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Resumo

A hanseniase é uma doenca infecciosa caracterizada por apresentar diferentes
formas clinicas que estdo associadas com o tipo de resposta imune ao
Mycobacterium leprae. Polimorfismos genéticos presentes no primeiro intron de
IFN-y podem apresentar importante papel na regulacdo da resposta imune,
podendo resultar em consequéncias funcionais na transcricdo do gene.
Estudos anteriores identificaram a presenca de cinco polimorfismos na regiao
promotora de IL12RB2, sendo que estes polimorfismos poderiam suprimir
fatores de transcricdo na expressao de IL12Rp2, afetando o desenvolvimento
da resposta imune celular. No presente estudo investigamos uma possivel
associacdo do SNP +874, do microssatélite de IFN-y e de polimorfismos
presentes na regido promotora de IL12RB2 com a susceptibilidade a
hanseniase ou com desenvolvimento das formas clinicas em pacientes dos
Estados da Amazodnia Legal brasileira. O sequenciamento nucleotidico foi
realizado em 118 pacientes com hanseniase e 114 individuos controles, assim
como a imunofenotipagem de células T CD4*, CDs* e CDso" pela citometria de
fluxo. Entre pacientes com hanseniase e individuos controles, assim como
entre pacientes PB e MB né&o foram observadas diferengas significativas entre
0s genodtipos estudados nos polimorfismos de IL12RB2. Os polimorfismos -
1035, -1023 e -464 apresentam uma correlacdo absoluta (p<0,0001) havendo
combinacao de um mesmo genotipo nas respectivas posi¢cdes. O microssatélite
com 16 repeti¢cdes foi significativamente associado com pacientes PB quando
comparado aos pacientes MB (p = 0,019). Individuos homozigoéticos ao alelo
+874 A apresentaram maiores niveis de IFN-y e maior média de células T CD4*
e CDeo". Nossos dados sugerem que polimorfismos presentes no primeiro
intron de IFN-y e da regido promotora de IL12RB2 néo estdo associados com a
susceptibilidade a hanseniase. No entanto, o genotipo +874 A/A e 16
repeticbes de CA de IFN-y podem estar relacionados a alta resposta imune
celular observada nestes pacientes, sendo também mais frequentemente
encontrados em pacientes PB.

Palavras-chave: Hanseniase, Imunidade celular, Citocina, Polimorfismo.
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Abstract

Leprosy is an infectious disease characterized by different clinical forms that are
associated with the type of immune response against Mycobacterium leprae.
Polymorphisms present in the first intron of IFN-y may have an important role in
the regulation of the immune response, which could have functional
consequences for gene transcription. Later studies identified the present of five
polymorphisms in the IL12RB2 promoter region, this polymorphisms will may
transcriptional factor suppress IL12RpB2 expression affect the development of
cellular immune response. In the present study we investigated a possible
association of the +874 T/A SNP and IFN-y, microsatellite and polymorphisms
present in the IL12RB2 promoter region associated with susceptibility to leprosy
or with development of clinical forms in patients from brazilian Legal Amazon
states. Nucleotide sequencing was performed with samples from 118 leprosy
patients and 114 controls subjects, as well as immunophenotyping of CD4",
CDs" and CDeo" T cells by flow cytometry. Between leprosy patients and
controls subjects, as well as between PB and MB patients were no observed
significant differences among the studied genotypes in the polymorphisms of
IL12RB2 studies. The polymorphisms -1035, -1023 and -464 present an
absolute correlation (p<0.0001) having a combination of a same genotype in
this positions. The microsatellite encoding 16 CA repeats was significantly
associated with PB compared to MB patients (p = 0.019), being individuals
homozygous for the +874 A allele present IFN-y and the mean level of CD4" and
CDe9" T cells were higher. Our data suggest that polymorphisms present in the
first intron of IFN-y and of the IL12RB2 promoter region are not associated with
susceptibility to leprosy, nevertheless, the +874 A/A genotype and microsatellite
encoding 16 CA repeats may be related to a higher cellular immune response in
patients and are consistently more frequently detected in PB patients.

Keywords: Leprosy; Cellular immunity; Cytokine; Polymorphism.
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Lista de abreviaturas

BB — Borderline

BT — Borderline Tuberculoide

BV — Borderline Virchowiano

CEP — Comité de Etica e Pesquisa

CMI = Imunidade Mediada por Células

DAP — acido de diaminopropidnico

DNA — Acido desoxirribonucleico

ELISA — Ensaio Imunoenzimatico

| — Indeterminada

IB — indice Baciloscépio

IFN-y — Interferon Gama

IL12RB2 — Subunidade B2 do receptor de IL12
IL — Interleucina

JAK — Janus associado a quinase

Kb — Kilobase

LT-a — Linfotoxina-a

MH — Mal de Hansen

MB — Multibacilar

MCP-1 — Proteina quimiotatica de mondcitos
NK — Natural Killer

NF-xB — Fator nuclear kappa B

NOD — Receptores de dominio de oligomerizacao ligador de nucleotideo
OMS - Organizag&o Mundial da Saude

PB — Paucibacilar

PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase
PQT — Poliguimioterapia

SNP — Polimorfismo de base Unica

TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Th — Célula T auxiliar

TLR — Receptor Toll-Like

TNF-a — Fator de Necrose Tumoral-alfa

TT — Tuberculoide

TYK — Tirosina quinase

VV — Virchowiano (a)
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1. INTRODUCAO

A hanseniase é uma doenca causada pelo Mycobacterium leprae
(RIDLEY, 1978), transmitida principalmente por pacientes multibacilares (MB)
na auséncia de tratamento (Brasil, Ministério da Saude, 2005; FOSS, 1999).
Apés a infeccdo o bacilo pode ser eliminado pela resposta imunolégica do
hospedeiro, no entanto, devido as falhas na resposta imune ocorre o
desenvolvimento da doenca que acomete principalmente pele e nervos,
havendo a possibilidade de causar incapacidades e deformidades
(DUERKSEN, 1997).

Segundo os relatos da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ao longo
dos anos de 2004 a 2010 houve uma breve reducdo do numero de novos
casos detectados no Brasil, tendo sido o registro de 49.384 casos detectados
em 2004 reduzido para 34.894 casos em 2010 (OMS, 2011). A reducédo do
namero de novos casos detectados reflete a existéncia do Programa de
Controle da Hanseniase e do emprego da poliquimioterapia (PQT) no
tratamento dos pacientes (GOULART et al., 2002; OMS, 2006).

Nos ultimos relatos da OMS recebidos de 130 paises, o numero de
novos casos detectados foi de 228.474 em 2010 com uma prevaléncia de
3,93/100.000 habitantes, enquanto que os dados coletados no primeiro
trimestre de 2011 mostram uma reducéo para 192.246 novos casos detectados
(OMS, 2011).

Na América do Sul, o Brasil apresenta os maiores indices da doenca
(DUERKSEN, 1997). As regioes Norte, Nordeste e Centro-Oeste apresentam
os maiores indices de hanseniase do pais (MAGALHAES e ROJAS, 2007).
Atualmente o coeficiente de deteccédo da hanseniase no Estado do Amazonas
encontra-se em 1,13/10.000 habitantes, e assim como a prevaléncia em
15,44/100.000 habitantes (Brasil, Ministério da Saude, 2011).

A hanseniase apresenta diversas formas clinicas, podendo ser
classificada em: indeterminada (I), tuberculoide (TT), borderline tuberculoide
(BT), borderline (BB), borderline virchowiano (BV) e virchowiano (VV). No grupo
paucibacilar estdo agrupadas as formas |, TT e BT enquanto as formas BB, BV
e VV sédo agrupadas como multibacilares (JACOBSON e KRAHENBUHL,
1999).
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Entre as diferentes formas clinicas observa-se alteracdo da resposta
imune. Nos pacientes com a forma TT nota-se uma forte resposta imune
mediada por células, enquanto nos pacientes com a forma VV ha auséncia ou
pouca resposta celular (MENDONCA et al., 2008).

Devido ao M. leprae ser um micro-organismo de caracteristica
intracelular, a resposta imune mediada por células é essencial na eliminacao
do mesmo (FOSS, 1999), havendo a participacdo principalmente de
macrofagos e linfocitos T CD4™ Thl, que atuam produzindo interferon gama
(IFN-y) e ativam macrofagos a produzir reativos de oxigénio e de nitrogénio,
auxiliando na eliminagéo de micro-organismos intracelulares (JANEWAY et al.,
2007).

Pacientes TT apresentam padrao de citocinas predominantemente Thl
(MENDONCA et al, 2008) com inflamacdo granulomatosa e,
consequentemente, baixa carga bacilar (SCOLLARD et al., 2006; FOSS, 1999).
Ao contrario, pacientes VV apresentam um perfil de resposta imune Th2, com
elevada producao de anticorpos, 0s quais sao ineficazes na eliminacdo do M.
leprae (TOUW et al., 1982) e deste modo, apresentam grande quantidade de
bacilos (SCOLLARD et al., 2006).

Alguns estudos tém sido realizados destacando associacdo entre
polimorfismos genéticos de citocinas e susceptibilidade a certas doenc¢as, como
o polimorfismo +874 T/A de IFN-y relacionado com susceptibilidade ao
Toxoplasma gondii (ALBUQUERQUE et al., 2009). Além disso, polimorfismos
genéticos na regidao 5" de IL12RB2 foram associados com a forma lepromatosa
da hanseniase na populagdo japonesa (OHYAMA et al., 2005). Deste modo é
de fundamental importancia averiguar a ocorréncia destes polimorfismos na
populacdo amazonense para investigar possivel envolvimento destes
polimorfismos na resposta imunoldgica nesta populacdo. No presente estudo
foram avaliados polimorfismos genéticos nos genes de IL12RB2 e IFN-y em

pacientes com hanseniase atendidos na Fundacéo Alfredo da Matta (FUAM).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Epidemiologia da Hanseniase

A hanseniase é uma doenca granulomatosa crbnica, proveniente da
infeccdo causada pelo Mycobacterium leprae e transmitida de pessoa para
pessoa, no convivio com doentes multibacilares (MB) sem tratamento (Brasil,
Ministério da Saude, 2005; FOSS, 1999). A hanseniase também é conhecida
como Mal de Hansen (MH) e apesar de ndo ser mortal, constitui um sério
problema de saude publica em muitos paises de quase todos 0s continentes
(TALHARI et al., 2006). E mais bem compreendida como doenca de dupla
associacdo, sendo uma infeccdo micobacteriana que resulta no
desenvolvimento de resposta imune mediada por células e também pode
causar neuropatia periférica (SCOLLARD et al., 2006). A via de transmissao
dos micro-organismos é principalmente pelas vias aéreas superiores através de
lesbes da mucosa nasal, boca e laringe. Nao ha evidéncias de veiculacdo dos
bacilos via fémites, artropodes e insetos hematéfagos na transmissdo da
doenca (DUERKSEN, 1997).

A hanseniase ndo teria a importancia que tem se fosse apenas uma
doenca de pele contagiosa. No entanto, sua predilecao pelos nervos periféricos
€ responsavel por causar incapacidades e deformidades nos pacientes
(DUERKSEN, 1997). A hanseniase ¢é endémica no Brasil com
aproximadamente 23,3% dos pacientes apresentando graus de incapacidade |
e |l. Esta situacdo afeta a vida de milhares de pessoas, devido a hanseniase
comprometer o individuo imunologicamente, bem como também afetar sua
capacidade de sentir dor, visao e tato, tornando os pacientes mais vulneraveis
aos riscos de acidentes, como queimaduras, feridas, infec¢des, amputacdes e
deformidades permanentes, entre outros (Brasil, Ministério da Saude, 2008").
Essa preocupacéo estendeu-se aos direitos humanos em geral e aos direitos
especificos para as pessoas afetadas pela hanseniase que ja apresentem
alguma incapacidade (Brasil, Ministério da Satde, 20085).

O diagnéstico da hanseniase é principalmente realizado através de
analise de lesdes de pele e/ou nervos espessados e perda sensorial, havendo
também a possibilidade de a doenca afetar outras areas, como os olhos, o
nariz e os testiculos (JACOBSON e KRAHENBUHL, 1999).

12



H& registro da doenca em muitos paises de diferentes continentes,
havendo no final do século XX aproximadamente um milhdo de pacientes em
registro ativo, dos quais muitos sdo encontrados em paises com condicfes
sécio-econdmica pouco desenvolvidas (DUERKSEN, 1997). Segundo os
relatos recebidos de 130 paises, o numero de novos casos detectados foi de
228.474 em 2010 com prevaléncia de 3,93/100.000 habitantes, enquanto os
dados coletados no primeiro trimestre de 2011 mostram reducdo para 192.246
novos casos detectados (Organizacdo Mundial da Saude - OMS, 2011).

A hanseniase encontra-se mais frequente em nove paises, 0s quais
ainda representam um sério problema de salude publica. Estes paises somam
ao todo 84% da prevaléncia e 88% da deteccdo mundial, e sdo: Angola, Brasil,
Republica Africana Central, Republica Democratica do Congo, india,
Madagascar, Mocambique, Nepal e Unidade Republicana da Tanzania (OMS,
2005). Tais paises endémicos ainda permanecem com alta prevaléncia,
mesmo com intensa atividade no controle da doenca (Brasil, Ministério da
Saude, 2008€). Ao longo dos anos de 2004 a 2010 houve breve reducdo do
namero de novos casos detectados no Brasil, tendo o registro de 49.384 casos
detectados em 2004 para 34.894 casos em 2010 (OMS, 2011). Embora, estes
dados indiqguem diminuicdo no coeficiente de deteccdo da doenca no Brasil,
para 1,24/10.000 habitantes em 2011 (Brasil, Ministério da Saude, 2011), a
meta esperada para 2010 nao foi alcancada, uma vez que a proposta da OMS
era de prevaléncia inferior a 1/10.000 habitantes (OMS, 2009).

O Brasil é o pais da América do Sul que tem o maior numero de casos
registrados com variacdes nas taxas de prevaléncia entre as diferentes regides.
Os maiores indices sdo encontrados nas Regides Norte, Centro-Oeste e
Nordeste, respectivamente, com destaque para Mato Grosso e Tocantins com
coeficiente de deteccao de 7,52 e 591 para 10.000 habitantes,
respectivamente. Atualmente a prevaléncia da hanseniase no Estado do
Amazonas encontra-se em 1,13/10.000 habitantes e a prevaléncia em
15,44/100.000 habitantes (Brasil, Ministério da Saude, 2011).

Os programas de controle de doencas em paises endémicos, em
parceria com a OMS, implementaram em 1981 a poliquimioterapia no
tratamento de pacientes com hanseniase e desde entdo, houve grande

expectativa de cura e reducéo destes indices de hanseniase (GOULART et al.,
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2002). O controle da hanseniase tem reduzido drasticamente o namero de
pacientes nas ultimas décadas, no entanto, ainda ha um numero significativo
de pacientes com hanseniase nos paises da Africa, da Asia e da América
Latina (OMS, 2006).

2.2 Agente etiolégico

O M. leprae é um bacilo alcool-acido resistente de crescimento lento,
gue realiza uma divisédo binaria entre 12 a 21 dias (GOULART et al., 2002).

A parede celular das micobactérias é constituida por uma camada de
peptideoglicano, galactano, arabinogalactano, lipomanana, lipoarabinomanana,
N-acetilglucosamina e N-glicolimuramato. Os componentes de N-
acetilglucosamina e N-glicolimuramato encontram-se ligados a uma camada
de galactano adjacente a camada de peptideoglicano através do
arabinogalactano. O M. leprae também apresenta uma camada mais externa e
uma capsula contendo &cido micdlico e glicolipideo fendlico-l (PGL-I)
(SCOLLARD et al., 2006).

A parede celular do M. leprae apresenta composicdo semelhante a de
outras micobactérias, com um complexo de acidos micoélicos-arabinogalactana-
peptideoglicanos ligados covalentemente. No entanto, uma caracteristica do M.
leprae que o diferencia das outras espécies de micobactérias baseia-se na
razdo de arabinose para galactose, sendo a primeira presente em grandes
guantidades no M. leprae (DRAPER et al.,, 1987). Outra diferenca entre as
espécies de micobactérias esta no PGL-Il, pois diferentemente das demais
micobactérias o PGL-I de M. leprae é constituido de 2,3-di-O-metil-6-
deoxihexose, 3-O-metil-deoxihexose e de um 3,6-di-O-metilhexose,
composicdo esta que permite distinguir das outras espécies (HUNTER e
BRENNAN, 1981). O PGL-I apresenta atividade antigénica, com altos niveis de
anticorpos (HUNTER et al., 1982; TEUSCHER et al., 1985).

O peptideoglicano do M. leprae pode apresentar em sua composi¢c&ao
residuos de acido de diaminopropiénico (DAP) e de glicina que permitem que o
bacilo escape do reconhecimento pelos receptores de dominio de
oligomerizacao ligador de nucleotideo 1, 2 (NOD1 e NOD2, respectivamente)
presentes no citosol das células, e desta forma evite a resposta imune inata do
hospedeiro (MAHAPATRA et al., 2008). Além disso, no M. leprae € observada
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reducdo genbmica quando comparado ao M. tuberculosis, porém persistindo
genes essenciais para a producdo de enzimas importantes que possibilitam a

sobrevivéncia do bacilo nas células do hospedeiro (COLE et al., 2001).
2.3 Patogenia

A mucosa nasal, além de fonte de eliminacdo € também a principal via
de penetracdo do bacilo no organismo. Na maioria das vezes a resposta imune
é eficaz na eliminacdo destes bacilos, porém, em outros casos ha a passagem
das bactérias para o sangue e, consequentemente, disseminagéo para a pele,
0s nervos e/ou as visceras (TALHARI et al., 2006). O bacilo de M. leprae
apresenta preferéncia por regides frias do corpo, além de apresentar tropismo
por células de Schwann, sendo os bacilos livres capturados por macréfagos
(GOULART et al., 2002).

O M. leprae é encontrado nos fagossomos de macrofagos infectados,
sendo que o mesmo impede a fusdo do lisossomo e formagcdo do
fagolisossomo. Em estudos experimentais com camundongos é observada a
fusdo do lisossomo ao fagossomo em um periodo minimo de 14 horas apés a
infeccdo (SIBLEY et al., 1987). Assim como, observa-se um rapido
desenvolvimento de resposta inflamatéria localizada com hiperplasia dos
linfonodos e recrutamento de linfécitos TCD4" e TCDs* (DUTHIE et al., 2007).

A disseminacgao de bacilos pelo organismo resulta no aumento da carga
bacilar nos macrofagos, células endoteliais linfaticas e nos vasos sanguineos.
Consequentemente o M. leprae pode também circundar nervos periféricos,
ocupando mais intensamente a camada externa e podendo sobrecarregar a
camada mais interna do nervo (SCOLLARD et al., 1999).

2.4 Classificacdo da hanseniase

A hanseniase como outras doencas, tem recebido numerosas
classificacdes e nos ultimos anos, a OMS tem estimulado paises endémicos a
classificarem os pacientes segundo o numero de lesdes cutaneas, facilitando a
indicacdo do tratamento a ser adotado no tratamento do paciente (Brasil,
Ministério da Saude, 2005).

O sistema de classificacdo de Ridley-Jopling é realizado com base nos

parametros clinicos, tais como lesdes cutaneas, alteracbes motoras e
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sensoriais e na analise histopatolégica de biopsia da lesdo. Com base a estes
parametros a hanseniase pode ser classificada em tuberculoide (TT),
borderline tuberculoide (BT), borderline (BB), borderline virchowiano (BV) e
virchowiano (VV) (JACOBSON e KRAHENBUHL, 1999).

Para a OMS a classificacdo dos pacientes com hanseniase pode ser
realizada segundo o nimero de lesBes e troncos nervosos afetados, sendo que
pacientes com lesdo Unica ou com duas a cinco lesdes (formas |, TT e BT) sao
classificados como hanseniase paucibacilar (PB) e pacientes com mais de
cinco lesdes (formas BB, BV e VV) como multibacilar (MB) (JACOBSON e
KRAHENBUHL, 1999). Segundo outros critérios também estabelecidos pela
OMS em 1982, os pacientes paucibacilares apresentam indice baciloscépio
(IB) inferior a 2, enquanto pacientes MB apresentam IB igual ou superior a 2.
No entanto, ha algumas excecdes, como nos casos de pacientes classificados
como TT ou BT segundo avaliacdo clinica que apresentam IB igual ou superior
a 2. A avaliacdo clinica é de fundamental importancia, porém a mesma deve
ser realizada em associagdo com outros exames laboratoriais, como a
baciloscopia e histopatologia, para uma real visdo do problema e deste modo
aplicar um melhor tratamento ao paciente (PARKASH, 2009).

2.5 Manifestacgdes clinicas e imunoldgicas

De um modo geral, a hanseniase tem inicio com a forma indeterminada,
caracterizada pelo aparecimento de manchas hipocrémicas, com alteracado da
sensibilidade, ou simplesmente por areas de hipoestesia na pele (ARAUJO,
2003). De acordo com a resposta imune mediada por células (CMI) a ser
desenvolvida, a forma indeterminada pode evoluir para cura ou para uma das
outras formas clinicas (FOSS, 1999).

Pacientes TT apresentam intensa CMI e hipersensibilidade tardia, com
iIsso apresentam lesdes em placa ou maculas bem demarcadas, em geral com
hipoestesia, hipopigmentacdo, inflamacdo granulomatosa e destruicdo dos
bacilos (SCOLLARD et al., 2006; FOSS, 1999). A resposta imune é mediada
principalmente por linfocitos T CD4" e macréfagos que atuam em conjunto na
eliminagdo do M. leprae (HAANEN et al., 1991). Estes pacientes normalmente
apresentam lesGes escamosas, secas, sem pelos e em estado de anestesia,
resultante da destruicao de fibras nervosas (WALKER e LOCKWOOD, 2006).
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Os granulomas formados sdo importantes ndo somente na composi¢cao
de barreira que impede a dissemina¢do do bacilo, mas como também na
formacdo de um ambiente favoravel para as células do sistema imunoldgico
atuarem na destruicdo do micro-organismo (ALGOOD et al.,, 2005). Nos
granulomas sdo encontrados muitos tipos celulares como linfécitos T e B,
macrofagos e neutréfilos (ALGOOD et al., 2004). Nos granulomas de pacientes
com a forma clinica tuberculoide é observada organizacdo de macrofagos
circundados por linfocitos TCD4* e, subsequentemente linfécitos TCDs",
enquanto que nos pacientes VV é observado granuloma difuso (MODLIN et al.,
1988; OCHOA et al.,, 2001). As linfécitos TCDs"™ sdo produtoras de
granulolisinas em grande escala, sendo observada correlacdo de células
produtoras de granulolisinas com as formas clinicas da hanseniase (OCHOA et
al., 2001).

Linfécitos TCD4" Thl estdo presentes em grandes quantidades em
pacientes tuberculoides, responsaveis pela producdo de Interferon-Gama (IFN-
), Interleucina-2 (IL-2) e Linfotoxina-a (LT-a). Especificamente IFN-y e LT-a
atuam sobre outras células como leucdcitos, células endoteliais, queratindcitos
e em fibroblastos induzindo a producdo de citocinas pro-inflamatérias, deste
modo, estimulando a vasodilatacdo e o recrutamento de células da imunidade
inata (SPELLBERG e EDWARDS, 2001).

Em pacientes VV, que ndo apresentam resisténcia ao M. leprae, sdo
observadas lesdes pouco demarcadas ou nodulares por todo o corpo, contendo
grande quantidade de bacilos (SCOLLARD et al., 2006) e altos niveis de
anticorpos IgM (CHO et al., 1983). Ha também envolvimento da mucosa nasal,
com o risco de congestao nasal e epistaxe, podendo resultar em deformidades
e comprometimento da cavidade nasal anterior (WALKER e LOCKWOOD,
2006).

J4 as formas borderline sédo caracterizadas por lesdes de pele
intermediérias entre as formas TT e VV, apresentando desde manchas em
placas, maculas ou manchas semelhantes a nddulos, como encontrado em
pacientes VV (WALKER e LOCKWOOD, 2006).

Nas diferentes formas clinicas da hanseniase, sdo encontradas

variacbes nas populacbes de linfécitos T (CDs"), correspondendo
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aproximadamente 61% nas lesdes de pacientes com a forma tuberculoide e de
40% nas lesdes de VV (MODLIN et al., 1988).

Em pacientes VV € notavel resposta favoravel com administracdo
intradérmica de IL-2 recombinante, devido ao recrutamento de novas células
mononucleares que atuam na defesa do organismo. Embora a administracao
de IL-2 promova melhora ao paciente, a mesma é insuficiente em promover a
cura, sendo observada expansao do bacilo em 21 dias apdés a ultima injecao de
IL-2, sugerindo que esta citocina apresenta um importante papel na migracao
de novas células para o local da infeccdo (KAPLAN et al., 1989).

O teste Mitsuda € amplamente utilizado para avaliar a CMI nos pacientes
com hanseniase através de injecao intradérmica de bacilos mortos, sendo que
nos pacientes TT o teste € positivo enquanto para os pacientes VV negativo.
Nos pacientes BV, BB e BT, ha reducédo progressiva da resposta CMI
acompanhada pelo aumento de lesbes de pele e nervos afetados, com
aumento dos niveis de anticorpos e de bacilos, e com isso o teste Mitsuda esta

sujeito a apresentar resultados variaveis (GOULART et al., 2002).
2.6 Resposta imunoldgica ao Mycobacterium leprae

A resposta CMI é o principal mecanismo efetor dos linfécitos TCD4" Thl
gue atuam contra micro-organismos intracelulares que sobrevivem e se
replicam dentro de fagocitos ou em células nado-fagociticas (OCHOA et al.,
2001; ABBAS et al., 2008).

As micobactérias apresentam lipoproteinas conservadas em sua
superficie que atuam na ativacdo dos mondcitos via receptores Toll-like (TLR),
induzindo a produgdo de Interleucina-12 (IL-12), citocina que estimula a
producdo de IFN-y em células Natural Killer (NK) e na polarizacdo e
amplificagdo da resposta Thl contribuindo para a imunidade protetora do
hospedeiro (BRIGHTBILL et al., 1999; ABBAS et al., 2008).

Lipoproteinas presentes na superficie de M. leprae medeiam ativacao
celular induzindo a sintese de IL-12p40 via TLR2 e TLR2-TLR1 (KRUTZIK et
al., 2003). O TLR2 apresenta importante papel na resposta imune frente ao M.
leprae. No entanto, ndo somente o TLR2 esta envolvido no reconhecimento do
bacilo, uma vez que h& reducéo parcial na ativacdo de macréfagos e producao
de IL-12 com anti-TLR2 (KRUTZIK et al., 2003; MAEDA et al., 2005). Contudo,
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a expressdo de receptores TLR no local da lesdo € determinante para a
evolucdo da doenga (KRUTZIK et al., 2003), assim como, mutagdes presentes
no TLR2 podem influenciar no desequilibrio de citocinas inflamatorias e anti-
inflamatorias (KANG et al., 2004).

Com a invasdo do micro-organismo ao hospedeiro, os fagocitos, tais
como as células dendriticas migram aos linfonodos e apresentam antigenos as
linfécitos T e em conjunto com as citocinas produzidas estimulam a
diferenciacdo dos linfécitos T em linfécitos Thl ou Th2 (XU et al., 2004). Os
linfécitos TCD4* Thl produzem IFN-y, que atua na ativacao dos macréfagos,
auxiliando na destruicdo de micro-organismos intracelulares (BARRIE e
PLEVY, 2005).

Assim como a IL-12 e o IFN-y, o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
exerce importante papel na formacao de granulomas e no controle de infec¢des
micobacterianas, assim como na inducdo de quimiocinas essenciais para a
migracdo de células para o local da infeccdo. Estudos relatam o TNF-a como
principal regulador de direcionamento celular para o tecido (ALGOOD et al.,
2005; ALGOOD et al., 2004)

Durante a infeccdo pelo M. leprae, hd o desencadeamento de resposta
inflamatoria, havendo aumento do niumero de células nos linfonodos, tais como
células dendriticas, granulécitos, macréfagos e linfocitos T CD4" e CDs".
Também ocorre aumento na produgcdo de IFN-y, indicando que M. leprae,
estimula a expansao de células e induz a producdo de IFN-y nos linfonodos
(DUTHIE et al., 2007). Elevada producdo de IFN-y é observada em pacientes
TT (HAANEN et al., 1991), enquanto ha reducdo ou auséncia desta citocina
nos pacientes VV ou BV, sendo este efeito relacionado com a reducao da
resposta imune celular (NOGUEIRA et al., 1983; HUSSAIN et al., 1999;
LIBRATY et al., 1997). Com a neutralizacdo de IFN-y tem sido observada
producao significativa de IL-10 nas formas TT e VV, resultando em crescimento
bacteriano. Portanto, o IFN-y exerce importante papel na regulacéo de IL-12 e
IL-10 em mondcitos nos pacientes com hanseniase (LIBRATY et al.,, 1997;
SUGAWARA et al., 1999).

Estudo em modelo experimental demonstra que o PGL-l do M. leprae

pode atuar na supressao da resposta imunolégica, afetando a proliferacdo de
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populacdes de linfocitos TCD4* e TCDs* (HASHIMOTO et al., 2002). Assim
como, o bacilo induz em mondcitos a produ¢do de quimiocinas inibitérias como
proteinas quimiotaticas de monadcitos MCP-1 (SINSIMER et al., 2010).

A resposta imunologica dos pacientes com hanseniase € mediada em
parte pela liberacdo de citocinas, havendo uma dindmica entre IFN-y, IL-10 e
IL-12. No contato com o M. leprae é observada producéo de IL-12 em todas as
formas clinicas, porém, com baixa producéo nos pacientes VV (LIBRATY et al.,
1997), que pode também estar associada com a producéo da IL-10 durante a
infeccdo bacteriana, visto que a presenca desta citocina tem sido relacionada

com a supressdo de mediadores inflamatorios (KANG et al., 2004).
2.7 IL12R e sinalizag&o intracelular

O receptor de IL-12 (IL12R) € um heterodimero constituido por duas
subunidades B1 e B2 (PRESKY et al., 1996) sendo uma estrutura de
fundamental importancia para a ligacao de IL-12 nas superficies das células NK
e linfécitos T durante a resposta imune inata ou adaptativa. Em humanos, as
cadeias B1 e P2 exercem um importante papel na transducdo de sinal
(GATELY et al.,, 1998). Embora somente a cadeia 32 contenha residuos de
tirosina quinase necessarios para sinalizacido celular, as cadeias 1 e 2 sao
essenciais para proporcionar maior estabilidade na ligacdo IL-12/IL12R
(ROGGE et al., 1997).

O IL12R néo é expresso na superficie de linfocitos T naive, sugerindo
gue a apresentacdo de antigenos aos linfécitos T induz a expressao do
receptor nestas células, uma vez que é encontrada maior numero de IL12RB2
sobre linfécitos T ativados (ROGGE et al., 1997; SZABO et al., 1997). A ligacao
da citocina IL-12 ao IL12R envolve inUmeras interacdes, primeiramente a
subunidade IL-12p40 interage com a cadeia [B1 e posteriormente as
subunidades IL-12p40 e p35 ligam-se a cadeia 32 do receptor (PRESKY et al.,
1998).

Com a ligacéo de IL-12 ao IL12R ocorre a fosforilacdo de proteinas da
familia quinase como Janus associado a quinase 2 (JAK2) e Tirosina quinase 2
(TYK2) em linfocitos T e NK (BACON et al., 1995; ZOU et al., 1997), assim
como, fosforilagdo e transducdo de sinais ativadores da transcricdo 3 e 4
(STAT-3) e (STAT-4) (ROGGE et al., 1997; JACOBSON et al., 1995). Contudo,
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outros fatores de transcricdo como GATA-3 podem atuar na inativacao de T-bet
e consequentemente inativando a expressdao de STAT-4 sobre estas células
(USUI et al., 2003), portanto, afetando a diferenciacéo de linfécitos Th1l.

2.8 Ainfluéncia da genética na hanseniase

A hanseniase é considerada uma doenca multifatorial, com envolvimento
de diferentes fatores no desenvolvimento da doenca, sendo o ambiente, a
micobactéria e o hospedeiro considerados como principais fatores de risco para
a hanseniase (MORAES et al.,, 2006). No entanto, sdo poucos os individuos
infectados que desenvolvem a doenga, com aproximadamente 0,1 a 1% dos
individuos da populacdo sendo suscetiveis a hanseniase (BAYLEY et al.,
2004). Além disso, populagBes com etnias diferentes e que convivem em uma
mesma area apresentam diferencas na prevaléncia da doenca (MORAES et al.,
2006).

Quando considerado o patégeno em si com um possivel fator de risco,
ha algumas contradicbes, devido a baixa diversidade genética do
microrganismo (MOET et al., 2006). Estudos genéticos humanos tém sido
altamente informativos, indicando que fatores genéticos podem influenciar na
susceptibilidade ao M. leprae (SCOLLARD et al., 2006).

Deste modo, a genética do individuo pode atuar como um fator
determinante no desenvolvimento de infecgbes cronicas causadas por
microrganismos intracelulares. Assim como, podendo esta associada com a
susceptibilidade ou desenvolvimento da hanseniase, resultando num equilibrio
entre a imunidade efetora do hospedeiro e a multiplicacdo do patdgeno
(BAYLEY et al., 2004).

A genética do individuo pode estar envolvida no desenvolvimento da
hanseniase em dois momentos, primeiramente com a hanseniase per se, ou
seja, independente da forma e manifestacao clinica e segundo, podendo estar
associada com o desenvolvimento das diferentes formas clinicas da doenca
(PREVEDELLO e MIRA, 2007). Assim como, a genética pode também esta
associada com os estagios reacionais que podem se manifestar antes, durante
ou apos o término do tratamento (MOET et al., 2006).

Uma vez infectado, a resposta imunoldgica do hospedeiro é de extrema

importancia no controle da infeccao e durante estas alteragfes fisiol6gicas do
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organismo, podendo influenciar na resolu¢do da mesma ou na evolucdo de
uma das formas clinicas da hanseniase (MORAES et al., 2006; MOET et al.,
2006). Contudo, os genes envolvidos na resposta imunologica ao M. leprae
podem ser importantes alvos para estudos genéticos nos pacientes
(PREVEDELLO e MIRA, 2007), visto que alguns polimorfismos genéticos estao
relacionados com baixa producdo de citocinas (MORAES et al., 2006),
influenciando deste modo no desenvolvimento das diferentes formas clinicas
(BAYLEY et al., 2004).

Alguns autores relatam uma possivel existéncia de polimorfismos
regulatérios que atuariam no controle da expressdo génica, e estes
polimorfismos poderiam estar presentes em regides n&o codificadores
(HUDSON, 2003). A identificacdo de oito SNP na regiao promotora de TNF,
resulta numa possivel interferéncia destas variacdes nucleotidicas na ligacao
de fatores de transcricdo, podendo afetar os niveis de mRNA da citocina
(BAYLEY et al., 2004). Para o inicio da transcricdo a RNA polimerase Il (Pol II)
necessita de uma fosforilagdo em seu dominio C-terminal, para entdo tornar-se
ativada, ativacdo esta que poderia ser afetada devido a variacdo de
nucleotideo na regido promotora do gene, resultando em uma expressao
génica reduzida (HUDSON, 2003).

2.9 Polimorfismos genéticos

Os alelos variantes surgiram por mutacdo nos genes em algum
momento no passado. Se existirem pelo menos dois alelos relativamente
comuns do l6cus na populacdo, diz-se que o locus exibe polimorfismo,
considerando uma variante comum quando encontrada em mais de 1% de
cromossomos na populacdo geral, a variante constitui o que € conhecido como
polimorfismo genético. Além de um alelo normal ou dois alelos polimérficos
normais, os loci também podem possuir um ou mais alelos variantes raros.
Alguns desses alelos raros foram originalmente identificados por causarem
doencas genéticas, e outros podem aumentar a susceptibilidade a doenca.
Alguns polimorfismos sédo devidos as variantes que consistem em delecdes,
duplicacdes, triplicacdes e assim por diante, de centenas a milhdes de pares de
bases de DNA (NUSSBAUM et al., 2008).
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No genoma humano, varios genes tém sido associados com a
hanseniase e com as diferentes formas clinicas, porém em algumas
populacbes ndo observa-se nenhuma associacdo genética (WALKER e
LOCKWOOD, 2006), quando associado um gene com a susceptibilidade a
hanseniase, em uma outra populacdo o mesmo pode estar associado com a
resisténcia (MORAES et al., 2006).

2.10 Polimorfismos genéticos de IFN-y

O gene de IFN-y apresenta importante papel imunoldgico e esta
localizado no cromossomo 12g24.1, sendo constituido de quatro éxons e trés
introns distribuidos em aproximadamente seis kilobases (Kb). Algumas
variagdes genéticas estdo presentes em regides ndo codificantes, embora este
gene seja caracterizado por apresentar poucos polimorfismos genéticos
(PACHECO et al., 2008).

Os primeiros relatos de variacdes genéticas presentes em IFN-y foram
apresentados por Pravica e colaboradores em 1999. Neste estudo, os autores
relacionaram a presenca do alelo com 12 repeticdes de CA denominado de
alelo 2 com uma maior producao de IFN-y in vitro. Os maiores niveis da citocina
foram encontrados quando em homozigose para o mesmo alelo, sugerindo
deste modo, o importante papel desta variante na regulacdo da expressao
génica.

Posteriormente foi descrita correlacdo absoluta do alelo 2 com o
polimorfismo nucleotidico individual (SNP) +874T/A adjacente ao microsatélite
no primeiro intron de IFN-y. Curiosamente, todos os individuos com o alelo
+874 T apresentariam o alelo 2 com 12 repeticbes de CA. Portanto, o0 SNP
+874 (rs2430561) também tem sido relacionado com os niveis de citocina
produzida (PRAVICA et al., 2000).

O SNP +874 é caracterizado pela alteracdo de Timina para Adenina
(T>A) (PRAVICA et al., 2000) e a localizacado deste SNP coincide com o local
de ligacdo do Fator nuclear kappa B (NF-xB) (HEINMEYER et al., 1998) e
deste modo, tal SNP afeta a transcrigdo do gene de IFN-y.

O NF-kB é um fator de transcricdo que reconhece a sequéncia ANTYYC

como sitio de ligacdo para a transcricdo génica, o N representando algum
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nucleotideo néo especifico e 0 Y podendo ser uma Citosina ou Timina (SICA et
al., 1992). Nas proximidades da posicao +874 do gene de IFN-y € encontrada a
combinacdo de AATCTC quando o alelo +874 T estad presente. Portanto, o
SNP +874 T/A esta relacionado com diferentes niveis de IFN-y produzido,
devido a alteracdo do sitio de ligacdo do NF-kB quando na presenca do alelo
A, deste modo, influenciando em falhas na transcricdo do gene (PRAVICA et
al., 2000).

Assim como descrito para a tuberculose, o SNP +874 T/A tem sido
relacionado com a susceptibilidade a toxoplasmose (VALLINOTO et al., 2010;
SELMA et al., 2011; MOSAAD et al., 2010). Individuos com o gendétipo A/A na
posicdo +874 produzem menos IFN-y quando comparados aos individuos dos
gendtipos T/T e T/A. Este fato sugere um possivel mecanismo que poderia
explicar a relacdo do gendtipo A/A ao dano ocular causado pelo T. gondii
(ALBUQUERQUE et al., 2009).

Entre os diferentes gendtipos sdo encontradas variagbes na
concentragcdo de IFN-y no plasma de pacientes com tuberculose e de
individuos controles, sendo os maiores niveis encontrados em individuos
homozigoticos para o alelo T. Portanto, de acordo com o numero de copias do
alelo A, had certa reducdo da ativacdo da resposta imune celular e
consequentemente maior chance de desenvolver a doenca, sendo o gendtipo
A/A relacionado com o desenvolvimento da tuberculose extrapulmonar
(VALLINOTO et al., 2010).

2.11 Polimorfismos genéticos de IL12RB2

O gene IL12RB2 humano, localizado no cromossomo 1p31.2, codifica a
cadeia B2 do receptor de IL-12, e apresenta importante papel na transducao de
sinais intracelulares. A expressao da cadeia 1 na superficie celular pode estar
alterada devido a mutacdes presentes no gene de IL12RB2 (SAKAI et al.,
2001).

Os primeiros relatos de variacbes genéticas presentes na regiao
promotora do gene IL12RB2 estariam relacionados na regulagéo da expressao
da cadeia B2 do receptor e foram destacados por Rietschoten e colaboradores

em 2001. Atividade transcricional de IL12RB2 tem sido observada sobre
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diferentes fragmentos da regido promotora do mesmo, sendo que o fator de
transcricio NFATc2 atua como regulador da expressao de IL12RB2, assim
como, fatores de transcricdo da familia SP-1 atuam na expresséo do receptor
(RIETSCHOTEN et al., 2001). A partir de entdo, foi levantada a hipétese de
gue SNP presentes em locais de ligacdo de fatores de transcricdo na regido
promotora influenciariam na expressao deste receptor.

O fator de transcricdo GATA-3 afeta a sinalizacdo mediada pela IL-12
por suprimir a expressdo da cadeia B2 de IL12R e desta forma afeta o
desenvolvimento de linfocitos TCDs+* Thl (OUYANG et al., 1998).
Curiosamente, foi identificada presenca de cinco SNP na regido promotora de
IL12RB2, sendo estes -237 C/T, -464 A/G, -1023 A/G, -1033 T/C e -1035 A/G.
Dentre estes SNP trés estao relacionados com a formacgao de local de ligacao
para GATA, sendo que a combinacéao -1035G/-1033T, e o alelo -464 A criam
local de ligagdo para GATA na fita consenso reversa (RIETSCHOTEN et al.,
2004).

O SNP na posicdo —464 da regido promotora de IL12RB2 é de particular
interesse, devido haver aumento na atividade transcricional da cadeia 2 do
receptor quando héa substituicio de A para G (A>G). Deste modo, pode-se
sugerir que quando o alelo —464 A presente, pode influenciar na polarizacéo
para linfécitos Th2, devido a reducdo na producdo de IL-12R[B2
(RIETSCHOTEN et al., 2004).

Em estudos posteriores foram identificados 12 SNP presentes na regiao
promotora de IL12RB2: —1047 del/T, —-1035 A/G, —1033 T/C, —-1023 A/G, —650
del/G, -568 A/C, —557 T/C, =550 T/C, —464 A/G, -464 AIC, —202 T/C, e —188
A/C em pacientes de hanseniase. Embora, os SNP —1035 A/G, —1023 A/G, -
650 del/G e —464 A/G tenham sido associados com a forma multibacilar da
doenca, estes pacientes apresentam altos niveis de resposta imune humoral
(OHYAMA et al., 2005).

Em estudos de casos-controles, os SNP —-1035 A/G, -1023 A/G, —650
del/G e -464 A/G também tém sido associados com doenca periodontal, sendo
encontrada maior frequéncia destes SNP na forma mais agressiva da doenca
(TAKEUCHI-HATANAKA et al., 2008).

Maior expressao de IL12RB2 tem sido observada no haplétipo -1035A/-
1023A/-650G/-464A. Contudo, os SNP presentes na regido promotora de
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IL12RB2 podem causar diferencas na intensidade da resposta imune mediada
por células entre os pacientes (OHYAMA et al., 2005; TAKEUCHI-HATANAKA
et al., 2008).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:

Avaliar polimorfismos genéticos presente na regido 5" do gene IL12RB2
e no primeiro intron de IFN-y em pacientes com hanseniase atendidos na

Fundacéo Alfredo da Matta.
3.2 Objetivos especificos:

1) Analisar polimorfismos genéticos de base unica (SNP) na regido 5 do
gene de IL12RB2;

2) Analisar o polimorfismo genético na posicao +874 T/A do gene de IFN-y;

3) Comparar as frequéncias genotipicas e alélicas de +874 de IFN-y entre
pacientes com hanseniase e individuos controle;

4) Comparar as frequéncias genotipicas e alélicas da regido 5 de IL12RB2
entre pacientes com hanseniase e individuos controle;

5) Avaliar uma possivel relagdo dos polimorfismos estudados com as
formas clinicas segundo a classificagdo operacional e Ridley-Jopling;

6) Avaliar uma possivel relacdo dos polimorfismos estudados com dados

clinicos.
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4. METODOLOGIA
4.1 Tipo de estudo

Estudo transversal de casos e controles com componente analitico. Este
estudo foi proposto a partir dos objetivos contemplados pelo projeto “Avaliacao
do perfil imunolégico e de polimorfismos genéticos em pacientes portadores de
hanseniase atendidos na Fundacio Alfredo da Matta”, coordenado pela Profa.
Dra. Lucia de Paula. Projeto este que faz parte do Programa de
Desenvolvimento Cientifico Regional (DCR) fomentado pela Fundacdo de
Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM) e Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq). O projeto acima €
detentor de liberacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundacio
de Dermatologia Tropical e Venereologia Alfredo da Matta (CEP — FUAM), sob

parecer consubstanciado n® 019/2008 (Anexo ).
4.2 Aspectos éticos

Todos o0s procedimentos descritos neste projeto apresentam o
consentimento do CEP da Fundacéo Alfredo da Matta sob parecer 002/10
(Anexo II).

4.3 Populacéo de estudo

A populacdo de estudo foi constituida de 232 individuos, dentre os
guais, 118 pacientes com hanseniase e 114 individuos controles atendidos na
FUAM.

4.4 Pacientes com hanseniase

Os patrticipantes convidados a participar deste estudo foram individuos
de ambos os sexos, atendidos na FUAM, com procedéncia dos Estados da
Amazobnia Legal, com idade entre 18 e 65 anos. O diagndéstico da hanseniase
foi realizado com o apoio de médicos especializados do corpo clinico da FUAM.
Assim como, para complementacdo do diagnostico do paciente foram
realizados exames como baciloscopia e histopatolégico da lesao cutanea. Apés

a confirmacdo do diagndstico clinico o paciente foi convidado a participar do
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estudo, momento este em que foi aplicado o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo Ill). Durante aplicacdo do TCLE foi realizado uma
explicacdo sobre o estudo e em seguida realizada a entrevista do paciente,
utilizando formulario para coleta de informacdes pessoais e do quadro clinico
do paciente (Anexo IV).

Os pacientes foram classificados segundo o sistema de classificacao de
Ridley e Jopling, a qual se baseia sobre os aspectos clinicos e histolégicos do
paciente, sendo observada a presenca de infiltrado granulomatoso
caracteristico de intensa resposta imune celular encontrada em pacientes do
polo tuberculoide, enquanto em pacientes multibacilares observa-se infiltrado
inflamatério difuso e predominio de resposta imune humoral. Assim como,
foram também classificados de acordo com a classificacdo operacional em
paucibacilar (PB) e em multibacilar (MB), sendo o0s pacientes PB
caracterizados por apresentar menos de 5 lesdes de pele e indice
baciloscépico (IB) igual a zero, enquanto os pacientes MB apresentam a partir
de 5 lesdes de pele e IB maior que zero. Os pacientes PB foram ainda
classificados como formas: indeterminada (l), tuberculoide (TT) ou borderline-
tuberculoide (BT), enquanto que os pacientes MB: em borderline-borderline
(BB), borderline-virchowiano (BV) ou virchowiano (VV).

Foram excluidos do presente estudo mulheres gestantes, pacientes
apresentando alguma imunodeficiéncia ou com alguma doenga infecciosa,
assim como pacientes indigenas e pacientes cosanguineos (até 3° grau de
parentesco com pacientes incluidos). Estas informac6es foram adquiridas no
ato da entrevista e na busca de prontuarios do paciente seis meses apos a

inclusdo do mesmo no estudo.
4.5 Grupo controle

O grupo controle foi constituido de individuos provenientes também da
FUAM, sendo pacientes sem evidéncias clinicas atuais ou pretéritas de
hanseniase, sem relacdo de parentesco entre si e sem relacdo de parentesco
com pacientes hansénicos e com idade de 18 a 65 anos. A abordagem foi
realizada apos coleta de sangue para exames solicitados, sendo realizada uma
explicacdo sobre o estudo e em seguida realizada entrevista do paciente,

utilizando formulario para coleta de informacgfes pessoais e aplicacdo do TCLE
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(Anexo V). Foram excluidos do estudo individuos com alguma doenca
infecciosa ou com alguma imunodeficiéncia diagnosticada, historico de
hanseniase ou que apresentassem algum grau parentesco com pacientes

portadores de hanseniase.
4.6 Material biologico

Foram coletados 5 mL de sangue periférico em tubo contendo anti-
coagulante EDTA (acido etileno diamino tetra-acético) dos pacientes com
hanseniase e dos individuos controles. As amostras foram encaminhadas ao
Laboratorio de Biologia Molecular da Fundagdo Alfredo da Matta onde foi

realizada a extracdo de DNA.
4.7 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi utilizado o Kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega, catalogo A1120), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As
amostras de sangue periférico dos pacientes foram centrifugadas a 3.000 rotacdes
por minuto (RPM) em centrifuga de bancada durante 10 minutos, sendo coletados
100 pyL da camada de leucdcitos, acrescentados 500 pL de solucdo salina
fisiolégica tamponada com fosfato (PBS pH 7,4) para lavagem da amostra. Em
seguida as amostras foram novamente centrifugadas a 3000 RPM durante 10
minutos, seguindo-se as etapas de extracdo de DNA proposto pelo fabricante do
Kit.

4.8 Quantificacdo do DNA extraido

O DNA extraido foi quantificado em espectrofotdmetro de microvolume,
em comprimentos de onda de 260 e 280 nm (ATCGene, ASP-3700). ApéGs a
homogenizacdo da amostra foram utilizados 2 pL para quantificacdo do DNA
em ng/uL e determinagcdo da pureza através da razdo entre a absorbancia
260/280nm.

4.9 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores para a Rea¢cdo em Cadeia
da Polimerase (PCR)

Para o desenho dos oligonucleotideos iniciadores da regido promotora

de IL12RB2 foi utilizada a sequéncia publicada no banco GenBank
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) localizado na pagina do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) com o numero de acesso
“AL389925.10”, correspondente a mesma sequéncia utilizada por Ohyama e
colaboradores 2005, enquanto para IFN-y foi utilizada a sequéncia J00219
como referéncia para elaboragéo dos iniciadores.

Para a visualizacdo da sequéncia e elaboracdo dos oligonucleotideos
iniciadores foi utilizado a ferramenta de bioinformatica BioEdit Sequence
Alignment Editor (HALL, 1999). Esta ferramenta foi empregada para o desenho
e alinhamento dos iniciadores com as respectivas sequéncias de referéncia.

Para o gene de IFN-y realizamos somente o desenho do iniciador senso,
sendo utilizado o anti-senso no qual foi descrito por Bozzi e colaboradores,
20009.

Apoés a determinacdo das sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores
estes foram analisados com auxilio do programa Primer-Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) com intuito de verificar uma

possivel inespecificidade com alguma outra sequéncia de néo interesse.
4.10 PCR de IL12RB2 e IFN-y

As reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas para
amplificagéo da regido de interesse de cada gene.

Nas PCR foram utilizados Platinum® Tag DNA Polimerase contendo
Tampdo Rxn (10X), MgClz (50 mM) (Invitrogen, catalogo: 10966-030), dNTP
Mix (10 uM) (Fermentas, catdlogo: R0192), iniciadores (10 uM) (Invitrogen) e
amostra de DNA em uma concentracdo final para reagdo contendo
aproximadamente de 50-200 ng.

Para a amplificacdo da regido promotora de IL12RB2 foram utilizados o
iniciador senso 5 CAGAAAAGATCAGCAAATTTAGGATATTTGG3  que se
hibridiza entre as posi¢coes 59293 e 59323, segundo a sequéncia AL389925.10
(Fig. 1). O iniciador anti-senso 5 TCACCACTCCCGTATAGGTCCC3 se
hibridiza entre as posigdes 60220 e 60199 (Fig. 2), sendo o produto final de

928 pares de bases (pb).
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Fig. 2: Alinhamento do iniciador anti-senso de IL12RB2.
Obs: A sequéncia do iniciador correspondente encontra-se em reverso
complementar na Fig. 2 para alinhamento do iniciador com a sequéncia
no programa.

Para a amplificacdo do primeiro intron de IFN-y foram utilizados os
iniciadores senso 5’ TCGTTGCTCACTGGGATTTTG 3’ e o iniciador anti-senso
5 CATCTACTGTGCCTTCCTGT3, sendo o anti-senso descrito por Bozzi e

colaboradores 2009, com um produto de 322 pb.

Os volumes e concentragcoes dos reagentes utilizados nas reacdes de

PCR para IL12RB2 e de IFN-y estdo descritos na Tabelas 1.
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Tabela 1: Volume e concentracao final de reagentes utilizados para a amplificacdo da

regido promotora de IL12RB2 e IFN-y.

Reagente Volume na Reacéo Concentracéo Final
Tampao (10X) 2,5 UL 1X
MgCl, (50 mM) 1,25 uL 2,5mM
dNTP (10 mM) 0,5 L 0,2 uM
Iniciador (10 uM) 1 pL (cada iniciador) 0,4 uM
Taq (5 U/uL) 0,2 uL 1 Unidade
Total 25 pL

ApoOs a quantificagdo do DNA da amostra foram determinados os
volumes utilizados na PCR e assim os volumes utilizados de cada reagente
(Tabela 1) utilizou-se &gua ultra-pura para completar o volume final de 25 pL.

A PCR foi realizada em um termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler
(Applied Biosystems). O programa utilizado na reacéo de PCR foi: uma etapa
para desnaturacao inicial a 94°C por dois minutos, 40 ciclos de desnaturacéo a
94°C por 30 segundos, hibridizagcdo dos iniciadores a 65°C para IL12RB2 e
61°C para IFN-y por 30 segundos e uma etapa para extensdo a 72°C por um

minuto, seguindo-se de extenséo final a 72°C durante sete minutos.

4.11 Eletroforese em gel de agarose

Para a confirmacdo da amplificacdo dos genes de IL12RB2 e IFN-y os
amplicons foram separados em gel de agarose a 1% corado com SYBR Safe
(Invitrogen, catalogo: S33102). Foram adicionados ao gel de agarose 5 pL do
produto da PCR e 1 pyL de Loading Dye (Qiagen, catalogo: 1037650). A
eletroforese foi realizada em cuba alimentada por fonte de eletroforese a 100 V,
100mA, constantes durante 50 minutos.

A amplificacdo das PCR foi confirmada quando observado fragmento de
DNA com tamanho correspondente a 322 pb para IFN-y e de 928 pb para
IL12RB2, comparados com o padrédo de peso molecular de 100 pb DNA ladder
plus (Gibco, catalogo: 10787-018).

33



4.12 Purificacdo do Produto da PCR para areacdo de sequenciamento

A purificacdo de cada do produto da PCR foi realizada através do Kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, catalogo: A9281), de
acordo com as recomendagdes do fabricante. Os produtos de PCR purificados

foram utilizados nas reagdes de sequenciamento.
4.13 Reacao de Sequenciamento

Para as reacfes de sequenciamento de cada gene foram utilizados os
mesmos iniciadores utilizados na PCR, sendo utlizados em reacbes
individualizadas, utilizando o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, catélogo: 4337455). Para o sequenciamento de IL12RB2
foram utilizados aproximadamente de 5-20 ng de DNA da amostra, enquanto
para IFN-y foi utilizado de 3-10 ng de DNA, as diferencas das concentracdes de
DNA de cada gene sdo recomendadas em funcdo do tamanho do fragmento a
ser sequenciado. Os reagentes utilizados na reacdo e seus respectivos
volumes estéo descritos na Tabela 2.

A determinagcao do volume de DNA purificado a ser utilizado na reacéo
de sequenciamento foi de acordo com a quantificacdo do mesmo, apos a
leitura da amostra realizada no espectrofotdmetro (ATCGene ASP-3700). Apos
guantificacdo do purificado da PCR foram determinados os volumes utilizados
na reacdo de sequenciamento, assim como os volumes utlizados de cada
reagente (Tabela 2) utilizou-se agua ultra-pura para completar o volume final de
10 pL.

Tabela 2: Reagentes utilizados na reacdo de sequenciamento

Reagente Volume nareacgéo
BigDye® Terminator v 3.1 (Applied Biosystems) 0.3 pL
Tampéo BigDye 5x 2 uL
Iniciador a 3,3 uM (Senso ou Anti-senso) 1uL

O programa utilizado na reacdo de sequenciamento foi de acordo com

Platt e colaboradores 2007, consistindo de uma etapa inicial de desnaturacéao a
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96° por um minuto, 15 ciclos de desnaturacdo a 96°C por 10 segundos,
hibridizagdo do iniciador a 50°C por 15 segundos e extensdo a 60°C por um
minuto e 15 segundos, seguindo com 5 ciclos a 96°C por 10 segundos, 50°C
por 15 segundos e 60°C por um minuto e 30 segundos, e 5 ciclos a 96°C por

10 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por dois minutos.
4.14 Purificacdo do produto da reacdo de sequenciamento

Apés término da reacdo de sequenciamento foram realizadas as etapas
de purificacdo da mesma, de acordo com o protocolo de purificacédo
EtOH/EDTA/Acetato de Sodio (Applied Biosystems) (Anexo VI).

4.15 Eletroforese capilar

A separacdao dos fragmentos de DNA gerados na reacdo de
sequenciamento foi realizada por eletroforese capilar em sequenciador

automatico ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
4.16 Anélise de polimorfismos genéticos

As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando o software
Sequencing Analysis (Applied Biosystems, v5.3.1), alinhadas com as
respectivas sequéncias de referéncia para cada gene utilizando o software
SegMan (DNASTAR Lasergene, v7.0) para montagem dos contigs e

identificacdo dos polimorfismos presentes.
4.17 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo foi realizada com utilizacdo de anticorpos
conjugados com fluorocromos para identificagdo de populacdo de linfécitos T
CD4" (CDs3" e CD4"), linfocitos T CDs" (CDs3" e CDs") e linfocitos T ativos
(CD69%). O anticorpos foram marcados com 0s seguintes anticorpos: anti-CD4"
fluorocromo PE, anti-CD8" com FITC, anti-CD3" com TC e anti-CD69" com
FITC (Becton-Dickinson, Califérnia). Além de tubo controle sem marcacéo, foi
utilizada marcacao com anti-CD3", anti-CD4" e anti-CD8" e anti-CD69".

Apés procedimento de marcacdo com anticorpos, e tratamento com
solucédo de lise de hemacias (FACS Lysing solution, BD) foram realizadas

etapas de lavagens com PBS e posteriormente realizada leitura no citbmetro.
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Para cada amostra foram adquiridos 10.000 eventos, sendo identificada e
selecionada a populacéo de linfocitos. A analise foi realizada em citbmetro de
Fluxo FACS Calibur (Becton—-Dickinson Immunocytometry Systems, Palo Alto,

Califérnia) utilizando o software CellQuest (v.3.1).
4.18 Quantificag&o de IFN-y pelo Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Os niveis de IFN-y foram quantificados por ELISA sanduiche utilizando
kit comercial (Kit BD OptEIA — BD Bioscience, San Diego, CA, USA) seguindo
as recomendacdes do fabricante. Inicialmente microplacas com 96 pocos foram
sensibilizadas com anticorpos de captura (anticorpo primario) e incubadas a
4°C overnight. Apés incubacéao foi realizado bloqueio com 300 uL/poco de PBS
contendo 1% de tampéao de bloqueio soro albumina bovina (BSA) (GIBCO BRL,
Grand Island, NY, USA) e incubacédo a temperatura ambiente por 1 hora. Em
seguida, foram adicionados 100 yL das amostras para a quantificacdo de IFN-
Y, seguindo-se incubacéo por 2 horas a temperatura ambiente.

Apoés incubacdo e etapas de lavagem foram adicionados 100 pL do
anticorpo secundario biotinilado, seguindo-se incubacdo por 1 hora a
temperatura ambiente. A revelacdo da reacédo foi realizada com 100 pL de
solucdo de substrato tetrametilbenzidina (TMB) (Genzyme Diagnostics) e
incubagéo por 30 minutos. A reacéo foi finalizada com 50 pL de acido sulfurico
(H2S042N 1M), seguindo-se leitura em espectrofotbmetro em comprimento de
onda de 450 nm.

4.19 Analise estatistica

A distribuicdo da populacdo quanto a idade e sexo foi comparada pelo
teste de Mann-Whitney e y?, respectivamente. As frequéncias genotipicas e
alélicas foram determinadas através de contagem direta e posteriormente
comparados pelo teste y? entre pacientes e individuos controles, e assim como
entre pacientes PB e MB. Para alguns polimorfismos genéticos de IL12RB2 foi
sugerido o teste G para aplicacdo pelo programa BioEstat devido uma das
variaveis estudadas apresentar uma frequéncia absoluta <5, o0 mesmo foi
utilizado para comparacéo para o microsatélite de IFN-y. O teste 2 foi aplicado

em cada populacéo estudada para verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg. O
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teste t foi utilizado para comparacdo das subpopulacBes de linfocitos T
utilizando o software GraphPad Prism (v.5.0). O teste Mann-Whitney foi
utilizado para comparagdo dos niveis de IFN-y entre os genotipos do
polimorfismos +874. A razdo de chance ou odds ratio (OR) e os valores de p
foram calculados utilizando o software BioEstat (v.5.2), sendo considerados

significativos valores abaixo de 0,05.
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ABSTRACT

Polymorphisms present in the first intron of IFN-y may have an important role in
the regulation of the immune response, which could have functional
consequences for gene transcription. Leprosy patients are characterized by
different immune responses in different clinical forms. We investigated a
possible association of the +874 polymorphism and CA repeats present in the
first intron of IFN-y with susceptibility to leprosy and with the manifestation of the
different clinical forms. Nucleotide sequencing was performed with samples
from 108 leprosy patients and 113 controls subjects, as well as
immunophenotyping of CD4*, CDs* and CDeo" T cells by flow cytometry. The
data showed that there were no significant differences between patients and
control subjects, as well as according classification of Ridley-Jopling. However,
the A/A genotype was significantly increased in paucibacillary patients (p =
0.028) and the microsatellite encoding 16 CA repeats were significantly
associated with paucibacillary compared to multibacillary patients (p = 0.019).
Individuals homozygous for the +874 A allele, the mean level of CD4" and CDeg"
T cells was higher. Our data suggest that polymorphisms present in the first

intron of IFN-y are not associated with susceptibility to leprosy, nevertheless,
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the +874 polymorphism and the CA repeats number encoded in IFN-y gene
may be related to a higher cellular immune response in patients and are
consistently more frequently detected in PB patients.

Keywords: Leprosy; Cellular immunity; Cytokine; Polymorphism.
1. Introduction

Leprosy is an infectious disease characterized by different clinical forms
that are associated with the type of immune response against Mycobacterium
leprae. Patients with the tuberculoid form present a higher cellular immune
response, while those with the lepromatous show an increased humoral
immune response [1]. The cytokine IFN-y plays an important role in the
activation of NK cells and induction of Th-1 cells in the development of the host
immune response [2].

The IFN-y gene is located on chromosome 12g14.1 and consists of four
exons with three intervening introns over approximately six kilobases (kb).
Although few genetic polymorphisms have been characterized at this locus,
some polymorphisms were described in the non-coding region [3]. To our
knowledge the first report of an IFN-y polymorphism, a CA microsatellite in the
first intron of the gene that was associated with cytokine levels, was detected by
Pravica et al. [4]. In their study, the authors observed higher IFN-y expression
when 2 alleles encoding 12 CA repeats were present in the genome. A second
study demonstrated an absolute correlation of 12 CA repeat with the +874 T
allele. However, the +874 single-nucleotide polymorphism (SNP) has also been
related to IFN-y production [5].

The +874 SNP coincides with the binding site for the transcription factor
NF-xB [6], therefore, this SNP may have an important role in the regulation of
immune responses by affecting NF-kB-mediated transcription of the IFN-y gene.
The NF-xB motif is ANTYYC, with N representing any nucleotide and Y
representing a cytosine or thymine [7]. When the +874T allele is present, the
sequence AATCIC is close to the +874 SNP. However, the +874 T/A
polymorphism can affect IFN-y levels when the A allele is present, the binding
site of NF-xB is altered [5]. This polymorphism has been associated with

tuberculosis [8-10] and toxoplasmosis susceptibility [11]. Individuals from Brazil
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and Spain with the +874 A/A genotype express lower IFN-y levels than those
with the A/T and T/T genotypes [8,12]. In different states of Brazil, such as
Minas Gerais [13], Parana [14] and Rio de Janeiro [15], the A allele is more
frequently found in the population. Accordingly to those data, our hypothesis is
that this +874 A/A genotype is associated with the low cellular response
observed in multibacillary patients. In the present study, we investigated
whether the +874 T/A SNP and the microsatellite CA repeats are associated
with susceptibility to leprosy or with the clinical leprosy form that develops in

patients from Amazonas state, Brazil.
2.Study subjects and methods
2.1.Study population

The case-control study consisted of 108 patients with leprosy and 113
control subjects between 18 and 65 years of age. All participants were recruited
at Fundacdo de Dermatologia e Venereologia Alfredo da Matta (FUAM), a
tertiary health facility located in Manaus, Amazonas, Brazil. All included patients
were born in the Brazilian Legal Amazon states. Informed consent was obtained
from all participants and the study was approved by the institutional Ethical
Committee.

Experienced professionals from FUAM performed the leprosy diagnosis
using clinical evaluation methods, which included bacteriological and
histological tests. Patients with leprosy were classified based on clinical and
histological criteria according to the Ridley-Jopling classification system and
were also classified as paucibacillary (PB) or as multibacillary (MB). PB leprosy
Is characterized by the presence of <5 skin lesions and a bacteriologic index
(Bl) of 0, the classification is further subdivided into indeterminate (I),
tuberculoid (TT) or borderline tuberculoid (BT) leprosy. MB leprosy is
characterized by the presence of >5 skin lesions and a Bl > 0, the classification
can be further histologically characterized as mid-borderline (BB), borderline
lepromatous (BL), or lepromatous (LL) leprosy. Pregnant women were excluded

from the study, as well as patients with any diagnosed immunodeficiency.
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The controls were examined clinically and consisted of genetically
unrelated individuals. Individuals with any immunodeficiency, infectious disease

or a family history of leprosy were not included.
2.2. Biological material

The peripheral blood of control individuals and patients was collected
and used for flow cytometry and DNA extraction using the Wizard® Genomic
DNA Purification Kit, according to manufacturer’s instructions (Promega, Madison,
Wisconsin). After elution, DNA was stored at -80°C until use.

2.3. Polymerase chain reaction - PCR

Approximately 50-200 ng of DNA from each sample was used for PCR.
We  designed the forward primer with the sequence 5-
TCGTTGCTCACTGGGATTTTG-3'. The reverse primer used was identical to
one reported by Bozzi et al[13], with the sequence 5'-
CATCTACTGTGCCTTCCTGT-3. The amplified 322 bp products were
separated by electrophoresis with a 2% agarose gel.

2.4. Purification of PCR products and nucleotide sequencing

The PCR product was purified with the Wizard® SV Kit (Promega,
Madison, Wisconsin), and approximately 3-10 ng of DNA was used in the
sequencing reaction. Sequencing was performed using BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, California) with same
primers used in the PCR. Capillary electrophoresis was performed using the
ABI 3130 DNA sequencer and polymer POP-7™,

2.5. Sequence Analysis

The sequences were initially analyzed using the Sequencing Analysis
(Applied Biosystems, v5.3.1) software and were further analyzed with SeqMan
(DNASTAR Lasergene, v7.0) software to generate contigs and for comparison

with the IFN-y reference gene sequence (GenBank ID: J00219).
2.6. Flow cytometry analysis

Flow cytometry was performed using fluorochrome-conjugated antibodies
against cell surface antigens to identify the T cells as CD4" T cells (CDs* and
CD4%), CDs" T cells (CD3" and CDs") or activated T cells (CDs" and CDso")
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(Becton-Dickinson, California). The population of T cells was identified and
gated, and 10,000 events were acquired for each sample. The samples were
analyzed in FACS Calibur flow cytometer (Becton—Dickinson Immunocytometry

Systems, Palo Alto, California) using CellQuest (v.3.1) software.
2.7. Statistical analysis

The Mann-Whitney test and the y? test were used to compare the
variation in age and sex between the patients and control subjects, respectively.
The genotype and allele frequencies present in each population were initially
determined by direct counting; y? tests were then performed to compare these
factors between patients and control subjects and between paucibacillary (PB)
and multibacillary (MB) patients as well as to compare allele frequency between
PB and MB patients. The G test was used to compare genotype frequency and
the microsatellite distribution between PB and MB patients. The x? test was
applied to each population to investigate the Hardy-Weinberg equilibrium. The
odds ratio (OR) and p values were calculated using BioEstat (v.5.2) software. A
t test was used to compare the T-cell subsets using GraphPad Prism (v.5.0)

software. p values less than 0.05 were considered significant.
3. Results
3.1. Study population

The participants were all born in the Brazilian Legal Amazon states and
each had at least a third degree of kinship from the region. There were no
differences between patient and control subjects with regard to age, but gender
was skewed, with a high prevalence of male patients. The distribution of
patients with PB or MB is similar, with 49.1% and 50.9%, respectively (Table 1).

3.2. Genotype and allele frequencies of the IFN-y +874 A/T polymorphism

The distribution of genotypes in patient and control subjects is at Hardy-
Weinberg equilibrium (Table 2). The IFN-y +874 A/A and A/T genotypes were
more often found than the T/T genotypes in both control and leprosy patients.
Significantly increased frequencies of the IFN-y +874 A/A genotype were noted
in PB patients (p = 0.028, Table 3), as well as in patients with the TT and BT
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forms (data not shown). No significant differences the Ridley-Jopling
classification were observed between variant genotypes.

Allele frequencies for IFN-y +874 are given in Table 3. Allele frequencies
did not differ significantly between leprosy patients (classified using Ridley-
Jopling) and healthy individuals. Additionally, there were no differences
observed between PB and MB patients. Strikingly, the data indicated that
individuals T carriers +874 locus display a 23% resistance to leprosy when

compared to the OR of leprosy patients and controls (Table 2).
3.3. IFN-y +874 A/T polymorphism and T-cell subsets

We observed a similar distribution of CDs" T cells between genotypes
(data not shown); however, a higher median of CD4* T cells (Fig. 1A), as well as
activated T cells (Fig. 1B) was found in individuals homozygous for the +874 A

allele.
3.4. +875 CA repeats

Five alleles were identified with 12 to 16 CA repeats after the +874
polymorphism. A larger number of encoded CA repeats was associated with an
increased risk of leprosy development, as indicated by the OR data (Table 4).

Allele 2 is found more frequently in control subjects than in patients
(Table 4); however, no significant difference was observed. Significant
differences were not observed between the clinical forms of leprosy, but allele 6

(encoding 16 repeats) was associated with PB patients (Table 5).

4. Discussion

IFN-y is an important cytokine that mediates activation of innate immune
cells and the development of an adaptive immune response [2]. It has been
observed that a robust cellular response can lead to nerve damage in leprosy
patients [16]. Previous studies have associated polymorphisms present in the
first intron of the IFN-y gene with cytokine levels in healthy subjects [4,5] and
tuberculosis patients [8,12].

Some genetic polymorphisms have different outcomes in ethnically
distinct populations [15,17-18]. All participants included in this study were
diligently confirmed to be native to location studied, thus avoiding a genetically
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heterogeneous population. Age can be directly related to the development of
leprosy, as older individuals have a higher risk of developing the disease [19].
To avoid this complication, the populations examined in this study were of a
similar age (Table 1).

We observed a higher frequency of the +874 A/A and A/T genotypes,
both in patients and control subjects, similar to what has been reported in other
studies, including England [5], China [20], Japan [21], Brazil [22] and India [23],
indicating similarities on different continents. In Brazil, the allelic frequency
among patients is in agreement with previous studies performed in Minas
Gerais [13], Parana [14] and Rio de Janeiro [15]; thus the A allele appears to
be common in the Brazilian population and may be related to the high leprosy
rates in Brazil. Other studies found that the +874 A/A genotype was present at a
higher frequency in tuberculosis patients, whereas heterozygous genotype was
more frequent in controls [8,9,12]. Accordingly, the A/A genotype was most
frequently found among leprosy patients and the A/T genotype was most
frequently found in control subjects (Table 2).

The +874 A/T polymorphism was associated with tuberculosis or disease
severity [8,9,12,20,24], in previous studies, individuals homozygous for the A
allele had double the likelihood of developing tuberculosis compared to
heterozygotes [12,20]. Heterozygosity may play an important role in the
transmission of tuberculosis, because is found in a higher proportion of the
healthy and tuberculin-positive contacts of tuberculosis patients [12]. Our data
indicated that the individuals +874 T carriers demonstrate a 23% resistance to
leprosy, which may suggest that this polymorphism plays an important role in
the innate immune response.

The expression level of genes involved in the innate immune response,
including the toll-like receptor (TLR), nucleotide oligomerization domain receptor
2 (NOD2) and mannose receptor 1 (MRC1), can affect leprosy susceptibility
[25]. The polymorphism present in the first intron of IFN-y may is according with
these genes. Thus, based on our findings and on previous studies, the +874
A/A genotype may alter the expression of genes involved in the innate immune
and affect an individual’'s susceptibility to M. leprae because the A/A genotype

Is present more prevalent in patients than in control individuals. However, our
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data does not indicate an association between this genotype and the
susceptibility to leprosy.

Consistently, healthy subjects and tuberculosis patients homozygous for
the A allele possess CD4" T and CDs* T cells producing higher levels of IFN-y
[23]. Curiously, MB patients and control subjects showed a similar frequency of
genotypes; nevertheless, the frequency of the A/A genotype was increased in
PB patients indicating that this polymorphism could be related to a large cellular
immune response.

A previous study observed different effects of 5° IL12RB2 polymorphisms
on NK and T cells. A certain combination of SNPs has been related to increase
expression of IL12RB2 in T cells, while in NK cells, expression was significantly
decreased. Possible explanations for these different outcomes include different
binding sites for transcriptional factors in NK compared to T cells [26] and the
expression of specific and different transcription factors in each cell type. Our
data may in agreement with this finding, considering that the A/A genotype may
be associated with a higher expression of IFN-y in T cells but a decrease in NK
cells. The +874 A/A genotype plays a role in the control of the spread of bacilli;
however, this genotype provides no protect from M. leprae infection.

In previous studies, the +874 A/A genotype and the microsatellite repeat
number have been associated with susceptibility to tuberculosis [20,27];
therefore, is hypothesized that this combination has differential effects on innate
and adaptive immunity. The +874 polymorphism is associated with a functional
motif, and the A/T and T/T genotypes are associated with higher expression
levels of the cytokine in plasma, demonstrating that the cytokine’s levels are
associated with the number of copies of the T allele [8]. Therefore, individuals
homozygous for the A allele have lower IFN-y levels than those with the A/T and
T/T genotypes [12]. Patients with tuberculosis have lower IFN-y levels than
healthy individuals independent of this genotype [8,28]. The +874 A/A genotype
and 16 repeats of the microsatellite may be associated with a large cellular
immune response.

The +874 A/A genotype may be involved in the control of infection by M.
leprae, due this genotype was found more frequently in patients with TT and BT

clinical forms (data not shown). Higher IFN-y production has been observed in
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subjects homozygous for the A allele in response to the M. leprae [15]. This
observation is confirmed in this study; we observed IFN-y levels above 10
pg/mL in patients with the A/A genotype, whereas T carriers patients had a
mean level of 4 pg/mL (data not shown). Higher IFN-y production may be
related to the number of CD4" T cells and activated T cells (Fig. 1).

Previous studies have shown that allele 2 with 12 CA repeats in the first
intron of the IFN-y gene, is associated with higher levels of cytokine production
in vitro [4]. The allele with 11 CA repeats is present at a low frequency in the
general population [4,20]; recently, this finding has been corroborated [27]. This
allele was not found in this study and may be considered a rare allele. The +874
T allele is correlated with the microsatellite allele 2 with 12 CA repeats [5] and
we suggest that the alleles +874 A and 16 CA repeats may be associated with
higher IFN-y production and may have an important role in controlling the
spread of M. leprae.

The functional significance of the +874 polymorphism has been observed
in different tuberculosis studies, where the T allele is related to increased
cytokine levels [4,5,12]. Though there is some controversy, the A/A genotype
has been observed to lead to higher IFN-y levels, specifically in response to M.
leprae [15]. In conclusion, our results suggest that the +874 polymorphism is
not associated with susceptibility to leprosy; however, the combination of +874
A/A and 16 CA repeats may be associated with a large cellular immune

response to M. leprae, based on the higher frequency detected in PB patients.
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TABLES

Table 1. Characteristics of the study population

Patients (n=108) Controls (n=113)
Age (years) n (%) n (%)
Mean 36.4+13.1 36.2+12.5
Gender
Male 69 (63.9) 42 (37.2)
Female 39 (36.1) 71 (62.8)
Operational classification
PB 53 (49.1)
MB 55 (50.9)
Ridley-Jopling
TT 9(8.3)
BT 28 (25.9)
BB 7 (6.5)
BV 19 (17.6)
vV 29 (26.8)

Tuberculoid (TT); Borderline-Tuberculoid (BT); Mid-Borderline (BB); Borderline-
Lepromatous (BL); Lepromatous (LL). Mann Whitney Test for age between patients

and control subjects p>0.05; xz Test for gender p <0.0001.

Table 2. Distribution of genotypes and alleles of +874 IFN-y in leprosy
patients and control subjects.

N (frequency)

Genotype/Allele  Patients Controls OR (95% IC)
A/A 65 (60.2) 61 (53.9) 1.29 (0.76 - 2.20)
AT 33 (30.6) 43 (38.1) 0.72 (0.41 - 1.25)
TIT 10 (9.2) 9(8) 1.18 (0.46 - 3.02)
A 163 (75.5) 147 (73) 1.28 (0.83 - 1.96)
T 53 (24.5) 61 (27) 0.78 (0.51 - 1.20)
T carriers 43 (39.8) 52 (46.1) 0.77 (0.45 - 1.32)

%2 Test with contingency table for genotype and allele between patients and control
subjects, p >0.05.
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Table 3. Distribution of genotypes and alleles of +874 de IFN-y between
PB and MB patients.

N (frequency)

Genotype*/Allele”  pB patients MB patients OR (95% IC)
AIA 35 (66.1)° 30 (54.5)" 1.62 (0.74 - 3.53)
AIT 13 (24.5) 20 (36.4) 0.57 (0.25 - 1.31)
T 5 (9.4) 5(9.1) 1.04 (0.28 - 3.83)
A 83 (78.3) 80 (72.7) 1.35 (0.73 - 2.53)
T 23 (21.7) 30 (27.3) 0.74 (0.40 - 1.38)
T carriers 18 (33.9)° 25 (45.5)° 0.62 (0.28 - 1.34)

4G Test for genotype between PB and MB patients, p=0.089.

bx2 Test with contingency table for allele between PB and MB patients, p =0.427.
¢y2 Test for A/A genotype compared T carriers in PB patients, p=0.028.

dxz Test for A/A genotype compared T carriers in MB patients, p=0.589.

Table 4. Distribution of +875 CA repeats allele between patients and control

subjects.
N (frequency)
Allele Repeats Patients Controls OR (IC 95%)
2 12 40 (36.4) 52 (46) 0.67 (0.39 - 1.15)
3 13 2(1.8) 3(2.6) 0.68 (0.11 - 4.14)
4 14 53 (48.2) 47 (41.6) 1.31 (0.77 - 2.22)
5 15 2(1.8) 2(1.8) 1.03 (0.14 - 7.43)
6 16 13 (11.8) 9(8) 1.76 (0.70 - 4.43)

G Test for CA repeats allele between patients and control subjects, p =0.589.

Table 5. Distribution of +875 CA repeats allele between paucibacillary (PB) and
multibacillary (MB) patients.

N (frequency)

Allele Repeats PB patients MB patiens OR (IC 95%)
2 12 17 (32.1) 23 (43.4) 0.62 (0.28 - 1.36)
3 13 0 (0) 2(3.8) -
4 14 25 (47.2) 24 (45.2) 1.08 (0.50 - 2.32)
5 15 0 (0) 2(3.8) -
6 16 11 (20.7) 2(3.8) 6.68 (1.40 - 31.81)

G Test for CA repeats allele between PB and MB patients, p=0.019.
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Fig. 1. CD4" and CD69" expressed in T lymphocytes from leprosy patients
with AA or T carriers for +874 polymorphism. There were no significant
differences in the distribution of CD4" and CD69" T cells in subjects with A/A
genotype (n=27) or T carriers (n=19). p>0.05 using t Test.
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Abstract

Leprosy displays a wide clinical spectrum that is dependent of the type of
immune response. We investigate here whether polymorphisms in the
promoter region of the IL12RB2 gene are associated with susceptibility or
resistance to clinical forms of leprosy. Nucleotide sequencing of the promoter
region of IL12RB2 encompassing SNPs -1035 A/G, -1033 T/C, -1023 A/G, -650
del/G and -464 A/G was performed on DNA samples from 105 leprosy patients
and 108 healthy controls. However, none of the SNPs were associated with
susceptibility to the disease or any of its clinical forms. Similarly, haplotype
analysis did not show any association. The haplotype -1035A/-1033T/-1023A/-
650G/-464A was prevalent, and homozygosity for this haplotype was
associated to a lower distribution of CD4™ T cells (p = 0.041). Our data suggest
that polymorphisms present in the promoter region of IL12RB2 may not be
associated with susceptibility to leprosy or its clinical forms.

Keywords: Cellular immunity, Polymorphism, Leprosy, Cytokine, IL12RB2.
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1. Introduction

Leprosy is a disease caused by Mycobacterium leprae and displays a
wide range of clinical manifestations illustrated by two polar responses:
tuberculoid or lepromatous leprosy, and various intermediate or borderline
forms [1]. The clinical outcome depends mainly on the fine balance of T helper
cell-mediated immunity and the genetic background of the host as there is little
genotypic variation between strains of M. leprae. Leprosy is characterized by
the presentation of different immune responses against M. leprae, with
tuberculoid leprosy being characterized by a stronger Tul immune response
and lepromatous form by a marked Tn2 response.

The IL-12 family members play an important role during mycobacterial
infection, stimulating both the activation and migration of dendritic cells, and the
induction and polarization of Tul cells [2]. The IL-12 receptor is composed by
two Bl and B2 subunits and has a key role in innate and adaptive immune
response [3]. Several polymorphisms (-237 C/T, -464 A/G, -1023 A/G, -1033
T/C and -1035 A/G) in the promoter region of IL12RB2 gene have been
identified as potentially affecting gene transcription [4,5]. We investigated
whether these polymorphisms may be associated with the susceptibility to or
the clinical manifestations of leprosy in patients from the Brazilian state of

Amazonas.
2. Study subjects and methods
2.1. Study population

The study population comprised 105 leprosy patients and 108 healthy
controls aged between 18 and 65 years, as previously described [6]. There
were no differences between patients and controls with regard to age (mean
35.4 £ 12.4 and 36.3 + 12.6, respectively). Leprosy patient population sizes in
this study were similar: 50 (47.6%) for paucibacillary (PB) and 55 (52.4%) for
multibacillary (MB) patients.
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2.2. Biological material

The Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, Wisconsin)
was used to extract DNA from the peripheral blood of all participants with some
small modifications, such as the early treatment of samples with phosphate buffered
saline (PBS). Subsequent steps were all performed according to manufacturer's

instructions. After elution, DNA was stored at -80°C until use.
2.3. Polymerase chain reaction (PCR) and purification of the PCR product

The following pair of primers 5'-
CAGAAAAGATCAGCAAATTTAGGATATTTGG-3’ and 5'-
TCACCACTCCCGTATAGGTCCC-3' as forward and reverse, respectively,
were designed encompassing the five polymorphisms for PCR amplification
yielding a fragment of 928 base pairs. The PCR product was then purified with
the Wizard® SV Kit (Promega, Madinson, Wisconsin).

2.4. Nucleotide sequencing reaction and sequence analysis

Approximately 5-20 ng of DNA was used in the sequencing reaction. The
sequencing was performed using the BigDye® Terminator v3.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) with the same primers used for PCR. Capillary
electrophoresis was performed using an ABI 3130 DNA sequencer and polymer
POP-7™. The sequences were initially analyzed using the software programs
Sequencing Analysis (Applied Biosystems, v5.3.1) and SegMan (DNASTAR
Lasergene, v7.0) to build contigs and a comparison with the IL12RB2 reference
gene sequence (GenBank ID: AL389925).

2.5. Haplotype analysis

Pairwise nucleotides was calculated using the Haploview (v.4.2), as a
measure of the linkage disequilibrium (LD). Haplotypes with frequencies above
1% were classified as relevant. The degree of pairwise between SNPs was
analyzed by LD structure, with results having r?> values >0.8 considered highly

intercorrelated and pairs with r?<0.1 at linkage equilibrium.
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2.6. Flow cytometry analysis

Populations of CD4" and CDs" T cells, as well as activated T cells were
identified using fluorochrome-conjugated antibodies against surface antigens
CDs, CD4, CDs and CDes (Becton-Dickinson, California). The T cells were
identified and 10,000 events for each sample were acquired and analyzed with
a FACS Calibur flow cytometer (Becton—Dickinson Immunocytometry Systems,

Palo Alto, California) using CellQuest (v.3.1) software.

2.7. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

The levels of cytokines in serum of patients were measured by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) for IFN-y and IL-12 using commercial kit
(BD OptElA — BD Bioscience, San Diego, CA, USA), according to the

manufacturer’s instructions.
2.8. Statistical analysis

The genotype frequencies were determined by direct counting and were
subsequently compared in a contingency table by a x? test or G test for
genotypes with low frequencies. A %2 test was applied to each population to
investigate the Hardy-Weinberg equilibrium. The odds ratio (OR) and p-values
were calculated using the BioEstat (v.5.2) software. The t test was used to
compare the T-cell subsets and Mann-Whitney test to cytokine levels using
GraphPad Prism (v.5.0) software. p values less than 0.05 were considered

significant.

3. Results

3.1. Genotype distribution of polymorphisms in the ILL2RB2 promoter region
The genotype and allele frequencies of the five polymorphisms -1035

A/G (rs3762315), -1033 T/C (rs11576006), -1023 A/G (rs3762316), -650 del/G

(rs67901416) and -464 A/G (rs3762317) are shown in Table 1. Genotype

distributions for each SNP were in Hardy-Weinberg equilibrium in both leprosy

patients and healthy control groups. Similar genotype and allele frequencies for

each SNP were observed in both groups. Additionally, multiple logistic
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regression analysis did not show any association with bacteriologic index (Bl),

leprosy reaction and affected nerves (data not shown).
3.2. Haplotype analysis

As shown in Table 2, haplotype analysis revealed five main haplotypes:
haplotype 1 -1035A/-1033T/-1023A/-650G/-464A, haplotype 2 -1035G/-1033T/-
1023G/-650del/-464G, haplotype 3 -1035A/-1033C/-1023A/-650del/-464A,
haplotype 4 -1035A/-1033T/-1023A/-650del/-464G and haplotype 5 -1035A/-
1033T/-1023A/-650G/-464G. The low haplotype diversity is a result of high
linkage disequilibrium between the SNPs as shown in the Fig. 1. Curiously, the
polymorphisms of the positions -1035, -1023 and -464 present an absolute
correlation (p<0.0001) having a combination of the same genotype in their

respective positions, representative of a high linkage disequilibrium.
3.3. Haplotypes and T-cell subsets

The distributions of CD4" and CDs* T cells, as well as activated T cells
were evaluated for correlations with the presence and absence of haplotype 1.
A lower mean of CD4" T cells was observed for haplotype 1 compare to other
haplotypes, (p = 0.041) (Fig. 2A). Similarly the distribution of CDs* T cells was
lower in carriers for haplotype 1, although these observed differences were not
statistically significant (Fig. 2B). Of note, a similar median of activated T cells
was observed between the haplotypes with a mean of approximately of 170

cells/uL.

3.4. ELISA

The cytokine levels of IL-12p70 and IFN-y were evaluated for correlations
between haplotype 1 and non-haplotype 1. Higher levels of IL-12p70 was
observed in carriers homozygous for haplotype 1 compared to non-haplotype 1
(mean 296.5 and 211.2, respectively) (Fig. 2C), whereas a higher mean of IFN-y
was found in non-haplotype 1 (Fig. 2D). However, these differences did not

reach statistical significance.
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4. Discussion

The IL-12 receptor contributes to development of the innate and adaptive
immune response [3]. Differences in the expression of IL12R32 has been
observed between leprosy clinical forms, with a higher expression in the lesions
of tuberculoid patients [7]. The B2 chain has an important role in the cellular
signal transduction due the presence of tyrosine residues in the cytoplasmic
domain [3,8]. Previous studies have related genetic polymorphisms of the
promoter region with gene expression regulation [9], thus demonstrating an
association with lepromatous leprosy [10]. This may be due the formation of
binding site to GATA [4], a transcriptional factor involved in the suppression
IL12RpB2 expression, which could affect the development of cellular immune
responses [5].

A study examining a Japanese population described twelve
polymorphisms in the promoter region of the IL12RB2 gene in leprosy patients
[10]. Curiously, the SNPs -568 A/C, -557 T/C and -550 T/C, characterized as
conserved regions in our populations, following the allelic combination C/T/T.
Our contrary finding may be because all participants included in this present
study were confirmed to be of the same geographic origin.

Association of the -1035 A/G, -1023 A/G, -650 delG and -464 A/G
polymorphisms in the promoter region of the IL12RB2 gene with the
development of lepromatous leprosy has been reported in the Japanese
population [10]. Cellular immune response is protective for leprosy; these
polymorphisms could be associated with a reduced cellular response. In our
study, significant differences among leprosy patients and controls or between
PB and MB patients were not observed.

Gene expression studies of IL12RB2 using isolated fragment of the
promoter region encompassing the polymorphisms cloned in pGL3 plasmid and
transfected in Jurkat T cells showed the haplotype 1 to correlate with a higher
transcriptional activity when compared with other haplotypes [10]. The
haplotype 1 was prevalent in our study population. However, no significant
differences were found between PB and MB patients.

Another study demonstrated different effects of these genetic

polymorphisms depending on the type of cells. An increased transcriptional
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activity in NK cells was observed when compared to T cells. A higher
expression of IL12RB2 and IFN-y were observed in NK cells in the absence of
haplotype 1 [11]. NK cells may modulate immune responses in leprosy patients
by the production of IFN-y, which directs the adequate production of cytokine
and the development of an adaptive response [12,13]. Here, a higher
distribution of CDs* T cells and a significant increase of CD4" T cells in the
absence of haplotype 1 was observed in leprosy patients. As leprosy is
characterized a disease of high infectivity, the absence of haplotype 1 may be
essential for the innate immune protection against infection by M. leprae

Higher levels of IL-12p70 were found in individuals homozygous for
haplotype 1. However, low levels of IFN-y were observed in carriers of
haplotype 1 suggesting that there may be a deficiency in IL-12/IL12R signaling
to IFN-y production in our study population.

We have attempted to understand the functional features of different
types of cells and determine whether a strong innate response or adaptive
response would result in better outcomes for patients. The innate immune
response may be a key component in determining the outcome of the infection,
due to its involvement in the control of infections and the activation of the
adaptive response [14]. Altogether, the haplotype 1 was prevalent in leprosy
patients and can consequently affect the development cellular immune
response, which may be associated with higher levels of IL-10 in MB patients
[15]. Previous in vitro studies have found a correlation between haplotype 1 and
higher cellular activity, although this is contrary to our observations of a similar
genotype distribution between PB and MB patients. SNPs of IL12RB2 may
therefore present different effects in vivo suggesting the involvement of other
immune response genes, as described in previous studies [6,16]. Cytokine
expression may also be regulated by the activity of microRNA [17]: for example,
the expression of miR-187, which silences the IL-12p40 expression, is
dependent on the synthesis of IL-10 [18]. The lack of association with
polymorphisms studied in our population may be due to the involvement of
other genes that are responsible for the prior activation of IL12RB2, as

described in previous studies [16,19].
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The haplotype and the frequencies observed in this study are in
accordance with the subcloned and sequenced haplotype previously described
in the Japanese population [10,20], namely three main haplotypes. Additionally,
the performed haplotype analysis demonstrated a low diversity of haplotypes,
which is characteristic of high linkage disequilibrium between variants studied,
thus suggesting that future genome-wide association study (GWAS) insert a
single SNP to determine other common variants. As the polymorphisms of the
promoter region of IL12RB2 have been poorly defined, only previously
described in Japanese population and currently in a Brazilian population, it
would be interesting to investigate the distribution of this haplotypes in different
countries which present low rates of the leprosy, such as Europe and North
America, to assesses the haplotype frequencies and evaluate whether there are
differences between different countries.

In summary, our data suggest that the polymorphisms present in
promoter region of IL12RB2 may not be associated with the susceptibility to
leprosy or to its different clinical forms. These polymorphisms, however, may
present an important role in the development of the cellular immune response
against M. leprae. As we hypothesize the involvement other immune response
genes, future in vitro assays could be performed controlling for the activity of
genes such as IL-10 to measure the accurate transcriptional activity of
IL12RB2. Further studies are required to exclude IL12RB2 gene as a

susceptibility locus in the Brazilian population.
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TABLES

Table 1: Genotype distribution of polymorphisms in the
ILI2RB2 promoter region between leprosy patients and
control subjects

N (Frequency)

SNP Patients Controls Paucibacillary  Multibacillary
-1035 A/G

AIA 59 (56.2) 61 (56.5) 27 (54) 32 (58.2)

AIG 36 (34.3) 40 (37) 18 (36) 18 (32.7)

G/G 10 (9.5) 7 (6.5) 5 (10) 5(9.1)
-1033 T/C

TIT 75 (71.4) 78 (72.2) 36 (72) 39 (70.9)

TIC 29 (27.6) 28 (25.9) 14 (28) 15 (27.3)

CiC 1(1) 2(1.9) 0 (0) 1(1.8)
-1023 A/IG

AIA 58 (55.3) 61 (56.5) 26 (52) 32 (58.2)

AIG 37 (35.2) 40 (37) 19 (38) 18 (32.7)

G/G 10 (9.5) 7 (6.5) 5 (10) 5(9.1)
-650 del/G

del/del 21 (20) 17 (15.7) 10 (20) 11 (20)

del/G 51 (48.6) 53 (49.1) 26 (52) 25 (45.5)

G/G 33(31.9) 38 (35.2) 14 (28) 19 (34.5)
-464 AIG

AIA 51 (48.6) 52 (48.2) 24 (48) 27 (49.1)

AIG 43 (40.9) 47 (43.5) 21 (42) 22 (40)

G/G 11 (10.5) 9 (8.3) 5 (10) 6 (10.9)

Contingency table was applied to compare genotype frequencies between
leprosy patients and control subjects, and between PB and MB patients, being

used the y° test and G test. No statistical significant results were observed
between the populations, p > 0.05

Table 2: Haplotypes of the promoter region of IL12RB2 present in the study
population
N (Frequency %)
Haplotype -1035 -1033 -1023 -650 -464 Patients Controls

S

1 A T A G A 110 (52.4) 118 (54.6)
2 G T G del G 54 (25.7) 52 (24.1)
3 A C A del A 29 (13.8) 26 (12)
4 A T A del G 6 (2.8) 7 (3.2)
5 A T A G G 4 (1.9) 3 (1.4)
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Promoter region of IL12RB2

rs3762315
rs11576006
rs3762316
rs67901416
rs3762317

Block 1 (0 kb)
1 2

Fig. 1. Linkage disequilibrium structure of the promoter region of
IL12RB2. The LD structure shows SNP rs11576006 in linkage equilibrium with
SNPs rs3762315 and rs3762317, r?> values 0.063 and 0.078, respectively,
whereas the SNPs rs3762315, rs3762316, rs67901416 and rs3762317 are in
linkage disequilibrium (r?> values between 0.42 and 0.97), with the SNPs
rs3762315 and rs3762316 being highly intercorrelated (r> = 0.97). *r> = 0.078
and **r? = 0.063.
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Fig. 2: Distribution of CD4* (A) and CD8" T cells (B), IL-12p70 (C) and IFN-y
(D) levels in leprosy patients with haplotype 1 or non-haplotype 1. (A) A
significant difference was observed in the distribution of CD4" T cells between
haplotypes, p = 0.041 (t test). (C-D) There were no significant differences in the
measured levels of cytokine between the haplotypes, p>0.05 (Mann-Whitney
test).
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Anexo | — Aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Alfedo
da Matta para realizagdo do “Projeto DCR”.

Gavernao do Estado do Amazonas v »

Secretgria de Estado da Salde | o - enmos0
FUNDACAO “ALFREDO DA MATTA™
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER CONSUBSTANCIADO N° 01%/2008

1. IDENTIFICACAO

Protocolo CEP-FUAM: FR - 198924 N* CAAE-0009.0.266.000-038
Titulo do Projeto: “Avaliagio do perfil imunolégico e de polimorfismos genéticos em
pacientes portadores de hanseniase atendidos na Fundagio Alfredo da Maua™

Pesquisadora Responsdvel: Licia de Paula

Local de Origem (instituigdio vinculada): Fundagdo Alfredo da Matta

Local de Realizacio (institui¢8o sediadora): Fundagio Alfredo da Matta

Data de Apresentagho ac CEP-FUAM: 12/06/2008  Data da Reunifio: 04/07/2008
GrupofArea Temdtica: Grupo II Area do Conhecimento: Medicina

II. OBJETIVOS DO PROJETO
Objetivo geral:

Avaliar o perfil de resposta imune e polimorfismos nos genes IL12B, IL12RBI ¢ IL23
em amostras de pacientes com hanseniase, atendidos na Fundagio Alfredo da Matta em
associacio ao quadro clinico durante o tratamento quimioterapico.

Objetivos especificos

1. Avaliar o perfil de resposta imune {RI) celular circulante através de marcadores de superficie
por citometria de fluxo;

2. Analisar a produgdo de citocinas em bidpsia de lesdo através de PCR;

3. Analisar a produgfio de citocinas no soro através de ELISA;

4. Analisar polimorfismos para IL12B, IL12RBI, IFN-g e IL23R nos leucocitos através de
PCR;

5. Correlacionar os resultados do projeto com os dados clinicos dos pacientes

III. RESUMO DO PROJETO

A hanseniase ¢ uma doenga infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium leprae com amplo
espectro clinico ¢ histopatolégico, afetando predominantemente pele, mucosas e nervos
periféricos. A doenga apresenta grande diversidade de formas clinicas relacionadas com padroes
imunoldgicos distintos. A resposta imune Thl tem um papel fundamental na hanseniase, uma
vez que protege o individuo limitando a disseminagdo do bacilo. Contudo, hi diversos aspectos
a serem esclarecidos, tais como a resposta imune exacerbada, na qual esti diretamente
envolvida na patologia do nervo ¢ pele. Contudo, o padrio de resposta imune Th2 também pode
ser observado, sendo que os individuos acometidos cxibem altos titulos de anticorpos contra
antigenos de M leprae, sem conferir protegio significativa, pois ha disseminagio bacilar. o
perfil de resposta imune Thl e Th2 tem sido amplamente estudado em diversas doengas, ¢
recentemente outro perfil de resposta imune o Thi7, envolvido prncipalmente nas respostas
inflamatorias, tem sido descrito em doengas auto-imunes ¢ em doengas infecciosas por
Kieibsiella e Candida, contudo na hanseniase o estudo da importincia da resposta Th17 ainda
ndo tem sido relatado. Neste sentido, o projeto visa avaliar o perfil imunolégico ¢ genético dos
pacientes com hanseniase caracterizando: os fendtipos celulares, o papel das citocinas
cnvolvidas na resposta Thl, Th2 e Th17, bem como, o polimorfismo de genes relacionados a
resposta imune que podem estar associados a suscetibilidade a doenga, A realizagio deste
projeto, certamente, fornecerd a melhor compreensdo dos mecanismos envelvidos na

imunopatogenia da hanseniase. @)/

IV. ANALISE DOS ELEMENTOS METODOLOGICOS

Ar Codajds, n®. 24 - Cochosirinha Cep.: S065-130 - Fone: 36634747 Fax: F663-3155
E-Hlail: cepl®@fuon.om.gov.br
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Governo do Estado do Amazonas
Secretaria de Estado da Salde
FUNDAGAO “ALFREDO DA MATTA”
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
(Resolucio CNS 196/96 e complementares)

Estrutura do protocolo: Adequado.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Adequado.
Retorno de beneficios para o sujeito e / ou comunidade: Adequado.

Informagio adequada quanto ao financiamento: Adequado.
Orcamento: Valor total do projeto: R$ 170.025,60

Cronograma de execucdo: Adequado.

Recursos humanos envolvidos e orcamento: Adequados.

V. COMENTARIOS DO RELATOR REFERENTE A RESOLUCAO CNS 196/96 E
COMPLEMENTARES:

O presente protocolo de pesquisa apresenta clareza e objetividade, os quais atende as
normas consiantes na Resolugdo CNS 196:96.

V1. Parecer
Aprovado.

Manaus, 02 de outubro de 2008.

Qﬂ‘r*“l-lb-l. ghc?ﬁ}? &_ﬁ_ Q}.;.n. g
ROSSILENE CONCFICAO DA SILVA ”@"’

Coordenadora do CEP

80



Anexo |l — Aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacéo Alfedo
da Matta para realizagao do “Projeto De Dissertagao”.

Governo do Estado do Amazonas
Secretaria de Estado da Salde

FUNDAQ?\O “ALFREDO DA MATTA” OVERND DO ESTADO DO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA AMAZONAS

Manaus, 29 de marco 2010

Parecer 002/10 — CEP/FUAM

A Pesquisadora:

Licia de Paula

Assunto: Parecer

Em atencdo ao Vosso encaminhamento do projeto de mestrado dos alunos
George Allan Villarouco da Silva ¢ Maisa Porto dos Santos: AVALIACAO DE
POLIMORFISMOS GENETICOS EM PACIENTES PORTADORES DE
HANSENIASE, entendemos que o referido projeto ja tem aprovagio deste Comité,
PARECER N° 019/2008 e o que esta sendo informado € apenas ampliacdo do ntimero

amostral.

Respeitosamente,

ROSSILENE CONCEICAO DA SILVA CRU

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
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Anexo |l — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido destinado aos
Pacientes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DESTINADO AOS
PACIENTES DA PESQUISA

TITULO DO ESTUDO: Avaliagdo de polimorfismos genéticos em pacientes

portadores de Hanseniase atendidos na Fundacdo Alfredo da Matta.

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Este estudo ira contribuir com informagdes sobre
alteracdes genéticas, isto é, verificando se a genética do paciente pode estar relacionada

com o desenvolvimento da doenga.

PROCEDIMENTOS: Para este estudo serdo coletados 5 mL de sangue para analise

laboratorial a ser realizada na Fundacao Alfredo da Matta.

RISCOS E DESCONFORTOS: Nao existem riscos associados a participacdo deste
estudo. O Unico desconforto sera o da picada da agulha, que sera realizada no mesmo

momento da coleta para a realizagdo dos exames solicitados.

BENEFICIOS: A participacdo neste estudo ndo traz nenhum beneficio direto e
imediato para o individuo, mas ajudard no conhecimento da genética e protecdo da

doenca, podendo auxiliar futuramente no tratamento da doenca.

VOLUNTARIEDADE E CONFIDENCIALIDADE: A participacdo neste estudo é
voluntéria, sendo, portanto, os participantes deste estudo podem retirar sua participacao
a qualquer momento. Os dados pessoais referentes a participacdo dos individuos neste

estudo permanecerdo confidenciais e ndo sera divulgada a identidade dos participantes.
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USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material biolégico coletado
(sangue) serd utilizado para os testes laboratoriais e ser4d armazenado para estudos

posteriores.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Apos ter recebido informacGes claras, autorizo o (a) menor
a participar do estudo em questéo.

Manaus, [/

(Impressdo dactiloscopica)

Assinatura do participante Nome do participante
Assinatura do pesquisador Nome do pesquisador
Este formulario foi lido para (nome do participante)
em /[ [/ pelo (nome do pesquisador) enquanto eu

estava presente.

Assinatura da Testemunha Nome da testemunha

Importante: Devera ser feito em duas (02) vias, ficando uma com o sujeito da pesquisa
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Anexo IV — Formulario para coleta de informacdes pessoais e quadro clinico

do paciente
INICIAIS DO PROTUARIO DATA DA
PACIENTE DO PACIENTE VISITA

DADOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS DO PACIENTE

IDADE

EXAME DERMATOLOGICO E EXAMES COMPLEMENTARES

Inicio dos
sintomas

No de
meses

Tipo de leséo

1.

ounkwnN

Macula
Placa

Papula
Infiltracdo difusa
Nédulo

Area anestésica

Cor da lesao Sensibilidade
1. Hipocrémica 1. Alterada

2. Eritematosa 2. Duvidosa

3. Hipercromica 3. Normal

4. Normocromica

Numero de lesbes

Baciloscopia
1.Positiva
2.Negativa

Resultado do IB

CLASSIFICACAO OPERACIONAL

=

Paucibacilar (até 5 lesGes cutaneas)
2. Multibacilar (mais de cinco lesdes cutaneas)

CLASSIFICACAO CLINICA

1. Hanseniase Indeterminada
4, Hanseniase Borderline Tuberculoide

6. Hanseniase Borderline Lepromatosa

2. Hanseniase Tuberculoide
5. Hanseniase Borderline Borderline

3. Hanseniase Lepromatosa

Assinatura e carimbo do medico examinador

84




Anexo V — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido destinado aos
Individuos Controles

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DESTINADO AOS
PARTICIPANTES DO GRUPO CONTROLE DA PESQUISA

TITULO DO ESTUDO: Avaliacdo de polimorfismos genéticos em pacientes

portadores de Hanseniase.

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Este estudo ira contribuir com informacgdes sobre

alteracdes genéticas, isto €, verificando se a genética do paciente pode estar relacionada

com o desenvolvimento da doenca.

PROCEDIMENTOS: Para este estudo serdo coletados 5 mL de sangue para analise

laboratorial a ser realizada na Fundacao Alfredo da Matta.

BENEFICIOS: A participaco neste estudo ndo traz nenhum beneficio direto e

imediato para o individuo, mas ajudard no conhecimento da genética e protecdo da

doenca, podendo auxiliar futuramente no tratamento da doenca.

VOLUNTARIEDADE E CONFIDENCIALIDADE: A participacdo neste estudo é

voluntaria, sendo, portanto, os participantes deste estudo podem retirar sua participacéo

a qualquer momento. Os dados pessoais referentes a participacdo dos individuos neste

estudo permanecerao confidenciais e ndo sera divulgada a identidade dos participantes.

USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material biolégico coletado

(sangue) serd utilizado para os testes laboratoriais e solicitamos autorizacdo para

armazenamento e utilizacdo para estudos posteriores sujeitos a submissao no Comité de

Etica em pesquisa.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAQO

Manaus, I (Impressdo  dactiloscdpica)
Assinatura do participante Nome do participante
Assinatura do pesquisador Nome do pesquisador
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Anexo VI — Protocolo de purificacdo EtOH/EDTA/Acetato de Soédio (Applied
Biosystems)

PROTOCOLO EtOH/EDTA/ACETATO DE SODIO. - BULA BIGDYE V3.1 APPLIED

7.

BIOSYSTEM

Para precipitar reac0es de 10uL em placas com 96 pocos:
Remova a placa do termociclador e centrifugue 1 min 2000 RCF;

Adicionar 1uL de EDTA 125mM a cada um dos pogos;

Nota: tenha certeza que o EDTA foi adicionado no fundo dos pogos.

Adicionar 1L de acetato de sédio 3M (pH 5,2) a cada um dos pogos;

Nota: tenha certeza que o acetato foi adicionado no fundo dos pocos.

Adicionar 25pL de EtOH 100% gelado, a cada um dos pogos;
Sele a placa com strips e misture por inversdo (4x);
Incube por 15 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz;

Centrifugue a 2.000 RCF por 45 minutos ou 3.000 RCF por 30 minutos;

Importante: o préximo passo deve ser feito imediatamente. Se isto ndo for possivel, entdo faca

8.

9.

10.

11.

12.

13.

um spin na placa por mais 2 minutos antes de recomecgar
Inverta a placa e faga um spin até 180 RCF por 1 minuto, removendo em seguida a placa da

centrifuga;

Obs: Antes de inverter a placa, desprezei o conteldo da mesma na pia junto com uma leve
batida na mesa. Apo6s esta centrifugacéo, programa-la para a temperatura de 4°C

Adicione 35uL de EtOH a 70% em cada um dos pogos;
Centrifugue por 15 minutos, a 4°C e 1.650 RCF;

Obs: Caso tenha esquecido a programacéo para 4°C, acione o FAST temperatura
Inverta a placa e faga um spin até 180 RCF por 1 minuto, removendo em seguida a placa da

centrifuga;

Nota: comece a contar o tempo assim gue o rotor comegar a se mover.

Incube a placa a 52°C por 15 minutos, cobrir com papel aluminio (termociclador-2-

Mastercycler)

Se nao for colocar no sequenciador imediatamente, congelar a placa seca ao abrigo da luz;
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14. No momento de sequenciar ressuspender com 10 uL de formamida Hi-Di, lavando as

paredes dos pogos;

15. Aqueca a placa 95°C por 1 minuto, monte e coloque no sequenciador.
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