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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infecciosa crénica causada pelo Mycobacterium
leprae ainda endémica no Brasil e considerada negligenciada pela Organizacao
Mundial da Saude. O sistema imunoldgico desempenha papel fundamental tanto no
desenvolvimento da hanseniase, como na manifestacdo clinica da doenca, que esta
altamente relacionada a resposta imune do organismo frente ao M. leprae. O
sistema complemento (SC) € parte essencial da resposta imune inata,
desempenhando importante funcdo no combate a infecgces assim como na ativacao
da resposta inflamatéria. As proteinas do SC podem ser ativadas por trés diferentes
vias: a via classica, mediada por anticorpos; a via das lectinas, mediada por MBL,
ficolinas e colectinas; e a via alternativa, ativada através da clivagem espontanea de
C3, sendo que a proteina C3 tem papel central na ativacao das trés vias. A ativacado
do SC gera uma série de consequéncias biologicas importantes na defesa contra
infeccdes, tais como: opsonizacdo e fagocitose de patdégenos, promocdo de
quimiotaxia de polimorfonucleares e resposta inflamatéria, e lise celular. Além disso,
o0 SC promove a remocao de complexos imunes e de debris celulares, exercendo
papel fundamental na manutencdo da homeostase do organismo. O SC tem
significante papel no mecanismo de infeccdo pelo M. leprae, uma vez que o bacilo
utiliza-se do componente C3 fixado a sua superficie para infectar fagocitos, através
dos receptores do CR3 em mondcitos e CR1 e CR4 em macrofagos. O objetivo
deste trabalho foi analisar o impacto de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs)
do gene C3 do SC (intron 2 rs2250656, exon 3 rs2230199 e exon 9 rs1047286) na
suscetibilidade e expressédo das diferentes formas clinicas da hanseniase. O DNA de
pacientes com hanseniase e controles foi extraido pelo método Salting Out de
amostras previamente coletadas. As sequéncias alvo de DNA foram amplificadas
por PCR-multiplex em 143 pacientes com hanseniase da regido de Curitiba-PR e
166 controles pareados por sexo e etnia, aplicadas em gel de agarose a 1,5%,
corado com Syber Safe e visualizado em luz azul. Para as analises de associacéo
foram realizados testes de contingéncia entre as varidveis utilizando-se o teste de
Fisher bicaudal, calculado com auxilio do programa estatistico GraphPad Prism 5,
valores de p<0,05 foram considerados significativos. Foi encontrado associagao
entre o haplétipo CG, formado pelo par de SNPs em desequilibrio de ligacédo
rs2230199 (exon 3) e rs1047286 (exon 9), e a suscetibilidade a hanseniase (P=
0,038; OR=1,64, [IC95%= 1,03-2,6]). Nao foram observadas associacdes entre 0s
gendtipos e alelos quando os SNPs foram avaliados separadamente, bem como
entre os haplétipos formados pelos trés SNPs (rs2230199, rs1047286 e rs2250656).
Estudos complementares dos polimorfismos deste gene e seus produtos génicos
sdo necessarios para validar o papel do gene na infeccao pelo M. leprae.

Palavras — chave: Hanseniase; sistema complemento; gene C3



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

C1,C2,C3EC4-componentes 1,2, 3 e 4 do Complemento
C3a e C3b - fragmentos do componente C3

CR1, CR3, CR4 - receptores do complemento 1,3 e 4
DFC - demais formas clinicas

DMRI - degeneracdo macular relacionada a idade
DNA - Acido Desoxirribonucleico

CRP - proteina C reativa

FCV - forma clinica virchowiana

hab - habitantes

HC - Hospital de Clinicas

HEMEPAR - Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana
HLA - antigeno leucocitario humano

HT - hanseniase tuberculoide

HV - hanseniase virchowiana

HW - Hardy-Weinberg

IC - intervalo de confianca

IFN-y - interferon gama

IG2 - incapacidade de grau 2

IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 - interleucina 2, 4, 5 e 10

LIPM - Laboratério de Imunopatologia Molecular
MAC - complexo de ataque a membrana

MASP 1, MASP 2, MASP 3 - serinaprotease associadaa MBL 1,2e 3
MB - multibacilares

MBL - lectina ligante de manose

MHC - complexo principal de histocompatibilidade
mL - mililitro

NaCl - cloreto de Sodio

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

OR = odds ratio

pb - pares de bases

PB - paucibacilares

PCR - reacdo em Cadeia da Polimerase



PR - Parana

RBCL - tampéao de lise de células vermelhas
rpm - rotagdes por minuto

SC - sistema complemento

SMet - sindrome metabolica

SNPs - polimorfismos de Nucleotideos Unicos
T.A. - temperatura Ambiente

TNF-a - fator de necrose tumoral alfa

UFPR - Universidade Federal do Parana

UL - microlitro
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTO E PROBLEMA

O sistema complemento (SC) faz parte da resposta imune inata do sistema
imunolégico e é composto por mais de trinta proteinas distribuidas através dos
fluidos corporais e tecidos. Estas proteinas encontram-se na forma de pré-enzimas
gue sdo ativadas em cascata desencadeando suas ag¢des. O SC € essencial no
combate a infec¢cdes bacterianas e virais, assim como na ativacdo da resposta
inflamatéria em regides lesionadas. As proteinas do SC podem ser ativadas por trés
diferentes vias: a via classica, mediada por anticorpos; a via alternativa, mediada
pela clivagem espontanea da proteina C3; e a via das lectinas, ativada pela lectina
ligante de manose (MBL), ficolinas e colectinas. As trés vias convergem para a
sintese da enzima C3-convertase que, quando clivada gera C3a e C3b, esta Ultima
liga-se covalentemente a superficie dos patdgenos, facilitando a fagocitose por
células fagociticas (ABBAS et al., 2012). Contudo, por mais que a fagocitose de
patdgenos por células fagociticas seja imprescindivel no combate a infec¢des, esta
mesma internalizagdo pode servir como porta de entrada para microorganismos
intracelulares obrigatorios, como o Mycobacterium leprae, agente causador da
hanseniase (SCHLESINGER; HORWITZ, 1991).

A hanseniase € uma doenga infecciosa crénica com alta endemicidade nos
paises em desenvolvimento da Asia, Africa e das Américas (NOORDEEN, 1993). A
expressao clinica da hanseniase é influenciada por fatores genéticos do hospedeiro
gue influenciam na resposta imune do organismo quando este € exposto ao M.
leprae, acarretando no desenvolvimento de formas clinicas distintas da doenca. A
hanseniase tuberculoide (HT) € uma forma mais benigna e localizada, embora os
danos teciduais e neurolégicos sejam frequentes. Enquanto que individuos com
hanseniase virchowiana (HV), apresentam numerosas lesdes de pele e crescimento
descontrolado dos bacilos, resultando em grande quantidade de M. leprae viaveis
nas lesdes da pele (MISCH et al., 2010)
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1.2 OBJETVOS

e Objetivo Geral

Estudar polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) do gene C3, codificador
da proteina C3 do Sistema Complemento, verificando sua influéncia na

suscetibilidade e nas diferentes expressdes clinicas da hanseniase.

e Objetivos especificos

- Determinar a frequéncia genotipica, alélica e haplotipica de polimorfismos do gene

C3 em pacientes com hanseniase e controles saudaveis,

- Verificar associagao entre os polimorfismos avaliados e a suscetibilidade a

hanseniase, bem como as diferentes expressdes clinicas da doenca.

1.3 JUSTIFICATIVA

Os mecanismos de infeccdo pelo M. leprae e de evasdo do sistema imune
ndo sdo completamente conhecidos, levando a necessidade de estudos que possam
contribuir para uma melhor compreensdo da etiologia da hanseniase, bem como
melhora no diagnéstico e tratamento. A importancia do SC na infeccdo pelo M.
leprae tem sido demonstrada através de diferentes estudos de associacdo do SC
com a suscetibilidade a doenca (PREVEDELLO; MIRA, 2007; SAUER et al., 2015;
ANDRADE et al., 2017). C3 é a molécula central do SC e possui um papel crucial na
infeccdo por M. Leprae, uma vez que fixa-se na superficie bacteriana atraves
principalmente da ativacdo da via alternativa, atuando como ligante para o0s
receptores CR3 em monocitos e CR1 e CR4 em macrofagos, mediando a fagocitose
do patogeno. Além disso, a ligacdo de C3 acontece de maneira especifica ao
glicolipidio fendlico-1 (PGL-1), uma molécula presente em grande quantidade na
superficie do bacilo (SCHLESINGER; HORWITZ, 1991). Apesar de seu papel
crucial na infeccdo, polimorfismos no gene que codifica C3 (gene C3), ndo foram
avaliados quanto a sua possivel influéncia na suscetibilidade a hanseniase,

justificando o presente estudo. Os polimorfismos avaliados no presente trabalho
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foram selecionados com base em sua frequéncia populacional, associagdo com
outras doencas e potencial alteracdo na funcdo da proteina. O SNP rs2230199,
presente no exon 3 do gene C3, refere-se a troca do nucleotideo Citosina para
Guanina (C>G), levando a mudanca do aminoacido Arginina para Glicina (Arg>Gli).
(YATES et al., 2007). Este polimorfismo é descrito como responsavel por formas
variadas da proteina C3, denominadas alétipos, que ja& foram associadas com
diversas doencas (DELANGHE et al., 2013). O SNP rs2250656, localizado no intron
2 no gene C3 leva a alteracdo do nucleotideo Timina para Citosina (T>C) e nao
causa alteracdo de aminoacido porque ndo ocorre na regido codificadora do gene.
Contudo, individuos com esta mutacdo apresentam maiores riscos de desenvolver
sindrome metabdlica e degeneracdo macular relacionada a idade, quando
comparados aos individuos que ndo possuem o polimorfismo (PHILLIPS et al., 2009;
QIAN-QIAN et al.; 2015). O SNP rs1047286, localizado no exon 9 do gene C3, leva
a alteracdo de uma Guanina para uma Adenina (G>A) acarretando na mudanca do
aminoacido Prolina para Leucina (Prol>Gli). Este polimorfismo, assim como o
anterior, foi associado ao risco de degeneracdo macular relacionado a idade (QIAN-
QIAN etal.,2015).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORIC O DA HANSENIASE

A hanseniase é uma doenca milenar, com registros datados do século 6 a.C.
que sugerem seu surgimento no Oriente, em regides da india, China e Egito
(BROWNE, 2003). A disseminacdo para 0S outros continentes provavelmente
ocorreu através de tribos nbmades e navegadores. Desde entdo, a hanseniase
desencadeia grande estigma e preconceito por parte da sociedade, devido as
deformidades causadas pelas les6es de pele e nervos. Conhecida antigamente por
Lepra ou Mal de Lazaro, era associada a desonra, ao pecado e a impureza da alma.
No Brasil, a introducdo da doenca se deu provavelmente, pela chegada dos
europeus durante o periodo colonial (DAMASCO, 2005).

Até meados do século XX o destino dos enfermos brasileiros eram o0s
leprosarios ou lazaretos, onde tinham seus pertences queimados e eram

completamente isolados da sociedade, com o intuito de ndo disseminar a doenca
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(YAMANOUCHI et al., 1993). O primeiro leprosério construido no Brasil foi o Hospital
dos Lazaros do Rio de Janeiro (figura 1), atual Hospital Frei Anténio, localizado em
Séo Cristovao (ARAUJO, 1956).

FIGURA 1 - HOSPITAL DE LAZAROS DO RIO DE JANEIRO

FONTE: History of Leprosy in Rio de Janeiro, 2014. Fotos tiradas por Dr. Heraclides Souza

Aradjo em 27 de maior de 1943.

Agueles que ndo eram enviados aos leprosarios eram impedidos de
frequentar espacos publicos, como igrejas, e eram obrigados a utilizar luvas e
roupas especiais, além de carregar sinos que alertassem os demais sobre a sua
presenca (figura 2) (BRASIL, 1989).

FIGURA 2 - REPRESENTAGCAO DE UM INDIVIDUO COM HANSENIASE ANTIGAMENTE

FONTE: http://www.ibamendes.com/2011/02/lepra-origem-do-estigma.htmi

A sulfona, primeiro medicamento eficaz no combate & hanseniase, surgiu na
Europa em meados de 1940. A partir da década de 1950, a sulfona comecou a ser
empregada no tratamento da enfermidade e foi difundida para todos os estados,

substituindo o tratamento com Oleo de chaulmoogra, medicamento fitoterapico
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indiano administrado por meio de injecbes que causavam fortes efeitos colaterais
como vbmitos e diarreia. Com a sulfona muitos pacientes obtiveram a cura e,
consequentemente a liberdade do leprosario. Somente em 1962, através do Decreto
de n.968 de 07 de maio, o isolamento em leprosarios foi banido como medida de
combate a doenga (DAMASCO, 2005). Em 1977 o Brasil adota o termo hanseniase
para designar a doenca, com intuito de substituir o termo lepra e 0s pacientes
passaram a ser designados como hanseniano e ndo leproso, morfético, e
repugnante de outrora. Em 1995, foi sancionada a lei n°® 9.010, que proibiu 0 uso da
denominagéo lepra e seus derivados nos documentos oficiais da administracdo
brasileira, em uma tentativa de reduzir o estigma da doenca (BRASIL, 1995).
Atualmente o tratamento especifico da hanseniase se baseia no uso de
poliquimioterapia — PQT, uma associa¢gdo de Rifampicina, Dapsona e Clofazimina,
recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude - OMS e preconizado pelo
Ministério da Saude do Brasil. A PQT é administrada seguindo esquema padrao, de
acordo com a classificacdo do exame baciloscopico do paciente: paucibacilares (PB)
- casos com até cinco lesdes de pele e/ou apenas um tronco nervoso comprometido;
ou multibacilares (MB) - casos com mais de cinco lesbes de pele e/ou mais de um
tronco nervoso acometido (ARAUJO, 2003). A PQT mostrou-se eficaz no tratamento
da hanseniase rompendo a cadeia epidemiolégica da doenca e se, realizada

adequadamente garante a cura da doenca (BRASIL, 2014).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Mesmo ndo sendo uma doenca altamente transmissivel e com tratamento
guimioterapico (poliquimioterapia) eficiente ha décadas, a hanseniase ainda afeta
endemicamente populagdes de diversos paises em desenvolvimento da Africa,
Asia, América Latina e do Pacifico (MISCH et al., 2010). Em 2014, 213.899 novos
casos foram notificados, sendo que 94% dos pacientes eram habitantes da india,
Mianmar, Indonésia, Brasil, Nigéria, Suddo, Madagascar, Bangladesh, Republica
Democratica do Congo, Etidpia, Nepal, Filipinas, Sri Lanka e Republica Unida da
Tasmania (Figura 3). Entre os novos casos notificados, 18.869 (8,8%) eram criancas
e 14.110 (6,6%) apresentavam incapacidade de grau 2 (IG2). O Brasil é o segundo

pais do mundo em namero de casos de hanseniase, com aproximadamente 31 mil
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casos novos registrados em 2013, ficando atras apenas da Iindia, com 127 mil novos
casos (OMS, 2014).

FIGURA 3 - TAXA DE PREVALENCIA DA HANSENIASE NO MUNDO (2011)
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FONTE: WHO - World Health Organization
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claro: 0 casos reportados; cinza escuro: sem dados disponiveis; branco: nao aplicavel

Entre os anos de 2006 a 2013 obteve-se uma redug&o progressiva nos novos
casos de hanseniase nas Américas, de 47.612 em 2006 para 33.084 casos em 2013
(reducdo de 30,5%), devido principalmente ao aumento nos esforcos para a
prevencao, tratamento e combate da doenca, como por exemplo a "Estratégia global
para aliviar a carga da hanseniase e manter as atividades de controle da
hanseniase" (periodo do plano: 2006-2010) e a "Estratégia Global aprimorada para
reducdo adicional da carga da hanseniase" periodo do plano: 2011-2015
(WHO,2016).

Dentre os casos registrados nas Americas, 31.044 ocorreram no Brasil
(93,9%). Desta forma, a prevaléncia da doencga no Brasil foi estimada em 1,42 casos
por 10.000 habitantes em 2013 (OMS, 2014). Cabe ressaltar que a OMS utiliza o

padrdo de menos de um caso por 10.000 habitantes para que a hanseniase nao
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seja considerada problema de salde publica para o pais. Em 2014, segundo o
Ministério da Saude, foram notificados 24.612 novos casos de hanseniase em
adultos e 1.793 novos casos em individuos menores de 15 anos, gerando uma
prevaléncia de 1,56 por 10 mil habitantes no Brasil. Dos casos notificados, 80%
encontram-se nos estados do Mato Grosso, Par4, Maranhdo, Tocantins, Rondbénia e
Goias. No Mato Grosso, por exemplo, a prevaléncia chega a 9,03 casos por 10.000
habitantes.

No Parana, de acordo com a Secretaria de Saude do Estado, a doenca esta
proxima de ser erradicada como problema de salde publica, uma vez que houve um
decréscimo na prevaléncia nos Uultimos anos, de 2,1/10.000hab em 2004 para
0,9/10.000hab em 2013 (PARANA, 2014).

2.3 AGENTE ETIOLOGICO E TRANSMISSAO

O Mycobacterium leprae (figura 4), agente causador da hanseniase, € um
bacilo intracelular obrigatério pertencente a ordem Actinomycelalis e a familia
Mycobaderiaceae. Multiplica-se através do processo de divisdo binaria (figura 4), é
gram-positivo e fortemente alcool-acido resistente quando submetido a coloragéo de
Ziehl-Neelsen. Possui parede celular com 20nm de espessura, constituida por
peptideoglicanos entrelagcados e ligados a cadeias polissacarideas (MACIEIRA,
2000). Apresenta também uma capsula lipidica externa a parede constituida
principalmente por dois lipidios, 1-ftiocerol dimicocerosato (PM) e 2-glicolipideo
fenélico 1 (PGL-1), onde a molécula de C3 se liga para o reconhecimento do
patégeno (SCHLESINGER; HORWITZ, 1991).

FIGURA 4 - Mycobacterium leprae EM PROCESSO DE DIVISAO CELULAR

FONTE: MACIEIRA, 2000
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O M. leprae foi identificado em 1874 pelo médico noruegués Gerhard Henrik
Armauer Hansen (1841-1912) (figura 5), sendo considerada a primeira descoberta
de um microrganismo como causador de uma doengca humana. O médico dedicou
seus estudos, no Hospital Sdo Jorge (Bergen, Noruega), a doenca milenar que
mutilava, deformava e exilava seus portadores. Passou a questionar a crenca da
época de que a hanseniase seria uma doenca hereditaria, pois acreditava que esta
era causada por um microrganismo. Examinou materiais oriundos de lesbes onde
visualizou os bacilos, mesmo sem coloracado. Inoculou a bactéria em animais, em si
proprio e nos olhos de uma paciente mulher, que posteriormente 0 processou,
resultando na perda temporaria do seu direito de exercer a profissdo de médico
(BECHLER, 2012).

FIGURA 5 - MEDICO NORUEGUES GERHARD HENRIK ARMAUER HANSEN

FONTE: https://alchetron.com/Gerhard-Armauer-Hansen-1172199-W

O bacilo infecta principalmente macrofagos e células de Schwann do sistema
nervoso periférico (MISCH et al., 2010). Apresenta alta infectividade (infecta grande
guantidade de pessoas) e baixa patogenicidade (poucos adquirem a doencga), com
periodo de incubacdo de 2 a 7 anos. As vias aéreas superiores (mucosa nasal e
orofaringe) sdo as principais vias de eliminacdo do bacilo e infeccdo, desta forma
acredita-se que a transmissdo da hanseniase seja atraves de goticulas nasais.
Outra forma de contéagio é por contato direto entre a lesdo do individuo doente e a
pele lesionada de individuos sadios (GELBER, 2008). Pacientes com mais de cinco

lesbes de pele e/ou nervos periféricos acometidos podem transmitir o M. leprae
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antes de iniciar o tratamento com poliquimioterapicos, logo o contato préximo com

esses individuos aumenta o risco de desenvolver a doenca (LOCKWOOD, 2011).

2.4 CLASSIFICACAO E APRESENTACAO CLINICA DA DOENCA

A hanseniase sintomatica possui duas expressodes clinicas polares distintas, a
tuberculoide e a virchowiana. Entre as formas polares podem ser observadas formas
intermediarias da doenca, determinadas: tuberculoide limitrofe (boderline ou dimorfa)
e virchowiana limitrofe (boderline ou dimorfa), além da forma indeterminada
(RIDLEY; JOPLING, 1966). A hanseniase tuberculoide (HT) ocorre em individuos
resistentes ao M. leprae, acarretando em uma forma mais benigna e localizada. E
caracterizada pela presenca de placas eritematosas, eritemato-hipocromicas bem
definidas, com regibes anestesiadas e comprometimento de nervo. Em
contrapartida, individuos com alta suscetibilidade a infeccdo desenvolvem a
hanseniase virchowiana (HV), com lesbes de pele abundantes e proliferacdo
descontrolada dos bacilos. Comumente apresentam eritema e infiltracdes difusas,
placas eritematosas infiltradas e de bordas pouco definidas, tubérculos e nédulos,
lesbes das mucosas com alteracdo de sensibilidade. Individuos com a forma
indeterminada apresentam dareas com anestesia, parestesias, manchas
hipocrémicas, com ou sem reducdo da sudorese e diminuicdo de pelos. As formas
dimorfas caracterizam-se pelas lesdes eritematosas planas com o centro claro (pré-
foveolares); eritematopigmentares com a tonalidade ferruginosa ou pardacenta
(foveolares) e alteracbes de sensibilidade. Pacientes com as formas tuberculoide e
indeterminada podem evoluir para cura espontanea, 0 que ndo acontece em
pacientes virchowianos (ARAUJO, 2003; MISCH et al, 2010). A doenca pode ser
altamente incapacitante com comprometimento sistémico descrito em alguns casos
(figura 6) (RENAULT; ERNST, 2010).
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FIGURA 6 - LESOES DE PELE OBSERVADAS NAS FORMAS CLINICAS DA HANSENIASE

FONTE: ARAUJO, 2003; ITO, 2014; http://www.inf.furb.br/sias/parasita/ Textos/hansenias e.htm
LEGENDA: A= Hanseniase tuberculoide; B= Hanseniase Virchowiana; C= Hanseniase

Boderline/dimorfa D= Hanseniase indeterminada

Para fins de classificacdo, os pacientes sao agrupados de acordo com o
numero de lesdes de pele e/ou numero de nervos acometidos; pacientes que
apresentam mais de cinco lesbes sdo denominados multibacilares e os que
possuem menos de cinco sdo paucibacilares. Normalmente, individuos com a forma
indeterminada e tuberculoide sdo classificados como paucibacilares e pacientes
virchowianos e dimorfos como multibacilares (figura 7) (BARBIERE; MARQUES,
2009).
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FIGURA 7 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS FORMAS CLINICAS MULTIBACILAR (5A) E
PAUCIBACILAR (5B) DA HANSENIASE

F
Forma Multibacilar Forma Paucibacilar
# .
« Infiltracio difusa; AL « Unica ou poucas leshes;
* Multiplas lesbes, pequenas e ‘ * Tamanhos varidveis, seca e
brilhantes; ™ descamativa;
» Disiribuicio simétrica; [ « Dnstribuiciio assimétrica,
* Multiplos nervos comprometi- ! * Poucos nervos comprometidos;
dos; 47 + Baciloscopia negativa
* Baciloscopia positiva; Reacdio de Mitsuda: (+) T e BT,
Reagiio de Mitsuda negativo (+)ou({=)nol

@u
SA B

FONTE: SOUZA, 1997
LEGENDA: T=Tuberculoide; BT= Boderline-Tuberculoide; I= Indeterminada

2.5 0 SISTEMA IMUNOLOGICO NA HANSENIASE

As expressdes clinicas distintas da hanseniase estao relacionadas com a
resposta imunoldgica do individuo acometido. A HT esta relacionada com a ativagao
dos linfocitos T CD4+ subtipo Thl. Estas células produzem interleucina-2 (IL-2), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e inteferon gama (IFN-y) que recrutam e ativam
fagocitos mononucleares e contribuem para a eliminagdo ou inibicdo do crescimento
do M. leprae, o que acarreta em uma forma mais moderada da doenca ou na cura.
Por outro lado, a forma HV estd associada com ativacdo dos linfocitos T CD4+
subtipo Th2 que secretam IL-4, IL-5 e IL-10, ampliando a resposta humoral,
suprimindo a acdo dos macréfagos e favorecendo o crescimento descontrolado dos
bacilos (MODLIN, 1994). Um dos mecanismos de evasdo do M. leprae € justamente
a inibicdo da producao de IL-2 e, consequentemente, da proliferacdo de células Thl
(DAGUR etal., 2010).

Pacientes hansenianos podem apresentar dois tipos de reacoes
imunoldgicas/hansénicas: a do tipo | ou do tipo 2. A reacdo do tipo | ou reacgéo
reversa com ativacao subita da resposta Thl inflamatéria contra os antigenos do M.
leprae ocorre com mais frequéncia em pacientes dimorfos, normalmente apos o
inicio do tratamento. E caracterizada pelo surgimento de novas lesbes

dermatolégicas (manchas ou placas), que podem ser eritemato-infiltradas (aspecto
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erisipeléide), alteracdes de cor e edema nas lesdes antigas, assim como dor ou
espessamento dos nervos (neurites). A reacdo do tipo 2 ou eritema nodoso é uma
condicdo inflamatéria aguda com concentracdes elevadas de fator de necrose
tumoral (TNF), infiltracdo tecidual de neutréfilos e células CD4+, deposicao de
imunocomplexos e proteinas do complemento, gerando vasculopatia associada a
formacdo de imunocomplexos, paniculite e uveite. Caracteriza-se pela presenca de
nodulos vermelhos e dolorosos, dores articulares, dor e espessamento nos nervos,
febre e mal-estar generalizado, mas sem alteracdo nas lesGes antigas (MISCH et al,
2010).

2.5.1 Reconhecimento celular e fagocitose do Mycobacterium leprae

O sistema imune inato é o primeiro a ser ativado na defesa do hospedeiro
contra infecgdes. O reconhecimento dos padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPS) € imprescindivel para ativacdo de proteinas do SC, fagocitose e
destruicdo de microorganismos patogénicos. A fagocitose de patdgenos por
macréfagos e mondcitos atraves de receptores celulares elimina os
microorganismos rapidamente, evitando infec¢des. Contudo, essa via pode também
ser utilizada como entrada por patdégenos intracelulares obrigatérios como o M.
leprae (MISCH et al., 2010; SCHLESINGER; HORWITZ, 1990, 1991).

Vias de infeccdo do M. leprae em fagdcitos mononucleares, relacionadas a
ativacdo do SC, foram previamente descritas na literatura (SCHLESINGER;
HORWITZ, 1990). Foi observado que o componente C3 é fixado na superficie
bacteriana por meio da ativacdo da via alternativa do complemento, agindo como
ligante para os receptores CR3 em monécitos e CR1 e CR4 em macrofagos, os
guais medeiam a fagocitose do patdégeno. Além disso, foi esclarecido que a ligacédo
de C3 acontece de forma especifica ao glicolipidio fendlico-1 (PGL-1), uma molécula
presente em grande guantidade na superficie do bacilo (SCHLESINGER; HORWITZ,
1991). A molécula PGL-1 também esta envolvida na infeccdo das células de

Schwann no sistema nervoso periférico (NG et al., 2000) (figura 8).
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FIGURA 8 - RECONHECIMENTO, FAGOCITOSE E RESPOSTA IMUNE CONTRA O M. LEPRAE
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FONTE: adaptado de MISCH et al., 2010.

LEGENDA: LPB21 = laminina ligante de proteina 21; PGL-1 = glicolipidio fendlico-1; C3 = proteina 3
do complemento; CR1 = receptor de complemento 1; DEFB1 = beta-defensina-1; IFN-O = interferon
gama; IL-10 = interleucina 10; IL12B = interleucina 12 subunidade 40p; IL12BR2 = receptor de
interleucina beta-2; LTHA4H = hidrolase de leucotrieno A4; LTA = linfotoxina a; TNF = fator de
necrose tumoral; MBL 2 = lectina ligante de manose 2; MRC1 = receptor de manose; LAMA2 = a2-
laminina-2; TCR = receptor de células T; Thl e Th2= célula T auxiliar 1 e 2.

2.6 GENETICA DA HANSENIASE

Atualmente sabe-se que a exposicdo ao M. leprae ndo € condigdo Unica para
desenvolvimento da hanseniase e que diferentes conjuntos de genes estao
relacionados com a suscetibilidade do hospedeiro a doenca. Sauer e colaboradores
(2015) citam trés diferentes conjuntos de genes que controlariam trés diferentes
estagios desde a exposicdo até o desenvolvimento da doenca: I) Controle da
infeccdo independentemente da sua manifestacdo clinica (hanseniase per se); Il)

Apés a infeccdo estar estabelecida, determinam o tipo de resposta imune do
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hospedeiro e a forma clinica da doenca e Ill) Relacionados ao risco de
desenvolvimento de rea¢cdes hansénicas.

Polimorfismos em diversos genes ja foram associados a hanseniase.
Polimorfismo é o termo designado a ocorréncia simultanea de dois ou mais
gendtipos, resultantes da combinacdo de alelos de um mesmo locus génico, que
podem ou ndo gerar fendtipos distintos. Entretanto, para que um locus seja
polimérfico, o alelo mais frequente ndo deve ultrapassar 99% de ocorréncia na
populacdo, de forma que o outro alelo polimorfo apresente, no minimo, 1% de
frequéncia. Os alelos sdo as variagcdes encontradas em um gene, que diferem entre
si por pequenas alteracbes na sequéncia do DNA. Os alelos fazem parte de um
mesmo locus génico em cromossomos homoélogos e sdo 0s responsaveis pelo
fenétipo do individuo. O fendtipo de um individuo é o resultado visivel ou detectavel
da expressao dos genes e das condicdes ambientais em que este organismo esta
inserido (UTIYAMA, 2004).

Diversos estudos tem demonstrado que SNPs presentes no Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC), estdo associados a suscetibilidade a
hanseniase. O SNP rs602875 da regido HLA-DR-DQ foi altamente relacionados a
suscetibilidade a hanseniase na populagdo chinesa (ZHANG, 2009). Shankarkumar
e colaboradores (2004) demonstraram que o0s alelos A*206, A*1102, B*4016,
B*5110, Cw0407 e Cw*0703 presentes no complexo HLA de classe | apresentaram
frequéncia significativamente maior em pacientes indianos com hanseniase em
comparagao aos controles. Alter et al (2011) analisaram 682 SNPs em uma regiao
de 1.9 Mb na regido do complexo HLA. Destes, 59 foram encontrados associados
com a suscetibilidade a hanseniase na populagéo vietnamita.

A proteina MBL do SC reconhece diversos padrées moleculares associados a
patégenos (PAMPs), como dominios de manose, N-acetilglucosamina, fucose e
glicose presentes na superficie de diversos microorganismos. Esse reconhecimento
possibilita a fagocitose e a posterior ativagdo do complemento (DORNELLES et al.,
2006). Polimorfismos do gene MBL-2 foram investigados em pacientes com
hanseniase e os resultados indicaram que a frequéncia do haplétipo LYPA,
associado com uma maior expressao da proteina MBL, foi significativamente maior
em pacientes com hanseniase e com a forma clinica virchowiana quando
comparados com controles (MESSIAS-REASON et al., 2007).
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A frequéncia da variante p.126L do gene MASP2 do SC, associada a baixas
concentracbes da proteina, foi significativamente maior em pacientes com
hanseniase, indicando que baixos niveis de MASP2 aumentariam a suscetibilidade a
doenca (BOLDT et al., 2013?)

Messias-Reason et al (2009) observaram que o haplotipo AGA do gene FCN2
da proteina ficolina-2 do SC foi mais frequente em controles que pacientes com
hanseniase, indicando um efeito protetor a doenca.

Andrade e colaboradores (2017) determinaram recentemente que
polimorfismos no gene FCN3 colaboram para a elevacdo da concentracdo de
ficolina-3 e que este aumento estaria relacionado ao favorecimento a infeccéo pelo

M. leprae.

2.7 O SISTEMA COMPLEMENTO (SC)

O sistema complemento (SC) é parte essencial da resposta imune inata,
desempenhando importante funcdo no combate a infecgbes por patégenos, assim
como na ativacdo da resposta inflamatoria. Ha mais de cem anos atras, o termo
complemento foi utilizado para descrever uma substancia que causava lise em
bactérias e eritrocitos revestidos com anticorpo, pois gerava um complemento na
acdo deste. Atualmente, o sistema do complemento (SC) é composto por mais de
trinta proteinas séricas e ligadas a membrana celular, as quais sdo essenciais na
imunidade inata e que também colaboram na imunidade adaptativa (PETTIGREW et
al.,, 2009; LISZESWSKI; ATKINSON, 2010). As proteinas do complemento tém um
papel importante no controle de infeccbes bacterianas e virais levando a
opsonizacdo e fagocitose de patdgenos, ativacdo da resposta inflamatoria, lise
celular, remogao de complexos imunes e de debris celulares.

As proteinas do SC estdo extensamente distribuidas através dos fluidos
corporais e dos tecidos como pré-enzimas que sdo ativadas em cascata por trés
diferentes vias: (1) via classica, dependente de anticorpos; (2) via alternativa,
mediada através da ligacdo direta de C3 hidrolisado (C3b) aos patégenos e; (3) via
da lectina ligante de manose (MBL), também ativada por ficolinas e colectinas. As
trés vias de ativacdo convergem para a sintese de C3 convertase, enzima
proteolitica responsavel pela clivagem da proteina C3 em C3a e C3b. O fragmento

C3b entdo que se liga covalentemente aos patdogenos (opsonizacao), facilitando a
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fagocitose pelos macréfagos e neutréfilos. O fragmento C3a permanece livre e tem a
funcdo de ativar a resposta inflamatéria. O C3b pode se ligar a outras proteinas do
complemento formando a enzima C5 convertase, a qual cliva C5 em Cba
(inflamacé&o) e C5b que se fixa na membrana celular. O C5b inicia a formacédo do
complexo de ataque a membrana (MAC), formando-se poros na membrana celular e
levando a lise osmoética (figura 9) (MURPHY etal., 2010; ABBAS et al., 2011).

FIGURA 9 - VIAS DE ATIVACAO DO SISTEMA COMPLEMENTO

" Inicio da ativagéoj

do sistema O — =
complemento Etapas iniciais Etapas tardias
Micro-organismo — ] -
Via e cab é
alternativa ~/C3T depositado
T \ sobre o Complexo de ataque

ca; =P>

micro-organismo a membrana (MAC)
, C3a [\
& U C3b/ et
M i) & ly ‘
4 C3b| : e
p 0
rd |

vi x :" - trctoall . . '
cléasslca Anticorpo LCSE \C Bq «¢Csa L
Lectina ligante & e
de manose : -
Funcoes C3a: C3b: Cs5a: Lise do
:"3 Ida-" -~ efetoras Inflamacao Opsonizacéo Inflamacéo micro-
eounas e fagocitose organismo

FONTE: ABBAS et al, 2011.
LEGENDA: C3= componente 3 do complemento; C3a/C3b= fragmentos ativos de C3; Cb5=
componente 5 do complemento; C5a/C5b= fragmentos ativos de C5; MAC= complexo de ataque a

membrana.

2.7.1 Via classica

A ativacéo desta via ocorre por reagdes sequenciais envolvendo C1, C4,C2e
C3. C1 € um complexo multimolecular dependente de ions Calcio composto por trés
proteinas: Clq, C1lr e Cls. A ativacdo da via se inicia com a ligacdo de C1lqg aos
dominios Fc de IgM e IgG (sub-classes IgGl, IgG2 e IgG3 — IgG4 nado ativa
complemento) ou pelo reconhecimento direto de determinados patégenos e da
proteina C reativa (CRP), gerando a ativacdo de C1lr que ativa C1s. A ativacao de
Cls acarreta na clivagem de C2 e C4 e formagéo da C3 convertase (C4b2a), a qual
cliva a proteina C3 nos fragmentos C3a e C3b. C3b se liga aos patégenos,

opsonizando-0s, 0 que promove sua eliminacdo por fagocitose. C3b também pode
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se ligar a C3 convertase, formando a C5 convertase utilizada na etapa final de
ativagdo do SC. (ABBAS, 2011; DEGN; THIEL, 2013; MAYILYAN, 2012).

2.7.2 Via das lectinas

A via das lectinas é iniciada pela ligacdo da MBL ou ficolinas (FCN-1,FCN-2 e
FCN-3) a carboidratos ou moléculas acetiladas, respectivamente, na superficie de
microorganismos. Essas lectinas estdo complexadas com serina proteases
denominadas serina protease associada a MBL (MASPs: MASP-1, MASP-2 e
MASP-3) (MATSUSHITA; ENDO; FUJITA, 2013). Ap6s MBL ou ficolinas terem se
ligado aos seus alvos, as MASPs sao ativadas. MASP-1 e MASP-2 sdo necessarias
para a formagdo das C3 e C5 convertases da via das lectinas (C4b2a e
C4b2a(C3b)n). MASP-1 ativa C2 e pode clivar C3 diretamente levando a ativacdo da
via alternativa, MASP-2 ativada cliva C4 e C2. O fragmento C4b se liga a C2a,
formando C4b2a, a C3 convertase das vias classica e das lectinas (ALl et al., 2012).
Apos a clivagem de C2 e C4 pela MASP-2, a ativacdo prossegue de modo similar a
da via classica (ABBAS, 2011; MAYILYAN, 2012).

2.7.3 Via alternativa

A via alternativa foi descoberta mais tarde, mas é filogeneticamente mais
antiga que a via classica. Sua ativagdo € uma das primeiras respostas do sistema
imune a infeccbes bacterianas. A ativacdo €é desencadeada pela clivagem
espontanea da proteina C3 nos produtos C3a e C3b. C3a é responsavel pela
resposta inflamatdéria na quimiotaxia de neutréfilos do sangue para o local de injaria.
O C3b é um produto instavel que pode sofrer hidrolise quando permanece solluvel,
sua funcdo é ligar-se covalentemente a superficie de patégeno, facilitando a
fagocitose pelas células fagociticas. Quando C3b sofre alteragdo conformacional
pos-clivagem, ocorre a exposicao de um sitio de ligacéo para a proteina plasmatica
Fator B. Esta proteina por sua vez, € clivada por uma serinoprotease plasméatica
denominada Fator D, liberando um fragmento pequeno (Ba) e um maior (Bb), este
ultimo permanece ligado ao C3b. O complexo C3bBb é a C3-convertase da via
alternativa, pois apresenta a fungdo de clivar mais moléculas de C3 gerando uma

sequéncia de amplificacdo da ativacdo do complemento. Outra proteina da via
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alternativa, denominada properdina, também pode se ligar ao complexo C3bBb para
estabiliza-lo. Algumas das proteinas de C3b geradas pelo complexo C3bBb podem
se ligar a propria convertase, formando a C5 convertase da via alternativa, que
consiste num complexo que contém uma metade Bb e duas moléculas de C3b
(ABBAS etal., 2011).

2.7.4 Etapa final de ativagdo do complemento

Com a formagédo da C5 convertase inicia-se a ativagdo dos componentes
finais do SC, que culmina da formacdo do complexo de ataque a membrana (MAC)
com atividade litica. A C5 convertase cliva a proteina C5 nos produtos C5a e C5b,
este Ultimo que permanece ligado as proteinas do complemento aderidas a
superficie celular do patégeno. O C5b mantém transitoriamente uma conformidade
capaz de se ligar as proteinas subsequentes da cascata, C6 e C7. O componente
C7 do complexo C5b,6,7 € hidrofébico, desta forma é capaz de inserir-se na
bicamada lipidica das membranas celulares dos patdgenos, onde se transforma em
um receptor de alta afinidade para a proteina C8, que liga-se ao complexo. O
complexo resultante (C5b-8) é inserido de maneira estavel e possui a habilidade de
lisar células. A formagcdo do MAC completamente ativo € acompanhado pela ligacédo
da proteina sérica C9 (componente final da cascata) ao complexo C5b-8. C9 se
polimeriza no local da ligacdo ao C5b-8 para formar poros nas membranas
plasmaticas, formando canais por onde trafegam agua e ions, acarretando na
necroptose celular (figura 10) (ABBAS etal., 2011).
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FIGURA 10- ETAPA FINAL DA ATIVACAO DO SISTEMA COMPLEMENTO
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FONTE: ABBAS et al, 2011.
LEGENDA: C3a/C3b= fragmentos de C3; C5a/C5b= fragmentos de C5; B= fator B; Bb= fragmento do

fator B, C6= componente 6 do complemento; C7= componente 7 do complemento; C8= componente

8 do complemento; C9= componente 9 do complemento; MAC= complexo de ataque a membrana.

2.7.5 Receptores do complemento

A fagocitose dos patégenos é dependente da presenca de receptores na
superficie da membrana dos fagdcitos, os receptores para regido Fc de
imunoglobulinas (Ig) e os receptores do complemento que reconhecem fragmentos
de C3. Na auséncia de anticorpos, o revestimento de células proprias ou estranhas
com fragmentos de C3 é essencial para o seu reconhecimento pelos fagécitos
através de receptores especificos do complemento (GORGANI et al., 2008).

Quatro receptores para fragmentos do complemento foram identificados: CR1
(CD35), CR2 (CD21), CR3 (CD11b/CD18) e CR4 (CD11c/CD18). CR1 esta presente
em macrofagos, monadcitos, eritrocitos e neutrofilos e reconhece o fragmento C3b.
CR2 esta presente nos linfocitos B e reconhece iC3b e C3d(g). CR3 e CR4 estao
presentes em macréfagos, mondcitos, neutrofilos, células NK e nas células
dendriticas (apenas CR4), sdo heterodimeros transmembranares que reconhecem
iC3b (HE et al., 2008). Contudo, a fagocitose também pode funcionar como via de
entrada para parasitas intracelulares obrigatérios, como o M. leprae (MISCH et al.,
2010). No momento da infeccdo pelo M. leprae, principalmente a via alternativa do
Sistema Complemento é ativada, com a fixacdo do componente C3 a superficie
bacteriana, este que atua como ligante para os receptores mediadores de fagocitose
CR3 em mondcitos e CR1 e CR4 em macréfagos.
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2.7.6 Componente 3 do complemento (C3)

O componente 3 do complemento (187 kDa) surgiu a cerca de 700 milhdes de
anos, pertence a familia das a2-macroglobulinas (a2M) e € uma das proteinas mais
importantes do SC (JANSSEN, 2005). Comum as trés vias do complemento, uma
vez que todas convergem para clivagem de C3 na anafilitoxina C3a (9kDa) e no
fragmento maior C3b (177kDa). O fragmento C3a contribui atuando como
guimioatraente para células efetoras do sangue para o local da infecgdo.
Fragmentos de C3b ligam-se covalentemente a superficie de patdgenos, processo
denominado "fixacdo do complemento” a qual marca o patdogeno para destruicao
pelos fagécitos (PARHAM, 2011).

A proteina C3 € composta por 2 cadeiras - B (residuos 1-645) e a (residuos
650-1641), que juntas dao origem a 13 dominios. A caracteristica da proteina C3
gue fundamenta sua funcdo é uma ligacdo tioéster de alta energia dentro da
glicoproteina (figura 11). C3 produzida entra na forma inativa na circulacao
sanguinea, onde o tioéster encontra-se estabilizado no interior hidrofdbico da
proteina. Com a sua clivagem, esta ligacdo torna-se exposta e sujeita a um ataque
nucleofilico por moléculas de agua ou por grupamentos amino e hidroxila das
proteinas e carboidratos das superficies dos patdgenos. Isso faz com que C3b ligue-
se covalentemente ao microorganismo. As ligacdes tioéster da maioria das
moléculas C3b séo atacadas por agua, permanecendo em solucdo na forma inativa
e hidrolisada (PARHAM, 2011).

Embora C3 seja predominantemente sintetizado no figado, outros tipos de
Células também sdo capazes de produzir C3, como mondcitos e macriéfagos
funcionalmente ativos, neutrofilos, células T, células apresentadoras de antigenos
(APCs) e células dendriticas (DELANGHE et al, 2013). C3 é a proteina do
complemento mais abundante, presente em uma concentragcao de 1,0-1,5 g/L no
plasma humano (DELANGHE et al., 2013).

A deficiéncia de C3 esta associada ao desenvolvimento de infeccfes graves
sucessivas, uma vez que esta deficiéncia compromete as atividades de opsonizacéo
e fagocitose de patdgenos, gerando uma suscetibilidade maior & infeccées por
bactérias piogénicas. (ABBAS et al., 2011; UTIYAMA, 2004). Deficiéncias de fator | e
H estdo relacionadas com degradacdo anormal de C3b, desencadeando um

descontrole na clivagem de C3 pela C3 convertase da via alternativa, o que leva a
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inducdo de uma deficiéncia secundaria, por consumo de C3, desencadeando
infeccdes bacterianas (ROTHER, 1992). A falta de fator H também predispbe a
glomerulonefrites, pois a ativacdo continua de C3 na regido préxima a membrana
basal glomerular leva ao acumulo de C3b no glomérulo e, consequentemente,

inflamac&o do local (ABBAS, 2012)

FIGURA 11 - ESTRUTUTA TRIDIMENCIONAL DA PROTEINA C3 COM A LIGAGCAO TIOESTER

FONTE: JANSSEN, 2005

2.8 GENE C3

A proteina C3 é codificada pelo gene que leva 0 mesmo nome, localizado no
cromossomo 19 (19p13.3) (WHITEHEAD, 1982), composto por 41 exons (figura 12).
O gene C3 apresenta nove variantes comuns descritos (rs2230199 C/G-R102G,
rs1047286 C/T-P314L, rs2241394 G/C, rs2250656 A/G-190V, rs344542 A/G,
rs2230205 A/G, rs339392 T/G, rs3745565 C/G e rs11569536 G/A-Q1270H), dentre
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0os quais 3 foram investigados neste trabalho (rs2230199 C/G, rs1047286 C/T,
rs2250656 A/G) (figura 13).

FIGURA 12 - REPRESENTACAO DO GENE C3 NO CROMOSSOMO 19
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FONTE: GeneCards: human gene database; o autor (2017)
INTERPRETAGCAO: O gene C3 encontra-se no brago curto do cromossomo 19, regido 3, banda 3 e
apresenta 41 exons

FIGURA 13 - REPRESENTACAO DOS SNPS ESTUDADOS PRESENTES NO GENE C3
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Intron 2 Exon 3 Exan 9
T 70%, C 30% C 83%. G 17% G 76%, A 24%

FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: A= adenina. T= timina. C= citosina. G= guanina

O SNP rs2230199 ocorre no exon 3 do gene C3 e refere-se a troca do
nucleotideo Citosina para Guanina (C>G), levando a troca do aminoacido Arginina
para Glicina (Arg>Gli) (YATES et al., 2007). Este polimorfismo é descrito como
responsavel por formas variadas da proteina C3, chamadas de al6tipos S (slow) e F
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(fast), com base em sua mobilidade em eletroforese agarose. Estes alotipos déo
origem aos fenotipos C3SS, C3FS e C3FF, que compreendem 98% de todos os
fenétipos C3 (DELANGHE et al., 2013). O al6tipo C3F ja foi associado a diversas
doencas como doenca de Crohn (ELMGREEN et al., 1984), vasculite sistémica
(FINN et al, 1994), lipodistrofia parcial (FINN; MATHIESON 1993), tuberculose
(SENBAGAVALLI et al, 2011), cancer de pulmdo (SUADICANI; HEIN;
GYNTELBERG, 2011) e progressdao para cardiomiopatia chagasica (MESSIAS-
REASON; URBANETZ; CUNHA; 2003).

Philips e colaboradores (2009) determinaram que o0s polimorfismos
rs2250656 e rs2230199 de C3 seriam responsaveis pela modulacdo do risco de
desenvolver Sindrome Metabodlica (SMet). Pacientes homozigotos AA para o
polimorfismo rs2250656: A/G apresentaram um aumento no risco de desenvolver
SMet (P=0,01), quando comparados aqueles que possuiam o alelo G. Aqueles que
apresentavam o alelo A desenvolveram o perfil classico da SMet: triglicerideos
aumentados e menor concentracdo de HDL (P<0,05), aumento do indice de massa
corporea (P< 0,05), obesidade abdominal (P= 0,006) e diminuicdo da sensibilidade a
insulina (P= 0,035). Além disso, também apresentavam niveis de inflamacao
elevados, com aumento de C3 no plasma (P=0,005). Analises de regressao logistica
revelaram que aqueles que apresentavam o alelo A tinham a chance dobrada de
desenvolver SMet, em relacdo aos homozigotos GG. Ja os individuos homozigotos
GG para o polimorfismo rs11569562 teriam o risco de desenvolver SMet reduzido,
em comparacado aos que apresentavam o alelo A. Os homozigotos GG para o
segundo polimorfismo tinham uma concentracdo de C3 menor que 0s homozigotos
AA e risco diminuido de apresentar quadros de hipertrigliceridemia, em comparacéo
aos com alelo A.

Qian-Qian e colaboradores (2015) publicaram uma meta-analise na qual
examinaram 22 artigos disponiveis no PubMed onde analisaram o0s nove
polimorfismos encontrados no gene C3 (rs2230199 C/G, rs1047286 C/T, rs2241394
GI/C, rs2250656 A/G, rs344542 AlG, rs2230205 A/G, rs339392 T/G, rs3745565 C/G
e rs11569536 G/A). Foi encontrado uma associacdo positiva entre o polimorfismo
rs2230199: C/G e a suscetibilidade a desenvolver degeneragdo macular relacionada
a idade (DMRI). A meta-analise também indicou uma associagcdo positiva entre 0
polimorfismo rs1047286:C/T e a suscetibilidade a DMRI. Em ambos os SNPs foi

encontrado uma associacao significativa entre a suscetibilidade e a etnia, onde os
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caucasianos eram mais suscetiveis, quando comparado as demais etnias. Em
contrapartida, foi encontrada uma associacdo negativa (fator de protecdo) entre o
SNP rs2250656: A/G e a DMRI. O polimorfismo rs11569536 G/A também esta
relacionado a suscetibilidade a DMRI. Os demais polimorfismos ndo apresentaram

relacdo com a DMRI.

3 METODOLOGIA

Este trabalho constituiu-se de um estudo de associagdo, caso-controle
realizado no Laboratério de Imunopatologia Molecular do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana - HC/UFPR. O trabalho foi incluido no projeto
"Influéncia da variabilidade génica nos receptores do complemento na Hanseniase",
o qual foi previamente aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR de acordo com o0s pareceres
consubstanciados do n°218.104 e 279.970.

3.1 CASUISTICA

3.1.1 Pacientes

Foram incluidos 143 pacientes com diagnostico clinico de hanseniase,
maiores de 18 anos, atendidos no Ambulatério de Hanseniase do Servico de
Dermatologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Paranid (HC-
UFPR) e no Hospital de Dermatologia Sanitaria do Paranid. Os pacientes
apresentavam pelo menos uma das seguintes caracteristicas: lesdes de pele com
alteracdo de sensibilidade, acometimento de nervo(s) com espessamento neural e

baciloscopia positiva.

3.1.2 Controles

Foram selecionadas 166 doadores voluntarios de sangue, maiores de 18
anos, do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana (HEMEPAR). Os
controles foram pareados por sexo e grupo étnico com 0s pacientes incluidos neste

trabalho.
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Os dados demogréficos dos individuos dos grupos controle e pacientes estao

demonstrados na tabela 1 A origem étnica dos individuos foi previamente definida

através do questionamento aberto em relacdo a sua ascendéncia.

TABELA 1 - DADOS DEMOGRAFICOS DE PACIENTES E CONTROLES

Curitiba-PR
N= 309
Grupo Controle Pacientes
N= 166 N= 143
Sexo Masculino 86 (52%) 87 (61%)
Feminino 80 (48%) 56 (39%)
Idade (média) ~40 51
Grupo Euro-brasileiro 134 (81%) 115 (80%)
Etnico Afro-brasileiro 29 (17%) 26 (18%)
Oriental 0 0
Indigena 3 (2%) 2 (1,3%)

FONTE: o autor (2017)
LEGENDA: N = nUmero de amostras

Em relacdo as formas clinicas dos pacientes, a maior frequéncia observada

foi da forma virchowiana (59,4% ou 85/143). As frequéncias das demais formas
clinicas foram: 16% (23/143) boderline, 7% (10/143) tuberculoide e 6,3% (9/143)
indeterminada. Nao foi especificada a forma clinica de 11,2% (16/143) pacientes

(figura 14). Devido ao tamanho amostral, foram realizadas analises estatisticas entre

pacientes lepromatosos e nao lepromatosos (que incluem hanseniase tuberculoide,

limitrofe e indeterminada).

FIGURA 14. - FORMAS CLINICAS APRESENTADAS PELOS PACIENTES

Formas Clinicas

M Virchowiana

M Boderline
Tuberculéide

B Indeterminada

M N3o especificado

FONTE: O autor (2017)
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3.3 PESQUISA DOS POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDEO UNICO (SNPs)
3.3.1 Local de realizacéo do trabalho

Todos os experimentos e analises relacionados a este projeto foram
realizados no Laboratério de Imunopatologia Molecular (LIP M), localizado no Hospital
de Clinicas de Curitiba (HC-UFPR), vinculado a Universidade Federal do Parana, sob

supervisao da prof2 Dr2. lara José de Messias-Reason.

3.3.2 Extracdo de DNA

Tanto as amostras de sangue de pacientes quanto controles foram
previamente coletadas e centrifugadas para isolamento da massa leucocitaria. O DNA
foi extraido utilizando o kit comercial de extracdo Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega, Madison, Wisconsin, EUA) ou pelo método de extracdo Salting Out, ambos
seguindo as etapas de lise eritrocitaria, lise nuclear dos linfcitos, precipitacdo de
proteinas, precipitacao e reidratacdo do DNA.

Para a extracdo com o kit Wizard® Genomic DNA Purification foi utilizado um
tubo de microcentrifuga com capacidade para 1,5mL, onde se adicionou 150uL de
amostra e 600uL de solucdo de lise celular. Ap6s homogeneizacdo adicionou-se
12uL de proteinase K e o tubo foi incubado a temperatura ambiente por 30 minutos.
A amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi
removido. Foram adicionados 300puL da solu¢éo de lise nuclear no tubo que continha
as células ressuspensas, a solucéo foi homogeneizada e incubada a 37°C em estufa
por 5 minutos. Foi adicionado 1,5uL da solugdo de RNase na parede do tubo e
300uL de solucéo de precipitacdo proteica ao lisado nuclear e, logo apds, incubado a
37°C por 5 minutos. O tubo foi agitado vigorosamente no agitador Vértex seguido de
centrifugacdo a 14.000 rpm por 3 minutos em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi transferido para um tubo limpo de microcentrifuga de 1,5pL,
previamente preenchido com 300uL de isopropanol gelado. A solugdo foi
homogeneizada suavemente até que se formassem fios de DNA visiveis e o tubo foi
centrifugado a 14.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e
adicionado 300pL de etanol 70% a temperatura ambiente. O tubo foi homogeneizado
e centrifugado a 14.000 rpm por 2 minutos. O etanol foi descartado e o tubo foi

invertido sobre papel absorvente até a completa evaporacdo do etanol. Foi
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adicionado 50pL de solugdo de reidratacdo do DNA. O tubo contendo o DNA
extraido foi incubado por 12 horas em geladeira a 4°C.

Para o método de extracdo Salting Out foram utilizados tubos de
microcentrifuga com capacidade para 1,5 mL, onde se adicionou 800uL de tampéao
de lise de células vermelhas (RBCL 1X) e 500uL de buffy-coat. Os tubos foram
centrifugados a 13.000 rpm por 2 minutos e o0 sobrenadante desprezado. O botéo de
células remanescente foi ressuspendido em 1mL de RBCL 1X, os tubos foram
passados no vortex por 10 segundos e deixados por 5 minutos no shaker. Apds os 5
minutos, os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 2 minutos e 0 sobrenadante
desprezado. A ressuspensdo do botdo de células seguido pelos demais passos
foram repetidos por mais 2 vezes. Adicionou-se, entdo, 1mL de agua tipo | nos
tubos, que foram homogeneizados no vortex por 10 segundos e deixados no shaker
por 5 minutos. Os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 2 minutos e o
sobrenadante desprezado. Apos a centrifugagdo foram adicionados 80uL de tampao
da Proteinase K, 40uL da Proteinase K, 200uL de SDS a 20% (T.A.) e 240uL de
agua Tipo I. A solucéo foi homogeneizada em vortex por 10 segundos e no shaker
por 5 minutos e incubada em banho seco a 55°C por 40 minutos. Depois de
retirados do banho, aguardou-se até que a solucdo atingisse a T.A. novamente. Foi
adicionado aos tubos 100uL de solugdo saturada de NaCl (6M), agitados no vortex
por 10 segundos, no shaker por 5 minutos e centrifugados a 13.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL
previamente preenchido com 100uL de NaCl (6M), a solucdo foi agitada em vortex
por 10 segundos, no shaker por 5 minutos e centrifugada a 13.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5mL com
800uL de etanol absoluto gelado e homogeneizado 30 vezes por inversao para
precipitacdo do DNA. A solucdo foi centrifugada a 13.000 rpm por 2 minutos, o
sobrenadante desprezado e adicionado 1mL de etanol 70% a T.A. A solucédo foi
centrifugada a 13.000 rpm por 2 minutos, 0 sobrenadante desprezado e os tubos
vertidos sobre papel toalha para retirada do excesso de etanol. Os tubos foram
mantidos em banho seco por aproximadamente 15 minutos para completa
evaporagdo do etanol. Posteriormente o DNA foi ressuspendido em 50uL de agua
Tipo | e deixado na geladeira por 24h para reidratacao.

Para determinar as concentragcfes de DNA das amostras, os tubos foram

deixados em banho seco a 55°C por 30 minutos e, posteriormente feita a
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determinacdo em espectrofotdmetro NanoDrop 1000 versdo 3.7.1 (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Massachusetts, EUA). As amostras foram diluidas proporcionalmente a
concentragdo de DNA e armazenadas em freezer a -20°C até sua utilizacdo na PCR-

multiplex.

3.3.3 Reagédo em Cadeia da Polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma técnica considerada simples,
altamente sensivel, que permite a rapida amplificacdo in vitro de uma regidao
especifica do DNA, produzindo-se bilhdes de copias. Foi desenvolvida por Kary
Millus em 1987 e consiste na realizacdo de sucessivos ciclos de desnaturacdo da
dupla fita de DNA, anelamento e extensao de oligonucleotideos iniciadores (primers)
pela acdo da enzima Taq, DNA polimerase termoestavel isolada da bactéria de
fontes termais Thermus aquaticus (figura 15). Esta enzima se mantém estavel em
temperaturas de até 117 °C e possui temperatura 6tima de 72 °C (GARIBYAN;
AVASHA, 2013).

FIGURA 15 - ESQUEMA DOS PROCESSOS REALIZADOS EM UMA PCR
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FONTE: VIERA
LEGENDA: A= adenina; T= timina; C= citosina; G= guanina. Apés a desnatura¢do das fitas-molde,
ocorre o pareamento dos primers. A enzima Taq, representada em verde, adiciona o0s

desoxinucleotideos pareados as fitas-molde.
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A quantidade de DNA ao final da reacdo segue e seguinte funcéo
exponencial:

N = No x 2"

onde N é o numero final de cadeias de DNA, No é o numero inicial de DNA
molde e n é o numero de repeti¢cdes do ciclo.

A reagcdo é feita a partir de uma amostra com concentracdo minima de
5ug/mL de DNA molde, previamente extraido de material biol6gico (sangue, tecido,
saliva, etc). E importante que o acido nucleico esteja livre de impurezas, como
proteinas, lipidios e reagentes de extracdo. A DNA polimerase mais empregada
ainda € a Tag, numa concentracdo que varia de 1 a 4U/uL de solugdo. Para que a
Taq funcione corretamente, € necessario o cofator ion Mgz+, este que é doado pelo
reagente MgCl2, adicionado a reacdo. Os desoxinucleotideos (ATP, TTP, CTP,
GTP) sdo a matéria-prima para a sintese das fitas-filhas, uma vez que sao
adicionados pela polimerase a fita-molde. (VIERA)

3.3.3.4 PCR-multiplex para o gene C3

Os polimorfismos avaliados no presente trabalho foram selecionados com
base em sua frequéncia populacional, associacdo com outras doencas e potencial
alteracdo na funcéo da proteina. O SNP rs2250656 esta localizado no intron 2 e leva
a alteragdo do nucleotideo timina para citosina (T>C). O SNP rs2230199 esta
localizado no exon 3 e leva a substituicAo do nucleotideo citosina para guanina
(C>G), gerando uma troca de aminoacido na posi¢do 102, de Arginina para Glicina
(R102G). Ja o SNP rs1047286, localizado no exon 9, leva a alteracdo de uma
guanina para uma adenina (G>A), levando a uma mudanca do aminoacido na
posicdo 314 de prolina para leucina (P314L) (figura 16). As frequéncias alélicas dos
SNPs estudados, observadas em populacoes de origem europeia (CEU) e africana

(YRI) do banco de dados do Ensembl, podem ser observadas na Tabela 2.
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FIGURA 16 - LOCALIZAGCAO DOS SNPS NO GENE C3

intron 2 3
I+— exon 3

rs2250656 T>C

rs1047286 G>A

rs2230199 C>G

FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: A= adenina. T= timina. C= citosina. G=guanina

TABELA 2 - FREQUENCIA ALELICA DOS SNPS ESTUDADOS EM POPULACOES DO BANCO DE
DADOS DO ENSEMBL DE ORIGEM EUROPEIA (CEU) E AFRICANA (YRI).

SNP Alelos Europeus Africanos
rs2250656 T>C T: 70% T: 87%
C: 30% C: 13%
rs2230199 C>G C:82% C: 99%
G: 18% G: 1%
rs1047286 G>A G: 80% G: 100%
A 20%

FONTE: Banco de dados do Ensembl
LEGENDA: A= adenina. T= timina. C= citosina, G= guanina

A técnica de PCR-multiplex foi utilizada para avaliar os SNPs do gene C3. Ela
consiste na amplificacdo simultdnea de dois ou mais segmentos gendémicos em uma
Unica reacdo, cada um com o seu par de primers. Para a realizacdo da PCR-
multiplex para os SNPs de interesse no gene C3 foram, primeiramente,
determinados os pares de primers iniciadores da reacdo para cada um dos trés
SNPs, conforme a tabela 3 a seguir:
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TABELA 3 - SEQUENCIA DOS INICIADORES PARA GENOTIPAGEM DOS SNPS DO GENE C3

N° Regido Posicdo SNP Direcéao Iniciador (5' > 3") Fragmento
(pb)
1 Intron2 -111 rs2250656 For AAAACGGCCACCTCGGA 182 pb
2 Intron2 -111 rs2250656  For AAAACGGCCACCTCGGG 182 pb
3 Exon3 +37 rs2230199 Rev CGGTCACGAACTTGTTGCG 182 pb
4 Exon3 +37 rs2230199 Rev CGGTCACGAACTTGTTGCC 182 pb
5 Exon9 +65 rs1047286  For GACGGGGTGCAGAACCC 752 pb
6 Exon9 +65 rs1047286  For GACGGGGTGCAGAACCT 752 pb
7 Exon Rev CAAAGGGCATTCCTGGTTTGA 752 pb
10

FONTE: GeneBank
LEGENDA: for: direto. rev. reverso. A= adenina. T= timina. C= citosina. G= guanina. pb: pares de

base.
Os primers foram desenhados especificamente para as regides de interesse,

como demonstrado na figura 17

FIGURA 17 - REGIOES DE ACOPLAMENTO DOS PRIMERS

a) Intron 2/ Exon 3

rs2250656 Regido de acoplamento do primer
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Intron 2 BEctEeggeEagaccaagaataatgggcaggcaaggyagggacccagoccaagatococggaaget
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b) Exon 9/ Intron 9/ Exon 10

40

Regido de acoplamento do primer rs1047286

l

E g ATTGAGGATGECTCGGGGGAGETTGTGCTGAGCCGGRARAGET ACT GETGEREEEEETEERGRREEE
*an CGAGCAGAAGACCTGETGEGGARAGTCTITGTACGTGTICTGCCACCGTCATCTIGCACTCAGgtgay

Intron 9

goccagtctgaaggocaggctocaggaccaccaagtgggocggtotgagaggggagaccaggtcaga
agagaaagcocctagtctaaggagggaggctcagagtgaaagtggggttcagtoctgatggggtaggoc
cagtctgagaggggaggoccgagtatgaagatggattocagoctgatgggggyaggycagggccagta
taaaggtggggtcogggotgatgggggcacaggoccagtatgaagtectgtgtccagtctgatgagg
gaggcagggccagtataaagatgggtccagtctgatgggggaggocagggccagtataaaggt-gggg
toccggtctgatgggggtcacaggococcagtatgaagtotghgoccagtctgatggaggaggcaaggoc
agtataaaggtggagtoccagtctgatggggggcacaggocccagtatgaaagtggactotactotga
gggaggaggtctagtctgaagttggggtoccattoctgagggaggaggtoctaatcctgaggggggocc
\Ccagaagcctacactcacagcotggtocooctoag

Exon 10 | GCAGTGACATGGTGCAGGCAGRAGCGCAGCGEGAT CCCCATCGTGACCTCTCCCTACCAGRTCCACT

T

FONTE: O autor (2017)

Regido de acoplamento do primer

| _TCACCAAGACACCCARAGTACTICARACCAGGAATGCCCTTTGACCTCATS

LEGENDA: A= adenina. T= timina. C= citosina. G= guanina

O protocolo da PCR-multiplex para os polimorfismos do gene C3 foi

previamente otimizado pelo grupo de pesquisa. A solucdo de reacdo consiste na

utilizacdo DNA gendmico, tampao coral (®Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,

CA, Estados Unidos),

deoxinucleotideo trifosfatado (dNTP),

oligonucleotideos iniciadores (Eurofins MWG Operon, CA, Estados Unidos), Taq

DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos), de

acordo com as concentragdes dadas na tabela 4:

TABELA 4 - PROTOCOLO DE PCR-MULTIPLEX PARA AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS DE

DNA DO GENE C3

Reagentes [Inicial] [Final] Vol.
(ul)
H20 7,94
Glicerol 10% 1,5% 2,25
Tampao (x) 10 1 15
MgCI2 (mM) 25 0,5 0,3
dNTP (mM) 25 0,2 0,12
Primer controle MBL for 10 0,1 0,15
Primer controle MBL rev 10 0,1 0,15
Primer C3 for (1,2) 10 0,2 0,3
Primer C3 for (5,6) 10 0,3 0,45
Primer C3 rev (3, 4) 10 0,2 0,3
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Reagentes [Inicial] [Final] Vol.

Primer C3 rev (7) 10 0,3 “ 0,45

Taq DNA polimerase (U/ul) 5 0,03 0,09

DNA (ng/ul) 20 20 1

Total 15
Produtos esperados

controle - MBL 1059 pb

C3(1,2,3,9) 182 pb

C3(5,6,7) 752pb

FONTE: Laboratério de Imunopatologia Molecular (HC-UFPR)
NOTA: [Inicial] = concentracdo inicial; [Final] = concentracdo final; for = direto; rev = reverso; MBL =

lectina ligante de manose.

O programa de ciclos no termociclador consiste na repeticdo de 3 passos por
35 vezes: primeiramente h4 um aquecimento a 94°C por 3 minutos, para a
desnaturacdo da dupla fita de DNA - este passo ocorre apenas no primeiro ciclo - o
anelamento dos oligonucleotideos iniciadores ocorre nos 45 segundos
subsequentes a mesma temperatura; para a extensdao do molde pela Tag DNA
polimerase, a temperatura é diminuida até 64°C, a qual permanece constante por 30
segundos; por fim, a Ultima etapa consiste em elevar a temperatura até 72°C para
gue ocorra a desnaturacdo da fita adquirida, para que esta sirva de molde para o

préximo ciclo.

3.3.4 Corrida Eletroforética

Os resultados obtidos na PCR-multiplex foram observados apds corrida
eletroforética em gel de agarose a 1,5% corado com corante SYBR Safe
(®Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA), as quais sdo fluorescentes sob luz
azul. A genotipagem é baseada no padrédo eletroforético dos fragmentos
amplificados.

Os padrdes eletroforéticos da PCR-multiplex para o gene C3 estédo

demonstrados na figura 18.
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FIGURA 18 - PADRAO ELETROFORETICO PA PCR-MULTIPLEXPARA O

GENE C3
MIX 1 MIX 2 MIX 3
Iniciadores: -111Af Iniciadores: -111Af Iniciadores: -111Gf

+37Gr +37Cr +37Gr

+65Cf +65Tf

Exon10r Exon10r

1059pb
752 pb

182 pb —>

1 2 345 6.7 8 - |slaweasied a6 ey 8 |71 =28 3esd "5 6, 4T 8

FONTE: O autor (2017)
INTERPRETACAO: Tamanho dos fragmentos de DNA: controle endégeno = 1059pb; sequéncias-
alvo estudadas: 752 pb e 182pb. Interpretacdo dos gendtipos: 1 = GG/CC/CC; 2= GG/TC/TC; 3=
GG/TCI/CC; 4= GAITCITG; 5=AA/TG/TG; 6=GA/TG/CC; 7=AAI/TG/TG; 8= GA/TCITG
LEGENDA: pb= pares de bases. A= adenina. T= timina. C= citosina. G= guanina.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas e genotipicas foram determinadas através de
contagem direta. A avaliacdo da hipotese de equilibrio de Hardy-Weinberg, bem
como a fase haplotipica e frequéncia dos hapl6tipos foi realizada através do
programa ARLEQUIN versdo 3.5.2.2. Para as analises de associacdo, foram
realizados testes de independéncia entre as variaveis utilizando-se o teste de Fisher
bicaudal com auxilio do programa estatistico GraphPad Prism 5. Quando
necessério, foi calculado o odds ratio, com intervalo de confiangca de 95%. O
desequilibrio de ligacdo entre os SNPs avaliados foi determinado pelo programa
HAPLOVIEW versao 4.2. Valores de p menores que 0,05 foram considerados

significativos
4. RESULTADOS
4.1 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG
As frequéncias genotipicas de controles e pacientes ndao foram diferentes

daquelas esperadas em Equilibrio de Hardy-Weinberg, demonstrando que as

populacées nao estao sofrendo influéncia de fatores evolutivos.
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4.2 ANALISE GENOTIPICA E ALELICA

As frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs avaliados em pacientes e
controles podem ser observadas na tabela 5. Para analise de possiveis associacdes
foram realizadas comparacdes entre 0s grupos: controle vs. pacientes, controle vs.
forma clinica virchowiana, controle vs. demais formas clinicas e entre forma clinica
virchowiana vs. demais formas clinicas. Nado foram observadas diferencas
significativas quanto as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs estudados

entre os grupos avaliados.

TABELA 5 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO GENE C3 EM CONTROLES E
PACIENTES

Genotipo Controles (%) Pacientes (%)* FCV (%) DFC (%)
Intron 2 N= 166 N= 143 N= 85 N= 42
rs2250656:T>C

TT 54,2 54,5 56,9 47,7
TC 39,7 41,2 41,9 42,8
CcC 6 4,2 1,2 9,5
Alelo

T 74,1 75,2 77,9 69,1
C 25,9 24,8 22,1 30,9
Dominante

TT 54,2 54,5 56,9 47,7
TC+CC 45,7 45,4 43,1 52,3
Recessivo

CcC 6 4,2 1,2 9,5
TT+TC 93,9 95,7 98,8 90,5
Exon 3

rs2230199:C:.G

CcC 71,7 77,7 75,3 83,3
CG 24,7 21,5 23,5 16,7
GG 3,6 0,7 1,2 0
Alelo

C 84 88,5 87 91,7
G 16 11,5 13 8,3

Dominante
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Gendtipo Controles (%) Pacientes (%)* FCV (%) DFC (%)
CcC 71,7 77,7 75,3 83,3
CG+GG 28,3 22,2 24,7 16,7
Recessivo
GG 3,6 0,7 1,2 0
CC+CG 96,4 99,2 98,8 100
Exon 9
rsl047286:G>A
GG 75,3 81,1 80 83,3
GA 21,7 18,2 18,8 16,7
AA 3 0,7 1,2 0
Alelo
G 86,1 90,2 89,4 91,7
A 13,9 9,8 10,6 8,3
Dominante
GG 75,3 81,1 80 83,3
GA+AA 24,7 18,9 20 16,7
Recessivo
AA 3 0,7 1,2 0
GG+GA 97 99,3 98,8 100
FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: FCV: forma clinica virchowiana. DFC: demais formas clinicas (tuberculoide,

indeterminada e boderline). *16 pacientes ndo apresentaram classificagcdo quanto a forma clinica.
Modelo genético dominante: gendtipo mais frequente vs. heterozigoto + homozigoto de menor
frequéncia; Modelo genético recessivo: genétipo homozigoto de menor frequéncia vs. genétipo

homozigoto de maior frequéncia + heterozigoto.

4.3 ANALISE HAPLOTIPICA

O haplétipo C3 TCG foi o mais frequente tanto em controle quanto em
pacientes, enquanto C3 CCA e TCA foram os mais raros e observados apenas em
controles. A frequéncia dos hapl6tipos em pacientes e controles pode ser observada

na tabela 6. Nao houve diferenca nas frequéncias haplotipicas entre os grupos.
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TABELA 6 - FREQUENCIA HAPLOTIPICA DE C3 EM CONTROLES E PACIENTES

Haplétipo Controles (%) Pacientes (%) FCV (%) DFC (%)
TCG 57,8 64,0 65,3 60,7
CCG 25,0 24,8 22,4 31
TGA 12,7 9,8 10,6 8,3
TGG 3,3 1,4 1,4 0,0
CCA 0,9 0,0 0,0 0,0
TCA 0,3 0,0 0,0 0,0
N=332 N=286 N=170 N=84

FONTE: O autor (2017)
LEGENDA: N= numero de cromossomos. FCV: forma clinica virchowiana. DFC: demais formas

clinicas.

4.4 DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS DO GENE C3

Foi observado um forte Desequilibrio de Ligagdo (DL) entre os SNPs
rs1047286 (exon 9) e rs2230199 (exon 3), bem como entre rs2230199 (exon3) e
rs2250656 (intron 2), tanto em pacientes quanto em controles (figura 19), justificado
a andlise em haplotipos dos pares de SNPs. O desequilibrio de ligacdo é a
associacdo ndo alélica entre alelos de diferentes locus, que pode ser influenciada
por diversos fatores, como taxa de recombinacdo, caracteristicas demogréaficas
(idade, taxa de crescimento, etc) e fatores evolutivos (deriva genética, mutacao,

selecéo e fluxo génico).
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FIGURA 19 - DESEQUILIBRIO DE LIGAGCAO ENTRE OS SNPs ESTUDADOS DO GENE C3 EM
CONTROLES E PACIENTES
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FONTE: O autor (2017)

LEGENDA: rs1047286 = exon 9; rs2230199 = exon 3; rs2250656 = intron 2; LOD =Log of the
likelihood odds ratio score. Tons de rosa = LOD=2 e D'<1; vermelho = LOD=2 e D’=1.

NOTA: LOD=2 = desequilibrio de ligagao significativo; D'=0 sem desequilibrio de ligagcdo; D=1
desequilibrio de liga¢édo absoluto.

4.5 ANALISE DOS SNPs EM DESEQUILBRIO DE LIGACAO

As frequéncias genotipicas considerando os pares de SNPs em DL
(rs2250656 (Intron 2) e rs2230199 (exon 3), rs1047286 (exon 9) e rs2230199 (exon
3)), foram determinadas por contagem direta e podem ser observadas nas tabelas 7
e 8. Nao foram observadas diferencas significativas com relacdo as frequéncias
genotipicas entre os grupos. Contudo, o gendétipo CC/GG (exon 3/ exon 9)
apresentou uma tendéncia a maior frequéncia no grupo de pacientes quando

comparado a controles (p=0.09).

TABELA 7- FREQUENCIA GENOTIPICA CONJUNTA DOS SNPs DO INTRON 2 E EXON 3
(rs2250656 e rs2230199) DE C3 EM CONTROLES E PACIENTES

Genétipo Controles (%) Pacientes (%) FCV (%) DFC (%)
rs2250656/rs2230199

TT/CC 34,3 37,8 37,7 35,7
TTICG 16,2 16,08 18,07 12

TT/GG 3,6 0,8 1,17 0
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TC/CC 31,4 36,5 36,5 38,1
TCICG 8,5 4,8 5,9 4,8
Gendtipo Controles (%) Pacientes (%) FCV (%) DFC (%)
rs2250656/rs2230199
CC/cC 6,03 4,1 1,2 9,5

N= 166 N= 143 N= 85 N=42

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: FCV: forma clinica virchowiana. DFC: demais formas clinicas.

TABELA 8 - FREQUENCIA GENOTIPICA CONJUNTA DOS SNPs DO EXON 3 E EXON 9
(rs1047286 E rs2230199) DE C3 EM CONTROLES E PACIENTES

Genotipo Controles (%) Pacientes (%) FCV (%) DFC (%)
rs1047286/rs2230199
CCIGG 69,3 78,3 75,3 83,3
CG/IGG 6,02 2,8 4,7 0
GG/GA 0,6 0 0 0
CG/GA 18,7 18,2 18,8 16,6
CCIGA 2,4 0 0 0
GG/AA 3,01 0,7 1,2 0

N= 166 N= 143 N= 85 N= 42

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: FCV: forma clinica virchowiana. DFC: demais formas clinicas.

As frequéncias dos haplotipos considerando os pares de SNPs em DL
também foram estimadas (tabelas 9 e 10). Nao foi observada diferenca entre as
frequéncias dos haplétipos formados pelos SNPs do intros 2 e exons 3 (rs2250656 e
rs2230199). Contudo, o haplétipo C3 CG, formado pelos SNPs do exon 3 e 9
(rs1047286 E rs2230199), foi observado mais frequente em pacientes quando
comparado com controles (p=0,038, OR=1,64 [1,03-2,6]). As demais comparacdes

entre os grupos nao foram significativas.

TABELA 9. - FREQUENCIA HAPLOTIPICA CONSIDERANDO OS SNPs DO INTRON 2 E EXON 3
(rs2250656 e rs2230199) DE C3 EM CONTROLES E PACIENTES

Haplétipo Controles (%) Pacientes (%) FCV (%) DFC (%) p; OR[IC]
rs2250656, rs2230199
TC 58,1 64 64,7 60,7 n.s
cC 25,9 24,8 22,3 31 n.s
TG 16 11,2 13 8,3 n.s
N= 332 N= 286 N= 170 N= 84 n.s

FONTE: O autor (2017).

LEGENDA: FCV: forma clinica virchowiana. DFC: demais formas clinicas.
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TABELA 10 - FREQUENCIA HAPLOTIPICA CONSIDERANDO OS SNPs DO EXON 3 E EXON 9
(rs1047286 E rs2230199) DE C3 EM CONTROLES E PACIENTES

Haplétipo Controles (%) Pacientes (%) FCV (%) DFC (%) p; OR[IC]
rs1047286, rs2230199
CG 82,8 88,8 87 91,7 0,038; 1,64 [1,03-2,6]*
GA 12,7 9,8 10,6 8,3 n.s
GG 3,3 1,4 2,4 0 n.s
CA 1,2 0 0 0 n.s
N=332 N=286 N=170 N=84 n.s

FONTE: O autor (2017).
LEGENDA: FCV: forma clinica virchowiana. DFC: demais formas clinicas. *Pacientes vs. Controles.

As demais comparagdes ndo foram significativas.



49

5 DISCUSSAO

A hanseniase € uma doenca infecciosa milenar e, mesmo com terapéutica
eficiente ha décadas, permanece um problema de salude publica em diversos paises
em desenvolvimento, dentre eles o Brasil. Foram registrados cerca de 30.000 casos
em todo o territério nacional no ano de 2013, gerando um coeficiente de prevaléncia
igual a 1,42 casos/10 mil hab (BRASIL, 2014). Neste estudo, foram incluidos
controles e pacientes residentes de Curitiba-PR e regido metropolitana, onde a
prevaléncia da doenca € de 0,9 casos/10 mil hab, menor que a média nacional
(BRASIL, 2014).

A hanseniase € considerada uma doenca complexa, uma vez que seu
desenvolvimento € condicionado por diversos fatores, como genéticos, imunolégicos
e ambientais (PREVEDELLO; MIRA, 2007). Estudos de associacdo tém
evidenciado a participacao de polimorfismos génicos na suscetibilidade a doenca e
progressao para suas diferentes formas clinicas, como os genes HLA, PACRG e
PARK2 e genes que codificam proteinas do complemento (MBL2, MASP2, FCN2) (
MIRA et al.; 2004; ZHANG et al., 2009, 2013; MESSIAS-REASON et al., 2007, 2009;
BOLDT et al, 2013a, 2013b, ANDRADE et al., 2017). O ambiente no qual o
individuo esta inserido também interfere no surgimento da enfermidade, uma vez
gue a hanseniase esta intrinsecamente relacionada a pobreza, falta de condicdes
sanitarias e residéncia em regides rurais. Além destes fatores elencados acima, o
sistema imunolégico do hospedeiro desempenha papel fundamental tanto no
desenvolvimento da hanseniase, como na manifestacdo clinica da doenga, que esta
altamente relacionada a resposta imune do organismo frente ao M. leprae. Apés a
exposicdo ao M. leprae, a maioria dos individuos é intrinsecamente resistente a
infeccdo. Entre aqueles que sdo suscetiveis, a infeccdo pode progredir para as
formas clinicas indeterminada, tuberculoide, boderline ou virchowiana. Esta uUltima é
mais grave, pois ndo ha resposta imune eficiente contra o patdégeno, acarretando em
multiplas lesdes e crescimento descontrolado do bacilo (MISCH, 2010).

Os mecanismos moleculares de infeccdo pelo M. leprae e de evasédo do
sistema imune ndo estdo completamente conhecidos, contudo, diversos estudos tem
apontado a importancia do SC tanto na suscetibilidade quanto na protecdo a
hanseniase. O haplétipo LYPA do gene MBL2, associado com uma maior expressao

da proteina, foi significativamente associado com hanseniase e a forma clinica
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virchowiana quando comparados com controles (MESSIAS-REASON et al., 2007).
Ja os haploétipos do gene FCN2 associados a niveis normais de ficolina-2 no soro
apresentaram um efeito protetor contra a hanseniase (MESSIAS-REASON et al.,
2009), e os polimorfismos do gene FCN1 -271DelT, -399A, -542G, -1981A foram
associados a suscetibilidade a hanseniase (BOLDT et al., 2013). Além disso,
polimorfismos no gene FCN3 colaboram para a elevacdo da concentracdo de
ficolina-3, e ao favorecimento a infeccédo pelo M. leprae (Andrade etal., 2017).

O componente C3 é a molécula central do SC e possui papel crucial nas trés
vias de ativacdo do complemento, desempenhando importantes fungdes biolégicas
como: formacdo da C3 e C5 convertases, essenciais na cascata de ativacdo do SC;
producéo da opsonina C3b, que se liga covalentemente a superficie de patdgenos
mediando sua fagocitose; producdo de C3a, uma potente molécula inflamatoria,
levando ao recrutamento de células imunes; e a solubilizacdo e depuracdo de
complexos imunes que estao ligados a C3b. Receptores do complemento presentes
em diferentes células reconhecem esses complexos imunes que sdo entao
removidos pelos fagocitos do figado evitando que estes se depositem no endotélio,
e consequentemente reacdes inflamatorias (REIS et al., 2006).

A proteina C3 possui um papel crucial na infeccdo por M. Leprae, uma vez
gue fixa-se na superficie bacteriana através do dominio contendo tioéster (TED),
atuando como ligante para os receptores CR3 em mondcitos e CR1 e CR4 em
macréfagos, mediando a fagocitose do bacilo. A ligacdo de C3 acontece de maneira
especifica ao glicolipidio fendlico-1 (PGL-1), molécula presente em grande
guantidade na superficie do bacilo (SCHLESINGER; HORWITZ, 1991). A fagocitose
de patdgenos por células fagociticas € imprescindivel no combate a infeccdes,
contudo, esta mesma internalizacdo pode servir como porta de entrada para
microorganismos intracelulares obrigatérios, como o M. leprae, que se estabelece e
multiplica principalmente em macréfagos e células de Shwann do hospedeiro
(MISCH etal., 2010).

Apesar de seu papel crucial na infeccdo por M. Leprae, polimorfismos no
gene que codifica a proteina C3 (gene C3) nao foram avaliados quanto a sua
possivel influéncia na suscetibilidade a hanseniase e suas formas clinicas, sendo
este o0 primeiro estudo investigando esta possivel associacdo. O presente estudo
avaliou trés SNPs do gene C3: um localizado no intron 2 (rs2250656), um no exon 3
(rs2230199, R102G) e um no exon 9 (rs1047286, P314L).
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Nao foram identificadas diferencas significativas nas frequéncias genotipicas
e alélicas entre controles e pacientes e entre as formas clinicas da doenca para
nenhum dos trés SNPs estudados (rs2250656, rs2230199 e rs1047286), indicando
gue isoladamente estes polimorfismos ndo estdo envolvidos com o estabelecimento
da doenca. O mesmo resultado foi observado para os haplétipos formados pelos trés
SNPs. Contudo, quando avaliada a influéncia aditiva dos SNPs rs2230199 e
rs1047286 (exon 3, exon 9), 0os quais apresentaram grande DL, observamos que
pacientes com o haplétipo C3 CG apresentam uma chance quase 2 vezes maior de
desenvolver a doenca com relagdo ao grupo controle [P= 0,038; OR= 1,64; IC95%=
1,03-2,6].

Ambos 0s SNPs rs2230199 (exon 3) e rs1047286 (exon 9) levam a uma
substituicdo de aminoacido (R102G e P314L, respectivamente) e estdo localizados
na primeira alca do dominio proteico macroglobulina de C3, principal elemento para
a correta orientagdo do dominio tioester (TCD), regido que fixa-se na superficie dos
patogenos (NISHIDA et al., 2006). Esta troca de aminoacidos, portanto pode alterar
a conformagdo da macroglobulina, tendo como resultado final uma possivel
alteracdo na fixacdo de C3 a superficies celulares patogénicas e outras proteinas do
complemento (QIAN QIAN, et al., 2015). O haplétipo C3 CG associado a um risco
aumentado para a hanseniase € composto pelos alelos selvagens dos SNPs
rs2230199 e rs1047286. Assim, nossa hipétese seria de que C3b nos pacientes com
o haplétipo C3 CG, por ndo apresentarem alteracdo conformacional na proteina,
estaria fixando-se ao bacilo com maior eficiéncia, favorecendo a infecgao pelo M.
leprae.

Concluindo, o presente estudo buscou investigar a possivel associacdo de
polimorfismos do gene C3, codificador da proteina C3 do SC com a suscetibilidade a
hanseniase e suas formas clinicas. Foi observado uma associacdo entre o haplétipo
C3 CG, formado pelo SNPs rs2230199 (exon 3) e rs1047286 (exon 9), € um
aumento no chance de desenvolver a doenga. Este haplotipo codificaria para uma
proteina que se fixaria ao bacilo com maior eficiéncia, favorecendo a infeccdo pelo
M. leprae. Contudo, estudos complementares com outros polimorfismos e com maior
ndamero de individuos devem ser realizados a fim de se estabelecer se variantes
genéticas C3 estdo ou ndo associadas ao desenvolvimento da hanseniase e da sua

expressao clinica.
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6 CONCLUSOES

e Observou-se associacdo entre o haplotipo C3 CG, formado pelos alelos

selvagens dos SNPs do exon 3 e exon 9 e a suscetibilidade a hanseniase;

e As frequéncias genotipicas dos SNPs rs2250656, rs2230199 e rs1047286
avaliados em controles e pacientes ndo foram diferentes das esperadas em

Equilibrio de Hardy-Weinberg;

e Nao foram identificadas diferencas significativas nas frequéncias genotipicas,
alélicas e haplotipicas dos SNPs rs2250656, rs2230199 e rs1047286 entre

controles e pacientes ou entre as formas clinicas da doenca;

e Os SNPs rs2250656 (intron 2) e rs2230199 (exon 3), bem como rs2230199
(exon 3) e rs1047286 (exon 9) apresentaram forte desequilibrio de ligacdo em

pacientes e controles.
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