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EPiIGRAFE

"It is not in the nature of things for one man to make a sudden violent
discovery; science goes step by step, and every man depends on the work of
his predecessors. When you hear of a sudden unexpected discovery - a bolt
from the blue as it were - you can always be sure that it has grown up by the
influence of one man on the other, and it is this mutual influence which makes
the enormous possibility of scientific advance. Scientists are not dependent on
the ideas of a single man, but on the combined wisdom of thousands of men,
all thinking of the same problem, and each doing his little bit to add to the great

structure of knowledge which is gradually being erected.”
(Ernest Rutheford)

“If your experiment needs statistics, you ought to have done a better
experiment.”
(Ernest Rutheford)



RESUMO

O controle genético da suscetibilidade humana a hanseniase é amplamente aceito,
no entanto, a base bioldgica do efeito genético esta longe de ser compreendido.
Uma série de estudos anteriores resultaram na identificagdo de variantes genéticas
compartilhadas por dois genes, PARK2 e PACRG, como principais fatores de risco
para suscetibilidade a hanseniase per se em trés diferentes populagdes etnicamente
distintas. Interessantemente, mutagcbes severas do gene PARKZ2, que codifica a
parquina, uma proteina ubiquitina ligase E3, tém sido implicadas como causadoras
de uma forma autossémica recessiva de da Doencga de Parkinson de Inicio Precoce
(DPIP). O objetivo deste trabalho foi utilizar macrofagos derivados de mondcitos
(Monocyte-Derived Macrophages, MDMs) de pacientes com DPIP com mutagdes
espontaneas em PARK2 como modelo para investigar varios aspectos da resposta
celular do hospedeiro contra o M. leprae. Células mononucleares de sangue
periférico (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs) de trés pacientes com
mutacdes em PARKZ2 e quatro controles saudaveis sem mutag¢des foram cultivados
in vitro, em placas de 24 pogos durante 5 dias para se obter MDMs
(aproximadamente 1,5 - 2.0 x 10° células/poco). As células foram tratadas com M.
leprae irradiado (multiplicidade de infecgdo para bacilos de mondcitos de 50:1) ou
IFNy + LPS durante 24 ou 48 horas antes de proceder as seguintes analises
funcionais: avaliagado da apresentagao de antigenos pela expressao dos marcadores
CD80,CD86, HLA-ABC, HLA-DR e CD54; viabilidade celular através do marcador de
necrose 7-AAD e de apoptose Anexina; produgao de NO intracelular e; producéo da
citocina IL-6 em sobrenadante de cultura. Como resultado, observamos que MDMs
mutantes de PARK2 utilizados em nosso trabalho nao intereferem na viabilidade
celular apés desafio com M. leprae. Porém, obtivemos evidéncia de que mutacdes
de PARK?2 interferem na produgao de NO, na expressado do co-estimulador CD80 e
de moléculas HLA-DR envolvidos no processo de apresentagado de antigeno e na
producdo de IL-6. Concluindo, foram obtidas as primeiras evidéncias da fungao
biolégica de PARKZ2 no contexto da patogénese da hanseniase.

Palavras-chave: hanseniase, Mycobacterium leprae, PARKZ2, parquina,

macrofagos.
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ABSTRACT

Genetic control of human susceptibility to leprosy is widely accepted; however,
the biological basis of this genetic effect is far from understood. A series of previous
studies resulted in the identification of genetic variants shared by two genes, PARK2
and PACRG, as major risk factors for susceptibility to leprosy “per se” in three distinct
ethnic populations. Interestingly, severe mutations of the PARK2 gene, that encodes
Parkin, an E3 ubiquitin-protein ligase, have been implicated as causative of an
autosomal recessive early-onset form of Parkinson’s disease (AR-EOPD). The aim of
this initiative was to use monocyte-derived macrophages (MDMs) from AR-EOPD
patients with PARKZ2 spontaneous mutations as a model to investigate several
aspects of host cellular response against M. leprae. Primary peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) isolated from three AR-EOPD patients with PARK2
mutations and four healthy controls were cultured in vitro in 24-well culture plates for
5 days to obtain MDMs (approximately 1.5-2.0x10° cells/ well). The cells were
treated with irradiated M. leprae (multiplicity of infection bacilli to monocyte of 50:1) or
with IFNy + LPS for 24 or 48 hours before proceeding with the following functional
analysis: evaluation of antigen presentation, cell viability, production of intracellular
NO and production of IL-6 cytokine. As a result, we found that PARK2 mutantions did
not affect cell viability after challenge with M. leprae. However, we collected
evidences that PARKZ2 mutations interfere with NO production, with the expression of
co-stimulatory CD80 and expression of HLA-DR involved with antigen presentation
process and with the production of IL-6. In conclusion, we obtained the first evidence
of the biological function of PARKZ2 in the context of the pathogenesis of leprosy.

Keywords: leprosy, Mycobacterium leprae, PARK2, parkin, macrophages.
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1.1 HANSENIASE: DEFINICAO E ASPECTOS ETIOLOGICOS

Hanseniase € uma doenca infecciosa crénica causada pela bactéria de vida
intracelular obrigatéria Mycobacterium leprae (M. leprae), a qual acomete
primariamente a pele e o sistema nervoso periférico (SNP) [1, 2].

Historicamente, as primeiras referéncias sobre a hanseniase, denominada
anteriormente de “lepra”, foram descritas pelos egipcios através de papiros datados
em 4000 a.C. Mais tarde, passagens da biblia também fazem referéncia a infecgéo
afetando os povos antigos. Recentemente, ossadas encontradas na india, datadas
em aproximadamente 2000 a.C., reforcam que a hanseniase atinge a humanidade
ha milénios. Por exemplo, um esqueleto masculino adulto de meia idade apresentou
alteragdes patologicas na regido rinomaxilar, além de sinais de doenga articular
degenerativa de carater infeccioso envolvimento da tibia (periostite) e lesdo do
esqueleto periférico, compativeis com hanseniase [3, 4].

Estudiosos acreditam que, até metade do século XIX, outras doencgas
dermatoldgicas, como elefantiase e psoriase, eram clinicamente confundidas com
hanseniase. Em 1845, os médicos Daniel Danielssen e Carl Boeck na Noruega
descreveram a hanseniase no livro Om Spedalskhed (On Leprosy), com base em
achados histopatologicos de lesbes de pacientes, distinguindo-a de outras doencgas
[4]. Anos mais tarde, em 1874, o Dr. Gerhard Henrik Armauer Hansen, genro do Dr.
Danielssen, descreveu M. leprae como agente etiologico da hanseniase apos
examinar nodulos recém retirados de pacientes. Ele observou corpos em formato
bacilar que se coravam com acido dsmico, localizados no interior das células. Com
este trabalho, Hansen descreveu a primeira bactéria identificada como agente
patogénico humano [5].

Atualmente, estas bactérias sdo descritas como bastonetes retos ou
ligeiramente curvos, alcool-acido resistentes, de crescimento lento, microaerofilos e
com temperatura 6tima de crescimento entre 27 a 30°C. Apesar de seu genoma ter
sido sequenciado, seus mecanismos de infecgdo e de crescimento continuam a
causar grande interesse cientifico, ja que ainda ndo se conseguiu cultivar esse
microrganismo em meios de cultura artificiais [6, 7]. Collins e cols. compararam o
genoma de M. leprae com o de outra micobactéria patogénica importante, M.

tuberculosis, e descreveram algumas diferengas genémicas interessantes conforme
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ilustrado na tabela 1, evidenciando a reducao e decaimento evolutivo do M. leprae,
ou seja, o numero relativamente reduzido em pares de bases nitrogenadas e o

aumento de pseudogenes [7, 8].

Tabela 1: Comparacéo entre as caracteristicas gerais dos genomas de
M. leprae e M. tuberculosis. Fonte: Adaptado de [8]

Caracteristicas M. leprae M. tuberculosis
Tamanho do genoma (pares de bases-
3.268.203 4.411.532

pb)
Conteudo de G+C (%) 57,79 65,61
Proteinas codificadas (%) 49,5 90,8
Genes codificadores de proteinas

1.604 3.959
(numero)
Pseudogenes (numero) 2.037 1.114
Densidade génica (pb por gene) 1.011 1.012
Média do tamanho dos genes (pb) 338 653

Diversos modelos animais foram testados em hanseniase, entre eles: sapos,
tartarugas, coelhos, gatos, caos, porcos e diversas espécies de macacos [9, 10]. Um
grande obstaculo na definicdo de um modelo animal era o inéculo de M. leprae, o
qual ndo era obtido de forma a se manter viavel. Porém, este problema foi resolvido
quando Charles Shepard, em 1960, demonstrou ser possivel o cultivo da bactéria
em patas de camundongos atimicos, possibilitando o cultivo de alto numero de
bactérias viaveis para uso experimental (figura 1) [10]. Contudo, os modelos animais
continuavam a nao demonstrar um perfil de resposta imunolégica proxima ao
encontrada em humanos. Hoje, sabe-se que os tatus conhecidos como “nove-
bandas” da espécie Dasypus novemcinctus sao os unicos hospedeiros naturais,
além do homem, a desenvolver hanseniase em sua forma disseminada, servindo
assim como importante modelo animal de estudo, além de fonte de M. leprae para
ensaios in vitro [11, 12].

Figura 1: Cultura de M. leprae em camundogos atimicos. Em A, imagem aumentada de pata
de camundongo atimico apdés 6 meses da infecgdo com M. leprae. Em B, macréfagos provenientes
dos camundogos infectados com M. leprae corados pelo método Fite-Faraco (aumento de 1000x).

Fonte: [6].



1.2 EPIDEMIOLOGIA

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) langou, em meados da década de
80, uma campanha mundial cujo objetivo era eliminar a hanseniase do planeta como
problema de saude publica (prevaléncia < 1/10.000 habitantes) até o ano 2000. No
entanto, em 2010, no mundo foram registrados cerca de 228.000 novos casos,
sendo que em torno de 35.000 foram notificados no Brasil, 0 que coloca o pais em
segundo lugar em numero de novos casos, atrds apenas da india, com
aproximadamente 127.000 novos casos detectados durante o mesmo periodo [13].
No inicio de 2011, a taxa de prevaléncia no Brasil ficou entre 1,0 - 2,0 casos/10.000
habitantes, ainda fora da meta de eliminagdo da OMS (figura 2).

Leprosy prevalence rates, data reported to WHO as of beginning January 2011

00600

A\ Prevalence rates (per 10 000 population) %

l‘l 2 ] o cases reported & /
i Y " [ 10-20 [ No data available
= 0 <« [ Not applicable

Figura 2: Distribuicdo mundial das taxas de prevaléncia da hanseniase no inicio de 2011. Fonte:
{WHO, 2012 #164}.

Segundo o dados computados entre o periodo de 1990 e 2008 pelo Ministério
da Saude, os coeficientes de deteccdo no Brasil (novos casos/100.000 habitantes)
variam significamente entre as regides, sendo que as regides Norte, Nordeste e
Centro-Oeste permancem com taxas elevadas (figura 3) [15].
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Figura 3: Coeficiente de detecgao da hanseniase na populagéo brasileira por regies. Dados obtidos

entre 1990 e 2008. Fonte:[15]

No estado do Parana, os coeficientes de deteccdo oscilaram entre
10,1/100.000 habitantes em 1994 e 17,79/100.000 habitantes em 1997, mantendo-

se com valores acima do encontrado quando se considera toda a regido sul, porém

abaixo da média brasileira (figura 4) [15].
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Figura 4: Coeficientes de deteccdo da hanseniase no estado do Parana comparando com os dados
da regido Sul e do Brasil. Dados obtidos entre 1990 e 2008. Fonte:[15]



O intrigante é que, como n&o existe reservatorio natural conhecido de
importancia biologica para o M. leprae e o tratamento atual, fornecido gratuitamente
pela OMS a todos os pacientes, € 100% eficaz na cura da doencga, a origem dos

NOVOS Casos permanece obscura.

1.3 FISIOPATOLOGIA E CLASSIFICACAO DA HANSENIASE

Como em qualquer infecg¢ao, o estado de doenca é resultante da combinagao
entre fatores intrinsicos ao microrganismo (por exemplo, viruléncia) e ao hospedeiro
(por exemplo, fatores genéticos), juntamente com fatores ambientais. Na
hanseniase, € observado que a maioria dos individuos expostos ao M. leprae nao
desenvolvem a infecgdo. Daqueles que adquirem a doencga, uma fracdo evoluira
para cura espontanea, e outra desenvolvera hanseniase em uma das suas formas
clinicas [1, 16]. Apesar de ndo estar completamente elucidada, € provavel que a
transmissdo do bacilo ocorra principalmente através das vias respiratorias do
hospedeiro. Estudos com camundongos imunossuprimidos expostos a aerossois
contendo M. leprae [17] e camundongos atimicos que sofreram aplicagéo tépica de
suspensao do bacilo em fossas nasais mostram que, em ambos o0s casos, 0s

animais foram infectados [18].

1.3.1 Manifestagoes clinicas da hanseniase

A evolucao clinica da hanseniase pode ser descrita como um processo em
duas etapas: na primeira etapa, individuos intrinsecamente suscetiveis s&o
infectados pelo M. leprae, e sdo considerados portadores de hanseniase per se, ou
seja, a doenga independente da sua forma clinica. Na segunda etapa, os individuos
infectados progridem para a manifestacdo da doenca, que ocorre dentro de um
amplo espectro de formas clinicas cujos podlos s&o ocupados pela hanseniase
tuberculoide/localizada (Tuberculéide/Tuberculéide - TT), e pela hanseniase



lepromatosalsistémica (Lepromatosa/Lepromatosa - LL), com polarizagdo das
respostas imunes Ty1 e T2, respectivamente (figura 5). De acordo com o sistema
de classificagao proposto por Ridley-Jopling, existem ainda formas intermediarias
(Borderline), definidas segundo dados histoldgicos e clinicos das lesbes, que se
caracterizam imunologicamente por nao seguir um padrao de resposta bem definido
[2, 19]. As formas tuberculdide e lepromatosa da doenca correspondem aos tipos de
hanseniase paucibacilar e multibacilar, respectivamente, preconizados pela OMS

para fins de orientagao terapéutica [1].

Hanseniase per se
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Figura 5: Manifestacdes clinicas da hanseniase.

1.4. INTERAGCOES MOLECULARES ENTRE M. leprae E O HOSPEDEIRO

As complexas interagbes entre microrganismos patogénicos e suas células-
alvo sdo eventos centrais para o estabelecimento da infeccdo, e os mecanismos
moleculares envolvidos nestes estagios precoces da patogénese de doengas
infecciosas tém sido objeto de intensa investigagao [20]. Na hanseniase, é razoavel
admitir que o controle da suscetibilidade a doenca per se € dependente de eventos



moleculares de interagao entre o M. leprae e suas células-alvo: os macréfagos e as
células de Schwann (CSs) do SNP.

1.4.1 M. leprae e as células de Schwann

No SNP dos vertebrados, o axbnio recruta a CS, a qual promove seu
embainhamento e mielinizagdo, permitindo melhora na condugdo dos impulsos
nervosos e garantindo a integridade axonal [21]. Na hanseniase, acredita-se que as
CSs sejam o foco principal do M. leprae, sendo este o unico patdogeno capaz de
invadir tais células e, consequentemente, causar dados irreversiveis aos nervos
periféricos, desde de perda de sensibilidade motora até deformidades de membros.
Avangos na area da biologia molecular e celular vém colaborando no entendimento
dos mecanismos envolvidos na neuropatia da hanseniase.

Hunter e cols. [22] descreveram pela primeira vez um componente de parede
celular especifico do M. leprae com importante papel antigénico, o glicolipideo
fendlico-1 (em inglés, Phenolic glycolipid-1, PGL-1), o qual pode ser a chave do
tropismo e predilecdo desse bacilo por suas células-alvo. A invasdo da CS pelo M.
leprae é dependente da interagcado da fracao trissacaridica do PGL-1 com o dominio
G da cadeia alfa da laminina-2 na lamina basal [23, 24]. Contudo, tal interagdo com
a2-laminina parece ocorrer com outras bactérias do género Mycobacterium,
incluindo M. tuberculosis [25], levando a crer que o processo de invasao celular
seletivo depende também de outros intermediadores moleculares tanto da CS como
de M. leprae. Entre estes, a a-distroglicana (aDG) da lamina basal da CS [26] e a
proteina de 21kDa do M. leprae ligadora a laminina (em inglés, 271 kDa M. leprae
laminin binding protein, ML-LBP21) [27] da parede celular do bacilo, ambos
identificados como moléculas que contribuem ndo apenas na adesdo, mas também
no engolfamento do bacilo pelas CSs. A partir desses achados, Rambukkana [28]
propds um modelo de interacdo molecular entre M. leprae e as CSs, conforme
ilustrado nas figuras 6 e 7.
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proteins, MP). Fonte:[28].



Quando internalizado, M. leprae parece sobreviver e se replicar em culturas
de CS e em co-culturas CS-neurénios isoladas de ratos Holtzman mantidas a 33°C
por longos periodos. Nessas condi¢des, o patdgeno ndo causa danos evidentes as
células, apesar da morfologia celular estar diferente ap6s dias da infeccdo. No
mesmo modelo, M. leprae regula a expressao de alguns genes celulares, por
exemplo, aumentando a expressdo de moléculas de adesdo de célula neural (em
inglés, Neural Cell Adhesion Molecules, NCAMs) e moléculas de adesao
intercelulares (em inglés, Intercellular Adhesion Molecules, ICAMs) e diminuindo a
expressao de N-caderina [29]. Em contraste, trabalhando com co-culturas de CS-
neurdnios de camundongos knockout Rag1 (Rag? ™) deficientes em células B e T,
Rambukkana e cols. demonstraram que CSs infectadas com M. leprae provocam
desmielinizagdo dos axbénios na auséncia de resposta imune adaptativa [30, 31].
Complementariamente, ensaios conduzidos com a linhagem de CSs ST88-14 e com
células primarias isoladas de lesbes de pacientes, permitiram observar que a
interacao entre uma lipoproteina de 19-kDa do M. leprae e o receptor do tipo Toll -2
(em inglés, Toll-like receptor 2, TLR2) da membrana celular leva a ativacdo dos
mecanismos de morte celular programada [32].

Trabalhos interessantes avaliando o potencial imunogénico das CSs tentaram
explicar parte da neuropatia hansénica. Porém, apesar das CSs mostrarem
evidéncias de processar e apresentar antigenos, ndo s&o consideradas fagocitos
profissionais, pois sdo incapazes de destruir patogenos diretamente [33, 34].

Recentemente, novos mecanismos de sobrevivéncia do M. leprae em CSs
vém sendo propostos, sugerindo que o bacilo se utiliza do metabolismo lipidico do
hospedeiro para sobreviver em fagossomos. Células de Schwann provenientes de
lesbes de pacientes lepromatosos, altamente infectadas, apresentam formacgdes
lipidicas, compostas em parte por goticulas lipidicas, induzidas por M. leprae. O
bacilo parece ser capaz de promover a sintese dessas organelas e recruta-las até os
fagossomos, onde |he conferem prote¢do contra respostas do hospedeiro [35].

Tais achados conferem vantagens ao M. leprae em termos de sobrevivéncia,

multiplicagdo e consequente dano neural.

10



1.4.2 M. leprae e os fagocitos

Mesmo que o mecanismo de invasdo das CSs ndo esteja completamente
elucidado, foi postulado que mondécitos contendo M. leprae sdo um veiculo de
disseminacdo da doencga para outros tecidos, inclusive o SNP. Por exemplo, M.
leprae pode ser encontrado em grande numero dentro de macréfagos obtidos a
partir de granulomas de pacientes lepromatosos, sendo observado que a bactéria
desenvolveu a habilidade de sobreviver e se replicar nestas células. Alguns achados
sugerem que monaocitos infectados sao capazes de migrar através da barreira
hemato-encefalica no espago endoneural, onde podem se diferenciar em
macrofagos e consequentemente viabilizar a infecgdo nas CSs [33, 36-38].

Os macréfagos séo células fagociticas teciduais do sistema imunoldgico,
derivados dos monocitos circulantes, e possuem um duplo papel na defesa do
hospedeiro contra microrganismos: sdo considerados a primeira barreira contra os
patégenos invasores intracelulares, tais como Leishmania sp e as micobactérias,
além de agirem como importantes células acessoérias da resposta adaptativa. Na
hanseniase, esses fagdcitos mononucleares sdo consideradas células-alvo do M.
leprae, assim como também s&o importantes nas respostas imunologicas inata e
adaptativa, desde o reconhecimento do bacilo e seu processamento até a
apresentacao de antigenos e liberagéo de citocinas [39, 40].

Outro fagocito bastante estudado in vitro, principalmente em ensaios de
apresentacao de antigenos, é a célula dentritica (em inglés, Dendritic Cell, DC). As
DCs séo distribuidas em 6rgéos linfoides, epitélio mucoso e parénquima dos érgéos,
conferindo capacidade fagocitica ao hospedeiro, além de serem consideradas
células apresentadoras de antigenos (em inglés, Antigen Presenting Cells, APCs)
profissionais [41].

11



1.4.2.1 Fagdcitos e a imunidade inata contra o M. leprae

1.4.2.1.1 Reconhecimento e fagocitose do M. leprae

Varios candidatos a mediadores da interagdo macréfago/ M. leprae ja foram
descritos, tais como componentes do sistema complemento, lectinas do tipo-C (LTC)
e TLRs [39] [42, 43]. Essas trés categorias de moléculas sao consideradas
receptores de reconhecimento de padrées (em inglés, Pattern-Recognition
Receptors, PRRs), importantes no reconhecimento de padrbées moleculares
associados a patdégenos (em inglés, Pathogen-Associated Molecular Patterns,
PAMPs). Por exemplo, ha evidéncias que mostram que o componente do sistema
complemento C3 e os receptores de membrana de complemento (em inglés,
Complement Receptors, CR) CR1 e CR3 participam na fagocitose do M. leprae
pelos macréfagos [44]. Inclusive, mais tarde foi demonstrado que o PGL-1
intermedia a invasdo de macréfagos por M. leprae via, mesmo sem prévia
opsonizagdo, de modo especifico quando comparado com receptor de manose (RM)
testado nas mesmas condigdes [45].

Importante no reconhecimento de patdégenos, as LTCs constituem um grande
grupo de proteinas que reconhecem PAMPS e induzem direta ou indiretamente (via
ativacdo de complemento), implicando em varios processos celulares como adesao,
endocitose e fagocitose. Dentre estes, cabe destacar o RM e a lectina ligante de
manose (em inglés, Mannose-binding lectin - MBL). O RM é uma proteina
transmembréanica que, em macrofagos, permite a fagocitose direta de cepas de M.
tuberculosis pela sua interacdo com o componente da parede bacteriana LAM. O
resultado dessa interacao € a inibigdo da formagao do fagolisossomo [42, 46, 47]. Ja
a MBL €& uma lectina sérica capaz de modular a atividade fagocitica de macréfagos
através da ativagéo via das lectinas do complemento. A ativagdo do complemento
ocorre via serino proteases associadas a MBL (em inglés, MBL-associated serine
proteases, MASPs), promovendo a opsonizagao de microrganismos através de C3
que resulta no aumento da fagocitose — inclusive de M. leprae — atraves
principalmente de CR1 [46, 48].
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Os TLRs também vém sendo investigados na hanseniase. Esses mediadores
da resposta inata formam uma familia de receptores de superficie de fagdcitos e de
outros tipos celulares, envolvidos na ativagdo de macréfagos através do
reconhecimento de PAMPs [49]. Em especial, o heterodimero TLR1/2 participa do
reconhecimento de lipopeptideos micobacterianos, desencadeando uma cascata de
sinalizagado que envolve aumento da expressao do gene do receptor de vitamina D
(em inglés, Vitamin D receptor - VDR), causando ativagdo de vitamina D e posterior
aumento de expressao de peptideos com acédo microbicida, como a catelicidina [50].
Ainda, a vitamina D parece ser um regulador de mecanismos de autofagia celular
quando fagécitos reconhecem a lipoproteina micobacteriana LpgH através dos
receptores TLR1/2/CD14. Esses mecanismos de autofagia tém um papel importante
na protecdo contra microrganismos intracelulares degradados e processados nos
fagolisossomos. Outra consequéncia dessa via de reconhecimento € a inducdo de
uma cascata de sinalizagado que ativa o fator nuclear- kappa B (em inglés, Nuclear
Factor-KappaB, NF-xB), regulador importante da expressdo de varios genes

envolvidos com respostas inatas posteriores [51].

1.4.2.1.2 Fagdcitos e seus mecanismos inatos contra o M. leprae

Apés a internalizagdo pelos fagodcitos, quando as respostas inatas s&o
ativadas através de estimulos como interferon gama (IFNy) e sinais dos TLRs, s&o
desencadeados mecanismos efetivos de defesa que primariamente liberam
mediadores microbicidas na tentativa de eliminar o organismo invasor. Dentre esses
mediadores estao as espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNSs),
tais como anion superéxido (O2) e o oxido nitrico (em inglés, Nitric Oxide - NO),
repectivamente. Esses produtos, gerados apds o reconhecimento dos antigenos,
sdo toxicos aos patodgenos, colaborando para a sua eliminagao. Interessantemente,
ha estudos que demonstram que o M. leprae é capaz de inibir a produgao desses
mediadores [52-55], além de modular outras vias metabdlicas do hospedeiro, como
formacgao de goticulas lipidicas, tornando-o capaz de sobreviver e se replicar nos
macrofagos, permanecendo “invisivel” ao sistema imunoldgico durante anos dentro
de fagolissosomos [56-58].
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Um exemplo de modulagdo do burst oxidativo € o trabalho de Adams e cols.
utilizando macrofagos ativados com IFN-y e lipopolissacarideos (LPS) isolados de
camundongos knockout para oxido nitrico sintase induzivel (em inglés, Nitric Oxide
Synthase - INOS) estimulados com M. leprae viaveis. Como resultado, esses
macrofagos deficientes em NO ndo eram capazes de destruir o patégeno. O mesmo
ocorreu com macréfagos ativados originarios de camundongos B6 tratados com
inibidores da produgé&o de NO [53]. O curioso é que esses camundogos knockout
para iINOS nao séo deficientes em EROs, demonstrando que na auséncia de ERNSs,
EROs por si s6 ndo sao competentes na eliminagdo das micobactérias como o M.
tuberculosis [59]. Esses dados complementam os achados de Holzer e cols. quando
observam inibigdo da produgédo de O  por mondcitos e macrofagos humanos e por
macrofagos de camundongos apds tratamento com M. leprae morto ou viavel [55].

Estudos demonstram a capacidade de resisténcia do M. leprae através de
ensaios de avaliacdo de apoptose em mondcitos ou macréfagos murinos
estimulados com o bacilo morto e vivo. Em suma, foi observado que células tratadas
com microrganismos viaveis nao induzem a morte celular por mecanismo de
apoptose, enquanto que, utilizando-se microrganismos mortos, o resultado foi o
oposto. O mecanismo de inibicdo da apoptose pelo M. leprae envolve a diminuigao
da expressao de proteinas pré-apoptéticas da familia Bcel-2 (por exemplo, Bax-a e
Bak), caspases 3 e 9 e também da citocina pré-inflamatéria fator de necrose tumoral
alfa (em inglés, Tumour Necrosis Factor-a, TNF-a) [60, 61]. Em contraste, outras
micobactérias, como M. tuberculosis, M. bovis bacillus Calmette-Guerin (BCG) e M.
avium, M. fortuitum e M. smegmatis induzem macréfagos a apoptose de maneira
mais rapida [60, 62]. Porém, quando se avalia mecanismos de apoptose por
métodos imunohistologicos em células provenientes de lesdes granulomatosas de
pacientes dos podlos hansénicos TT e LL, observa-se predominancia de células
apoptoticas em amostras obtidas de pacientes LL, relacionado provavelmente com o
aumento de expressao de caspase 3 presente nesse grupo [63].

Outra maneira do M. leprae sobreviver e mesmo se multiplicar em macréfagos
é se utilizando do metabolismo lipidico do hospedeiro. O mesmo grupo de
pesquisadores que descreveu a formagao de goticulas lipidicas em CS, ja havia
estudado as mesmas organelas em macrofagos murinos e humanos. Ambos os tipos

celulares foram induzidos a formarem goticulas lipidicas apos tratamento com M.
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leprae, mecanismos dependente parcialmente do reconhecimento do bacilo atraves
de TLR2/TLR6. Essas goticulas sdo constituidas principalmente de adipofilina (em
inglés, Adipose differentiation-related protein, ADRP) e perilipina, e funcionam como
locais de sintese de eicosandides como prostaglandina E2, (em inglés,
Prostaglandin E2, PGE>), caracterizando as formagdes encontradas tipicamente em
pacientes LL [58]. Existem fortes evidéncias que o M. leprae controla a expressao de
genes codificadores dessas proteinas, as quais derivam de fosfolipideos oxidados
presentes em altas concentragées em macrofagos de pacientes hansénicos [57, 58,
64].

1.4.2.2 Fagécitos e a imunidade adaptativa contra o M. leprae

1.4.2.2.1 Processamento e apresentagao de antigenos

Para desencadear uma resposta imunologica adaptativa, os antigenos
protéicos precisam ser convertidos em peptideos e apresentados na superficie dos
fagécitos. Os antigenos, processados associados as moléculas do complexo
principal de hiscompatibilidade (em inglés, Major Histocompatibility Complex , MHC)
de classe | e de classe Il (MHC-I e MHC-II), codificadas por genes do sistema de
antigenos leucocitarios humanos (Human Leukocyte Antigens, HLA), servem como
ligantes para os receptores antigeno-especificos dos linfocito T. O MHC-I é
constituido, entre outros, pelos genes HLA-A, HLA-B e HLA-C, os quais se
complexam a peptideos reconhecidos pelas células T CD8". J& o MHC-Il é
constituido pelos genes HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ que codificam proteinas
reconhecidas por células T CD4" [41].

Quando os fagécitos (principalmente macrofagos e DCs) reconhecem o M.
leprae, pode ocorrer o processamento de seus antigenos via MHC-I ou -II. Na via do
MHC-I, ocorre o processamento de antigenos citosélicos, os quais s&o processados
no proteassomo (um grande complexo enzimatico proteolitico) e posteriormente

transportados via transportadores associados a antigenos processados
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(Transporters associated with antigen processing, TAPs) ao reticulo endoplasmatico,
onde se ligam as moléculas MHC-| [65]. Essa via esta envolvida principalmente em
processamento de peptideos virais, quando ndo ha formacdo de vesiculas como
endossomos ou fagossomos. Curiosamente, foi demonstrado que o M. leprae e M.
tuberculosis viaveis sao capazes de se translocarem dos fagolisossomos para o
citosol de DCs e que tal translocacdo promovia apoptose celular via ativacdo de
caspase 3 apos uma semana do desafio [66]. Consequentemente, os antigenos
micobacterianos poderiam ser processados pela via MHC-l e causar a morte das
DCs.

Diferentemente da via MHC-I, que pode ocorrer em todas as células
nucleadas, a via MHC-II é restrita as APCs profissionais, principalmente macréfagos,
DCs e linfocitos B capazes de endocitar antigenos extracelulares e fagocitar (apenas
macrofagos e DCs) microrganismos de vida intracelular, como as micobactérias. As
vesiculas endossémicas ou fagossGmicas sao posteriormente fusionadas com
lisossomos ressultando em degradagédo enzimatica e acida. Em seguida, moléculas
MHC-II emergem do complexo de Golgi e s&o dirigidas aos endolisossomos ou
fagolisossomos, onde se fundem com os antigenos processados [67].

Quando processados por ambas as vias MHC, os antigenos sao
apresentados as superficies das APCs, possibilitando o desencadeamento efetivo
da resposta adaptativa. Para que os antigenos ligados tanto em MHC-I quanto MHC-
Il sejam reconhecidos pelos linfécitos CD8" e CD4", respectivamente, &€ necessaria a
participagdo de proteinas acessorias de superficie, como as moléculas co-
estimulatérias CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2), e moléculas de adeséo celular, como
CD54 (ICAM-1). A interagdo entre estes ligantes e os receptores especificos
expressos por células T resulta em produgdo de quimiocinas e citocinas,
ocasionando uma proliferacdo de células T especializadas [68, 69].

A capacidade de apresentacédo de antigenos em DCs derivadas de mondcitos
humanos ja foi avaliada apds infecgdo com M. leprae viaveis, revelando que as
células eram capazes de inibir a expressao de HLA-ABC e HLA-DR, porém com
aumento de expressao de CD86. A inibicdo ndo ocorreu quando as células foram
infectadas com BCG. No mesmo trabalho, também foi demonstrado que as DC
infectadas com M. leprae induzem fracamente a respostas de células T CD4" e
CD8" quando comparadas com células infectadas com BCG ou Mycobacterium
avium. A inibicdo da apresentacdo de antigenos parece ser dependente de PGL-1
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[70]. Mais tarde, o mesmo grupo mostrou que outro antigeno de M. leprae, MMP-II
(Major membrane protein Il), possue um papel imunomodulatério por ser capaz de
induzir resposta via MHC-l e MHC-II [71].

Investigando melhor o papel dos co-estimuladores CD80 e CD86, dois
trabalhos utilizando mondcitos/macréfagos de pacientes hansénicos, mostraram a
importancia de ambas as moléculas [72, 73]. Quando mondcitos foram tratados com
M. leprae sonicado, houve diminuicdo na expressdao de CD80 em células de
pacientes do polo LL da doenca, enquanto que em células de pacientes do pdlo TT,
nao se observou mudangas em relagdo as células do grupo controle [72]. Achados
similares foram encontrados por Sridevi e cols, que observaram baixa expressao de
CD80 e CD86 em mondcitos recém isolados de pacientes do grupo LL em relag&o
aos grupos controle e TT. Porém, apos tratamento de macréfagos dos mesmos
grupos anteriores com antigenos de parede celular de M. leprae, foi observado
aumento de expressao de ambos os co-estimuladores em todos os grupos [73].

Além dos antigenos peptidicos apresentados por moléculas MHC, os
antigenos lipidicos, presentes abundantemente em micobactérias, podem ser
apresentados através de moléculas CD1. A familia CD1 constitui-se de proteinas
capazes de interagir com moléculas lipidicas e apresenta-las para células T
especificas, normalmente restritas a CD1 do grupo 1 [74]. Na hanseniase, essa via
de apresentacao foi estudada a partir de DCs obtidas de pacientes com as formas
TT e LL tratadas com fragcdo de antigenos lipidicos de M. leprae. Enquanto que nas
amostras de pacientes TT ha aumento significativo da expresséo de proteinas CD1
do grupo 1 (CD1a, -b e —c), evidenciando a participagcdo efetiva dessa via no
combate a infeccdo, as amostras de pacientes LL apresentam fraca indugdo de
expressdo de CD1 [75]. A células T que reconhecem os antigenos lipidicos
apresentados por CD1 parecem ser uma sub-classe de células T CD4" que
apresentam um padrao de resposta similar a Ty1, possivelmente contribuindo nas

respostas mediadas por células nos pacientes do grupo TT [76].

17



1.4.2.2.2 Citocinas na hanseniase: paradigma Tny1/Th2

Os fagécitos ativados, além de poderem causar a morte de microrganismos
fagocitados via producdo de agentes microbicidas, e realizarem os processos de
processamento e apresentagcdo de antigenos, exercem fungdes de defesa mediadas
por citocinas importantes que colaboram na ativagao de linfocitos T, desencadeando
uma resposta adaptativa.

O M. leprae vém demonstrando ser capaz de ativar fracamente macréfagos
[77, 78] e DCs [79] in vitro quando se utiliza células sanguineas de doadores
saudaveis, através de multiplas vias de sinalizac&o celular. Mondcitos tratados com
M. leprae vivo ou morto apresentam producdo reduzida das citocinas
imunoestimulatorias TNF-a , interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6), enquanto
que aumentam a produgédo da citocina imunosupressora antagonista do receptor IL-1
(em inglés, Interleukin-1 receptor antagonist, IL-1Ra). O oposto ocorreu quando as
células foram tratadas com BCG viaveis, capazes de ativar fortemente os monaécitos
[77]. Sinsimer e cols. [78] replicaram os achados para IL-6 e IL-1Ra em M. leprae e
BCG, além de descreverem o papel dos fatores de sinalizacéo celular fosfoinositideo
quinase-3 (em inglés, Phosphoinositide-3 kinase, PI3K) e o fator de transcrigdo NF-
kB na producdo dessas e de outras citocinas envolvidas na ativagdo dos fagdcitos.
Foi observado que mondécitos de individuos saudaveis tratados com inibidor de PI3K,
e posteriormente expostos ao M. leprae, tinham aumento dos niveis de outro
imunosupressor, a proteina quimioatraente de mondcitos 1 (em inglés, Monocyte
chemoattractant protein 1, MCP-1), além do IL-1Ra, quando comparado com os
controles. Além disso, o bacilo parece ser capaz de diminuir a ativacdo de NF-kB,
causando consequente diminuicdo na producdo de citocinas imunoestimulatorias
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, centrais na ativag&o celular e na progressado da resposta
imunologica. Outro trabalho, avaliando a capacidade de ativacdo e maturagdo de
DCs por M. leprae, revelou que os niveis de expressdo de genes ativadores de
resposta inflamatéria, como TNF-a e IL-12, e de resposta adaptativa como HLA-DR
e CD80, sdao menores quando comparados com DCs tratadas com BCG e M.
tuberculosis [79]. A inibicdo da expressao de TNF-a também foi relatada em células

de linhagem monocitica humana THP-1 desafiadas com M. leprae morto e/ou BCG.

18



Enquanto que o M. leprae suprime a expressdo de TNF-a, o BCG induz a secrec¢ao
de niveis relativamente altos desta citocina [80].

Interessantemente, esses mesmos trabalhos, que mostram o M. leprae
inibindo a ativagdo e maturagdo dos fagocitos “virgens”, relatam que, quando as
células sdo previamente ativadas (por exemplo, com IFNy e/ou LPS), respondem
prontamente ao M. leprae, produzindo perfis de citocinas compativeis com os
encontrados em pacientes que progrediram para o segundo estagio da infecgao,
manifestando a doenga nas formas clinicas descritas por Ripley & Jopling. O
desenvolvimento das formas clinicas da infeccdo € dependente da ativacdo de
linfocitos T CD4" auxiliares (T helper- Ty), respondentes a peptideos antigénicos
associados a MHC-II. Por sua vez, os linfocitos T CD4" podem ser divididos em
duas subpopulagdes, designadas Tu1 e Tu2, de acordo com o perfil de citocinas que
produzem [41].

Modelos in vitro vém tentando definir padrées de respostas Ty1/Tw2 através
de técnicas tais como a idenficagdo de clones de células T por métodos
imunohistologicos em lesbes de pacientes, quantificagdo de citocinas em
sobrenadantes de culturas de células de sangue periférico ou de células isoladas de
bidpsias de lesdes de pacientes, e perfis de expressdo dos genes codificadores de
citocinas. Apesar de algumas divergéncias, nota-se claramente perfis de respostas
imunologicas distintos entre pacientes hansénicos: enquanto no pélo tuberculdide ha
predominéncia de IL-2, TNF-a e IFNy, caracterizando ativagdo de células Ty1, no
polo lepromatoso ha aumento na producdo de IL-4, IL-5, IL-10 e baixa producdo de
IFNy, evidenciando ativagao de células Ty2. Como consequéncia, pacientes com a
forma TT da hanseniase apresentam resposta imune efetiva mediada por células,
caracterizada pelo aumento da capacidade microbicida dos macrofagos que limita a
disseminacdo da infecgdo. Ja os pacientes com a forma LL da doenca possuem
predominio da resposta humoral, com producdo de elevadas concentracbes de
anticorpos anti-M. leprae, porém supressao de resposta celular, promovendo a
proliferagdo dos bacilos em macrofagos e subsequente disseminagédo da infecgao.
Ainda, pacientes LL apresentam em suas lesdes predominancia de clones de células
T CD8" supressoras da ativagdo de macrofagos em relagéo a T CD4", o que parece
colaborar na inibicdo da resposta celular nesses pacientes [81-84].
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1.5 GENETICA DA HANSENIASE

1.5.1 As primeiras evidéncias de um componente genético de controle da
suscetibilidade a hanseniase

Sendo uma doenga infecciosa, acreditava-se que a suscetibilidade a
hanseniase nido fosse hereditaria e principalmente dependente dos fatores de
viruléncia das cepas de M. leprae. Contudo, estudos de genética comparativa e de
filogeografia, utilizando-se cepas isoladas de diferentes regides do mundo,
revelaram que o genoma dessas cepas compartilham 99,995% de suas sequéncias
geneéticas, apontando para outros fatores n&o relacionados a genética do M. leprae,
0s quais estariam influenciando mais fortemente do processo infeccioso. Entre estes
fatores estariam os fatores ambientais e a genética do hospedeiro [85, 86]. Assim,
entre as diversas estratégias possiveis para investigagdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na infecgdo por M. leprae, os estudos genéticos tém
produzido resultados promissores, que reforcam a hipétese de que fendtipos da
doenga sdo, em grande parte, dependentes de caracteristicas genéticas do
hospedeiro [87, 88].

Os primeiros achados demonstrando a influéncia de componente genético na
suscetibilidade a hanseniase se deram nas décadas de 60 e 70, através de estudos
de agregacao familial [89] e em gémeos [90]. Na década de 80, uma analise de
segregacao complexa em uma populagdo caribenha indicou que a hanseniase
segue um modelo de heranga mendeliana com gene principal co-dominante ou
recessivo [91]. Este achado foi recentemente replicado parcialmente em uma
populacdo brasileira, na qual foi identificado um efeito de gene principal co-
dominante, capaz de explicar integralmente a agregacgéao familial de casos [92].
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1.5.2 Estudos pioneiros de ligacao e de associagao

Nas duas ultimas décadas, estratégias mais modernas, como analises de
ligacdo e associagdo, vém revelando varias regides gendmicas e genes associados
tanto com evolugdo da doenga em suas formas clinicas como com suscetibilidade a
infeccéo per se ja foram identificados. Muitos destes achados ja foram replicados em
diferentes populagdes [87].

Como resultado desses estudos genético-moleculares, diversos genes, tais
como o VDR [93], SLC11A1 (anteriormente denominado NRAMP1T) [94], TAP [95],
IL10 [96] e variantes da regiao MHC/HLA | [97] e Il [98] foram identificados em
associagdo ou ligacdo com fendtipos da hanseniase, fornecendo informacgdes
importantes no direcionamento de ensaios genéticos funcionais e definicdo de
modelos de estudos celulares como aqueles descritos anteriormente.

Em 2001, uma primeira varredura gendmica para genes de suscetibilidade a
hanseniase encontrou evidéncia de ligagcado entre a regido cromossémica 10p13 e
hanseniase paucibacilar em uma populag¢ao da India [99]. O achado foi confirmado,
dois anos mais tarde, em uma colegao de familias recrutadas no Vietnam do Sul
[100]. O resultado mais importante da varredura genémica de ligagao realizada na
populagdo vietnamita, porém, foi a localizacdo de Joci de suscetibilidade a
hanseniase per se nas regides cromossdmicas 6925-927 e 6p21, descritos com
maiores detalhes na sec¢do 1.5.1 [101].

Recentemente, uma primeira varredura genémica de associagdo (em inglés,
Genome-Wide Association, GWA) em hanseniase foi realizada. Zhang e cols.
estudaram uma amostra populacional chinesa, identificando variagbes em sete
genes — CCDC122, CD130rf31, NOD2, TNFSF15, HLA-DR-DQ, RIPK2 e LRRK2 —
associadas com a suscetibilidade a hanseniase, com resultados mais evidentes para
os genes CD130rf31, NOD2, RIPK2 e LRRKZ2 e hanseniase multibacilar [102]. Na
tentativa de replicar esses achados, Wong e cols. genotiparam, em uma populagéo
africana, os mesmos marcadores associados no estudo chinés. Foi novamente
observada associagédo significativa entre hanseniase e os genes C130rf31 e
CCDC122, cujas variantes tém sido descritas como fatores de risco para doenga de
Crohn. Curiosamente, os achados para os genes NOD2, RIPK2, TNFSF15 e LRRK?2
nao foram replicados [103]. Segundo pesquisadores da area, o componente
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genético de controle da suscetibilidade as infeccbes em geral € complexo,
heterogéneo e modulado por fatores ambientais, como determinantes da viruléncia
microbiana. Porém, estudos do tipo GWA, que combinam o conhecimento da
sequéncia completa do genoma humano com o da arquitetura complexa de suas
variantes mais comuns, tém se mostrado uma ferramenta poderosa para se avancgar

na elucidacao desses fatores inatos de resisténcia [104].

1.5.3 Genética funcional da suscetibilidade a hanseniase

Apesar do exposto acima, para maioria dos genes associados com
hanseniase, pouco se sabe sobre suas fungdes no contexto da infeccédo por M.
leprae. Genes candidatos, como IL10, TNFA, LTA, MRC1 e PARK2, vém sendo alvo
de analises funcionais cujo objetivo € entender melhor seus papéis bioldgicos na
fisiopatologia da hanseniase.

O gene IL10 codifica uma citocina imunorregulatoria primariamente
secretada por macrofagos ativados e células T reguladoras, envolvidas no controle
da imunidade inata e imunidade mediada por células, respectivamente. Analises
haplotipicas ultilizando SNPs localizados na regido promotora desse gene, bem
como estudo posterior caso-controle e de meta-analise, revelaram que o alelo -819T
estda associado com suscetibilidade a hanseniase [96, 105]. Consistentemente,
dosagem de IL-10 em sobrenadantes de células mononucleares de sangue
periférico de individuos carreadores do alelo -819T, estimuladas com antigenos de
M. leprae, revelou menor produgao da citocina quando comparado com células com
0 genotipo -819C [106].

O TNF-a, codificado pelo gene TNFA, € uma citocina principalmente
produzida por mondcitos/macréfagos que, diferente da IL-10, tem atividade proé-
inflamatoria, efetora da resposta imune inata. Na hanseniase, o TNF-a parece estar
envolvido no controle da resisténcia do hospedeiro ao M. leprae. Estudo baseado
em familias [107] e estudos subsequentes caso-controle [108, 109] sugerem que o
alelo -308A da regido promotora do gene TNFA promove protecdo contra
hanseniase per se. Contudo, outros achados divergem desse resultado, e mostram
o alelo -308A associado com forte resposta inflamatéria contra M. leprae [110] e com
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suscetibilidade a forma multibacilar da infec¢géo [111]. Estudo funcional indicou que
portadores do alelo -308A apresentavam uma forte reagdo inflamatdria contra
antigenos do M. leprae em pele [110]. Ainda, como ja citado anteriomente, dosagens
de TNF-a em sobrenadante de células isoladas de biopsias de pele revelaram que
pacientes classificados na forma tuberculdide expressam mais essa citocina [84].
Outro estudo funcional recente demonstrou que camundongos knouckout TNF™
possuem menor capacidade de controlar a infeccdo por M. leprae, ja que foi
observado significativo aumento no numero de bacilos durante nove meses de
acompanhamento a partir da inoculagdo do microrganismo em suas patas [112].
Tais divergéncias em relagdo do papel do alelo -308A foram recentemente
esclarecidas no estudo de Cardoso e cols. revelando o efeito protetor apés um
robusto estudo de associagdo seguido de meta-analise e ensaios funcionais com
células de pacientes carreadores deste alelo [113].

Outra citocina envolvida na patogénese da hanseniase, a linfotoxina alfa (LT-
o) € um membro da superfamilia do TNF. A fungédo da LT-a, codificada pelo gene
LTA, € menos conhecida em comparagao com o TNF-a. Sabe-se que € uma citocina
participante na ativagcédo de inflamagé&o crénica, através da regulacdo da expressao
de moléculas de adesao, bem como de outras citocinas e quimicionas importantes
no recrutamento de linfécitos [114] e na resposta contra patdgenos intracelulares
[115]. O SNP LTA+80 foi relacionado com maior risco a hanseniase per se,
principalmente em popula¢des de casos jovens [116]. O papel biologico deste SNP
ja havia sido testado in vitro em linhagens de células B, transfectadas para expressar
os alelos LTA +80A ou LTA +80C, revelando que o primeiro é capaz de suprimir a

" infectados

expressdo de LT-a. Outro estudo com camundongos knouckout LT-o
com M. leprae mostrou uma diminui¢do na ativacéo de células T, consequentemente
uma menor resposta inflamatoria na fase cronica da infecgao [112].

Recentemente, uma anadlise realizada em uma amostra da mesma
populacdo vietnamita estudada no estudo de ligagdo [100] mostrou associagao
significativa entre marcadores do gene MRCT1, localizado na regido 10p13, e
hanseniase per se [117]. Esse resultado argumenta a favor do MRC1 como um gene
de suscetibilidade a hanseniase per se; porém, ndo explica o pico de ligagéo
observado nos estudos de ligacdo anteriores, exclusivo para familias contendo

individuos portadores da forma paucibacilar da doengca. No mesmo trabalho, os
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pesquisadores buscaram entender o papel biolégico do gene MRC1 na hanseniase,
codificador do receptor de manose (em inglés, Mannose receptor, RM). Alter et al.
analisaram polimorfismos do éxon 7 do gene MRC1 em amostras de familias de
individuos afetados por hanseniase do Vietham e em amostras caso-controle do
Brasil. Os achados revelaram o haplétipo G396-A399-F407 associado a hanseniase
per se e a doenga multibacilar. Ja o haplotipo S396-A399-F407 apareceu com maior
frequéncia no grupo controle. Os mesmos pesquisadores partiram em seguida para
uma abordagem funcional, realizando ensaios de associagdo com células
recombinantes construidas para super-expressar 0s hapldétipos citados
anteriormente. Apos ensaios celulares com ligantes classicos de MR (ovoalbumina e
zimosan) e ainda com M. leprae e B. bovis BCG, nado verificou-se diferengas
significativas entre as variantes em relagcdo a capacidade celular de ligagdo e
internalizagdo. Esses achados funcionais sugerem que o efeito desses haplotipos
possa ser indireto, e que o processo de internalizacdo do M. leprae ou de outros
patogenos dependa de outras moléculas, além dos MRs [117].

1.6 O GENE PARK?2

1.6.1 O gene PARK2 e a hanseniase

Foco do nosso trabalho, o gene PARKZ2 foi revelado a partir do scan
gendmico de ligagéo realizado por Mira e cols. em uma populagao vietnamita, que
identificou um Jocus envolvido na suscetibilidade a hanseniase no cromossomo
6925-926. Para a analise de ligag&o, os pesquisadores partiram de um painel de 86
familias incluindo 205 irmaos afetados com a doencga independente da forma clinica,
e obtiveram um LOD score de 4,31 (P= 5 x 10°) para ligagdo entre o fenétipo e o
locus 6925 [101]. Posteriormente, 0 mesmo grupo partir para a constru¢do de um
mapa denso de desequilibrio de ligagdo (em inglés, Linkage Disequilibrium, LD) do
segmento gendmico sob o pico de ligagdo no cromossomo 6g25-q26, que resultou
na identificagdo de um bloco de 80 Kb contendo variantes envolvidas no controle da

suscetibilidade a hanseniase per se na mesma populagdo vietnamita: em uma
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primeira etapa, mapeamento de alta resolugéo do intervalo de 6,4 megabases (Mb)
do locus de ligacéo foi realizado em 197 familias compostas pelos dois pais e um
filho afetado, e resultou em seis SNPs associados com hanseniase, sendo que
quatro estavam localizados na regido promotora bidirecional compartilhada por dois
genes, PARK2 e PACRG. Através da construgdo de um denso mapa de LD da
regido candidata revelou 17 marcadores associados com a doenga; porém, analise
de regressao logistica multivariada subsequente mostrou que apenas dois SNPs
(Tag SNPs rs9356058 e rs1040079) eram suficientes para capturar toda a
informacédo da associagcao observada. O alelo comum “T” do SNP rs9356058 e o
alelo raro “C” do rs1040079 estavam associados independentemente ao aumento da
suscetibilidade a hanseniase. O achado foi replicado em um estudo caso-controle
em uma amostra populacional brasileira recrutada no Rio de Janeiro [118]. Um ano
mais tarde, os resultados anteriores foram replicados, agora em uma populagado do
norte da india, para a qual o gendtipo “TT” do marcador rs9356058 estava associado
a aumento no risco a doenca per se [119]. Recentemente, uma anadlise de
associagado conduzida em uma populagao européia (Croacia) revelou que o alelo “C”
para rs9356058 e o alelo “A” para rs1040079 conferem protecdo a hanseniase
[120].

Em 2006, um achado trouxe a tona a hipdtese de que as associagdes entre
hanseniase e variantes dos genes PARKZ2/PACRG nao seriam especificas para
infeccédo por M. leprae, e sim relacionadas as respostas do hospedeiro contra outros
agentes infecciosos intracelulares. A evidéncia surgiu quando foi demonstrada
associacdo entre aqueles polimorfismos de PARK2/PACRG, encontrados
primeiramente nos estudos com hanseniase, e febre tiféide e paratiféide, infecgdes
causadas respectivamente pelos patogenos intracelulares Salmonella typhi e
Salmonella paratyphi. Este trabalho encontrou associagéo entre o alelo “T” do SNP

rs9356058 e as febres entéricas em uma populagédo da Indonésia [121].

1.6.2 Gene PARK2 e a Doenga de Parkinson de Inicio Precoce

Interessantemente, mutacbes no gene PARK2 tém sido consistentemente

associadas a uma forma autossdmica recessiva de Doenga de Parkinson de Inicio
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Precoce (DPIP) [122]. Clinicamente, a DPIP é caracterizada pelo inicio dos sintomas
antes dos 40-45 anos de idade, incluindo rigidez, tremores em repouso, instabilidade
postural, bradicinesia e responsividade a levodopa. Em relagdo a fisiopatologia, a
DPIP é uma doenga neurodegenerativa, sendo que o0s principais achados sao
degeneragdo de neurdnios dopaminérgicos da substantia nigra e auséncia de
corpusculos de Lewy [123].

Os primeiros achados genéticos relacionando o cromossomo 6 com DPIP
foram publicados no inicio dos anos 90: um estudo envolvendo 13 familias
multigeracionais japonesas resultou em evidéncia estatisticamente significativa de
ligac&o entre a doenca e a regiao cromossémica 6925-g27 (LOD score=7,71) [123].
Reforgando este achado estdo os resultados de uma analise de ligagdo conduzida
em 174 familias com multiplos membros afetados por Doenga de Parkinson (DP),
que identificou forte evidéncia para ligacdo (LOD score= 5.47) entre 0 cromossomo
6025-q27 e a doenga na sua forma de aparecimento precoce [124].

Dados acumulados indicam que mutagdes no gene PARKZ2 respondem pela
maioria dos casos de DPIP. A descoberta do gene PARKZ2 como causador da DPIP
e a denominacgao de sua proteina como parquina foi feita por Kitada e cols. em 1998,
quando os pesquisadores, por clonagem posicional, descobriram delegdes de éxons
inteiros em pacientes afetados pela doenga [125]. Diversos estudos posteriores
revelaram um grande numero de mutag¢des de PARKZ2 detectadas em pacientes com
DP, incluindo desde mutagcdées de ponto até rearranjos (delegbes e duplicagdes),
envolvendo todos os 12 éxons do gene. A frequéncia destas mutagbes ja foi
estimada em 50% de familias com DPIP e 15-18% de pacientes com DPIP isolada
[126-131]. Em 2004, uma extensa revisao de literatura foi realizada a partir de mais
de 40 trabalhos relatando diferentes mutagcdes encontradas em casos esporadicos
ou familiares de DPIP, revelando que a maioria das alteragdes genéticas ocorrem

entre os éxons 2 e 8, com maior prevaléncia nos éxons 3 e 4 [132].

1.6.3 O gene PARK2 e as fungodes da parquina

O gene PARKZ2 estende-se por mais de 500kb e contém 12 éxons,

codificadores de uma enzima altamente conservada denominada parquina, uma
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ubiquitina ligase (E3) de 465 aminoacidos e 52-kDa [125]. Sua estrutura molecular
contém um dominio UBL (Ubiquitin-Like Domain) NHy-terminal e duas regides
similares RING (Really Interesting New Gene) COOH-terminais separadas por um
dominio IBR (/In-Between RING) rica em cisteina [133, 134]. Esta estrutura proteica
RING-IBR-RING é encontrada em uma grande variedade de espécies eucarioticas e
pode ser designada como dominio RBR [135]. A parquina €& expressa em varios
tecidos e tipos celulares, incluindo os neurbnios dopaminérgicos presentes na
substantia nigra do mesencéfalo, células de Schwann do SNP e macrofagos [118,
125] (figura 8).

mRNA

1 102109 273 514 636 720 836 9731035 1185 1269 1387 1500

RBR

1 76 238 293 34 7 418 449 465

Figura 8: O transcrito do gene PARK?2 e a proteina parquina. Adaptado de Poulogiannis e cols.,
2010. Fonte: [136].

Funcionalmente, a parquina tem sido extensivamente estudada na DP.
Apenas alguns trabalhos recentes vém revelando o papel desta enzima na Doenga
de Huntington e no Mal de Alzheimer [137]. Por ser uma E3, a parquina
classicamente € responsavel pela ubiquitinacdo de proteinas-alvo, dirigindo-as para
degradagdo no proteassomo [133, 134]. O sistema ubiquitina-proteassomo (em
inglés, Ubiquitin-proteasome system, UPS) €& dependente de ubiquitina, uma
proteina altamente conservada de 76 aminoacidos. Um mecanismo bastante
conhecido de protedlise via UPS inicia com ativagdo da ubiquitina pela enzima E1.
Em seguida, a ubiquitina ativada é transferida para uma E2 (em inglés, ubiquitin-
conjugating enzyme), capaz de catalizar a transferéncia da ubitiquina para uma E3.

Por sua vez, as E3 poli-ubiquitinam seus substratos, ou seja, suas proteinas-alvo,
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marcando-os e os direcionando para o grande complexo enzimatico proteassomo

26S, onde ocorre a proteolise [138]. (Figura 9).

Figura 9: Protedlise pelo sistema ubiquitina-proteassomo. Fonte.: [139].

A atividade ubiquitina ligase da parquina e de outras E3s € dependente da
integridade de todos os seus dominios funcionais. O dominio RBR é comum a varias
E3s e essencial para interacdo com enzimas E2s e consequente catalizacdo da
ligacdo covalente entre ubiquitina e seus substratos. Para a maioria das proteinas
caracterizadas com o dominio RBR, o RING N-terminal (N-RING) e C-terminal (C-
RING) s&o necessarios para o recrutamento de E2s especificas e de substratos
especificos [140, 141]. Porém, ha exceg¢ao a tal regra ja que, para E3s como a
parquina, foram descritos substratos que interagem com regides ndo-RBR, e sim no
dominio UBL. Este dominio N-terminal, além de participar da interacdo de varias
proteinas, interage com subunidades do proteassomo, promovendo uma ligagao
direta entre a maquinaria de ubiquinagdo e a regulacdo da maquinaria de
degradacgéao de proteinas na célula [141-143].

A ubiquitinacdo de proteinas, além de sinalizar para a degradagao, regula
diversos processos celulares, como reparo de DNA recém replicado, endocitose,
trafego de proteinas, degradagao lisossomal, apoptose, apresentacdo de antigeno e
ativacao transcricional [144]. Nesse contexto, a parquina vem demonstrado ser uma
proteina multifuncional, por ter diversos substratos, além de sofrer auto-ubiquinagao.
Varios de seus substratos, listados na figura 10, possuem fungdes celulares
diversas [137, 145, 146]. Um exemplo € a proteina p38, envolvida com aumento de
morte celular em linhagem de células dopaminérgicas [147]. Sem a atividade da
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parquina, p38 e outros substratos como PAEL-R e synphlin-1, acumulam-se nas
células conferindo um efeito citotdxico. Esses achados indicaram um efeito

citoprotetor da parquina [147, 148].

PARKIN
’ i RBR domain
/ .
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Figura 10: UPS e substratos da parquina ja identificados. Adaptado de Marin e cols. Fonte: [146]
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O papel protetor da parquina vem ganhando forga com estudos recentes que
utilizam diferentes modelos celulares e animais, destacando sua atividade
regulatéria sobre a integridade mitocondrial frente ao estresse oxidativo e
fosforilagdo oxidativa. Organismos e células mutantes, knockdown e knockout para
PARK2 vém demonstrando aumento do estresse oxidativo e consequentemente
danos celulares, como mitofagia e apoptose [149-152]. Como exemplo, um trabalho
pioneiro com camundongo park2 / mostrou que estes animais possuem uma
diminuicdo da capacidade respiratéria mitocondrial, através da diminuicdo da
atividade na cadeia de transporte de elétrons, quando comparados com
camundongos selvagens. Acampanhado desses dados, os camundongos knockout
mostraram menor atividade antioxidante com aumento de proteinas e lipidios
oxidadas por EROs [149].
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1.6.4 A proteina parquina e a hanseniase

Apesar dos achados descritos acima, ndo se sabe quais as consequéncias
biologicas diretas da presenca de variagdes genéticas no gene PARKZ2 sobre o
funcionamento das células em geral, e das células-alvo do M. leprae em particular.
Indiretamente, a inibicdo do proteassomo de macrofagos infectados com M. leprae
reduz o indice de apoptose celular, além de alterar o perfil de produgao de certas
citocinas [153].

A partir do conhecimento adquirido através de estudos celulares in vitro,
modelos animais e analises moleculares e genéticas, o grupo do Dr. Milton Moraes
[88] propds, em uma revisao recente, um modelo onde estdo representados varios
elementos e as possiveis vias envolvidas na resposta do hospedeiro contra o M.
leprae. Dentre estes elementos, destaca-se a parquina como uma proteina central
de regulagéo da resposta do hospedeiro contra a infeccdo em seus estagios iniciais
(figura 11). A proposta, embora excitante, carece até o momento de evidéncias

experimentais.
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Figura 11: As vias mais importantes que envolvem genes consistentemente associados a hanseniase
a partir de dados gerados de estudos genéticos. Fonte: [88]
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE
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Com o desenvolvimento acelerado de tecnologias que tem tornado possivel
estudos em larga escala, geradores de hipdteses, tais como scan genémicos de
ligacdo, estudos pan-gendmicos de expressao génica baseados em microarranjos e,
mais recentemente, scan genOmicos de associagdo envolvendo centenas de
milhares de marcadores, espera-se que um grande numero de genes e variagdes
genéticas associadas a doengas seja identificado. Assim, o grande desafio da
ciéncia passa a ser a elucidagdo das causas biologicas por tras dos efeitos
genéticos observados. No caso especifico deste estudo, a associagdo entre
variagbes genéticas dos genes PARK2/PACRG e hanseniase em quatro populagdes
etnicamente distintas é um forte indicio do envolvimento destes genes no controle da
suscetibilidade do ser humano a hanseniase. No entanto, os dados produzidos no
estudo genético ndo fornecem informagdes quanto ao mecanismo bioldgico
responsavel pelo efeito genético encontrado, em particular, sobe o controle da
suscetibilidade de células-alvo do M. leprae a infeccéo pelo bacilo.

A proposta deste projeto é de avancar na elucidagdo do papel do gene
PARKZ2 no controle da patogénese da hanseniase, sugerido em estudos genéticos.
Nossa hipdtese é de que variagdes no gene PARK2 alteram a fungdo normal dos
macréfagos, modificando sua resposta frente ao desafio com antigenos do M.
leprae. Para testar esta hipétese, células mononucleares de sangue periférico (em
inglés, Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs) e macrofagos derivados de
mondocitos (em inglés, Monocyte-Derived Macrophages, MDMs) isolados de
pacientes portadores de mutagbes no gene PARK2 e DPIP serdo utilizadas como
modelo celular in vitro para investigar a resposta celular ao desafio com M. leprae.
Estas células foram submetidas ao desafio por M. leprae, e tiveram sua resposta
avaliada por uma série de experimentos funcionais. O padrdo de resposta
encontrado foi entdo comparado aquele observado para uma populacdo de células
controle, obtidos de individuos doadores sem sinal de doenga neurodegenerativa

cronica.
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3. OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi utilizar PBMCs e MDMs isolados de
pacientes portadores de mutagdo no gene PARK2 e DPIP como modelo celular in
vitro para investigar a resposta celular ao desafio com M. leprae. Os dados foram
comparados com os obtidos a partir de células de individuos saudaveis clinicamente

caracterizados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar e comparar a produgao de Oxido nitrico intracelular por MDMs
mutantes para PARKZ2 e controles apds 24 horas de desafio com M. leprae
irradiado;

b. Avaliar e comparar indices de MDMs necréticos e apoptoéticos de ambos os
grupos apoés 48 horas de desafio com M. leprae irradiado;

c. Avaliar e comparar a expressao de moléculas envolvidas na apresentacéo de
antigenos por MDMs de ambos os grupos apos 24 horas de desafio com M.
leprae irradiado;

d. Quantificar e comparar os niveis de producado de IL-6 por MDMs a partir de

sobrenadantes de ambos os grupos apds 24 horas de desafio com M. leprae
irradiado;
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4. MATERIAIS E METODOS

35



4.1 DADOS CLINICOS E PERFIL GENETICO DOS PACIENTES E CONTROLES

Trés pacientes com diagndstico clinico de DPIP, 2 do sexo masculino e 1 do
sexo feminino, previamente genotipados para PARK2 em estudos anteriores foram
selecionados para recrutamento (tabela 2) através de colaboradores dos servigos de
Neurologia do Hospital de Clinicas de Curitiba e da Associacdo Paranaense dos
Portadores de Parkinsonismo (APPP). Os dados ainda n&o foram publicados pelos
pesquisadores colaboradores.

Tabela 2: Caracterizagdo dos pacientes com DPIP incluidos no estudo e variagdes genéticas
encontradas para o gene PARK2.

Idade Variagoes Variagoes

Pacientes Sexo Idade

de inicio exdnicas intronicas
P1 M 17 34 - ex2 (+25) TC;
ex4 (-20) CC;
ex8 (-35) AA
P2 M 40 77 * ex2, homo 255delA, ex4 (-20) CC;
(Asn52Stop81), ex8 (-35) GA
ex10, hete 1239 G>C,
(Val380Leu)
P3 F 40 53 **ex2, hete 255delA, -
(Asn52Stop81)

* P2 é homozigoto para uma variagédo frameshift devido a delegdo de uma adenina no éxon 2, no
nucleotideo 255, gerando uma proteina truncada a partir da asparagina como aminoacido da posi¢cao
52 e um aminoacido de parada (UGA) na posigéo 81 da proteina. Ainda, é heterozigoto para troca de
nucleotideo (guanina por citosina) na posi¢do 1239 do transcrito gerando uma troca de aminoacido
(valina por leucina) na posi¢édo 380 da proteina (Polimorfismo Missense).

** P3 é heterozigoto para a mesma variagdo encontrada no éxon 2 de P2.

Paralelamente, foi realizado o recrutamento de 4 individuos (codificados de
C1 a C4) com idade minima de 60 anos (dois do sexo masculino e dois do sexo
feminino) e sem sinal e histérico familiar de doenga neurodegenerativa cronica,
conforme caracterizagédo pelos mesmos meédicos neurologistas, para compor o grupo
controle.

Todos os voluntarios foram recrutados e receberam explicagdes a respeito da
pesquisa e de sua participagcdo na mesma. Aqueles que aceitaram participar
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e fizeram a doacido de
sangue conforme aprovacgéo no Comité de Etica e Pesquisa da PUCPR através do
parecer CEP-PUCPR # 53/7 de 07/03/2007 (anexo 1).
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4.2 OBTENGAO, ISOLAMENTO E CULTIVO DE PBMCs E MDMs

Cada paciente e controle foi submetido a coleta de aproximadamente 400 ml
de sangue venoso periférico em bolsa de sangue simples com anticoagulante acido
citrato dextrose (ACD). Estas coletas foram realizadas no Instituto de Hematologia e
Hemoterapia de Curitiba, localizado no Hospital Universitario Santa Casa de
Misericordia de Curitiba. Todos os ensaios descritos a seguir foram realizados
simultaneamente, a partir de coleta de sangue unica.

No isolamento de PBMCs, foi empregado o principio de separagao por
gradiente de densidade [154] com Histopaque 1077 Hybri-Max (Sigma-Aldrich, Inc.,
St.Louis, MO, USA). Para tanto, imediatamente apds coleta, o sangue diluido foi
cuidadosamente vertido sobre o Histopaque na proporgao 3:1 para evitar a mistura
das fases. Apods centrifugagcdo a 400 x g por 30 minutos a temperatura ambiente,
sem uso de freio e com aceleragdo minima, o anel de PBMCs formado foi isolado e
lavado 2 vezes em PBS (Phosphate Buffered Saline) por centrifugagéo a 200 x g por
10 minutos e, por fim, ressuspendidas em meio RPMI 1640 (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). As células assim obtidas foram contadas em sua totalidade e sua
viabilidade avaliada em camara de Neubauer, apos coloragcdo com Azul de Tripan.
Para se obter e utilizar um numero homogéneo de mondcitos entre as diferentes
amostras, foi utilizado o contador automatico de células sanguineas ABX MICROS
60 (Horiba, Kyoto, Japao) do Laboratorio de Parasitologia da PUCPR a partir de 10ul

da suspensao de PBMC isolada. O calculo utilizado foi:

a. Contagem total em camara de Neubauer com Azul de Tripan:

Total de PBMCs = (Numero células viaveis - Numero células inviaveis) x 10 (volume da camara) x

(fator de diluigdo) x volume da suspensao
b. A partir da contagem diferencial obtida no contador automatico:

Total de monécitos = (% mondcitos x Total de PBMCs) / 100%

Para a obtencdo dos MDMs, PBMCs contendo aproximadamente 1,2 x 10°
mondcitos foram cultivados em 300 uL de meio RPMI 1640 suplementado com 10%
de soro fetal bovino- SFB (GIBCO Invitrogen Corporation, Grand. Island, NY, USA),
100 U/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina (GIBCO Invitrogen
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Corporation, Grand. Island, NY, USA) e 10 mM de tampao HEPES em placas de 24
pocos (TPP Techno Plastic Products AG, Switzerland) previamente preparadas com
laminulas de vidro. As condi¢des de cultivo foram: overnight, em atmosfera umida de
5% de CO,, a 37°C [155], a fim de permitir a aderéncia dos mondcitos as laminulas.
O sistema foi lavado com PBS a 37°C para remocgao das células ndo aderidas. Para
a diferenciacdo morfolégica dos mondcitos em macrofagos, as células
permaneceram em cultivo por 5 dias durante os quais realizou-se uma troca de

meio. A diferenciagao foi acompanhada por microscopia de campo claro (figura 12).
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Figura 12: Diferenciacdo dos mondcitos em macréfagos ao longo de 5 dias de cultivo. Imagens
obtidas em microscopio de campo claro em objetiva de 20x.

4.3 ENSAIOS FUNCIONAIS

4.3.1 Tratamentos dos MDMs com M. leprae, interferon-y e lipopolissacarideos

No quinto dia de cultivo, os MDMs foram lavados com PBS a 37°C uma vez e
meio fresco suplementado foi adicionado. A seguir, as amostras definidas como IFNy
+ LPS foram tratadas com 100 U/mL de interferon-y (IFNy - Interferon-gama
humano, recombinante, Sigma-Aldrich, Inc., St.Louis, MO, USA) e 1mg/mL de
lipopolissacarideos (LPS- Lipopolysaccharides from Escherichia coli 055:B5,
Sigma-Aldrich, Inc., St.Louis, MO, USA), ambos ativadores classicos de macréfagos.
As amostras definidas como ML foram tratadas com M. leprae, adicionado as
culturas na proporgao de 50 bactérias para cada célula (50:1). Para tal, aliquota
recéem descongelada de suspensdo de M. leprae irradiado (Colorado State

University, Fort Collins, CO, USA) foi previamente homogeneizada com seringa e
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agulha de insulina 10 vezes, para desfazer possiveis grumos. Para garantir que as
bactérias entrassem em contato com as células, as placas foram centrifugadas a 450
X g por 5 minutos. Este estimulo foi mantido a 37°C, 5 % CO,, até o momento do
preparo das células para citomentria de fluxo ou para outro ensaio funcional.
Finalmente, as amostras definidas como C n&o receberam qualquer tratamento e
foram utilizadas como controles nas diferentes comparacdes realizadas.

As aliquotas de M. leprae irradiados e purificados de tatus foram doadas
gentilmente pelos Drs. Patrick Brennan e John Spencer, do Laboratorio de
Microbiologia da Escola de Medicina Veterinaria e Ciéncias Biomédicas da
Universidade do Estado do Colorado, conforme Biological Material Transfer
Agreement (cOpia em anexo 2).

4.3.2 Preparo das células para citometria de fluxo

A avaliagao da expressdao de moléculas de superficie celular e os testes de
viabilidade e fagocitose foram conduzidos por citrometria de fluxo em plataforma
FACScalibur (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA).
Para isso, apds o tratamento adequado, as células cultivadas em placas de 24
pocos foram lavadas duas vezes com PBS a 37°C e soltas com auxilio de tripsina-
EDTA 0,25% (GIBCO Invitrogen Corporation, Grand. Island, NY, USA) e scraper
(“rodinho”). As suspensdes de células assim obtidas foram transferidas para tubos
de citometria e imediatamente centrifugadas a 450 x g, por 10 minutos, a 4°C. Os
sobrenadantes foram descartados, os botdes de células formados ressuspendidos
em 500 yL de PBS e os tubos centrifugados novamente nas mesmas condigdes.
Mais uma vez os sobrenadantes foram descartados e os botdes ressuspendidos.
Nesta fase, foram adicionados os marcadores celulares especificos para cada
ensaio, e o sistema foi incubado conforme recomendagéo do fabricante. Em seguida
foram acrescentados 500 uL de PBS e os tubos foram centrifugados a 450 x g, por 5
minutos, a 4°C. Em todos os tubos, as células foram fixadas com PBS contendo 1%
de paraformaldeido e foram consideradas adequadas para leitura em citdmetro de
fluxo (minimo de células = 10000). Tubos de controle autélogo (sem qualquer
marcagao) e de controles isotipicos foram preparados para cada rodada de ensaios
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constituindo os controles negativos e controles de marcagdo inespecifica,
respectivamente. A fenotipagem para populagdo de macrofagos foi realizada pelo
marcador CD14-APC (APC Mouse anti-human CD14, BD Pharmigen, San Diego,
CA, USA).

4.3.3 Analise de producgao do éxido nitrico

Apls 24h de tratamento com M. leprae ou IFNy + LPS, foi conduzida a
avaliacdo da produgdo de oxido nitrico (NO) pelas células utilizando-se DAF-FM (4-
amino-5-methylamino-2', 7'-difluorofluorescein diacetate, Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA). O DAF-FM diacetato é permeavel a membrana celular e é capaz de
reagir com o NO citoplasmatico, transformam-se em um produto altamente
fluorescente denominado triazolofluoresceina [156].

O tratamento das células foram realizados conforme instru¢des do fabricante.
Apos a adicao de 5 uM/pocgo de DAF-FM , as placas foram mantidas por 40 minutos,
a 37°C. A segquir, as células foram lavadas com PBS a 37°C e o meio, substituido.
Apds nova incubagdo por 30 minutos a 37°C, para permitir completa de-esterificagéo
dos diacetatos intracelulares, as amostras foram preparadas para citometria de fluxo
conforme descrito no item 4.3.2, e as células foram adquiridas em intervalo de tempo

nao superior a duas horas.

4.3.4 Avaliagao da viabilidade celular

A avaliagdo da viabilidade celular foi conduzida pela avaliagdo do indice de
necrose (marcador 7-amino-actinomicina D - 7-AAD) e apoptose (marcador anexina
V) apos 48h de desafio com M. leprae [157]. As células foram preparadas conforme
descrito no item 4.3.2 e a marcagéo realizada pelo kit PE Annexin V Apoptosis
Detection | (BD Pharmigen, San Diego, CA, USA). Quando prontas, as amostras

foram adquiridas por citometria de fluxo antes de completar 1 hora do preparo.
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4.3.5 Avaliagao de apresentagao de antigenos

Para a avaliacdo da capacidade de apresentagdo de antigenos pelos MDMs,
no quinto dia de cultivo, procedeu-se o preparo das células para citometria de fluxo
conforme item 4.3.2. Nas suspensdes de MDMs obtidas, foram adicionados 10 pL
de cada uma dos seguintes anticorpos conjugados com fluoréforos: FITC-CD80, PE-
CD86, APC-CD54, FITC-HLA-ABC e PE-HLA-DR (BD Pharmigen, San Diego, CA,
USA). Em outro tubo de citometria, foram adicionados 5 pyL de cada um dos
respectivos controles isotipicos, e a aquisi¢cao das células foi realizada pelo citbmetro

de fluxo.

4.4 ANALISES DOS DADOS OBTIDOS NA CITOMETRIA DE FLUXO

A aquisicdo das células foi realizada no citbmetro de fluxo FACSCalibur
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) através do software CellQuest. Pelo menos
40000 aquisigdes foram realizadas a partir de cada tubo. As analises dos dados
obtidos nas citometrias foram realizadas através do software FLOW-JO, que permite
a estimativa da proporgao, em porcentagem, de MDMs positivos (CD14+) para cada

marcador testado. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.

4.5 QUANTIFICAGAO DE INTERLEUCINA-6 (IL-6)

Apols as células terem sido tratadas por 24 horas conforme o item 4.3.1 e
imediatamente antes do preparo das células para os demais ensaios funcionais, os
sobrenadantes foram recolhidos e transferidos para tubos cénicos e levados a
centrifuga a 13400 r.p.m por 10 minutos. Os sobrenadantes livres de debris celulares
foram aliquotados em novos tubos e congelados a -20°C até o momento da

quantificacao de IL-6.
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A determinacdo de IL-6 foi executada na Faculdade Federal de Goias no
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica coordena pela Dra. Mariane Stefani.
O procedimento foi realizado em duplicata amostral pelo método de ELISA utilizando
o Kit ELISA Human IL-6 ELISA Ready-SET-Go® (eBioscience, San Diego, CA, USA).
O procedimento foi realizado conforme instrugdes do fabricante e o resultado foi

dado em pg/mL de sobrenadante conforme calculo baseado em uma curva padréo.
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5. RESULTADOS
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A estratégia de obtencdo de células foi bem sucedida em produzir amostra
suficiente de todos os pacientes (P) e controles (C) para todos os ensaios, com
excecgao do individuo controle C4; para este, o rendimento de PBMCs isoladas n&o foi
suficiente para realizagdo dos seguintes ensaios: produgcdo de NO, capacidade de
fagocitose, expressdo de MHC-I, expressao de MHC-II e dosagem de IL-6.

5.1 AVALIACAO DA PRODUGAO DE OXIDO NiTRICO (NO) INTRACELULAR

ApoOs 24 horas de tratamento com IFN-y e LPS, ocorreu um aumento, ja
esperado, da produgao deste metabdlito para todos os controles e pacientes quando
comparado com as células sem tratamento. Quando estas células foram desafiadas
com M. leprae, notou-se um aumento na producdo de NO entre os controles, ndo

observado entre os pacientes. (tabela 3 e figura 13).

Tabela 3: Producao NO intracelular por MDMs apés 24 horas de
tratamento com M. leprae ou com IFN-y + LPS.
% MDMs NO+ (Médias de trés determinag¢des )

ST ML (A)* IFNy + LPS (A)*

Controles:

c1 10,12 14,57 (4,45) 15,50 (5,38)

Cc2 2,39 6,38 (3,99) 9,97 (7,58)

C3 3,60 6,04 (2,44) 31,40 (27,8)
Pacientes:

P1 1,60 1,66 (0,06) 4,72 (3,12)

P2 1,26 1,68 (0,42) 17,37 (16,11)

P3 8,36 7,56 (-0,80) 15,27 (6,91)

ST = Sem tratamento; ML = M. leprae irradiado (50 bacilos: 1 célula);
* A = Diferengas em relagdo aos ensaios ST.
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Figura 13: Producao de 6xido nitrico (NO) em MDMs apés 24 horas de tratamento com M. leprae ou
com IFN-y + LPS. ST: Sem Tratamento; ML: M. leprae.

5.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

5.2.1 Necrose celular

Resultados da avaliagdo do indice de necrose celular pelo marcador 7-ADD
mostram que as células mantém viabilidade superior a 90% para todos os controles e
para P1 e P3 apds tratamento por 48 horas com M. leprae e cultivo por 7 dias.
Interessante notar que P2 apresentou naturalmente uma tendéncia a ocorréncia de

necrose celular, independente do tratamento com M. leprae (tabela 4 e figura 14).
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Tabela 4: Avaliacdo de necrose apds 48 horas com

M. leprae (Sétimo dia de cultivo).

% MDMs 7AAD+
(Médias de trés determinagodes)

ST ML (A)*
Controles:
C1 2,88 3,35 (0,47)
C2 2,80 3,00 (0,2)
Cc3 1,22 3,39 (2,17)
Cc4 4,64 7,11 (2,47)
Pacientes:
P1 1,30 1,59 (0,29)
P2 11,98 13,30 (1,32)
P3 4,43 3,36 (-1,07)

ST = Sem tratamento; ML = M. leprae irradiado (50

bacilos: 1 célula).

* A = Diferengas em relagdo aos ensaios ST.
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Figura 14: Necrose celular em MDMs apés 48 horas de tratamento com M. leprae. ST: Sem Tratamento;
ML: M. leprae.
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5.2.2 Apoptose celular

Resultados da avaliagdo do indice de apoptose celular pelo marcador anexina V
mostram que as células de todos os controles e pacientes mantém viabilidade superior
a 94% apos tratamento por 48 horas com M. leprae e cultivo por 7 dias (tabela 5 e
figura 15). Nao ha diferenca aparente de viabilidade celular entre os grupos P e C.

Tabela 5 : Avaliacdo de apoptose apés 48 horas
de tratamento com M. leprae (Sétimo dia de

cultivo).
% MDMs Anexina+
(Média de trés determinagdes)
ST ML (A)*
Controles:
C1 4,11 4,06 (-0,05)
C2 2,40 2,62 (0,22)
C3 0,68 2,78 (2,10)
Cc4 4,54 5,82 (1,28)
Pacientes:
P1 1,25 1,99 (0,74)
P2 3,22 3,50 (0,28)
P3 2,12 1,62 (-0,5)

ST = Sem tratamento; ML = M. leprae irradiado
(50 bacilos: 1 célula).
* A = Diferengas em relagdo aos ensaios ST.
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Figura 15: Apoptose celular em MDMs apés 48 horas de tratamento com M. leprae. ST: Sem
Tratamento; ML: M. leprae.
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5.3 EXPRESSAO DE MOLECULAS ENVOLVIDAS NA APRESENTACAO DE
ANTIGENOS

5.3.1 Expressao de moléculas coestimuladoras

5.3.1.1 Expressao de CD80

Para o marcador CD80, observou-se aumento consideravel de sua expressao
apo6s desafio com M. leprae para os controles e P1, porém para os demais pacientes
esse efeito ndo ocorreu, cabendo notar que seus MDMs (principalmente para P3)
apresentam uma expressao basal elevada de CD80 em relagdo aos demais individuos.
Ainda, conforme esperado, quando as células foram ativadas com IFNy e LPS,
aumentava expressivamente a quantidade de CD80, em ambos os grupos (tabela 6 e
figura 16).

Tabela 6 : Expressao do coestimulador CD80 por MDMs apoés 24
horas de tratamento com M. leprae ou com IFN-y + LPS (Sexto dia de

cultivo).
% MDMs CD80+ (Médias de trés determinagdes)
ST ML (A)* IFNy + LPS (A)*
Controles:
C1 0,80 3,55 (2,75) 66,30 (65,50)
C2 1,12 15,13 (14,01) 88,07 (86,95)
C3 1,54 6,16 (4,62) 72,53 (70,99)
C4 0,41 2,67 (2,63) 81,97 (81,56)
Pacientes:
P1 1,72 12,03 (10,31) 83,17 (81,45)
P2 4,05 6,36 (2,31) 86,33 (82,28)
P3 34,73 31,53 (-3,20) 86,70 (51,97)

ST = Sem tratamento; ML = M. leprae irradiado (50 bacilos: 1 célula).
* A = Diferengas em relagdo aos ensaios ST.
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Figura 16: Expressédo de CD80 apds 24 horas de tratamento com M. leprae ou ou com IFN-y + LPS.
ST: Sem Tratamento; ML: M. leprae.

5.3.1.2 Expressao de CD86

No ensaio de expressao do coestimulador CD86, notou-se um padrao
semelhante de expressédo entre controles e pacientes apds os tratamentos (tabela 7 e

figura 17).

Tabela 7 : Expressao do coestimulador CD86 por MDMs apds 24
horas de tratamento com M. leprae ou com IFN-y + LPS (Sexto dia de

cultivo).
% MDMs CD86+ (Médias de trés determinagodes)
ST ML (A)* IFNy + LPS (A)*
Controles:
Cc1 21,67 26,40 (4,73) 42,23 (20,56)
Cc2 4,49 6,10 (1,61) 34,83 (30,34)
C3 7,82 6,52 (-1,30) 22,63 (14,81)
C4 21,67 31,80 (10,13) 64,73 (43,06)
Pacientes:
P1 2477 29,13 (4,36) 52,3 (27,53)
P2 21,60 29,23 (7,63) 54,17 (32,57)
P3 24,67 31,1 (6,43) 61,03 (36,36)

ST = Sem tratamento; ML = M. leprae irradiado (50 bacilos: 1 célula).
* A = Diferengas em relagdo aos ensaios ST.
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Figura 17: Expressédo de CD86 apds 24 horas de tratamento com M. leprae ou com IFN-y + LPS.
ST: Sem Tratamento; ML: M. leprae.

5.3.2 Expressao de moléculas MHC-l (HLA-ABC) e MCH-II (HLA-DR)

5.3.2.1. Expresséo de HLA-ABC

Em relagdo a expressdo de moléculas MHC-I, foi observada a expressao de

HLA-ABC por praticamente todas as células dos controles e dos pacientes frente aos

diferentes tratamentos aplicados por 24 horas (tabela 8).

Tabela 8 : Expressdo de HLA-ABC por MDMs apds 24 horas de
tratamento com M. leprae ou com IFN-y + LPS (Sexto dia de cultivo).

% MDMs HLA-ABC+ (Médias de trés determinagées)

ST ML IFNy + LPS

Controles:

c1 98,80 99,77 98,63

c2 100,00 100,00 100,00

c3 99,93 100,00 100,00
Pacientes:

P1 100,00 99,97 100,00

P2 100,00 100,00 100,00

P3 100,00 100,00 100,00

ST = Sem tratamento; ML = M. leprae irradiado (50 bacilos: 1 célula).
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5.3.2.1. Expresséo de HLA-DR

Em relagdo a expressdo de MHC-II, foi observada a expressdo do marcador
HLA-DR basais acima de 37% das células dos C e de P1. Ja para P2 e P3 os indices
sdo menores que 30%. Apos tratamentos com M. leprae ou com IFNy + LPS, n&o se
observou mudanga nos padrdes de resposta entre controles e pacientes (tabela 9 e
figura 18).

Tabela 9 : Expressdo de HLA-DR por MDMs apés 24 horas de
tratamento com M. leprae ou com IFN-y + LPS (Sexto dia de cultivo).
% MDMs HLA-DR+ (Médias de trés determinagoes)

ST ML (A)* IFNy + LPS (A)*

Controles:

c1 89,97 98,17 (8,20) 94,67 (4,70)

c2 52,30 55,30 (3,00) 55,90 (3,60)

c3 37,23 49,37 (12,14) 39,83 (2,60)
Pacientes:

P1 89,13 88,00 (-1,13) 85,83 (-3,30)

P2 29,73 40,97 (11,24) 61,43 (31,7)

P3 29,93 36,93 (7,00) 35,13 (5,20)

ST = Sem tratamento; ML = M. leprae irradiado (50 bacilos: 1 célula).
* A = Diferengas em relagdo aos ensaios ST.
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Figura 18: Expressédo de HLA-DR ap6s 24 horas de tratamento com M. leprae ou com IFN-y + LPS.
ST: Sem Tratamento; ML: M. leprae.
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5.3.3 Expressao de ICAM-1 (CD54)

A expressado da molécula de adesao celular ICAM-I ocorreu na totalidade das
células, dos controles e dos pacientes com os diferentes tratamentos (tabela 10).

Tabela 10 : Expressao ICAM-I por MDMs ap6s 24 horas de
tratamento com M. leprae ou com IFN-y + LPS (Sexto dia de cultivo).
% MDMs CD54+ (Médias de trés determinagodes)

ST ML IFNy + LPS

Controles:

c1 99,60 99,53 99,77

Cc2 99,67 99,37 99,77

c3 99,87 99,87 100,00

c4 99,47 99,67 99,33
Pacientes:

P1 99,77 99,90 99,97

P2 99,87 99,90 100,00

P3 99,97 100,00 100,00

ST = Sem tratamento; ML = M. leprae irradiado (50 bacilos: 1 célula).

5.4 QUANTIFICAGAO DE IL-6

Conforme observado na tabela 11 e figura 19, as concentragbes basais de IL-6
em sobrenadante de MDMs sem tratamento dos pacientes P2 e P3 foram maiores em
relagcado a todos os controles e ao paciente P1. Apds tratamento com M. leprae todas
as células foram responsivas aumentando as concentragdes de IL-6, com excecédo do
paciente P3. Quando as células receberam ativadores IFNy e LPS produziram IL-6 de

maneira similar em ambos os grupos.
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Tabela 11: Concentragdo de IL-6 em sobrenadantes de culturas de
MDMs apds 24 horas de estimulo com M. leprae ou presenca de IFN-
y + LPS (Sexto dia de cultivo).

11-6 (pg/mL) (Média de duas determinagdes)

ST ML (A)* IFNy + LPS (A)*
Controles:
c1 2,21 37,16 (16,16) 315,48 (313,27)
c2 9,69 93,26 (83,54) 270,06 (260,37)
c3 19,06 95,35 (76,29) 289,90 (270,84)
Pacientes:
P1 4,66 138,38 (133,72) 306,95 (302,29)
P2 168,94 259,49 (90,55) 316,08 (147,14)
P3 385,93 291,30 (-94,63) 310,09 (-75,84)

ST = Sem tratamento; ML = M. leprae irradiado (50 bacilos: 1 célula).
* A = Diferengas em relagdo aos ensaios ST.
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Figura 19: Concentragéo de IL-6 em sobrenadantes de cultura de MDMs apds 24 horas de tratamento

com M. leprae ou IFN-y + LPS. ST: Sem Tratamento; ML: M. leprae.
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6. DISCUSSAO
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Desde o trabalho de Mira e cols. [118] relatando forte associagao entre variantes
presentes na regido regulatéria compartilhada entre os genes PARK2 e PACRG e
suscetibilidade a hanseniase, achados obtidos de estudos focalizando as funcdes
biolégicas da proteina parquina vém sendo descritos quase que exclusivamente na
fisiopatologia da DP. Por isso, nosso objetivo maior foi buscar compreender como o
gene PARK?2 participa da biologia de uma das células-alvo da infec¢do por M. leprae,
os macrofagos. Como resultado geral, descrevemos as primeiras evidéncias do papel
funcional neste gene em células imunes humanas no contexto da suscetibilidade a
hanseniase. A seguir, apresentamos uma discussdo das observacgdes, tanto
comparando pacientes com controles, quanto comparando pacientes entre si, dada a

distinta natureza das variagdes genéticas apresentadas.

6.1 O IMPACTO DAS VARIACOES GENETICAS EM PARK2 ENCONTRADAS NOS
PACIENTES

Na discussdo dos nossos resultados, € importante analisa-los levando-se em
conta a diferente natureza das variagcbes encontradas nos pacientes. Dentre elas, a
mais interessante € a encontrada tanto em P2 (homozigoto) quanto em P3
(heterozigoto), ja descrita em diversos casos de individuos com DPIP [126, 132, 158]: a
mutacao 255delA, uma dele¢cdo no nucleotideo adenina na posicdo 255 do transcrito
localizada no dominio UBL da parquina, que gera uma mudanga na matriz de leitura da
proteina (frameshift), a partir do cédon 52 (asparagina), e que causa o surgimento de
um codon de parada (UGA) na posi¢cao 81. Consequentemente, ha a geragdo de uma
proteina truncada, com perda de todos os seus dominios RINGs e IBR necessarios
para a interacdo de proteinas E2s do UPS e substratos da parquina [134, 158, 159].
Ainda, esta proteina truncada é altamente instavel, e rapidamente degradada pelo
proteassomo [137]. Outras variagdes afetando o dominio UBL ja foram descritas e
varias, especialmente do tipo missense, também afetam a estabilidade da proteina e
consequente diminuigdo da sua habilidade de interagir com o complexo proteassomo
[142, 143]. Nesta forma, podemos considerar P2 é um modelo knockout para PARKZ2 e
P3, um modelo knockdown.
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A outra variagdo exdnica, encontrada exclusivamente em P2, é uma troca
missense de guanina por citosina no nucleotideo 1239 do transcrito, levando a troca do
aminoacido valina por leucina no cédon 380 da parquina. Sua frequéncia em pacientes
com DPIP ¢ alta em populagdes ja estudas [126, 160], porém, esta variagdo também é
frequente em individuos sem fendtipo de DPIP; além disso, ha uma discussao na
literatura quanto a real contribuicdo desta variagao para a instalagado da doenca [126].
Todos os outros polimorfismos encontrados entre os pacientes eram intrbnicos —
inclusive, todas as variagbes de P1 — cujo impacto sobre a fungdo de parquina e o
fendtipo de DPIP é incerto.

6.2 INIBICAO DA PRODUCAO DE NO EM MDMs MUTANTES PARA PARK2 APOS
DESAFIO COM M. leprae

O NO é uma importante molécula microbicida mediadora no combate a
patogenos recém-fagocitados incluindo Salmonella typhimurium [161], M. tuberculosis
[162] e Leishmania chagasi [163] e Streptococcus pneumoniae [164]. Niveis
intracelulares elevados de NO sao capazes de induzir células a morte celular através
de dois principais mecanismos: (i) deplecdo da anergia celular provocando necrose, ou
(i) desenvolvimento de estresse oxidativo mediando o processo apoptotico [165].
Surpreendentemente, um dos resultados interessantes do trabalho foi a constatagao de
que os pacientes com mutagcdes em PARKZ2 apresentaram capacidade reduzida de
produzir NO quando infectados com M. leprae, enquanto os controles induzem
nitidamente a producéo deste intermediario oxidativo. Apds estimulo com IFNy + LPS,
os MDMs dos pacientes desenvolveram uma resposta aumentando o numero de
células produtoras de NO, porém ¢ dificil afirmar que esta resposta seja diferente da
apresentada pelos controles, dada a grande variabilidade interindividual observada.
Assim, tais resultados sugerem que a parquina esta envolvida no controle do
mecanismo de producido de NO, possivelmente de forma dependente e especifica ao
estimulo com M. leprae. Em trabalho recente, desenvolvido como estudo piloto, no qual
foi dosado o indice de NO a partir de amostras de plasma sanguineo de pacientes com
DPIP e sem mutacdées em PARK2, verificou-se que nao houve diferenca estatistica

significativa nos niveis de NO em pacientes com mutagdes, porém suas concentragdes

56



eram sutilmente menores em relacdo as encontradas em pacientes sem mutacdes
(31,3 nmols/L e 32,4 nmols/L, respectivamente), concordando com nossos achados
[166]. Corroborando com estes resultados, quando avaliada a expressdo de genes
participantes de vias responsaveis por estresse oxidativo na inflamagéo em modelos de
camundongos parkin” deficientes, foi revelado que estes animais, tratados por periodo
de 6 meses com baixas dosagens de LPS, n&o diferiam dos camundongos selvagens
em niveis de expressado de oxido nitrico sintase induzivel (em inglés, Inducible nitric
oxide synthase, iINOS), enzima chave na produgdo de NO [167]. Interessantemente,
em modelos celulares com atividade de INOS deficiente desafiados com M. leprae
viaveis, observou-se a sobrevivéncia dos bacilos, porém sem significaficativo aumento
em seu numero [53]. A somatdria dessas informacgdes nos leva a acreditar que existe
uma relagdo entre a parquina na modulagdo da expressao de NO no macrofago e a
resisténcia de M. leprae.

Apesar do NO ter um papel importante no contexto na defesa inata do
hospedeiro, cabe discutir que o estresse oxidativo ndo € apenas dependente das
ERNs, mas também das EROs, tais como O), peréxido de hidrogénio (H202) e o
radical hidroxil (HO") [168]. Inclusive, sabe-se que a producdo de EROs ocorre mesmo
na auséncia de ERNs [59], sendo importante investigar como cada uma das vias
bioquimicas é desencadeada, levando a formacdo de seus produtos toxicos. Todos
estes agentes oxidantes podem causar danos celulares a partir da oxidagado de acidos
nucleicos, lipideos e proteinas; no combate do estresse oxidativo, a célula se arma com
um arsenal de agentes antioxidantes incluindo: a glutationa, peroxidases, catalases e
superoxido dismutase (em inglés, Superoxide dismutase, SOD) [169]. Apesar dos
efeitos deletérios da exacerbagdo do estresse oxidativo em processos patoldgicos
como em doengas neurodegenerativas, na arterosclerose e no cancer, um sutil e
balanceado aumento desses intermediarios oxidativos colabora no combate a
infeccbes em seus estagios iniciais [170, 171].

Neste contexto, ha trabalhos que revelam a parquina interferindo na modulagao
de EROs e de seus agentes antioxidantes, sendo que na deficiéncia funcional de
parquina, ocorre aumento do estresse oxidativo pelo diminuicdo da capacidade
antioxidante [149, 150, 172, 173]. Por exemplo, células dopaminérgicas da linhagem
PC12 knockdown para parquina apresentam significativa diminuigdo na quantidade de
glutationa e na atividade de SOD, com consequente aumento de produtos celulares
oxidados [150]. Surpreendemente, achados recentes muito similares em relagdo a
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atividade de SOD e ao aumento de produtos originarios do estresse oxidativo foram
encontrados em tecidos de pacientes com ambas as formas clinicas da hanseniase,
paucibacilar e multibacilar [174]. Contudo, este trabalho ndo objetivou relacionar o
papel da parquina na hanseniase.

Desta maneira, seria de extrema importancia compreender melhor como
parquina colabora da modulagdo da producdo de NO como encontrado em nosso
estudo, além de saber se também no mesmo modelo laboratorial ha alguma mudanca

nos niveis de ROS e seus antioxidantes.

6.3 MUTANTES PARA PARK2 ESTIMULADOS COM M. leprae E MECANISMOS DE
MORTE CELULAR

Outro objetivo do nosso estudo foi avaliar se o gene PARKZ2 estaria envolvido
com morte celular de macréfagos na hanseniase. O envolvimento da parquina na
regulagdo de vias que levam a morte celular vem sendo estudado em outros modelos
celulares e animais, diferentes daqueles estudados na infecgcdo. Em modelos animais &
observado que a parquina, gracas a sua atividade de E3 ubiquitina ligase, possui agao
antiapoptotica pela atenuagéo da ativacédo da transcrigdo do gene p53 e subsequente
ativacdo da via das caspases [175]. Adicionalmente, bcl-2, proteina de agao
antiapoptotica membro da familia Bcl-2, foi atualmente reconhecida como substrato a
ser mono-ubiquitinado pela parquina, provocando maior estabilidade desta proteina e
consequente inibicdo da morte celular [176]. A acdo de bcl-2 € bem conhecida na
mitocdndria, onde inibe a libertacdo do citocromo ¢ e subsequente ativagdo da via das
caspases [177].

Na infeccdo, a apoptose e necrose sdo mecanismos importantes no processo de
eliminacdo das células infectadas pelo patégeno. A modulagdo das vias de
sobrevivéncia celular pode influenciar o curso das infecgcbes, permitindo a
sobrevivéncia de patdégenos intracelulares. Enquanto micobactérias ndo patogénicas
como BCG, M. smegmatis e M. fortuitum induzem macrofagos a apoptose, M. leprae
viavel demonstra ser capaz de inibir a morte em macrofagos principalmente interferindo
nas vias que levam as células a apoptose, a qual envolve proteinas da familia Bcl-2
[61, 62, 178, 179]. Cabe destacar que em lesdes provenientes de pacientes com

hanseniase, principalmente daqueles LL, sdo encontrados baixo indices de apoptose
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em macréfagos acompanhado do aumento da expresséao in situ da proteina bcl-2, de
conhecida atividade antiapoptética [179]. Em contraste como os achados com M.
leprae viavel, em macréfagos isolados de pacientes LL e BL ou provenientes de
camudongos saudaveis tratados com M. leprae irradiado (como utilizado em nosso
modelo), ocorre a indugdo da apoptose como observado para as espécies nao
patogénicas [60, 61].

Em modelos de infeccdo, ndo apenas para estudo da hanseniase, nada foi
descrito diretamente sobre parquina. O unico trabalho que foi publicado, o qual traz
informagédo sobre o papel do sistema UPS, mais pontualmente sobre a fungdo do
proteassomo na infeccdo por M. leprae, € o trabalho de Fulco e cols. [153]. Os
pesquisadores demonstraram que culturas de PBMCs isolados de individuos saudaveis
tratadas com inibidor de proteassomo e estimuladas com M. leprae irradiados
apresentam diminuicdo de morte celular quando comparadas com células apenas
estimuladas com M. leprae, ou seja, a redugao da atividade catalitica do proteassomo
influencia na citotoxidade provocada pela micobactéria em células mononucleares.
Porém, é dificil dizer se a parquina esta influenciando ou ndo neste resultado.

Sabendo da fungdo citoprotetora da parquina dependente da integra atividade
do sistema UPS [180], e que M. leprae é capaz de influenciar em processos de morte
celular, em nosso modelo esperavamos observar alguma diferenca entre MDMs
mutantes para PARKZ2 ap6s contato com M. leprae. Nesta investigagao, quantificamos
o percentual de MDMs nas fases de necrose e apoptose através dos marcadores 7-
AAD e anexina V, respectivamente. No entanto, ndo foram encontradas diferengas em
controles e pacientes em relacdo ao indice de MDMs necréticas e apoptéticas apds 48
horas na auséncia ou presenca de M. leprae. O percentual de células em processo de
morte celular foi consideravelmente baixo (menor que 8%) para controles e pacientes.
Apenas o paciente P2 apresentou indices maiores de 10% em células necrdticas antes
e apos a exposi¢ao ao M. leprae, o qual deve ser melhor investigado.

Curiosamente, em nosso trabalho, nem mesmo o esperado efeito de indug¢ao de
apoptose provocado pelo bacilo morto ocorreu; porém, esta observagdo concorda com
o trabalho de Hasan e cols. no qual foi demonstrado que células da linhagem THP-1
diferenciadas em macréfagos e desafiadas, por 48 horas, com M. leprae irradiado ndo
séo levadas a morte celular [178]. Uma forma de se aprofundar esta investigagao seria
aplicar nosso modelo para descrever o efeito do M. leprae viavel, e n&o irradiado, sobre
a apoptose dos MDMs.
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6.4 PARK2 E APRESENTACAO DE ANTIGENOS APOS DESAFIO COM M. leprae

A capacidade de apresentagdo de antigenos é outro processo importante na
hanseniase. Ja esta bem descrito que fagdcitos processam e apresentam antigenos
protéicos de M. leprae tanto via MHC-I e MHC-II [70, 71]. Porém, quais os elementos
celulares envolvidos em eventos que precedem o processamento dos seus antigenos,
definindo por qual das vias a infecgao ira seguir, ainda € pouco conhecido. A escassez
de informacgao a respeito desses mecanismos unida ao conhecimento do importante
papel das UPS no processamento de antigenos via MHC-I [181], nos levou a investigar
se macréfagos mutantes para PARK2 possuem a expressdo de moléculas centrais da
apresentacao de antigenos alterada com ou sem desafio ao M. leprae.

Como resultado, a expressdo do marcador HLA-ABC, um representante MHC-I
foi vista praticamente na totalidade das células para todas as amostras e condi¢cdes
testadas. Esse achado ja era esperado ja que tal marcador é constitutivamente
expresso em todas as células nucleadas. Porém, alguns apontamentos importantes
surgiram a partir dos resultados obtidos apds obtencdo dos indices de MDMs
expressando o marcador HLA-DR, uma modlecula MHC-Il. Enquanto que para os
controles e P1 os indices de expressdo constitutiva de HLA-DR foram mais elevados,
para P2 e P3 isto ndo foi observado. Este resultado vai de encontro a proposta de as
células P1 apresentarem, em determinados ensaios, um comportamento de controle.
Tal possibilidade nado é desprovida de sentido: as alteracbes de PARK?2 apresentadas
pelo P1 sdo todas intrbnicas, em contraste com as variagdes exdnicas severas de P2 e
P3 discutidas anteriormente; &€ possivel, portanto, que a DPIP apresentada por P1 seja
causada por variagbes genéticas desconhecidas de outros genes. Se real, esta
hipétese gera a excitante possibilidade de P1 ser um controle negativo para os efeitos
especificos de parquina, e ao mesmo tempo, um controle positivo (caso) para o
fendtipo de DPIP. Neste caso, efeitos observados para todos os pacientes seriam
gerais para a doenca DPIP, mas inespecificos para parquina; simetricamente, os
efeitos observados apenas para P2 e P3 seriam especificamente causados pela
deficiéncia de PARKZ2. Ainda, indices muito elevados encontrados para C1 e P1,
mesmo para MDMs sem qualquer tratamento sdo comumente em células em cultura
que sofreram diferenciacdo, quando comparado com células recém isoladas ou imatura

como monacitos [70, 71, 182].
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Estes achados para HLA-ABC e HLA-DR concordam parcialmente com
trabalhos utilizando DCs, os quais demonstraram que células sem tratamento ou
desafiadas com determinados antigenos de M. leprae ou BCG apresentam alta
expressao desses marcadores [70, 71]. Em contraste, quando as células sao tratadas
com M. leprae vivo, fica evidente sua capacidade de reduzir a expressao de HLA-ABC
e HLA-DR [70]. E possivel que, em nosso modelo utilizando-se de M. leprae morto,
este age como uma micobactéria n&do patogénica no processamento de antigenos.
Portanto, ainda ndo se pode afirmar ao certo que parquina nao influencia na expressao
de moléculas de MHC-I e MHC-II, sem testar, em modelos como 0 nosso, as respostas
ao M. leprae viavel. Recentemente, diversas E3s, incluindo membros da familia RING,
ja foram identificadas como capazes de realizar ubiquinagdo moléculas MHC-I e MHC-
II, controlando desta maneira a expressao das mesmas [183]. Complementariamente,
ha necessidade de se investigar mais a fundo e confirmar se ha uma direta
interferéncia de parquina na modulacido da expressdo constitutiva de HLA-DR em
macréfagos mutantes para PARK2 estara confirmando também achados encontrados
em estudos genéticos epidemiologicos que revelam associagao entre o gene HLADR e
suscetibilidade a hanseniase per se [98, 184].

Outro resultado interessante foi aquele fornecido a partir das analises de
expressao do coestimulador CD80. Enquanto os controles e P1 apresentam indices de
expressao basal praticamente nulos e aumentam expressivamente a quantidade desse
coestimulador apods tratamento com M. leprae conforme esperado, novamente os
MDMs de P2 e P3 apresentam perfis de respostas diferentes. Além de revelarem
indices evidentemente elevados de MDMs (principalmente P3) expressando
constitutivamente CD80, apds tratamento com M. leprae irradiado ndao respondem
aumentando a expressdo. indices reduzidos de CD80 em PBMCs e seu papel
imunossupressor na hanseniase estdo associados ao pdlo lepromatoso [72, 185],
indicando que CD80 colabora fortemente na resposta imune contra o bacilo. Em
contraste, quando células de pacientes em estados reacionais hansénicos foram
analisadas para o mesmo marcador, sua expressao foi significativamente aumentada
[185], o que mostra sua efetiva participagdo em quadros inflamatérios agudos.

Na analise de expressao do coestimulador CD86, ndés encontramos um padrao
de expressdo similiar para todos os individuos, com aumentos proporcionais da
expressao apds as condicbes de tratamento fornecidas. Um perfil de resposta
semelhante foi visto no estudo de Sridevi e cols. no qual PBMCs provenientes de
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pacientes das formas tuberculdide e lepromatosa com antigenos de parede de M.
leprae apresentaram aumento na expressao de CD86 para ambos os grupos, inclusive
pelos controles saudaveis [73]. Desta maneira, a expressao de CD86 em relagdo aos
niveis constitutivos podem nao estar sendo influenciado pela parquina. O resultado da
ativacdo de células T ira depender do balango de expressdo entre ambos os
coestimuladores, CD80 e CD86, que parecem agir em sinergismo, possuindo fungdes
distintas na diferenciacdo e manutencao de respostas Ty1 e Ty2 [186], assim como em
processos inflamatorios severos [187]. Quando, in vivo, CD80 e CD86 séao
simultaneamente bloqueados, ocorre total anergia das células T CD4". Efeito
semelhante ocorre quando apenas CD86 € bloqueado, indicando ser critico tanto no
desencadeamento de Ty1 quanto de Th2. Ja bloqueando somente CD80, ocorre o
desenvolvimento de resposta Ty1 com potencializacdo da ativagédo de células T CD8"
[186]. O papel do CD80 em respostas inflamatorias agudas ja foi descrito modelos de
estudo da septicemia in vivo quando ha a exacerbagdo do processo inflamatorio
associado ao aumento de expressao de CD80 e, interessantemente, a uma diminuigao
de CD86. Confirmando o achado, em grupo de animais CD80™ a mortalidade durante a
evolucdo da infeccéo é reduzida provavelmente por apresentarem baixa producao das
citocinas pro-inflamatorias IL-6 e IL-10 [187].

Tal modulacdo da resposta imune € dependente da afinidade destes
coestimuladores com seus ligantes presentes nos linfécitos T, CD28 e CTLA-4.
Enquanto CD28 tem uma expresséo constitutiva em células T e esta relacionado com
ativacado desses linfocitos, CTLA-4 é expresso via indugcdo e esta relacionado com
regulagcdo negativa da resposta imunoldgica. Ainda, a interagdo de CD80/CTLA-4
possui maior afinidade que CD86/CTLA-4, enquanto CD28 preferencialmente interage
com CD86 [188].

O conjunto dessas informag¢des vem de encontro com nossos achados para os
mutantes de PARK2, o que nos permite especular que o balanco entre CD80 e CD86
gue encontramos para P2 e P3 pode estar levando a imunossupressao na infeccéao por
M. leprae, através do aumento de expressao constitutiva de CD80. Consequentemente,
este fendbmeno, corroborado pelo achado de diminuigdo da expressdo de HLA-DR
pelos mesmos individuos, pode estar promovendo uma maior interacdo CD80/CTLA-4,
0 que leva a atenuagéao na ativacao de linfocitos T.
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6.5 MUTANTES PARA PARK2 INTERFEREM NA PRODUCAO DE IL-6

A iniciativa de se analisar o perfil de produgao de IL-6 em nosso modelo esta
baseada em estudos que descrevem o papel central nesta citocina em infecgdes por
micobactérias e também sua participagdo em processos de regeneragéo e mielinizagao
de nervos periféricos. Nas infecgdes causadas por micobactérias, a IL-6 € uma potente
citocina pré-inflamatéria participante no recrutamento de neutréfilos ao local da
infeccéo [189] e na diferenciacéo e ativagéo de células T CD4" e T CD8" [190]. Ao lado
da fungdo em células no sistema imune, IL-6 sinaliza os mecanismos de regeneragao
nervosa [191], importante processo celular interrompido pelo M. leprae [31].
Consistente com esses dados, em culturas de CSs, IL-6 € capaz de promover a
mielinizagao [192, 193]. Além disso, dados ainda n&o publicados, produzidos por grupo
colaborador, revela forte indicagdo do envolvimento da parquina na modulacido da
expressao de IL-6.

Partimos assim, para dosagem de IL-6 em sobrenadantes de MDMs tratados ou
nao por 24 horas com M. leprae ou IFNy + LPS. Surpreendentemente, obtivemos
resultados intrigantes que vao de encontro com aqueles encontrados para os ensaios
de apresentagcido de antigenos. As células mutantes para PARKZ dos pacientes P2 e
P3, constitutivamente expressaram altos niveis de IL-6 quando comparados com o0s
controles e P1, independentemente do tratamento e, quando desafiadas com M. leprae,
aqueles mutantes P2 e P3 nao foram capazes de induzir a produgdo de IL-6 como
observado para os controles e para P1, possivelmente devido aos niveis basais ja
elevados. Ainda, apds a ativagao por IFNy + LPS os niveis de IL-6 se igualaram entre
todos os individuos. Com estes resultados, obtivemos talvez o achado mais revelador
do nosso trabalho. Cabe lembrar que P1, para este ensaio, comporta-se como o0s
controles, assim como foi visto para os resultados de expressédo de HLA-DR e CD80.

Em parte, nossos achados discondam com os de Sinsimer e cols. que mostram
que M. leprae inibe uma resposta efetiva do hospedeiro encontrando baixos niveis de
expressao de citocinas pro-inflamatoérias como IL-6 em mondcitos isolados de doadores
saudaveis [78]. Em nosso modelo, a supressao foi mais evidente para os pacientes P2
e P3. Neste sentido, podemos pensar que 0s niveis basais altos encontrados nos
sobrenadantes destes mutantes para PARKZ2 pode ser consequéncia da interagao

CD80/CD28 que acarreta em producao de IL-6. Deve ser colocado que, apesar de
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isolar mondcitos dos PBMCs, diferencia-los em macrofagos, muitos linfécitos
permanecem em cultura durante o tempo de duragao dos ensaios realizados, 0 que
acarreta numa interagao entre ambos os tipos celulares. Portanto, a parquina, em sua
atividade normal, possivelmente poder estar colaborando diretamente na modulacao da
expressao constitutiva de IL-6 ou indiretamente através da regulacdo da expresséao de
CD80 e consequente balanco de interacdo com seus receptores nos linfocitos. Uma
maneira de responder a esta pergunta seria realizando a dosagem de IL-6 em um
modelo celular com auséncia de linfocitos.

Também devemos levar em conta que, enquanto mondcitos “virgens”
respondem prontamente ao estimulo com BCG ou M. tuberculosis, com o M. leprae,
observa-se a necessidade de ativar as células previamente com indutores
reconhecidamente eficazes, como IFNy e LPS, para que passem a responder a esta
micobactéria [70, 78, 194]. Esses achados sao consistentes com 0s nossos, ja que
observamos niveis significativamente altos e similares de IL-6 somente quando as
células de todos os voluntarios, controles e pacientes, foram previamente ativadas com
IFNy+ LPS. Isso nos ajuda a enxergar que o papel da parquina € fundamental em
estagio prévio ao da ativagdo dos macrofagos, regulando a expressao de IL-6, talvez
consequéncia de sua participagdo na regulacdo da expressao dos coestimuladores

discutidos anteriormente.

6.6 LIMITACOES DO ESTUDO

Desde o inicio do projeto sabiamos que o modelo adotado n&o seria o ideal para
gerar hipdteses, mas sim, para testa-las. Neste sentido, a interpretagcdo de nossos
achados depende fortemente de resultados anteriores, obtidos por grupos
independentes. As trés principais limitagdes de nosso estudo sao:

a. Numero pequeno de pacientes e controles: o modelo celular utilizado no
presente trabalho consiste em células raras que naturalmente carregam
mutagdes importantes do gene-alvo a ser estudado. O projeto inicial previa 6
pacientes com DPIP previamente caracterizados para o gene PARK2, porém 3
foram excluidos por motivo de falecimento ou perda do contato. De qualquer

forma, nossa intencdo n&o era de acumular observagdes para a realizagao de
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b.

uma analise estatistica formal, mas sim, de desenvolver um modelo de célula
primaria, muito mais valido quando comparados a linhagens celulares as quais
apresentam fenotipos muito distantes ao da célula de origem. Um exemplo de
trabalho de genética que se utiliza de um numero amostral pequeno de casos
com DPIP foi publicado por Grunewald e cols. [151], utilizando modelos de
fibloblastos isolados de 6 pacientes e 5 controles;

Auséncia de dados de expressdo de PARK?2: seria interessante neste estudo, a
demonstracado de alteracdo ou de expresséao, ou de estrutura da parquinha em
nossos pacientes, através de ensaios como o Western Blot e/ou PCR em tempo
real (RT-PCR). Porém, a auséncia destes ensaios se justifica em parte pela
abundante literatura, que relata o enorme impacto das variagdes de P2 e P3
sobre a estrutura e funcao da parquina [158].

Sequenciamento dos controles incluidos no estudo: todos os voluntarios do
grupo controle tinham acima de 60 anos de idade, foram clinicamente avaliados
como sadios por meédicos neurologistas e ndo possuiam historico familiar de
qualquer doenga neurodegenerativa. Estas caracteristicas tornam improvavel a
existéncia de mutacbes de PARKZ — fortemente associadas a DPIP, e n&o a
casos de DP tardio — neste grupo de individuos [123-128]. Apesar disso, 0
sequenciamento do gene PARKZ2 para amostras dos controles esta em

andamento em nosso laboratorio.

6.7 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Conforme esperado na proposta do estudo, nosso resultados forneceram os

primeiros dados funcionais relacionados ao gene PARKZ2 no contexto na infec¢ao por
M. leprae. Temos convicgao que nossos achados, obtidos a partir de um modelo unico
de células primarias humanas, carreadoras naturais de mutagdes severas no gene alvo
do estudo, representam uma importante contribuicdo na dire¢do do completo
entendimento do impacto do gene PARKZ2 e suas variantes sobre a patogénese da

hanseniase.

65



Entre as proximas iniciativas do grupo esta, por exemplo, o aprofundamento da
investigacdo da possivel interferéncia da parquina na modulacdo do processo de
apresentacao de antigenos e na producgao de IL-6. Neste sentido, um novo projeto com
enfoque desta citocina esta sendo submetido em processos de avaliagdo por editais
para captacdo de recursos. Paralelamente, estamos viabilizando outros modelos
celulares similares ao utilizado que nos possibilite replicar os achados em escala maior
e possivelmente utilizando M. leprae vivo, além de outros microrganismos

intracelulares.
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7. CONCLUSOES
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Considerando que o objetivo maior do presente trabalho foi direcionar o grupo
para novos caminhos em busca da elucidagdo da fungdo do gene PARKZ na
suscetibilidade a hanseniase partindo-se de um modelo de macrofagos primarios

humanos, concluimos que:

a. Os MDMs mutantes para PARKZ2 nao produzem NO apos desafio com M. leprae
irradiado, ao contrario dos controles. Ja em macrofagos ativados com IFNy +

LPS, todas as amostras respodem aumentando a producéo de NO;

b. A viabilidade celular ndo € alterada por mutagdes em PARKZ2 apds 48 horas de
desafio com M. leprae irradiado quando comparado com as células sem
qualquer tratamento. Os indices de células necroticas (< 13,30%) e apoptoéticas
(< 5,82%) apos o desafio permaneceram baixos e similares aos das células sem
tratamentos (< 11,98% - necrose e; < 4,54% - apoptose);

c. Mutacbes em PARKZ2 apresentam alteracdo na expressido das moléculas de
superficie de MDMs envolvidas na apresentagao de antigenos, CD80 e HLA-DR
mas nao interferem na expressdao de CD86, HLA-ABC e ICAM-l. Os MDMs
carreadores de mutagdes detectadas em P2 e P3, apresentam indices
relativamente altos de células CD80+ sem tratamento, enquanto indices mais
baixos de células HLA-DR+ também em células nao tratatadas. Quando tratadas
com M. leprae ou com IFNy + LPS, ndo foram encontradas diferengas no padréo

de respostas.

d. MDMs com mutagbes em PARKZ2 apresentam expressao da citocina IL-6
diferenciada. Os macréfagos carreadores de mutagdes exdnicas detectadas em
P2 e P3, apresentam valores basais elevados para IL-6 em relagédo a P1 (com
apenas mutagdes intrénicas) e aos controles, n&o alterado-os apds desafio com
M.leprae. Em macrofagos ativados com IFNy + LPS, a produgédo de IL-6 é
aumentada e as concentracdes se tornam semelhantes entre si para todas as

amostras.
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Anexo 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da PUCPR e Parecer CEP-PUC 53/7 de 07/03/2007
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo de Fatores de Riscos Genéticos de Susceptibilidade do Hospedeiro
a Hanseniase

A Pontificia Universidade Catélica do Parand (PUCPR) estard realizando um estudo que ird
investigar o papel da genética na susceptibilidade a hanseniase (lepra) e na gravidade da
doenca. Se bem sucedido, o projeto podera facilitar o tratamento da hanseniase e melhorar a
qualidade de vida dos pacientes, seus familiares e pessoas proximas. Este estudo serd
coordenado por Dr. Marcelo Tavora Mira, professor adjunto e pesquisador do programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncias da Saude da PUCPR.

1) Métodos

Se vocé concordar em participar neste estudo, vocé sera submetido a um exame
médico e coleta de uma amostra de sangue de seu antebraco, com uma agulha nova e
descartavel, apos assepsia local (limpeza). A amostra de sangue serd usada para extragdo de
acidos nucléicos (DNA, seu material genético). O DNA serd enviado a um laboratério para
um teste chamado “genotipagem’ que ird permitir aos cientistas estudar as caracteristicas
genéticas que tornam mais fdcil para alguns individuos e seus familiares contrair hanseniase
e desenvolver os diferentes tipos clinicos da doenca. Sob sua autorizacido, informacdes de
prontudrios clinicos também poderio ser lidas pelos cientistas e utilizadas no estudo.

2) Local do estudo

Os procedimentos descritos acima serdo realizados parte na Unidade Badsica de
Saude local ou no Hospital Santa Casa de Misericordia da PUCPR, (avaliacio clinica e
coleta sanguinea), parte nos laboratérios da PUCPR e instituicbes associadas (testes
laboratoriais). Colaboracio entre a PUCPR e outros institutos de pesquisa deverdo
aumentar as chances de sucesso e o impacto do estudo. Portanto, estd sendo requerida sua
autorizagdo para o uso de sua amostra em estudos da hanseniase envolvendo outras
instituicdes. Sua autorizacdo so valerd sob a condiciio de se manter o desenho, objetivos e
metodologia do projeto original, além da avaliagdo e aprovagdo de eventuais alteragoes
pelo Comité de Etica da PUCPR.

3) Permissao para estocagem

Estd sendo solicitada a sua permissdao para estocagem da sua amostra de DNA na
PUCPR. Se assinar esse termo de consentimento, vocé estd autorizando estocagem de longo
prazo de sua amostra de DNA. Sua amostra de DNA serd mantida indefinidamente. Isto
significa que sua amostra ndo serd destruida apés um determinado periodo de tempo, mas
sim serd estocada pelo tempo que ela durar. Embora pequenas quantidades
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de sua amostra possam ser enviadas a instituicoes colaboradoras para analise, ndo
haverd estocagem de amostras em outras instituicoes além da PUCPR. Amostras estocadas
serao usadas exclusivamente para fins de pesquisa. Amostras estocadas poderdao ser
utilizadas para estudos adicionais de susceptibilidade a hansenfase. Nenhuma outra doenca
serd investigada. O uso da sua amostra estocada terd como condicao uma nova avaliacio e
aprovagcio do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica pertinente.

4) Riscos Fisicos para Satde/Desconfortos

Os riscos fisicos para saude de participagdao neste estudo sio muito pequenos e
limitados ao procedimento de coleta de sangue. Durante a coleta de sangue, vocé€ poderi
sentir um desconforto tempordrio devido a introducdo da agulha. A coleta de sangue poderi
resultar em uma pequena lesao que quase sempre cura-se sozinha. Em raros casos, pode
ocorrer infeccio localizada.

5) Tratamento e Compensacao por Danos

Se vocé desenvolver infeccdo localizada devido ao procedimento de coleta de
sangue, o tratamento sera providenciado pela PUCPR. O custo deste tratamento sera
totalmente coberto pelo projeto.

6) Alternativas

Se voce estiver afetado por hansenfase, acesso a procedimentos médicos para
diagnostico e tratamento da doenca serd providenciado mesmo que ndo queira participar do
estudo. Portanto, se vocé decidir ndo participar, ou cessar sua participacao no estudo a
qualquer momento, todos os procedimentos para diagndsticos e tratamento médico serdo
mantidos pelo Hospital Santa Casa de Misericordia da PUCPR e institui¢Oes colaboradoras.

Se vocé ndo estiver afetado pela hanseniase, vocé estd sendo convidado a participar
do estudo como parte do grupo controle ou como familiar do afetado. Neste caso, sua
decisido de participar ou ndo, ou de cessar sua participacao a qualquer momento, nao ird
interferir de nenhuma forma nos procedimentos médicos para diagnostico ou tratamento da
hanseniase que vocé possa necessitar no futuro. Da mesma forma, sua decisdo ndo ira
refletir no acesso a procedimentos médicos necessarios a algum familiar ou contato afetado
pela hanseniase.

7) Custos para os participantes
No caso de vocé decidir participar do estudo, vocé ndao tera nenhum custo. Custos

com testes laboratoriais e andlises de suas amostras para proposito de pesquisa seriao
cobertos pelo estudo.

2
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8) Beneficios

A longo prazo, os procedimentos médicos e laboratoriais aos quais vocé sera
submetido poderdo facilitar a deteccdo de resisténcia ao tratamento da hanseniase, tornando
possivel evitar tratamentos inadequados. Além disso, espera-se que conhecimentos
cientificos adicionais sejam alcancados, com conseqiiente melhoria do tratamento de
pessoas afetadas pela hanseniase.

9) Reembolso

Vocé ndo serd reembolsado por participar deste estudo.

10) Exclusividade do uso do material genético

Amostras de DNA SERAO UTILIZADAS APENAS PARA PESQUISA DE
SUSCEPTIBILIDADE A HANSENIASE. Nenhuma outra doenca serd estudada. Se,
devido a situacdoes imprevistas, os pesquisadores descobrirem alguma informacao
relacionada a susceptibilidades que ndo a hanseniase, vocé serd aconselhado a procurar seu
médico para um exame completo. Vocé ndo terd acesso a nenhuma informacao genética
especifica que nos produzirmos. Todos os resultados obtidos no estudo, apds andlise do
conjunto completo dos dados, serio publicado em artigos cientificos. Como estes dados
publicados serdao usados por outros investigadores ¢ desconhecido. Importante reafirmar, o
alvo de nossos estudos ¢ a identificacio do fator de risco genético a hanseniase.

11) Confidenciabilidade dos dados

A participacao em projetos de pesquisa pode resultar em perda de privacidade.
Além disso, a descoberta de fatores de risco genéticos para hanseniase podem expor
susceptibilidades de certos grupos de pessoas, possivelmente levando a outros ou certas
empresas a considerar estes grupos diferentes de uma forma negativa. Entretanto,
procedimentos serdo adotados pelos responsiveis por este estudo no intuito de proteger a
confidencialidade das informacdes que vocé fornecer e as informacoes produzidas pelo
projeto. Nenhuma informacido genética individual serd tornada publica. As informacoes
serdo codificadas e mantidas num local reservado o tempo todo. Somente os pesquisadores
envolvidos neste estudo terdo acesso as informagoes. Apds o término deste estudo, as
informacdes serdo transcritas dos questiondrios para arquivos de computador, mantidos em
local restrito com acesso premitido apenas aos mesmos pesquisadores. Os dados deste
estudo poderdo ser discutidos com pesquisadores de outras institui¢coes, mas nenhuma
identificacdo serd fornecida.
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CONSENTIMENTO

Estudo de Fatores de Riscos Genéticos de Susceptibilidade do Hospedei
a Hanseniase

Voceé receberd uma copia deste Termo de Consentimento para manté-lo consigo. Se vc
tiver qualquer duvida no futuro sobre a sua participagdo neste estudo, voc€ pode e de
utilizar os seguintes meios de contato com o pesquisador responsavel:

Dr.
Marcelo Tavora Mira
Telefone: (41) 3271-2618
Celular: (41) 9164-4045
E-mail: m.mira@pucpr.br

A PARTICIPACAO EM PESQUISA E VOLUNTARIA

Vocé tem o direito de ndo concordar em participar ou mesmo de se retirar do estu
em qualquer momento que queira, sem riscos para o seu tratamento medico. Se vc
desejar e concordar em participar, deve assinar ou fornecer sua impressao digital na lir
apropriada abaixo.

Se vocé desejar participar do estudo, permitira que seu endereco e telefone sej:
anotados em uma folha separada, para facilitar contato quando necessdario. Como ja
esclarecida anteriormente, toda informacao, pessoal sera mantida em sigilo.

Assinatura ou impressdo digital do voluntario Nome completo e n” do prontudrio
Assinatura do entrevistador Nome do entrevistador
Assinatura testemunha 1 Assinatura testemunha 2

/ /
Data
4
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ANEXO 2: Declaragao de doagao de M. leprae.
“Biological Material Transfer Agreement”
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Biological Material Transfer Agreement - Colorado State University (CSU)
Thes poge 15 besst viewed weh Irerret Cxpione 5 o hagher Chaose File = Pring in trowse: N
Knvarleder 39 (o Moy
Reciplent Scientist: Marcelo Téavora Mira
Rocipent Organization: Pontifical Catholic University of Parand

Imaculada Conceigdo, 1155; CCBS - PPGCS;
Prado Velho, Cunitiba, Parand, Brazil, CEP: $0215-
901

Pateick J. Brennan, Ph 0¥ John S. Spencer, PhD

Colorado State University, Dept. of Microbiclogy, immunct &
:?A.WWM.RMOOM“

Regarding Biological Matoral idontified
LN

M_loprae Whole Cels (non-rradaied)

M. Joprae Phencic Giyoolpes- 1 (PGL-1)

M dnprave Sobbe (Cytmobc) Antgen (ML SA protes)
M_loproe Membrane Artigen (MLMA proten)

M loprao Cell Wall Arsgen (MLCwA protein)

Biological Matorial 10 be used for:

aftnity column,

Immunzation of rattets,

ohcrophoness,

Western bloting

MDM and PBMC “n viro” challenge for frctonsd ssamys
(Cytokine, ninc cssde produchion, phagocytoss)

L L) ' . .

In resporse 1 RECIPIENT'S roquest for the above-identiiod Bological Materal from Colorado State
University (CSU), RECIPIENT ORGANIZATION agroes 10 e following lerms in cormidention of secegt of Be

Boiogcal Matenal

1. The above Biclogical Materiad is the property of CSU and is made avalable 35 3 service 10 e Research
communty Biclogeal Matenad shall mean the above rolerenced biologcal materal plus progeny. urmodied
mmmmmam,

2 The Bological Material wil not be furher distributed 1o others not affialed with the RECIPIENT
SCIENTIST'S laboratory without the written permission of CSU. CSU reserves the right 1o make he Bologeal
Malerial svaiiabie 10 others, both profit and non grodt.

3 1tis undersiood that no fight 10 any kcense of the Biological Materssl is gven of impled by ths Agreement
COCOMOMOnts.

CSU's rame will be used for no

0

\d
) /x\
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4. The Biclogcal Material will be usad ke sesaaech puposes only

S I RECIPIENT SCIENTIST or RECIPIENT ORGANIZATION wishes 10 patert of commercisioe T Bologos
Material or modiScations, they will contact CSU prior 10 such use 1o negotishe CSUSs ownrship rterensts.
Ownership will be negotiated in good fath by the parties hereto depending upon &) ther relatve coniribusion 1
the creation of sakd modifications and dervives, and b) any applicable lres and regulations relaing o
Invertorship.

6. The Biclogical Materiad is experimental in nature and IT IS PROVIDED WITHOUT ANY WARRANTIES,
EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING ANY WARRANTY OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A
PARTICULAR PURPOSE.

7. The RECIPIENT SCIENTIST agrees 1o use the Biclogical Material in complance with ol appicatile Fedecsl,
State, and local stattes and reguiations. The Blological Material will not be used for i vivo lesting = hurman

SULpeCls

The RECIPIENT SCIENTIST s the authorzed representative hom the RECIPIENT ORGANIZATION wi
Sgn three copies 10 Indcaln scosptance of the above terms. Theee original signed documents should be
returned 1o CSU's PROVIDER SCIENTIST for signature and routing 1o. Sporsored Programs, 410 USC.
Colorado State Universty, 2002 Campus Delivery, Fort Collies, ©O B0523-2002. USA, for PROVIDER
ORGANIZATION sigrature.

Direct quessons 10 970-491-4330
. . l\ . g{ s L f‘\b -
CS5U's PROVIDER Nemaf e ]
SCIENTIST: Sigratre Q.: (MNAN MM
PROVIDER _
ORGAMIZATION'S Syt A — g " Y5y
S Nl Dok |y
w.:“? g
S wmwm
RECIPIENT —— noo-q‘dm
REPRESENTATIVE: .(JE o
~ Back
Sactac) Oucsmers ) Eaat Qogcriaty At o G iy Satemert
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ANEXO 3: ARTIGO DE REVISAO: .
“ASPECTOS GENETICOS DA SUSCETIBILIDADE DO HOSPEDEIRO A
HANSENIASE”
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Revisiones

Expertos invitados

Aspectos genéticos da (de la) suscetibilidade do
hospedeiro (del huésped) a hanseniase (lepra)
Host genetics and susceptibility to leprosy

Marcelo Tavora Mira

Profeszor Adjunto e Coordenador, Nicleo de Investigacdo Molecular
Avancada (NIMA), Pontificia Universidade Catdlica do Parana.
Curitiba, Brasil

Abstract

Leprosy is a chronicle infectious disease that still affects
approximately 215 000 individuals worldwide. Clinical
and epidemiological observations suggest that only a
small proportion of the population exposed to
Mycobacterium leprae develop the disease. Today, it is
known that mechanisms controlling susceptibility to
lepraosy phenotypes strongly depend on the genetic bac-
kground of the host. This review summarizes the latest
advances in the field, obtained from genetic epidemiology
and functional studies.

Key words: leprosy, leprosy clinical forms, leprosy reactions, functional
studies, host genetics, polymorphisms

T Bibliografia completa, especialidades médicas relacionadas. proguccion
P biblicgrafica y referencias profesionales del autor.

Fatores de risco (riesgo) genéticos de
suscetibilidade & hanseniase

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica, causada
pelo Mycobacterium leprae, que acomete principalmente
pele (piel) e nervos periféricos. A doenga, também
conhecida como lepra, tem sido (ha sido) um problema de
saude ancestral para populagdes humanas, e apesar disso,
muito pouco ainda (aun) se conhece sobre suas bases
fisiopatologicas e epidemiolégicas. Atualmente, a
hanseniase ainda afeta cerca de 215 000 individuos em
todo mundo, com a maioria dos novos casos concentrados
no Brasil e na India.’ A doenga apresenta um amplo
espectro de manifestacdes clinicas que varia de acordo
com a resposta imune do hospedeiro. Em um polo desse
espectro esta a forma lepromatosa, sistémica, associada
com uma resposta imunologica do tipo Th2 (humoral) e
no outro, a forma tuberculoide, localizada e associada com
forte resposta imune do tipo Th1 (celular).?

Com a identificacdo do bacilo causador da hanseniase
no seculo (siglo) XVIl por Armauer Hansen,® confirmou-se
sua natureza infecciosa e muito da investigagdo cientifica
passou a se concentrar em aspectos relativos ao agente
patogénico e suas propriedades, tais (tales) como viruléncia,
capacidade de inducao de resposta imune e resposta ao
tratamento. Contudo, observacdes clinicas sempre indicaram
que o controle da suscetibilidade a diferentes fenétipos da
doenca depende de caracteristicas inatas ao hospedeiro,
associadas a fatores ambientais e socio-econémicos * Por
exemplo, a influéncia de fatares genéticos no controle da
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Resumo

Hanseniase é uma doenca (enfermedad) infecciosa créni-
ca que ainda afeta (afecta) aproximadamente 215 000
pessoas em todo o mundo. Observacdes clinicas e
epidemiologicas sugerem que apenas uma peguena par-
cela (parte) de individuos expostos ao (a) Mycobacterium
leprae desenvolvem (desarrollan) a doenga. Hoje (Hoy),
sabe-se que mecanismos de controle da suscetibilidade
a fenodtipos da doenca dependem, em grande parte, das
caracteristicas genéticas do hospedeiro. Esta revisao
oferece uma sintese dos ultimos avancos obtidos na (ob-
tenidos en el) area a partir de estudos genéticos
epidemiologicos e funcionais.

Palavras chave: hanseniase, formas clinicas, estudos funcionais,
caracteristicas genéticas do hospedeiro, polimorfismos

hanseniase per se (a doenca independentemente de sua
forma clinica) e suas formas de manifestacao clinica tém
sido demonstrada em estudos de agregacao familial, estudos
em gémeos (mellizos), analises de segregagdo complexa e
analises de associagdo e ligagdo.®

Em 1988, foi realizada analise de segregacao complexa
em uma populacdo da ilha caribenha Desirade. A
prevaléncia de hanseniase na ilha era de aproximadamente
30/1 000 habitantes, uma das mais elevadas do mundo
na ocasido. Os resultados do estudo rejeitaram (rechazaron)
um modelo esporadico (ndo familial) e indicaram uma
heranga mendeliana, com um gene principal co-dominante
ou recessivo controlando a suscetibilidade a doenca.® Mais
recentemente, esse achado foi (ese hallazgo ha sido) em
parte confirmado em estudo realizado por nosso grupo,
envolvendo (involucrando) 76 pedigrees correspondentes
a totalidade de uma populacdo isolada (aislada) e
hiperendémica (128.2/1 000 hab.) para hanseniase
localizada no Para, norte do Brasil, que também resultou
na rejeicao (rechazo) de modelo predominantemente
ambiental de controle da suscetibilidade a doenca.”
Importante, este estudo revelou que o efeito (efecto) de
gene principal encontrado foi capaz de explicar
integralmente a agregacdo familial de casos, indepen-
dentemente do compartilhamento, em uma mesma
familia, de varidveis ndo-genéticas.

Embora (Aungue) eficientes em indicar a existéncia de
um controle genético da suscetibilidade a hanseniase, estes
estudos observacionais sdo limitados em seu poder de
definir a exata natureza deste efeito, como por exemplo,
o numero e a identidade dos genes envolvidos. Para tal,
estudos genético-moleculares sdo necessarios, e varios tém
sido realizados ao longo das dltimas décadas *'. Como re-
sultado, diversos genes, tais como o VDR, NRAMP1,° TAP,1°
IL10" e variantes da regido MHC/HLA'? foram identificados
em associacao ou ligacdo com fendtipos da hanseniase.
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Em 2001, uma primeira varredura (barrido) genémica
para genes de suscetibilidade & hanseniase encontrou
evidéncia de ligacdo entre a regido cromossdmica 10p13
e hanseniase paucibacilar em uma populacdo da India.”
O achado foi confirmado, dois anos mais tarde, em uma
colecdo de familias recrutadas no Vietnam do Sul.'s
Recentemente, uma analise realizada em uma amostrar
(muestra) da mesma populagao vietnamita mostrou
associagdo significativa entre marcadores do gene MRCT,
localizado na regido 10p13, e hanseniase per se.' Esse
resultado argumenta a favor do MRCT como um gene de
suscetibilidade a hanseniase per se; porém (sin embargo),
ndo explica o pico de ligagdo observado nos estudos de
ligagdo anteriores, exclusivo para familias contendo
individuos portadores da forma paucibacilar da doenca.
Até o momento, nenhum gene candidato emergiu de estudos
envolvendo a regido 10p13 e hanseniase pauci-bacilar.

O resultado mais importante da varredura genémica
realizada na populacdo vietnamita,’* com a participacdo
de nosso grupo, foi a localizagdo de Joci de suscetibilidade
a hanseniase per se nas regides cromossomicas 6g25-q27
e 6p21."5'¢ Estudos subsequentes, de mapeamento de alta
densidade, levaram (llevaron) a identificacdo de variantes
dos genes PARKZ2/PARCRG™ e LTA," respectivamente,
como importantes fatores (factores) de risco para a doenca.
Atualmente, um dos focos de nosso trabalho esta na comple-
ta disseccdo do forte efeito de ligagdo observado entre a regido
cromossémica 6g25-027 e hanseniase per se. Nossa expecta-
tiva é de que genes candidatos adicionais, localizados neste
segmento cromossdmico, serdo (van a ser) descritos.

Recentemente, uma varredura gendmica de associagdo
(Genome-Wide Association, ou GWA), realizada em uma
populacdo chinesa identificou variagbes em sete genes
-CCDC122, CD130rf31, NOD2, TNFSF15, HLA-DR, RIPK2
e LRRK2- associados com a suscetibilidade a hanseniase,
com resultados mais evidentes para os genes CD13orf317,
NOD2, RIPK2 e LRRKZ2 e hanseniase multibacilar. Na ten-
tativa (En el intento) de replicar esses achados, Wong e
col genotiparam, em uma populagdo africana, os mesmos
marcadores associados no estudo chinés. Foi novamente
observada associacdo significativa entre hanseniase e os
genes C13orf31 e CCDC122, cujas variantes tém sido
descritas como fatores de risco para doenca de Crohn.
Curiosamente, os achados para os genes NOD.Z2, RIPK2,
TNFSF15 e LRRK2 nao foram replicados.' Segundo o
pesquisador Dr. Erwin Schurr, da Universidade McGill
(Montreal, Canada), o componente genético de controle
da sucetibilidade a infeccdes em geral é complexo,
heterogéneo e modulado por fatores ambientais, como
determinantes da viruléncia microbiana. Porém, estudos
do tipo GWA, que combinam o conhecimento da
sequéncia completa do genoma humano com o da
arquitetura complexa de suas variantes mais comuns, tém
se mostrado uma ferramenta poderosa para se avangar
na elucidacdo destes fatores inatos de resisténcia.'

Genética dos estados reacionais (reaccionales)
em hanseniase

Os estados reacionais (ER) acometem cerca de
30%-50% dos pacientes que desenvolvem hanseniase* e
sao considerados os maiores causadores de sequelas
neurolégicas permanentes desde que a poliguimioterapia
(PQT) foi implementada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) em 1982. Estudos demonstram que de 16%
a 56% dos pacientes apresentam perda (pérdida) ou
diminuicdo de fungdo neural periférica ja no diagnostico

de hanseniase,?® em sua grande maioria devido a ocorréncia
{ocurrencia) dos ER, ja (ya) que uma parcela consideravel
dos diagnosticos de ER sdo efetuados simultaneamente
ao da doenca per se. Estudo prospectivo realizado em uma
populacdo da India demonstrou que 39.4% de novos casos
multibacilares desenvolveram ER e destes, 73% desen-
volveram danos neurais previamente inexistentes.?' Os ER
ocorrem com maior freqtiéncia durante o tratamento PQT,
principalmente no primeiro ano apos (luego) o diag-
néstico,? mas podem aparecer anos apos o término do
tratamento, no entanto, com menor freqiéncia.?

Os mecanismos fisiopatologicos por tras dos ER ainda
permanecem obscuros. As hipdteses mais aceitas
(aceptadas) baseiam-se (se basan) na ativagao de um
processo inflamatorio de forma repentina e exacerbada
nas lesdes pré-existentes e/ou em novas lesdes,
freqlientemente envolvendo nervos periféricos, o que
requer (gue requiere) tratamento imediato, normalmente
com corticoides, a fim de se evitar danos (dafios) neurais
permanentes. Os ER podem ser divididos em dois principais
grupos: a reacdo reversa (RR), ou reacdo do tipo 1, e o
eritema nodoso hansénico (ENH), também conhecido como
reacdo do tipo 2. RR e ENH diferem na forma clinica, porém,
podem ocorrer em um mesmo paciente em tempos
distintos .2

Diversos estudos evidenciam niveis circulantes
aumentados de citocinas Th1, tais como o TNF-alfa,
INF-gamma e IL-12, em pacientes no momento do diag-
nastico de RR; (rev. em?®?). Esta observacao esta de acordo
com a hipotese de que a RR é uma reacdo de
hipersensibilidade tardia a antigenos do M. leprae, causa-
da pela reativacdo da resposta imune celular do tipo Th1.
Pacientes que apresentam as formas borderline da doenga®
tem maior propensdo ao desenvolvimento de RR,
provavelmente devido a instabilidade no balanco (balan-
ce) Th1-Th2. Outros fatores como idade, indice
baciloscopico e numero de lesdes também estdo associados
a patologia.?? Quanto ao ENH, acredita-se que (se supone
que), par motivo ainda ndo esclarecido, ocorra a ativagdo
Th1 em pacientes com resposta predominantemente Th2,
levando & formagao de imunocomplexos que causariam
inflamagdo nas lesdes, muitas vezes de repercussao
sistémica. O ENH acomete predominantemente pacientes
do polo lepromatoso da doenga,”* em 62.5% destes, de
forma crénica

Apesar dos sinais e sintomas dos ER serem bem descritos,
pouco tem sido explorada e hipdtese da existéncia de
fatores genéticos que levam ao desencadeamento do
processo. Variagdes nos genes 7LRT e TLRZ vém sendo
demonstradas associadas a ER. A familia de receptores
TLR1, 2 e 6, envolvidos na resposta imune inata, é formada
por dimeros responsaveis pelo reconhecimento de
antigenos, principalmente de micobactérias.”® Estudo
realizado em uma amostra populacional etiope formada
por 66 casos de RR e 150 controles demonstrou associagdo
do single nucleotide polymorphism (SNP) TLR2 rs3804099
com protecdo [OR = 0.34 (0.17-0.68) p = 0.002] e um
microssatélite proximo ao gene com susceptibilidade a RR
[OR =5.83(1.98-17.15) p=0.001].%

Dois SNPs nao-sinénimos presentes no gene TLR7 foram
descritos associados a ER: o SNP rs5743618 (16025) fol
encontrado associado com protecao a RR [OR = 0.51
(0.29-0.87) p = 0.01] em uma populacdo do Nepal de 206
casos de RR e 603 controles;®® o SNP rs4833095 (N243S)
esta associado com ENH em uma populagdo de Bangladesh
de 656 controles e apenas 11 casos de ENL [OR = 0.40
(0.16-0.99)] >
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Recentemente, sete dos polimorfismos do gene NODZ2
investigados na mesma populacdo nepalense utilizada no
estudo do gene TLRT foram demonstrados associados a
RR e ENL, o de maior (mayor) significancia para RR foi o
rs8044354 [OR = 0.74 (0.59-0.92) p = 0.005] e para ENL,
0152287195 [OR = ndo demonstrado; p = 0.006] *2

Apesar dos primeiros estudos sugerindo (sugiriendo) um
controle genético em ER, ha muito ainda a ser explorado.
Sao de suma importancia novas pesquisas (investigaciones)
com o intuito (intenta) de elucidar o mecanismo de agdo
dos ER, pois mesmo (ya que aun) em um cenario de elimi-
nagdo da hanseniase, previsto pela OMS mas vista com
ceticismo por muitos especialistas,® os ER continuardo a
ser um grave problema de saude publica. Portanto (Por lo
tanto), a descricdo de marcadores preditivos dos ER é um
dos maiores desafios em hanseniase na atualidade. Estudos
funcionais, por exemplo, podem ser uma boa ferramenta
(buena herramienta) para contribuir na escolha (efeccion)
de genes e vias candidatas a susceptibilidade a ER. Em
publicacdo recente, o grupo liderado pela Dra. Mariane
Stefani, da Universidade Federal de Goias, Brasil, comprovou
alteragdes, previamente descritas,> nos niveis de expressdo
de diversas citocinas e quimiocinas, tanto na RR1 quanto no
ENH.** Genes de citocinas sdo bons (son buenos) candidatos
funcionais, e varios deles estdo em fase avancada de
investigacdo, em nosso laboratério, como possiveis marca-
dores génicos de risco de desenvolvimento de ER.

Genética funcional da suscetibilidade a
hanseniase

Entre as diversas estratégias possiveis para investigagdo
dos mecanismos moleculares envolvidos na patogénese
da hanseniase, estudos genéticos em larga escala tém
produzido (han producido) resultados promissores.
Contudo (Sin embargo), para maioria desses genes, pouco
se sabe sobre suas func¢des no contexto da infeccdo por
M. leprae. Genes candidatos, como IL10, TNFA, LTA, MRC1
e PARKZ, vém sendo alvo (objetivo) de analises funcionais
cujo objetivo & entender melhor seus papéis biolagicos na
fisiopatologia da doenga.

O gene IL70 codifica uma citocina imunorregulatoria
primariamente excretada por macréfagos ativados e células
T reguladoras, envolvidas (involucradas) no controle da
imunidade inata e imunidade mediada por células,
respectivamente. Analises haplotipicas ultilizando SNPs
localizados na regido promotora desse gene, % bem como
estudo posterior caso-controle e de meta-analise, revelaram
que o alelo -819T estad associado com suscetibilidade a
hanseniase. Consistentemente, dosagem (medicion) de
IL-10 em sobrenadantes de células mononucleares de
sangue periférico de individuos carreadores do alelo -819T,
estimuladas com antigenos de M. leprae, revelou menor
proeducdo da citocina quando comparado com células com
o gendtipo -819C. 7

O TNF-alfa, codificado pelo gene TNFA, é uma citocina
principalmente produzida por mondécitos/macréfagos que,
diferente da IL-10, tem atividade pro-inflamatoria, efetora
da resposta imune inata. Na hanseniase, o TNF-alfa parece
estar envolvido no controle da resisténcia do hospedeiro
ao M. leprae. Estudo baseado em familias® e estudos
subsequentes caso-controle?®*° sugerem que o alelo -308A
da regido promotora do gene TNFA promove protecao
contra hanseniase per se. Contudo, outros achados
divergem desse resultado, e mostram o alelo -308A
associado com forte resposta inflamatoria contra M.
leprae®’ e com suscetibilidade & forma multibacilar da
infecgdo.*? Estudo funcional indicou que portadores do

Revisiones

rtos invitados

alelo -308A apresentavam uma forte reacdo inflamatoria
contra antigenos do M. leprae em pele. Ainda, dosagens
de TNF-alfa em sobrenadante de células isoladas de
biopsias de pele revelaram que pacientes classificados na
forma tuberculdide expressam mais essa citocina ** Outro
estudo funcional recente demonstrou que camundongos
(ratones) knouckout TNF* possuem menor capacidade de
controlar a infeccdo por M. leprae, j@ que foi observado
significativo aumento no namero de bacilos durante nove
meses de acompanhamento a partir da inoculagdo do
microrganismo em suas patas.** Tais (Tales) achados
revelam um enveolvimento importante do TNF-alfa na
patogénese da hanseniase; porém, o papel exato da
variagao -308 ainda permanece obscuro.

Outra citocina envolvida na hanseniase, a linfotoxina
alfa (LT-a) € um membro da superfamilia do TNF. A funcao
da LT-a, codificada pelo gene LTA, é menos conhecida em
comparacdao com o ThF-a. Sabe-se que é (Se sabe que
constituye) uma citocina participante na ativacdo de
inflamacgdo crénica, através da regulagdo da expressao de
moléculas de adesdo, bem como de outras citocinas e
quimicionas importantes no recrutamento de linfocitos®
e na resposta contra patogenos intracelulares.* Alcais e
col. relacionaram o SNP LTA+80 com maior risco a
hanseniase, principalmente em populagdes de casos
jovens."” Q papel biologico deste SNP ja havia sido testado
in vitro em linhagens de células B, transfectadas para
expressar os alelos LTA +80A ou LTA +80C, revelando que
0 primeiro € capaz de suprimir a expressao de LT-a. Outro
estudo com camundongos knouckout LT-a* infectados
com M. leprae mostrou uma diminuicdo na ativacdo de
células T, consequentemente uma menor resposta
inflamatoria na fase (en la etapa) cronica da infeccao.

Mais recentemente, estudos buscaram entender o papel
biolégico do gene MRCT na hanseniase. Esse gene codifica
um receptor de manose (RM), membro da familia dos
receptores de superficie celular de lectina tipo-1 em
humanos. Apesar dos RMs nao serem (no son) receptores
intermediarios da fagocitose, sdo expressos em células
especializadas, como macrafagos e células dendriticas.
Esses receptores sdo capazes de reconhecer e se ligar (y se
ligan) a padrées moleculares associados a patdgenos
(pathogen-associated molecular patterns - PAMPs), como
residuos de manose, fucose e N-acetil-glucosamina, ™4
evento chave (clave) no desencadeamento da resposta
imune inata. Alter e col.™ analisaram polimorfismos do
éxon 7 do gene MRCT em amostras de familias de indi-
viduos afetados por hanseniase do Vietnam e em amostras
(muestras) caso-controle do Brasil. Os achados revelaram
o haplétipo G396-A399-F407 associado a hanseniase per
se e a doenca multibacilar. Ja o haplotipo $396-A399-
FA407 apareceu com maior frequénda no grupo controle.
Os mesmos pesquisadores partiram em seguida para uma
abordagem (abordaje) funcional, realizando ensaios de
associagdo com células recombinantes construidas para
super-expressar os haplotipos citados anteriormente. Apos
ensaios celulares com ligantes classicos de MR
(ovoalbumina e zimosan) e ainda com M. leprae e B. bovis
BCG, ndo verificou-se diferengas significativas entre as
variantes em relagdo a capacidade celular de ligagdo e
internalizagdo. Esses achados funcionais sugerem que o
efeito desses haplotipos possa ser indireto, e que o
processo de internalizagdo do M. leprae ou de ou-tros
patogenos dependa de outras moléculas, além dos MRs.

Um dos genes de grande interesse do nosso grupo € o
PARK?2, associado ao controle da suscetibilidade a
hanseniase per se.'®* O gene PARKZ codifica uma enzima
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altamente conservada denominada parquina, uma
ubiquitina ligase (E3) de 465 aminodcidos e 52-kDa %% A
parquina é expressa em varios tecidos (tejidos) e tipos
celulares, incluindo (que incluyen) os neurdnios dopami-
nérgicos presentes na substantia nigra do mesencéfalo e
células de Schwann do sistema nervoso periférico.'®52 Por
ser uma E3, a parquina classicamente é responsavel pela
ubiquitinagdo de proteinas-alvo, dirigindoas (dirigiéndo-
las) para degradagdo no proteassomo.*®3° A ubiguitinagdo
de proteinas, além de sinalizar para a degradacdo, regula
diversos processos celulares, como reparo de DNA recém-
replicado (recién replicado). endocitose, trafego de pro-
teinas, degradacao lisossomal, apoptose, apresentacao de
antigeno e transcrigao.**>* Estudos recentes utilizando di-
ferentes modelos celulares e animais mostram que a
parquina & uma proteina multifuncional, e destacam seu
papel na regulacdo da integridade mitocondrial frente ao
estresse oxidativo e fosforilacdo oxidativa. Variantes do
gene PARK?Z sdo capazes que elevar o estresse oxidativo,
conseqilentemente causando danos celulares indiretos e
até morte celular %

Ndo se sabe quais as conseqiéncias biologicas da
presenga de variagdes genéticas no gene PARKZ sobre o
funcionamento das células em geral, e das células-alvo do
M. leprae em particular. Indiretamente, a inibicdo do
proteassomo de macrofagos infectados com M. leprae
reduz o indice de apoptose celular, além (ademas) de alterar
o perfil de produgéo de certas citocinas ¥ E possivel que
variagbes no gene PARKZ alteram a fun¢do normal dos
macrofagos, modificando sua resposta frente ao desafio
com antigenos do M. leprae. Este efeito poderia ser espe-

cifico ao M. /eprae, ou pode ser comum a outros
microorganismos patogénicos. Estudo genético
independente demonstrou associacdo entre aqueles
polimorfismos de PARKZ2/PACRG encontrados primei-
ramente nos estudos com hanseniase e a febre tifide e
paratifoide, infeccées causadas pelos patogenos
intracelulares Salmonella typhi e Salmonella paratyphi, res-
pectivamente ** Em nosso grupo, macrofagos primarios
contendo mutagdes no gene PARKZ, e linhagens
monociticas transfectadas com RNAs de interferéncia para
este gene vém sendo desafiados (estan siendo provocados)
com M. leprae; em sequida, ensaios funcionais sdo aplica-
dos, com o objetivo de se avancar (avanzar) no
entendimento da funcao da proteina parquina na resposta
imunologica do hospedeiro frente ao patogeno.

Consideragdes finais

Ao longo (A fo largo) dos altimos anos, um solido corpo
de evidéncias acumulou-se em favor de um papel crucial
da genética do hospedeiro no contrale da suscetibilidade
a hanseniase. Porém, esses estudos nao explicam na
totalidade porque certos individuos adoecem (se enferman)
com mais facilidade, progridem (progresan) para diferentes
formas clinicas da doencga ou desenvolvem episodios
reacionais. A combinacdo de estudos genéticos e
funcionais pode ser uma poderosa ferramenta
(herramienta poderosa) na disseccdo de vias metabélicas
envolvidas na fisiopatologia da doenca. Além disso os
conhecimentos produzidos podem ter impacto direto sobre
a satde do paciente na forma de melhores estratégias de
prevencdo, diagnéstico e tratamento.
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Leprosy and HIV coinfection:
a critical approach

Expert Rev. Anti Infect. Ther. 9(6), 701-710 (2011)

An increase in leprosy among HIV patients, similar to that observed in patients with TB, was
expected approximately 20 years ago. Studies conducted in the 1990s together with those
reported recently seemed to indicate that a coinfection with HIV did not alter the incidence and
the clinical spectrum of leprosy and that each disease progressed as a single infection. By contrast,
in countries with a high seroprevalence of HIV, TB was noted to increase. Explanations may be
provided by the differences in the incubation time, the biology and toxicity of Mycobacterium
leprae and Mycobacterium tuberculosis. After the introduction of HAART the leprosy-HIV
coinfection manifested itself as an immune reconstitution inflammatory syndrome (IRIS), typically
as paucibacillary leprosy with type 1 leprosy reaction. The incidence of leprosy in HIV-infected
patients has never been properly investigated. IRIS-leprosy is probably underestimated and recent
data showed that the incidence of leprosy in HIV patients under HAART was higher than

previously thought.

Keyworps: AIDS # elimination » epidemiology « HAART » Hansen disease » HIV » immune reconstitution

inflammatory syndrome # leprosy  leprosy reaction » TB

Leprosy, or Hansen disease (HD), is a chronic
infectious disease caused by Mycobacterium
leprae which is associated with inflammation
that may damage the skin and the peripheral
nerves [1]. Despite the claim by the WHO that
it would no longer be a public health problem
after the year 2000, leprosy is far from being
eliminated, with more than 200,000 new cases
being reported yearly during the past 5 years.
Leprosy remains an important public health
problem in Southeast Asia, the Americas and
Africa 21

HIV infection has altered the epidemiol-
ogy of mycobacterial diseases. This has led to
an increase in severe illness associated with a
number of mycobacterial diseases, particularly
those of the Mycobacterium avium intracellulare
complex in the industrialized world and of TB
in sub-Saharan Africa and the former Soviet
Union. The interaction berween TB and HIV
led the WHO to declare TB a global emergency
(34]. HIV prevalence rates are high in many
countries where leprosy is still endemic.

Therefore, a similar increase was expected
for M. leprae. It was extrapolated from animal
experiments (monkeys inoculated with the
Simian immunodeficiency virus and M. leprae
that developed lepromarous leprosy) thar patients
with leprosy and HIV coinfection would have an

increased risk of multibacillary disease, with a
faster clinical evolution, and that leprosy would
be more difficult to treat [3.5.6).

An outbreak of lepromatous leprosy was
expected, but has not been reported to date.
However, after the introduction of HAART
the coinfection leprosy—HIV presented itself
as immune reconstitution inflammatory syn-
drome (IRIS), typically as paucibacillary lep-
rosy with type 1 reaction [7-17]. As those facts
were opposite to the predictions, the interaction
between M. leprae and HIV was defined as a
paradox [4]. [tappeared from the analysis of the
available data that M. leprae behaved differently
from M. ruberculosis. However, reinterpreting old
and recent data, it appears that the interaction
between M. leprae and HIV was not a paradox
but that both HIV and leprosy progress as single
and independent infections [18).

Epidemiology

According to the WHO, a country is consid-
ered endemic for leprosy when it has a preva-
lence rate of more than one case per 10,000
inhabitants. According to this criterion;
India, Brazil, Indonesia, Bangladesh and the
Democratic Republic of the Congo are the
five remaining leprosy-endemic countries
with a population of over 1 million. A total
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of 244,796 new cases of leprosy were diagnosed worldwide in
2009 and the registered prevalence at the beginning of 2010
was 211,903 cases [2].

HIV prevalence rates are increasing in many countries where
leprosy is endemic with a clear geographical overlap. According
to the Joint United Nations Programme on HIV/AIDS
(UNAIDS), the number of people living with HIV worldwide
continued to grow in 2008, reaching an estimarted 33.4 million
(31.1-35.8 million) [101].

Unfortunately, no epidemiological data on leprosy—HIV
coinfected patients are available. Still, in 2010, the Weekly
Epidemiological Record published by the WHO did not report
dara on leprosy—HIV-coinfected patients and, to our knowledge,
there are no specific control programs [2]. The majority of the
available data are retrieved from published papers and personal
experiences. Most of the larger studies on the subject were done in
the early to mid-1990s, examining the rate of HIV seropositivity
among leprosy patients, but they are most likely unreliable and not
suitable for a meta-analysis because of the inadequate descriptions
of the methods and the analyses in most of the reports in which
different inclusion criteria and designs were used together with
considerable methodological limitations [3-s].

A recently published cohort study from a referral center for
both diseases in Manaus (Amazonas, Brazil) reported 25 cases of
M. leprae and HIV-coinfection out of a total of 3290 HIV-positive
individuals between 1996 and June 2009. Since the prevalence of
leprosy in the Amazonas State was 2.92 cases per 10,000 individu-
als in 2008 [102), these data clearly indicated a much higher leprosy
prevalence in HIV-positive individuals than that in the general
population [18]. Couppié et al. confirmed these data, reporting
13 per 1000 person-years in persons receiving HAART for more
than 3 months versus 0.7 per 1000 person-years for persons not on
HAART in French Guiana p19]. Vinay ez a/. reported an incidence
of leprosy in patients on HAART of 5.22 per 1000 person-years
in Pune, India [20).

Clinical manifestations & classification

Cutaneous manifestations of leprosy—HIV-coinfected patients
are not different from those in conventional leprosy (Ficures 1-3).
The only exception is when the HIV infection is of a longer dura-
tion and the patients have a very low CD4 count; in these cases,
some of the lepromarous patients may have clinical aspects simi-
lar to patients with dapsone-resistant leprosy in the 1970s who
presented with histoid nodules (histiod leprosy) (Ficure 4) [2.4.18].
As in leprosy, in HIV-negative subjects, the clinical manifesta-
tions are determined by a dynamic interaction process between
M. leprae antigenic determinants and the cell-mediated immu-
nity (CMI) in genetically and/or immunological predisposed
subjects [21]. Leprosy patients can be classified into a spectrum
of clinicoimmunopathological manifestations (the Ridley and
Jopling classification) that include polar tuberculoid (TT) lep-
rosy and polar lepromatous (LL) leprosy and in between bor-
derline tuberculoid (BT), mid-borderline (BB) and borderline
lepromatous (BL) leprosy. The spectrum is determined by the
balance between CMI and bacilli load: high CMI results in

a low number of bacilli (paucibacillary leprosy: T'T and part
of BT). Low CMI response goes with high number of bacilli
(multibacillary leprosy: LL, BL, BB and part of BT). TT and
BT patients have few asymmetric, anaesthetic lesions while BB,
BL and LL have multiple, symmetric lesions with little or no
sensory loss [21,22].

Leprosy reactions (called type 1 [reversal] reaction [T1R] and
type 2 reaction [ENL]) are acute episodes that are common in
the immunologically unstable borderline patients, and involve an
upregulation of the host response to M. leprae antigenic determi-
nants. T1Rs are particularly responsible for the often severe nerve
damage leading to impairments and permanent disability seen in
borderline patients [23,24].

According to the authors, in leprosy-HIV-coinfected patients
the WHO classification based on a ‘lesion counting system’
(patients with up to five lesions in total are paucibacillary and
those with six or more skin lesions are multibacillary) may be used
for allocating patients to treatment groups, but should only be
used at peripheral centers in low-resource settings. Referral centers
must classify leprosy—HIV patients according to the Ridley and
Jopling classification because this permits a better understand-
ing of the disease pathology, prognosis and risk factors for neural
complications. Moreover, the Ridley and Jopling classification
provides standardization and comparability of different studies
over time and places [25].

Histopathology

The granulomatous response in both HIV-negative and
HIV-positive leprosy patients is morphologically identical.
Epithelioid granulomas characterize patients with TT and BT
leprosy (Ficures 5 & 6), whereas macrophage granulomas with
Virchow cells are typically seen in patients with BL and LL
leprosy (ricure 7). Edema in the superficial dermis, edema in
the granuloma with disorganization, appearance of foreign-
body giant cells and large Langerhans giant cells are observed
in T1R. Edema in the dermis and a neutrophilic infiltrate with
background changes of pre-existing lepromatous lesions, with
or withour vasculitis and usually a lobular panniculitis, are
observed in ENL [4.18.26,27].

Pathogenesis
AIDS is caused by a retrovirus; HIV. The virus is specifically
bound to the CD4 receptor, which makes the CD4* T cells the
main target. [t renders the cell functionally defective. When the
virus is internalized and multiplies within the lymphocyte, the
cell is destroyed. As a result, during the course of an HIV infec-
tion the immune reactivity that is related to the CMI, in which
CD4* cells have a major function, slowly collapses. The exact
incubation time is not known, the virus can be detected after
2 weeks—12 months, depending on the inirial viral load and on
as yet unknown factors. The first signs of immunosuppression
may be noted after 1-10 years, or not at all [28).

The leprosy pathogenesis is still not well understood, neither
in HIV-negative or in HIV-positive subjects. M. leprae is the sole
bacterium with neurotropism for the peripheral nerves. It cannot
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be cultured and the exact mode of transmission is not known.
There is no definite incubation time, which can vary from a few
months to 20 years or more [22].

Whar is known is that the activity of the CMI is fundamental
in the development of the immune response against M. leprae
and, therefore, for the clinical manifestations. Subjects with a
predominant Thl immune response will develop a high degree
of CMI with epithelioid granuloma formation that will destroy
all the bacilli with either healing or a localized disease (TT).
By contrast, individuals with a predominant Th2 response will
develop a weak CMI without forming an efficacious granuloma-
tous response, but with an increased humoral immuniry. Bacilli
will survive and replicate and, therefore, a systemic disease (LL)
develops [21].

The T cell plays a fundamental role in the resistance to M. lep-
rae, as evidenced by different experiments. TT lesions generally
show CD4* lymphocytes, distributed exclusively within the epi-
thelioid granulomas, whereas CD8 cells are found at the periph-
ery. LL lesions show CD8* T cells distributed throughout the
infiltrate rather than at the periphery. CD4" cells are primarily
of a naive phenotype and the CD8" cells are predominantly of a
suppressor subset. Both CD8* and CD4* T cells may function
as class I- and class II-restricted cytotoxic T cells and may lyse
M. leprae-infected macrophages [29.30].

The role of CD4* T cells in the granuloma formation in patients
with leprosy and HIV infection is still controversial. Before the
introduction of HAART, only few immunohistochemical stud-
ies on HIV-leprosy coinfection were conducted. Nery er al.
reported that tuberculoid patients had a predominance of CD4*
cells, whereas most lepromatous lesions showed a predominance
of CD8~ cells [311. Sampaio ez /. studied 11 patients with BT
and HIV-1 coinfection and reported that, despite very low CD4*
cell counts in peripheral blood, biopsies of skin lesions showed
well-formed granulomas containing normal numbers of CD4*
lymphocytes. Other authors also described a high frequency of
CD8* T cells in the lesions of BL HIV-positive patients [32]. Naafs
etal. reported a BT patient whose skin infiltrate consisted of 50%
CD4* cells, 30-40% CD8" cells and 25% CD68* cells (33).

Recently, Talhari er a/. reported that, in 15 HIV-leprosy patients,
CD4" cells were either absent or present at a very low frequency
(<1.16%). These authors also demonstrated that CD8* cells express-
ing a cytotoxic phenotype (TIA-1) represented the vast majority of
cells within the lymphocytic infiltrates in these patients. The pres-
ence of Tregs (FOXP3*) and B cells (CD20") were also observed in
the large majority of the lymphocytic infiltrates that were examined
(18,27]. Taflin er al. suggested that the presence of Tregs within
granulomas may have a more preventative rather than a curative
effect on the inflammarory processes [34). Data from other authors
support the hypothesis that B cells may be required for engender-
ing optimal bacterial containment through the development and
maintenance of granulomas (3s5]. Therefore, it is possible thart cell
types other than CD4* and CD8* T lymphocytes and their local
production of cytokines/chemokines may play an important role
in the granuloma formation and maintenance under the conditions
observed for individuals with leprosy and HIV coinfection.

Figure 1. Borderline tuberculoid leprosy in a HIV-positive
patient. Well-demarcated plaque formed by coalescence of
papules with anesthesia and central resolution.

Photograph provided courtesy of Carolina Talhari, Tropical
Medicine Foundation of Amazonas, Brazil.

Following the discontinuation of HIV replication after the
initiation of HAART, a very rapid increase in the peripheral
CD4" cell count is seen. Those cells were probably trapped in
the lymphoid tissue. This increase was particularly noted in the
first 3—6 months (36]. The high prevalence of BT leprosy observed
among HAART-treated individuals may be a consequence of
upgrading from multibacillary disease owing to the increase of
CD4* T-cell counts induced by HAART [7-18,37-39]. In fact, recent
reports of patients initially diagnosed with AIDS and BL, who
shifted to BT leprosy following initiation of HAART/multidrug
therapy (MDT), confirmed this observation [37,.38]. After initiation
of HAART and MDT, histopathological follow-up of coinfected
patients revealed the replacement of foamy histiocytes containing
numerous acid-fast bacilli by epitheliod granulomas with scanty
or no acid-fast bacilli (15].

It is well accepted that TB accelerates the decline in the immune
function in HIV-infected individuals (40.41), which is related to a
marked pro-inflammatory cytokine production. Consequently,
the inflammatory microenvironment at sites of M. tuberculosis
infection is more favorable to the establishment and propagation
of HIV infection. This is not seen in patients with leprosy. The
apparent preservation of the ability to form granulomas in lep-
rosy—HIV-coinfected patients, in clear contrast with whar is
reported in M. tuberculosis—HIV-coinfected individuals, has been
named the ‘granuloma paradox’ (45.32.42).

Leprosy-HIV coinfection before the introduction of
HAART therapy

Despite the absence of official regional information, epidemio-
logical studies and global data indicated thar, in contrast to the
rise in the incidence of TB, there was no significant increase in
leprosy and HIV co-occurrence [4]. Most of the larger studies on
the subject were done in the early-to-mid-1990s, examining the
rate of seroprevalence in previously established leprosy cohorts
or in a series of newly diagnosed leprosy patients compared with
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Figure 2. Borderline lepromatous leprosy manifesting as
immune reconstitution inflammatory syndrome. Multiple
symmetric erythematous macules, plaques and nodules
distributed on the trunk and the extremities.

Photograph provided courtesy of Carolina Talhari, Tropical
Medicine Foundation of Amazonas, Brazil.

control groups in some areas of India, Brazil and African countries
[3-5]. Most studies reported no significant difference in HIV-1
seroprevalence between case and control groups. Only four stud-
ies demonstrated a modest increased HIV seroprevalence and
another study showed a borderline trend. Peripheral blood CD4*
T-cell count was considered in only a few studies and the dif-
ferent bias, the reliability of the diagnosis and the methodologi-
cal limitations affecting these studies rendered a mera-analysis
impossible and an interpretation of the data difficult (3-5). For
instance, when newly diagnosed leprosy patients were checked for
HIV infection, only leprosy-infected individuals with a functional
CMI showed clinical leprosy. Therefore, HIV-infected patients
are under-represented in the sample. When HIV-infected indi-
viduals are clinically checked for leprosy, leprosy will be missed
owing to immunodeficiency, which obliterates the analysis. In
Brazil, the results of five studies led the authors to suggest that, in
coinfected patients, each disease progressed as a single infection
(32.42-44]. Five major pre-HAART African studies reported that

the ratio of lepromatous/tuberculoid leprosy was not significantly
affected by HIV coinfection in countries where both diseases are
endemic [3-5].

Two reports from Haiti and Malawi showed that relapse was
more common in HIV seropositive than in HIV seronegative
leprosy patients (3]. There are two publications from Zambia in
which it was claimed that neuritis and reactions were more serious
in HIV-infected than in HIV-noninfected leprosy patients [3].

Leprosy-HIV coinfection after the introduction

of HAART

HAART, widely used in countries that are endemic for both HIV
infection and leprosy, suppresses HIV replication and induces a
quantirative and funcrional restoration of the immune system [2¢].
During the first months of HAART, a change in the immune
response occurs, leading to an exaggerated inflammartory response
against pathogens, which may lead to an IRIS. This is described
for many conditions among other M. tuberculosis, hepatitis B and
C, and cytomegalovirus (CMV) infections [45].

Major criteria for the diagnosis of IRIS are: an arypical presen-
tation of opportunistic infections or other conditions in patients
responding to HAART with a decrease in viral load of at least
1 log,, copies/ml; the minor criteria are: an increase in CD4* cell
count after HAART, an increase in immune response specific to
a relevant pathogen and a spontaneous resolution of infection
without specific antimicrobial therapy or another condition, that
heals with the continuation of HAART [26,45].

In 2000, Opromolla ez al., Abels e al. and Pignartaro er al.
published the first case reports of leprosy and leprosy reactions
presenting as an IRIS in HIV-infected patients newly started
on HAART [46-48). Since then, a surprisingly small number of
similar cases (less than 100) have been reported in the English
literature, particularly when compared with the numerous cases
of TB. Most of the cases described are single-case reports and only
a few case series [4,5.,7-20,26,27,37-39,42,46-48]..

Deps and Lockwood recently reviewed dara of 21 published cases
and reported that the mean CD4" count (pre-HAART) in these
patients was 91 cells/ml. A total of 19 patients had a CD4"* count
at the time of diagnosis of leprosy as IRIS with a mean of 248. No
apparent relationship between the development of leprosy as IRIS
and any particular antiretroviral treatment was observed [26).

Although most patients developed the classic clinical and labo-
ratory features of IRIS within 6 months after initiating HAART,
periods of longer than 10 months were reported (4.6.18]. The most
often observed clinical form was tuberculoid leprosy (mainly BT)
with characteristic skin lesions. Besides typical cutaneous and
neurological manifestations of leprosy, few coinfected patients
may present with atypical hyperkeratotic eczematous and ulcer-
ated lesions. Therefore, diagnosing leprosy may be challenging in
a significant proportion of the patients with AIDS [4.6.18].

One particularly challenging aspect of leprosy—HIV coinfec-
tion is the correct diagnosis of neurological manifestations. Most
IRIS—leprosy cases present with a T1R. Involvement of peripheral
nerve in leprosy is well known; however, in HIV/AIDS, it may
be confounded by neuropathy associated with HIV itself or with

704

Expert Rev. Ansi Infect. Ther. 9(6), (2011)

103



Leprosy & HIV coinfection: a critical approach

Figure 3. Borderline lepromatous leprosy in a HIV-positive
patient. Multiple symmetrically distributed nodules on the back.
Photograph provided courtesy of Carolina Talhari, Tropical
Medicine Foundation of Amazonas, Brazil.

stavudine and other nucleoside-analogue reverse-transcriptase
inhibitors [18.45.49). Once leprosy is defined as the cause of nerve
damage, an additional challenge is to differentiate between
relapse, neural IRIS and silent neuropathy. In these patients,
clinical findings, such as peripheral-nerve enlargement, sensory
loss and muscular-force impairment, are encountered and elec-
troneurophysiological investigations are important tools for the
diagnosis of leprosy [18,45,49].

Classification for leprosy-HIV-coinfected patients

Recently, it was suggested that even though leprosy—HIV coin-

fections do not manifest homogenously across affected popula-

tions, immunological features seem to be shared by certain sub-
groups. In this context, a clinical classification of M. leprae and

HIV/AIDS-coinfected patients was proposed by Talhari ez al. 18]

and include the following:

* M. leprae—HIV true coinfection: this group consists of HIV-
positive individuals who do not fulfil AIDS criteria and are,
therefore, not under HAART, behaving similarly to
immunocompetent subjects;

Opportunistic leprosy disease: consisting of AIDS patients
not receiving HAART, presenting usually with multibacillary
leprosy: this group would include individuals manifesting
leprosy as an opportunistic mycobacteriosis, as expected in
immunosuppressed individuals;

HAART-related leprosy: including AIDS patients presenting
all clinical forms of leprosy related or not to IRIS. Combined
HAART and MDT may cause upgrading shift within the
leprosy clinical spectrum, as may be revealed by long-term
follow-up 18].

Deps and Lockwood proposed a classification for leprosy associ-
ated with IRIS in AIDS that include: type 1: unmasking — when
patients develop leprosy or TR after starting HAART; type 2:

overlap of immune restoration (paradoxical) — when leprosy has
already been diagnosed before starting HAART; type 3: undi-
agnosed leprosy or previously treated leprosy occurring at least
6 months before HAART; type 4: unmasking followed by overlap
of immune restoration after HAART and MDT [2¢).

Therapy of leprosy-HIV coinfection

According to the published data, M. leprae and HIV-coinfected
patients respond as well as immunocompetent individuals to
MDT without the need for prolonged treatment courses. Most
of the post-HAART reports of dually infected patients were
associated with BT leprosy, usually presenting for the first time
with T1R. Corticosteroid therapy (0.5-1 mg of prednisone per
kilogram of bodyweight per day) should be promptly introduced
in cases of IRIS/T1R in order to prevent neural damage and
sequels. Moreover, coinfected patients may need prolonged steroid
therapy, even after finishing MDT [4,6.18,50.51).

Genetics of leprosy-HIV coinfection

The existence of innate, host-related mechanisms controlling
susceptibility to disease per se and clinical forms has been widely
investigated in several infectious diseases, including AIDS and
leprosy. The aim was to explain why disease manifestation varied

Figure 4. Lepromatous leprosy in HIV presenting with
firm, dome-shaped or oval small nodules and simulating
histoid leprosy.

Photograph provided courtesy of Tabor Mebratu, Regional
Dermatology Training Centre (RDTC), at KCMC, Tanzania.
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Figure 5. Borderline tuberculoid leprosy in a HIV-positive
patient. Multifocal granulomatous infiltrate with epithelioid
granulomas in the superficial, mid and deep dermis with
periadnexal and perineural distribution.

Photograph provided courtesy of Cesare Massone, Medical
University of Graz, Austria.

so greatly in individuals sharing the same environmental condi-
tions after exposure to the same type of microbial agent. Often
this variation cannot be explained only from the perspective of
the pathogen. For leprosy, for example, the occurrence of different
clinical forms of the disease cannot be because of the virtually

Figure 6. Borderline tuberculoid leprosy in a HIV-positive
patient. Epithelioid granulomas surrounded and infiltrated by
lymphocytes.

Photograph provided courtesy of Cesare Massone, Medical
University of Graz, Austria.

clonal nature of the pathogen, indicating that host genetic risk
factors may be crucial in defining the outcome of the complex
host—pathogen interaction. The identification of genetic variants
predisposing to infectious diseases has been a continuous chal-
lenge over the past decades. The task, not trivial when considering
the diseases independently, becomes even more challenging in the
context of coinfection.

In leprosy, over the past two decades, genes such as VDR [s2),
NRAMPI (s3], TAP (54, IL-10 (551, MHC/HLA variants [s6],
PARK2/PACRG [57), LTA (58], TINFA[59) and MCR/ [s0) were iden-
tified in association with leprosy phenotypes reviewed by Alter
et al. [a1). Recently, the first leprosy genome-wide association study
(GWAS), performed in a Chinese population, showed variations
in seven genes— CCDCI22, CD130rf31, NOD2, TNFSFI5, HLA-
DRBI, RIPK2 and LRRK2 —associated with susceptibility to lep-
rosy [62]. However, few of these association signals have been rep-
licated by independent studies; in addition, functional evidence
of the underlying biological basis for the genetic effects has rarely
been produced. A similar scenario is observed for HIV/AIDS:
candidate-gene analysis and recent GWASs have identified several
genes associated with HIV-1 acquisition and disease progression,
as reviewed by An and Winkler [¢3). Among the most interesting
findings are genes involved in: HIV entry — CCRS, CXR6, CCL5,
CCR2and DC-SIGN; postentry cellular viral cofactors — TRIMS,
CUL5and T5gi01; cytokines secretion — [L-10, IFNG, IRF-1 and
CXCRI; and HLA-linked genes — HLA class I and II variants,
HCP5 and KIR.

To date, no studies have addressed the molecular mechanisms
controlling the susceptibility to leprosy or AIDS in the context of
coinfection. However, it is interesting to note that genes such as
IL-10, INFG, HLA class I and IT and K7R, have been described in
association with both leprosy and HIV/AIDS. One particularly
solid example is provided by /L-10: case—control studies [55.64]
have consistently pointed to allele-819T located at the promoter
region of /L-10 as an important variant associated with leprosy
susceptibility. In HIV, Shin ez /. reported that individuals carry-
ing the -5924 allele, also locarted at the promoter region of /L-10
(IL-10-5'A), were at an increased risk for HIV-1 infection and,
once infected, these patients progressed to AIDS more rapidly
than individuals homozygous for the alternative /L-10-592 C/C
(IL-10-*F) genotype, particularly in the later stages of HIV-1
infection [¢s]. Importantly, single gene variants associated with
different diseases may reflect the existence of common, shared
control pathways — in this case, human genetics could be the
tool to serendipitously connect the mechanisms underlying two
or more pathologies, as recently suggested for TB/sarcoidosis [¢5]
and leprosy/Crohn’s disease [62,67). In this scenario, a more com-
prehensive, systems biology-based approach could help unravel
these potentially critical mechanisms for disease understanding,
treatment, prevention and control.

Expert commentary

The interaction between M. leprae and HIV seems to be fascinat-
ing and intriguing. The introduction of HAART changed the face
of leprosy in HIV-infected patients. In fact, the HAART-induced

706

Expert Rev. Ansi Infecr. Ther. 9(6), (2011)

105



Leprosy & HIV coinfection: a critical approach

Review

immunological changes are responsible
for the occurrence of leprosy as IRIS
phenomenon in HIV-infected parients.

Approximately 20 years ago, an increase
in leprosy in HIV-infected patients as
observed with TB was expected. It was
predicted that coinfected patients would
present with lepromatous disease and that
the long incubation periods for leprosy
may bias towards tuberculoid disease, since
patients may die of AIDS-related infections
before manifesting their lepromatous lep-
rosy. It was also forecasted that leprosy
patients infected with HIV not showing the
disease may infect the non-HIV-infected
individuals, who are able to show clini-
cal disease due to presence of a functional
immune system [3,4,6,26,33].

The studies conducted in the 1990s, as
well as the recent experiences, indicated
that coinfection with HIV did not alter the
incidence and the clinical spectrum of lep-
rosy and that each disease progressed as a
single infection [13]. More widespread BCG
vaccination, an improvement in socio—eco-
nomic conditions and possibly the introduction of MDT contrib-
uted to a progressive decline in the incidence of leprosy in the
last century independently of HIV infection. By contrast, TB
increased in countries with high seroprevalence for HIV [3.4.4].

There are various possible explanations for this phenomenon. In
countries where leprosy and TB are both highly prevalent, it may
be assumed that the HIV-infected individuals do not only run
the risk of TB, but also of leprosy. TB manifests in HIV-infected
patients when the CMI is unable to prevent the multiplication
of the bacterium. M. ruberculosis multiplies faster compared with
M. leprae. Moreover, in TB, nonrelated CMI mechanisms con-
tribute towards the clinical symproms. In fact, M. leprae and
M. tuberculosis are different in their ‘toxicity” to the human body.
M. leprae does not cause an obvious response when inoculated
in a previously uninfected individual, but M. mberculosis does,
mobilizing polymorphous leukocytes, causing inflammation,
infiltration and sometimes ulceration. Thus, in TB, in contrast to
leprosy, the clinical features are not only caused by the CMI, but
also by other inflammatory mediators. M. leprae multiplies very
slowly, it is not ‘toxic’ and it needs a functional CMI to develop
clinical disease. Last but nor least, the leprosy incubation time
is longer and BCG is an effective vaccine against leprosy [3,22].

A turther possible explanation is the T-helper cells. HIV infec-
tion affects the CD4* T cells, a subtype of lymphocytes considered
pivotal in determining the CMI against M. leprae. The ability of
HIV-leprosy-coinfected individuals to develop a normal granulo-
matous response (in contrast to TB) against M. leprae, even with
a low number of circulating CD4+ cells, has been defined as a
‘paradox’ 4.6]. The recent finding of a very low number of CD4*
cells in leprosy granulomatous lesions in HIV-leprosy-coinfected

Figure 7. Borderline lepromatous leprosy in a HIV-positive patient. Macrophage
granuloma with foamy macrophages, lymphocytes and plasma cells.
Photograph provided courtesy of Cesare Massone, Medical University of Graz, Austria.

patients together with the presence of Tregs and B cells opens the
hypothesis that, in leprosy, not only T-helper cells, but also Tregs
and B lymphocytes may play a role in the granuloma formation,
thereby elucidating the paradox 18,27].

The exact incidence of leprosy in HIV-infected patients has
never been properly estimated. Studies conducted in the 1990s
examined only HIV seroprevalence in previously established lep-
rosy cohorts or in series of newly diagnosed leprosy patients com-
pared with control groups (3.4]. Prospective cohort studies have
never been conducted and the long incubation period of leprosy
has surely influenced the phenomenon. The patients reported
in the literature do not reflect the incidence of leprosy—HIV-
coinfected patients as most of the cases are neither described
or reported in the English literature. Moreover, some cases are
probably not recognized as leprosy.

These data showed that IRIS leprosy is probably under-
estimated. In fact, as demonstrated in Brazil, India and French
Guiana, the incidence of leprosy in a HIV patient under HAART
is high [18,19.20). Some papers report an occurrence of five IRIS
leprosy per 1000 patients in HAART programs, which is much
higher than the prevalence of leprosy in those areas.

To complete our analysis, we must mention the impact of HIV
on M. ulcerans, the causative agent of Buruli ulcer (BU). BU
is the third most common human mycobacteriosis worldwide
after TB and leprosy and is an emerging disease in humid tropi-
cal areas of Asia, Latin America and Africa (with an increasing
incidence, in some regions surpassing TB and leprosy). Until
now only one large serological study has been conducted and
few case reports have been published. From these data, HIV
had a higher prevalence (2.6%) among patients with BU than
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with controls (0.6%), and in HIV-paositive patients BU manifests
with disseminated lesions. To our knowledge, no cases of BU
manifesting as IRIS phenomenon have been reported. It should
be kept in mind that the BU is not so much caused by immu-
nological mechanisms, but is the result of the cytoroxic effect of
an exotoxine, mycolactone. In summary, few darta can be found
regarding the interaction HIV-BU; nevertheless, it seems that
HIV has a negative impact on BU (causing a disseminated dis-
ease), but similarly to leprosy and contrary to TB, an outbreak
of BU in HIV patients has not been observed [s8-71].

Five-year view
A detailed leprosy—HIV control program has to be implemented.
A very interesting study would be to obrain nasal swabs from
normal and HIV-infected patients in a leprosy-endemic area.
Epidemiological studies will probably confirm that IRIS leprosy
is not a rare event and that it is absolutely not a paradox.
Genetic data indicate the existence of shared immunological
pathways that control the susceptibility to different infectious
agents. Exploring this hypothesis may be of particular interest
for leprosy—HIV coinfection. However, large sample sizes are
difficult to obtain, but are mandatory to allow power analysis of
such a complex study design.

Careful immunopathological follow-up of leprosy patients
starting on HAART may help to elucidate the mechanisms lead-
ing to a T1R. Therefore, particular attention must be paid to
leprosy-endemic areas where HAART is increasingly available.

Physicians must be aware of the possibility of the unmasking of
a leprosy infection shortly after HAART initiation, particularly
because leprosy in this setting manifests with T1R that may lead
to irreversible neurological damage and its sequels. This group
of patients has to be treated appropriately with MDT together

with steroids.
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Key issues

* Despite the claim by the WHO that it would no longer be a public health problem after the year 2000, leprosy is far from being
eliminated. Over the past 5 years more than 200,000 new cases were reported per year.

HIV prevalence rates are high in many countries where leprosy is still endemic.
Studies conducted in the 1990s, together with those reported recently, indicated that coinfection with HIV neither altered the incidence

or the clinical spectrum of leprosy and that disease progression was comparable with a single infection.

In contrast, in countries with a high seroprevalence of HIV, TB was increased. Explanations may be provided by the differences in the

incubation time, biology and toxicity of Mycobacterium leprae and Mycobacterium tuberculosis.

typically as paucibacillary leprosy with type 1 leprosy reaction.

After the introduction of HAART, leprosy—HIV coinfection was encountered as immune reconstitution inflammatory syndrome (IRIS),

The incidence of leprosy in HIV-infected patients has never been properly estimated. IRIS-leprosy is probably underestimated. In fact,

the incidence of leprosy in HIV patients under HAART is high, as demonstrated in Brazil, India and French Guiana, and is not a rare

event as reported by others.

HIV and leprosy progress as single and independent infections.

It seems in light of the old and the new data, that the interaction between M. leprae and HIV is not a paradox as claimed but that both

Particular attention should be paid to leprosy-endemic areas where HAART is increasingly available. Physicians must be aware of the

possibility of the unmasking of a leprosy infection shortly after HAART initiation, particularly because leprosy in this setting manifests
with a type 1 leprosy reaction that may lead to irreversible neurological damage and its sequels.
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