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RESUMO

A hanseniase € causada pelo patdégeno intracelular obrigatério Mycobacterium
leprae, que infecta principalmente macréfagos e células Schwann do
hospedeiro. A lectina ligante de manose (MBL) e as ficolinas (FCNs)
reconhecem padrdes de agucares e residuos acetilados (PAMP),
respectivamente, em uma ampla variedade de patdgenos, incluindo o M.
leprae. Este reconhecimento desencadeia a transativacdo das serina-proteases
1 e 2, associadas a MBL (MASP-1 e MASP-2), e em seguida, a ativagao da via
das lectinas do sistema complemento. O gene MASP1 apresenta diversos
polimorfismos que estdo associados a modulagdo das concentracbes de
MASP-1 e de mais duas outras proteinas, resultantes de processamento
alternativo do pré-mRNA: MASP-3 e a forma ndo-enzimatica MAp44, ambas
envolvidas na regulagcdo negativa do sistema complemento, através da
competicdo pelos sitios de ligaggo aos PAMP nas moléculas de
reconhecimento. Neste estudo, avaliamos possivel associacdo entre
polimorfismos do gene MASP1 e concentragdes séricas de MASP-1, MASP-3 e
MAp44 em 389 individuos da populacado brasileira e 210 da dinamarqueses
(segundo grupo controle), assim como com a susceptibilidade a hanseniase
em 196 pacientes e 193 controles do Sul do Brasil. As amostras foram
genotipadas por PCR sequéncia-especifica multiplex para g.8113G>A
(rs7609662) e @.8795C>T (rs13064994), localizados no intron 01, e
g.61897C>G (rs72549262), .62223C>T (rs1109452) e g.62224G>A
(rs850314), localizados no exon 12 do gene MASP1. Os niveis séricos das
proteinas foram quantificados com ensaio imunofluorimétrico cronometrado
(TRIFMA). Pacientes com hanseniase apresentaram concentragdes séricas de
MASP-3 e MAp44 menores do que controles (medianas: 4603 ng/ml vs. 5606
ng/ml para MASP-3, p<0.005; 1732 vs. 2350 ng/ml para MAp44, p<0.0001).
Pacientes com a forma lepromatosa de hanseniase também apresentaram
concentragdes reduzidas de MASP-3 e MAp44, quando comparados a nao-
lepromatosos (P=0,0016 e P<0,0001). Houve também uma associagao entre a
presenca do alelo T para o SNP rs1109452 e niveis séricos elevados de
MASP-1 e diminuidos de MASP-3 nos trés diferentes grupos analisados. O
haplétipo GC CCG se associou com a susceptibilidade a hanseniase (P=0,028,
OR=1,43 [IC95%=1,04-1,94]). O haplétipo do exon 12 apresentou associagao
com os niveis de MASP-3 em controles (P=0,012) e no grupo comparagao
(P=0,0006), e os gendtipos destas variantes também apresentaram
associagao com niveis de MAp44 em pacientes (P=0,023), e com os niveis de
MASP-3 nos controles (P=0,024) e no grupo de dinamarqueses (P<0,0001).
Concentragdes baixas de MAp44 e MASP-3 em pacientes com hanseniase
podem ser decorrentes de polimorfismos no gene MASP1. Este efeito pode
estar aliado a possivel consumo das proteinas no processo da doenca e/ou
baixa producdo das mesmas nesses individuos.

Palavras-chave: MASP1, MASP-3, MAp44, serina protease associada a MBL,

complemento, via das lectinas, hanseniase.



ABSTRACT

Leprosy is caused by the obligate intracellular pathogen Mycobacterium leprae,
which infects mainly macrophages and Schwann cells of the host. The
mannose-binding lectin (MBL) and Ficolins (FCNs) recognize sugar patterns
and acetylated molecules (PAMP) respectively in a wide range of pathogens
including M. leprae. This recognition triggers the transactivation of mannan-
binding lectin serine protease 1 and 2 (MASP-1 e MASP-2) followed by the
activation of complement system lectin pathway. MASP1 gene presents several
polymorphisms associated to the modulation of MASP-1 concentration as well
as two other proteins resulting from alternative processing of pre-mRNA:
MASP-3 and the non-enzimatic MAp44, both involved in the down-regulation of
complement system by competing for PAMP binding sites at the recognition
molecules. Here, we aimed to assess possible associations between MASP1
gene polymorphisms and the serum levels of MASP-1, MASP-3 and MAp44 in
389 individuals from Brazil and 210 from Denmark (second control group), as
well as with susceptibility to Leprosy in 196 patients and 193 control subjects
from South Brazil. Samples were genotyped by multiplex sequence-specific
PCR for g.8113G>A (rs7609662) and g.8795C>T (rs13064994) located in intron
01 and g.671897C>G (rs72549262), g.62223C>T (rs1109452) and 9.62224G>A
(rs850314) located in exon 12 of MASP1 gene. Protein serum levels were
quantified by time-resolved immunofluorometric assays (TRIFMA). Leprosy
patients presented lower MASP-3 and MAp44 serum levels (median: 4603
ng/ml vs. 5606 ng/ml for MASP-3, p<0.005; 1732 vs. 2350 ng/ml for MAp44,
p<0.0001). Patients presenting the lepromatous clinical form of Leprosy also
showed lower MASP-3 and MAp44 serum levels when compared to non-
lepromatous patients (P=0.0016 and P<0.0001). There was an association
between the T allele of rs1109452 with higher MASP-1 and lower MASP-3
serum levels in all three groups. The GC CCG haplotype was related to
susceptibility to Leprosy (P=0.028, OR=1.43 [CI95%=1.04-1.94]). The exon 12
haplotype distribution is associated to MASP-3 levels in controls (P=0.012) and
Danish (P=0.0006), and the genotypes of this variants, also revealed an
association with MAp44 levels in patients (P=0.023), with MASP-3 levels in
controls (P=0.024) and MASP-3 levels in the Danish cohort group (P<0,0001).
Low MASP-3 and MAp44 serum levels in leprosy may be conferred by
haplotypes/genotypes of MASP1 gene in addition to possible protein
consumption and/or low production in leprosy patients.

Key-words: MASP1, MASP-3, MAp44, MBL-associated serine-protease,
complement, lectin pathway, leprosy.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representagdo de um hansénico na Idade Média. ..............cc........... 21
Figura 2. Gerhard Henrik Armauer Hansen em 1873. ..........ccccoiiiiiiiiiiiiins 22
Figura 3. Cortes histopatologicos mostrando invasdo de nervos por M. leprae.

.................................................................................................................. 24
Figura 4. Manchas na epiderme caracteristicas do inicio da hanseniase. ....... 25
Figura 5. Critérios utilizados para diagnOstiCo. ..........ccccoiiiiiiiiiis 27

Figura 6.Investimento em pesquisas de doengas tropicais no Brasil(2003-2010)

Figura 7. Prevaléncia da hanseniase N0 mundo. ..........ccccooiiiiiiiiiiiies 29
Figura 8. Coeficiente de detecgdo de hanseniase por regido geografica no
Brasil. ... e 30
Figura 9. A influéncia de diferentes fatores na infecgédo e evolugdo da
NANSENIASE. ... ettt 33
Figura 10. As trés vias de ativagdo do complemento, proteinas envolvidas e
0100 [V} (o 1= T PSP 35
Figura 11. Representacao do complexo de dimeros de MASP e MBL ligando-se
a estrutura de carboidratos na superficie de um patoégeno. ...................... 37
Figura 12. Esquema ilustrando o papel proposto por MBL/MASP-1 na
(oTo7=To U] F=Toz= o TN PRSPPI 39

Figura 13. Esquema ilustrativo do gene MASP1 e das proteinas codificadas.. 40

Figura 14. Paciente portador da Sindrome 3MC ..........cccccceiiiiiiiiiiiiceee e 44
Figura 15. Plot de desequilibrio de ligacao em MASP1..........ccoooiiiiiiieieeee. 51
Figura 16. Localizagdo dos SNPs e iniciadores no intron 01.............ccccceeee 52
Figura 17. Localizagdo dos SNPs e iniciadores do exon 12.............cccceeeeeeeee. 53
Figura 18. Padrao eletroforético da PCR-SSP. .........coovviiiiiiiiiiiiceeeeeee 56
Figura 19. Padrao eletroforético da PCR-SSP MultipleX...........cccccvvvveeeeenen. 58
Figura 20. Esquema ilustrativo das etapas do ensaio TRIFMA........................ 61

Figura 21. Ativacao do complemento e atividade fagocitica............................. 76



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: SNPs de MASP1 ja descritos na literatura. ...........ccccoooeeiiviiiiiinnnnnnn.. 45
Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes de Hanseniase ........c......ccccoeeeeeeen. 47
Tabela 3. Caracteristicas dos controles e comparagdo com pacientes............ 48
Tabela 4. Frequéncia alélica dos SNPs do gene MASP1 selecionados........... 50

Tabela 5. Sequéncia dos iniciadores e tamanho dos fragmentos produzidos.. 54
Tabela 6. Exemplo de interpretagao de resultado e atribuicdo de gendtipo..... 58
Tabela 7. Equilibrio Hardy-Weinberg dos haplétipos em pacientes.................. 63
Tabela 8. Equilibrio Hardy-Weinberg dos haplétipos no grupo controle........... 63
Tabela 9. Equilibrio Hardy-Weinberg nos haplétipos no grupo comparagao.... 64

Tabela 10. Frequéncias dos alelos das variantes do Intron 01 nos trés grupos.

Tabela 11. Frequéncia dos alelos das variantes do Exon 12 nos trés grupos.. 65
Tabela 12. Diferenga na distribuicdo dos haplétipos do gene MASP1 entre
pacientes com hanseniase € Controles. .........ccooevvviiiiiiiiiiii e, 66
Tabela 13. Diferengca na distribuicdo dos gendtipos de rs72549262 em
Pacientes € CoNtroles ..........oevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 83
Tabela 14. SNPs de MASP1 estudados até o momento. .............ccovvvevvvveeeneeee. 88



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1. Concentracao sérica de MASP-1 em controles e pacientes............. 68

Grafico 2. Concentracbes séricas de MASP-1 e formas clinicas de hanseniase

Grafico 3. Concentracao sérica de MASP-3 em controles e pacientes............. 70
Grafico 4. Concentracao sérica de MASP-3 em pacientes com hanseniase

1T o] o]0 7= (o1 S 71
Grafico 5. Concentragao sérica de MASP-3 e formas clinicas de hanseniase. 72
Grafico 6. Concentracao sérica de MAp44 em controles e pacientes.............. 73

Grafico 7. Concentracdo de MAp44 em pacientes com hanseniase

1Y o] 0] 4 F=1 (0157 P 74
Grafico 8. Concentracao de MAp44 e formas clinicas da hanseniase. ............ 75
Grafico 9. Correlagdo de MASP-3 e MAp44 em controles ..........cccceeeeeeeveennnne. 77
Grafico 10. Correlacdo de MASP-3 e MAp44 em pacientes.............ccccuvveenn. 78
Grafico 11. Correlacdo de MASP-3 e MAp44 em dinamarqueses ................... 78
Grafico 12. Correlacdo de MASP-1 e MAp44 em pacientes.............ccccevueeenen. 79
Grafico 13. Correlacdo de MASP-1 e MAp44 em dinamarqueses ................... 80
Grafico 14. Correlagdo de MASP-1 e MASP-3 em dinamarqueses ................. 81

Grafico 15. Gendtipos da variante g.8795C>T e concentragcbes de MASP-3 nos

LT3 0 ] £V oo 1 PSPPSRI 82
Grafico 16. Concentragdes de MAp44 e gendtipos da variante g.671897C>G em

(o T F= T g F= To [UTST T USSP 84
Grafico 17. Gendtipos da variante g.62223C>T e concentragcdo de MASP-1 nos

LLEE TS0 £ U] oo 1 PRSPPI 85
Grafico 18. Gendtipos da variante g.62223C>T e concentragdes de MASP-3. 86
Grafico 19. Gendtipos da variante g.62224G>A e concentracao de MASP-3 .. 87
Grafico 20. Presenca e GC CCG em controles e pacientes...........cccccceeeeeeenne. 90
Grafico 21. Haplotipos do exon 12 e concentragao sérica de MASP-3............ 91
Grafico 22. Gendtipos das variantes do intron 01 e concentracido de MASP-3 92

Grafico 23. Gendtipos de variantes do Exon 12 em controles.......................... 93



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

3MC - Sindromes Malpuech, Michels e Mingarelli-Carnevale
CCP - Complement Control Protein

CMI - Cell-mediated immunity

COLEC - Colectina

CRE - Centro Regional de Especialidades

CcuB - Complement C1r/C1s, Uegf, Bmp1

DNA - Deoxyribonucleic acid

dNTP - Desoxinucleotideo trifosfatado

EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid

EGF - Epidermal growth factor

ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FCN - Ficolina

HC - Hospital de Clinicas

HDSPR - Hospital de Dermatologia Sanitaria do Parana
HSA - Human serum albumin

IC - Intervalo de confianca

IDH - Indice de Desenvolvimento Humano

IL - Interleucina

MAC - Membrane Attack Complex

Maf - Minor allele frequency

MASP - Mannose-binding lectin-Associated Serine Protease
MAP - Mannose-binding lectin-Associated Protein
MBL - Mannose-binding lectin

MBP - Mannan-binding protein

M. leprae - Mycobacterium leprae

mRNA -Messenger ribonucleic acid

NCBI - National Center for Biotechnology Information
OMS - Organizacao Mundial da Saude

OR - Odds Ratio

OxLDL - Oxidized low-density lipoprotein

PACRG - Parkin coregulated gene protein



PAMP - Pathogen-associated molecular pattern
PARK - Parkin

pb - Pares de bases

PCR - Polymerase chain reaction

PCR-SSP - Polymerase chain reaction - Sequence specific Primer
PQT - Poli-quimioterapia

RNA -Ribonucleic acid

SINAN - Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo
SISA - Sistema Integrado de Saude

SNP - Single Nucleotide Polymorphism

SP - Serina-protease

TRIFMA - Time-resolved Immunofluorometric Assay

UFPR - Universidade Federal do Parana

UTR - Untranslated region

WHO - World health organization



SUMARIO

1. INTRODUGAO ... cceceeeses e ese e s e sas e s e sseses e saeses e saessssesnssssassssnnnas 17
2. OBUETIVOS ... s e 19
2.1 Objetivo PrinCipal .........cceeeemmmmmmmmmmmmiminieneeeeeeeeeeenene s snnnnnnes 19
2.2 Objetivos eSpecCifiCOS ........uuummmmmmmmmmmmmmmmmnmneeeeene e 19
3. REVISAO DA LEITURAL.......curreeeeteereesesesae st sesaeseseesesesseesssessessssssesnnnens 20
B N =T LT 1T T = R 20
3.1.1 HistOrico da dOENGA..........uuuiiiie e 20
31,2 EHIOIOQIA ... 23
3.1.3 Formas clinicas e diagnostico da doenga. ..........ccccceeeeiiiiinnnnnnns 25
3.1.4 Hanseniase: uma doenga negligenciada ............ccccceeeiiiiiiiiiiiinnnnnns 27
3.1.5 EPIdemiOlOgia. ... .. 29
3.1.6 Suscetibilidade genética a hanseniase ...........ccccccceeeeviiieevieciiiinnn. 31

3.1.7 Estudos com genes e proteinas dos sistema complemento e

NANSENIASE. ... ettt 33
3.2 O Sistema Complemento ..........cccceiimreerii i e e enas 34
3.2 1 AVvia das [€CtNAS ... 36
3.2.2 Proteina MASP-1 € 0 gene MASPT ......eieiiieiieeceee e 38
B.2.3 MASP-3 . aa e e e 41
B2 MAPAL ..o a e e e 42
3.3 Polimorfismos do gene MASPT ... e 42
4. MATERIAIS E METODOS .......cceeeirrireerssessesesessessssessesssssssssssssssssssssssessenes 46
4.1 CaSUISEICA......ccc s 46
411 PACIENES ....eeie e 46
4.1.2 Grupo CONtrole.......cooviiiiiii e 48
4.1.3 Grupo de DIinamarqUESES .........coevvuuiiiiieeeeeeeeiiee e 48
4.2 Extragao de DNA........... s r s e e s nma e rn e rnmn e rennan 49

4.3 Selecao de SNPs de interesse do gene MASP1 e desenho de

L T o = T (o1 == 49
4.4 Reacao em cadeia da polimerase com iniciadores de sequéncia
especifica (PCR-SSP) ... s s s s e e s s nnnnnnnes 55



4.4.1 PCR-SSP do Exon 12 de MASPT ..o 55

4.4.2 PCR-SSP Multiplex — Intron 01 e ExXon 12.....ovveiiiiiiii e 56
4.5 Ensaios de quantificacao sorolégica para Masp-3 e MAp44. ........... 59
4.6 Analise estatistica..........ccceeumiiiiiiiiiir e —————— 61
5. Resultados E DISCUSSAOD ........cccrrrmrmrismsisessessssssssesssssssssssssssssssssssens 63
5.1 Polimorfismo do gene MASPT ... 63
5.2 Concentragoes séricas de MASP-1, MASP-3 e MAp44.............ccuuuu.n. 66
5.2 MA S P -T aan 67
5.2.2 MASP-3 . 70
B5.2.3 MAPAA ... 72
5.2.4 Correlagao entre a concentracao das proteinas MASP-1, MASP-3 e
IMIADAA . ...ttt e e et e e e ettt e e e et et a—e————a—eaa—raaaaarannaes 77
5.3 Associacao das concentragoes séricas de MASPs com as variantes
do intron 01 rs7609662 e rs13064994 do gene MASPT.........ueeeeeeemeennnnes 81
5.4 Associagao das concentragcdes de MASPs com as variantes do exon
12: rs7254262, rs1109452 € rs850314........ceoieeiiimiieiieeirreere s e rnnreanns 82
5.5 Associacao entre haplétipos do gene MASP1 e concentragoes
S€ricas das ProteinNas. ......cccccoirieeeiii i e e e nnan 89
6 — CONCLUSOES ........oeeeeireeceeeree e sesaesessesae e ssesas e s e sss s sseessssssessensssesssnens 94
10. Referéncias .......cccocciiiiiiin s 95
ANEXOS ... s 104

Y. =21 N1 0] (o =S 106



1. INTRODUGCAO

A hanseniase é uma doencga infecciosa crénica causada pelo
Mycobacterium leprae, um patodgeno intracelular obrigatorio dos fagocitos
mononucleares e células de Schwann do hospedeiro. O Brasil apresenta a
segunda maior prevaléncia desta doenga no mundo, considerada pela
Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) como uma doenga negligenciada. O
longo periodo de incubacgéo apresentado pelo M. leprae bem como a gama de
manifestagdes clinicas que se relaciona com a resposta imunoldgica do
infectado proporciona excelente campo de investigacdo da regulagéo
imunologica em infecgdes (MONOT et al., 2009).

O sistema complemento é formado por mais de 35 proteinas
plasmaticas e de membrana celular. Uma vez ativado, este sistema promove a
opsonizagédo e eliminagcdo de patégenos e células alteradas, induzindo uma
série de atividades biolégicas que constituem um importante mecanismo efetor
da imunidade inata e sinalizador da imunidade adaptativa. A via das lectinas é
uma das trés vias de ativagdo do sistema complemento. Nesta via, o
reconhecimento de padrdes de agucar ou de residuos acetilados pela lectina
ligante de manose (MBL), coletina 11 (COLEC11) ou por um dos trés tipos de
ficolinas L, M ou H (FCNs), induz uma cascata de rea¢des que culmina com a
opsonizacdo e fagocitose e/ou lise da célula-alvo. Para a ativagdo, é
necessario que oligbmeros de MBL, COLEC11 ou FCNs formem um complexo
com homodimeros das serina proteases MASP-1 e MASP-2. Nesse contexto,
MASP-1 ativa MASP-2 e ambas atuam cooperativamente no processo de
formacao da C3 convertase (DEGN et al., 2012) (KJAER; THIEL; ANDERSEN,
2013)

O gene MASP1 codifica trés diferentes proteinas através da
recomposicao alternativa do seu pré-mRNA: MASP-1, MASP-3 e a forma
truncada MAp44. Recentes evidéncias tem demonstrado que MAp44 e MASP-3
tem habilidade de inibir a ativacdo do complemento pela via das lectinas
(GABORIAUD et al., 2013) (ROORYCK et al., 2011) (DEGN et al., 2009).

Embora MASP1 apresente polimorfismos com variantes frequentes, grande
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parte desses ainda ndo foram investigados com relagdo ao seu impacto
funcional e associacdo com doengas.

A interacao entre moléculas de superficie do M. leprae e os receptores de
complemento CR1 e CR3 dos fagocitos foi descrita ha mais de 20 anos
(SCHLESINGER; HORWITZ, 1991). Estudos posteriores demonstraram que
sonicados da bactéria ligavam MBL (GARRED et al. 1994). Contudo, a
resposta do hospedeiro a infecgao pelo M. leprae é variavel, sendo decorrente
de fatores genéticos e epigenéticos, proprios de cada individuo, além de sua
interacdo com os fatores ambientais aos quais estd exposto (ALCAIS et al.,
2005).

Altas concentragcdes de MBL e baixas concentragcdes de MASP-2, por
exemplo, assim como polimorfismos associados a estes fendtipos, ja foram
relacionados com a susceptibilidade a doenga (DE MESSIAS-REASON et al.,
2007) (BOLDT et al., 2013). A MASP-1 também é responsavel, juntamente com
estas proteinas, pelo combate a diferentes infecgdes. Porém, o gene MASP1
tem sido pouco estudado quanto a influéncia de seus polimorfismos na
modulagao da concentracao e eficiéncia funcional dos seus produtos proteicos,
assim como quanto a sua relagdo com a susceptibilidade a doencas

infecciosas, como a hanseniase.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

Analisar a possivel associagao entre a suscetibilidade a hanseniase e as
suas diferentes formas clinicas e polimorfismos do gene MASP1 e

concentracdes séricas das proteinas MASP-1, MASP-3 e MAp44.

2.2 Objetivos especificos

- Definir haplétipos de polimorfismos do gene MASP1 através de técnica de
PCR-SSP

- Estimar a frequéncia da distribuicdo de polimorfismos de MASP1
investigados e de seus respectivos haplétipos em pacientes com
hanseniase, controles (doadores de sangue) e em uma populagao
dinamarquesa.

- Verificar relacdo entre os haplétipos de MASP1 e as concentragbes
séricas de MASP-1, MASP-3 e MAp44

- Avaliar as concentragbes séricas de MASP-1, MASP-3 e MAp44 em
pacientes com hanseniase e controles

- Investigar possivel associagdao entre haplétipos de MASP1 e
concentragdes séricas de MASP-1, MASP-3 e MAp44 e a hanseniase e

suas diferentes formas clinicas.
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3. REVISAO DA LEITURA

3.1 A hanseniase

A hanseniase, ou Mal de Hansen, também conhecida na antiguidade
como lepra (leprosy em inglés), € uma doenga infecciosa de evolugéo lenta e
cronica, causada pelo Mycobacterium leprae, que infecta macréfagos e células
de Schwann do hospedeiro, afetando principalmente o sistema nervoso
periférico, mucosas e pele. E considerada a doenca mais antiga do mundo e
leva este nome em homenagem ao cientista noruegués Gerhard Armauer
Hansen, que a descreveu em 1873.

Os pacientes acometidos pela hanseniase foram marcados por
vergonha e desgracga durante todo o percurso da histéria. Esforgos no sentido
de eliminar o estigma social da doenca tem sido efetivos, sendo que
atualmente a poliquimioterapia representa uma importante ferramenta na sua
erradicagao. Porém segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o Brasil
continua sendo o segundo pais em numero de casos no mundo apés a india
(WHO — Weekly epidemiological record, 2010), e a doencga continua com

muitas perguntas que ainda ndo foram respondidas (MEIMA, 2004).

3.1.1 Histérico da doenga

Por meio de analises do DNA do M. leprae, sugere-se que este bacilo
tenha surgido na Africa, espalhando-se em seguida, para a Asia e América do
Sul (MONOT et al., 2009). De fato, ha registros de que esta doencga afeta a
humanidade ha pelo menos 4000 anos, desde o Egito antigo. Sua interpretacao
como puni¢cdo diabdlica ou divina foi mencionada por Hipdcrates e seus
seguidores, entre 500 a 400 a.C. O termo “lepra” origina-se do latim “lepros”,
que significa mancha ou sujeira (SASAKI; TAKESHITA; OKUDA, 2001). A

20



hanseniase é considerada uma doenga milenar com registros desde os tempos

biblicos,

“E aproximou-se dele um leproso que, rogando-lhe, e pondo-se de
joelhos diante dele, Ihe dizia: Se queres, bem podes limpar-me. E
Jesus, movido de grande compaixdo, estendeu a mao, e tocou-o, e
disse-lhe: Quero, sé limpo. E, tendo lhe dito isto, logo a lepra
desapareceu, e ficou limpo.”

Marcos 1: 40-42 (Biblia, versao: Almeida corrigida e revisada fiel)

Uma das caracteristicas mais marcantes da hanseniase & o estigma
social, resultado das deformidades causadas pela doenca e da falta de cura,
que por séculos afligiu a humanidade. Por volta do século Xll, a alta
prevaléncia de hanseniase no Oriente Médio e na Europa, levou a igreja
catolica a criar os leprosarios para isolamento dos doentes e profilaxia da
doenca. Nesta época, os pacientes eram obrigados a carregar sinos para

anunciar a sua presencga (Fig. 1).

9. A LEPER

Figura 1. Representacdo de um hansénico na Idade Média.
Disponivel em: http://www.historyfish.net/clay/clay_hospitals_five.htmL. Acesso em Agosto de
2013.
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Em seguida, com a melhoria das condi¢cdes socioeconbémicas da
populagao europeia ocorreu uma reducido na endemia da doenca. Durante este
periodo (meados do século XVIII), originaram-se os primeiros focos da doenga
na Asia e Africa. Na América do Sul, os primeiros casos de hanseniase
surgiram durante o periodo da colonizagéo, sendo que os primeiros relatos da
doenca no Brasil datam de 1600 (Brasil/Ministério da Saude, 2001).

Em 1873, o médico Gerhard H. A. Hansen (Fig. 2) identificou o bacilo M.
leprae em amostras de seus pacientes, refutando o conceito de que a doenca
fosse hereditaria. Contudo, até cerca de um século atras, a doenca era
considerada incuravel e havia pouco apoio financeiro a sua investigagdo. A
situagdo geral da doenga melhorou apés a disponibilizacdo da dapsona para o

tratamento em 1945, todavia sem atrair a atengao de cientistas e médicos.

Figura 2. Gerhard Henrik Armauer Hansen em 1873.
FONTE: (MARMOR M. F., 2002).

Essa situagdo mudou drasticamente na década de 1960, com uma
extraordinaria coincidéncia do pensamento cientifico e de descobrimentos que
levou a uma "idade de ouro" na investigagao da hanseniase. Em um capitulo
sobre "O Espectro Imunopatolégico da Hanseniase", Olaf Skinsnes (1964)

apresentou a primeira formulagdo completa do que é considerado, ainda hoje,
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o conceito basico de compreensdo da doenca, ou seja: que a diversidade
clinica, patolégica e microbioldgica, € o resultado da diversidade da imunidade
celular ao M. leprae (MATSUOQO, 2005). Outro passo importante foi dado quando
Ridley e Jopling (1966) publicaram o sistema de classificacdo da doenca,
baseado na clinica e em achados histopatolégicos, e coerente com a base
tedrica de Skinsnes . Alguns anos mais tarde, observou-se que o M. leprae
passou a desenvolver resisténcia a dapsona. Este fato levou a OMS, em 1982,
a recomendar a poliquimioterapia (PQT), combinando rifampicina, dapsona,
clofazimina, ofloxacina e minociclina, dependendo da forma clinica e do estagio

da doenca.

3.1.2 Etiologia

O M. leprae é um bacilo aerdbio em forma de bastonete, envolto por
uma camada de lipidios, acido micodlico e polissacarideos caracteristicos de
micobactérias, encontrado principalmente em paises tropicais. Por ser uma
micobactéria intracelular obrigatéria que carece de muitos genes necessarios
para a sobrevivéncia independente, seu cultivo em meio de cultura € inviavel,
porém pode ser obtido apds inoculagdo em animais, especificamente
camundongos e tatus Daspus novemcinctus (McMURRAY, D. N., 1996). A
parede celular complexa torna dificil a destruicdo de bactérias deste género,
fato também relacionado a sua lenta replicagao.

Apesar da forma exata de transmissdo do bacilo ainda ser incerta,
acredita-se que esta se faz por goticulas de saliva e secre¢gdes nasais. A
quantidade de bacilos contidos em lesbes na mucosa nasal varia de dez mil a
dez milhdes (CHARLES; SHEPARD, 1960). Alguns autores acreditam que a
doencga também pode ser transmitida a humanos pelo tatu (TRUMAN et al.,
2011) (MEYERS; WALSH, 1986). O contato constante de uma pessoa sadia
com uma infectada pelo M. leprae, pode aumentar as chances de contrair a
doenca, principalmente quando se trata de individuos que compartilham a
mesma com infectados. Além disso, o contato constante com o bacilo pode
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determinar a gravidade e a forma da doenga que o individuo pode vir a
desenvolver (RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011).

A exata via de transmissdo do M. leprae ainda nao foi completamente
descrita. Rees e McDougall (1977) obtiveram sucesso na transmisséo
experimental com aerossois contendo M. leprae em camundongos imuno-
suprimidos, o que sugere uma possibilidade semelhante em seres humanos
(MCDOUGALL; REES, 1977). Resultados promissores foram também
relatados em experiéncias com ratos, através da introdugéo do M. leprae pela
cavidade nasal. Em resumo, a entrada pela via respiratéria parece ser a rota
mais provavel, embora outras vias, como a da pele lesionada, ndo devem ser
excluidas.

O M. leprae infecta macrofagos e as células de Schwann, que formam a
mielina dos nervos periféricos (Fig. 3). O tempo de incubagéo apds a infecgéo
com M. leprae varia de 2 a 7 anos, sendo algumas vezes ainda mais longo.
Devido ao acometimento dos nervos, um dos primeiros sintomas da doenca € a
supressao da sensacao térmica, ou seja, a incapacidade de diferenciar entre o
frio e quente no local afetado. Mais tardiamente, a lesdo pode causar
diminuic&o da sensagéo de dor no local (ARAUJO M. G., 2005).

Figura 3. Cortes histopatoldgicos mostrando invasédo de nervos por M. leprae.
(Mycobacterium leprae em coloragao vermelha) Fonte: (HAN et al., 2008)
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3.1.3 Formas clinicas e diagnéstico da doenga.

Segundo Ridley e Jopling (1966), a hanseniase é classificada de forma
espectral e dividida em dois principais grupos, tuberculoide e lepromatosa
(também denominada virchowiana), constando entre elas a forma interpolar
dimorfa (ou borderline), baseadas num espectro de resisténcia do hospedeiro
(ARAUJO M. G., 2005).

A hanseniase indeterminada € a forma inicial da doencga, e consiste na
maioria dos casos em manchas de coloragdo mais clara (Fig. 4), podendo ser
discretamente avermelhada, com alteracdo de sensibilidade a temperatura e,
em alguns casos, diminuigdo da sudorese. A partir do estado inicial, a doenga
pode permanecer estavel na maior parte dos casos, ou pode evoluir para as
formas tuberculoide ou lepromatosa, dependendo do tipo de resposta imune,
da predisposi¢ao genética e de fatores ambientais. Em alguns casos, a doenga
pode adotar varios cursos intermediarios entre estes dois tipos principais,
sendo, entdo, denominada hanseniase dimorfa ou borderline (Ministério da
Saude, 2009).

Figura 4. Manchas na epiderme caracteristicas do inicio da hanseniase.
(Forma indeterminada)
FONTE: WHO — Guia para eliminagao de Hanseniase, 2000.

Segundo a OMS, a hanseniase virchowiana (ou lepromatosa) é a forma
multibacilar (caracterizada por mais de cinco manchas pelo corpo), sendo

encontrada em pacientes com pouca ou nenhuma resisténcia imunoldgica ao
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M. leprae. Pacientes que desenvolvem esta forma da doenga apresentam baixa
imunidade mediada por células, sendo que as citocinas mais presentes
(interleucinas IL-4, -5 e -10) caracterizam uma resposta do tipo Th2 (ALTER et
al., 2011). Em tais casos os macrofagos, as proprias células de defesa que se
destinam a destruir o bacilo através de fagocitose, tornam-se ambiente
propicio para o bacilo, desempenhando o papel de hospedeiro, permitindo sua
multiplicagdo enquanto o transporta pela corrente sanguinea. A evolugéo
cronica da hanseniase virchowiana caracteriza-se pela infiltragdo progressiva e
difusa da pele, mucosas das vias aéreas superiores, olhos, testiculos, nervos,
podendo afetar, ainda, linfonodos, figado e baco.

Ja a forma clinica tuberculoide ocorre em pacientes com resposta celular
eficiente contra o bacilo. Dessa forma, o sistema imune contém a disseminacéao
do bacilo pela formagao de granulomas, sendo a resposta celular do tipo Th1
(MISCH et al., 2010). De fato RNAm de citocinas associadas a resposta Th1
(IL-2 e IFN-y) estdo presentes em lesbes de pacientes com a forma
tuberculoide da doenga (DOCKRELL et al., 1996). Nessa forma de hanseniase,
as manchas sao bem delimitadas e assimétricas, e geralmente sao
encontradas apenas poucas lesées no corpo (< cinco).

O Ministério da Saude do Brasil adotou a classificagdo de Ridley e
Jopling e propds uma sinopse baseada principalmente na aparéncia das
lesbes, na sensibilidade da pele do paciente e nas caracteristicas
baciloscopicas, com o intuito de facilitar o diagnéstico da doenca (Fig. 5). As
diferentes formas de hanseniase se dividem em paucibacilar com auséncia ou
poucos bacilos, ou multibacilar, com muitos bacilos disseminados de tamanhos

e aspectos variados.
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Caracteristicas

oo - S e Classificacao operacional
Clinicas Baciloscopicas | Formas clinicas : i
vigente para a rede publica

Areas de hipo ou anestesia, parestesias, manchas
hipocromicas e/ou eritemohipocrémicas, com ou Negativa
sem diminuicao da sudorese e rarefacao de pélos

Indeterminada
(H1)
Placas eritematosas, eritemato-hipocrémicas, Paucibacilar (PB)

até 5 lesdes de pele bem delimitadas, hipo ou Tuberculéide

anestésicas, podendo ocorrer comprometimento Negativa (HT)

de nervos

Lesoes pré-foveolares (eritematosas planas Positiva (bacilos

com o centro claro). Lesdes foveolares e globias ou

(eritematopigmentares de tonalidade ferruginosa com raros Dimorfa (HD)

ou pardacenta), apresentando alteracoes de bacilos) ou

sensibilidade negativa Multibacilar (MB)

mais de 5 lesdes
Eritema e infiltracdo difusos, placas eritematosas

de pele, infiltradas e de bordas mal definidas,
tubérculos e nédulos, madarose, lesdes das
mucosas, com alteracdo de sensibilidade

Positiva (bacilos
abundantes e
globias)

Virchowiana

(HV)

Figura 5. Critérios utilizados para diagnéstico.

Tabela utilizada para fins diagnésticos, baseada nas caracteristicas apresentadas pelo
paciente.

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude/MS (2009)

3.1.4 Hanseniase: uma doenga negligenciada

Doencas negligenciadas representam um grupo de infec¢gdes endémicas
em populagdes de baixa renda, habitando regides subdesenvolvidas e em
desenvolvimento nos continentes asiatico, africano e americano. De acordo
com o Instituto Nacional de Alergia e Doengas Infecciosas dos Estados Unidos,
National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) estas doengas sao
parcialmente ignoradas pelas grandes industrias farmacéuticas, programas de
saude publica (Fig. 7), iniciativas governamentais e midia. A OMS lista 17
doengas como negligenciadas, incluindo a leishmaniose, doengca de Chagas,
cisticercose e hanseniase, as quais sao responsaveis por um grande numero
de o6bitos e sequelas, que afligem aqueles que moram nas areas mais atingidas
(HOTEZ, 2007).
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Figura 6.Investimento em pesquisas de doencas tropicais no Brasil(2003-2010)

Fonte: Ministério da Saude, disponivel em
http://www.sbmt.org.br/site/corpo_texto/123#.Uh4PidKkgxW, acesso em Agosto/2013.

Existe uma clara relacdo entre o grau de pobreza e a incidéncia das
doencas consideradas negligenciadas. Os paises com os menores IDH (indice
de Desenvolvimento Humano) sdo, também, os que possuem maior numero de
casos com estas doengas (LINDOSO et al., 2009). Entre eles esta o Brasil,
que, mesmo tendo mostrando um importante crescimento econémico nos
ultimos anos, ainda detém a 85° posi¢céo no ranking de IDH (UNDP — United
Cations Development Programme, 2012) e apresenta endemia de muitas
doengas, incluindo a hanseniase. Portanto, as doengas negligenciadas
representam um peso substancial para a saude publica nos paises em
desenvolvimento e respondem por 11,4% da carga global de doengas.
Lamentavelmente apenas 1% dos 1.393 novos medicamentos comercializados
entre 1975 e 1999 foram desenvolvidos para tratamento das doencgas
negligenciadas (TROUILLER et al., 2002).

Mesmo apresentando consideravel numero de novos casos, a
hanseniase apresenta uma baixa incidéncia, comparada com outras doengas
tropicais negligenciadas. Programas para diagnosticos e tratamento de

hanseniase precisam ser integrados com outros servicos de forma rentavel e
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sustentavel. Em muitos paises, os servicos de controle da hanseniase sao
combinados com os servigos de tuberculose ou servigos de dermatologia, ou
ainda, integrados em cuidados de saude primarios, enquanto outros ainda
lidam com a dificuldade do diagnéstico e tratamento precoce (RODRIGUES;
LOCKWOOQOD, 2011). Recentes noticias, no entanto, revelaram no municipio de
Sinop no Mato Grosso (uma das regides hiper-endémicas da hanseniase), uma
queda significativa no numero de novos casos, devido a uma campanha de
combate a doenca (http://lwww.sonoticias.com.br/noticia/saude/sinop-

secretaria-aponta-reducao-no-numero-de-novos-casos-de-hanseniase).

3.1.5 Epidemiologia

Individuos ao redor de todo o mundo podem ser afetados pela
hanseniase. No entanto, a doenca € mais comum em areas quentes e umidas,
sendo que a grande maioria dos casos se concentra em seis paises: india,

Indonésia, Myanmar, Nigéria, Brasil e Sudao (Fig. 8).
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Figura 7. Prevaléncia da hanseniase no mundo.
FONTE: World Health Organization (WHO, 2011)
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Embora o Brasil tenha mostrado um declinio na taxa de novos casos
(Fig. 9), o pais ainda ocupa o segundo lugar no mundo na prevaléncia de
hanseniase. A india reporta o maior nimero de casos (133 717), seguida do
Brasil (37 610) e Indonésia (17 260) e estima-se que cerca de 81% de todos os
Novos casos ocorra nestes trés paises, onde a doencga é considerada endémica
(ref do boletim OMS).

90 A
80 A
70
60
5=
40 A
30 A

100 mil habitnates

20 A
10 ~

Coeficiente de Deteccdo por

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

= Norte 713,82 7788 18,01 741 6596 61,12 5434 5469 4994 4273
e Nordeste 3339 3505 3866 3875 3867 3228 31,75 3004 2880 27,73
= Sudeste 14,06 1532 1514 13,84 1260 1053 9,76 878 8,42 7,66
— Sul 7,44 8,50 8,42 1,96 1,57 6,99 6,44 6,05 5,54 519
= Centro_Oeste  £5,11 67,81 6869 0439 6213 5660 41,19 4464 4428 41,29
s Brasil 26,61 2833 2937 2824 2686 2337 21,19 2059 19,64 1822

Figura 8. Coeficiente de deteccao de hanseniase por regido geografica no Brasil.
FONTE: Sinam/SVS-MS, 2011.

No ano de 1991, a OMS estabeleceu a meta de eliminar a hanseniase
como problema de saude publica até o ano de 2000 (Boletim da OMS 2005).
Esta eliminacao foi definida entdo como o alcance de uma prevaléncia de <
1:10.000 habitantes. O programa de eliminacdo de fato teve éxito na
distribuicdo da poliquimioterapia eficaz porém, a campanha de eliminagao
deixou a desejar em aspectos como o planejamento para enfrentar os desafios
futuros da hanseniase, a prioridade dada a doenca no financiamento de
pesquisas e a interacdo entre os varios servicos de atencdo ao paciente
(LOCKWOOD; SUNEETHA, 2005). Além disso, o coeficiente de deteccéo de
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casos novos nao foi reduzido satisfatoriamente nos paises com maior
incidéncia de hanseniase, como é o caso do Brasil, assim como da india. Isso
sugere que a transmissdo nao foi controlada adequadamente somente com
antibiodticos, e que a doenca continua, de fato, a ser um problema de saude
publica (RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011).

A vacina Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) contra a tuberculose é
recomendada pelo programa estendido da OMS a todos recém-nascidos

(http://www.who.int/immunization/diseases/tuberculosis/en/) e principalmente

para a protecdo de pessoas que coabitam com pacientes de hanseniase
(CUNHA et al., 2004). No entanto, este € um assunto controverso e resultados
de uma meta-analise indicaram que a vacina BCG confere uma protecao de
aproximadamente 26% (95% [IC 14-37%]), sendo esta ainda mais deficiente

para as formas paucibacilares da doenga (SETIA et al., 2006).

3.1.6 Suscetibilidade genética a hanseniase

Estima-se que aproximadamente 95% das pessoas sejam naturalmente
resistentes a hanseniase. Contudo, a resposta imune a infeccao pelo M. leprae
é heterogénea (ALCAIS et al., 2005), sendo afetada por fatores ambientais e
genéticos, proprios de cada individuo. Os fatores nao genéticos que podem
influenciar na progressdo da doencga incluem: horménios sexuais, idade,
exposicao ao agente etioldgico e estado imunoldgico. Segundo WALLACE C.
et al (2003), em muitas populagdes africanas, a hanseniase € mais comum em
mulheres do que em homens, ja a hanseniase lepromatosa € mais frequente
em homens. A exposicao frequente, como o compartilhamento de residéncia,
também aumentam as chances de desenvolvimento da doenca.

Além disso, a diversidade gendmica limitada de isolados de M. leprae
tem levado a sugerir que fatores intrinsecos da micobactéria ndo tenham um
papel relevante na definicdo do espectro clinico da doenca (CASANOVA,;
ABEL, 2002). Ja evidéncias sugerem que variantes genéticas do hospedeiro
desempenham um papel fundamental na expressao clinica da doenca (SAUER
et al., 2015) (WALLACE; CLAYTON; FINE, 2003) (Fig. 6). Analises de
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segregacao realizadas com o objetivo de estabelecer o modelo de heranca de
uma determinada caracteristica, demonstraram que a suscetibilidade a
hanseniase apresenta de fato um componente genético significativo (ALCAIS
et al., 2005). Em uma destas analises nas ilhas Désirade, Antilhas Francesas,
encontrou-se evidéncia de que um gene recessivo ou codominante aumenta a
susceptibilidade a hanseniase per se (predisposi¢cdo a desenvolver a doenga,
independentemente da forma clinica) (ABEL; DEMENAIS, 1988). Em outro
trabalho realizado com familias de uma populagcdo do estado de Amazonas,
com grande numeros de infectados por M. leprae, analises de segregacao
independente detectaram a existéncia de um gene controlando a
susceptibilidade a hanseniase per se, herdada através de um modelo de
codominancia com a frequéncia do alelo de pré-disposicdo estimada de 0,22
(LAZARO et al., 2010).

Em trabalhos realizados com pacientes vietnamitas e brasileiros
oberservou-se que variantes na regidao reguladora dos genes PARKZ2 (que
codifica uma proteina ubiquitina ligase E3, denominada parquina) e PACRG
(gene co-regulado com parquina), representam fatores de risco a hanseniase
(MIRA et al., 2004). Estudos genéticos tem demonstrado uma possivel relacao
da hanseniase com a doencga de Crohn. Especula-se que a proteina NOD2 e a
proteina quinase RIPK2 iniciam um processo de sinalizagdo que envolve
ubiquitinizacdo através de TRAF6 (fator 6 associado ao receptor TNF) e que
seja possivel a participacdo de parkina neste processo (SAUER et al., 2015).
Varios estudos de ligagcdo e associagdo demonstraram também o
envolvimento de alelos e haplétipos do complexo HLA, em particular, HLA-DR2
e HLA-DR3, ambos de classe HLA Il, como importantes fatores de risco
genético para susceptibilidade a subtipos da hanseniase (MIRA et al., 2003).
Os autores sugerem ainda que sdo necessarios muitos estudos neste campo
para desvendar melhor a herdabilidade em hanseniase.

Outro estudo revelou uma forte associacdao entre uma variante na
regidao promotora do gene TNFA e hanseniase em uma populacao brasileira, e
esta associacao parece estar restrita a individuos brasileiros (CARDOSO et al.,
2011). Mutagdes genéticas raras que causam susceptibilidade a infecgdes com
micobactérias foram encontradas também em genes que codificam citocinas
como o IFNg (interferon gama) e a IL12 (interleucina 12) (WANG et al., 2010).

32



Fatores genéticose
nao-genéticos do
individuo

Exposigdoao Infecgdo 3 Espectro
Mycobacterium ——> ou —> da
Leprae Nao-infec¢do doenca

Fatores
ambientais

Figura 9. A influéncia de diferentes fatores na infeccéo e evolugédo da hanseniase.
FONTE: Adaptado de WALLACE C., 2003.

3.1.7 Estudos com genes e proteinas dos sistema complemento e

hanseniase.

Diferentes estudos do grupo de pesquisa do Laboratério de
Imunopatologia Molecular do Hospital das Clinicas, onde grande parte deste
projeto foi desenvolvido, tem demonstrado associagédo de certos polimorfismos
de genes do sistema complemento com a hanseniase. Através de PCR-SSP
multiplex, 11 polimorfismos do gene MASP2 foram haplotipados nos mesmos
individuos dos trés grupos utilizados neste presente estudo, pacientes de
hanseniase, controles brasileiros e dinamarqueses. Boldt et al(2013),
observaram que baixas concentracbes da proteina MASP-2 e alguns dos
polimorfismos associados, aumentaram a susceptilidade a hanseniase e sua
forma virchowiana, em particular (BOLDT et al., 2013).

Ainda estudos dos polimorfismos na regido promotora e do exon 1 do
gene MBL2 demonstaram que polimorfismos de MBL2 possuem um papel na
susceptibilidade a hanseniase e suas diferentes formas clinicas (MESSIAS-
REASON et al., 2007). Dornelles et al., (2006), observaram uma associacao
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negativa entre niveis reduzidos de MBL e a forma lepromatosa da doenca e
(DORNELLES; PEREIRA-FERRARI; MESSIAS-REASON, 2006).

Além das associagdes encontradas com MASP-2 e MBL, polimorfismos
da regido promotora e do exon 8 do gene FCN2, que codifica a proteina
Ficolina-2, também foram analisados na hanseniase. A distribuicdo de
haplétipos funcionais de FCNZ2 entre pacientes e controles apresentou
diferenga significativa, sugerindo da mesma forma um possivel papel da
Ficolina-2 na resposta do hospedeiro a infeccdo com o M.leprae (DE
MESSIAS- REASON; KREMSNER; KUN, 2009).

3.2 O Sistema Complemento

O complemento foi descrito no final do século XIX como um componente
termo-sensivel do plasma normal, que aumentava a opsonizagao e eliminacao
de bactérias e células infectadas. De certo modo, esta atividade
complementava a atividade antibacteriana de um anticorpo, justificando o uso
do termo “complemento” por Paul Ehrlich, nessa mesma época. Por volta de
1930, Jackie Stanley observou o importante efeito opsonizante de C3b
(JANEWAY C.A. et al.,, 2002). Além disso, por meio de muitos estudos
recentes, tém-se demonstrado multiplas fungdes deste sistema que vao além
daquelas descritas inicialmente.

O complemento é composto por aproximadamente 35 proteinas
plasmaticas e de membrana celular. Estas interagem entre si, induzindo uma
série de respostas biologicas na imunidade inata, que consiste na primeira
linha de defesa do organismo contra agentes invasores. Ainda na fase precoce
de uma infecgdo, o sistema complemento pode ser ativado por trés vias: a
classica, a alternativa e a das lectinas (Fig. 10). Cada uma destas vias difere
nos padroes de reconhecimento do patégeno e tem, como obijetivo final,
eliminar o patégeno invasor através da opsonizagao, formacéo do complexo de
ataque a membrana (MAC) e ativagao do processo inflamatério.

A via classica inicia-se pela ligagdo do complexo de C1 (que consiste de
moléculas de C1qg, C1r e C1s) através de sua molécula de reconhecimento C1q
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a superficie do patdgeno, a proteina C reativa ou a complexos antigeno-
anticorpo (JANEWAY, 2002). A via das lectinas inicia-se pelo reconhecimento
de padrbées de agucar ou residuos acetilados pela MBL, colectina 11
(COLEC11) ou ficolinas (FCN). Ja a via alternativa é ativada pela hidrdlise
espontanea de C3 ou pelo reconhecimento de padrées moleculares associados
a patégenos (PAMPs) pela properdina (IWAKI et al., 2011).

Via Classica Via das Lectinas Via Alternativa
C3 convertase
o Célula bacteriana
: ) R o |
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,/ Via terminal \\
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Figura 10. As trés vias de ativacdo do complemento, proteinas envolvidas e produtos.
FONTE: GOELDNER I., 2014.

A figura 10 descreve os processos de ativagao das trés vias mais
detalhadamente. Subsequente a ativagao da via classica pela ligagao de C1q
na superficie de agente ativador, C1s cliva C4, que se liga de forma covalente
a superficie do patégeno, e em seguida, cliva C2, levando a formagao do
complexo C4b2a, a C3 convertase da via classica. A ativacdo da via das
lectinas ocorre através da ligacdo de oligbmeros de MBL, oligbmeros de
Ficolina ou heteromorfos de colectina (CL-K1 + CL-L1), complexados a
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homodimeros de serina-proteases associadas a MBL-1 e 2 (MASP-1 e MASP -
2, respectivamente), a varios grupos de hidratos de carbono ou acetilados
sobre a superficie de patogenos (PAMPs: padrées moleculares associados a
patogenos). Como C1s, MASP-2 induz a formagdo da C3 convertase, C4b2a,
porém sua ativacao é dependente de MASP-1. MASP-1 também cliva C2 e C3.

A ativagcdo da via alternativa depende de baixo grau de hidrdlise
espontanea de C3 no plasma que leva a formagdo de C3b. Este C3b liga o
Fator B (homdlogo a C2) para formar o complexo C3bB. A clivagem do Fator B
pelo Fator D forma a convertase da via alternativa C3, C3bBb. A properdina
estabiliza este complexo. A C3 convertase cliva C3 m em fragmentos C3b, que
se ligam covalentemente ao lado do local de ativagcdo do complemento
(levando a opsonizagdo). Esse processo amplifica a cascata e promove a
fagocitose, bem como a resposta inflamatéria e da imunidade adaptativa. Além
disso, ha a formagao da C5 convertase que leva a clivagem de C5 em Cba e
C5b e a formagédo do complexo de ataque a membrana (MAC). A Cb5a atua
como uma potente anafilotoxina e C5b forma um complexo com C6 e C7, o
qual é inserido na membrana celular. Posteriormente, moléculas de C8 e 10-18
moléculas de C9 ligam-se a este complexo, resultando em um MAC totalmente
funcional (C5b-9). As trés vias convergem para esta via terminal comum,
culminando com a lise celular e morte (ABBAS, AK; Lichtman, AH; PILLAI,
2008).

3.2.1 A via das lectinas

A via das lectinas iniciada por MBL, COLEC11 ou FCNs através da ligagao

a padroes de manose ou de outros agucares ou ainda a residuos acetilados (no

caso de ficolinas), leva a ativacdo das serina proteases associadas a MBL

(MASPs) 1 e 2. Estas clivam C4 e C2, desencadeando a cascata do
complemento (JANEWAY, 2002) (Fig. 11), conforme descrito no item anterior.

As MASPs tem revelado importante papel na opsonizagdo apds a

formagdo de complexos com ficolina-L (TENNER et al., 1995). Estudos

realizados em modelo animal, tem sugerido um importante papel da forma ativa
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de MASP-3 na via alternativa (IWAKI et al., 2011). Iwaki et al sugerem que a
MASP-3 esta envolvida na opsonizagao de bactérias via deposicao de C3, e
propdem também que tanto MASP-1 como MASP-3 sdo essenciais nos

processos de fagocitose e eliminagédo de patogenos.
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Figura 11. Representacdo do complexo de dimeros de MASP e MBL ligando-se a
estrutura de carboidratos na superficie de um patégeno.

LEGENDA: A flecha verde indica um oligbmero de MBL e a flecha laranja indica um
dimero de MASPs.
FONTE: DEGN et al., 2009.

Por se tratarem de moléculas liotropicas (um unico gene controlando
diversas caracteristicas do fendtipo, muitas vezes n&o relacionadas), a
deficiéncia das moléculas de reconhecimento da via das lectinas, assim como
das MASPs podem ter um impacto em diferentes aspectos da resposta imune,
incluindo a resposta adaptativa, e aumentar a susceptibilidade a infeccdes e a
doencgas autoimunes. Uma concentragao inferior a 100 ng/mL de MBL no
plasma em humanos, por exemplo, tem sido relacionada a formacao de
oligbmeros incapazes de ativar o complemento. Esta baixa concentragédo esta

associada a polimorfismos genéticos comuns na maioria das populagdes
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humanas (KJAER; THIEL; ANDERSEN, 2013). Estes SNPs tém sido
relacionados com a suscetibilidade e gravidade de diversas enfermidades,
incluindo a hanseniase e malaria (DE MESSIAS-REASON et al., 2007) (BOLDT
et al., 2006).

Estudos recentes demonstraram associagao de polimorfismos do gene
MASP2 com hepatite pelo virus C, doenga de Chagas, febre reumatica e
hanseniase (BELTRAME et al., 2014) (CATARINO et al., 2014) (BOLDT; LUZ;
MESSIAS-REASON, 2011). Concentra¢des séricas de MBL também foram
sugeridos como marcadores de susceptibilidade a artrite reumatoide
(GOELDNER et al., 2014). Por fim, polimorfismos e haplétipos associados a
regulagdo das concentragbes plasmaticos das ficolinas L e M também se
mostraram associadas com a susceptibilidade a hanseniase (DE
MESSIAS- REASON; KREMSNER; KUN, 2009).

3.2.2 Proteina MASP-1 e o gene MASP1

No inicio dos anos 90, MASP-1 foi identificada como uma serina
protease de 100 kDa denominada de P100, com semelhancgas estruturais a
C1s, compondo um fator bactericida reagente a linhagem Ra de Salmonella
typhimurium (DEGN; JENSENIUS; THIEL, 2011). A MASP-1 ¢é sintetizada
principalmente no figado e sua expressao € aumentada em resposta a IL-6
durante a resposta de fase aguda. Esta presente no soro humano em uma
média de 4.000 — 30.000 ng/mL, sendo a serina protease que apresenta maior
abundancia no sangue (SALLENBACH et al., 2011).

Apos a identificacdo de MASP-2 em 1997 (THIEL S. et al., 1997) e da
sua capacidade de auto-ativacédo, clivando C2 e C4 e gerando a C3
convertase, acreditou-se que MASP-1 possuia apenas um papel auxiliar na
ativacdo da via das lectinas (AMBRUS et al., 2003) (MATSUSHITA; ENDO;
FUJITA, 2000). Porém, o fato de MASP-1 apresentar uma concentragao até
dez vezes maior que MASP-2, gerava questionamentos sobre seu verdadeiro
papel na via das lectinas.
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Em modelo experimental com camundongos deficientes de MASP-1 e
MASP-3 observou-se atividade significativamente menor de deposi¢cado de C3
e C4, a qual foi restaurada com a adicdo de MASP-1 recombinante
(TAKAHASHI et al., 2008). Estudos subsequentes demonstraram auséncia de
ativagdo da via das lectinas no soro de um individuo geneticamente deficiente
em MASP-1, sendo a mesma restaurada apos adicdo de proteina MASP-1
recombinante (THIEL et al.,, 2012). Simultaneamente, Héja D. et al (2012)
observaram que a inibicio de MASP-1 bloqueava a ativacdo da via das
lectinas, e que MASP-1 era responsavel pela producéo de 60% do fragmento
C2a da C3 convertase (HEJA et al., 2012). Esses trabalhos reforgaram o papel
crucial de MASP-1 no sistema complemento, pois além de realizar auto-
ativacdo, MASP-1 ativa MASP-2 com vinte vezes mais eficacia do que a
MASP-2 ativa o seu proprio zimogénio (HEJA et al., 2012).

Além de seu papel crucial na ativacdo do complemento pela via das
lectinas, MASP-1 esta envolvida na ativagdo da cascata de coagulagéo (Fig.
13) (DOBO et al., 2014). De fato, alguns fatores da cascata da coagulacdo s&o
potenciais substratos de MASP-1, incluindo fibrinogénio, protrombina, fator XllI
e inibidor da fibrinolise ativado pela trombina (TAFI). Esse papel representa
uma importante relagdo entre os sistemas de coagulagdo sanguinea e do

complemento.
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Figura 12. Esquema ilustrando o papel proposto por MBL/MASP-1 na coagulagao.
FONTE: Dobo¢ et al., 2014.
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Além disso, a estrutura do dominio serina-protease de MASP-1 exibe
capacidade para interacdo com diversos substratos e proteinas, além da
cascata da coagulacdo (KJAER; THIEL; ANDERSEN, 2013). Megyeri et al.,
(2009) demonstraram que MASP-1 ativa células endoteliais através de uma
série de processos incluindo a clivagem de receptores associados a proteases
(PARs) (MEGYERI et al., 2009) .

O gene MASP1 esta localizado no cromossomo 3, na regido q27-28 e
codifica para trés diferentes proteinas através da recomposicao alternativa do
seu mMRNA: MASP-1, MASP-3 e a forma truncada Map44 (DEGN; JENSENIUS;
THIEL, 2011). O gene compreende 18 exons, o exon 1 ndo é traduzido e os
exons 2 a 11 codificam os dominios de regulagdgo CUB1- EGF-CUB2-CCP1-
CCP2, dos quais os primeiros oito assim como o exon 10 e 11 codificam os

cinco dominios N-terminais compartilhados por MASP-1 e MASP-3 (Fig. 13).

MASP-1 CUB1 | EGF | cUB2 | ccP1 | ccpz | Sevineprotease|

MAp44

MASP-3 | cuvBi [ Ecr | cuB2 | ccp1 | cop2 | semeprotease]

Figura 13. Esquema ilustrativo do gene MASP1 e das proteinas codificadas.

Legenda: Exons representados pelas caixas coloridas, e correspondente dominio
proteico codificado. FONTE: BOLDT et al., 2011.

O dominio serina-protease de MASP-1 é codificado por seis exons
separados (exons 13-18), enquanto que o de MASP-3 é codificado por um
unico exon (exon 12). Desta forma, MASP-1 e MASP-3 compartilham os

primeiros cinco dominios, mas tém dominios de serina-protease distintos, e

40



também diferem nos ultimos 15 residuos de aminoacidos. O terceiro produto de
MASP1, MAp44, é codificado por nove exons: os oito primeiros exons sao
compartilhados por MASP-1 e MASP-3, que codificam os primeiros quatro
dominios CUB-EGF-CUB-CCP, enquanto que o exon 9 é exclusivo de MAp44.
O segundo dominio CCP e todo o dominio serina-protease ndo estdo presentes
portanto, em MAp44 (DEGN et al., 2010).

3.2.3 MASP-3

A proteina MASP-3 esta presente no soro em 1800 a 10600 ng/mi
aproximadamente (FRAUENKNECHT et al., 2013). A fungdo especifica, bem
como os substratos e a fungdo catalitica de MASP-3 ainda estido sendo
elucidados e até o momento ndo ha uma definigao clara de seu papel. Através
da competicdo pelo local de ligagdo das MASPs nas moléculas de
reconhecimento como MBL e Ficolinas, a MASP-3 pode desempenhar um
papel de regulagdo negativa na ativagdo do complemento e MASP-3 esta
frequentemente associada a ficolina-H (SKJOEDT et al., 2010) (DEGN et al.,
2010).

Um papel de MASP-3 no desenvolvimento embrionario foi descrito em
recentes estudos de mutagcdes no exon 12 do gene MASP1, regido exclusiva
de MASP-3, na etiologia da Sindrome 3MC (abreviagdo para as quatro
sindromes autossémicas recessivas identificadas por Mingarei, Malpuech,
Michels e Carnevale), caracterizada por diversas malformagdes no individuo
afetado (ROORYCK et al., 2011). Todas as mutagdes implicadas na etiologia
desta sindrome parecem danificar o dominio serina-protease, que suprime a
atividade enzimatica de MASP-3. Da mesma forma intrigante, MASP-3 possui a
capacidade de clivar a proteina 5 ligante do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGFBP-5) e clivar o fator D e B indiretamente em camundongos,
sugerindo um papel também na via alternativa do complemento (IWAKI et al.,
2011) (TAKAHASHI et al., 2012).
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3.2.4 MAp44

Contendo os dominios CUB1-EGF-CUB2-CCp1 em comum com MASP-
1 e MASP-3 e mais 17 aminoacidos diferentes, a MAp44, ou MAP-1, € um
outro produto de splicing alternativo do gene MASP1 (KJAER; THIEL;
ANDERSEN, 2013). Esta proteina de 44 KDa (portanto o nome MAp44 —
proteina de 44 kda associada a MBL) possui todos os dominios necessarios
para a formacao de complexos com as PRMs, porém nao possui o dominio
serina protease. Dessa forma a MAp44 também é capaz de inibir a ativagao do
complemento pela via das lectinas, através da competicdo de ligacdo de
outras MASPs as PRMs (DEGN et al., 2010).

A MAp44 é altamente expressa no tecido cardiaco, mas também e
encontrada em outros tecidos e 6rgaos como o figado ou rim. Possui uma
concentragao relativamente baixa no plasma e soro (0,14 — 3,00 ug/mL) se
comparada aos outros dois produtos do gene.

Assim como MBL, que ja tem sido usada em terapias de reposicao, a
utilizacao de terapéutica MAp44 foi proposta em pacientes com isquemia/lesao
de reperfusdo do miocardio e trombogénese (FRAUENKNECHT et al., 2013). A
MAp44 foi capaz de atenuar os sintomas e preservar a fungao cardiaca,
reduzindo o tamanho do enfarte e impedindo a trombogénese por inibicao de
MBL e deposicdo de C3 em dois modelos de ratos, apresentando um efeito

inibidor na ativagao da via das lectinas in vivo.

3.3 Polimorfismos do gene MASP1

As sequéncias gendbmicas dos seres humanos sao 99,9% semelhantes
entre si e quase toda a diferenga dos 0,1% restantes, reside em variagbes de
somente um nucleotideo, ou SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms).
Substituicbes de um s6 nucleotideo ocorrem quando uma Unica base
nitrogenada — Adenina, Timina, Citosina ou Guanina — no genoma difere entre
membros de uma mesma espécie. Parte destas diferencas encontradas sao

polimorficas, ou seja , o alelo menos comum na populacédo tem frequéncia >
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1%. A combinacdo de certos SNPs pode ser usada muitas vezes para deduzir
uma espécie de arranjo, baseado na nog¢ao de haplétipos, que s&o herdados
em blocos, e com o passar do tempo e das geragdes o crossing-over devera
rompé-los (GRIFFITHS , 2009). Esta herdabilidade em blocos é explicada pelo
desequilibrio de ligagdo descrevendo uma situagdo em que, diferentemente
daquilo que era esperado pela formacédo aleatoria de hapldtipos, algumas
combinagdes de alelos ou marcadores genéticos ocorrem com mais ou menos
frequéncia em uma populagao (STRAM, 2004).

Devido ao desequilibrio de ligagdo entre os alelos de um haplétipo, a
identificagcdo de alguns alelos (de SNPs marcadores ou tagSNPs) permite
conhecer os alelos ligados a eles. Essa informacgao, inicialmente fornecida pelo
Projeto Internacional HapMap, é muito valiosa para investigar o componente
genético da suscetibilidade a doencas comuns. E importante ressaltar que um
polimorfismo associado a uma doenga pode estar em desequilibrio de ligacéo
com outros polimorfismos que, de fato, sdo causadores da doenca, o que €&
conhecido como “efeito carona” ou “hitch-hiking effect” (ABEL & CASANOVA,
2002). Com o propésito de cagar genes, seja entre genes candidatos ou no
genoma completo, estdo se tornando cada vez mais comuns estudos baseados
em desequilibrio de ligagcdo com o propdsito de identificar regides e genes
envolvidos em susceptibilidades a doengas (STRAM, 2004).

Mutacbes raras no exon 12 do gene MASP1, que codifica
exclusivamente para a proteina MASP-3, e do gene COLEC11, foram
associadas com a Sindrome 3MC em 11 familias afetadas como mencionado
anteriormente (Fig.14). MASP-3, juntamente com COLEC11, intervém na
migragao celular durante o desenvolvimento embrionario dos vertebrados. A
auséncia dessas duas proteinas culmina no desenvolvimento de multiplas
anormalidades em seres humanos, incluindo defeitos craniofaciais,
esqueléticos, renais e aberragdes neuronais, que caracterizam a sindrome
3MC (ROORYCK et al, 2011; SIRMACI et al, 2010).
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Figura 14. Paciente portador da Sindrome 3MC
FONTE: (ROORYCK et al., 2011)

Embora existam 1869 SNPs catalogados para o gene MASP1 no banco
de dados SNP data base, ha poucos estudos de associacdo com doencgas e
concentragbes ou polimorfismos do gene MASP1. Um dos estudos
relacionando concentragbes séricas e polimorfismos génicos é de
AMMITZBOOL et al. (2013), que demonstrou forte associagdo entre a
concentragdo de uma ou mais das proteinas originarias do gene MASP1 e
diversos SNPs de MASP1. Dentre estes, quatro diferentes SNPs (rs3774275,
rs698090, rs72549154 e rs67143992), todos localizados na regido de
recomposicgao alternativa do gene, estdo associados ao aumento de MASP-1 e
MAp44 e diminuicdo de MASP-3, ou vice-versa, em individuos saudaveis
(AMMITZBQLL; STEFFENSEN; NIELSEN, 2013). Este efeito inverso, aumento
na concentragdo sérica de MASP-1 e diminuicdo de MASP-3 e MAp44, faz
sentido ao se ter em mente que MASP-1 tem um papel de ativagao do sistema
complemento, enquanto MASP-3 e MAp44 estdo relacionadas a regulagao

negativa (Tabela 1).

Também observou-se uma associacdo de polimorfismos MASP1 com
fibrose cistica, em pacientes portando o alelo menos comum do SNP rs850312
(p.L617=), com mediana de idade <15 anos e infecgdo por Pseudomonas
aeruginosa (HAERYNCK et al., 2012). Além disso, observou-se uma correlagcao
com a atividade do complexo MBL/MASP-1 com a gravidade da fibrose em
pacientes infectados pelo virus da hepatite C (BROWN et al., 2007) e com os
depdsitos glomerulares de fibrinogénio e hematuria prolongada na
glomerulonefrite aguda pos-estreptocdcica.
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Tabela 1: SNPs de MASP1 ja descritos na literatura.

Reqia Maf #/ 1000 Genomes
egiao

dbSNP do gene Dominio proteico Concentragao de proteinas * # Associagao a doengas Project
. _ [5)
rs190590338 promotora - G/A: MASP-1 elevado (35%) na. 1.64 /<1
rs75284004 promotora ----- A/G: MASP-3 reduzido (16%) n.a. 3.21/2/0
T/A: MASP-1 reduzido (10%) A/A: MASP-1
rs35089177 promotora ----- reduzido (15%) A/A: MAp44 reduzido (14%) n.a. 31.2/31.0
A/C: MAp44 reduzido (10%)
rs7625133 promotora ----- C/C: MAp44 reduzido (34%) n.a. 76/3.0
rs72549254 intron 01 5 UTR A/A: MAp44 reduzido (29%) n.a. 15.0/16.0
rs710469 intron 02 CUB1 n.a. LSS D G EEEES CORILES o o /o
quando admitidas ao hospital
A/G: MASP-1 elevado (10%), MAp44
rs3774275 intron 08  CCP1 elevado( 16%) G/G: MASP-3 reduzido n.a. 32.1/25.0
(26%), MAp44 elevado (29%)
rs113938200 exon 09 CCP1 C/T: MAp44 reduzido (39%) n.a. 0.3/0.1
C/T: MAp44 elevado (13%)
rs698090 exon 09 3'UTR de MAp44 C/C: MASP-3 reduzido (23%) e MAp44 n.a. 37.4/41.0
elevado(23%)
serina-protease de G/T: MASP-1 reduzido (14%) e MASP-3 ..
rs72549154 exon 12 MASP-3 elevado(13%) Sindrome 3MC 3.5/3.0
serina-protease de <MASP-3 em criangas doentes
rs850312 exon 12 MASP-3 n.a. quando admitidas ao hospital 34.0/24.0
2 N 0, _
(67143992  exon12  3UTRde MASP-3 &/7: MASP- elevado (12%), MASP-3 19.2/9.0

elevado(16%) e MAp44 elevado (9%)

Em negrito: SNPs pertencentes a haplétipos da regido regulatéria upstream; n.a.: ndo aplicavel. * % Indica a alteragéo relativa comparada com homozigotos
para o alelo mais frequente. # (Ammitzbgll et al., 2013)(Ingels et al., 2014).



4. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de
Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
(parecer 279.970, projeto “Influéncia da variabilidade génica nos receptores de
complemento na hanseniase”) (ANEXO 1). Todos os pacientes foram
informados dos objetivos da pesquisa e preencheram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Esta pesquisa trata-se de um estudo

transversal, do tipo caso-controle.

4.1 Casuistica

4.1.1 Pacientes

Fazem parte deste estudo materiais bioldgicos retrospectivos pertencentes
ao biorrepositério do laboratério de Imunopatologia Molecular do HC-UFPR.
Foram selecionadas 190 amostras de DNA, das quais 133 com amostras
sorologicas correspondentes. Também foram incluidas 6 amostras de soro,
cujo DNA nao estava mais disponivel, totalizando 196 amostras de pacientes
com diagnodstico confirmado de hanseniase, apresentando diferentes formas
clinicas da doenga (Tabela 2). Todos o0s pacientes passaram por
acompanhamento nos ambulatérios de hanseniase do Servigo de Dermatologia
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR) ou do
Centro Regional de Especialidades-Bardao (CRE-Bardo) da Secretaria do
Estado do Parana, além dos que estavam internados no Hospital de
Dermatologia Sanitaria do Parana (HDSPR). A classificagdo da forma clinica da
doenca de cada paciente foi obtida da ficha do SINAN (Ficha do Sistema de
Informagdes de Agravos de Notificagdo) e do prontuario médico. Para a
avaliagao das formas clinicas da doenga, foi utilizada a classificagdo de Ridley
e Jopling (1966).
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Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes de Hanseniase

Formas clinicas da Hanseniase
Parametros Lepromatosa Dimorfa Tuberculéide Indeterminada Nao especificada Total
N (%) 116 (59,2%) 28 (14,3%) 20 (10,2%) 10 (5,1%) 22 (11,2%) 196
Idade (Média) 53,45 [20-94] 48,5 [22-75] 47,84 [19-70] 47,75 [24-67] 48,85 [18-82] 51,31
Sexo (%)
Masculino 78 (39,8%) 18 (9,1%) 7 (3,5%) 1 (0,5%) 15 (7,6%) 119 (60,7%)
Feminino 38 (19,3%) 10 (5,1%) 13 (6,6%) 9 (4,6%) 7 (3,5%) 77 (1 39,3%)
Etnia (%)
Euro-brasileiro 93(47,4%) 22(11,2%) 15(7,6%) 8(4,1%) 20(10,2%) 158 (80,6%)
Afrodescendente  22(11,2%) 6(3%) 4(2,1%) 2(1%) 2(1%) 36 (18,3%)
Oriental 0 0 0 0 0 0
Indigena 1(0,55%) 0 1(0,55%) 0 0 2 (1,1%)




4.1.2 Grupo Controle

O grupo controle constituiu-se de adultos voluntarios sadios que foram
selecionados entre os doadores do Hemepar e do Banco de Sangue do
Hospital das Clinicas. Foram selecionadas 187 amostras de DNA com 101
amostras soroldgicas correspondentes (incluindo 6 amostras de controle cujo
DNA nado forneceu resultados satisfatéorio — totalizando 193 amostras de
controles analisadas). Este grupo foi utilizado para estimar as frequéncias dos
SNPs na populagdo saudavel de Curitiba e Regido Metropolitana, e pareado

com os pacientes de acordo com a distribuicdo sexual e étnica (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas dos controles e comparagao com pacientes

Parametros Controles Pacientes
N 193 196

Média de idade 40,19 [18-61] 51,31 [18-94]
[Min-Max]

Sexo (%)

Masculino 117 (60,6%) 119 (60,7)
Feminino 76 (39,4%) 77 (39,3)
Etnia (%)

Euro-brasileiro 160 (82,9%) 158 (80,6%)
Afrodescendente 29 (15,0%) 36 (18,6%)
Indigena 4 (2,1%) 2 (1,1%)

4.1.3 Grupo de Dinamarqueses

Para verificar uma possivel associagcao entre variantes de MASP1 e
concentragdes séricas de MASP-3 e MAp44, foi utilizado também um terceiro
grupo (segundo grupo de controles) chamado neste trabalho de grupo de
dinamarqueses, constituido por 210 amostras de DNA de doadores de sangue
dinamarqueses com concentragdo de MASP-3 e MAp44 previamente

quantificados no soro. Estas amostras foram gentiimente cedidas pelo grupo de
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pesquisa liderado pelo Prof. Jens C. Jensenius da Universidade de Aarhus,
Dinamarca, através de uma colaboracdo. Comités de Etica locais também
aprovaram este estudo. Os 210 individuos apresentam uma idade média de
45,9 anos [18-64] e sdo compostos por 138 (65,7%) homens e 72 mulheres
(34,3%).

4.2 Extragao de DNA

A extracdo do DNA gendmico foi realizada no Laboratério de
Imunopatologia do Servigo de Anatomia Patolégica — UAD — HC/UFPR, o DNA
genbmico foi extraido do sangue total/lEDTA (4 mL com EDTA e 4 mL sem
anticoagulante), utilizando-se um kit comercial (Qiagen, Hilden, Alemanha). O
procedimento foi realizado conforme instru¢des do fabricante, compreendendo

lise de células, precipitacdo de proteinas, precipitacdo e ressuspensao do DNA.

4.3 Selecao de SNPs de interesse do gene MASP1 e desenho de

iniciadores.

Utilizando o banco de dados SNP (http://www.ncbi.nim.nih.gov/snp),

foram selecionados polimorfismos de interesse em algumas regides do gene
MASP1, compreendendo tanto introns quanto exons. Os SNPs escolhidos
foram aqueles onde o alelo menos frequente apresentava frequéncia alélica
minima (Maf) igual ou superior a 10% na populagdo europeia e pelo menos
mais de 1% nas outras populagdes consideradas pelo banco de dados
(Africana e Oriental) (tabela 4). Além disso, utilizando o programa Haploview v.
4.2, foram selecionados SNPs que servem como marcadores para dois dos
nove blocos de desequilibrio de ligacdo do gene MASP1 na populagéo

europeia (Figura 15).
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Tabela 4. Frequéncia alélica dos SNPs do gene MASP1 selecionados

Gene MASP1 NG029440.1 N Europeia N Populagéao N Oriental
SNPs (%) Africana (%) (%)
G—147(83,5) G-169(75,4) G—146(84,9)
rs7609662 g.8113G>A 1764 2242 723
A-29 (16,5) A-55 (24,6) A—26 (15,1)
rs13064994 C-88(73,3) C-120(100) C -81(90,0)
g.8795C>T 120° 1202
T-32(26,7) T-9(10,0)
rs72549262 C-56 (96,6) C—46(95,8) C —64(53,3)
g.61897C>G  58° 48° 1207
G-2(34) G-2(4,2) G — 56 (46,7)
rs1109452 C—-124(70,5) C-210(92,9) C —46(26,7)
g.62223C>T 1764 2262 1723
T-52(29,5) T-16(7,1) T -126(73,3)
rs850314 G-117(67,2) G—222(99,1) G — 148(86,0)
9.62224G>A 1744 42 23
A-57 (32,8) A—-2(0,1) A —24 (14,0)

LEGENDA: N, numero de cromossomos; entre parénteses, porcentagem; 1HapMap_CEU

(Norte-Americanos); 2HapMap_YRI (Nigerianos); 3HapMap_JPT (Japoneses);
4HapMap_TSI(Europeus-ltalianos); 5SNPSOOCANCER (Caucasianos); 6SNPSOOCANCER

(Afro-Americanos);7 PILOTCHB(?) (Chineses). Dados do dbSNP (NCBI)
Em negrito: SNP marcador.

COMENTARIOS: Os SNPs rs7609662 e rs13064994 pertencem ao intron 01, e os SNPs

rs72549262,

rs1109452 e

rs850314 pertencem ao exon

12 do gene MASP1.

50



Figura 15. Plot de desequilibrio de ligagao em MASP1

Legenda: As flechas azuis indicam a regiao dos blocos haplotipicos que incluem 4 das 5 variantes estudadas neste projeto.



A regido do exon 12 codifica exclusivamente o dominio serina-protease
de MASP-3 e foi priorizada para a selegcdo de variantes por se tratar de uma
regido associada a diferengcas nos niveis de concentracdo de MASPs
(AMMITZB@LL; STEFFENSEN; NIELSEN, 2013) e a mutagbes que causam as
sindromes 3MC (ROORYCK et al., 2011). As variantes localizadas no exon 12
selecionadas para este trabalho, encontram-se todas na regido nao-traduzida
(3’UTR) deste exon, as variantes desta regido podem estar interferindo no
processamento alternativo do pré-mRNA ou na estabilidade do mRNA maduro

no citoplasma.

Para os SNPs selecionados, foram projetados iniciadores sequéncia-
especificos contendo em média 18 a 23 nucleotideos complementares a uma
regiao especifica do gene, de maneira que o ultimo nucleotideo do iniciador
coincida com a variagao a ser investigada (Figuras 15 e 16). Os iniciadores
diretos e reversos foram desenhados de acordo com a sequéncia NT_019501

do cromossomo 3 (Tabela 5) utilizando a ferramenta do NCBI/Primer-Blast.

...Intron 01

3901 atctcagctetatatattacttttgacatttetgeaatgtagetaaactttttgattage

3961 cggaggatagatagcaggtgttgggaactatacagecggtgectegtatacaagaagececa

4021 aaaacattcagagagtgtgacgaggaatgaaagetgeocacttatattetteaatttacag

4081 cccctaacgcaagcaggcaagcatatgetcaageccattacatgaagggag [atatttgtt

4141 tcatatgtttgaaacce [g/A] ttttgagatgcaaacaaagtagaagggaaagcttcctgggect — rs7609662
4201 tcetcecacgetgaccagttgectaccacacatggeacegggettetgggetacacaggg

4261 ctgtctgctgecagtecttgacagaaccggectcaggaggeteagtgtetectegatgtg

4321 gtetggaasaagcagtcatggaggaagttgaccttteggecttgeataatttgggtgteg

4381 ctattatagggasgtccggtttaggagecaaageteattectgactettgetttttggga

4441 actggeaggatggaataattataactaatgtttggetagggetggacagttaacaaaata 730 pb

4501 cttccecatecteoctttacgectgatageagtgetgtgggaagtegttattattactactt

4561 aatggatgaggamacaagacctcccatgacctectaaaatggaaaggataaataaagtea

4621 msagctggagctgaatctagetcttttgacceagggecagtgoectoeectectecageagg

4681 gctgaacctgaacteccagecctgttaacactggttoattteoetcacttgaaaatgggat

4741 geetgggeccetgecacctggttttttgacteagetttocaactaatteacaggttaactt

4801 ggacatatgccttecctteocttetgoctotgaggeect [oft cttocacagattggtttaaga rs 13064994
4861 alaatattgacattggctatgggattaagacattttgttttcttaatagaatcteacatat

4921 tgctattgtagggaccttgaaaaaaattasatasatgtattttctttttattgaaaasaat

4981 agtacatggtecttcttgacaaatgtaaacattttatatgcacasaaatggaaatactta

5041 tattcecatttcagagataactactgtecaataccttggtgtatatcettteagacatttt

Figura 16. Localizagéo dos SNPs e iniciadores no intron 01
FONTE: Sequéncia NT_019501 do gene MASP1.
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.Exon 12
Iniciadores

57301 CAAAGGTCTCCAATTACGTGGACTGECTGTCGGAGCAGATGECCTTACCACAAAGTGTTG
57361 TGGAGCCCCAGGTGGAACGGTGA /GCTGACTTACTTCCTCGGGGCCTGCCTCCCCTGAGCG /Inicio da regido UTR
57421 AAGCTACACCGCACTTCCGACAGCACACTCCACATTACTTATCAGACCATATGGAATGGA
57481 ACACACTGACCTAGCGGTGGCTTCTCCTACCGAGACAGCCCCCAGGACCCTGAGAGGCAG
57541 AGTGTGGTATAGGGAAAAGGCTCCAGGCAGGAGACCTGTGTTCCTGAGCTTGTCCAAGTC
57601 TCTTTCCC [TGTCTGGGCCTCACTCTACCAGTAATACAATGCAGGAGCTCAACCAAGGCC
57661 TCTGTGCCAATCCCAGCACTCCTTTCCAGGCCATGCTTCTTACCCCAGTGGCCTTTATTC
57721 ACTCCTGACCACTTATCAAACCCATCGGTCCTACTGTTGGTATAACTGAGCTTGGACCTG
57781 ACTATTAGAAARATGGTTTCTAACATTGAACTGAATGCCGCATCTGTATATTTTCCTGCTC
57841 TGCCTTCTGGGACTAGCCTTGGCCTAATCCTTCCTCTAGGACGAAGAGCATTCAGGTTTTG
57901 GGAGATGGCTCATAGCCAAGC [CCCTCTCTCTTAGTGTGAT [C/g] CCTTGGAGCACCTTCATGC rs72549262
57961 C]TGGGGTTTCTCTCCCAAARGCTTCTTGCAGTCTAAGCCTTATCCCTTATGTTCCCCATT
58021 AAAGGAATTTCRARAGACATGGAGAAAGTTGGGAAGGTTTGTGCTGACTGCTGGGAGCAG
58081 AATAGCCGTGGGAGGCCCACCAAGCCCTTARATTCCCATTGTCAACTCAGAACACATTTG
58141 GGCCCATATGCCACCCTGGAACACCAGCTGACACCATGGGCEGTCCACACCTGCTGCTCCA
58201 GACRAGCACARAGCAATCTTTCAGCCTTGAAATGTATTATCTGARAGGCTACCTGAAGCC
58261 CAGGCC [C/T - G/A AATATGGGGACTTAGTCG] ATTACCTGGAAAAAGAAAAGACCCACACTGTGTC rsllQ9452
58321 CTGCTGTGCTTTTGGGCAGGARAATGGAAGARAGAGTGGGGTGGGCACATTAGAAGTCAC e rsB50314
58381 CCAAATCCTGCCAGGCTGCCTGGCATCCCTCGGGCATGAGCTGGGCGGAGAATCCACCCC
58441 GCAGGATGTTCAGAGGGACCCACTCCTTCATTTTTCAGAGTCAAAGGAATCAGAGGCTCA
58501 CCCATGGCAGGCAGTGAAAAGAGCCAGGAGTCCTGGGTTCTAGTCCCTGCTCTGCCCCCA
58561 ACTGGCTGTATAACCTTTGAAAAATCATTTTCTTTGTCTGAGTCTCTGGTTCTCCGTCAG

Figura 17. Localizagdo dos SNPs e iniciadores do exon 12.
FONTE: Sequéncia NT_019501 do gene MASP1.
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Tabela 5. Sequéncia dos iniciadores e tamanho dos fragmentos produzidos.

Iniciador direto Iniciador reverso Fragmento

Intron 01

MASP1 rs7609662_Af 5 ATATTTGTTTCATATGTTTGAAACCA 3’ MASP1rs13064994 Cr 5 TTCTTAAACCAATCTGTGGAAG 3’ 730 pb

MASP1 rs7609662_Gf 5 ATATTTGTTTCATATGTTTGAAACCG 3’ MASP1rs13064994 Tr 5 TTCTTAAACCAATCTGTGGAAA 3’ 730 pb

Exon 12

MASP1 rs72549262 Cf 5 CCCTCTCTCTTAGTGTGATC 3’ MASP1rs1109452 Tr 5 CGACTAAGTCCCCATATTCA 3’ 365 pb

MASP1 rs72549262 Gf 5 CCCTCTCTCTTAGTGTGATG 3 MASP1rs1109452 Cr 5 CGACTAAGTCCCCATATTCG 3’ 365 pb
MASP1rs1109452_Cr2 5 CGACTAAGTCCCCATATTTG 3’ 365 pb

LEGENDA: Em negrito, nucleotideos variantes; pb, pares de base. O iniciador reverso “MASP1 rs1109452 Cr2” corresponde a outra variante (A) do SNP

rs85031



4.4 Reacao em cadeia da polimerase com iniciadores de sequéncia
especifica (PCR-SSP)

Para as PCR-SSP biespecificas, utilizaram-se um iniciador SSP direto, e
outro reverso, cada um capaz de detectar SNPs n&o espagados por mais de
1200 pb (pares de base). Para a PCR-SSP multiplex, um grupo de alelos de
SNPs diferentes foi identificado para cada individuo, permitindo a haplotipagem
fisica dos polimorfismos pelo uso conjugado de iniciadores SSP. Estas vem
sendo desenvolvidas e utilizadas pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de
Imunopatologia HC/UFPR e apresentam baixo custo e um menor tempo de
trabalho de bancada (BOLDT et al., 2011).

O resultado das amplificagcdes foi observado em transiluminado sob luz
azul apés corrida eletroforética em gel de agarose a 1,0 %, contendo 5pl de
corante fluorescente Sybersafe (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
Estados Unidos) para 100 mL de agarose. Esta técnica permite obter dados de
genotipagem com rapidez, baseando-se na analise do padrao eletroforético dos

fragmentos amplificados.

4.4.1 PCR-SSP do Exon 12 de MASP1

A primeira reacdo de amplificacdo PCR-SSP foi padronizada para este
trabalho, utilizando-se iniciadores PCR-SSP para os polimorfismos de
nucleotideo unico 9.61897C>G (rs72549262) e 9.62223C>T (rs1109452), que é
exclusivo de MASP-3.

Para cada reacao de PCR, utilizou-se de 20 a 100 ng de DNA gendmico,
0,3 UM de cada iniciador, na presenca de 0,2 mM de cada deoxinucleotideo
trifosfatado (dNTP), 1x de Tampao Coral (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, Estados Unidos), 1,5% de Glicerol e 0,15 unidades de Taq DNA
polimerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos ou
Promega, Madison, WI, Estados Unidos). As amostras foram submetidas a
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reacdo de PCR em termociclador sob as seguintes condigdes de ciclagem:
94°C (periodo de desnaturacdo) por 20 segundos e terminando 30 segundos
com 72°C (periodo de extensao) por 1 minuto e 30 segundos. A temperatura de
acoplamento dos iniciadores foi de 61°C nos 10 primeiros ciclos, 59° 10
seguintes e 57°C nos 15 ultimos ciclos, garantindo boa especificidade e
quantidade de produto. Cada reacdo foi acompanhada de controles negativos
que sao solugdes de reagdo completas, sem o DNA, e amostras de DNA de

genotipos conhecidos, utilizados como controles positivo/negativo (Fig. 16).

Figura 18. Padrao eletroforético da PCR-SSP.

Amplificacdo dos fragmentos esperados dos SNPs do Exon 12. Fragmentos
esperados: Exon 12 — 365pb. Iniciadores para fragmento especifico do Exon 08 da
Ficolina 1 (500 pb) s&o usados como controle endégeno e amplificam em todos os
individuos. Interpretacao - 1: CC/CC; 2: CC/CC; 3: CC/CC; 4: GT/GT; 5: CC/CT

4.4.2 PCR-SSP Multiplex — Intron 01 e Exon 12

A reagao de amplificacdo do tipo PCR-SSP multiplex foi padronizada,
utilizando-se iniciadores sequéncia-especificos para as variantes 9.671897C>G
(rs72549262) e g.62223C>T (rs1109452) do exon 12, o qual é exclusivo de
MASP-3, g.87113G>A (rs7609662) e g.8795C>T (rs13064994) do intron 01 do
gene MASP1.

Para cada reacédo de PCR utilizou-se de 20 a 100 ng de DNA gendmico,
0,3 uM dos iniciadores SSP do exon 12 e 0,32 uM dos iniciadores do intron 01,
na presenca de 0,2 mM de deoxinucleotideo trifosfatado (ANTP), 1x de Tampao
Coral (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos), 1,5% de
Glicerol e 0,15 unidades de Tag DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies,
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Carlsbad, CA, Estados Unidos ou Promega, Madison, WI, Estados Unidos). As
amostras foram submetidas a reagcdo de PCR em termociclador sob as
seguintes condigdes de ciclagem: 94°C (periodo de desnaturagdo) por 20
segundos e terminando com 72°C (periodo de extensdo) por 1 minuto e 30
segundos. A temperatura de acoplamento dos iniciadores foi de 63°C nos 10
primeiros ciclos, 60°C 10 seguintes e 58°C nos 15 ultimos ciclos. Cada reagao
foi acompanhada por controles negativos, e amostras de DNA de gendtipos
conhecidos (Firg. 18). Interpretagado dada na Tabela 2.

Uma segunda PCR-SSP Multiplex foi padronizada para a confirmagao
do resultados, ja que a variante g.62224G>A (rs850314) foi identificada
exatamente adjacente a rs1109452. Desta forma, todos os individuos que
apresentaram bandas fracas na eletroforese para o fragmento do exon 12,
assim como todos os homozigotos para a variante g.62223C>T, foram
analisados novamente com esta Multiplex, confirmando assim o genétipo deste
SNP e também provendo o conhecimento do gendtipo de g.62224G>.

As condi¢cdes de reagdao e amplificagcdo foram as mesmas que as
utilizadas na Multiplex ja descrita, apenas com a inser¢gdo de um novo par de
iniciador especifico para ambos os MASP1 rs1109452 Cr2 conforme descritos

na tabela 13.
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- - - -

Mix3: Exon 12 GT + Intron 1 AC

Figura 19. Padrao eletroforético da PCR-SSP Multiplex

Nota: Amplificacao dos fragmentos esperados nas quatro combina¢des conforme seus
SNPs. Fragmentos esperados: Intron 01 — 730pb e Exon 12 — 365pb. Iniciadores para
fragmento especifico do Exon 08 da Ficolina 1 (500 pb) sdo usados como controle
endogeno e amplificam em todos os individuos. A interpretacao do resultado e
atribuicao de gendtipos das seis primeiras amostras se encontram na tabela 6.

Tabela 6. Exemplo de interpretacao de resultado e atribuicao de gendtipo

AMOSTRA Intron 01 (rs7609662 Exon 12(rs72549262
e rs13064994) e rs1109452)
1 GC/GT cc/ce
2 GC/AC CC/CT
3 GC/AC CC/GT
4 GC/GC cc/ce
5 GC/GC cc/ce
6 GC/GC CC/CT
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4.5 Ensaios de quantificacao sorolégica para Masp-3 e MAp44.

O TRIFMA (do inglés Time-resolved Immunofluorimetic Assay) constitui
um método in house de um ensaio imunofluorimétrico tipo sanduiche que se
utiliza da radioatividade de longa duragdo dos ions eurdpio, que pode ser
medida com grande sensibilidade por contagem de fétons. Isto proporciona a
quantificacéo proteica por TRIFMA uma maior sensibilidade, reprodutibilidade,
grande alcance e maiores relagbes sinal-ruido, em comparagdo com os testes
enzimaticos Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), por exemplo.
Estas analises foram realizadas em visita colaborativa de 3 meses, ao
Departamento de Biomedicina da Universidade de Aarhus chefiado pelo Prof.
Jens C. Jensenius, na cidade de Aarhus, Dinamarca, onde o método foi
desenvolvido e patenteado. Através desta técnica, foram determinadas as
concentracdes séricas de MASP-3 e MAp44 em controles sadios e pacientes
com hanseniase.

Para esta quantificacao, a proteina MASP-3 é capturada através de um
anticorpo monoclonal (5F5) especifico para o dominio CCP1 (comum as trés
proteinas: MASP-1, MAp44 e MASP-3). Em seguida, um anticorpo monoclonal
(38.12.3), especifico para regido C-terminal do dominio serina protease de
MASP-3 é adicionado a reagao. A proteina MAp44, por sua vez, é capturada
com um anticorpo monoclonal (2D5) que reage com o dominio C-terminal de
MAp44, seguido por uma marcagao com anticorpo monoclonal anti-CCP1
(4H2) (DEGN et al., 2009, 2010).

Primeiramente, anticorpos monoclonais (5F5 para deteccdo de MASP-3
ou 2D5 para detecgao de Map44), diluidos em tampao fosfato-salino (PBS) sao
adsorvidos em microplacas de 96 pogos (Thermo Scientific™ Nunc
FluoroNunc), durante 24 horas a temperatura ambiente. No dia seguinte, apos
descarte do liquido, as placas sao bloqueadas com 200 ul de tampao salino
Tris (TBS) contendo uma mg/mL de albumina sérica humana (HSA) e
incubadas por 60min, lavadas por 3 vezes com TBS/Tween e a placa esta
pronta para uso.

Quatro amostras de concentragdes ja conhecidas de MASP-3 e MAp44

sdo utilizadas como controles internos da reagdo. As amostras a serem
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quantificadas sado diluidas, juntamente com os controles internos e os soros
para a curva padrdo, em uma solugdo com alto teor salino (20 mM Tris, 1 M
NaCl, 0.05% Triton X-100, 10 mM CaClp, 0.1% HSA em pH 7.4). A diluigdo das

amostras e dos controles internos € 1:100 para o ensaio de MASP-3 e 1:40
para o ensaio de MAp44. Para a curva padrao no ensaio de MASP-3, a diluicao
de um soro padrdo, é€ feita a partir de 1:10 (1:10, 1:30 até 1:7290). Ja para
MAp44, a diluigdo inicia em 1:10, (1:10, 1:20, 1:40 até 1:280). Ambas resultam
em uma curva de oito pontos representando diferentes diluicdes. Todas as
amostras soroldgicas, controles e amostras para a curva, sdo avaliadas em
duplicatas para melhor confiabilidade dos resultados (APENDICE 1).

Apods incubagao por 24 horas a 4°C, a placa € lavada 3 vezes com
TBS/Tween enriquecido com calcio e em seguida incubada com anticorpo anti-
MASP-3 marcado com biotina/diluido em TBS/Tween/Ca++, por duas horas.
Depois de lavadas mais trés vezes, as amostras sdo colocadas em contato
com streptavidina marcada com eurdpio (PerkinElmer 1244-360,
0,25mg/2,5mL), diluido em TBS/Tween/EDTA, por 60 min. A placa é lavada e a
reacao é finalizada com tampéo de aprimoramento “Enhancement” (Perkin
Elmer) por 5 minutos, em agitagdo. A contagem final de ions é lida por
fluorimetria em tempo resolvido (DELFIA-reader — Perkin Elmer), e através de
um fator multiplicador, é realizado o calculo dos valores de concentragao sérica
das proteinas.

A quantificacdo dos niveis séricos das proteinas MASP-1, MASP-3 e
MAp44, foi realizada em 101 controles e 139 pacientes, assim como em todos
os individuos do grupo de dinamarqueses utilizados neste projeto. As amostras
do grupo de dinamarqueses, ja foram previamente quantificadas para MASP-3
e Map44 utilizando-se a mesma técnica e cedidas para o nosso grupo, atraves
de colaboragao cientifica. O ensaio possui também a capacidade de determinar
as concentragdes das proteinas mesmo apods ativagdo, pois o anticorpo

utilizado liga-se a dominios n&o clivados da proteina.
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Figura 20. Esquema ilustrativo das etapas do ensaio TRIFMA

FONTE: Mendes H.C.W, 2015

4.6 Analise estatistica

A estatistica descritiva dos dados demograficos foi obtida através do
programa STATA 9.0 (StataCorp, Texas, EUA) e Graphpad Prism 6 (Graphpad
software, Prism 6 for MAC OS X). A suposi¢ao de normalidade dos dados foi
rejeitada através do teste de Shapiro-Wilk e a possibilidade de associacao
entre gendtipo e fendtipo, testada através dos testes ndo paramétricos de
Kruskall-Wallis e Mann-Whitney, utilizando-se destes mesmos softwares.

As frequéncias alélicas, haplotipicas e genotipicas foram obtidas por
contagem direta. A estimativa de fase gamética e haplotipica do haplétipo
contendo as cinco variantes, foi feita por reconstrugdo baseada em algoritmo
pseudo Baesyano com o pacote de programas ARLEQUIN v.3.5
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(EXCOFFIER, 2010). As hipoteses de equilibrio de Hardy-Weinberg e de
diferenciagcdo populacional foram avaliadas utilizando-se o teste de Guo e
Thompson (2002) e o de Raymond e Rousset (ROUSSET; RAYMOND, 1995) e
Goudet et al. (1996), respectivamente, no pacote de programas ARLEQUIN
v.3.5. Para as anadlises de associacao foram realizados os testes de
independéncia entre as variaveis utilizando-se teste de Fisher bicaudal e
regressao logistica binaria no programa STATA 9.0. Quando apropriado, foi
calculado o odds ratio, com intervalo de confianca de 95%. Valores de p< 0,05

foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Polimorfismo do gene MASP1

A hipotese de equilibrio de Hardy-Weinberg foi testada para os
haplétipos identificados através da PCR-SSP Multiplex de MASP1 nos grupos
controle, grupo de dinamarqueses e pacientes de hanseniase (Tabelas 7-9).
No grupo controle, pode-se assumir que o desvio das premissas do modelo séo
despreziveis, ou seja: de que os cruzamentos sao aleatérios, as geragdes sédo
discretas, o tamanho populacional € infinito e de que ndo ocorrem migragéo,
mutacdo e selegdo natural. Contudo, houve menos heterozigotos que o
esperado para o haplétipo do exon 12 em pacientes e o haplétipo do intron 1,
nos dinamarqueses, gerando uma diferenga significativa, porém ndo menor que
0,01.

Tabela 7. Equilibrio Hardy-Weinberg dos haplétipos em pacientes

Locus n Het. obs. Het. esp. P. DP.
(GRCh38)

intron 1 190 0,594 0,569 0,422 0,00049
exon 12 190 0,568 0,684 0,011 0,00011

LEGENDA: n = niumero de individuos; Het. Obs.: frequéncia de heterozigotos observada; Het.
Esp.: frequéncia de heterozigotos esperada; P: probabilidade; D. P.: desvio padrao.

NOTA: teste de Guo e Thomson (1992).

Tabela 8. Equilibrio Hardy-Weinberg dos haplétipos no grupo controle

Locus n Het. obs. Het. esp. P. DP.
(GRCh38)

intron 1 190 0,621 0,575 0,461 0,00048
exon 12 190 0,657 0,683 0,218 0,00041

LEGENDA: n = numero de individuos; Het. Obs.: frequéncia de heterozigotos observada; Het.
Esp.: frequéncia de heterozigotos esperada; P: probabilidade; D. P.: desvio padrdo. NOTA:
teste de Guo e Thomson (1992)

63



Tabela 9. Equilibrio Hardy-Weinberg nos haplétipos no grupo comparacao

Locus n Het. obs. Het. esp. P. DP.
(GRCh38)

intron 1 215 0,465 0,508 0,028 0,00016
exon 12 215 0,581 0,656 0,076 0,00028

LEGENDA: n = niumero de individuos; Het. Obs.: frequéncia de heterozigotos observada; Het.
Esp.: frequéncia de heterozigotos esperada; P: probabilidade; D. P.: desvio padrao.

NOTA: teste de Guo e Thomson (1992).

As frequéncias alélicas para os SNPs g.8713G>A (rs7609662) e
9.8795C>T (rs13064994) localizados no intron 01, e g.61897C>G (rs72549262)
e 9.62223C>T (rs1109452) e g.62224G>A (rs850314), localizados na regiédo
nao traduzida do exon 12 (3’'UTR) do gene MASP1 apresentaram similaridade
aquelas encontradas em europeus para todos os loci estudados, de acordo
com o banco de dados de SNPs, dbSNP (2014) (Tabelas 10 e 11).

Tabela 10. Frequéncias dos alelos das variantes do Intron 01 nos trés grupos.

Populace N +8113 +8795
rs7609662 rs13064994
Europeus 120’ G - 104 (86,7%) C -89 (74,2%)
A—-16 (13,3%) T-31(25,8%)
Controles 380 G — 325 (85,5%) C - 275 (72,4%)
A —55 (14,5%) T-105 (27,6%)
Hanseniase 380 G —327(86,1%) C-272(71,6%)
A —-53 (13,9%) T-108 (28,4%)
Dinamarqueses 430 G — 374 (86,9%) C - 338 (78,6%)
A-56 (13,1%) T-92(21,4%)

LEGENDA: N, numero de cromossomos; entre parénteses, porcentagem; 1HapCEU

(Norte-Americanos);
NOTA: Dados do dbSNP (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/)
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Tabela 11. Frequéncia dos alelos das variantes do Exon 12 nos trés grupos

Populagéo N +61897 +62223 +62224
rs72549262 rs1109452 rs850314
Europeus 120 C - 108 (90%) C-81(67,5%) G - 90(75%)
G-12 (10%) T—-39 (32,5%) A —30 (25%)
Controles 380 C-330(86,9%) C-255(67,1%) G-307 (81,8%)
G -50(13,1%) G-125(32,9%) A-73(19,2%)
Hanseniase 380 C-350(92,1%) C-252(66,3%) G -320 (84,2%)
G —30(7,9%) G—-128(33.7%) A —-60(15,8%)
Dinamarqueses 430 C-391(90,9%) C-277(64,4%) G- 362(84,2%)

G —39(9,1%)

T— 153 (35,6%)

A — 68 (15,8%)

LEGENDA: N, numero de cromossomos; entre parénteses, porcentagem; 1HapCEU
(Norte-Americanos);
NOTA: Dados do dbSNP (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/)

Utilizando o algoritmo pseudo-Bayesiano, foram encontrados doze
diferentes haploétipos de MASP1 nos pacientes (Tabela 12), treze nos controles
e doze, no grupo de dinamarqueses. A frequéncia de cada hapldtipo foi
semelhante nos trés grupos estudados. Os haplétipos mais frequentemente
encontrados foram GC CCG, GC CTG, GC CCA e GT CCG, os menos
frequentes foram GT GTG, AC GTG, AC CCA e GT GCA nas populagdes
analisadas e um unico individuo do grupo controle apresentou o haplétipos GT
GCA. Comparando-se as frequéncias haplotipicas entre pacientes e controles
através do teste pseudo Baesyano (Tabela 12), observou-se uma frequéncia
mais elevada do haplétipo GC CCG nos pacientes quando comparados aos
controles (p=0,028, OR=1,43, [IC95%= 1,04-1,94]).
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Tabela 12. Diferenga na distribuicdo dos haplétipos do gene MASP1 entre pacientes
com hanseniase e controles.

Haplétipo Pacientes Controles P OR (IC95%)
GC CCG 35% 27,4% 0,028 1,43 [1,04-1,94]
GC CTG 13,9% 13,2% n.s n.a.

GC GTG 5,5% 10,3% n.s n.a.
GC CCA 3,2% 6,1% n.s n.a.
GT CCG 8,2% 8,7% n.s n.a.
GT CTG 8,7% 7,1% n.s n.a.
GT GTG 0,8% 0,5% n.s n.a.
GT CCA 10,8% 11,8% n.s n.a.

AC CCG 7,4% 10,8% n.s n.a.

AC GTG 1,6% 1,3% n.s n.a.

AC CCA 3,2% 1,1% n.s n.a.
ACCTG 1,7% 1,6% n.s n.a.

GT GCA 0 0,3% n.s n.a.

LEGENDA: P: probabilidade; O. R.: odds ratio

NOTA: Teste pseudo Baesyano.

5.2 Concentragoes séricas de MASP-1, MASP-3 e MAp44

Valores considerados deficientes para as proteinas MASP-1, MASP-3 e
MAp44 ainda nao foram estabelecidos, enquanto os valores considerados
normais de concentragdes séricas, tanto no soro quanto no plasma, ja foram
relatados. A quantificagcdo dos niveis séricos das proteinas MASP-1, MASP-3 e
MAp44 foi realizada em 101 controles e 139 pacientes, assim como em todos
os individuos do grupo de dinamarqueses. Vinte individuos sendo 12 pacientes
e 8 controles, apresentaram valores séricos <3800 ng/mL para MASP-1. O
valor considerado normal de MASP-1 no soro/plasma é de 11000 ng/mL
(intervalo de 4000-30000 ng/mL) (THIEL et al., 2012). Com base neste critério,

consideramos esses 20 individuos como baixo produtores de MASP-1.
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Para MASP-3, o valor normal no soro é de 5000 ng/mL (intervalo de
1800 — 10600 ng/mL) (DEGN et al.,, 2010). Um paciente apresentou
concentragdo sérica <1800 ng/mL para MASP-3 e todos os demais
encontraram-se dentro dos valores encontrados em trabalhos anteriores.

Todos os valores para a proteina MAp44 encontraram-se entre 340 e
3000 ng/mL nos trés diferentes grupos, sendo os mesmos dentro dos padrdes
de normalidade descritos na literatura. Para MAp44, foi encontrada no
plasma/EDTA uma concentragcdo média de 800 ng/mL (intervalo 140 — 2040
ng/mL), e no soro 380 ng/mL (intervalo 340 — 3000 ng/mL) (DEGN et al., 2009).
Os resultados obtidos nao apresentaram distribuicdo normal e, portanto, foram

analisados com testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney.

5.2.1 MASP-1

Nao houve associacao entre a concentracao sérica da proteina MASP-1
e hanseniase (medianas: 6179 ng/ml em controles vs. 7086 ng/ml em
pacientes, P=0,146) (Grafico 1), embora observou-se uma tendéncia de

concentragdes mais altas de MASP-1 nos pacientes com hanseniase.
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Mann-Whitney P= 0,146
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Gréfico 1. Concentracdo sérica de MASP-1 em controles e pacientes
Nota: Mediana e variagéo interquartil estdo indicadas; Teste de Mann-Whitney

A concentracdo sérica de MASP-1 foi similar entre os pacientes
apresentando a forma lepromatosa e aqueles apresentando as outras formas
da hanseniase (medianas: 7057 ng/mL em lepromatosos vs. 7036 ng/mL em

outras formas clinicas, P=0,644) (Grafico 2).
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Mann-Whitney P= 0,644
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Grafico 2. Concentracdes séricas de MASP-1 e formas clinicas de hanseniase
Nota: Mediana e variagao interquartil estdo indicadas; Teste de Mann-Whitney

Niveis circulantes elevados de MASP-1 aparentemente tem um efeito
clinico em certas doengas. Sabe-se que entre pacientes com diferentes
doencas cardio e cerebrovasculares, concentragdes de MASP-1 foram mais
altas em pacientes com infarto do miocardio subagudo (mediana de 12000
ng/mL), (FRAUENKNECHT et al., 2013). Além disso, a expressao de MASP-1
foi aumentada em leiomiossarcoma primario uterino (Davidson et al., 2014) e
em linhas celulares de hepatdcitos infectados por HCV (SAEED et al., 2013).

Devido a importancia de MASP-1 na via das lectinas através da ativacao
de MASP-2 (DEGN et al., 2012) (HEJA et al., 2012), é plausivel considerar que
elevados niveis de concentracdo de MASP-1 possam ser clinicamente
importantes, uma vez que isso possa levar a uma ativagao elevada do sistema
complemento e, portanto, aumento da inflamagdo (AMMITZBQLL;
STEFFENSEN; NIELSEN, 2013) e da atividade fibrinogénica (SAEED et al.,
2013). Além disso, a atividade enzimatica de complexos MBL/MASP-1 é
superior em pacientes com fibrose hepatica grave induzida por HCV (BROWN
et al., 2007) (EL SAADANY et al., 2011).
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5.2.2 MASP-3

A concentragcdo sérica de MASP-3 foi significativamente menor em
pacientes, quando comparados aos controles (medianas: 5606 ng/mL em
controles vs. 4603 ng/mL em pacientes, P=0,0016) (Grafico 3). Concentra¢des
>5500 ng/mL de MASP-3 foram significativamente mais frequentes nos
controles, que nos pacientes (Wilcoxon signed-rank test P=0,0004), e
negativamente associadas com a doencga (P=0,007, OR=0,45 [IC95%=0,25-
0,80]), independente da idade, que foi o unico fator demografico que

permaneceu associado no modelo reduzido de regressao logistica.

Mann-Whitney P=0,0016
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Grafico 3. Concentracao sérica de MASP-3 em controles e pacientes
Nota: Mediana e variagao interquartil estdo indicadas; Teste de Mann-Whitney

Além disso, pacientes com a forma lepromatosa da hanseniase
apresentaram niveis séricos de MASP-3 menores que pacientes com as outras
formas clinicas da doenga (medianas: 4234 ng/mL em pacientes lepromatosos

vs. 5187 ng/mL em pacientes com as outras formas clinicas, P<0,05) (Grafico
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4). Considerando que pacientes com a forma lepromatosa de hanseniase
apresentam geralmente estado mais grave da doencga, com lesdes e reagao
inflamatdéria mais exacerbada que aqueles com outras formas clinicas, esses
achados corroboram com a hipotese de pré-existéncia deste fendtipo e da

influéncia desta condigéo pré-existente na progressao clinica da doenca.

Mann-Whitney P= 0,0249
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Grafico 4. Concentracao sérica de MASP-3 em pacientes com hanseniase
lepromatosa
Nota: Mediana e variagao interquartil estdo indicadas; Teste de Mann-Whitney

Para ilustrar mais a relagao da concentracéo sérica de MASP-3 com as
diferentes formas clinicas da doencga, esta variacdo de concentracéo
permanece quando comparada entre cada uma das diferentes formas clinicas
(medianas: 4234 ng/ml em lepromatosos, 6011 ng/ml dimorfa, 3921 ng/ml
indeterminada e 5402 ng/ml tuberculoide, P=0,013) (Grafico 5). Baixos niveis
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de MASP-3 nos pacientes indeterminados podem estar relacionados ao

numero amostral pequeno dessa forma clinica (n=4).

Kruskal-Wallis P=0,013
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Grafico 5. Concentracao sérica de MASP-3 e formas clinicas de hanseniase
Nota: Mediana e variagao interquartil estdo indicadas.

Niveis mais baixos de MASP-3 ja foram associados com risco
aumentado de novas infecgdes em criangas na admissao a hospital, assim
como com a necessidade prolongada de cuidados intensivos
independentemente da infeccdo (INGELS et al.,, 2014). Esse trabalho
juntamente com os resultados aqui apresentados, reforcam o fato de que

MASP-3 parece ter um papel importante na resposta a infecgdes em geral.

5.2.3 MAp44

A concentracao sérica de MAp44 foi também significativamente menor
em pacientes com hanseniase do que em controles (medianas: 2350 ng/mL em
controles vs. 1732 ng/mL em pacientes, P<0,0001) (Grafico 6). Ainda,
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concentragbes >2300 ng/mL foram significativamente mais frequentes nos
controles do que nos pacientes (Wilcoxon signed-rank test P<0,0001), e
negativamente associados com a doenga (P<0,0001, OR=0,31 [IC95%=0,17-
0,56]), independentemente da idade, o qual foi o unico fator demografico que
permaneceu associado no modelo reduzido de regressao logistica.

Assim como para MASP-3, pacientes com a forma lepromatosa da
doenga também apresentam niveis séricos de MAp44 diminuidos quando
comparados as outras formas clinicas (medianas: 1685 ng/mL em pacientes
lepromatosos vs. 1979 ng/mL em pacientes com as outras formas clinicas,
P=0,001) (Grafico 7).
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Grafico 6. Concentracao sérica de MAp44 em controles e pacientes
Nota: Mediana e variagao interquartil estdo indicadas; Teste de Mann-Whitney
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Mann-Whitney P=0,0011
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Grafico 7. Concentracao de MAp44 em pacientes com hanseniase lepromatosa.

Nota: Mediana e variagao interquartil estdo indicadas; Teste de Mann-Whitney

Esta variagdo na concentragdo de MAp44 permanece quando
comparada entre cada uma das diferentes formas clinicas (medianas: 1685
ng/mL em pacientes lepromatosos, 2063 ng/mL em dimorfos, 1527 ng/mL em
indeterminados e 1876 ng/mL em tuberculoide, P<0,05) (Grafico 8). A baixa
concentracdo de Map44 nos pacientes indeterminados pode estar relacionada

ao pequeno numero amostral desses casos.
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Grafico 8. Concentracdao de MAp44 e diferentes formas clinicas da hanseniase.

Nota: Mediana e variagao interquartil estdo indicadas.

Mesmo apods ativagao do sistema complemento pela via das lectinas
através do complexo formado entre MBL/FCN/COL-11 e MASPs, o dominio
serina-protease destas proteinas permanece disponivel e pode ser reconhecido
pelos anticorpos utilizados no ensaio sanduiche do tipo TRIFMA. Desta forma,
as concentracbes reduzidas de MASP-3 e MAp44 nao refletem
necessariamente maior consumo destas proteinas nos pacientes (devido
regulagao negativa da via das lectinas), pois mesmo depois de ativadas e da
clivagem do dominio SP, estas teoricamente ainda podem ser quantificadas
pelo método TRIFMA utilizado.

A formacgao do complexo de ataque a membrana (MAC) pela ativagao da
via das lectinas € um importante processo na eliminacdo do patégeno pelo
sistema complemento (DOBO et al., 2014). No entanto, o a fagocitose é
desencadeada principalmente pela deposicdo de C3b na membrana do
patégeno (IWAKI et al., 2011) (Fig.19). As células fagociticas reconhecem este
fragmento de C3 através dos receptores CR1 e dessa forma promovem a

eliminagéo do patégeno. Os macréfagos sdo as principais células envolvidas
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neste mecanismo além de serem as células que definem os granulomas, os

quais estdo presentes abundantemente na hanseniase.

Figura 21. Ativagao do complemento e atividade fagocitica

FONTE: Mendes H.C.W., 2015

Fraser et al, 2014, descrevem que a MBL aumenta a ingestdo de LDL
modificado (OxLDL) por macréfagos, e também modula o acumulo de
colesterol em mondcitos durante a ingestdo de OxLDL. Pode-se concluir
portanto, que existe uma alta atividade de MBL onde ha acumulo de colesterol
(FRASER; TENNER, 2012). Dados recentes revelam que a sobrevivéncia de
M. leprae em macrofagos também depende no acumulo de colesterol
(MATTOS et al., 2014), sugerindo até mesmo um potencial alvo para novos
tratamentos, de fato as concentragbes de CD36 (o principal receptor de OxLDL
em macrofagos) estdo aumentadas em células infectadas in vitro com M.

leprae.
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Diante desses fatos, € possivel supor a existéncia de diferentes causas
para a reducdo dos niveis de MAp44 e MASP-3 em individuos com
hanseniase. Destaca-se sobretudo o papel de outros polimorfismos do gene
MASP1 que podem estar modulando a concentragdo dos produtos deste gene
dentro do contexto da doenca, assim como outras cascatas e metabolismos,
como o do colesterol, que poderiam estar relacionados com a ativacdo do

complemento.

5.2.4 Correlagdo entre a concentragao das proteinas MASP-1, MASP-3 e
MAp44.

Os niveis de MASP-3 e MAp44 se mostraram correlacionados
positivamente nos trés grupos investigados: controles (Spearman R=0,39;
P<0,0001) (Grafico 9), pacientes (Spearman R=0,55; P<0,0001) (Grafico 10) e
no grupo de dinamarqueses, onde a correlagao foi realizada em 350 individuos
que ja haviam sido quantificados previamente (Spearman R=0,35; P=0,0024)
(Gréfico 11).
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Gréfico 9. Correlagdo de MASP-3 e MAp44 em controles
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Grafico 10. Correlagdo de MASP-3 e MAp44 em pacientes
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Grafico 11. Correlacdo de MASP-3 e MAp44 em dinamarqueses
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Embora fraca, a correlacdo observada, se mostrou constante nos trés
diferentes grupos, e pode ser causada pela regulacdo do processamento
alternativo do prée-mRNA do gene MASP1, como sugere Ammitzbgll et al. 2013.
Isto explicaria também a correlacdto de MASP-1 e MAp44 nos pacientes
(Spearman R=0,35; P<0,0001) (Grafico 12) e no grupo de dinamarqueses
(Spearman R=0,24; P<0,0001) (Grafico 13), embora ndo nos controles.
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Grafico 12. Correlacdo de MASP-1 e MAp44 em pacientes
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Grafico 13. Correlacdo de MASP-1 e MAp44 em dinamarqueses

Ainda, uma fraca correlagdo negativa entre a concentragao sérica de
MASP-1 e MASP-3 foi observada no grupo de dinamarqueses (Spearman
R=0,-14; P=0,0081) (Gréfico 14). E possivel que esta correlacio foi observada
somente em dinamarqueses devido ao tamanho amostral deste grupo que para
esta analise foi maior que os controles e pacientes. Este resultado é
interessante, pois corrobora com a ideia que MASP-1 e MASP-3 possuem
papéis distintos na ativagdo do complemento, ativagcado e regulagao negativa,

respectivamente.
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Grafico 14. Correlagdo de MASP-1 e MASP-3 em dinamarqueses

5.3 Associagao das concentragoes séricas de MASPs com as variantes
do intron 01 rs7609662 e rs13064994 do gene MASP1.

Nos controles, houve uma associacao do alelo MASP1*8795T, o alelo
menos frequente para rs13064994, com concentragdes elevadas de MASP-3
(medianas: 5039 ng/mL em individuos sem o alelo T vs. 6131 ng/mL em
individuos com o alelo T em heterozigose ou homozigose, P=0,0048) (Grafico
15). Esta associacao, porém, nao foi observada em pacientes ou no grupo de
dinamarqueses, e deve ser interpretada com cautela. A mesma pode resultar,
por exemplo, de um “efeito carona” de outra variante presente no mesmo bloco

de ligagao haplotipico (Figura 15).
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Grafico 15. Gendtipos da variante g.8795C>T e concentragdes de MASP-3 nos trés
grupos

Nenhuma associacdo com concentragcdes séricas das trés proteinas foi
observada com a variante ¢.8713G>A (rs7609662) neste estudo, e a
distribuicdo do gendtipo para este polimorfismo encontra-se também
homogénea, entre os grupos. O polimorfismo rs72549254, que também se
encontra no intron 01 do gene MASP1, ja foi associado com niveis reduzidos
de MAp44 por Ammitzbgll C. G. et al (2013) (Ver tabela 14). Este SNP,
contudo, ndo estd em desequilibrio de ligagdo com rs13064994. Outros
polimorfismos na regido promotora de MASP1, nao investigados no presente
trabalho, também foram associados a diferengas nas concentragdes de MASP-
1, MASP-3 e MAp44 por Ammitzbeall C. G. et al (2013).

5.4 Associacao das concentragcoes de MASPs com as variantes do exon
12: rs7254262, rs1109452 e rs850314

Observou-se uma maior frequéncia de individuos com a variante
MASP1*61897G (rs72549262) entre os pacientes, quando comparados aos
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controles (P=0,055, OR=1,72 [IC95%= 0,99-2,99]) (Tabela 13). Esta, e as
outras duas outras variantes do exon 12 analisadas neste estudo encontram-se
em uma regido altamente polimérfica do gene MASP1, onde outros
polimorfismos ja foram associados com diferentes fendétipos e quadros clinicos
(AMMITZB@QLL; STEFFENSEN; NIELSEN, 2013) (ROORYCK et al., 2011)
(SIRMACI et al., 2010).

Tabela 13. Diferenga na distribuicdo dos gendtipos de rs72549262 em Pacientes e
Controles

Gendétipo Pacientes Controles P OR (IC95%)
MASP1*61897G
Cc/C 165 149 n.s n.a.
C/Ge G/G 25 39 P=0,055 OR=1,72[0,99-2,99]

LEGENDA: P: probabilidade; O. R.: odds ratio

Apenas no grupo de dinamarqueses houve uma associagao entre o alelo
MASP1*61897G com concentragcbes elevadas de MAp44 (medianas: 1675
ng/mL em individuos sem o alelo G vs. 1881 ng/mL com o alelo G em
heterozigose ou homozigose, P=0,0075) (Grafico 16). Esta associagao nao foi

observada nos pacientes ou nos controles.
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Grafico 16. Concentracdes de MAp44 e gendtipos da variante g.67897C>G em
dinamarqueses

A distribuicao dos gendtipos dos outros dois polimorfismos estudados no
exon 12 nao apresentou diferengas significativas entre os grupos. Entre todas
as variantes analisadas, 9.62223C>T (rs1109452) foi a unica que apresentou
mais associacdo com as concentracdes séricas das proteinas codificadas pelo
gene MASP1. Esta variante se associou com concentragcdes mais baixas de
MASP-1 nos controles (medianas: 5475 ng/mL em individuos sem o alelo T vs.
6561 ng/mL em individuos com o alelo T em heterozigose ou homozigose,
P=0,0081), pacientes (medianas: 6603 ng/mL em individuos sem o alelo T vs.
7319 ng/mL em individuos com o alelo T em heterozigose ou homozigose,
P=0,038) e também no grupo de dinamarqueses (medianas: 9711 ng/mL em
individuos sem o alelo T vs. 10821 ng/mL em individuos com o alelo T em

heterozigose ou homozigose, P=0,015) (Grafico 17).
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Grafico 17. Gendtipos da variante 9.62223C>T e concentracdo de MASP-1 nos trés
grupos

O SNP rs1109452 também apresentou associacao com niveis reduzidos
da proteina MASP-3 em controles (medianas: 6373 ng/mL em individuos sem o
alelo T vs. 5071 ng/mL em individuos com o alelo T em heterozigose ou
homozigose, P=0,0011) e no grupo de dinamarqueses (medianas: 5513 ng/mL
em individuos sem o alelo T vs. 4511 ng/mL em individuos com o alelo T em
heterozigose ou homozigose, P=0,0013) (Grafico 18). Entretanto, essa

associagao nao ocorreu nos pacientes (p=0.357).
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Grafico 18. Gendtipos da variante g.62223C>T e concentragdes de MASP-3

A variante g.62224G>A (rs850314), localizada exatamente ao lado da
variante rs1109452 (com a qual ocorre em desequilibrio de ligagdo absoluto),
nao apresentou diferengas significativas na distribuicdo dos gendtipos entre os
grupos. Porém, também apresentou associacdo com concentragdes séricas da
proteina MASP-3 nos controles (medianas: 5450 ng/mL em individuos sem o
alelo A vs. 6373 ng/mL em individuos com o alelo A em heterozigose ou
homozigose, P=0,033) e no grupo de dinamarqueses (medianas: 4741 ng/mL
em individuos sem o alelo A vs. 5649 ng/mL em individuos com o alelo A em
heterozigose ou homozigose, P=0,0014) (Grafico 19). Entretanto, essa

associagao nao foi observada nos pacientes (p=0.41).
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Grafico 19. Gendtipos da variante g.62224G>A e concentragao de MASP-3

Segundo Ammitzbgll et al 2013, quatro SNPs localizados na regido do
exon 12, podem apresentar um efeito gene-dose sobre as concentragbes das
trés proteinas (Tabela 14). Estes efeitos incluem concentracbées de MASP-1
aumentadas quando as concentragcoes de MASP-3 e MAp44 estao diminuidas
e vice-versa. Nesse trabalho (AMMITZBALL; STEFFENSEN; NIELSEN, 2013),
os individuos analisados compreendem um grupo de 350 doadores de sangue
dinamarqueses, dos quais os 190 controles dinamarqueses foram utilizados

neste projeto.
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Tabela 14. SNPs de MASP1 estudados até o momento.

dnSNP Regiao Associacao com concentragao Referéncia

do gene sérica das proteinas

rs35089177 promotora Maf— Niveis reduzidos de MASP-1e #
elevados de MASP-3 #

rs76525133 promotora Maf— Niveis reduzidos de MAp44

rs72549254  intron 01 Maf- Niveis reduzidos de MAp44 #
rs7609662 intron 01 n.a. Presente trabalho
rs13064994  intron 01 Maf— Niveis reduzidos de MASP-3 Presente trabalho
em controles brasileiros
rs698090 exon 09 Maf— Niveis reduzidos de MASP-3 e #
elevados de MAp44
rs72549154 exon 12 Maf— Niveis reduzidos de MASP-1 #
rs67143992 exon 12 Maf— Niveis reduzidos de MASP-3 e #
elevados de MAp44
rs72549262 exon 12 n.a. Presente trabalho
rs1109452 exon 12 Maf— Niveis elevados de MASP-1 e Presente trabalho
reduzidos de MASP-3
rs850314 exon 12 Maf— Niveis elevados de MASP-3 Presente trabalho

Legenda: # SNPs estudados por Ammitzball et al., (2013) com um grupo contendo
todas as mesmas amostras de controles dinamarqueses utilizadas neste trabalho; n.a.:

Nenhuma associagéo observada.

Varios fatores indicam que os quatro SNPs analisados pelos autores séo
marcadores do mesmo fenémeno genético (AMMITZBALL; STEFFENSEN;
NIELSEN, 2013). Este efeito gene-dose parece estar presente em individuos
saudaveis, como os controles e no grupo comparagao deste estudo, porém nao
ocorreu em infectados por M. leprae.

As trés variantes do exon 12 analisada neste estudo encontram-se na
regiao UTR do exon 12 no gene MASP1 e portanto, poderia se esperar que
nao houvesse nenhuma associacdo gene-fenétipo. As diferengas observadas
na concentragdo sérica de MASP-1, MASP-3 e MAp44 podem estar
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relacionadas a outros fatores que extrapolam a teoria de falhas ou problemas
na tradugdo génica. Estas diferengas podem estar associadas a uma maior
afinidade de microRNAs pelos polimorfismos rs1109452 e rs850314 na regi&o
nao traduzida, levando a destruicdo do mRNA ou ao bloqueio da sua tradugao,
que pode ocorrer quando nao ha complementaridade perfeita entre a
sequéncia do microRNA e o mRNA.

E interessante observar que este mecanismo de regulacdo pos-
transcricional estaria de alguma forma sendo mais efetivo nos individuos
controles e no grupo comparagao. Outros estudos sdo necessarios para
investigar quais mecanismos de regulacdo estdo funcionando de forma

diferencial em pacientes com hanseniase.

5.5 Associagao entre haplétipos do gene MASP1 e concentragdes séricas

das proteinas.

Individuos controles com os alelos mais comuns para as cinco variantes,
GC CCG-haplétipo que apresentou associagao positiva com a susceptibilidade
a hanseniase (Tabela 12), apresentaram associagdo com 0s niveis séricos de
MAp44 (P<0,005). Os niveis de MAp44 apresentam-se elevados na presencga
de GC CCG em heterozigose. No entanto, a mesma associagdo nao foi
observada em pacientes ou no grupo de dinamarqueses (Grafico 20) (dados do
grupo de dinamarqueses nao mostrados). A associagao com a presenca destes
alelos é independente da idade, unico fator demografico associado a doencga
(OR=1,72 [IC95%=1,21-2,45]; P=0,003).
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Grafico 20. Presenga e GC CCG em controles e pacientes

Nao foi observada nenhuma associagdo com niveis séricos de MASP-3
ou MASP-1 e presenca do haplétipo GC CCG. Conforme relatado no item 5.2,
este bloco tem frequéncia significativamente maior nos pacientes, porém sem
associagdo com concentragdes séricas das trés proteinas. Segundo
Ammitzbell, 2013, os quatro SNPs localizados na regido do exon 12 analisados
em seu trabalho, podem apresentar um efeito de dosagem génica sobre as
concentragbes das trés proteinas, tal como as concentragbes de MASP-1
aumentadas, quando as concentragdes de MASP-3 e MAp44 estdo diminuidas
e vice-versa (AMMITZBYLL; STEFFENSEN; NIELSEN, 2013). Este efeito de
dosagem génica parece estar presente com mais intensidade em controles e
no grupo de dinamarqueses conforme observamos neste trabalho.

A distribuicdo do haplétipo das trés variantes do exon 12 (g.671897C>G,
9.62223C>T e 9.62224G>A), apresentou associagdo com 0s niveis séricos de
MASP-3 nos controles (P<0,05) e no grupo de dinamarqueses (P<0,05) (grafico
21)
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Grafico 21. Hapldtipos do exon 12 e concentragao sérica de MASP-3

Os niveis de MASP-3 foram significativamente diferentes entre os

diferentes gendtipos das variantes do intron 01 nos individuos dinamarqueses

apresentaram niveis elevados de MASP-3 (medianas: 6032 ng/mL em

individuos GT/AC vs. 5201 ng/mL em outros) (Grafico 22).
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Grafico 22. Gendtipos das variantes do intron 01 e concentracdo de MASP-3

Intron 01

Da mesma forma uma tendéncia a associacdo foi observada nos

gendtipos de intron 01 e concentragdes séricas de MASP-3 nos controles

(P=0,095).

A distribuicdo dos genotipos das variantes do exon 12 também

apresentou associagdo com as concentragcoes séricas de MASP-3 nos

controles (P=0,024) (Grafico 23). Esta diferenca esta sendo provavelmente

determinada pela presenca do alelo T em g.62223C>T (rs1109452),

polimorfismo que apresentou mais associagées com MASP-3 quando analisado

isoladamente.
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Grafico 23. Gendtipos de variantes do Exon 12 em controles

Nao houve nenhuma diferenga nas concentracoes séricas de MASP-1 e
MAp44 relacionadas as variantes do exon 12 nos controles. Também nao foi
observada nenhuma associagdo com nenhuma das trés proteinas nos outros
grupos.

Os resultados obtidos aliados a outros trabalhos, corroboram com a
hipétese que a infecgdo pelo M. leprae envolve uma combinagao de fatores
tanto imunoldgicos como genéticos, e que varios genes, incluindo genes da via
das lectinas como MBL2, FCN2 (DE MESSIAS-REASON et al., 2007), MASP2
(BOLDT et al., 2013) e MASP1 participam no processo da infecgdao pelo M.

leprae e na progressao clinica da hanseniase.
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6 — CONCLUSOES

e A PCR-SSP multiplex otimizada neste trabalho permitiu a haplotipagem
fisica de cinco variantes do gene MASP1 em apenas quatro reagdes.

e Niveis de MASP-1>7000 ng/mL estdo negativamente associados com a
hanseniase per se, independentemente da idade

e Niveis reduzidos de MASP-3 e Map44 estdo associados com a
susceptibilidade a hanseniase per se e com a forma lepromatosa da
doenca.

e As concentragbes de MAp44 e MASP-3 se correlacionaram
positivamente.

o MASP1*8795C (rs13064994) se associou com concentracdes elevadas
de MASP-3 nos controles.

e Foi observada uma associacao positiva entre o haplétipo de MASP1 GC
CCG e a susceptibilidade a hanseniase per se, e a presenga deste bloco
esta associada com niveis séricos reduzidos de MAp44 nos controles

e A variante MASP1*61897G se relacionou com concentracbes mais
elevadas de MAp44 em Dinamarqueses.

e A \variante ¢.62223T (rs1109452) apresentou associagcdo com
concentragdes reduzidas de MASP-3 e aumentadas de MASP-1 (exceto
em pacientes).

e A variante g.62224A (rs850314) se associou a niveis aumentados de
MASP-3 (exceto em pacientes)

e O hapldtipo formado pelas variantes do exon 12 se relacionou com as
concentragbes séricas de MASP-3 em controles e dinamarqueses,
assim como a distribuicdo genotipica destas variantes em controles
(P=0,024).

Estes resultados levam-nos a sugerir que polimorfismos do gene MASP1
podem modular a concentragdo das proteinas MASP-1, MASP-3 e MAp44
no soro e influenciar a susceptibilidade a hanseniase per se, assim como a
progressao para as diferentes formas clinicas, e que as proteinas MAp44 e
MASP-3 desempenham um papel importante nesse processo.
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APENDICE 1 -
placa de 96 pocgos para a realizagdo da quantificagdo soroldgica de proteinas
através do TRIFMA.

STD = Standard (Amostras para curva de concentragdes).

Esquema ilustrativo da distribuicdo das amostras em uma

1| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12

A STD 1 STD 1 STD2 | STD2 | STD3 | STD3 | STD4 | STD4 | STD5 | STD5 | STD6 | STD6

Controle | Controle | Controle | Controle | Controle | Controle

B | stTo7 | sTD7 | STD8 | STD8 | Tampao | Tampao

01 01 02 02 03 03

C Controle | Controle | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
04 04 01 01 02 02 03 03 04 04 05 05

D Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
06 06 07 07 08 08 09 09 10 10 11 11

E Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
12 12 13 13 14 14 15 15 16 16 17 17

F Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
18 18 19 19 20 20 21 21 22 22 23 23

G Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
24 24 25 25 26 26 27 27 28 28 29 29

H Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
30 30 31 31 32 32 33 33 34 34 35 35
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