nto
provoca mudangas especificas em diferentes células e 6rgdos, a fuqéé.§|l£1familia
NF-xB sofrera modificagdo quanto ao seu carater mediador nos processos

inflamatérios (De Martinis et al., 2005; Cevenini et al., 2013).

Em relacdo a resposta inata, durante a imunossenescéncia, ocorre reducao
no recrutamento de fagécitos, na liberagdo de granulos, na atividade microbicida por
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macréfagos e de células polimorfonucleares e na expressdo de receptores e
correceptores de linfocitos T (Panda, 2010). A imunidade inata parece estar mais
preservada, enquanto alteragcées na imunidade adaptativa sdo comprometidas em

maior grau como retratado a seguir (Agondi et al., 2012).

Na imunidade adaptativa, a involucédo timica, que esta associada ao avanco
da idade, provoca declinio na populacdo de linfocitos T naive e ao mesmo tempo,
pode ser observado um aumento na subpopulacéo de linfécitos T de memoria, mas
com uma diminui¢&o na diversidade e funcionalidade de células CD4+ e CD8+. Com
relagdo a imunidade humoral, pode haver uma resposta reduzida dos anticorpos,
diminuindo entéo a afinidade antigeno-anticorpo, além do aumento da probabilidade
de falhas na eliminacéo de linfocitos autorreativos, fazendo com que as doencas
autoimunes sejam bastante frequentes em idosos. Esses problemas dispares
contribuem para o mesmo problema central, a diminuicdo na producdo de novas
celulas T e B, com consequentes perdas na diversidade do repertorio e competéncia

funcional (Derhovanessian et al., 2009; Hakim & Gress, 2007).

Esses fendmenos descritos explicam a capacidade aumentada que os idosos
tém de ndo responder’adequadamente! aos antigenos presentes, tendo como
referéncia vacinas ou novas infecgées. Ja. foi demonstrado’ por exemplo, que a
permanéncia do citomegalovirus:(CMV) no hospedeiro-' pode  -acelerar o
envelhecimento do -sistemacimune. O CMV ¢ um ‘viruschumano-da familia
Hespeviridae, ‘sua soroprevaléncia. é 'de 70:90% da populagdo adulta, e é
caracterizado pela presenca de altos niveis de anticorpos contra o citomegalovirus,
acumulo de linfocitos T CD8+ especificos ‘para CMV e reducéo na populagéo de
linfocitos T naives—E mais "' comum em individuos imunossuprimidos, e esta
relacionado com o aumento do indice de morbi-mortalidade em idosos, aumentando

a suscetibilidade a infeccdes (Pawelec et al. 2014).

Atualmente, existem diversos estudos transversais, que retrafdnh| sbbie a
. i A . ~ . - F 1) 1 .,:l.i. 1
incidéncia e prevaléncia da hanseniase. Por outro lado, ha po'd&ldis'" estiidos
longitudinais que associam a hanseniase com a imunossenescéncia. Por iSso, é de
muita importancia fazer a associagdo entre o aparecimento da hanseniase em

idosos e a imunossenescéncia.
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2. JUSTIFICATIVA

A hanseniase € uma das doencas infecciosas mais antigas, e ainda continua
sendo um problema de saude publica, com indices de incidéncia preocupantes (Cole
et al., 2001). Possui maior prevaléncia em adultos jovens, tendo em vista que o
diagnostico da doenga ocorre geralmente entre 20 e 40 anos de idade. Porém, a
incidéncia em individuos idosos (com idade igual ou superior a 60 anos) tem
aumentado cada vez mais.

De acordo com o MS, o Brasil possui a quinta maior populagéo idosa do
mundo, com cerca de 28 milhGes de idosos, representando 13,7% do total (MS,
2016). Diante desses dados, € possivel afirmar que o nimero de novos casos de

pacientes idosos com hanseniase tende a sofrer um aumento progressivo.

Dados epidemiologicos do Ambulatério. Souza Aratjo (ASA), centro de
referéncia do MS, localizado na Fundagéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), mostram um
aumento da incidéncia de 5,5% da;populagdo idosas ‘entre os periodos de 1990-
2001 a 2002-2013, perfazendo:um total de 20% de todos os casos em 2014 (Lisboa,
2016). Se faz necessarjo; portanto, entender quais fatores estdo relacionados com o
desenvolvimento.da doenca somente na. terceira idade, pois 0s " mecanismos

envolvidos com essa ocorréncia nao estio esclarecidos.

Levando-se-em conta.que o tempo.de-incubagdo dobacilo varia entre 2 a 10
anos, e que-a maioria dos individuos expostos ao M. leprae residem em areas
endémicas a maior parte da.vida, & de interesse-entender a relacdo entre o
aparecimento tardio da-doenca e a imunossenescéncia. Nesse contexto, ja esta bem
demonstrado que,-dentre outras 'condicdes, a imunossenescéncia esta associada
com suscetibilidade a infecgdes., Porem, ainda nao foi esclarecida a relacdo entre a

queda da atividade imunoldgica de um individuo e o aparecimento da hanseniase.

, \

Assim, € possivel concluir que o melhor entendimento do impac%gqlrélé__ﬁgglr;%ica

em doencas como a hanseniase e a associagdo com a imunossenescéncia pode
levar ao desenvolvimento de novas estratégias de diagnéstico, prevencao e
terapéutica da doenga no futuro. Além disso, esse conhecimento pode impactar
positivamente na diminuicdo de novos casos nessa faixa etaria da populacao

brasileira, podendo contribuir para o equilibrio da qualidade de vida em idosos.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral:

Analisar a expressdo de genes associados com a imunossenescéncia e

suscetibilidade a hanseniase em idosos acompanhados no Ambulatorio Souza

Aratijo (ASA) - FIOCRUZ.

3.2 Especificos:

1. Quantificar a expressdo dos genes de interesse (PARK2 e NOD2) e

constitutivo (GAPDH) por meio de PCR quantitativo'em tempo real.

2. Correlacionar os dados obtidos quanto a expressio génica com os dados

clinicos e demograficos.

UNIRIO

Eiblioteca
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4. MATERIAIS E METODOS

41 Populagado de Estudo

Este estudo envolveu pacientes idosos diagnosticados com hanseniase,
classificados de acordo com Ridley e Jopling. A pesquisa contou com a presenca de
dois diferentes grupos, 10 pacientes MB e 10 PB com idade igual ou superior a 60
anos. Todos os pacientes foram acompanhados no ASA do Instituto Oswaldo Cruz

(10C), FIOCRUZ, no Rio de Janeiro.

E importante ressaltar que variaveis como género, condicées
socioecondmicas e regides de residéncia em.areas endémicas foram analisadas,
assim como dados clinicos desses pacientes. Todos os pacientes eram virgens de
tratamento, as amostras biologicas foram coletadas imediatamente apos o
diagnostico e antes do inicio da-PQT, logo, casos de recidiva eram excluidos desde
entdo - reaparecimento de uma doenca ou sintoma. E, também, ndo foram coletadas
amostras de pacientes em estagios reacionais, pois esses episodios de resposta
inflamatéria-aguda ndo se enquadram no objetivo do estudo.’ Os critérios de nao
incluséo foram pacientes que‘se recusaram a participar.do estudo’ & que possuiam

comorbidades-infecciosas agudas ou crénicas.

4.2 Consideragées Eticas e Biosseguranca

A participagéo de:cada individuo no estudo foi mediante a concordancia e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Para assegurar
a garantia do sigilo e confidencialidade dos dados de pesquisa, 0s nomes nao foram
divulgados, sendo substituidos entdo por nimeros de identificaddq |fedsoal. Os
dados clinicos e demogréficos foram colhidos na fase diagnostica't'&ntsntram-se

referenciados na Tabela 4.

As amostras biologicas, no caso o sangue venoso, foram coletadas por
profissionais especializados no ASA e transportadas até o laboratorio em caixa

isotérmica, seguindo os padrées de biosseguranca adequados.
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4.3 Coleta e estocagem das amostras bioldgicas

Foram coletados 2 tubos de sangue periférico total de cada paciente, sendo
um vacutainer PAXgene Blood RNA™ (capacidade para 2,5 mL) e um tubo sem
anticoagulante (para a obtengio de soro, capacidade de 8 mL). Os tubos para
obtengdo de soro foram coletados primeiramente para que fossem evitadas
contaminagdes com RNA de células da pele, e posteriormente, foram devidamente
processados e 0 soro armazenado em freezers a -20°C, em um biorrepositorio. Os
tubos PAXgenes permaneceram por, no minimo, duas horas a temperatura
ambiente e em seguida congelados no freezer,com temperatura a -70°C. Todos 0s
tubos receberam um numero de identificacdo para garantir-a anonimizacdo dos
participantes. Além disso, todas as.amostras foram. cuidadosamente armazenadas

para que qualquer tipo de contaminag&o fosse-evitada.
4.4Extracao e purificacao de RNA total

As amostras'~de sangue foram retiradas do freezer' -70°C para o
descongelamento a temperatura ambiente, por duas horas. Todas as amostras
ficaram.estocadas por periodo.inferior a_seis meses. O Kit. utilizado para a extracéo
dos RNAs foi produzido pela QIAGEN. Todo 0 procedimento seguiu as instrucées do

fabricante.

Todos os_passos dacetapa-de Extracdo de RNA foram realizados em
temperatura ambiente. (25°C). As amostras contidas nos tubos PAXgenes foram
homogeneizadas manualmente e centrifugadas por 10 minutos a 3000 x g. Apos a
centrifugagéo, os sobrenadantes foram descartados e adicionou-se 4 mL de RNase
Free Water ao sedimento. As amostras foram agitadas em Vortex @ ﬁ.jcp:.fpg_ljet ser
visivelmente dissolvido. Em seguida, centrifugou-se novamente por 1'O'minutos a
3000 x g. Os sobrenadantes foram descartados, e entdo foi adicionado 350 uL do
tampao de ressuspensao (BR1) sob o pellet para posterior agitagdo no Vortex. As
amostras foram transferidas para tubos de microcentrifuga (Eppendorfs), e entéo foi

adicionado 300 puL de BR2 e 40 ulL de proteinase K.
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As amostras foram incubadas a 55°C por 10 minutos em banho seco.
Posteriormente, foram homogeneizadas e transferidas para tubos com coluna lilas.
Foi feita a centrifugagdo dos tubos por 3 minutos a 20.000 x g. Apos isso, 0s
sobrenadantes foram transferidos para novos tubos Eppendorfs que continham 350
pL de etanol absoluto. Transferiu-se 700 pL de cada amostra para tubos de coluna
rosa e centrifugados por 1 minuto a 20.000 x g. Para as amostras que continham
mais de 700 pL, o passo anterior foi repetido. Novos tubos foram colocados em cada

coluna rosa e adicionou-se 350 pl de BR3. As amostras foram centrifugadas por 30

segundos a 20.000 x g.

O tratamento dos RNAs foi realizado adicionando 80 uL do tamp&o de DNase
(mix contendo 10 pL de DNase + 70 pL de RDD). As amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 15 minutos.-“Apo6s a incubacao, (0s tubos foram trocados,
adicionados novamente 350 nL de BR3 e centrifugou-se por 30 segundos a 20.000 x
g. Em seguida, adicionou-se 500 uL de BR4, centrifugou-se por 1 minuto a 20.000 x
g. Ap6s a centrifugacao, foi novamente adicionado 500 pl de BR4, e a centrifugacao

durou 2 minutos a 20.000 x g.

Finalmente,.as colunas foram transferidas para um novo tubo. Os RNAs foram
eluidos com 80 L do tampdo BR5 e entdo incubados por 5 minutos a 65°C. Em
seguida transferidos imediatamente para o.gelo. Os'RNAs foram estocados a -70°C

até a utilizagdo em etapas seguintes,

4.5Quantificagdo e pureza' do RNA

Para a quantificagdo e avaliagdo da pureza, foi utilizado o equipamento
Espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000 (Thermo scientific, USA), qurr:@ﬂeitura
de absorbancia (A) nos comprimentos de onda (1) 260, 280 e 230 hml2 08 alstes de
absorbancia . 260/280nm obtidos entre 1,8 a 2.0 e a absorbancia . 260/230nm com
valores entre 1,8 a 2,2 demonstram caracteristicas o6timas de pureza de uma
amostra. As razoes de 260/280 indicam grau de contaminacgéo por proteinas, e
A260/230 indicam grau de contaminacéo por compostos organicos provenientes dos

processos de obtengao e extracéo de RNA.
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As amostras que n&o tiveram um grau de pureza tdo satisfatorio, foram
avaliadas por gel de agarose (Life Technologies/Invitrogen) a 1,2% (p/v) em tampao
MOPS 1x (Sigma-Aldrich) coradas com SYBER Green Il 100x (Life
Technologies/Applied Biosystems), 35% (v/v) foramida, MOPS 1x e 0,125% (p/v)
corante azul de bromofenol. Ap6s a corrida eletroforética, o gel foi analisado por um

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

4.6 Obtencao de cDNA

A transcrigdo de RNA em cDNA foi realizada com o kit SuperScript™ VILO
Master Mix (Invitrogen, USA) e os procedimentos foram _realizados conforme
orientagbes do fabricante. Foram adicionados em Eppendorfs estéreis os seguintes
componentes: 2ulL da enzima SuperScript™ VILO Master Mix em todas as amostras,
400 ng RNA, sendo que a quantidade de ulvariou de acordo com cada amostra, e
agua tratada até atingir um volume ‘de 20" uL. Para a preparagdo do controle
transcriptase reversa (RT) negativo foram adicionados ao-eppendorf 2L da enzima
SuperScript™ VILO Master Mix-e dgua tratada, foifeita uma incubac¢ao de 65°C por
10 minutos para a desnaturacdo da enzima, e apos isso foram adicionadas as
amostras selecionadas. Posteriormente, todas as amostras foram incubadas a 42°C
por 60 minutos, seguidas por outra ‘incubagdo de 85°C por 5 minutos. Foram
imediatamente transferidas para o' gelo-e armazenadas a -20°C até a proxima

utilizagao.

4.7 Quantificagao da expressao génica de fatores transcricionais por PCR

quantitativo em tempo real (RT-qPCR)

UNIRIO
. - , , Biblioteca
Para analisar a expressé@o de genes, foi realizada a RT-qPCR lutilizando 0

sistema SYBR Green | (Applied Biosystems), de acordo com as instrucées do
fabricante. Para isso, foi realizada uma reagédo de 10 uL, onde foram adicionados 1
uL de cada cDNA na concentragdo 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
30



constitutivo GAPDH. As reagbes foram incubadas no sistema de PCR em tempo real

StepOnePlus® (Applied Biosystems, EUA), seguindo as condi¢bes da reagéo: 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 amplificacdo, as amostras foram submetidas a uma
nova incubacao para geracao da curva de dissociacdo, onde se determina o ponto
correspondente a temperatura de dissociagdo dos oligonucleotideos de suas
sequéncias alvo. Para os ensaios acima, os seguintes genes SYBR™ Green foram
utilizados: PARKZ2 (Parquina) e NOD2. Todos os oligonucleotideos utilizados na
reacdo de RT-gPCR 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).

4.8 Analise dos dados obtidos a partir de RT-qPCR

A analise da expressao génica relativa foi realizada utilizando-se 0 método 2-
ACt (Livak e Schmittgen, 2001). Inicialmente foi-calculado o ACt, subtraindo-se os
valores de Ct (do inglés thresholdcycle, limiar do ciclo) de cada gene alvo pelos
valores de Ct do gene-normalizador GAPDH (Life Technologies, USA). Uma vez
determinado o-ACT dasiamostras, os valores de expressaogénica relativa foram

obtidos pela formula 2-4€T, referente ao gene alvo.

4.9 Analise estatistica

Os resultados.~foram -representados como mediana. Os dados foram
analisados utilizando-se 0 Teste de Mann-Whitneypara a comparacédo de variaveis
independentes, e para analise de correlacdo foi utilizado o Teste deﬁCorreIa e}o de
Spearman. Ambos os testes sdo ndo pareados e ndo paramétricosrﬁlﬁ|§49hl:%éncia
estatistica foi considerada quando p< 0,05. As analises estatisticas dos dados
apresentados foram realizadas através do programa Windows GraphPadPrism

versao 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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5. Resultados

5.1 Analise de dados demograficos e clinicos dos grupos de estudo

O presente estudo realizou a analise de uma populagéo composta por 20
pacientes idosos, sendo 10 PB e 10 MB. As caracteristicas demograficas e clinicas
dos pacientes deste estudo estdo detalhadas na Tabela 4. A média de idade do
grupo PB foi 68,1 + 9,5 anos, e do grupo MB foi 70,2 + 7,0 anos. Quanto ao género,
no grupo de pacientes PB, a porcentagem de individuos do sexo feminino foi de 60%

e do sexo masculino, 40%. Ja no grupo de pacientes MB, 30% eram do sexo

feminino e 70%, sexo masculino.

Os pacientes PB apresentaram indice Baciloscopico (IB)igual a zero, o que ja
é esperado para esta forma clinica..O grupo de pacientes MB apresentou um IB
médio de 3,8 (variagdo de 2,5.a5,75). O Grau.de Incapacidade (Gl) funcional esta
associado ao nivel de comprometimento decorrente da doenca. Os testes foram
realizados em: 9-pacientes PB; sendo que apenas 1. apresentou Gl=1, na
classificagdo numérica (numa escala) que varia de-0'a 2). Para o _grupo MB, a

avaliagédo foi realizada'em 9 pacientes, sendo que 5 individuos apresentaram Gl=1 e

4 pacientes GI=0-

UNIRIO
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Tabela 4: Dados demograficos e clinicos dos individuos analisados

ID El?rrl?: Sexo Idade (anos) IB Gl
11 PB F 80 0 0
16 PB M 66 0 0
27 PB M 65 0 1
42 PB F 89 0 NR
52 PB F 71 0 0
53 PB F 60 0 0
56 PB I 64 0 0
57 PB M 66 0 0
72 PB E 60 0 0
73 PB M 60 0 0
e S R R R R IR |

15 MB M 81 5,75 0
35 MB M 76 o 1
39 MB M 73 3,5 1
51 MB M 60 4 0
60 MB F 74 45 0
65 MB M 62 4 NR
71 MB M 74 3,25 1
77 MB Fi 64 2.5 0
80 MB k 64 3,28 1
91 MB M 4 3,28 1

ID: Codigo de identificacéo; IB: Indice Baciloscopico; Gl: Graude'Incapacidade;
PB. Paucibacilar; MB: Multibacilar; F: Feminino; M: Masculino; NR: N&o-Realizado.

5.2 Quantificagao dos genes de interesse

A expressao dos genes PARK2 e NOD2 amplificados pela técnica de gPCR
em tempo real foi realizada. Qs valores mostrados na Tabela 5 sdo referentes ao
valor de 2%¢ utilizado' para estratégia de quantificacdo relativa dos dados
analisados. Esse método permite o calculo entre os diferentes nivqiiﬂggﬁ %(Prgsséo
dos genes a medida em que se utiliza threshold cycles (CTs), duldiclds dimites,
gerados pelo sistema. O ACt representa a diferenga entre o Ct do gene constitutivo,

GAPDH, e os genes de interesse.
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Tabela 5: Quantificacéo relativa dos genes de interesse

ID Foriga PARK2 NOD2
clinica

11 PB 0000378 0,035348
16 PB 0,000181 0,029184
27 PB 0,000271 0069914
42 PB 0,000408 0,035109
52 PB 0,000311 0,030997
53 PB 0,000240 0,033533
56 PB 0,000232 0,030209
57 PB 0000177 0,039300
72 PB 0000169 0,019440
73 PB 0,000190 0,050935
15 VB 0,000140 0,032046
35 MB 0,000339 0,089916
39 MB 0,000323 0,054993
51 MB 0,000416 0.045990
60 MB 0,000335 0,041855
65 MB 0,000433 0,062447
71 MB 0,000244 0,036083
77 MB 0,000223 0,022901
80 MB 0.000307 0.028612
91 MB - 0.007996

Dados referentes a quantificagdo relativa pormeio do 2-4°-{D: Codigo
de identificacdo; * diferengas acima do toleravel para o Ct das

duplicatas.

5.3 Analise da expressao génica com as formas PB e MB da doenga

Por meio do PCR quantitativo em tempo real, a expressao dos genes PARK?2

e NOD?2 foi analisada de acordo. com os dois grupos estudados - pacientes PB e MB.

Apesar da sugestdo de ‘pacientes MB apresentarem maiores indices quanto a

expressdo de ambos os genes, ndo houve alteragéo significativa, como pode ser

observado na Figura 9.
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Figura 9: Expressao dos genes PARK2 (grafico a esquerda) e NOD2 (grafico a direita) de
acordo com os grupos estudados, PB e MB. Analise por gPCR em tempo real a partir do RNA
total. As barras horizontais representam a mediana dos grupos, e os simbolos representam os
pacientes, sendo: 10 PB (PARK2 e NOD2) e 10 MB para NOD2 e 9 MB para PARK2. O teste Mann-
Whitney foi utilizado para a analise estatistica.

5.4 Correlacao entre expressao génica e indice baciloscopico dos pacientes
MB

A fim de associar a quantificagdo da.expressao dos genes com dados clinicos
dos individuos, foi feita uma correlagao entre a expressao génica de PARK2 (grafico
a esquerda) e de NOD2 (grafico a direita).com o indice baciloscopico de cada
paciente MB.-Apenas a classificacdo MB foi analisada devido a presenca de carga
bacilar. (N&o foi observada correlagéo significativa, e '0s resultados podem ser vistos

na Figura 10.
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Figura 10: Correlagdo entre a expressao génica de PARK2 (grafico a esquerda) e NOD2 (grafico
a direita) e o indice baciloscépico. Dados pareados de 9 pacientes MB analisados quanto ao gene
PARK2, e 10, para NOD2, sendo que cada ponto representa um paciente. Os coeficientes de relacéo
sdo mostrados nas retas (valores de r), assim como o nivel de significancia (valores de p). Analise feita
pelo método de correlagao de Spearman.

5.5  Correlagao entre expressao génica e idade dos pacientes PB e MB

Também “foi realizada a_correlagéo, \da expresséo do. gene PARK? com a
idade dos pacientes de ambos os grupos de estudo, como pode ser visto na Figura
11. Na forma PB, os.individuos apresentaram uma correlagdo positiva e significativa,
isto €, quanto.maior a idade, maior é a expressio génica de PARK2(r = 0,6698, =
0,0390). E'em pacientes MB, apesar de existir uma correlagéo negativa, oposto ao
que foi encontrado para os.pacientes PB, isto &, sugere-se que haja um de declinio
da expressao génica de-PARK2 'com o envelhecimento, nio foi observada alteragéao

significativa.

UNIRIO

Biblioteca

36




N:“!'!!Ql

N

NN TN Y\ (v (e

e

N

-

Pacientes PB Pacientes MB
0.0005 0.0005
p = 0,0390 & p=0,1769

0.00044 | =0 6698 0.0004 - ® r=-0,4958
& 0.0003 & 0.0003-
[ o
= 0.0002- & 0.00024

®
0.0001 - 0.0001 4
0.0000 ; : : T 0.0000 T r T
50 60 70 80 90 100 50 60 70 80 90
ldade Idade

Figura 11: Correlagdo entre a expressao génica de PARK2 com a idade de pacientes PB
(grafico a esquerda) e MB (grafico a direita). Dados pareados de 9 pacientes MB e 10 PB
analisados, sendo que cada ponto representa um paciente. Os coeficientes de relacdo séo
mostrados nas retas (valores de r), assim como o nivel de significancia (valores de p). Andlise feita
pelo método de correlacdo de Spearman.

Alem disso, o gene NOD2 também foi analisado quanto ao nivel de expressdo
génica associado a idade.dos pacientes (de ambos os grupos deestudo. Em
individuos PB, observamos uma discreta diminuicio da expressso genica com o
aumento da‘idade, porém, sem-correlagio significativa; J4 em pacientes MB, foi
observado um aumento progressivo da expressao, genica com o envelhecimento dos

individuos, porém;-da' mesma forma, nao houve alteracses significativas, como pode
ser visto na Figura 12.
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Figura 12: Correlagéo entre o nivel de expressio de NOD2 de pacientes PB (grafico a
esquerda) e MB (grafico a direita) e a ‘idade. Dados pareados de 10 pacientes de cada grupo,
sendo que cada ponto representa um individuo. Os coeficientes de correlagdo sdo mostrados nas

retas (valores Qe i), assim como o nivel de significancia (valores de p). A andlise estatistica foi
realizada através do método de Spearman.
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6. Discussao

Varios estudos demonstram a contribuicdo da suscetibilidade genetica na
imunopatogénese da hanseniase per se em populagdes humanas de diferentes
etnias. A doenca € de natureza poligénica, isto é, existem varios fatores associados
ao desenvolvimento da mesma, e o aspecto genético é crucial para a suscetibilidade
ou resisténcia ao M. leprae (Malhotra et al., 2006). A identificacdo dos genes e a
compreensao do processo de adoecimento de individuos que apresentam o mesmo
grau de exposicdo ao bacilo, mas diferem com relacdo a evolugao (doenca ou
resolugdo), podem contribuir para o desenvolvimento de estratégias de intervencao

terapéutica e controle da doenca.

Um forte componente genético analisado no presente-estudo & 0 PARK2,
juntamente com seu gene corregulade ‘PACRG. O .gene PARK2 codifica uma
proteina denominada parquina -que promove uma ubiquitinagdo E3 ligase envolvida
no envio de proteinas poliubiquitinadas ao complexo proteassémico. Até. o momento,
ja foi demonstrado’ que’ em populagées  indianas, a regifo cromossémica 10p13
regula a suscetibilidade a forma PB, e @ regido 6¢25-27 .controla a suscetibilidade a
hanseniase per se (De.Léséleuc et al., 2013; Malhotra ‘et al.,2006). Porém,
populacbes de origens étnicas diferentes. aprésentam outros resultados. Em um
estudo realizado por Mira e colaboradores foi sequenciado o genoma de familias
vietnamitas e brasileiras (mais" “especificamente" do Rio~ de Janeiro), de 15
polimorfismos de nucleotideos (nicos (SNPs) do DNA de populagdes do Vietna, 13
eram validos para populacdes brasileiras e dentre estes, 9 eram significativamente
associados a um altg'risco de ‘suscetibilidade a hanseniase. Diante desses dados,
os autores constataram.'que -variantes especificas de PARK2 e PACRG sio
componentes geneticos diretamente associados a suscetibilidade 3 hanseniase em

nivel global (Mira et al., 2004). LINIRIO
21419

Biblioteca
No presente estudo, a expressdo do gene PARK2? foi comparada entre

pacientes idosos multibacilares e paucibacilares, com o intuito de investigar se h3
um perfil de expressdo para cada forma clinica. Embora nossos resultados ndo
apresentem alteracGes  significativas, estudos anteriores ja demonstraram que

alteracoes na expressao do gene PARK2 nio estio ligadas a uma forma clinica
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especifica, mas sim a hanseniase per se (Misch et al., 2010). Diante disso, este fato
pode justificar a ndo significancia dos resultados associados a expressdo do gene

nas diferentes formas clinicas da doenga, além do pequeno numero de pacientes

analisados.

Verificamos ainda a correlacdo entre o indice baciloscépico e a expressao do
gene PARK2 e os dados mostraram um declinio na linha de correlagao: quanto
maior o IB, menor a expressao génica de PARK2. Um importante e recente estudo
demonstrou diferenca na regulagdo da autofagia entre pacientes pauci- e
multibacilares. Nos PB, foi observada uma regulacéo positiva, caracterizando
aumento na formagdo de autofagossomos, enquanto nos MB, tal relacdo foi
negativa, o que contribui para o aumento da carga bacilar (Silva et al., 2017). Com o
processo de eliminacdo autofagica, acredita-se.que pode haver a mobilizacdo dos
bacilos para o complexo proteassémico, levando a. uma baixa carga bacilar,
caracteristica essa de pacientes'PB. Em funcéo dos resultados obtidos, e, apesar do
baixo numero amostral, acredita-se que o bacilo possa regular negativamente a
expressdo de PARK2, 0 que reduz a morte do-M. leprae pela via autofagica, pois,

pacientes com 1B alto apresentaram menor expressio deste gene.

Alem disso, também foi analisada a correlacao_entre a_éxpresséo do gene
PARK2 com a idade dospacientes, tanto-na forma-clinica PB quanto'MB. Nos PB, o
nivel de expressao génica aumentou com acidade, sendo tal correlagao significativa
(r=0,6698). E sabido que macrofagos-sao células hospedeiras naturais do M. leprae,
assim como sao mediadores primarios “da defesa imunes inata, por meio da
secrecao de citocinas pré-inflamatdrias e quimiocinas. Um estudo comprovou que o
aumento da regulagao de PARK2 em macréfagos originados de mondcitos e células
de Schwann ocasiona maior producéo da interleucina-6 e proteina quimioatraente de

monocitos-1 (MCP-1), mediadores da imunidade inata (De Leséleuc et al., 2013)

v 3
Embora individuos idosos tenham o sistema imunolégico compromet‘lq!I l:lqugeL%as
PB induzem uma resposta imune celular mais robusta que os MB, e essa résposta
ocorre ap6s um processo inflamatério e consequente atuacdo de macrofagos,
linfocitos ou células infectadas que apresentam os antigenos aos linfocitos T.
Portanto, espera-se que os individuos PB apresentem maior expressio de PARK2

em relagdo aos pacientes MB. Assim, de acordo com os resultados do presente
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estudo, ha uma hipétese de que pacientes PB, com o avanco da idade, podem
garantir o processo autofagico devido a manutencdo da expressdo de PARK2,
enquanto os pacientes MB, com o avango da idade, podem perder a regulacgéo
positiva do processo autofagico devido a redugéo na expressio deste gene, o que

facilita a manutengédo do bacilo nos macréfagos.

Outro gene analisado em nosso estudo foi 0 NOD2 (Dominio de ligacdo da
Oligomerizagdo de Nucleotideos 2). Acredita-se que variagbes genéticas em
receptores do sistema imune inato favoregcam a infeccéo pelo M. leprae. Os genes
candidatos centralizam-se em receptores de patdogenos presentes na superficie,
organelas intracelulares e no citosol. Os receptores de NOD2 séo citosolicos e est&o
envolvidos na deteccao citoplasmatica de microrganismos e na ativagao de cascatas
inflamatorias, isto &, estéo diretamente ligados:com a ativacao de NFkB e producéao
de IL-18 e TNF frente ao estimulo do'\M. Jeprae (Kang. et al., 2011). Um estudo
envolvendo pacientes de origem asiatica, demonstroy a associacdo de
polimorfismos no gene que cedifica o NOD2 com. a suscetibilidade & hanseniase,
além da protegéo e/ou suscetibilidade aos estados reacionais da'doenca (Berrington
et al., 2010).

O NOD2 esta' diretamente relacionado com O sistema imune inato,
capacitando o combate@s infeccées . através.-da ligagdo de Receptores de
Reconhecimento de Padrées (PRRs) aos ‘Padrées Moleculares Associados a
Patogenos (PAMPs) (Franchi‘et al.,.2009). Ha 'uma' tendéncia que pacientes PB
apresentem menor comprometimento quanto a expressao génica de NOD2, tendo
em vista que esta -forma (clinica & caracterizada pela resposta imunolégica do tipo
Tu1, isto €, ocorre~essa-diferenciagdo dos linfocitos T helper em funcdo do
microambiente em que-citocinas como IFN-y e IL-2 estdo presentes em altos niveis.
Enquanto que nos pacientes MB ha uma resposta predominantemente do tipo T2,
que esta relacionada a um microambiente permissivo, com altos anelEHI&]Jq QI}O!;L(;?S
IL-4 e IL-10, e caracterizado pela produgdo de altos titulos de anticorpos (Britton &
Lockwood, 2004; Scollard et al., 2006). Porém, sabe-se que com o envelhecimento,

a resposta imune torna-se restrita e prejudicada, podendo levar a uma diminuicéo da
expressdo de NOD2.
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Curiosamente, o NOD2 possui um sistema de reconhecimento independente

contra infecgdes micobacterianas, identificando o muramil dipeptideo (MDP), parte
do peptideoglicano da parede celular micobacteriana (Coulombe et al., 2009;
Mahapatra et al., 2008). Um trabalho demonstrou que polimorfismos no gene que
codifica o NOD2 estéo associados a uma menor resposta de macrofagos a presenca
do Mycobacterium tuberculosis, por meio de uma menor produgdo de TNF nessas

células apos a interagdo com antigenos do bacilo (Ferwerda et al., 2005).

O presente estudo verificou a expresséo do gene NOD2 em pacientes PB e
MB. Foi analisado o nivel de carga bacilar de acordo com a expressao de tal gene e
os dados apontam para um leve aumento da expressdo de NOD2 em fungdo do
indice baciloscopico em pacientes MB. Um estudo realizado por Schenk e
colaboradores apontou que o receptor NODZ2 é.expresso em. maior quantidade em
lesbes de pacientes tuberculoides, e que a ativagdo deste receptor é essencial para
a ativacéo e diferenciagdo de células dendriticas, por meio da expresséo génica de
diversos mediadores inflamatorios, enquante quée na,forma MB ndo ocorre 0 mesmo,
a interleucina-10 (IL-10) bloqueia os efeitos da ativacdo do NOD2 (Schenk et al.,
2012). Os dados do presente estudo ndo, viabilizaram uma possivel confirmacao dos
achados de Schenk e.colaboradores, o que pode “estar-associado ao reduzido
numero de pacientes analisados. Entretanto, como citado anteriormente, o indice

baciloscopico parece influenciar na expressao.de NOD2:

Uma associagdo entre -a genética e suscetibilidade a hanseniase se faz
necessaria para a criagao e otimizacao de condutas de prevencdo e terapia com os
pacientes, assim-como.para a avaliacdo derisco de adoecimento dos comunicantes.
Com o avango da‘tecnologia, é.esperada a descricdo da variagao genética em
populacdes de diversas etnias e a elaboragdo de hipbteses para a contribuicao na
patogénese da doenca atraves de novas ferramentas que detectam pqlimoﬁismos
em amostras biologicas. As limitagdes do presente estudo englob%rﬁllgl!éédygno
numero de amostras biologicas de pacientes idosos, a auséncia de urﬁ érbpo
controle - voluntarios idosos sadios - e a utilizagdo de um (nico gene constitutivo
analisado no ultimo passo da metodologia. Além disso, é necessario maior

investimento na pesquisa e que mais estudos sejam realizados, incluindo as



variaveis de limitagcoes, para os genes PARK2 e NOD2 e outros genes que possam

estar relacionados a suscetibilidade de idosos a hanseniase.
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CONCLUSOES

O aumento da expressdo do gene PARK2 pode estar associado com o
envelhecimento dos pacientes, isto &, com o avanco da idade, sobretudo na

forma paucibacilar (PB) da doenca.

O gene NOD2 parece nao estar relacionado com a determinacdo das formas

clinicas nos pacientes idosos estudados.
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