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Polimorfismo de genes KIR em pacientes com hanseniase de area brasileira
considerada hiperendémica pela Organizacdo Mundial de Saude

RESUMO

Hanseniase € uma doenca infecciosa cronica de evolucdo lenta causada pelo bacilo
Mycobacterium leprae, que afeta primeiramente a pele e os nervos periféricos, podendo se
manifestar em diferentes formas clinicas. Existe uma grande evidéncia para uma base genética
de susceptibilidade do hospedeiro a doenga per se e aos seus subtipos. Os receptores KIR sdo
um grupo de moléculas ativatérias e inibitorias, presente principalmente na superficie das
células NK, e a interacdo entre KIR e moléculas HLA, pode influenciar o padrdo de resposta
imunolégica. O objetivo deste estudo foi investigar a associacao de genes KIR e seus ligantes
HLA na ocorréncia da hanseniase e suas formas clinicas por meio de um estudo caso-controle.
O estudo consistiu de 408 pacientes com hanseniase e 413 individuos saudaveis de uma
regido hiperendémica do Brasil, tipificados para os genes KIR e HLA-A, B e C, pelo método
de PCR-r SSOP Luminex. A andlise estatistica foi realizada pelo teste do Qui-quadrado ou
teste exato de Fisher, além de uma analise de regressao logistica multivariada, utilizando o
método stepwise para andlise dos dados. Verificou-se uma maior frequéncia dos genes KIR
ativatorios (KIR2DS1, 2DS2 e 3DS1) na presenca de seus ligantes HLA no grupo
Tuberculdide (TT) em relacdo ao grupo Lepromatoso (LL). KIR2DL2/2DL2 — C1 foi mais
frequente no grupo per se, TT e LL em relacdo ao grupo de controles. Pacientes Borderline
apresentaram maior frequéncia de pares inibitorios em relacdo ao grupo controle e maior
frequéncia de pares ativatérios em relacdo a forma LL. A andlise multivariada confirmou as
associacOes encontradas no teste do qui-quadrado e revelou que o sexo feminino pode ser um
fator protetor contra o desenvolvimento da doenca e sua forma clinica mais grave. Em
conclusdo, este estudo demonstrou que genes KIR ativatdrios e inibitorios podem ter algum
efeito no desenvolvimento da hanseniase, destacando-se a influéncia dos genes ativatorios na
protecdo contra a forma mais agressiva da doenca, evidenciando o papel das células NK na

imunopatologia da hanseniase.

Palavras-chave: Hanseniase. Genes HLA. Genes KIR. Células NK.



KIR gene polymorphism in patients with leprosy from Brazilian area considered
hyperendemic by the world health organization

ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease of slow evolution caused by Mycobacterium leprae,
which primarily affects the skin and peripheral nerves and may manifest in different clinical
forms. There is strong evidence for a genetic basis for host susceptibility to disease per se and
its subtypes. KIR receptors are a group of inhibitory and activatory molecules, mainly present
on the surface of NK cells, and the interaction between KIR and HLA molecules may
influence the pattern of immune response. The aim of this study was to investigate the
association of KIR genes and their HLA ligands in the occurrence of leprosy and its clinical
forms through a case-control study. The study consisted of 408 leprosy patients and 413
healthy individuals from a hyperendemic region of Brazil, typified for KIR genes and HLA-
A, B and C, by PCR-SSOPr Luminex. Statistical analysis was performed by Chi-square or
Fisher exact test, and a multivariate logistic regression analysis, using the stepwise method for
data analysis. There was a greater frequency of genes KIR activatory (KIR2DS1, 2DS2 and
3DS1) in the presence of their HLA ligands in the tuberculoid group (TT) compared to the
lepromatous group (LL). KIR2DL2/2DL2 - C1 was more frequent in the group per se, TT and
LL compared to the control group. Borderline patients showed a higher frequency of
inhibitory peers compared to the control group and higher frequency of activatory pairs
compared to the LL form. Multivariate analysis confirmed the associations found in the chi-
square test and revealed that females may be a protective factor against the development of
the disease and its most severe clinical form. In conclusion, this study demonstrated that KIR
genes inhibitory and activatory, may have some effect on the development of leprosy,
highlighting the influence of protectors activatory genes against the most aggressive form of

the disease, highlighting the role of NK cells in the immunopathology of the leprosy.

Keywords: Leprosy. HLA genes. KIR genes. NK cells.
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCAO

O bacilo Mycobacterium leprae (M. Leprae) foi identificado em 1873 pelo noruegués
Gerhard Henrick Amauer Hansen e foi considerado o primeiro agente etiologico causador de
uma doenca infecciosa humana. Trata-se de um bacilo intracelular obrigatério de
multiplicacdo lenta cuja transmissdo ocorre de pessoa para pessoa através das vias

respiratrias, por contato intimo e prolongado .

A hanseniase é uma doenca distribuida em quase todos os paises da Africa, Asia e
América Latina. Acredita-se que o M. Leprae tenha se propagado pelo mundo através de
sucessivas migracdes que se iniciaram a partir das guerras pré-idade média e, posteriormente,

com o colonialismo e o comércio de escravos @.

A prevaléncia da doenca caiu substancialmente nos Gltimos 50 anos @, entretanto, a
transmissdo persiste e a hanseniase ainda é considerada um problema de salde publica no
contexto mundial . Embora a prevaléncia global tenha diminuido ao longo dos anos, devido
a terapia com multiplas drogas, a deteccdo de novos casos permanece estavel com,

aproximadamente, 250.000 novos casos a cada ano ©.

O Brasil mantém a queda na incidéncia da doenca no pais. Entre 2010 e 2011, o
coeficiente de deteccdo de novos casos caiu 15% e, em menores de 15 anos, este percentual
baixou 11%. Dados preliminares mostraram que em 2011 houve 30.298 casos novos
detectados, resultando em um coeficiente de 15,88 casos novos por 100 mil habitantes.
Destes, 2.192 casos foram registrados em menores de 15 anos (4,77 casos por 100 mil
habitantes). Apesar desta queda, o pais ocupa o segundo lugar na posicdo mundial de

prevaléncia da doenca, permanecendo a india em primeiro lugar ©.
1.2 EPIDEMIOLOGIA DA REGIAO ENDEMICA

No Brasil, a hanseniase é diagnosticada em todas as regides do pais, mantendo-se as
regides Norte e Centro-Oeste hiperendémicas e a regido Nordeste com alto parametro de
endemicidade .

O municipio de Rondonopolis (Regido Centro-Oeste, Estado do Mato Grosso,
latitude 16°28'15" sul e longitude 54°38'08 oeste), estd localizado no entroncamento das
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rodovias BR-163 e BR-364, a 210 km da capital Cuiaba. E uma cidade p6lo para o Sul de
Mato Grosso atendendo 19 municipios. Apresenta crescimento devido ao grande fluxo de
migrantes vindos de outras partes do pais, principalmente sul e sudeste, com o objetivo de
investir em pecuaria, agricultura e industria. Em 1979 foi implantado o Programa de
Hanseniase com apoio da Associacdo Alemd de Assisténcia aos Hansenianos e Tuberculosos
(DAHW). As acdes de controle da doenga sdo desenvolvidas em todas as unidades basicas de
salde do municipio. O percentual de novos casos detectados aumentou significativamente (de
6,22 a 17,64/100 mil habitantes) no periodo entre 2000 e 2006, 0 que demonstra diagndstico
tardio da doenga e provavel manutencdo de transmisséo ativa na comunidade. No ano de 2007
foram notificados 207 casos novos de hanseniase com coeficiente de prevaléncia de 13 casos
para 100.000 habitantes. A deteccdo em criancas menores de 15 anos tem aumentado, bem
como, o nuimero de casos da forma multibacilar da doenca, que sdo indicadores de

permanéncia do municipio como regido endémica ®.

A estratégia global para reducdo da carga de doencas devido a hanseniase (periodo do
plano: 2011-2015) esta sendo adotada e implementada por programas nacionais de hanseniase
nos paises onde a doenca é endémica. A estratégia visa reduzir a taxa de novos casos até o
final de 2015, especialmente os casos que levam a elevados graus de incapacidade. Espera-se
que a fixacdo de uma meta global possa estimular a implementacdo de atividades para reduzir
atrasos no diagnéstico da doenca e administracdo de tratamento imediato com
poliquimioterapia (PQT) ©.

1.3 CLASSIFICACAO E CARACTERISTICAS DA DOENCA

Uma vez que a infeccdo no paciente é confirmada, € importante classificar a doenca a
fim de determinar o tratamento apropriado e predizer o risco de complicagbes como

deformidades fisicas, perdas sensoriais e danos permanentes nos nervos ‘9.

O modelo mais utilizado para classificacdo da doenca é o de Ridley-Jopling que utiliza
caracteristicas histopatolégicas e clinicas e também o indice bacterioldgico, dividindo a
doenca em cinco formas polares e interpolares (intermediarias): TuberculGide (TT),
Borderline-Tuberculoide (BT), Borderline-Borderline (BB), Borderline-Lepromatosa (BL) e
Lepromatosa ou Virchowiana (LL) . A forma TT consiste em lesdes localizadas, pequeno
namero de bacilos e intensa resposta imune celular. A forma LL apresenta lesbes cutaneas

bem distribuidas, alto nGimero de bacilos e resposta imune mediada por células ineficaz V.
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Inicialmente, a doenca apresenta-se de forma indeterminada, podendo regredir

espontaneamente ou evoluir para um destes estagios.

As diferentes categorias clinicas geralmente se correlacionam com a resposta imune do
hospedeiro. Pacientes TT apresentam lesbes de pele anestésicas com hipopigmentacdo
limitada e poucas micobactérias. Estes pacientes apresentam uma resposta imune mediada
por células do tipo linfécitos Thl CD4+ produtores de citocinas (IL-2, INF-y e TNF), que
promove a formagéo de delineados granulomas, com macrdfagos infectados ao centro, muitas
vezes fundidos em células gigantes multinucleadas “**®. O IFN-y ¢ a principal citocina de
ativacdo dos macréfagos e tem funcdes criticas na imunidade contra a micobactéria. A IL-2
estimulando o crescimento de células Thl antigeno-especificas, resultando em doenca mais

branda ou cura ),

Por outro lado, pacientes LL apresentam numerosas lesdes, sensiveis ou anestésicas,
com alta carga bacilar ™. Eles apresentam uma resposta imune mediada por linfécitos T
CD4+ do tipo Th2 com producéo de citocinas (IL4, IL5 e IL-10) que inibem a formacéo de
granulomas, permitindo uma descontrolada replicacdo dos bacilos e infiltracdo continua da
pele e dos nervos. A IL-4 estimula a producdo de IgE e juntamente com a 1L-10, estimulam
as células B com producdo de anticorpos que inibem a ativacdo dos macrdfagos, resultando
em infeccdo progressiva. O perfil de citocinas presentes em lesGes LL parece contribuir para a

ineficacia da resposta imune e a falha de ativacdo dos macréfagos nestes individuos 2.

As formas Borderline (BT, BB e BL) compreendem a maioria dos casos. Estes
individuos apresentam fenotipos clinicos e histologicos intermediarios resultantes de uma

resposta imunologicamente instavel contra a micobactéria ™.

Outra classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) divide a
doenga em duas formas clinicas: paucibacilar (PB) e multibacilar (MB), em que o paciente
apresenta de 1 a 5 lesdes cutaneas para a forma PB e, 6 ou mais lesdes cutaneas para a forma
MB 19,

Pacientes com a forma PB apresentam infecc¢do localizada com baixa carga bacilar e
lesbes caracteristicas de imunidade mediada por células Thl. Pacientes com a forma
MB s&o mais susceptiveis a micobactéria, eles exibem uma infeccdo sisttmica com lesdes
caracteristicas de imunidade mediada por células Th2. A forma MB inclui as formas BB, BL e

LL, enquanto a forma PB inclui as formas TT e BT ®'®. A Figura 1 ilustra a relagdo entre o
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tipo de resposta imunoldgica apresentada pelo individuo infectado pelo bacilo, o espectro

clinico e a carga bacilar, de acordo com as classificacdes clinicas.

Paucibacilar Multibacilar

TT BT BB BL LL

Resposta Thl: INF-y, IL2 Resposta Th2: IL4,IL10

Carga bacilar

Figura 1. Classificacdo clinica e imunolégica do espectro da hanseniase.
Classificagdo de acordo com Ridley-Jopling (TT, BT, BB, BL, LL) ™ e Organizacdo Mundial
de Satde (PB e MB) . A resposta imunolégica do hospedeiro (Thl versus Th2) e a carga

bacilar é correlacionada com o subtipo da doenca (Adaptado de Alter et al., 2011).
1.4 MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestacdes clinicas da doenca dependem de fatores como a capacidade de
proliferacdo e multiplicacdo dos bacilos e da resposta imunoldgica apresentada pelo
hospedeiro. Em individuos infectados, € comum o aparecimento de lesdes cuténeas e

mucosas, além de comprometimento de nervos periféricos ",

Reacdes do tipo | ou Reacdo Reversa (RR) representam uma resposta imunoldgica
inflamatdria aguda do tipo Thl a antigenos do M. Leprae que ocorrem na pele e/ou nos nervos
e sdo a principal causa de comprometimento neuroldgico em pacientes com hanseniase. As
lesGes de pele tornam-se inflamadas e edemaciadas, podendo ocorrer a formacéo de Ulceras.
Edema das maos, pés e rosto também podem ser caracteristicas desta reacdo, mas os sintomas
sistémicos sdo incomuns. RR ocorrem mais frequentemente nas categorias limitrofes BL, BT
e BB, com uma frequéncia de 30% nestes pacientes. Reac¢Oes do tipo | podem acontecer a
qualquer momento, no entanto sdao vistas com frequéncia apos o inicio do tratamento com

PQT ou durante o puerpério em mulheres ®©.
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Segundo Pocaterra et al. “® Reacdes do tipo Il ou Eritema Nodoso Hansénico (ENH)
tém uma prevaléncia de 24% nos pacientes com hanseniase. E uma reagdo imunoldgica
sistémica que pode ocorrer em pacientes LL (até 50% dos casos) e em pacientes BL (9% dos
casos), sendo causada pela deposicdo de imunocomplexos no endotélio vascular e nos tecidos
devido a alta producdo de anticorpos a carga antigénica do M. Leprae. Existem trés tipos
subclinicos de ENH: Agudo Unico (8% dos casos), Agudo multiplo (episodios repetidos) e
Cronico (episodios mais longos e mais graves). Apresenta-se com febre, papulas e nodulos
vermelhos na pele, muitas vezes afetando face e membros. As lesdes podem ser superficiais
ou profundas, podendo ulcerar. Pode ocorrer comprometimento subcutaneo dos tecidos,
causando perda da funcdo motora pelo acometimento das articulagbes. As reacdes podem ser
acompanhadas de uveite, neurite, artrite, linfadenite e orquite. A inflamacédo prolongada dos
orgdos pode levar a cegueira e esterilidade. Maior infiltracdo na pele e maior indice

baciloscdpico sdo dois riscos relevantes para o desenvolvimento de ENH.

Lesdes nos nervos periféricos sdo complicacdes clinicas importantes, que levam a
diminuicdo da qualidade de vida dos pacientes acometidos %, Pacientes LL apresentam
inflamacdo de nervos periféricos causando um alargamento palpével dos nervos, podendo ou
ndo ser doloroso, e faz com que haja perda sensorial e motora do nervo afetado @9, Em
pacientes LL, o comprometimento dos nervos ocorre mais cedo do que em pacientes TT ¢,
sendo que a destruicdo dos nervos dérmicos ocorre primeiramente e a destruicdo dos nervos
periféricos mais tardiamente. A proliferacdo bacilar dentro das células de Schwann leva a sua
degeneracdo, provocando leses nos nervos que causam deformidades e incapacidades,

gerando um estigma social e discriminagdo dos doentes 9.
1.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Existem alguns testes laboratoriais que sdo utilizados para detectar a infeccdo e
monitorar 0 progresso no tratamento. Tais testes também sdo Uteis para monitorar a

transmissdo dentro de uma comunidade e orientar o tratamento @Y,

A primeira manifestacdo sugestiva da doenca € uma mancha na pele com alteragdo da
sensibilidade. A confirmacdo pode ser realizada por bacterioscopia pela identificacdo de
bacilos, na linfa coletada dos I6bulos das orelhas, cotovelos ou da prépria lesdo. Conta-se o
namero de bacilos por campo microscopico e gera-se um indice baciloscépico (IB) que vai ser
atil tanto para o diagndstico como para 0 acompanhamento pés-tratamento. A biopsia da pele
afetada também pode ser utilizada com alta especificidade, pois, além de refletir a resposta
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inflamatoria na pele e nervos periféricos, pode identificar a presenca do bacilo por coloragdes
especificas, como a de Ziehl-Neelsen, e serve para diferenciar a relagdo granulomatosa da

hanseniase de outras doencas granulomatosas 2.

Um dos testes imunologicos pesquisa anticorpos contra o antigeno glicolipideo
fenolico tipo 1 (PGL-1, presente na parede do M. leprae), pela da metodologia de
enzimaimunoensaio (ELISA, do inglés, Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay). No entanto,
esta metodologia é sensivel e especifica apenas para pacientes MB, devido a grande producéo
de anticorpos. Outro teste que utiliza a reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés,
Polymerase Chain Reaction), é altamente sensivel e especifico para deteccdo do DNA do M.
leprae; porém pode falhar em pacientes PB, devido ao baixo nimero de bacilos apresentados

por estes pacientes ¥

O teste de hipersensibilidade tardia de Mitsuda realizado in vivo é utilizado para
avaliar a imunidade mediada por células frente a0 M. leprae . O paciente recebe uma
injecdo intradérmica de bacilos inativados pelo calor, provocando uma reagdo cutanea tardia
granulomatosa. Ap6s um periodo de 21 a 28 dias é feita a leitura do local da inoculagdo 9.
Embora o teste tenha sido desenvolvido para avaliar a resposta imune frente ao M. leprae em
condigdes naturais de infeccdo, outros agentes podem influenciar no resultado do teste, tais
como o bacilo Camette-Guérin (vacina BCG) e o M. tuberculosis. Portanto, o teste de
Mitsuda reflete a capacidade de desenvolver um granuloma imunoldgico apds uma infecgédo
micobacteriana e ndo € um marcador especifico para resposta imune contra 0 M. Leprae ndo

estando relacionado a variantes clinicas em pacientes hansénicos .
1.6 TRATAMENTO E PROFILAXIA

A OMS recomenda a PQT com rifampicina (uma droga bactericida), dapsona e
clofazimina (duas drogas bacteriostaticas) para o tratamento da hanseniase. Para aqueles com
doenca PB, é recomendado o esquema terapéutico de rifampicina e dapsona durante 6 meses,
e para pacientes MB, recomenda-se 0 esquema terapéutico de rifampicina, dapsona e
clofazimina durante 12 meses. Em 2009, o relatério da OMS do Grupo de Acessoramento
Teécnico no Controle da Hanseniase (Technical Advisory Group on Leprosy Control) sugeriu
que, em termos de salde publica, é possivel concluir que a infecciosidade se torna pouco
provavel apos o inicio do tratamento com PQT. Um tratamento mais prolongado, entretanto,
pode ser necessario em alguns pacientes com elevado indice baciloscopico no diagnostico,

para evitar recaidas °.
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Pacientes com a forma MB constituem a principal fonte de propagacdo do bacilo e, se
a recidiva ocorrer nestes pacientes, a transmissdo recomeca. A taxa de recaida apos a PQT
varia, mas € de pelo menos trés casos a cada 100 pessoas, por ano. Fatores associados a
recidiva incluem: uso de monoterapia, terapia inadequada ou irregular e auséncia de resposta
ao tratamento ?”. A recomendaco atual da OMS é que a terapia com multiplas drogas seja

reiniciada nos pacientes cuja recidiva for comprovada ©.

A utilizacdo da vacina de BCG em recém-nascidos, indicada para preven¢do do
desenvolvimento da tuberculose, contribuiu substancialmente para a diminuicdo da
prevaléncia da hanseniase, demonstrando efeito protetor contra a infeccdo pelo M Leprae.
Entretanto, tal como acontece com a tuberculose, o grau de protecdo contra o
desenvolvimento da hanseniase obtido a partir da vacinacdo varia entre as populages ©®.
Alguns fatores que modificam a eficacia da vacina sdo diferencas na BCG produzidas em
paises diferentes, meio ambiente em que a populacdo reside e fatores genéticos que

promovem diferentes respostas a vacinagéo ©°.
1.7 SUSCETIBILIDADE GENETICA A HANSENIASE

Evidéncias sugerem que a incidéncia da infeccdo na populacdo provavelmente seja
muito maior que a incidéncia de hanseniase clinica, pois, uma pequena propor¢do
(aproximadamente 5%) dos infectados desenvolvem sintomas clinicos e o restante desenvolve
infeccBes subclinicas que podem ser persistentes ou se curarem espontaneamente. Isto pode
ser devido, em parte, aos fatores ambientais, como a nutricdo, ou a diferencas genéticas
bacterianas. Entretanto, existe também uma grande evidéncia para uma base genética de

susceptibilidade do hospedeiro tanto & doenca per se quanto aos subtipos ©?.

Durante anos as pesquisas buscam conhecer a predisposicdo genética a hanseniase per
se e uma particular forma da doenga. O espectro clinico e patolégico da hanseniase e a
heterogeneidade epidemioldgica, geografica e étnica, podem ser explicados pelas diferencas
genéticas na resisténcia do hospedeiro. Enquanto alguns loci afetam a susceptibilidade

intrinseca & hanseniase (hansenfase per se), outros modificam a forma clinica da doenca V.

De acordo com uma revisdo feita por Moraes et al. ©?, de forma geral, a partir do
momento da infeccdo pelo bacilo M. Leprae, trés etapas podem ser identificadas e

subdivididas no curso crénico da doenga:
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Na primeira etapa (1), o individuo infectado pode desenvolver a doencga ou apresentar

resisténcia e, consequentemente, a cura.

Em uma segunda etapa (1), no individuo uma vez doente, observa-se um agravamento
da doenca, quando sera definida a forma do espectro clinico que o acometera, podendo ser
mais branda (tuberculdide) ou mais grave (lepromatosa), ou ainda variar entre os dois pélos

opostos, apresentando uma forma intermediaria.

Na terceira e Gltima etapa (I11) ocorrem os estados reacionais que se intercalam no
curso natural da doenca. Devido aos estagios diferenciados durante o desenvolvimento da
doenca e a baixa variabilidade encontrada no genoma do M. leprae, estudos sugeriram que
fatores genéticos do hospedeiro sdo componentes primordiais para o estabelecimento e

desencadeamento da doenca.

A Figura 2 ilustra as trés etapas envolvidas no curso natural da doenca e a participacao

do fator genético influenciando cada uma das etapas.

Infeccdo
(M. Leprae)
A
| 1
Resisténcia Suscetibilidade
: (Cura) (Doenca)
L, |

N

[ 1

i Lepromatoso Tuberculéide
I I (Forma Grave— Disseminada) (Forma Branda — Localizada)

/ - I I I Estados Reacionais

(Exacerbacdo da Resposta Imune)
GENES

Figura 2. Suscetibilidade genética a hanseniase. Curso natural da hanseniase:
estagios da doenca ap0s a exposicdo ao patdgeno. Participacdo de diferentes genes sugerida
nas trés etapas distintas. (Extraido de Vanderborght & Cardoso, 2009) ©*.

O que difere a suscetibilidade a hanseniase das demais doengas é que ela € considerada
uma doenca complexa, sendo que 0S mecanismos genéticos da imunopatogénese da

hanseniase parecem ser poligénicos, pois varios genes desempenham um papel na
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determinacdo de suscetibilidade & doenca. Os fatores genéticos provavelmente interagem com
fatores ambientais, influenciando no tempo e na gravidade da doenca 2.

1.8 CELULAS NATURAL KILLER E A HIPOTESE DO MISSING-SELF

Células NK (do inglés, Natural Killer) sdo linfdcitos granulares grandes derivados da
medula 6ssea que possuem importantes fun¢es na regulacdo da resposta imune inata. S&o
capazes de lisar células infectadas sem a necessidade de serem estimuladas previamente. O
reconhecimento de células alvo por células NK envolve a ligacdo e interacdo entre receptores
ativadores e inibidores presentes em sua membrana celular, com moléculas ligantes na
superficie da célula alvo, além da integracdo de sinais transmitidos por estes receptores que

determinam a ativacdo ou inibicdo da célula NK ©¥.

As moléculas de superficie celular, chamadas de HLA no homem (do inglés, Human
Leukocyte Antigens) sdo extremamente polimorficas e tém participacdo efetiva na resposta
imune especifica e na resposta imune inata, promovendo a interacdo entre os epitopos de um
dado patdgeno e o repertdrio de células T apresentadas pelo hospedeiro. A regido genémica
que codifica as moléculas HLA é chamada de Complexo Principal de Histocompatibilidade
(do inglés, Major Histocompatibility Complex) e estd localizada no braco curto do

cromossomo 6 humano ©2.

Os genes HLA sdo herdados seguindo as leis de Mendel e sdo expressos de forma
codominante em cada individuo. S&o divididos em genes de classe | e classe Il, os quais
codificam as moléculas HLA. Existe ainda uma terceira regiao, denominada regido de classe
I1l, que codifica outras moléculas importantes na resposta imunoldgica, como fatores do
complemento (C4A e C4B), LT-o, LT-B ¢ TNF- o .

As moléculas HLA de Classe | (HLA-A, —-B e —C), possuem distribuicdo variada,
sendo encontradas em todas as células nucleadas e nas plaquetas. Diferentemente, as
moléculas HLA de classe Il que codificam as moléculas classicas HLA-DR, -DQ e -DP, e as
moléculas ndo cléassicas HLA-E, HLA-F e HLA-G, possuem distribuicdo restrita, sendo
encontradas somente em alguns poucos tipos de células denominadas células apresentadoras
de antigenos profissionais (APCs), das quais as mais importantes sdo as ceélulas B,

macréfagos, células dendriticas e células epiteliais do timo .
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Algumas variantes HLA, de classe | e classe Il, j& foram associadas ao controle da
resposta imune frente ao M. leprae, com participacdo significativa na suscetibilidade e

resisténcia a doenga 549,

Mecanismos envolvidos na ativacdo ou inibi¢do das células NK estdo sendo descritos,
sendo a hipétese do Missing-Self (perda do préprio) a mais aceita atualmente “*. De acordo
com esta hipdtese, as células NK fornecem imunovigilancia para células que apresentam
diminuicdo da expressdo de moléculas HLA de Classe | apds alguma transformacéo celular ou
infeccdo viral. As células NK sdo capazes de perceber a diminuicdo ou auséncia destas

moléculas, desencadeando citotoxicidade contra as células alteradas “9),
1.9 GENES KIR E SEUS RECEPTORES

O grupo de genes KIR compreende uma regido de aproximadamente 150 Kb na regido
do LCR (do inglés, Leukocyte Receptor Complex) do cromossomo 19qg13.4, os quais
codificam os receptores KIR (do inglés, Killer Immunoglobulin-Like Receptor), que s&o
membros de um grupo de moléculas regulatérias presentes na superficie de células NK. Os
receptores KIR séo os principais reguladores funcionais das células NK através do balanco
entre sua ativacao e inibicdo, que ocorre pela ligacdo de KIR com as moléculas HLA de
Classe | “9,

Estruturalmente, os receptores KIR sdo formados por dois ou trés dominios
extracelulares (DO, D1 e/ou D2), uma regido transmembranar e uma cauda citoplasmatica que
pode ser longa ou curta. Estes receptores sao membros da superfamilia das imunoglobulinas

(Ig) e foram identificados pela primeira vez em 1990 por Moretta et al. (1990) “7.

A familia de receptores KIR inclui moléculas inibitérias (2DL e 3DL) que possuem uma
longa cauda citoplasmatica, a qual contém ITIMs (motivos de inibi¢do baseados em tirosina)
e desencadeiam eventos de inibigdo da citotoxicidade; e também moléculas ativatorias (2DS e
3DS), que ndo possuem ITIMs, mas apresentam ITAMs (motivos de ativagdo baseados em
tirosina) em sua regido transmembrana. Este residuo de aminoacido permite associacdo do
receptor KIR com a molécula DAP-12, a qual libera sinais ativadores, promovendo uma
cascata que resulta em um aumento da granulagéo citoplasmatica e producédo de citocinas e
quimiocinas, iniciando a resposta imunolégica “®. As caracteristicas estruturais dos

receptores KIR estdo apresentadas na Figura 3.
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Figura 3. Estrutura dos receptores KIR. Caracteristicas estruturais das proteinas
com dois (KIR2D) ou trés (KIR3D) dominios extracelulares semelhantes & 1g. A associacéo
dos receptores KIR ativadores com as moléculas adaptadoras € ilustrada em verde, enquanto
0s motivos de inibicdo baseados em tirosina (ITIMs) dos receptores inibidores estao ilustrados
como caixas vermelhas. FONTE: Disponivel em: https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/ Acesso em:
outubro de 2012.

Alguns pares ‘KIR-ligantes’ com determinadas especificidades de moléculas HLA sdo
conhecidos: O KIR2DL4 apresenta especificidade de ligagdo com a molécula HLA-G “®. O
receptor KIR2DL1 reconhece um subgrupo de moléculas HLA com o epitopo Bw4 como
ligante, que esta presente em aproximadamente um terco de todos os alelos HLA-B. O
KIR3DS1, altamente homologo com KIR3DL1, parece compartilhar Bw4 como ligante,
embora esta caracteristica ainda seja pouco elucidada. O ligante de KIR3DL2 ainda é
discutido, porém alguns estudos indicaram que as moléculas HLA-A*03 e HLA-A*11 possam

realizar este papel ©©.


https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/
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Grande parte dos receptores KIR liga-se as moléculas HLA-C. Este ligante possui um
dimorfismo de aminoacidos no residuo 80 da a-hélice-1, o que faz com que estas moléculas
possam ser definidas em dois grupos: O primeiro Grupo é caracterizado por possuir o
aminoacido Serina na posicdo 77 e Asparagina na posicao 80. Dentro dele estdo incluidos os
ligantes de KIR2DL2, 2DL3 e 2DS2 — HLA-C *01, *02, *03, *07, *08, *12, *13, *14, *16. Ja
0 segundo Grupo e caracterizado por possuir 0 aminoécido Asparagina na posicao 77 e Lisina
na posicdo 80. Este grupo consiste nos ligantes de KIR2DL1 e 2DS1 — HLA-C*02, *04, *05,
*06, *07, *15, *17 e *18 ®Y. Variacdes de sequéncias nos genes KIR podem ocorrer em
posicdes que codificam residuos que afetam a interagdo com moléculas ligantes HLA de

classe 1 ©?,

A diversidade dos genes KIR em niveis alélicos, genotipicos, haplotipicos e funcionais
é imensa. Esta variabilidade d& origem a uma vasta gama de haplétipos KIR dentro das
populacdes humanas. Estes hapl6tipos variam em termos de contetdo genético e nimero de
genes, sendo categorizados em duas classes funcionais distintas: ‘Haplotipo A’ que possui um
conteido genético restrito e auséncia da maioria dos genes ativatorios (compreende 0s genes
2DL1, 2DL3, 3DL1, 3DL2, 2DL4 e 2DS4) e 0 ‘Haplotipo B’ que possui um contetdo genético
mais variavel e a presenca de mais genes ativadores. Esta diversidade resulta na expressao

variada de genes KIR nos individuos, influenciando a resposta imune inata das células NK ©*
54)

1.10 GENES KIR E SUA INFLUENCIA NA HANSENIASE

A resposta imune do hospedeiro é um fator critico para o desencadeamento da doenca, e

0s niveis desta resposta s&o também influenciados pelos produtos de diversos genes ©°.

A primeira associacdo entre genes KIR e seus ligantes na evolugdo da hanseniase foi
demonstrada por nosso grupo em 2008 no trabalho de Franceschi et al. (2008)®®). Por meio de
um estudo caso-controle, foram avaliados 165 pacientes portadores de hanseniase oriundos do
estado do Parana e classificados de acordo com os critérios estabelecidos por Ridley-Jopling
(1966) V. A andlise das frequéncias dos genes KIR entre os pacientes, de acordo com a
classificacéo clinica, revelou diferenca significativa entre as frequéncias dos genes ativadores
KIR2DS2 e KIR2DS3. O grupo de pacientes TT apresentou uma maior frequéncia de ambos
0s genes ativadores (61,9% e 38,1%) em relacédo ao grupo de pacientes LL (43,1% e 18,5%),
0 que permite aos pacientes TT desenvolverem uma melhor ativagdo das células NK,

resultando em um mecanismo de prote¢do contra as formas mais graves da doenga.
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Ainda no estudo de Franceschi et al. (2008) ©®, pacientes com a forma clinica BB,
apresentaram maior frequéncia do gene KIR3DL2 com seu ligante HLA-A*03/*11 quando
comparado ao grupo de pacientes LL e ao grupo controle, e uma menor frequéncia do gene
KIR2DL1 e seu ligante C2 em relacdo ao grupo de pacientes TT e ao grupo controle.
Enquanto KIR3DL2-HLA-A*03/*11 promove a inibi¢do da citotoxicidade pelas células NK,
ocorre uma diminuicao da inibicdo através de KIR2DL1-C2, produzindo um efeito oposto. O
balanco entre estas interacBes pode explicar as caracteristicas indefinidas observadas nos
pacientes com a forma clinica BB. Este trabalho forneceu a primeira evidéncia da

contribuicdo dos genes KIR no desenvolvimento da hanseniase em suas formas clinicas.

Considerando existir até 0 momento apenas um estudo envolvendo os genes KIR e seus
ligantes HLA com a suscetibilidade/resisténcia a hanseniase, propomos este estudo de uma
populacdo oriunda de uma regido hiperendémica do Brasil. O polimorfismo genético das
variantes de genes KIR pode gerar produtos diferentes que interagem entre si ou com
receptores de alguns tipos celulares, alterando a resposta imune a agentes infecciosos.
Portanto, a identificacdo e caracterizagdo do repertdrio de genes KIR, juntamente com seus
ligantes HLA de Classe | podem revelar novos mecanismos de imunidade as micobactérias.
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1.11 JUSTIFICATIVA

A hanseniase é considerada uma doenca negligenciada, cuja prevaléncia, embora tenha
diminuido ao longo dos anos, apresenta um indice alto de deteccdo de novos casos por ano.
No Brasil, a hanseniase é diagnosticada em todas as regides do pais, com algumas regides
apresentando altos parametros de endemicidade, como a regido Centro-Oeste, ficando em
segundo lugar na posi¢cdo mundial de acordo com a OMS, um dado muito importante dentro
do contexto da satide publica brasileira ©.

Atualmente, muitos genes de resposta imune estdo sendo estudados no intuito de
esclarecer sua possivel participacdo na ocorréncia ou gravidade de uma doenca, visto que as
variaces de respostas imunes entre individuos estdo frequentemente associadas ao

polimorfismo do genoma humano.

Este trabalho pode contribuir para o esclarecimento dos mecanismos imunopatogénicos
do M. leprae, continuando os estudos da participacdo de genes de resposta imune no
desenvolvimento da hanseniase. A analise de genes KIR em pacientes com hanseniase
residentes numa regido hiperendémica pode ser usada como instrumento de investigacao
auxiliar na caracterizacdo genética dos pacientes hansenianos, permitindo assim a
determinacdo de uma possivel associacdo entre estas combinacdes génicas e 0

desenvolvimento da hanseniase e suas formas clinicas.
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1.12.1 OBJETIVOS

1.12.2 GERAL

Investigar a participacdo dos genes KIR e seus ligantes HLA de Classe | na
susceptibilidade e/ou resisténcia ao desenvolvimento da hanseniase e suas formas clinicas de

uma populacao de uma regido hiperendémica do Brasil (Rondondpolis, Mato Grosso).
1.12.2 ESPECIFICOS

1. Identificar os genes KIR (KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DLS5,
KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5,
KIR3DS1, KIR2DP1, KIR3DP1) e alelos dos loci HLA de Classe | (HLA-A, -B, -C)
em pacientes com hanseniase do municipio de Rondonopolis, Mato Grosso, e em
individuos controles saudaveis da mesma regido atraves da tecnologia PCR-SSO
Luminex®.

2. Estimar as frequéncias genotipicas, haplotipicas e alélicas para estes genes nas
populacdes estudadas.

3. Investigar por meio de um estudo caso-controle uma associa¢do entre os genes KIR e
seus receptores HLA de classe I, dos loci A, B e C com o desenvolvimento da
hanseniase e suas formas clinicas.

4. Avaliar por meio de analise de regressao logistica o efeito conjunto das variaveis:
idade, género e grupo étnico (brancos, negros e pardos) e genes KIR no

desenvolvimento da hanseniase e suas formas clinicas.
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RESUMO:

Introdugdo: O objetivo deste estudo foi investigar a associacdo de genes KIR na
imunopatogénese da hanseniase. Métodos: As tipificacdes dos genes KIR e HLA foram
realizadas pelo método de PCR-r SSOP Luminex em 408 pacientes e 413 contatos saudaveis.
A analise estatistica foi realizada pelo teste do Qui-quadrado ou Teste Exato de Fisher e por
analise multivariada empregando-se o metodo stepwise. Resultados: Verificou-se uma maior
frequéncia dos genes KIR ativatdrios (KIR2DS1, 2DS2 e 3DS1) na presenca de seus ligantes
HLA no grupo Tubercul6ide (TT) em relagdo ao grupo Lepromatoso (LL). KIR2DL2/2DL2 —
C1 foi mais frequente no grupo per se, TT e LL em relacdo ao grupo de controles. Pacientes
Borderline apresentaram maior frequéncia de pares inibitorios em relacdo ao grupo controle e
maior frequéncia de pares ativatorios em relagdo a forma LL. A analise multivariada
confirmou as associac¢fes encontradas no teste do qui-quadrado e revelou que o sexo feminino
pode ser um fator protetor contra o desenvolvimento da doenca e sua forma clinica mais
grave. Concluséo: O estudo demonstrou que genes KIR ativatorios e inibitorios podem ter
algum efeito no desenvolvimento da hanseniase, destacando-se a influéncia dos genes
ativatérios na protecdo contra a forma mais agressiva da doenca, evidenciando o papel das

células NK na imunopatologia da doenca.

Palavras-Chave: Hanseniase. Genes KIR. Células NK.
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INTRODUCAO

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica de evolucdo lenta causada pelo
Mycobacterium leprae, cuja prevaléncia global vem diminuindo ao longo dos anos, devido a
terapia com mdltiplas drogas, com uma deteccdo de novos casos que permanece estavel,
aproximadamente, 250.000 novos casos a cada ano. Além disso, bolsdes de alta endemicidade
permanecem em paises como o Brasil, Angola, Africa, india, Nepal e Republica Unida da

Tanzania [1].

No Brasil, a hanseniase é diagnosticada em todas as regides do pais, mantendo-se as
regibes Norte e Centro-Oeste hiperendémicas e a regido Nordeste com alto parametro de

endemicidade [2].

O modelo mais utilizado para classificacdo da doenca é o de Ridley-Jopling que divide a
doenca em cinco formas polares e interpolares: Tuberculéide (TT), Borderline-Tuberculdide
(BT), Borderline-Borderline (BB), Borderline-Lepromatosa (BL) e Lepromatosa ou
Virchowiana (LL) [3]. Inicialmente, a doenca apresenta-se de forma indeterminada, podendo
regredir espontaneamente ou evoluir para um destes estagios. As manifestacdes clinicas da
doenca dependem de fatores como a capacidade de proliferagdo e multiplicacdo dos bacilos e

da resposta imunoldgica apresentada pelo hospedeiro [4].

Ao longo dos anos, as pesquisas buscam conhecer a genética de predisposicdo a
hanseniase per se e suas formas clinicas. O espectro clinico e patoldgico da hanseniase e a
heterogeneidade epidemioldgica, geogréafica e étnica podem ser explicados pelas diferencas
genéticas na resisténcia do hospedeiro. Enquanto alguns loci afetam a susceptibilidade
intrinseca a hanseniase (hanseniase per se), outros modificam a forma clinica da doenca [5].
Entre os genes candidatos a resisténcia/susceptibilidade do individuo a hanseniase, estdo os
genes KIR, que compreendem uma regido de, aproximadamente, 150 Kb na regido do LCR
(Leukocyte Receptor Complex) do cromossomo 19g13.4, os quais codificam os receptores
KIR (Killer Immunoglobulin-Like Receptor), membros de um grupo de moléculas regulatérias

presentes na superficie de células NK [6].

Os receptores KIR sdo os principais reguladores funcionais das células NK (Natural

Killer) e a atividade destas células efetoras é determinada pelo balanco entre sua ativacéo e
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inibicdo que ocorre pela ligacdo de receptores KIR com as moléculas HLA de Classe I,
presentes em todas as células nucleadas de um individuo [7]. Grande parte dos receptores KIR
liga-se as moléculas HLA-C. Receptores inibitérios KIR2DL2 e KIR2DL3 interagem com
HLA-C do grupo 1 enquanto KIR2DL1 reconhece HLA-C do grupo 2. Na auséncia destes
receptores inibidores, as células NK podem ser ativadas por meio de receptores ativatorios,
tais como, KIR2DS1 e KIR2DS2 [8]. O gendtipo de um individuo pode predispor a
determinadas interacdes KIR/HLA que podem variar da inibicéo até ativacao, dependendo de

qual padrdo KIR/HLA esta presente [9].

E de nosso conhecimento, que até 0 momento, apenas um trabalho relatou a associagao
entre genes KIR e seus ligantes HLA na evolucdo da hanseniase, conduzido por Franceschi et

al. [10], o qual avaliou 165 pacientes brasileiros da regido sul do Brasil.

O objetivo deste trabalho foi investigar a associacéo dos genes KIR e seus ligantes HLA
no desenvolvimento da hanseniase e suas formas clinicas em pacientes de uma regido hiper-
endémica, do municipio de Rondondpolis, Mato Grosso, localizado na regido Centro-Oeste do

pais, visando esclarecer mecanismos imunopatogénicos do M. leprae.

METODOLOGIA
Populacéo e Coleta de Dados Epidemioldgicos

Esta investigacdo foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Lauro
Souza Lima de Bauru, So Paulo, Brasil, e pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico (CNPqg). Todos os participantes foram contatados e esclarecidos
com relagdo & pesquisa e assinaram 0 termo de consentimento livre e esclarecido para
participacdo no estudo. As informacgfes para caracterizacdo epidemioldgica foram coletadas
nas Unidades Basicas de Saude por meio de aplicacdo de questionario, investigacdo em

prontuarios e fichas de notificacdo, entre 2006 e 20009.

Este estudo de associacdo caso-controle foi realizado com uma populacdo de
Rondondpolis (Regido Centro-Oeste, Estado do Mato Grosso, Brasil: latitude 16°28'15" sul e
longitude 54°38'08 oeste). A amostra consistiu de 408 pacientes com hanseniase (250 homens
e 158 mulheres), com idade mediana de 41 anos, atendidos nas Unidades de Salude do
municipio de Rondondpolis, MT, Brasil. Os pacientes foram classificados em grupos distintos
segundo os critérios Ridley-Jopling [3]: LL (5,14%), Borderline (BL = 15,4%; BB = 25,8%;
BT = 39,4%) e TT (14,7%), sendo que 25 pacientes (6,12%) apresentaram a forma



38

indeterminada da doencga. O grupo controle foi composto por 413 individuos saudaveis (249
homens e 164 mulheres), com idade mediana de 42 anos. Para composi¢ao do grupo controle,
foram adotados o0s seguintes critérios: ter contato domiciliar com pacientes com hanseniase,
ndo ser aparentado do caso indice, convivéncia com o caso indice por mais de cinco anos,
apresentar resultados de avaliacdo imunoldgica (anti-PGL-1 e reacdo de Mitsuda) e clinica
negativos, para excluir o risco de adoecimento e ndo apresentar historia de infecgdes cronicas,
inflamacdo e doencas autoimunes. Ainda no grupo controle, foi respeitada a proporcéo de
composicao do grupo de casos com relacdo a etnia, género, idade e mesma regido geogréafica

dos casos.
Extracdo de DNA

Apbs a coleta venosa de 5 mL de sangue periférico com o anticoagulante EDTA, a
extracdo e purificagdo do DNA foram realizadas pela precipitacéo seletiva conforme descrito
por John et al. [11].

Tipificagdo dos genes KIR e alelos HLA de Classe |

Ap0s avaliacdo da pureza e ajuste da concentracdo do DNA (20 ng), a tipificacdo dos
genes KIR e dos alelos HLA de Classe | (HLA-A, - B, -C) foi realizada pela metodologia
PCR-SSOP (Polymerase Chain Reaction — Sequence Specific of Oligonucleotides Probes),
empregando-se o kit LabType® SSO (One Lambda, San Diego, CA,USA). O produto
amplificado foi hibridizado com microesferas ligadas a sondas especificas para os genes KIR
e para os alelos HLA de Classe I. As leituras foram realizadas em citometro de fluxo pela
tecnologia LUMINEX® e os resultados foram analisados pelo programa HLA Fusion™ (One
Lambda, San Diego, CA,USA).

Anélise Estatistica

As frequéncias dos genes KIR e dos alelos HLA de Classe | foram obtidas por
contagem direta e as comparacGes destas frequéncias entre pacientes e controles foram
realizadas por meio do teste de qui-quadrado com correcdo de Yates ou pelo Teste Exato de
Fisher, utilizando-se a tabela de contingéncia 2x2, com intervalo de confianga (IC) de 95%. O
risco de desenvolver hanseniase e suas formas clinicas foi calculado por meio da
determinacédo de OD (odds ratio) para valores de P <0,05, de acordo com Wolf [12], por meio

do programa OpenEpi v. 2.3.1. (http://www.openepi.com/OE2.3/Menu/OpenEpiMenu.htm).
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Subsequentemente, realizou-se uma analise de regressdo logistica multivariada,
empregando-se 0 método stepwise para analise dos dados. Os pacientes foram comparados
com suas formas clinicas entre si e com individuos controles, para analisar o efeito conjunto
das variaveis: idade, género, etnia e genes KIR, por meio do software IBM® SPSS®
Statistics 20.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA), assumindo-se o nivel de significancia de 5%
(P <0,05).

RESULTADOS

As caracteristicas da populacdo de estudo referentes a idade, género e grupo étnico
estdo apresentadas na Tabela 1. A mediana de idade apresentou-se equivalente entre todos os
grupos, sendo a mediana de idade do grupo TT a mais baixa. Houve predominio de individuos
do sexo masculino para 0s grupos per se (61,2%), LL (80,9%), Borderline (64,2%) e
controles (60,2%), com diferenca para o grupo TT que apresentou mais individuos do género
feminino (58,3%) em relacdo ao masculino (41,6%). Com relacdo a distribuicdo do grupo
étnico, houve predominio de individuos pardos, seguidos de brancos e negros para todos 0s

grupos (per se, LL, Borderline, TT e controles), com proporcao equivalente entre eles.

Com relacdo a distribuicdo das frequéncias dos genes KIR (Tabela 2), observou-se
diferenca significativa para o gene KIR2DL1 na comparacdo entre 0S grupos per se Vs.
controles (87,0% vs. 96,2%, P < 0,001; OR = 0,3; IC = 0,2 — 0,5) e Borderline vs. controles
(86,0% vs. 96,2%, P < 0,001; OR =0,2; IC = 0,1 - 0,5). Verificou-se também uma tendéncia
(P = 0,07) para associacdo positiva do gene ativatorio KIR3DS1 com a forma TT em relacdo a
LL (43,3% vs. 19,0%).

Os dados da distribui¢do dos genes KIR juntamente com seus ligantes HLA de Classe
I correlacionados estdo apresentados na Tabela 3. Para o haplétipo KIR2DS2 — C1 ativatorio,
0S grupos de pacientes per se e TT demonstraram maior frequéncia (27,2% e 33,3%,
respectivamente) em relacdo ao grupo controle (20,5%), encontrando-se para per se Vs.
controles (P =0,031; OR=1,4; IC=1,0-2,0) e para TT vs. controles (P = 0,045; OR = 1,9;
IC = 1,1 — 3,5). Para os genes inibitorios, quando KIR2DL2 estava em homozigose na
presenca de C1 (KIR2DL2/2DL2 — C1) observou-se uma maior frequéncia no grupo per se em
comparacdo ao grupo controle (5,4% vs. 2,2%, P = 0,024; OR = 2,6; IC = 1,2 — 5,6) e maior
frequéncia nas formas clinicas TT (8,3%, vs. 2,8% P = 0,045; OR=4,1;IC=1,3-12,6) e LL
(14,2% vs. 2,17%, P = 0,032; OR =7,5; IC= 1,9 — 30,1) em comparagdo ao grupo controle.
Na analise do haplotipo KIR2DL2/2DL3 com seu ligante C1 em homozigose (KIR2DL2/2DL3
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— C1/C1), sua frequéncia apresentou-se menor no grupo per se em comparagdo com 0 grupo
controle (13,7% vs. 19,8%, P = 0,023; OR =0,6; IC=0,4-0,9).

Foi realizada uma anélise com o nimero de pares KIR — HLA de Classe |, inibitorios e
ativatorios, a fim de investigar sua influéncia no desenvolvimento da hanseniase e suas
formas clinicas (Figura 1). Quando apenas um par de ligante inibitorio estava presente, foi
significativa a comparagdo entre o grupo per se e o grupo controle (16,9% vs. 10,1%, P =
0,006; OR =1,8; IC = 1,2 -2,7) e entre 0 grupo de Borderline com o grupo controle (17,8%
vs. 10,1%, P < 0,001; OR = 2,3, IC = 1,5 — 3,6). Quando dois pares estavam presentes,
observou-se significancia para TT vs. controles (28,3% vs. 36,7%, P = 0,001; OR =04, IC =
0,2 — 0,8). Ja na andlise dos pares de ligantes KIR — HLA de Classe | ativatorios, para apenas
um par, encontrou-se significancia na comparacdo entre o grupo TT vs. controles (46,6% vs.
32,6%, P = 0,047; OR = 1,8; IC = 1,0 -3,1). Na presenca de dois pares, encontrou-se
significancia na comparacéo entre os grupos TT vs. LL (20,0% vs. 0%, P = 0,024; OR = 11,0;
IC =0,6 -19,8) e Borderline vs. LL (17,2% vs. 0%, P =0,034; OR =9,0; IC=0,5-15,1).

Por fim, foi realizada uma analise de regressao logistica multivariada através do método
stepwise [13], para investigar a relacdo entre as variaveis idade, género e grupo étnico, somadas
ao fator genético (genes KIR), no desenvolvimento da hanseniase e suas formas clinicas
(Tabela 4). Com relacdo ao fator genético, foram incluidos na analise, somente os resultados

significativos da analise do qui-quadrado.

De acordo com a Tabela 4, a variavel género mostrou diferenca significativa entre os
grupos: LL vs. controles, TT vs. controles, TT vs. Borderline e TT vs. LL. Para a variavel etnia,
encontrou-se associacdo apenas na comparagdo entre TT vs. controles e TT vs. Borderline. O
gene KIR2DL1 foi associado negativamente nas comparag0es entre: per se vs. controles (p =
-2,2; OR =0,1) LL vs. controles (B =-2,8; OR =0,06), TT vs. controles ( =-3,7; OR =0,02) e
TT vs. Borderline (B = -1,8; OR = 0,1). J& na presenca de seu ligante C2 em homozigose,
KIR2DL1- C2/C2, foi associado positivamente entre 0s grupos per se vs. controles (f = 0,4; OR
=1,5), TT vs. controles (B = 1,6; OR =5,0) e TT vs. Borderline ( = 1,9; OR = 6,9). O gene
KIR2DL2-C1 foi significativo para TT vs. controles e TT vs. Borderline. Ja KIR2DL2/2DL2-
C1, associou-se positivamente nas comparagdes LL vs. controles (f = 1,6; OR =5,0) e TT vs.
controles (B = 1,1; OR = 3,2) e negativamente entre os grupos Borderline vs. LL (f = -1,5; OR
= 0,2). O par ativatorio KIR2DS2-C1, apresentou-se significativo apenas para per se Vvs.
controles (P = 0,002).
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Quando somente os ligantes HLA dos genes KIR foram avaliados nos grupos, ndo foram
encontradas diferencas significativas nas suas frequéncias. Verificou-se também uma
distribuicdo homogénea dos haplotipos de KIR, classificados como AA e Bx, nos pacientes e

controles.

DISCUSSAO

O estudo do impacto da genética em doencas infecciosas como a hanseniase, em
regides endémicas, € de extrema importancia, pois oferece informacdes sobre a contribuicdo
de fatores genéticos do hospedeiro para o desenvolvimento da doenca e 0 ambiente em que
ele vive. Historicamente no Brasil, a regido Centro-Oeste sempre registrou as maiores taxas
de deteccdo de novos casos de hanseniase e evolucdo mais desfavoravel da endemia no Brasil
[14]. Em um estudo recente conduzido por Magalhdes et al. [15], em que avaliou-se o
comportamento da hanseniase no estado do Mato Grosso, os dados revelaram uma evolugao
da doenca relacionada ao processo de ocupacdo do territdrio mato-grossense através de
sucessivas migracdes, alterando sua estrutura epidemiologica, devido as limitadas condicdes
de vida da populagdo migrante, associadas a outros fatores relacionados ao processo de
infeccdo da doencga.

No presente estudo, verificou-se que os homens foram mais acometidos pela
hanseniase do que as mulheres, a literatura apresenta resultados divergentes em relacdo a
prevaléncia da hanseniase segundo o género [16-17]. Alguns autores afirmam que o maior
contato social entre homens e sua frequente exposi¢cdo em ambientes de risco pode contribuir
para elevar o nimero de casos [18]. Outros autores afirmam que a predominancia da doenca
no sexo masculino ndo é universal e que, quando relacionados as rea¢Ges hansenianas, 0 sexo
feminino, a gravidez e a amamentacdo sdo fatores de risco para a ocorréncia, ressaltando
caracteristicas imunoldgicas e genéticas presentes no individuo com a doenca [17]. Na
avaliacdo do grupo étnico, a maior frequéncia foi de pardos, seguidos pelos brancos,
revelando uma maior propor¢éo da raga/cor parda entre a populagcdo mato-grossense. Tanto a
média quanto a mediana da idade apresentaram-se equivalentes entre todos os grupos (per se,
LL, Borderline, TT e controles), demonstrando um 6timo pareamento entre os grupos de

casos e controles.

Na anélise da distribuicdo das frequéncias dos genes KIR, destacam-se os resultados
dos genes ativatorios na comparacdo entre as formas TT e LL, tanto separadamente quanto na

presenca de seus ligantes HLA correlacionados. A Figura 2 ilustra a comparacgéo entre estas
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duas formas clinicas com relagdo aos genes ativatorios e seus ligantes, observando-se uma
maior frequéncia de todas as combina¢des KIR-HLA na forma tuberculdide em relagdo a
forma lepromatosa, diferindo apenas na combinacdo KIR2DS2-C1/C1, corroborando com os
resultados encontrados por Franceschi et al. [10]. Com relacdo aos resultados dos genes
ativatorios (Tabela 2), os genes KIR2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5 e 3DS1 estavam mais
frequentes no grupo TT em relagdo a LL, encontrando-se uma tendéncia de associa¢do apenas
para 0 gene KIR3DS1 (43,3% vs. 19,0%). Estes resultados também estdo de acordo com 0s
resultados descritos por Franceschi et al. [10], que reportaram uma maior frequéncia dos
genes KIR2DS1, 2DS2, 2DS3 e 2DS4 nos pacientes TT em relagéo aos LL.

O passo inicial para a eliminacdo do M. leprae envolve a participacdo efetiva do
sistema imune inato, e dentro deste contexto, as células NK, exercem um papel relevante. A
ativacdo das células NK resulta na producdo de IFN-y, principal citocina envolvida na
ativacdo de macrofagos, promovendo, assim, a morte das micobactérias fagocitadas. Além
disso, a estimulacdo dos macrofagos pelo IFN-y resulta na produgdo de TNF, o qual
juntamente com IFN-y contribui com a atividade dessas células contra a micobactéria [22]. A
maior frequéncia dos genes ativatorios no grupo de pacientes tuberculdides, em relagdo ao
grupo lepromatoso, pode promover uma ativacdo mais eficiente das células NK, resultando
em baixa carga bacilar, e, consequentemente, em menos lesGes de pele e nervos, resultado

numa doenca mais branda, protegendo-os contra a forma mais grave da doenca.

Ainda na andlise dos genes KIR ativatdrios, houve significancia para o par KIR2DS2 —
C1 que se apresentou mais frequente no grupo per se e no grupo TT, em relagdo ao grupo
controle. E importante ressaltar a presenca de forte desequilibrio de ligaco entre KIR2DL2 e
KIR2DS2 [9], o qual foi confirmado neste estudo. As frequéncias do haplotipo
KIR2DL2/2DS2 foram maiores do que o esperado no grupo per se € no grupo controle. No
grupo per se, a frequéncia observada de KIR2DL2/2DS2 foi de 51,4%, enquanto a frequéncia
esperada foi de 37,5% (P = 0,001). O grupo controle apresentou uma frequéncia observada de
45,4% e uma frequéncia esperada de 34,6% (P = 0,002). Ndo houve significancia entre a
distribuicdo do haplétipo KIR2DL2/2DS2 para o grupo TT, porém, neste grupo a frequéncia
do gene KIR2DL2 foi elevada (80,0%). Considerando a presenca do desequilibrio de ligagédo
entre estes dois genes, a presenca de associacdo pode ser atribuivel ao gene KIR2DL2, tanto
para 0 grupo per se quanto para o grupo TT. No trabalho de Franceschi et al. [10], KIR2DS2-

C1 nao foi associado com o desenvolvimento da hanseniase e suas formas clinicas.
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A fungdo dos genes KIR na resposta imune é altamente dependente das moléculas
HLA expressas na superficie das células alvo, sendo que esta interacdo KIR-HLA pode
resultar na ativacdo ou inibicdo das células NK. O reconhecimento de moléculas HLA
especificas pelos receptores KIR inibidores esta estabelecido [19], existindo uma hierarquia
de inibicdo das moléculas KIR2DL: 2DL1-C2/C2, possui maior potencial inibitdrio, seguido
de 2DL2-C1 e 2DL3-C1 [21]. Neste trabalho, encontrou-se uma tendéncia de associagio para
KIR2DL1 — C2/C2 na comparacao entre as formas BL e BT (26,9% vs. 17,3%). As duas
formas clinicas sdo opostas, estando BL mais proximo do polo lepromatoso. Os resultados
sugerem que nestes pacientes possa ocorrer uma maior inibicdo das células NK, levando a

uma manifestacdo mais grave da doenca.

Verificou-se a distribuicdo dos genes inibitdrios KIR2DL2 e KIR2DL3 em homozigose
e heterozigose, assumindo a hipétese de que estes genes segregam como alelos de um mesmo
locus [20-21]. Resultados interessantes foram encontrados para KIR2DL2/2DL2 — C1; sua
frequéncia foi maior em todos os grupos em relacdo ao grupo controle, embora tenha sido
significativa somente nos grupos per se, TT e LL. O grupo LL apresentou a maior frequéncia
(14,2%), seguido do grupo TT (8,3%) e por ultimo o grupo per se (5,4%), que sugere que 0
efeito inibitério de KIR2DL2/2DL2 — C1 pode contribuir para o desenvolvimento da
hanseniase, mas principalmente contribuir para um pior prognostico na infecgdo contra o M.

leprae.

E consideravel destacar os resultados observados na analise do nimero de pares de
ligantes KIR — HLA. O grupo per se demonstrou um perfil mais inibitorio, pela presenca em
maior frequéncia de apenas um par inibitério em relacdo ao grupo controle (16,9% vs.
10,1%), o que pode favorecer o desenvolvimento da doenca. Resultado similar foi encontrado
para 0 grupo de pacientes Borderline em relagdo ao grupo controle (17,8% vs. 10,1%).
Significativamente, na analise dos pares de ligantes ativatérios, dois pares estavam presentes
em maior frequéncia nos pacientes Borderline em relacdo aos pacientes LL (17,2% vs. 0%).
As formas interpolares, denominadas Borderline, compreendem a maioria dos casos. A
analise dos pares de ligantes KIR-HLA para este grupo revelou um perfil mais inibitorio em
relacdo ao grupo controle, somado a um perfil mais ativatorio em relacdo ao grupo LL. Estes
individuos apresentam como caracteristica instabilidade imunologica contra a micobactéria, o
que faz com que haja grande variacdo em suas manifestacdes clinicas, seja na pele, nervos, ou
no comprometimento sistémico. O equilibrio entre ativacdo/inibicdo de células NK pode

explicar as caracteristicas indefinidas observadas nestes pacientes. Além disso, encontrou-se
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significancia na comparagdo entre os grupos TT vs. LL (20,0% vs. 0%) com relagdo ao
ndmero de pares ativatorios, confirmado pelos resultados apresentados na Figura 2. A
presenca de mais pares ativatorios no grupo TT em relacdo ao grupo LL ressalta os dados ja
descritos neste trabalho, com relacdo a melhor resposta imune do grupo tubercul6ide frente ao

grupo lepromatoso.

O resultado da analise multivariada, além de confirmar a influéncia dos genes KIR e
seus ligantes HLA na imunopatologia da hanseniase e seus subtipos, demonstrou a influéncia
da variavel género. Interessantemente, o grupo LL apresentou uma associa¢do negativa com
relacdo a variavel género, em comparagdo com o grupo controle (B = -2,2; OR = 0,1).
Pacientes LL apresentaram uma menor frequéncia de individuos do género feminino em
comparagdo com o grupo controle (19,0% vs. 37,7%). Por outro lado, o grupo TT demonstrou
associacdao positiva nas trés comparacdes cuja variavel género foi significativa: TT vs.
controles (B =0,7; OR =2,1), TT vs. Borderline (3 =0,9; OR=25)e TT vs. LL (B =1,7; OR
=5,9). Entre todos o0s grupos, o grupo TT foi o Unico que apresentou mais individuos do sexo
feminino em relagdo ao sexo masculino (58,3% vs. 41,6%). Estes resultados sugerem que 0
género feminino parece ser um fator protetor contra a forma mais grave e disseminada da
doenca, além de contribuir para sua manifestacdo mais branda, susceptivel ao polo
tuberculdide. O padrdo de resposta imune especifica difere entre homens e mulheres para as
doencas infecciosas e autoimunes. O estrogeno, hormonio sexual feminino, pode aumentar a
producdo de INF-y e de IL-2, influenciando a resposta imunolégica nas mulheres. O hormdnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) estd envolvido na maturacdo do timo, além de exercer
um potente efeito estimulador levando ao aumento de I1L-2 e seu receptor (IL-2R), de INF-y e
ativacdo auxiliar de células T CD4+ [23]. J& os androgenos masculinos, estdo relacionados
com a inibicdo da resposta imune das células T e B, sendo encontrados em baixos niveis em

homens portadores de doengas autoimunes como o lupus [24].

Com relacdo a variavel etnia, a analise multivariada demonstrou associacdo positiva
entre os grupos TT vs. controles (f = 0,3; OR = 1,4) e TT vs. Borderline (§ = 0,4; OR = 1,5),
O grupo TT apresentou uma maior frequéncia de individuos pardos (71,6%), em relacdo aos
controles (62,7%) e ao grupo de pacientes Borderline (58,2%), e esta diferenca possa ter
ocasionado resultado significativo nesta analise. E possivel que as migragdes que ocorreram
durante a ocupacgéo do estado de Mato Grosso, possam ter influenciado na composicéo étnica
da populagdo, visto que os individuos classificados como pardos possuem ascendéncia

mestica, resultante da miscigenacéo entre afrodescendentes e indigenas.
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O gene KIR2DL1 que se apresentou significativo nas comparagdes entre 0S grupos per
se e Borderline com o grupo controle na andlise do qui-quadrado, foi significativo em
algumas comparac6es na analise multivariada, porém, em ambas as analises, 0s resultados ndo
foram correlacionados com o desenvolvimento da doenca e seus subtipos. KIR2DL1 - C2/C2,
que ndo apresentou associacdo na analise do qui-quadrado, foi significativo para per se vs.
controles (P = 0,022), TT vs. controles (P = 0,001) e TT vs. Borderline (P = 0,001), todavia,
isto ndo implicou em associacbes com a doenca e suas formas clinicas. O par inibitorio
KIR2DL2/2DL2 — C1, que se demonstrou significativo na analise do qui-quadrado, apresentou
significancia na analise multivariada nas comparac6es entre LL vs. controles (P = 0,042) e
Borderline vs. LL (P = 0,024), sendo que para TT vs. controles (P = 0,059) encontrou-se
tendéncia. A significancia de KIR2DL2-C1 apresentada na multivariada pode ser devido a
maior frequéncia deste par no grupo TT (45,0%) em relacdo ao grupo LL (38,0%) e ao grupo
controle (32,4%), sem haver, entretanto, implicacdes na patogénese da doenga. Resultado
equivalente observou-se para KIR2DS2-C1, cuja significancia encontrada para per se vs.
controles, provavelmente, seja devido ao desequilibrio de ligacdo com KIR2DL2 relatado

neste estudo, para os dois grupos.

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que genes KIR ativatdrios e inibitorios, na presenca de
seus ligantes HLA cognatos, podem ter algum efeito sobre o desenvolvimento da hanseniase e
suas formas clinicas, destacando-se neste estudo, a forte presenca dos genes ativatérios no
grupo tuberculéide. O balango entre genes ativatorios e inibitorios, podem interferir na
progressdo da doenca para uma forma mais branda ou mais agressiva, ou ainda variar entre 0s
dois polos, apresentando formas indeterminadas, evidenciando o papel das células NK na
imunopatologia da doenca.

O destaque desse estudo foi identificar o perfil de pacientes com hanseniase
provenientes de uma éarea hiperendémica do pais e compard-los a um grupo de contatos

saudaveis extremamente pareados com 0s pacientes.
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TABELAS

Tabela 1. Distribuicdo da populacéo dos pacientes e individuos saudaveis com relagédo as formas clinicas da

hanseniase, idade, género e etnia.

Per se LL Borderline TT Controles
N =408 N=21 N =302 N =60 N =413
Idade (Média + SD) 42.0+16,4 45,7+15,2 42.8+15,9 37,4+16,8 42.0+14,5
(Mediana) 41 45 42 37 42
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Género Masculino 250 (61,2) 17 (80,9) 194 (64,2) 25 (41,6) 249 (60,2)
Feminino 158 (38,7) 4 (19,0 108 (35,7) 35 (58,3) 164 (37,7)
Etnia Branco 146 (35,7) 8 (38,0) 115 (38,0) 14 (23,3) 137 (28,3)
Negro 16 (3,92) 0 (0,0) 11 (3,64) 3 (50 17 (4,11)
Pardo 246 (60,2) 13 (61,9) 176 (58,2) 43 (71,6) 259 (62,7)
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NOTA: Distribuicdo dos pacientes classificados segundo critérios de Ridley & Joplin: Hanseniase (per se),
Tubercul6ide (TT), Borderline (BL, BB, BT) e Lepromatosa (LL); de acordo com a idade, género (masculino e
feminino) e grupo étnico (brancos, negros e pardos). Valores entre parénteses correspondem as porcentagens de cada

variavel.



Tabela 2. Distribuicdo das frequéncias dos genes KIR em pacientes com hanseniase e suas formas
clinicas e controles saudaveis na populacao de Rondondpolis, MT.

Per se LL Borderline TT Controles
N =408 N=21 N =302 N =60 N =413
Genes n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
KIR2DL1 355 (87,0) 19 (90,4) 260 (86,0) 56 (93,3) 397 (96,2)
KIR2DL2 290 (72,0) 14 (66,6) 209 (69,2) 48 (80,0) 300 (72,6)
KIR2DL3 363 (88,9) 18 (85,7) 272 (90,0) 53 (88,3) 380 (92,0)
KIR2DL4 405 (99,2) 21 (100) 300 (99,3) 60 (100) 409 (99,0)
KIR2DL5 227 (55,6) 8 (38,0) 167 (55,2) 36 (60,0) 225 (54,4)
KIR3DL1 388 (95,0) 21 (100) 286 (94,7) 58 (96,6) 392 (94,9)
KIR3DL2 405 (99,2) 21 (100) 301 (99,6) 59 (98,3) 413 (100)
KIR3DL3 406 (99,5) 21 (100) 301 (99,6) 60 (100) 413 (100)
KIR2DS1 151 (37,0) 5 (23,8) 112 (37,0) 25 (41,6) 156 (37,7)
KIR2DS2 215 (52,6) 10 (47,6) 159 (52,6) 30 (50,0) 197 (47,6)
KIR2DS3 123 (30,1) 4 (19,0) 90 (29,8) 19 (31,6) 129 (60,5)
KIR2DS4 387 (94,8) 21 (100) 286 (94,7) 57 (95,0) 386 (93,4)
KIR2DS5 144 (35,2) 5 (23,8) 107 (35,4) 23 (38,3) 157 (38,0)
KIR3DS1 148 (36,2) 4 (19,0)° 107 (35,4) 26 (43,3)° 153 (37,0)

NOTA: Os dados representam o nimero de genes KIR e os valores entre parénteses correspondem as

percentagens de cada gene.
TT: Tubercul6ide, Borderline (BL, BB, BT), LL: Lepromatosa.

# Para KIR2DL1: P < 0,001, OR = 0,26 (0,15 — 0,48) para per se vs. controles e P < 0,001, OR = 0,24

(0,13 — 0,45) para Borderline vs. controles.
® Para KIR3DS1: P = 0,07 (tendéncia) para TT vs. LL.



Tabela 3. Frequéncias dos genes KIR na presenca de seus ligantes HLA de Classe | em
pacientes com hanseniase e suas formas clinicas e contatos saudaveis na populacdo de

Rondondpolis, MT.

Per se LL Borderline TT Controles
N = 408 N=21 N =302 N =60 N =413
KIR — HLA de Classe | n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
KIR2DL1 - C2 173 (42,4) 10 (47,6) 121 (40,0) 29 (48,3) 188 (45,5)
KIR2DL1 — C2/C2 82 (20,0) 5 (23,8) 59 (19,5) 14 (23,3) 79 (19,1)
KIR2DL2 - C1 145 (35,5) 8 (38,0) 95 (31,4) 27 (45,0) 134 (32,4)
KIR2DL2 — C1/C1 71 (17,4) 2 (9,52) 56 (18,5) 11 (18,3) 95 (23,0)
KIR2DL3 - C1 174 (42,6) 9 (42,8) 128 (42,3) 26 (43,3) 184 (44,5)
KIR2DL3 - C1/C1 92 (22,5) 3(14,2) 71 (23,5) 13 (21,6) 116 (28,0)
KIR3DL1 - Bw4 153 (37,5) 7 (33,3) 118 (39,0) 18 (30,0) 164 (39,7)
KIR3DL1 — Bw4/Bw4 44 (10,7) 2 (9,52) 33 (10,9) 7 (11,6) 54 (13,0)
KIR3DL2 — A*03/*11 99 (24,2) 4 (19,0 74 (24,5) 15 (25,0) 86 (20,8)
KIR2DS1 - C2 70 (17,1) 2 (9,52) 48 (15,8) 14 (23,3) 74 (17,9)
KIR2DS1 — C2/C2 38 (9,31) 2 (9,52) 27 (8,94) 7 (11,6) 25 (6,05)
KIR2DS2 - C1 111 (27,2)*  5(23,8) 74 (24,5) 20 (33,3)* 85(20,5)°
KIR2DS2 - C1/C1 51 (12,5) 3 (14,2) 39 (12,9) 6 (10,0) 60 (14,5)
KIR3DS1 — Bw4 57 (13,9) 1 (4,76) 46 (15,2) 7 (11,6) 59 (14,2)
KIR3DS1 — Bw4/Bw4 21 (5,14) 1 (4,76) 16 (5,29) 4 (6,66) 23 (5,56)
KIR2DL2/2DL2 — C1 22 (5,39)” 3(14,2)° 10 (3,31)° 5(8,33)"  9(2,17)°
KIR2DL2/2DL2 - C1/C1 14 (3,43) 0 (0,0) 11 (3,64) 2 (3,33) 10(2,42)
KIR2DL2/2DL3 - C1 122 (29,9) 6 (28,5) 88 (29,1) 19 (31,6)  124(30,0)
KIR2DL2/2DL3 - C1/C1 56 (13,7)°  2(9,52) 43 (14,2) 11 (18,3) 82 (19,8) ¢
KIR2DL3/2DL3 - C1 55 (13,4) 4 (19,0) 44 (14,5) 5 (8,33) 62 (15,0)
KIR2DL3/2DL3 - C1/C1 34 (8,33) 1(4,76) 25 (8,27) 4 (6,66) 32 (7,74)
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NOTA: Os dados representam o numero de genes KIR com seus respectivos ligantes HLA de Classe |;
os valores entre parénteses correspondem as porcentagens de cada par KIR-HLA de Classe I.

TT: Tubercul6ide, Borderline (BL, BB, BT), LL: Lepromatosa.

% Para KIR2DS2 — C1: P = 0,031, OR = 1,4 (1,0 — 2,0) para per se vs. controles; P = 0,045, OR = 1,9
(1,1 —3,5) para TT vs. controles.

® Para KIR2DL2/2DL2 — C1: P = 0,024, OR = 2,6 (1,2 — 5,6) para per se vs. controles; P = 0,045, OR =
4,1(1,3-12,6) para TT vs. controles; P = 0,032, OR =7,5 (1,9 — 30,1) para LL vs. controles; P = 0,057
(tendéncia) para Borderline vs. LL.

¢ Para KIR2DL2/2DL3 — C1/C1: P = 0,023, OR = 0,6 (0,4 — 0,9) para per se vs. controles.



Tabela 4. Andlise de regressdo logistica stepwise dos fatores associados ao

desenvolvimento da hanseniase e suas formas clinicas.

Variavel Variaveis Coeficiente () P OR -2Log

Resposta Independentes

per se vs. KIR2DL1 -2,227 0,001 0,10 1060,2

controles KIR2DL1 - C2/C2 0,431 0,022 1,54
KIR2DS2 - C1 0,537 0,002 1,71

LL vs. Género -1,217 0,047 0,29 141,9

controles KIR2DL1 -2,815 0,001 0,06
KIR2DL2/2DL2 - C1 1,612 0,042 5,01

Borderline vs. KIR2DL1 -1,868 0,001 0,15 936,9

controles

TT vs. Geénero 0,755 0,017 2,13 288,5

controles Etnia 0,365 0,048 1,44
KIR2DL1 -3,708 0,001 0,02
KIR2DL1 - C2/C2 1,612 0,001 5,01
KIR2DL2 - C1 1,452 0,001 4,27
KIR2DL2/2DL2 - C1 1,173 0,069 3,23

TT vs. Borderline  Geénero 0,947 0,002 2,57 281,7
Etnia 0,410 0,017 1,50
KIR2DL1 -1,809 0,001 0,16
KIR2DL1 - C2/C2 1,932 0,001 6,90
KIR2DL2 - C1 1,840 0,001 6,30

TTvs. LL Geénero 1,783 0,004 5,95 82,4

Borderlinevs. LL KIR2DL2/2DL2 - C1 -1,579 0,024 0,206 151,3

NOTA: (B): Coeficiente das variaveis; -2Log: Logatirimo da chance.

Tubercul6ide (TT), Borderline (BL, BB, BT), Lepromatosa (LL).



54

FIGURAS

Figura 1. Frequéncias dos pares de ligantes KIR — HLA de Classe | inibitorios e ativatorios em pacientes com hanseniase e suas

formas clinicas e contatos saudaveis na populagdo de Rondondpolis, MT.
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NOTA: Diagrama de barras representando as frequéncias dos pares de genes KIR ativatdrios e inibitorios, com seus respectivos ligantes HLA de
Classe I. TT: Tubercul6ide, Borderline (BL, BB, BT), LL: Lepromatosa.

“Representa que o grupo LL apresentou resultado de 0% para dois pares ativatorios.

% Para um par inibitério: P = 0,006, OR =1,8 (1,2 —2,7) para per se vs. controlese P < 0,001, OR = 2,3 (1,5 — 3,6); para Borderline vs. controles.
® Para dois pares inibitdrios: P = 0,001, OR = 0,4 (0,2 — 0,8) para TT vs. controles.

¢ Para um par ativatério: P = 0,047, OR = 1,8 (1,0 — 3,1) para TT vs. controles.

9 Para dois pares ativatorios: P = 0,024, OR = 11,0 (0,6 — 19,8) para TT vs. LL e P = 0,034, OR = 9,0 (0,5 — 15,1) para Borderline vs. LL.



Figura 2. Distribuigdo das frequéncias dos genes KIR ativatorios com seus ligantes HLA de classe | em pacientes

com as formas Tuberculdide e Lepromatosa na populacéo de Rondondpolis, MT.
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NOTA: Diagrama de barras representando as frequéncias dos genes KIR ativatorios com seus respectivos ligantes HLA
de Classe | em pacientes com as formas clinicas Tubercut6ide e Lepromarosa; os valores correspondem as porcentagens
de cada par KIR-HLA.

TT: Tuberculdide; LL: Lepromatosa.
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CONCLUSOES

Neste trabalho, as analises das frequéncias de genes KIR correlacionados aos seus
ligantes HLA de Classe | cognatos, somadas a analise de regressdo multivariada, em
individuos com hanseniase e/ou suas formas clinicas e individuos controles saudaveis de uma

regido hiperendémica permitiram algumas conclusdes:

e Os homens foram mais afetados pela doenca, sendo que o sexo feminino parece ser
um fator protetor, levando as mulheres a manifestarem uma forma mais branda da
doenca.

e Destacam-se o0s resultados para os genes KIR ativatorios na comparacdo entre as
formas TT e LL, tanto separadamente quanto na presenca de seus ligantes HLA
correlacionados. Houve uma maior frequéncia de todas as combinagfes KIR-HLA
(exceto para KIR2DS2-C1/C1) e dos genes KIR2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5 e 3DS1 na
forma TT em relacdo a forma LL, encontrando-se uma tendéncia de associacdo para o
gene KIR3DSL.

o KIR2DS2 — C1 foi mais frequente no grupo per se e no grupo TT, em relacdo ao grupo
controle, sendo que a presenca desta associacdo pode ser atribuivel ao desequilibrio de
ligacdo entre KIR2DL2 e KIR2DS2, confirmado neste estudo.

e KIR2DL2/2DL2 — C1 pode contribuir para o desenvolvimento da hanseniase per se, e
suas formas clinicas TT e LL, sendo que a maior frequéncia no grupo LL pode levar a
um pior prognostico na infeccdo contra o M. leprae.

e O par KIR2DL1 — C2/C2 apresentou uma tendéncia a associacdo no grupo BL em
relacdo ao grupo BT.

e Em relacdo aos pares de ligantes KIR/HLA, o grupo borderline apresentou maior
namero de pares inibitdrios em relacdo ao grupo controle e maior numero de pares
ativatorios em relacdo a LL, caracterizando uma forma instavel de resposta imune
contra o M. leprae.

e A analise multivariada confirmou a influéncia dos genes KIR e seus ligantes HLA na
imunopatologia da hanseniase e seus subtipos e revelou que o género também pode

influenciar no desenvolvimento da hanseniase e suas formas clinicas.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

A andlise de casos de susceptibilidade genética em doencas infecciosas tem sido um
tema amplamente abordado. Através de diferentes estudos sabe-se que o meio ambiente e a
viruléncia dos patdgenos ndo sdo suficientes para explicar os diferentes padrdes de resposta
imune apresentados em uma mesma populacéo frente a um patégeno particular. A hipotese da
existéncia de uma rede complexa de fatores atuando simultaneamente em doencas infecciosas
é reconhecida, e dentro deste contexto, na hanseniase a resposta imunolégica do hospedeiro é
um fator critico para o desencadeamento da doenca, e 0s niveis desta resposta s&o
influenciados pela interagéo de diversos genes.

Com o desenvolvimento da imunogenética, novos estudos, envolvendo um namero
grande de fatores genéticos, em populacdes de distintas partes do Brasil e do mundo, devem
ser conduzidos para elucidar melhor as interacdes entre estes fatores, a fim de tornar possivel
a identificacdo de biomarcadores que podem ser Uteis na avaliacdo de pacientes com

hanseniase quanto ao prognastico, evolucdo e formas clinicas.



