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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium
leprae que pode se manifestar sob diferentes formas clinicas a depender da
resposta imune celular do hospedeiro. Varios marcadores genéticos tém sido
definidos e, devido a participacdo dos alelos HLA na resposta imune, estes tém
sido amplamente estudados na hanseniase. O HLA-DP constitui uma das
moléculas classicas de classe Il, com poucos estudos em hanseniase. O
objetivo deste trabalho foi conduzir um estudo de associacdo genética de base
populacional em hanseniase para os genes HLA-DPAL e HLA-DPB1 com duas
amostras caso-controle: a primeira de Rondonépolis-MT, uma regido
hiperendémica para hanseniase, e a segunda do Estado de S&o Paulo, uma
regido com indices epidemiologicos controlados. Foram realizados estudos com
9 tag SNPs na regido dos genes HLA-DPA1 e HLA-DPB1 na populacédo de
Rondondpolis—MT (411 casos e 357 controles). O SNP rs9277341 que
apresentou dados de associacdo com significancia estatistica ap0s a correcéo
de Bonferroni foi entdo testado na populacdo de S&do Paulo (570 casos e 380
controles). Para avaliar o efeito funcional deste marcador foi determinada
estudoa producdo das citocinas IL-10 e TNF apo6s estimulo com antigeno
sonicado de M. leprae em 21 controles saudaveis. Na populacdo de
Rondondpolis-MT foi realizada a tipificacao dos alelos HLA-DPA1* e HLA-DPB1*
através da técnica de PCR-SSO empregando-se o kit Labtype-SSO (One
Lambda, CA, USA). Os resultados de genotipagem mostraram associagdo com
hanseniase per se para o marcador rs9377341 do gene HLA-DPA1 e dois
marcadores do gene HLA-DPB1 (rs1431402 e rs9277469). Associagbes de
protecdo para a forma multibacilar da hanseniase foram encontradas para os
marcadores rs9277341 e rs2301220 do gene HLA-DPA1 e para o marcador
rs31350221 do gene HLA-DPB1. O SNP rs9277341, com dados significativos
apos a correcdo de Bonferroni e testado na populacdo do Estado de S&o Paulo,
nao apresentou associacdo com hanseniase. A avaliagdo funcional mostrou que
os carreadores do alelo G do rs9277341 apresentaram niveis maiores de IL-10
e TNF. Na tipificacdo dos alelos HLA, o alelo HLA-DPB1*03 foi associado a
hanseniase per se e o genotipo HLA-DPB1*02/03 foi associado a hanseniase



per se e a protecdo para a forma MB. Esses dados sugerem a participacao dos
genes HLA-DPA1 e HLA-DPBL1 nos desfechos da hanseniase.
Palavras chave: Hanseniase, HLA, Mycobacterium leprae, polimorfismo de base

Unica.
ABSTRACT

Leprosy, a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae, displays
different clinical manifestations depending on the immune response of the host.
Several genetic markers have been defined and due to the involvement of the
HLA alleles in the immune response they were extensively studied in leprosy.
However, HLA-DP is a classical class Il molecule with few studies on leprosy.
The objective of this study was to conduct a population-based genetic
association study in leprosy for the HLA-DPA1 and HLA-DPB1 genes with two
case-control samples: the first from Rondondpolis - Mato Grosso (MT), a
hyperendemic region in leprosy and the second from the state of Sdo Paulo, a
region with controlled epidemiological indices. Studies were carried out with 9
Tag Single Nucleotide Polymorphism (SNP) in HLA-DPA and HLA-DPB genes
in the population from Rondonépolis — MT (411 cases and 357 controls). The
SNP rs9277341 who presented association data with statist significance after the
Bonferroni correction was tested in the S&o Paulo population (570 cases and 380
controls). To evaluate the functional effect of this marker was carried a study of
the production of IL-10 and TNF cytokines after stimulation with the sonicated
antigen of M. leprae in 21 healthy controls. In the Rondondpolis populations
was performed the HLA-DPA1* and HLA-DPB1* allele typing by Sequence-
Specific Oligonucleotide — Polymerase Chain Reaction (SSO- PCR) using the
Labtype-SSO kit (One Lambda, CA, USA). The genotyping results showed
association with leprosy per se for the SNP rs9277341 in the HLA-DPAL gene
and two markers in the HLA-DPB1 gene (rs1431402 and rs9277469).The
protections associations for the multibacilar form the leprosy was found for the
markers rs9277341 and rs2301220 in the HLA-DPA1 gene and the marker rs
31350221 in the HLA-DPB1 gene. The rs9277341 with significatif datas after the
Bonferroni correction and tested in the S&o Paulo state showed no association
with leprosy. The functional study showed significantly increased IL-10 and TNF

levels in G carriers. HLA typing analysis the HLA-DPB1*03 allele was associated



with leprosy per se and the HLA-DPB1*02/03 genotype was associated with
leprosy per se and the protection with MB form. These data suggest an
association of HLA-DPA1 and HLA-DPBL1 genes with leprosy.
Keywords: Leprosy, HLA, Mycobacterium leprae, single-nucleotide
polymorphism.

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

APC- célula apresentadora de antigenos

CCDC122 - do inglés coiled-coil domain containing 122

CD - grupo de diferenciagao (cluster of differentiation)

CLIP — do inglés class ll-associated chain peptide

D — grupo dimorfo

DC-SIGN - do inglés dendritic cell-specific intercelular

DD - dimorfo-dimorfo

DNA — &cido dexorribonucléico

DT — dimorfo-tuberculdide

DV — dimorfo-virchowiano

EDTA — acido etileno diamino tetracético

ELISA — ensaio imunoenzimatico (enzyme-linked immnosorbent assay)
ENH- eritema nodoso hansénico

GWAS - do inglés genome wide association

HI — hanseniase indeterminada

HLA — antigeno leucocitario humano

IB- indice baciloscopico

IFN — interferon

Ig - Imunoglobulina

li- cadeia invariante do HLA

IL — interleucina (interleukina)

IM- indice morfol6gico

LACCL1 - do inglés laccase domain containing 1

LID-1 — do inglés Leprosy IDRI diagnostic 1

LRRK2 — do inglés Leucine-rich repeat kinase 2

LTA — linfotoxina alfa

MB- pacientes multibacilares

MHC- complexo principal de histocompatibilidade (major histocompatibility
complex)

NDO-HSA- do inglés Natural disaccharide linked to human serum albumin via
octyl

NLRs — do inglés NOD-like receptor

NOD - do inglés Nucleotide-Binding Oligomerization Domain

NOD-LID1 - do inglés Natural disacharide octyl-Leprosy IDRI Diagnostic 1
OMS - Organizacado Mundial da Saude

PABA - acido para-aminibenzéico

PAMPs — padrdes moleculares associados a patégenos (pathogen associated
molecule patterns)

PB- pacientes paucibacilares



PBMC - células mononucleares de sangue periférico (peripheral blood
mononuclear cell)

PCR - reacao em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction)
PGL-1 — glicolipideo fendlico | (phenolic glycolipid I)

PQT — poliguimioterapia

PRRs — receptores de reconhecimento padréo (pattern recognition receptor)
RIPK2 — do inglés Receptor interacting protein kinase 2

RR- Reacéo reversa

rRNA — RNA ribossomal

SNP — polimorfismo de base Unica (single nucleotide polimorphism)
T — polo tuberculéide (tuberculoid)

TAP — transportador associado ao processamento de antigenos
TCR — receptor de linfocitos T (T cell receptor)

TGF — do inglés transforming growth factor

Th — T auxiliar (T helper)

TLRs — receptores do tipo Toll like

TNF — fator de necrose tumoral (tumoral necrosis factor)

Tregs — linfocitos T reguladores

TT — tuberculdide-tuberculbide

V — polo virchowiano

VV — virchowiano-virchowiano

WHO- World Health Organization
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1. Revisao de Literatura

1.1. Aspectos Gerais da Hanseniase

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica causada pelo
Mycobacterium leprae (M. leprae), um patdégeno intracelular que infecta
primariamente macréfagos na pele e células de Schwann nos nervos
periféricos!. Recentemente, foi descoberta uma nova espécie de bacilo
relacionado a hanseniase, 0 Mycobacterium lepromatosis sp. Essa nova espécie
foi descrita com base em diferencas genéticas significativas em relacdo ao M.
leprae 2.

A hanseniase é considerada uma das doencas mais antigas, com
relatos que datam de 600 a.C, principalmente na Asia e Africa, consideradas
como regides de origem da doenca 3. Destes locais, a hanseniase foi levada
para outras regides em razdo dos movimentos migratérios 4. A doenca teria sido
trazida a Europa pelas tropas de Alexandre o Grande, quando retornaram das
conquistas no mundo desconhecido e trouxeram individuos contaminados com
a doenga nas campanhas da india (300 a.C.) °.

Uma descricdo auténtica da hanseniase foi encontrada em um
manuscrito chinés (“Remédios Secretos”) escrito ha aproximadamente 190 a.C.
onde é relatada uma doenca que provocava perda de sensibilidade e o
aparecimento de manchas vermelhas que ap0s o inchaco inicial, ulceravam. Na
sequéncia, ocorria a queda de sobrancelhas, cegueira, deformidade nos labios,
rouquiddo, ulceracdo das plantas, desabamento do nariz e deslocamento de
articulacées ©.

A chegada da hanseniase nas Américas € atribuida aos
colonizadores espanhais e portugueses aproximadamente entre os seculos XVI
e XVII. Na América do Sul, os primeiros doentes foram observados na Colémbia
e eram de origem espanhola 6. O maior fator de expansédo da doenca nas
Américas é atribuido ao comércio de escravos. No Brasil ndo havia hanseniase
entre os indigenas ©. A suposta penetracdo no Brasil através do comércio de
escravos contribuiu para 0 aumento do estigma da hanseniase, pois além das
deformidades visiveis, somava-se a marca da origem escrava’. Entretanto,

segundo Opromolla é discutivel o papel desempenhado pelos escravos na



disseminacdo da doenca, pois era dificil a negociacdo de escravos que
apresentassem lesdes de peled. Os primeiros casos de hanseniase no Brasil
foram notificados no ano de 1.600 no Rio de Janeiro de onde se espalhou para
a Bahia e Para e em seguida para o resto do pais ©.

A doenca era considerada de carater hereditario até o século XIX,
quando o médico noruegués Gerhard Henrik Armauer Hansen, ao analisar o
material de lesbes cutaneas, descobriu o M. leprae, o bacilo causador da

doenca’.

E uma doenca infecciosa de evolugdo cronica, com incidéncia anual
de aproximadamente 215.000 casos no mundo; apOs a instituicdo da
poliquimioterapia (PQT), houve um declinio da doenca na América Latina. Em
2016, o numero de casos novos diagnosticados no mundo foi de 214.783, sendo
que nas Américas o numero foi de 27.356 e destes, 25.218 casos novos foram
diagnosticados no Brasil. Considerado um dos principais paises endémicos, o
Brasil, ocupa a segunda posicdo, abaixo da india que alberga o maior nimero
de casos da doenca (135.485 novos casos em 2016) 8. Devido a alta incidéncia,
a hanseniase é considerada um problema de saude publica e social. Embora
seja uma doenca de baixa mortalidade, apresenta alta morbidade. Os pacientes
acometidos apresentam morbidades relacionadas as deformidades e
incapacidades fisicas, que podem levar a discriminacdo e segregacdo dos

doentes?.

O M. leprae pertence a ordem Actinomycetalis e a familia
Mycobacteriaceae. E um bacilo reto ou levemente encurvado, microaerofilo,
imovel, ndo formador de esporos, alcool acido resistente com incapacidade de
crescimento em meios artificiais. E um parasita intracelular obrigatorio,
predominante em macréfagos com afinidade por células cutaneas como
gueratinécitos, macréfagos e histiocitos e por células do sistema nervoso

periférico como as células de Schwann 2.

s

A parede celular do M. leprae é constituida por acido micalico,
peptideoglicano e arabinogalactana. A interagdo com a laminina presente nas
células de Schwann ocorre através de um lipidio especifico do M. leprae, o

glicolipideo fendlico | (PGL-1) presente na camada externa®3,



Em 2001 foi publicado o sequenciamento completo do genoma do
M. leprae, demonstrando que o bacilo da hanseniase possui aproximadamente
3,27 Mb, e que sofreu uma reducédo evolucional comparado ao Mycobacterium
tuberculosis que possui aproximadamente 4,41 Mb. Apresenta ainda um
aumento notavel do numero de pseudogenes no seu genoma, sendo esta a mais
provavel justificativa para o seu desenvolvimento lento e a incapacidade do
cultivo in-vitro °.

Em pesquisas realizadas com polimorfismos de base Unica (SNPs)
por Monot e cols. foram encontradas diferencas entre sete cepas oriundas de
diferentes partes do planeta. Os SNPs foram selecionados a partir de uma cepa
Brasileira (Br4923), escolhida devido ao isolamento geografico relativo do pais
e pelo fato do Brasil ser o segundo em nimero de casos. A analise encontrou
cinco SNPs, sendo que um localiza-se em uma regido nao-codificante e quatro
estdo inseridos em pseudogenes. Quando foram feitas as analises das sete
cepas distintas observou-se que o DNA do M. leprae é excepcionalmente bem
conservado e que este bacilo é altamente clonal*1°,

Posteriormente, ap0s a andlise de trés SNPs informativos,
encontrou-se quatro combinacdes diferentes, demonstrando que existe uma
correlacdo entre a origem geografica do paciente e o perfil genético da cepa. A
partir dai foi possivel obter informacdes sobre a rota de disseminacéo da doenca
pelo mundo, com provavel origem no continente africano e uma possivel
disseminacdo através do comércio de escravos, 0s quais eram levados para
outros continentes. Tudo indica que na maior parte do continente americano, a
doenca foi introduzida por colonizadores e imigrantes do velho mundo?®.

Em estudo mais recente a cepa de Tamil Nadu, da india e a
Br4923 do Brasil, foram novamente sequenciadas e comparadas revelando um
baixo nivel de diversidade. Para fins filogeograficos foram feitas novas analises
envolvendo 78 SNPs informativos, permitindo classificar o M. leprae em 16
subtipos (A-P), para os quais foi possivel fazer uma correlacao entre distribuicéo
geografica, padrbes de migracdo para os continentes e a rota de comércio. A
partir destes dados foi possivel o aprofundamento na compreensédo da
disseminacao da hanseniase pelo mundo e a confirmacdo da associacao entre

o tipo de SNP e a origem geografica das cepas. Analises filogenéticas recentes



gue compararam amostras antigas e modernas de M. leprae, identificaram que

o0 subtipo 3K é o M. leprae mais antigo*?’.

1.2. Manifestacgdes clinicas

As manifestacdes clinicas da hanseniase estéo relacionadas com
resposta imunolégica do hospedeiro frente ao bacilo?.

A classificacéo clinica de Ridley & Jopling (1966), a mais utilizada,
considera aspectos clinicos, imunologicos, microbiolégicos e histolégicos e
compreende: um polo tuberculoide (TT), onde o0s pacientes apresentam
imunidade celular eficiente contra o M. leprae; um polo virchowiano (VV), onde
0S pacientes apresentam resposta imune celular ineficiente contra o bacilo; e
formas intermediarias denominadas dimorfas, divididas em trés de acordo com
a resposta imunolégica do paciente: DT— dimorfa-tuberculéide; DD — dimorfa-
dimorfa; DV-dimorfa-virchowiana??.

A classificacdo clinica da hanseniase adotada pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) sofreu algumas modificacdes ao longo dos anos. Para
facilitar o diagndstico e o tratamento da hanseniase, a OMS propds em 1982
classificar os pacientes em paucibacilares (PB) ou multibacilares (MB) de acordo
com a classificacéo de Ridely & Jopling e em relacédo a baciloscopia 2. Assim,
pacientes TT e DT com baciloscopia < 1 foram classificados como PB e
pacientes DD, DV e VV com baciloscopia 2 2 classificados como MB 3. Em
1988, a OMS alterou a classificagdo e considerou qualquer paciente com
baciloscopia positiva como MB e pacientes com baciloscopia negativa como
PB. Em 1996, em razdo de dificuldades operacionais para execucdo da
baciloscopia e para fins de tratamento, a OMS adotou a classificacado de acordo
com o numero de lesdes: pacientes que apresentam menos do que cinco lesdes
como PB e como MB, os pacientes que apresentam mais do que cinco lesdes?®.

A hanseniase indeterminada (HI) é a fase inicial da doenca, sem
resposta imunoldgica definida. E caracterizada por maculas hipocrémicas com
bordas n&o definidas com alteracdo de sensibilidade térmica, onde o niumero
pode variar de acordo com a resposta imune celular do paciente. Nao ha
comprometimento de nervos periféricos, incapacidades ou deformidades. De

acordo com o perfil imunolégico do individuo, pode evoluir para cura



espontanea, permanecer como grupo indeterminado ou evoluir para as formas
clinicas da hanseniase. A presenca de lesdes infiltradas indica evolucao para
outras formas clinicas?.

A forma TT apresenta pequeno numero de lesdes, geralmente
hipopigmentadas, com bordas um pouco elevadas, bem delimitadas e centro
plano. Alteracdes de sensibilidade tatil, térmica e dolorosa séo observadas. A
baciloscopia é negativa e reacdo de Mitsuda positiva. Em razdo de uma boa
resposta imune celular, a presenca de granulomas € uma observacao frequente
no exame histopatolégico e isto dificulta a multiplicacdo bacilar. O sistema
nervoso periférico pode ser comprometido de forma precoce e causar danos
irreversiveis. 1316,

A forma VV apresenta resposta imune celular deficiente,
numerosas lesdes com alto numero de bacilos detectaveis ao microscopio, que
se replicam descontroladamente e promovem infiltracdo de peles e nervos. Sé&o
observados papulas e nédulos (hansenomas) geralmente bilaterais e simétricos.
Pode haver presenca de madarose, xerose e edema de extremidades. Ha perda
de sensibilidade e espessamento de nervos. A reacdo de Mitsuda é negativa®1°,
A histopatologia revela a presenca de macrofagos repletos de bacilos e micro
coldnias chamadas globias?.

O grupo dimorfo é considerado instavel, e de acordo com a
resposta do hospedeiro ao bacilo, pode variar entre os pélos TT e VV. Pacientes
DT apresentam placas eritematosas com variacdo de tamanho e niamero, com
baciloscopia negativa ou fracamente positiva. Pacientes DV apresentam lestes
em maior niumero com baciloscopia positiva e comprometimento de nervos
periféricos. Pacientes DD apresentam maculas hipopigmentadas, baciloscopia
positiva e comprometimento de nervos?.

No decorrer da doenca ou apés o inicio do tratamento, alguns
pacientes podem apresentar manifestacdes clinicas agudas secundérias a
liberacdo de antigenos e a reacdes de hipersensibilidade. Essas rea¢gfes sao
classificadas como tipo | e tipo Il

A reacdo tipo | é conhecida como Reac¢ao Reversa (RR), acomete
principalmente pacientes DD e acontece ap0s 0 aparecimento abrupto de um
mecanismo de hipersensibilidade tardia contra as fracdes antigénicas do M.

leprae. Ha aumento relativo e absoluto de linfécitos TCD4+ com aumento de



citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-2, IL-12, IFN-y e TNF. E caracterizada
pelo endurecimento e eritema extenso das lesbes com neurite, o que leva a
neuropatia motora e sensorial®.

Nas reac0es tipo Il ou Eritema Nodoso Hansénico (ENH) ocorre
uma resposta inflamatoria sistémica associada a altas concentracdes de TNF e
a deposicao de imunocomplexos, com infiltracdo de neutrdéfilos, ativagdo do
complemento e comprometimento de varios 6rgaos. Acomete pacientes MB e é
caracterizada por nodulos inflamatérios e lesdes maculo-papulares na face,
extremidades e no corpo. Os pacientes podem apresentar febre e algum grau
de neurite com neuropatia motora e sensorial. Essas reagbes podem ser
acompanhadas de iriodiciclite, orquite, artrite e miosite. Ocorre aumento de IFN-
¥, TNF, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 1.

1.3. Diagnéstico

O diagnéstico da hanseniase é clinico com a realizacdo de exames
dermatoneuroldgicos para identificar lesdes ou areas de pele com possiveis
alteracdes de sensibilidade térmica, tatil e dolorosa. O diagnéstico laboratorial
da hanseniase é importante para o diagnostico diferencial com outras doencas
dermatoneuroldgicas, casos suspeitos de recidiva e na classificacao das formas
clinicas da hanseniase 1°.

A baciloscopia de raspado dérmico da leséo, dos l6bulos das
orelhas, cotovelos ou joelhos corados pelo Método de Ziehl-Neelsen avalia os
indices baciloscopicos e morfologicos. O indice baciloscopico (IB) expressa o
namero de bacilos em uma escala logaritmica entre 0 e 6+. Pacientes MB
apresentam IB positivo e pacientes PB apresentam IB negativo. O indice
morfolégico (IM) avalia a viabilidade do bacilo e é expresso em um percentual
de bacilos integros em relagéo ao total de bacilos observados. Bacilos integros
sao observados em pacientes sem tratamento ou em casos de recidiva. Bacilos
fragmentados apresentam pequenas falhas em sua parede celular em razéo da
interrupgéo da sintese de seus componentes. S&o considerados inviaveis ou
mortos e sao frequentes em pacientes apés o tratamento. Bacilos granulosos

apresentam grandes falhas em sua parede celular com granulos corados em



vermelho e também sdo considerados inviaveis ou mortos, frequentes em
pacientes apds o tratamento *’.

O exame histopatoldgico da biopsia de pele é considerado por
Scollard e cols. o padréo ouro para o diagnéstico da hanseniase. O exame
permite a observacdo dos padrGes histologicos da resposta imune do
hospedeiro através da coloracdo de hematoxilina-eosina, o envolvimento de
nervos cutaneos e a identificagdo dos bacilos alcool &cido resistentes dentro dos
nervos através da coloracdo de Fite-Faracoll’. Essas observacdes sao
essenciais para confirmacdo do diagnostico da hanseniase e classificacao
quanto a forma clinica, bem como estabelecer um diagnéstico diferencial com
outras patologias como sarcoidose, granuloma anular, leishmaniose, linfoma
cutaneo de células T entre outras 4.

A reacdo de Mitsuda avalia a capacidade do individuo de
estabelecer uma resposta imune celular frente ao patdégeno. Utiliza-se uma
suspensao de M.leprae inativados por calor umido, injetada intradermicamente.
O surgimento de papula maior ou igual a 5mm apés 4 semanas indica reacao
positiva e expressa resposta imune celular eficiente, com a formacdo de
granulomas que impedem a multiplicacdo bacilar. A reacdo de Mitsuda nédo é
especifica para o M. leprae, mas uma resposta negativa ao teste esta associada
as formas DV e VV 118,

Ensaios imunoldgicos ndo sao utilizados de rotina para o
diagndstico de hanseniase, mas podem em conjunto com a avalia¢ao clinica
auxiliar na classificagdo, monitorar o tratamento, identificar o risco de recidiva e
fazer a avaliacdo dos contatos peridomiciliares!®. Testes imunolégicos como o
anti-PGL-1, NDO-HSA, anti LID-1, anti NDO-LID1 tém sido utilizados
principalmente em areas endémicas para avaliacdo de contatos e deteccao
precoce da hanseniase, com a finalidade de interromper a cadeia de
transmisséo da doenca 2923,

A deteccdo de anticorpos 1gG e IgM contra o PGL-1 é o melhor
teste imunoldgico padronizado e o mais utilizado em hanseniase. E realizado
principalmente por ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) e a presenca
de anticorpos IgM no soro dos pacientes estéo relacionados com a carga bacilar;
titulos elevados sédo observados em pacientes MB e diminuidos em pacientes
PB 19.23_



Como o M. leprae néo é cultivavel in vitro, a utilizacdo de métodos
moleculares auxilia a identificacédo do bacilo em amostras clinicas dos pacientes.
Estes métodos compreendem a amplificacdo de sequéncias especificas do M.
leprae através de PCR com posterior identificacdo de genes especificos do

bacilo ou sequéncias especificas 24,

1.4. Tratamento

O tratamento da hanseniase € realizado através da
poliquimioterapia (PQT) padronizada em 1982 pela OMS (Organiza¢cao Mundial
de Saude) e consiste da combinacdo de trés medicamentos: rifampicina,

dapsona e clofazimina de acordo com a classificacéo operacional do paciente??,

A dapsona (4,41 Diamino-Diphenil-Sulfona) foi o primeiro agente
antimicrobiano efetivo contra o M. leprae. E um medicamento bacteriostatico e
atua como antagonista competitivo do acido para-aminibenzéico (PABA), o que
impede sua utilizacdo na sintese de acido félico pelo M. leprae. A clofazimina &
um derivado iminofenazidico com leve acao bactericida que atua sobre o DNA
do M. leprae inibindo sua replicagéo e crescimento. A rifampicina € um derivado
semisintético da rifamicina B e tem acéo bactericida. Atua sobre a enzima RNA-
polimerase DNA dependente e inibe a sintese de RNA pelo bacilo 2.

Nos pacientes PB o tratamento é realizado durante seis meses,
através da associacdo de rifampicina (uma dose supervisionada mensal de
600mg) e dapsona (uma dose mensal supervisionada de 100mg e doses diarias
de 100mg). Em casos de intolerancia ou reacdes alérgicas a dapsona, utiliza-se
clofazimina (dose diaria de 50mg) e dose supervisionada mensal. Nos pacientes
MB, o tratamento € realizado por 12 meses com associacao de rifampicina (dose
mensal supervisionada de 600mg), dapsona (dose mensal supervisionada de
100mg e dose diaria de 50mg) e clofazimina (dose mensal supervisionada de
300mg e dose diaria de 50mg). Se for necessario suspender a dapsona, a
ofloxacina dever ser utilizada com uma dose mensal supervisionada de 400mg
e dose diaria de 400mg 6. No tratamento de reacdes tipo | é recomendado o uso
de corticosteroides sem interrupcdo do esquema terapéutico da PQT. Nas

reacoes tipo Il é recomendado o uso da talidomida®.



1.5. Imunologia

A resposta imune inata que é a primeira linha de defesa contra o M.
leprae é considerada um fator crucial no desenvolvimento de uma resposta
contra o bacilo?®. A exposicéo de um individuo ao M. leprae ao lado da influéncia
de fatores genéticos e ambientais podem determinar a eficiéncia da resposta
imune a infeccao. Individuos com a doenca podem evoluir para cura espontanea
em razao de uma boa resposta imune e fatores genéticos ou podem desenvolver
o espectro de hanseniase 2728,

A linha inicial de interagédo entre o bacilo e o hospedeiro é mediada
através dos receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) sendo os mais
importantes os tipo Toll (TLRs), tipo NOD (NLRS) e os receptores do tipo lecitina
C, como DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-
grabbing nonintegrin) e Decitina 1, que reconhecem os padr6es moleculares
associados a patégenos (PAMPSs) no bacilo. Receptores como TLR1/2 sdo os
primeiros a atuar no processo de ativacdo da resposta imune inata. TLR1
reconhecem as lipoproteinas do M. leprae e promovem a diferenciacdo de
mondcitos em macrofagos com sinalizacdo para producao de citocinas como
IFN-gama e IL-6. Induzem também a maturacéo de células dendriticas CD1b*
gue podem ativar outras células efetoras do sistema imune, como as células T
e promover a eliminacdo do patégeno através de mecanismos microbicidas do
hospedeiro!262%, A regulacdo e a producdo de citocinas podem influenciar a
forca da resposta imune e consequentemente as diferentes formas clinicas
observadas na hanseniase. Polimorfismos genéticos também séo capazes de
regular os niveis de citocinas 2. TLR2 participa da ativacdo da via
antimicrobiana ativada pela vitamina D, que consiste na indugcéo da producéao
de peptideos antimicrobianos como a catalecidina 26.

Nos pacientes TT, a resposta Thl ocorre da ativagdo de células
TCD4+ por macrofagos que levam a producao de citocinas como IFNy, IL-2 e
TNF, com consequente imunidade mediada por células. O TNF & associado a
resisténcia ao M.leprae, atuando na formacédo e estabilizacdo do granuloma

apos a infeccéo do bacilo 222°,
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Em individuos VV, ocorre ativacdo da resposta Th2, com producédo
de citocinas IL-4, IL-5 e IL-10, que inibem a funcdo microbicida dos macrofagos.
Ha aumento de carga bacilar, ativacao dos linfocitos B e producgéo de anticorpos
ineficazes para a contencéo da disseminacéo bacilar 26.

A IL-10 secretada pelos mondécitos/macrofagos possui atividade anti-
inflamatdria com inibicdo da producdo de IL-1, IL-6 e TNF em culturas de
polissacarideos e IFN-gama em macréfagos ativados. Altos niveis de IL-10 e a
baixa razdo entre TNF/IL-10 tém sido correlacionados com hanseniase
multibacilar, anergia de células T em pacientes VV e progressdo da doenca.
Véarios polimorfismos na regido do gene IL10 tem sido estudados e
correlacionados com suscetibilidade a hanseniase e dentre eles, o SNP
rs1800871 (-819C>T) que foi associado com a suscetibilidade a hanseniase na
populacéo brasileira.

Em individuos dimorfos as manifestacbes imunolégicas podem
oscilar entre os perfis Thl e Th2 28,

Outros subtipos de células T como Th17 e Tregs também podem ter
um papel critico na resposta imune em hanseniase 3!. Linfécitos Th17 tem
atividade proé-inflamatdéria e produzem as citocinas IL-17, IL-22 e IL-21 que ja
foram associadas a hanseniase. Saini e cols. em 2013, evidenciaram o0 aumento
de IL-17 em pacientes TT 2. Resultado semelhante foi observado por Azevedo
e cols., em 2017, que além desse, também observaram o aumento de IL-21 em
pacientes TT e DT e aumento de IL-22 em pacientes VV/DV/DD 3. O mesmo
resultado ja havia sido relatado por Lima Silveira e cols. em 2015 .

As células Tregs (CD4*CD25*FoxP3*) regulam negativamente a
resposta imune para manter a homeostase 3*. Tregs tem a capacidade de inibir
outras células através da producao de citocinas como TGF-B1 e IL-10 o que
pode suprimir principalmente a resposta Thl e contribuir para a persisténcia e
proliferagéo do bacilo, resultando em complicacdes da doenca. A participacéo
de células Tregs em hanseniase foi verificada com hanseniase per se e também
nas formas clinicas. Saini e cols. (2014) e Sadhu e cols. (2018) observaram
aumento de Tregs em pacientes VV e DV respectivamente, principalmente
através do aumento de TGF-B1 3235 Azevedo e cols. em 2017 evidenciaram
aumento de IL-10 e TGF-B1 em pacientes VV, sendo que niveis de TGF-1 foi
maior em DD/VV 3,
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1.6 Genética

A ocorréncia de doencas complexas € controlada por componentes
genéticos como resultado da acéo integrada de um namero variado de genes,
associado a fatores ambientais, socio-econémicos, culturais entre outros. Para
evidenciar a participacdo de genes e sua contribuicdo para a caracteristica que
se deseja estudar, diversas estratégias podem ser utilizadas como: analise de
agregacao familial de casos, estudo comparativo de taxas de concordancia da
ocorréncia da doenca entre gémeos mono ou dizigéticos e andlises de
segregacdo complexa 2736, Para evidenciar a localizacdo, o nimero e
identidade dos genes envolvidos sao utilizadas estratégias como estudos de
ligacéo e estudos de associacdo 2’.

Com a descoberta do M. leprae por Hansen em 1873 como agente
etioldgico da hanseniase, as teorias de transmisséo hereditaria da doencga foram
rejeitadas e comecgou-se a aceitar que a infeccdo pelo M. leprae e as
manifestacdes clinicas decorrentes estariam relacionadas a predisposicdo
genética dos individuos 3. Entretanto, desde a ldade Média, ha relatos de
investigacOes sobre a hipétese de associacdo da hanseniase com a genética.
Observacbes feitas por um monge franciscano de nome Bartholomaeus
Angelicus, em 1246, afirmavam que a transmisséo ocorria de pai para filho .

Em 1973, Charkravartii realizou estudo com gémeos em uma area
endémica de hanseniase na India e evidenciou taxas maiores de hanseniase
entre gémeos monozigéticos tanto para hanseniase per se quanto para as
formas clinicas .

Em 1988 foi realizado um estudo na ilha caribenha de Desirade com
953 individuos sendo 82 pacientes hansenianos (28 virchowianos e 54 nao
virchowianos). Os resultados desse estudo rejeitaram o modelo nao familial e
indicaram um modelo de herangca mendeliana com gene principal co-dominante
ou recessivo que controla a suscetibilidade a doenca 4°. Em 2001, esse achado
foi em parte confirmado em estudo envolvendo uma amostra de 76 pedigrees
brasileiros, que também resultou na rejeicdo de modelo predominantemente

ambiental de controle de suscetibilidade a hanseniase?!.
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A selecao dos genes candidatos € realizada a partir da observacgao
do possivel papel critico na patogénese da doenca e/ou da localizagédo
gendmica previamente envolvida no controle da doenca ?’. Estudo de
associacdo genome-wide (GWAS) € um poderoso desenho de estudo, baseado
em uma extensa cobertura de marcadores genotipados em um Unico
experimento que captura a grande maioria das variantes genémicas comuns 42,
Véarios marcadores de suscetibilidade genética para hanseniase tém sido
definidos a partir da estratégia de estudos de associacdo focando genes
candidatos. As regides cromossOmicas candidatas sao inicialmente definidas
por meio de estudos de ligacdo com scan gendmico, e posteriores estudos de
associacao e clonagem de posicéo, para localizacao dos genes envolvidos, bem
como marcadores informativos. Esta estratégia determinou importantes
marcadores de suscetibilidade para hanseniase na populacdo vietnamita
localizados nas regides 6q25-27 e 6p21 4345, Curiosamente, as associacdes
positivas para alguns destes marcadores nao tém sido replicadas na populacao
brasileira 4°. Uma hip6tese que explica esta controvérsia seria diferencas em
variaveis que influenciam estas associacbes, como etnia e idade de
manifestacdo da doenca. Uma segunda possibilidade seria a existéncia de
diferencas nos blocos de desequilibrio de ligacao (bins) entre as populacdes, de
forma que o marcador informativo da associacdo da regido poderia ser distinto.
O Unico estudo de ligacdo com scan gendmico conduzido com familias
brasileiras apontou picos de ligacao nas regides cromossomicas 6p21, 17922 e
20p13 4,

O primeiro GWAS em hanseniase interrogou 491.883 marcadores
SNPs genotipados em 706 casos e 1225 controles na China. Um total de 93
SNPs mostrou associacdo significante com a hanseniase. Estes SNPs foram
testados em trés populacbes de replicacdo independentes, totalizando 3254
pacientes e 5955 controles. Como resultado, 15 SNPs distribuidos em sete
genes: CCDC122, LACC1, NOD2, TNFSF15, RIPK2, LRRK2 e HLADRB1 foram
considerados associados com hanseniase 4’

A regido 6p21, que tem sido amplamente envolvida em estudos de
ligacdo com hanseniase, abriga os genes do complexo HLA de classe I, Il e 11l

41-43 " Além disso, os estudos de associacdo com os genes HLA de classe |, Il e
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[l (SNPs localizados nos genes TNF e LTA) tém replicado e validado os dados

para hanseniase em diversas populagées, incluindo a brasileira 41 48-49,

1.7. Complexo HLA

O complexo principal de histocompatibilidade (CPH), no homem foi
descrito na Franca, em 1958, por Dausset durante um estudo com o soro de
pacientes politransfundidos e de mulheres multiparas onde observou a presenca
de anticorpos que aglutinavam leucécitos e que reagiam de forma diferente entre
os individuos .

O MHC é definido como um conjunto de loci génicos, localizados
no braco curto do cromossomo 6 (6p21.3), que codificam aloantigenos
(antigenos que diferem dentro de uma mesma espécie), cuja importancia inicial
deu-se no campo dos transplantes, por promoverem a rejeicao entre doadores
e receptores incompativeis °%. A principal funcdo das moléculas do MHC é a
apresentacdo de antigenos para os linfécitos T 2,

Extremamente polimérfico, o MHC é constituido pelas regides
génicas didaticamente subdivididas em regido de classe |, Il, 1ll, de acordo com
a sua localizagc&o no braco curto do cromossomo 6.

A regido de classe | contém os loci HLA-A, B, C, que codificam as
moléculas classicas de histocompatibilidade (HLA-A, B e C), os loci HLA-E, F,
G, HFE, MICA e MICB, que codificam as moléculas ndo classicas. As moléculas
de classe | sdo expressas em todas as células nucleadas do organismo 2.

Na regido de classe Il estdo localizados os loci HLA-DR, DQ e DP
que codificam as moléculas classicas e os loci HLA-DO e DM, que codificam
moléculas nao classicas. As moléculas de classe Il sdo expressas em células
apresentadoras de antigenos (APCs), células dendriticas, linfocitos B, linfocitos
T ativados, macréfagos e mondcitos 5°2, O HLA-DP é uma molécula
heterodimera com uma cadeia alfa e uma cadeia beta, ambas polimoérficas,
codificadas pelos genes HLA-DPAl1 e HLA-DPB1 respectivamente. Estao
descritos até o momento para o HLA-DPA1* 65 alelos que codificam 27
proteinas e para o HLA-DPB1* 1.014 alelos que codificam 692 proteinas

diferentes >3.
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A regido de classe Il contém genes responsaveis por varias
fungBes, incluindo proteinas do sistema complemento, enzimas como a 21-
hidroxilase, enzimas glicolisadoras de moléculas HLA, TNF, LTA, receptor para
IFN-y, além de outros genes e pseudogenes com fungdes desconhecidas 2.

O mecanismo de apresentacdo de antigenos tem como objetivo
produzir peptideos que possam se associar as moléculas HLA. Esta associagao
ocorre antes da expressdo dessas moléculas na superficie celular e é
necessaria para a montagem estavel e expressao superficial das moléculas 2°.

Os peptideos associados as moléculas de classe | sdo antigenos
proteicos presentes no citosol originados de virus, parasitas intracelulares ou
proteinas que sofreram mutagcdo em células tumorais. Esses antigenos
proteicos sdo degradados a peptideos por uma via sensivel a ubiquitina e sao
processados no proteossoma e em seguida séo transportados até o reticulo
endoplasmatico através do transportador associado ao processamento
antigénico (TAP). No reticulo endoplasmético o TAP associa-se a uma proteina
denominada tapasina e forma um complexo com as moléculas MHC de classe |
sintetizadas nesse local. O complexo peptideo-MHC de classe | move-se
através do complexo de Golgi e é transportado até a superficie celular onde é
reconhecido por células TCD8+ 29,

Os peptideos associados a classe Il derivam em sua maioria de
antigenos proteicos extracelulares que sofreram endocitose e foram
internalizados em vesiculas intracelulares delimitadas por membranas
(endossomos) nas APCs. A montagem do MHC de classe Il ocorre com o auxilio
de chaperonas residentes no reticulo endoplasmatico, principalmente a
calnexina. Uma proteina associada de cadeia invariante denominada (li) dirige
as moléculas recém-formadas até os endossomos e ocupa a fenda de ligacao
de peptideos. As moléculas MHC de classe Il sdo transportadas até a superficie
celular por vesiculas endociticas que neste caminho encontram as vesiculas
com os peptideos gerados pela degradacdo das proteinas endocitadas e se
fundem. Assim, as moléculas MHC de classe Il encontram os peptideos nas
vesiculas, e para que ocorra a associacdo do peptideo a fenda da molécula, a
proteina invariante (li) € degradada por enzimas proteoliticas e pela acéo de
uma molécula denominada HLA-DM. O complexo peptideo-MHC Il é

reconhecido por células TCD4+ 2°,



15

No contexto da apresentacéo de antigenos das moléculas HLA-DP
algumas excec¢Bes podem ocorrer e essas moléculas podem se ligar também a
peptideos enddgenos ocorrendo uma apresentacao cruzada. Estudos recentes
conduzidos por Yamashita e cols.>* e por Anczurowsku e cols.% identificaram
que moléculas HLA-DP que possuiam na posicdo 84 da cadeia beta, um
aminodacido do tipo glicina (HLA-DP849Y) foram incapazes de se ligar a (li) através
da CLIP, o que permitiu a ligacdo das moléculas com peptideos enddgenos.
Dessa forma, os alelos HLA-DP foram classificados em duas categorias de
acordo com o aminoacido presente nessa posicdo: em HLA-DP84P quando o
aminoacido presente fosse um aspartato (encontrados nas moléculas DP5 e
DP8) ou HLA-DP849Y (encontrados nas moléculas DP2 e DP4). Tais diferencas

podem ser clinicamente relevantes na manifestacédo das doencas®®.

1.8. Complexo HLA e Hanseniase

Na hanseniase o complexo HLA tem sido amplamente estudado
na tentativa de elucidar os mecanismos genéticos da suscetibilidade ou
resisténcia, bem como o prognéstico da doenca, uma vez que estes alelos
participam de forma direta na resposta imune 27. A regido cromossomica 6p21,
que abriga os genes do HLA classe I, Il e lll, tem sido sistematicamente
envolvida com hanseniase em estudos de ligacdo 4343, Além disso, a
participacdo destes genes tem sido confirmada por estudos de associacao
usando polimorfismos de base Unica (SNPs — single nucleotide polymorphisms)
como marcadores®’.

Estudos de hanseniase e moléculas HLA de classe | tém sido feitos
em populacdes dos continentes asiatico e americano %864, No Brasil, em 2010
foram encontrados os alelos HLA-A*11 e A*30 relacionados a suscetibilidade,
enquanto os alelos HLA-A*01, B*27, B*50 e C*05 foram associados com a
resisténcia a doenca na populagdo do Rio de Janeiro . Também no Brasil, na
populacdo do norte do Parana, Franceschi e cols. (2011)% confirmaram a
associacdo do alelo HLA-A*11 com a suscetibilidade a hanseniase per se além
dos alelos HLA-B*38 e C*12. O alelo HLA-C*16 foi associado com resisténcia.

Outros alelos também foram identificados: HLA-C*07 relacionado a
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suscetibilidade e os alelos HLA-B*35 e C*04 associados com efeito protetor a
forma VV da doenca.

Alter e cols. (2011), em um estudo com familias no Vietn3,
analisaram 682 SNPs na regido do HLA e encontraram associagcdo com
hanseniase para 59 deles. Estes marcadores foram investigados em um
segundo painel de familias da mesma populacdo e 12 SNPs na regido do HLA
classe | tiveram a associacao confirmada. Os resultados foram ent&o validados
em um estudo caso-controle na india onde o alelo HLA-C*15:05 foi associado a
doenca °’.

Em relacdo ao HLA de classe Il, estudos com diferentes
populacdes encontraram associagao entre o HLA-DR2 e a forma TT: Suriname
67, México %8 e Brasil 7%, No Japdo, HLA-DR4 e HLA-DR9 apresentaram
associacdo com protecdo para hanseniase TT 6. O HLA-DQ1 foi associado a
forma VV em estudos realizados em diversas populagdes: Venezuela 2, india
2, Japdo "3, Indonésia "4, México ®. No Brasil, foi encontrada associacdo com
forma VV e o alelo HLA-DRB1*11 em estudo realizado na cidade de Goiania ®.
No Rio de Janeiro, Vanderbourght e cols.* relataram associagdo entre o alelo
HLA-DRB1*10 e suscetibilidade e o alelo HLA-DRB1*04 e protecdo para
hanseniase per se. Em 2009, um estudo confirmou na populacédo do norte do
Parand a associacdo do HLA-DRB1*16 (subtipo do HLA-DR2) com a
hanseniase per se e sugeriu a associacdo do HLA-DRB1*1601 com a forma
dimorfa da doenca, e descreveu ainda efeito protetor do HLA-DRB1*04 7.

Zhang e cols. em 2009, no primeiro GWAS em hanseniase,
encontraram sete genes associados a hanseniase na populacdo chinesa, e
dentre estes o gene HLA-DRB1 4. Outro estudo do mesmo grupo, com a
populacdo chinesa, encontrou associacdo do HLA-DRB1*15 com
suscetibilidade e o HLA-DRB1*09 com prote¢do a hanseniase’®. Aguilar-Medina
e cols. (2017), em estudo caso-controle em uma area com alta incidéncia de
hanseniase no México, encontraram associac¢ao de suscetibilidade entre o HLA-
A*28 e a forma VV, enquanto o HLA-DQB1*06 foi associado a forma dimorfa.
Neste mesmo estudo, o alelo HLA-DQB1*07 foi associado como um marcador
de resisténcia a hanseniase %°. Krause-Kyora e cols. em um interessante estudo
realizado em 2018, em esqueletos de pacientes VV de um leprosario enterrados

em um cemitério da Dinamarca entre 1270-1750 Dc identificaram o hapl6tipo
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HLA-DRB1*15:01/DQB1*06:02 associados a essa forma da doenca, o que
evidencia que os alelos HLA relacionados ao risco de hanseniase nas
populacées modernas ja estava associado a hanseniase desde a Idade Média’.

Estudos do tipo GWAS que testaram os genes HLA-DP tém
sido realizados em doencas infecciosas como hepatite B em populacdes
asidticas: Matsura e cols. (2010) identificaram cinco SNPs na regido dos genes
HLA-DPA1 e HLA-DPB1 associados a hepatite B &; em 2011, Guo e cols.
realizaram um estudo caso-controle e identificaram onze SNPs nessa regiao
com forte associacédo para hepatite B cronica®l; em 2012, Hu e cols. e Migita e
cols. também identificaram SNPs na mesma regiéo associados com hepatite B8
83, Assim como a hanseniase, a hepatite B crénica é uma doenca de carater
complexo cujo desfecho depende de variaveis relacionadas ao microrganismo,
ambiente e hospedeiro, e causada por um parasita intracelular obrigatorio, o que
denota a importancia destes genes nestas doencgas.

Xie e cols. e Tanna e cols. encontraram associagcdo de SNPs no
gene HLA-DPB1 com a poliangite granulomatosa, que é uma vasculite
autoimune sistémica caracterizada por inflamacdo dos vasos sanguineos e
formacao de granuloma com envolvimento de trato respiratério, rins e outros
tecidos, resultado de fatores ambientais e fatores genéticos do hospedeiro 8485,
A lesdo decorrente da hanseniase é de carater granulomatoso, e esses dados
denotam o envolvimento destes genes com a formacéo de granulomas.

Em relacdo a regidao de classe lll, estudos com SNPs nos genes
da LTA e do TNF demonstraram associacdo com hanseniase em diversas
populacdes, incluindo a brasileira 414548,

A LT-a apresenta acao pré-inflamatoéria e a baixa producdo desta
citocina proporciona uma deficiéncia frente a infeccdo pela micobactéria.
Estudos realizados com as populacbes viethamita, indiana e brasileira
mostraram associagao entre o gene LTA e hanseniase. Entre os marcadores
estudados, foi detectada a associagdo do SNP na posi¢cado +80 (A>G) do gene
LTA com a suscetibilidade para a manifestacdo precoce da hanseniase. Na
populacao brasileira este efeito ndo péde ser observado devido a manifestacao
tardia, caracteristica da nossa populacdo, em torno de 36 anos. Estes dados
confirmam a associacdo deste gene com a doenca atuando de maneira

altamente dependente da idade, e reforca o carater complexo da doenca “°.
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O gene TNF codifica uma citocina pré-inflamatéria multifuncional,
que é secretada principalmente pelos macrofagos. O TNF participa de varios
processos biolégicos incluindo a proliferacéo e diferenciagéo celular, apoptose,
metabolismo lipidico e coagulacdo 4. Diversos estudos de associacdo
evidenciaram o envolvimento deste gene com a hanseniase em populacdes
distintas, sendo que o polimorfismo na posi¢éo -308 (G>A) na regido promotora
do gene ja teve sua associacao comprovada por varios estudos com diferentes
populacdes, bem como por estudos de meta-analise 8687,

A persistente prevaléncia da hanseniase no Brasil e a dificuldade
da eliminacdo da doenca no pais acentuam a relevancia dos estudos
epidemiologicos que visem a explicacdo dos fatores envolvidos de forma
especifica para a nossa populacao. A regiao 6p21 tém sido envolvida em muitos
estudos com hanseniase e nesse sentido, a abordagem mais detalhada dos
genes dessa regido, principalmente aqueles pouco estudados em hanseniase
como o locus HLA-DP é extremamente necessaria. A investigacao dessa regiao
devera contribuir para a elucidacdo das bases moleculares da suscetibilidade
para a hanseniase envolvendo o complexo HLA.

Assim, este trabalho teve como objetivo realizar um estudo de
associacao genética de base populacional em hanseniase para os genes HLA-
DPAl1 e HLA-DPB1 em amostras caso-controle de Rondonépolis-MT e do

Estado de Sao Paulo.
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2. Objetivos

2.1.0bjetivos Gerais

- Conduzir estudo de associacao genética de base populacional em
hanseniase para os genes HLA-DPA1 e HLA-DPB1 em amostras caso-controle
de Rondonopolis-MT, uma regiéo hiperendémica para hanseniase e do Estado
de Sao Paulo, uma regido com indices epidemiolégicos mais controlados de
hanseniase.

2.2.0bjetivos especificos:

- Realizar estudo de associacao de tag SNPs na regido dos genes
HLA-DPA1 e HLA-DPB1 em amostras de Rondondpolis-MT

- Testar o SNP significativo na populacdo de Rondondpolis em
amostras do Estado de S&o Paulo;

- Fazer estudos funcionais do SNP significativo por meio de
comparacao da producédo de IL-10 e TNF em controles saudaveis do Estado de
Sao Paulo com diferentes genotipos.

- Realizar a tipificacdo dos alelos HLA-DPA1* e DPB1* com as
populacdes de Rondonopolis-MT.
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Resumo
A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium

leprae que pode se manifestar sob diferentes formas clinicas a depender da
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resposta imune celular do hospedeiro. Varios marcadores genéticos tém sido
definidos e, devido a participacao dos alelos HLA na resposta imune, estes tém
sido amplamente estudados na hanseniase. O HLA-DP constitui uma das
moléculas classicas de classe Il, com poucos estudos em hanseniase. O
objetivo deste trabalho foi conduzir um estudo de associacdo genética de base
populacional em hanseniase para os genes HLA-DPA1 e HLA-DPB1 com duas
amostras caso-controle: a primeira de Rondonoépolis-MT, uma regido
hiperendémica para hanseniase, e a segunda do Estado de S&o Paulo, uma
regido com indices epidemiologicos controlados. Foram realizados estudos com
9 tag SNPs na regido dos genes HLA-DPA1 e HLA-DPB1 na populacédo de
Rondonodpolis—MT (411 casos e 357 controles). O SNP rs9277341 que
apresentou dados de associacdo com significancia estatistica ap0s a correcao
de Bonferroni foi entdo testado na populacdo de Sdo Paulo (570 casos e 380
controles). Para avaliar o efeito funcional deste marcador foi determinada
estudoa producdo das citocinas IL-10 e TNF apo6s estimulo com antigeno
sonicado de M. leprae em 21 controles saudaveis. Na populacdo de
Rondondpolis-MT foi realizada a tipificacao dos alelos HLA-DPA1* e HLA-DPB1*
através da técnica de PCR-SSO empregando-se o kit Labtype-SSO (One
Lambda, CA, USA). Os resultados de genotipagem mostraram associacado com
hanseniase per se para o marcador rs9377341 do gene HLA-DPA1 e dois
marcadores do gene HLA-DPB1 (rs1431402 e rs9277469). Associagbes de
protecdo para a forma multibacilar da hanseniase foram encontradas para os
marcadores rs9277341 e rs2301220 do gene HLA-DPA1 e para o marcador
rs31350221 do gene HLA-DPB1. O SNP rs9277341, com dados significativos
apos a correcao de Bonferroni e testado na populacéo do Estado de Séo Paulo,
nao apresentou associacdo com hanseniase. A avaliacéo funcional mostrou que
os carreadores do alelo G do rs9277341 apresentaram niveis maiores de IL-10
e TNF. Na tipificacdo dos alelos HLA, o alelo HLA-DPB1*03 foi associado a
hanseniase per se e o genotipo HLA-DPB1*02/03 foi associado a hanseniase
per se e a protecao para a forma MB. Esses dados sugerem a participacédo dos
genes HLA-DPA1 e HLA-DPBL1 nos desfechos da hanseniase.

Palavras chave: Hanseniase, HLA, Mycobacterium leprae, polimorfismo de base

Unica.
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4.1.Introducao

Hanseniase € uma doenca infecciosa crénica causada pelo
Mycobacterium leprae (M. leprae), um parasita intracelular obrigatério com
preferéncia pelas células de Schwann em nervos periféricos e macréfagos na
pele 1. E uma doenca endémica em paises como o Brasil, india e Nepal com
incidéncia aproximada de 215.000 casos por ano?.

A hanseniase € uma doenca espectral com diferentes formas
clinicas que estéo relacionadas com a resposta imunoldgica do hospedeiro. A
classificacdo de Ridley & Jopling é a mais aceita e divide a doenga em cinco
formas. No pélo tuberculéide (TT) estdo os pacientes com uma forte resposta
imune celular ao M. leprae. No poélo virchowiano (VV) estdo os pacientes com
resposta imune celular deficiente ao bacilo. Entre esses dois pélos, encontram-
se trés formas intermediarias: dimorfa-tuberculdide (DT), dimorfa-dimorfa (DD)
e dimorfa-virchowiana (DV)3. A classificacdo operacional da Organizagéo
Mundial de Salde, adotada para fins de tratamento*, divide os pacientes em
paucibacilares (PB) e multibacilares (MB) de acordo com a baciloscopia e, mais
recentemente, de acordo com o nimero de lesées®.

A resisténcia natural humana para a hanseniase € estimada como
alta. Fatores ambientais e genéticos (do hospedeiro e da micobactéria) sao
importantes nas interacdes patdgeno-hospedeiro e influenciam na manifestacao
da doenca®. Como o M. leprae tem uma pequena diversidade genética e sofreu
reducdo evolucional’®, fatores genéticos do hospedeiro tomam grande
importancia nesta interacdo®. A existéncia de componentes genéticos como
determinante da doenca tem sido demonstrada em estudos de genética
classica, como analises de segregacdo complexa e estudos com gémeos, bem
como pelos estudos de epidemiologia genética®!4.

Muitos marcadores de suscetibilidade para a hanseniase tém sido
definidos através de estratégias de associacdo com foco em genes candidatos,
selecionados a partir da observacao do possivel papel critico na patogénese da
doenca e/ou da observacéo da localizacdo gendmica previamente envolvida no
controle da doenca®. Esta estratégia determinou importantes marcadores
relacionados a suscetibilidade em hanseniase na populagdo viethamita

localizados na regido 6g25-27 e 6p21 °'. Na populacéo brasileira, estudos de
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ligacdo apontaram picos de ligacédo nas regides 6p21, 17922 e 20p13*%>13, Na
regido 6p21 localiza-se o complexo principal de histocompatibilidade (MHC),
cujas moléculas expressas tém a funcdo de apresentacdo de peptideos
derivados de patégenos ou de células tumorais as células T4,

A regido do MHC abriga os genes do complexo HLA de classe |, II
e lll, onde estéo as moléculas classicas do sistema HLA: HLA-A, HLA-B e HLA-
C (classe 1) e HLA-DQ, HLA-DR e HLA-DP (classe Il). Moléculas HLA tém sido
sistematicamente associadas com hanseniase em diversas estratégias de
estudos genéticos, como estudos de associacdo e de ligacdo, estudos com
polimorfismos de base Unica (SNP) e estudos como genome wide association
(GWAS) 912131516 Com o gene HLA-DP apenas um estudo realizado em
hanseniase por Rani e cols (1995), na populacdo do norte da india, n&o
encontrou diferencas significativas entre as frequéncias de alelos HLA-DPB1 em
doentes e controles saudaveis 7. O HLA-DP é uma molécula heterodimera
constituida por uma cadeia alfa e uma cadeia beta, ambas polimorficas,
codificadas pelos genes HLA-DPAl1 e HLA-DPB1 respectivamente. Até o
momento, sdo descritos 67 alelos para o HLA-DPA1* que codificam 29 proteinas
e 1.014 alelos para o HLA-DPB1* que codificam 692 proteinas diferentes 18.

A regidao 6p21 tém sido envolvida em muitos estudos com
hanseniase e, nesse sentido, a abordagem mais detalhada dos genes dessa
regido, principalmente aqueles pouco estudados em hanseniase como o locus
HLA-DP, é extremamente necessaria. A investigacdo dessa regido devera
contribuir para a elucidacdo das bases moleculares da suscetibilidade para a
hanseniase envolvendo o complexo HLA.

Assim, este trabalho objetiva realizar um estudo de associacéo
genética de base populacional em hanseniase para os genes HLA-DPAL e HLA-
DPB1 em amostras caso-controle de Rondondpolis-MT, uma regido
hiperendémica para hanseniase, e do Estado de Sédo Paulo, uma regido com

indices epidemiologicos mais controlados.

4.2. Materiais e Métodos

4.2.1. Populagéo
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Este estudo caso controle foi realizado com duas amostras
populacionais. A primeira amostra foi constituida a partir de um estudo
multidisciplinar realizado no municipio de Rondondpolis-MT, uma area hiper-
endémica para hanseniase, é composta por 411 pacientes e 357 controles. Os
casos foram provenientes do atendimento ambulatorial do Programa de Saude
da Familia (PSF) deste municipio. Os pacientes foram classificados de acordo
com os critérios de Ridley & Jopling® e da OMS*. O grupo controle foi proveniente
do mesmo municipio e foi selecionado em mutirdes realizados na cidade para
deteccdo de casos de hanseniase. Os mutirbes foram realizados em locais
publicos como faculdades, corporacdo de bombeiros, exército e postos criados
para participacdo voluntaria. O grupo foi selecionado apds entrevista e a
negativa de histéria pessoal da doenca, além de exame clinico negativo
realizado no dia do mutirdo.

A segunda amostra foi composta de 570 casos e 380 controles
proveniente do Estado de Sdo Paulo, uma regido com indice epidemiologico de
hanseniase controlado. O grupo de casos foi constituido a partir de pacientes
do atendimento ambulatorial de hanseniase do Instituto Lauro de Souza Lima
(Bauru-SP). Os pacientes também foram classificados de acordo com o0s
critérios de Ridley & Jopling!? e da OMS*. O grupo controle foi constituido por
individuos candidatos a doacdo de sangue do Hemonucleo de Bauru. As
caracteristicas das populacdes estdo descritas na tabela 1.

A populacao selecionada para avaliacao funcional dos tag SNPs
com significancia estatistica foi composta por 21 individuos saudaveis
procedentes do Instituto Lauro de Souza Lima. Esta populacéo foi composta por
individuos ndo fumantes, sem doencas cronicas, sendo 10 mulheres e 11
homens.

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Instituto
Lauro de Souza Lima, Bauru — SP, local onde o estudo foi realizado (CEP
172/09).

Tabela 1: Caracteristicas dos grupos de pacientes e controles selecionados no
municipio de Rondondépolis — MT e no Estado de Sdo Paulo.

Caracteristicas Categorias Casos Controles Casos Estado Controles Estado

Rondonépolis Rondonépolis Séo Paulo Séo Paulo
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(n=411) (n=357) (n=570) (n=380)
Idade 42,02+16,14 41,98+13,89 42+18,01 36+10,81
(médiatDP)
Etnia Caucasoéide 147(35,8%) 117(32,8%) 456(80%) 238(62,6%)
Pardo 247(60,1%) 226(63,3%) 55(9,6%) 104(27,4%)
Negro 17(4,1%) 14(3,9%) 32(5,6%) 24(6,3%)
Amarelo 1(0,2%)
Sem Classificagéo 26(4,6%) 14(3,7%)
Sexo Masculino 250(60,8%) 217(60,8%) 385(67,5%) 253 (66,6%)
Feminino 161(39,2%) 140(39,2%) 185(32,5%) 127(33,4%)
Forma Clinica PB 96(23,4%) 108(18,9%)
(OMS,1982) MB 310(75,4%) 434(76,1%)
Sem Classificagdo 5(1,2%) 28(4,9%)
Forma Clinica \AY% 21(5,1%) 112(19,6%)
(Ridley & DV 63(15,3%) 147(25,8%)
Jopling, 1966) DD 79(19,2%) 142(24,9%)
DT 159(38,7%) 59(10,3%)
T 60(14,6%) 72(12,6%)
I 27(6,6%) 3(0,5%)
HNP 1(0,2%)
Sem Classificagdo 0,2(0,5%) 34(6,0)

DP- desvio padrdo; VV-virchowiano-virchowiano; DV-dimorfo-virchowiano; DD-dimorfo-dimorfo; DT- dimorfo-
tubercul6ide; TT — tuberculéide-tuberculbide; I-indeterminada; HNP-hanseniase neural pura; OMS-Organizagdo Mundial
de Saude; PB-paucibacilar; MB-multibacilar

4.2.2. Selecao de marcadores

Marcadores tipo tag SNPs na regido dos genes HLA-DPA1 e HLA-
DPB1 foram  selecionados no International HapMAp Project
(http:/hapmap.ncbi.nim.nih.gov) a partir dos seguinte parametros: MAF (minor
allele frequency) de 0,1, populacdo de ancestralidade Yoruba (africanos),
desequilibrio de ligacdo entre os marcadores de r? maior ou igual a 0,8. A partir
desta estratégia foram testados 9 marcadores neste estudo *°. Os marcadores
selecionados estédo descritos no quadro 1.

Quadro 1: tag SNPs selecionados na regido dos genes HLA-DPA1 e HLA-DPBL1.

Genes tag SNPs

HLA-DPA1 rs1367728

major histocompatibility complex, class I, DP rs2301220
alpha 1 rs2301226

rs9277341

rs9277342

HLA-DPB1 rs1431402
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major histocompatibility complex, class Il, DP rs2071353
beta 1 rs3135021
rs9277469

4.2.3. Extracdo de DNA e Genotipagem dos tag SNPs

O sangue venoso periférico foi coletado em tubo com anticoagulante
EDTA (4cido etilenodiaminotetracético) e o DNA foi extraido através da técnica
de salting-out ?°. A genotipagem dos tag SNPs foi realizada através do método
de discriminacéo alélica por meio da tecnologia TagMan (Applied Biosystems,
Foster City, California, USA) utilizando o equipamento de PCR em tempo real
StepOne Plus (Applied Biossystems, Foster City, California, USA), seguindo

instrucdes do fabricante.

4.2.4. Tipificagédo do HLA

Os alelos HLA-DPA1* e HLA-DPB1* foram determinados utilizando a
técnica Lab Type ™ (One-Lambda*, Canoga Park, CA, USA), a qual se aplica a

tecnologia Luminex™ ao método de tipificacdo por DNA-SSO reverso.

4.2.5. Cultura de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e

guantificacao de citocinas.

As células mononucleares do sangue periférico foram isoladas do
sangue de controles saudaveis através da centrifugacdo com Ficoll-Hypaque
(Sigma, St Louis, MO, USA). As células mononucleares na concentracdo de
2x10° células por poco da placa em meio RPMI-1640 com L-glutamina,
suplementado com 100ug ml? de penicilina-estreptomicina e 10% de soro fetal
bovino (Gibco, Grand Island, NY, USA). As culturas de células foram
estimuladas por 48 horas com 8 pg/ml de fitohemaglutinina-M, 10 pg/ml de
lipopolissacarideo de Escherichia coli (Sigma) e M. leprae integro irradiado
(cedido por Dr. Patrick Brennan, Colorado State University, Fort Collins, CO,
USA) na proporgédo de 8 bacilos por célula. As culturas foram incubadas a 37°C
em uma atmosfera com CO?. Os sobrenadantes de cultura foram coletados apés

48 horas e estocados a -80°C. As citocinas IL-10 e TNF foram quantificadas em
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duplicata por ELISA (kit DuoSet Quantikine, R&D Systems), de acordo com as

instrugdes do fabricante.

4.2.6. Andlise estatistica

O modelo de regresséo logistica foi utilizado para comparar as
frequéncias dos alelos, genoétipos e carreadores para 0S grupos de casos e
controles, com e sem ajuste para as covariaveis sexo e etnia. O nivel de
significancia estatistica de p-valor < 0,05 foi adotado. Para essas analises foi
utilizado o programa R (Development Core Team, 2005) L.

A correcao de Bonferroni foi utilizada a fim de controlar o efeito de
multiplos testes antes de testar os marcadores na populacdo do Estado de Sao
Paulo.

Para controlar o efeito da etnia, foi realizada a correcdo por
ancestralidade molecular na populacdo de Rondonopolis através da
genotipagem de 46 marcadores informativos de ancestralidade (AIMs) ?2. As
estimativas de ancestralidade Européia, Africana e Nativo Americana foram
feitas pelo software ADMIXTURE?S.

Como controle de qualidade as frequéncias dos genotipos para cada
marcador no grupo controle foram testadas quanto ao enquadramento na lei do
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Para tanto, as frequéncias observadas e
esperadas foram comparadas pelo teste do Qui-quadrado. As distribuicdes de
frequéncias para todos os marcadores testados estdo em equilibrio.

Como controle de qualidade da genotipagem foi adotado a taxa de
sucesso de genotipagem >0,95 e todos os marcadores atenderam a este critério.
Para avaliagdo da producdo das citocinas TNF e IL-10 em
sobrenadante de cultura de PBMCs de controles saudaveis do Estado de Sao
Paulo foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney U em GraphPad
Instat versédo 3.10.32 bit para Windows 5. O nivel de significancia estatistica

adotado foi de p-valor<0,05.

4.3 Resultados
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HLA-DPA1

Foram testados cinco marcadores para o gene HLA-DPAL na amostra
de Rondondpolis-MT e dois marcadores apresentaram dados com significancia
estatistica: rs9277341 e rs2301220. Em relacdo a hanseniase per se, apenas 0
marcador rs9277341 apresentou resultados significativos para os genétipos AG,
GG e para os carreadores de G (Tabela 2). Associagbes significativas de
protecdo a forma MB foram encontradas para o marcador rs2301220 (genétipo
AG) e para o marcador 9277341 (genoétipo AG e carreadores de G). (Tabela 3).

As frequéncias dos SNPs do gene HLA-DPAl1l sem significancia
estatistica estdo representadas nas Tabelas Suplementares 1 e 2.

Para controlar o efeito de multiplos testes foi realizada a correcdo de
Bonferroni na amostra de Rondondpolis-MT e apenas 0 marcador rs9277341 se
manteve significativo (p<0,005). Esse marcador foi testado na amostra do
Estado de S&o Paulo e ndo houve dados com significancia estatistica (Tabelas
Suplementares 3 e 4).

ApoOs a genotipagem dos SNPs, foram determinadas as especificidades
dos alelos HLA-DPA1* nas amostras de Rondonépolis e ndo houveram
associacoes significativas (Tabelas Suplementares 5 e 6)

Tabela 2- Frequéncias de alelos, gendtipos e carreadores em pacientes e controles
para 0 SNP rs9277341 do gene HLA-DPAL1 e dados de associagdo para hanseniase
per se, em Rondonopolis-MT

SNP Ale[o_s e Controle Pacientes OR OR
Genétipos (%) (%) (p-valor) (p-valor)**
A 0,56 0,54 * *
G 0,44 0,46 1,28 (0,08) 1,25 (0,13)
rs9277341 AA 115 (0,32) 92 (0,29) * *
AG 172 (0,48) 223 (0,50) 1,62 (0,005) 1,56 (0,02)
GG 69 (0,19) 90 (0,21) 1,63 (0,02) 1,55 (0,04)
Carreador A 0,84 (0,33) 0,84 (0,34)
Carreador G 1,62 (0,003) 1,51 (0,01)
n= 356 n= 405

OR - odds ratio
* categoria referéncia
"OR e p-valor calculados para covariaveis sexo e ancestralidade molecular
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Tabela 3 — Frequéncia de alelos, gendtipos e carreadores em pacientes MB e PB para
0s marcadores rs2301220 e rs9277341 do gene HLA-DPA1 e dados de associacdo
para forma clinica da hanseniase na populacdo de Rondondépolis-MT.

Alelos e MB PB OR OR
Genotipos (%) (%) (p-valor) (p-valor)**
A 0,3 0,36 0,75 (0,26) 0,80 (0,41)
G 0,7 0,64 * *
rs2301220 AA 27 (0,09) 9 (0,09) 0,70 (0,42) 0,97 (0,96)
AG 131 (0,43) 51 (0,54) 0,76 (0,04) 0,57 (0,03)
GG 148 (0,48) 35(0,37) * *
Carreador A 0,62 (0,04) 0,62 (0,06)
Carreador G 0,92 (0,84) 0,76 (0,56)
A 0,53 0,46 * *
G 0,47 0,54 0,72 (0,16) 0,78 (0,32)
rs9277341 AA 80 (0,26) 11 (0,12) * *
AG 159 (0,52) 62 (0,65) 0,35 (0,003) 0,37 (0,006)
GG 66 (0,22) 22 (0,23) 0,41 (0,02) 0,51 (0,11)
Carreador A 1,09 (0,75) 0,92 (0,78)
Carreador G 0,36 (0,003) 0,40 (0,01)
n=306 n=95

OR - odds ratio
* categoria referéncia

"OR e p-valor calculados para covariaveis sexo e ancestralidade molecular

HLA-DPB1

Para o gene HLA-DPB1 foram testados na amostra de Rondonépolis-

MT quatro marcadores e trés deles foram associados a hanseniase. Os

marcadores rs1431402 (gendtipo AT e carreadores de T) e 0 rs9277469

(gendtipo CA) mostraram associacdo com hanseniase per se (Tabela 4). O

marcador rs31350221 (gen6tipo AG) mostrou associacdo com protecdo para a

forma MB. (Tabela 5).

As frequéncias dos SNPs do gene HLA-DPB1 sem significancia

estatistica estdo descritas nas Tabelas Suplementares 7 e 8.

Tabela 4- Frequéncias de alelos, gendtipos e carreadores em pacientes e controles
para os marcadores rs1431402 e rs9277469 do gene HLA-DPB1 e dados de
associacao para hanseniase per se em Rondonépolis-MT

SNP Alelp_s e Controles Pacientes OR OR
Gendtipos (%) (%) (p-valor) (p-valor)**
A 0,83 0,82 * *
T 0,17 0,18 1,20 (0,31) 1,170 (0,41)
rs1431402 AA 254 (0,71) 262 (0,68) * *
TA 87 (0,25) 132 (0,29) 1,47 (0,01) 1,50 (0,01)
TT 15 (0,04) 12 (0,03) 0,77 (0,52) 0,58 (0,21)
Carreador A 1,44 (0,35) 1,44 (0,35)
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Carreador T 1,36 (0,04) 1,35 (0,05)
A 0,37 0,38 1,04 (0,74) 1,04 (0,78)

c 0,63 0,62 * *
rs9277469 AA 55 (0,15) 51 (0,13) 0,92 (0,73) 0,89 (0,64)
CA 152 (0,43) 206 (0,51) 1,35 (0,05) 1,38 (0,04)

cc 149 (0,42) 149 (0,37) * *
Carreador A 1,24 (0,14) 1,25 (0,13)
Carreador C 1,27 (0,25) 1,32 (0,18)

n=356 n=406

OR - odds ratio
* categoria referéncia

"OR e p-valor calculados para covariaveis sexo e ancestralidade molecular*.

Tabela 5 — Frequéncia de alelos, gendtipos e carreadores em pacientes PB e MB para
0 marcador rs31350221 do gene HLA-DPBL1 e dados de associacdo para forma clinica
da hanseniase na populagédo de Rondonopolis-MT.

SNP AIeIp_s e MB PB OR OR
Gendtipos (%) (%) (p-valor) (p-valor)**
A 0,38 0,40 0,90 (0,69) 0,82 (0,45)
G 0,62 0,60 * *
rs31350221 AA 45 (0,15) 12 (0,13) 0,38 (0,93) 0,82 (0,64)
GA 141 (0,46) 52 (0,55) 0,70 ( 0,16) 0,58 (0,05)
GG 120 (0,39) 31(0,33) * *
Carreador A 0,75 (0,24) 0,62 (0,08)
Carreador G 0,83 (0,61) 0,87 (0,71)
n=306 n=95

OR - odds ratio
* categoria referéncia
"OR e p-valor calculados para covariaveis sexo e ancestralidade molecular*.

Apés a genotipagem dos SNPs, as especificidades dos alelos HLA-
DPB1* das amostras de Rondonopolis foram determinadas. Associacdes
significativas foram encontradas como o alelo HLA-DPB1*03 para hanseniase
per se e com o genotipo HLA-DPB1*02/03 para hanseniase per se e protecdo a

hanseniase MB (Tabela 6).

Tabela 6 — Frequéncias dos alelos e genoétipos HLA-DPB1* em pacientes e controles e
em pacientes PB e MB e dados de associacao para hanseniase per se e para forma
clinica da hanseniase em Rondondpolis-MT
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Alelos Controles Pacientes OR OR PB MB OR OR
(%) (%) (p-valor) (p-valor) (%) (%) (p-valor) (p-valor)

DPB1*04 0,43 0,39 * * - - - -
DPB1*03 0,07 0,09 1,89 (0,004) 1,74 (0,005) - - - -
Genétipos

DPB1*04/04 0,43 0,39 * * 0,10 0,15 * *
DPB1*02/03 0,02 0,05 4,47 (0,011) 4,83(0,010) 0,10 0,04 0.42 (0,032) 0,47 (0,008)

n=385 n=306 n=67 n=226

OR - odds ratio

* categoria referéncia

"OR e p-valor calculados para covariaveis sexo e ancestralidade molecular*.
PB — paciente paucibacilar

MB — paciente multibacilar

As tipificacdes dos alelos HLA-DPB1* e dados de associacdo sem
significancia para hanseniase per se e para forma clinica, na populacdo de

Rondonopolis-MT, estdo apresentados nas Tabelas Suplementares 9 e 10.

ESTUDO FUNCIONAL PARA O MARCADOR rs9277341

Para avaliar o efeito funcional do SNP rs9277341 foi realizada a
cultura de PBMC de 21 individuos saudaveis.

Os pacientes foram divididos de acordo com 0s genoétipos em
carreadores do alelo G (15 individuos saudaveis, sendo 6 mulheres e 9 homens)
e gendtipo AA (6 individuos saudaveis, com 4 mulheres e 2 homens). Apds
estimulo por 48 horas com antigeno do M. leprae, observamos maior producéo
das citocinas IL-10 (p-valor<0,0293) e TNF (p-valor<0,0293) nos carreadores do
alelo G (Figura 1).

1.800 p-vaior<(),0293

1.400

NF IL-10
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Figura 1: Figura 1: Producdo in vitro de IL-10 e TNF por PBMCs estimuladas com M. leprae
irradiado em proporcédo 1:8 de acordo com o genétipo para o polimorfismo rs9277341 em
controles saudaveis (n=21; 15 AG+GG e 6AA).

4.4. Discussao

Esse é o primeiro estudo de epidemiologia genética em hanseniase
que descreve a associacdo dos genes HLA-DP com os desfechos da
hanseniase. Em uma primeira etapa do estudo a genotipagem de tag SNPs
mostrou associa¢cdo dos marcadores rs9277341 e rs2301220 do gene HLA-
DPALl e dos marcadores rs431402, rs9277469 e rs31350221 do gene HLA-
DPB1 com hanseniase na populacdo de Rondonépolis-MT. A fim de replicar os
resultados, o marcador rs9277341 foi testado na populacdo do Estado de Sao
Paulo, entretanto o dado nao foi significativo nessa populacéo. A divergéncia
nesses resultados pode ser atribuida a diferencas étnicas entre essas duas
populacdes. A correcéo da etnia por ancestralidade molecular na populacéao de
Rondondpolis manteve a associacdo dos SNPs com os desfechos da
hanseniase?*. Entretanto, ndo foi possivel realizar a mesma corre¢do na
populacdo do Estado de Sao Paulo, onde os dados sobre etnia foram obtidos
por autodeclaracdo. Em razdo da miscigenacdo da populacéo brasileira 25?7, a
melhor estratégia para identificar e controlar a estratificacdo da populagdo em
estudos de associacdo genética, € o uso dos AIMs (ancestry informative
markers), marcadores genéticos que possuem frequéncias substancialmente
diferentes entre as populacdes e que, a partir de um conjunto validado para uma
populacdo, sao capazes de informar o perfil de ancestralidade genética de um
individuo 28-2°,

A fim de confirmar a associagao encontrada para os genes HLA-DPA1
e HLA-DPB1 na populagédo de Rondonoépolis-MT, testamos a associagdo destes
genes com os fenotipos da hanseniase por meio de uma segunda metodologia,
capaz de detectar as especificidades dos alelos HLA-DPA1* e HLA-DPB1*, com
dados mais informativos acerca da variabilidade destes genes. Para essa
analise foram considerados os alelos com frequéncias maiores que 1%.
Associacdo do genotipo HLA-DPB1*02/03 com hanseniase per se e com
protecdo a forma MB e do alelo HLA-DPB1*03 com hanseniase per se foi

encontrada na populacdo de Rondonopolis-MT.
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O gene HLA-DPBL1 j4 foi associado a algumas doencas que apresentam
certa similaridade com a hanseniase, principalmente no contexto de doencas
complexas, onde fatores ambientais e genéticos do hospedeiro e do
microrganismo sdo importantes na manifestacdo e no desfecho da doenca,
como é o caso da hepatite B, uma doenca também causada por um parasita
intracelular obrigatorio. SNPs presentes na regido do gene HLA-DPB1 foram
associados com suscetibilidade para a hepatite B cronica nas populacdes
orientais®®-33, O mesmo gene também foi associado a poliangite granulomatosa
(GPA), que apresenta manifestacdes clinicas semelhantes a hanseniase com
formacéo de granulomas 343.Tais evidéncias denotam a importancia de fatores
imunogenéticos associados a manifestacao dessas doencas.

No contexto da apresentacdo de antigenos pelas moléculas HLA-DP,
0s aminoacidos presentes em determinadas posicfes da cadeia beta tém um
papel importante na seletividade dos peptideos ligantes. A presenca de glicina
na posicdo 84 (HLA-DP849Y) possibilita a ligacdo das moléculas DP2 e DP4 a
peptideos enddégenos, ocorrendo uma apresentacdo cruzada 3637, Da mesma
forma, os residuos de aminoacidos presentes na posicdo 69 da cadeia beta
também sugerem essa capacidade seletiva que pode afetar a resposta imune e
a manifestacdo das doencas 383°. Selvaraj e cols. em 2012, ao investigar o
desenvolvimento de tuberculose em pacientes HIV positivos, observaram que a
presenca de arginina na posicdo 69 da cadeia B do HLA-DPB1 teve efeito
protetivo no desenvolvimento de tuberculose pulmonar®. Em nosso estudo
encontramos a associa¢do do genétipo HLA-DPB1*0203 com suscetibilidade
para a hanseniase per se e protecdo a forma MB, no entanto nao podemos
afirmar quais residuos estéo presentes nessas posi¢cdes. As moléculas DPB1*02
geralmente possuem uma lisina na posicédo 69 e um aspartato na posicéo 84 3.
A possivel troca desses aminoacidos pode influenciar na habilidade destas
moléculas em apresentar epitopos criticos, as moléculas DP2 uma vantagem na
seletividade dos peptideos derivados do M. leprae apresentados as células T.

A fim de testar o efeito funcional do marcador rs9277341, avaliamos em
controles saudaveis a producdo in vitro das citocinas TNF e IL-10, que tém
grande relevancia para os desfechos da hanseniase. A producéo de IL-10 e
TNF, apos o estimulo especifico com M. leprae, foi maior nos carreadores do

alelo G para 0 rs9277741. As micobactérias e seus produtos sdo considerados
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bons indutores de producdo de IL-10 e TNF em mondcitos 4% Lima e cols.
identificaram maiores produg¢des destas citocinas por PMBCs estimulados com
M. leprae em contatos de area endémica. Para os autores, 0 aumento da razao
TNF/IL-10 estéa relacionado a condicfes restritivas para o bacilo, em razdo da
formacdo de granulomas que dificultam a multiplicacdo bacilar ainda no inicio
da infeccdo. J4 a diminuicdo desta razado pode ser traduzida como um efeito
protetivo contra a destruicdo tecidual do perfil Th14l. Al-Attiyah e cols. (2012)
observaram producdes maiores de TNF e IL-10 por PBMCs de pacientes com
tuberculose pulmonar apos 48 horas de cultura pode interferir no efeito protetivo
das citocinas Thl e auxiliar a sobrevivéncia intracelular do Mycobacterium
tuberculosis, levando a progressdo da doencga*’. Rizzard e cols. (1998) ao
observar a expressédo e a secrecao de citocinas em PBMCs de pacientes HIV
positivos, verificaram que em estagios avancados da doenca os niveis de IL-10
e TNF estdo elevados, e poderiam ser utilizados para indicar progressédo da
doenca*. Assim, a maior quantidade dessas duas citocinas no tempo de
estimulo usado em nossos experimentos pode indicar um perfil de resposta

inicial mista (Th1 e Th2) ap6s o estimulo com antigeno do M. leprae.

Nossos dados sugerem pela primeira vez o envolvimento dos
genes HLA-DP com os desfechos da hanseniase, o que contribui para elucidar
as bases moleculares da suscetibilidade para esta doenca envolvendo o
complexo HLA. A persistente prevaléncia da hanseniase em paises como o
Brasil e a dificuldade da eliminacdo da doenca acentuam a relevancia dos
estudos que visem explicar os fatores envolvidos nesses problemas de forma
especifica para a nossa populacdo. O melhor conhecimento dos fatores
genéticos que estdo associados com a hanseniase pode auxiliar na implantacao
de medidas profilaticas e terapéuticas, impactando na epidemiologia da doenca

no Brasil.
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5. Conclusdes

O presente estudo de associacao genética dos genes HLA-DPAl1 e HLA-

DPB1 em hanseniase permitiu as seguintes conclusdes:

Os SNPs rs9277341(HLA-DPA1), rs1431402 e rs9277469 (HLA-DPB1)
apresentaram associacdo de suscetibilidade a hanseniase per se na
populacdo de Rondonépolis-MT

Os SNPs rs9277341 e rs2301220(HLA-DPA1) e rs31350221 (HLA-DPB1)
apresentaram associacdo de protecdo a forma MB na populacdo de
Rondonépolis-MT

O alelo HLA-DPB1*03 e o gendtipo HLA-DPB1*02/03 foram associados a
suscetibilidade a hanseniase per se na populacdo de Rondondépolis-MT

O genotipo HLA-DPB1*02/03 foi associado a protecdo a forma MB na
populacdo de Rondonépolis.

A avaliacdo funcional para o SNP rs9277341 em controles saudaveis do
Estado de S&o Paulo apresentou aumento da producgéo de IL-10 e
TNFpara os carreadores do alelo G.
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Tabela Sup 1- Frequéncias de alelos, genétipos e carreadores em pacientes e controles para
0s SNPs do gene HLA-DPAL1 e dados sem significancia estatistica para hanseniase per se, em
Rondonépolis-MT

SNP Ale[o_s e Controles Pacientes OR OR
Gendtipos (%) (%) (p-valor) (p-valor)**
A 0,12 0,86 0,86 (0,48) 0,9 (0,66)
G 0,88 0,14 * *
rs1367728 AA 7 (0,02) 2(0,02) 0,84 (0,71) 0,94 (0,89)
GA 60 (0,20) 22 (0,23) 0,84 (0,32) 0,88 (0,49)
GG 239 (0,78) 71 (0,75) * *
Carreador A 0,84 (0,30) 0,88 (0,50)
Carreador G 0,47 (0,77) 1,03 (0,94)
A 0,3 0,36 1,06 (0,67) 1,03 (0,81)
G 0,7 0,64 * *
rs2301220 AA 27 (0,09) 9 (0,09) 0,99 (0,99) 0,95 (0,87)
AG 131 (0,43) 51 (0,54) 1,19 (0,25) 1,14 (0,39)
GG 148 (0,48) 35 (0,37) * *
Carreador A 1,15 (0,32) 1,10 (0,49)
Carreador G 1,08 (0,72) 1,11 (0,66)
A 0,2 0,21 1,31 (0,15) 1,20 (0,25)
G 0,8 0,79 * *
rs2301226 AA 14 (0,05) 4 (0,04) 1,73 (0,17) 1,69 (0,19)
AG 92 (0,30) 32 (0,34) 1,29 (0,11) 1,20 (0,27)
GG 200 (0,65) 59 (0,62) * *
Carreador A 1,33 (0,06) 1,25 (0,16)
Carreador G 0,62 (0,23) 0,62 (0,83)
A 0,21 0,17 0,88 (0,48) 0,88 (0,51)
G 0,79 0,83 * *
rs9277342 AA 12 (0,04) 3(0,03) 0,69 (0,32) 0,73 (0,39)
AG 102 (0,33) 26 (0,27) 0,91 (0,57) 0,91 (0,57
GG 192 (0,63) 66 (0,69)
Carreador A 0,88 (0,42) 0,88 (0,44)
Carreador G 1,38 (0,35) 1,32 (0,43)
n= 306 n=406

OR - odds ratio

* categoria referéncia

** valores calculados para covariaveis sexo e ancestralidade molecular.
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Tabela Sup 2 — Frequéncia de alelos, genétipos e carreadores em pacientes PB e MB para 0s
SNPs do gene HLA-DPA1 e dados sem significncia estatistica para forma clinica da hanseniase
na populacdo de Rondondépolis-MT.

SNP AIe[o_s e MB PB OR OR
Genobtipos (%) (%) (p-valor) (p-valor)**
A 0,12 0,86 0,86 (0,68) 0,73 (0,39)
G 0,88 0,14 * «
rs1367728 AA 7 (0,02) 2(0,02) 1,03 (0,96) 0,92 (0,92)
GA 60 (0,20) 22 (0,23) 0,81 (0,45) 0,64 (0,15)
GG 239 (0,78) 71 (0,75) * *
Carreador A 0,82 (0,49) 0,67 (0,27)
Carreador G 0,91 (0,91) 0,97 (0,97)
A 0,2 0,21 0,91 (0,75) 0,99 (0,97)
G 0,8 0,79 * *
rs2301226 AA 14 (0,05) 4 (0,04) 1,03 (0,95) 1,18 (0,77)
AG 92 (0,30) 32 (0,34) 0,84 (0,51) 0,91 (0,73)
GG 200 (0,65) 59 (0,62) * *
Carreador A 0,86 (0,56) 0,94 (0,83)
Carreador G 0,91 (0,88) 0,81 (0,73)
A 0,21 0,17 1,28 (0,42) 1,71 (0,62)
G 0,79 0,83 * *
rs9277342 AA 12 (0,04) 3(0,03) 1,37 (0,63) 1,24 (0,74)
AG 102 (0,33) 26 (0,27) 1,34 (0,25) 1,21 (0,49)
GG 192 (0,63) 66 (0,69) * *
Carreador A 1,35 (0,23) 1,21 (0,47)
Carreador G 0,78 (0,73) 0,85 (0,81)
n= 306 n=95

OR - odds ratio

* categoria referéncia

** valores calculados para covariaveis sexo e ancestralidade molecular
PB — pacientes paucibacilares

MB - pacientes mutibacilares

Tabela Sup.3 - Frequéncias de alelos, gendtipos e carreadores em pacientes e controles para o
SNP rs9277341 do gene HLA-DPA1 e dados sem significancia estatistica para hanseniase per
se, no estado de Sdo Paulo

SNP Alelos e Genétipos Freqcléir:fé?: em Freg:grgﬁ]ltissem OR (p-valor) OR (p-valor)**
0,72 0,73 * *
G 0,28 0,27 0,93 (0,67) 0.86 (0,37)
rs9277341 AA 232 (0,62) 309 (0,64) * *
AG 74 (0,20) 89 (0,18) 0,93 (0,71) 0,84 (0,38)
GG 69 (0,18) 86 (0,18) 0,90 (0,67) 0,59 (0,43)
Carreador A 1,04 (0,81) 0,85 (0,28)
Carreador G 0,91 (0,55) 1,04 (0,81)
n= 375 n= 484

OR - odds ratio
* categoria referéncia
** valores calculados com corre¢éo para as covariaveis etnia e sexo



49

Tabela Sup 4 - Frequéncia de alelos, genétipos e carreadores em pacientes PB e MB para o
SNP rs9277341 do gene HLA-DPA1 e dados sem significancia estatistica para forma clinica da

hanseniase no estado de Sao Paulo

SNP AIe[o_s e MB PB OR OR
Geno6tipos (%) (%) (p-valor) (p-valor)**
A 0.73 0,72 * *
G 0,27 0,28 0,64 (0,73) 1,11 (0,69)
rs9277341 AA 213 (0.63) 56 (0,65) * *
AG 67 (0,20) 11 (0,13) 0,62 (0,18) 0,64 (0,23)
GG 56 (0,17) 19 (0,22) 29 (0,40) 1,30 (0,38)
Carreador A 0,70 (0,24) 0,70 (0,24)
Carreador G 0,92 (0,76) 0,94 (0,84)

n= 336 n= 86

OR - odds ratio

* categoria referéncia

** valores calculados com correcéo para as covariaveis etnia e sexo
PB — pacientes paucibacilares

MB — pacientes multibacilares

Tabela Sup 5 - Frequéncias dos alelos e genétipos HLA-DPAl*em pacientes e controles e dados

sem significancia estatistica para hanseniase per se em Rondonopolis-MT

Alelos Controles Pacientes OR OR
(%) (%) (p-valor) (p-valor)**
DPA1*01 0,65 0,67 * *
DPA1*02 0,31 0,30 0,93 (0,71) 0,92 (0,67)
DPA1*03 0,04 0,03 0,83 (0,67) 0,69 (0,10)
Genétipos
DPA1*01/01 0,43 0,46 * *
DPA1*01/02 0,38 0,37 0,91 (0,62) 0,90 (0,57)
DPA1*01/03 0,05 0,04 0,81 (0,62) 0,72 (0,43)
DPA1*02/02 0,10 0,10 0,88 (0,67) 0,87 (0,64)
DPA1*02/03 0,03 0,03 1,02 (0,96) 0,73 (0,54)
n=385 n=306

OR - odds ratio
* categoria referéncia
** OR e p-valor calculados para covariaveis sexo e ancestralidade molecular
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Tabela Sup 6 - Frequéncias dos alelos e gendtipos HLA-DPAl*em pacientes PB e MB e dados
sem significAncia estatistica para forma clinica de hanseniase em Rondonopolis-MT

Alelos PB MB OR OR
(%) (%) (p-valor) (p-valor)**
DPA1*01 0,66 0,67 * *
DPA1*02 0,32 0,29 0,90 (0,75) 0,98 (0,95)
DPA1*03 0,02 0,04 1,62(0,58) 1,57(0,62)
Genotipos
DPA1*01/01 0,39 0,48 * *
DPA1*01/02 0,50 0,34 0,55 (0,04) 0,59 (0,10)
DPA1*01/03 0,03 0,03 1,13 (0,87) 0,98 (0,98)
DPA1*02/02 0,06 0,011 1,46 (0,50) 1,83 (0,35)
DPA1*02/03 0,02 0,03 1,80 (0,58) 2,03 (0,52)
n= 306 n=385

OR - odds ratio

* categoria referéncia
** OR e p-valor calculados para covariaveis sexo e ancestralidade molecular
MB-pacientes multibacilares
PB-paciente paucibacilares

Tabela Sup 7- Frequéncias de alelos, gendtipos e carreadores em pacientes e controles para os
SNPs do gene HLA-DPB1 e dados sem significancia estatistica para hanseniase per se em

Rondondpolis-MT

SNP GA(-:!r?Iéc;ispis Corzg/:;)les Pacégstes OR (p-valor) OR (p-valor)**
A 0,71 0,69 * *
G 0,29 0,31 1,09 (0,55) 1,08 (0,63)
rs2071353 AA 179 (0,50) 189 (0,47) * *
AG 143 (0,40) 179 (0,44) 1,18 (0,26) 1,16 (0,33)
GG 33 (0,09) 38 (0,09) 1,09 (0,73) 1,06 (0,82)
Carreador A 0,99 (0,97) 1,01 (0,96)
Carreador G 1,16 (0,28) 1,14 (0,36)
A 0,35 0,38 1,13 (0,40) 1,11 (0,46)
G 0,65 0,62
rs3135021 AA 50 (0,14) 57 (0,14) 1,15 (0,52) 1,13 (0,59)
AG 150 (0,42) 195 (0,48) 1,31 (0,07) 1,28 (0,12)
GG 156 (0,44) 154 (0,38) *
Carreador A 1,27 (0,09) 1,24 (0,14)
Carreador G 1,00 (0,99) 1,00 (0,97)
n=356 n=406

OR - odds ratio

* categoria referéncia
** valores calculados para covariaveis sexo e ancestralidade molecular
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Tabela Sup 8 — Frequéncia de alelos, genétipos e carreadores em pacientes PB e MB para 0s
SNPs do gene HLA-DPBL1 e dados sem significancia estatistica para forma clinica de hanseniase

na populacdo de Rondondépolis-MT.

Alelos e

SNP Gen6tipos MB (%) PB (%) OR (p-valor) OR (p-valor)**
A 0,80 0,83 * *
T 0,20 0,17 0,91 (0,76) 1,00 (0,98)
rs1431402 AA 197(0,63) 60 (0,68) * *
TA 101 (0,35) 31 (0,31) 0,99 (0,97) 0,96 (0,90)
TT 8(0,02) 4 (0,01) 0,60 (0,43) 1,24 (0,79)
Carreador A 1,63 (0,42) 0,79 (0,78)
Carreador T 0,94 (0,82) 0,98 (0,95)
A 0,70 0,65 * *
G 0,30 0,35 0,80 (0,37) 0,84 (0,52)
rs2071353 AA 150 (0,49) 38 (0,40) * *
GA 129 (0,42) 48 (0,51) 0,68 (0,12) 0,63 (0,08)
GG 27 (0,09) 9 (0,09) 0,76 (0,51) 1,03 (0,94)
Carreador A 1,08 (0,84) 0,76 (0,56)
Carreador G 0,69 (0,12) 0,68 (0,13)
A 0,36 0,43 0,74 (0,22) 0,77 (0,31)
C 0,64 0,57 * *
$9277469 AA 36 (0,12) 15 (0,16) 0,56 (0,11) 0,63 (0,27)
CA 150 (0,49) 52 (0,55) 0,67 (0,13) 0,63 (0,10)
CcC 120 (0,39) 28 (0,29) * *
Carreador A 0,64 (0,08) 0,63 (0,09)
Carreador C 1,40 (0,30) 1,19 (0,63)
n=95 n=95

OR - odds ratio
* categoria referéncia

** valores calculados para covariaveis sexo e ancestralidade molecular.
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Tabela Sup 9 - Frequéncias dos alelos e gendétipos HLA-DPB1* em pacientes e controles e
dados sem significancia estatistica para hanseniase per se na populacdo de Rondondépolis-MT

Controles Pacientes

Alelos (%) %) OR (p-valor) OR (p-valor)**
DPB1*04 0,43 0,36 * *
DPB1*01 0,12 0,12 1,20 (0,50) 1,315(0,61)
DPB1*02 0,14 0,18 1,47 (0,12) 1,48 (0,12)
DPB1*05 0,02 0,02 8,33 (0,77) 8,80 (0,84)
DPB1*09 0,01 0,01 3,39 (0,50) 3,82 (0,55)
DPB1*10 0,02 0,03 2,03 (0,25) 1,95(0,29)
DPB1*13 0,02 0,03 1,91 (0,30 1,80 (0,36)
DPB1*14 0,02 0,02 1,22 (0,74) 1,33 (0,65)
DPB1*17 0,04 0,03 8,73 (0,77) 8,80(0,84)
DPB1*27 0,01 0,01 5,09(0,58) 5,47(0,62)
DPB1*33 0,01 0,01 1,42 (0,67) 1,52(0,61)
DPB1*131 0,01 0,01 1,52 (0,74) 1,78 (0,65)
DPB1*105 0,001 0,03 1,29(0,98) 1,27 (0,98)
DPB1*179 0,04 0,02 0,002 (0,89) 0,002 (0,89)
DPB1*274 0,10 0,001 0,001 (0,83) 0,001(0,83)
Genbtipos
DPB1*04/04 0,43 0,39 * *
DPB1*04/02 0,11 0,12 1,55 (0,17) 1,41 (0,30)
DPB1*04/01 0,07 0,09 1,73 (0,13) 1,65 (0,18)
DPB1*04/03 0,07 0,09 1,93 (0,77) 2,00 (0,71)
DPB1*04/13 0,02 0,04 2,23(0,14) 2,34 (0,14)
DPB1*04/17 0,05 0,02 6,55 (0,14) 6,15 (0,35)
DPB1*04/10 0,01 0,01 1,21 (0,81) 1,35 (0,72)
DPB1*04/11 0,01 0,03 3,65 (0,06) 3,75 (0,06)
DPB1*02/02 0,03 0,04 2,26 (0,11) 2,30 (0,10)
DPB1*02/01 0,04 0,03 1,08 (0,87) 9,44 (0,91)
DPB1*02/13 0,02 0,001 2,43 (0,47) 3,61 (0,37)
DPB1*02/10 0,01 0,02 2,43 (0,22) 2,26 (0,27)
DPB1*02/14 0,01 0,01 2,43 (0,31) 2,52 (0,30)
DPB1*03/03 0,01 0,01 8,13 (0,82) 9,46 (0,95)
DPB1*03/13 0,01 0,01 2,43 (0,31) 2,07 (0,42)
DPB1*04/05 0.01 0,01 4,05 (0,44) 3,79 (0,41)
DPB1*02/05 0,01 0,01 1,21 (0,81) 0,84 (0,79)
DPB1*01/05 0,02 0,01 8,13 (0,82) 0,94 (0,91)
DPB1*105/33 0,001 0,02 1,41 (0,99) 1,34 (0,99)
DPB1*01/105 0,01 0,001 1,41 (0,99) 9,54 (0,99)
DPB1*04/05 0,001 0,01 1,41 (0,99) 1,10 (0,99)
DPB1*10/105 0,001 0,01 1,41 (099) 1,26 (0,99)

OR - odds ratio
* categoria referéncia
** OR e p-valor calculados para covariaveis sexo e ancestralidade molecular.

Tabela Sup 10 - Frequéncias dos alelos e genotipos HLA-DPB1* em pacientes PB e MB e dados
sem significancia estatistica para forma clinica da hanseniase na populacdo de Rondondpolis-
MT



53

Alelos ('OD/S ('\g/oB) (p?/illor) (p?/ilor)**
DPB1*04 0,31 0,38
DPB1*01 0,12 0,12 0,82 (0,68) 0,81 (0,68)
DPB1*02 0,21 0,17 0,69 (0,68) 0,69 (0,38)
DPB1*03 0,12 0,11 0,79 (0,63) 0,77 (0,60)
DPB1*05 0,01 0,01 0,75 (0,80) 0,55 (0,62)
DPB1*06 0,01 0,01 0,25 (0,49) 0,16 (0,36)
DPB1*10 0,02 0,03 1,08 (0,93) 1,46 (0,69)
DPB1*11 0,03 0,02 0,62 (0,58) 0,90 (0,91)
DPB1*13 0,04 0,02 0,90 (0,88) 0,93 (0,93)
DPB1*14 0,01 0,02 1,25 (0,84) 1,60 (0,68)
DPB1*17 0,04 0,02 0,55 (0,45) 0,76 (0,75)
DPB1*20 0,01 0,01 0,25 (0,49) 0,17 (0,38)
DPB1*33 0,02 0,01 0,62 (0,69) 0,59 (0,68)
DPB1*105 0,02 0,03 1,25 (0,80) 1,14 (0,88)
DPB1*131 0,01 0,01 0,65 (0,99) 0,73 (0,99)
Genétipos
DPB1*04/04 0,10 0,15 * *
DPB1*04/02 0,12 0,13 8,05 (0,71) 6.14 (0.43)
DPB1*04/03 0,06 0,10 1,03 (0,96) 9,6 (0,96)
DPB1*04/17 0,03 0,02 6,01 (0,60) 5,27 (0,51)
DPB1*04/13 0,01 0,04 1,90 (0,57) 1,46 (0,74)
DPB1*04/10 0,01 0,01 4,63 (0,55) 5,35(0,64)
DPB1*04/14 0,01 0,02 1,22 (0,86) 9,67 (0,97)
DPB1*04/11 0,03 0,03 6,15 (0,60) 5,91 (0,58)
DPB1*04/05 0,001 0,01 3,18 (0,99) 3,97 (0,99)
DPB1*01/01 0,01 0,03 1,19 (0,87) 1,14 (0,90)
DPB1*01/13 0,01 0,01 5,76 (0,66) 6,07 (0,71)
DPB1*01/10 0,001 0,01 3,41 (0,99) 2,31(0,99)
DPB1*01/105 0,01 0,01 1,41 (0,78) 3,73 (0,51)
DPB1*01/14 0,001 0,01 3,41 (0,99) 2,67 (0,99)
DPB1*01/05 0,001 0,01 1,82 (0,99) 1,26 (0,99)
DPB1*01/27 0,001 0,01 1,82 (0,99) 1,42 (0,99)
DPB1*02/01 0,06 0,02 2,59 (0,120 2,19 (0,08)
DPB1*02/02 0,04 0,04 8,43 (0,83) 7,74 (0,75)
DPB1*02/17 0,001 0,01 2,12 (0,99) 1,51 (0,99)
DPB1*02/13 0,001 0,001 5,45 (0,99) 3,60 (0,99)
DPB1*02/10 0,01 0,02 1,24 (0,85) 1,37 (0,79)
DPB1*02/05 0,001 0,01 1,82 (0,99) 1,39 (0,99)
DPB1*0206 0,01 0,01 1,2 (0,11) 1,20 (0,15)
DPB1*02/14 0,01 0,01 7,85 (0,84) 8,94 (0,93)
DPB1*02/105 0,001 0,001 2,44 90,99) 1,56 (0,99)
DPB1*03/03 0,001 0,01 2,45 (0,99) 2,51(0,99)
DPB1*03/17 0,01 0,001 2,72 (0,39) 2,13(0,31)
DPB1*03/13 0,001 0,02 1,91 (0,99) 2,13 (0,99)
DPB1*03/10 0,01 0,01 6,87 (0,77) 4,02 (0,54)
DPB1*03/11 0,01 0,01 6,55 (0,73) 5,27 (0,61)
DPB1*03/26 0,03 0,001 0,01(0,99) 0,01(0,99)
DPB1*05/20 0,01 0,01 0,001(0,99) 0,001(0,99)
DPB1*17/14 0,01 0,01 1,82 (0,99) 1,34 (0,99)
DPB1*17/11 0,01 0,01 3,60 (0,49) 4,26 (0,99)
DPB1*105/10 0,001 0,01 2,85 (0,99) 2,94 (0,99)



DPB1*105/33 0,03 0,02 4,9 (0,460

4,64 (0,44)
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OR - odds ratio

* categoria referéncia
** OR e p-valor calculados para covariaveis sexo e ancestralidade molecular.



