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1 INTRODUCAO

1.1  LEISHMANIOSE

1.1.1 Definigdo

A leishmaniose ¢ uma zoonose endémica causada por protozoarios intracelulares do
género Leishmania, sendo o homem o hospedeiro secundario (Pessda e Martins, 1988). A
doenga € transmitida a0 homem por meio da inoculagdo de flagelados promastigotas, na
epiderme ou na camada superior da derme, pelo vetor flebotomo dos géneros Phlebotomus ou
Lutzomyia, também conhecido como mosquito palha, birigui, asa branca etc. Uma vez dentro
do hospedeiro, os promastigotas invadem e multiplicam-se dentro dos macréfagos da pele,
membranas mucosas e visceras, onde se transformam em formas amastigotas. As Leishmanias
sdo, portanto, parasitas intracelulares obrigatorios de macréfagos. Eventualmente as células
infectadas rompem-se, e os amastigotas reinvadem outros macréfagos. Os reservatorios
animais das espécies patogénicas ao homem s3o geralmente roedores silvestres, porém em
areas endémicas animais domésticos também podem estar infectados propiciando a infecgdo

peri-domiciliar.

1.1.2  Espectro de manifestagdes clinicas da doenga

A infec¢do humana pela Leishmania resulta num amplo espectro de perfis da doenga,

que € determinado primariamente pela espécie dos parasitas, com tropismo por tecidos



especificos, cutdneo ou visceral (Pessda e Martins, 1988). Contudo, é influenciado também
pelas variagdes na habilidade de o hospedeiro controlar o crescimento da populagio de
parasitas no inicio da infecgfio ou montar uma resposta imune mediada por células efetoras no
decorrer da doenga (Ridley ef al., 1989; Convit et al., 1993).

As infecgdes por L .major e L .tropica, espécies encontradas no Velho Mundo, causam
uma forma de leishmaniose cutdnea designada "botdo do oriente", na qual as tlceras de pele
cicatrizam-se espontaneamente. As lesdes de pele causadas pela L. aethiopica (Velho Mundo)
e L. mexicana (Novo Mundo) sdo difusas e ndo se cicatrizam espontaneamente. As lesdes
fatais na leishmaniose visceral ou calazar sdo causadas pela L. donovani (Velho Mundo) e
pela L. chagasi (Novo Mundo).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA), encontrada na América Central e
América do Sul, ¢ geralmente resultante da infecgdo pela L. amazonensis, L. braziliensis ou L.
mexicana. No entanto, estas espécies distintas de Leishmania implicam diferengas marcantes
na evolugdo clinica da leishmaniose (Convit et al., 1993).

A doenga, quando causada pela L.braziliensis, pode manifestar-se somente através da
forma cutanea localizada ou pode evoluir para a forma mucocutinea ou espundia, devido a
presenga concomitante ou tardia de lesdes metastaticas em mucosas da regido naso-faringo-
laringea. A lesdo cutdnea é geralmente auto-limitante e cicatriza-se espontaneamente apos o
periodo de alguns meses; porém a lesdo mucosa € um processo progressivo que geralmente €
interrompido apenas com terapia especifica (Ridley et al., 1980).

Quando a infecgdo é causada por algum membro dos complexos Leishmania mexicana
ou Leishmania amazonensis, geralmente manifesta-se através da forma cuténea localizada

(LCL). Todavia, pode ocorrer também uma forma mais rara, a leishmaniose cutanea difusa



(LCD). Na LCD, as lesdes sdo disseminadas e em numero elevado e, algumas vezes, restritas
a determinadas éreas. Os granulomas s3o constituidos por macréfagos indiferenciados com
pouquissimos elementos linféides e numero elevado de parasitas intracelulares.

As lesdes da leishmaniose cutanea localizada (LCL), que inicialmente apresentam-se
sob a forma de papulas vesiculosas e contém um numero elevado de parasitas, geralmente
evoluem para lesdes ulceradas, de bordos elevados e eritematosos com aspecto de moldura
(fig.1). Estas lesdes geralmente cicatrizam-se espontaneamente dentro de alguns meses.
Histologicamente, os granulomas iniciais da LCL s3o constituidos de um infiltrado
proeminente de linfécitos, nimeros variaveis de células epitelidides e poucos parasitas. O
padrdo histologico das lesdes ulceradas é alterado em decorréncia de infecgdo bacteriana
secundaria e do processo necrotizante.

Na leishmaniose mucocutanea (LMC), as lesdes da mucosa nasal iniciam-se com
hiperemia e infiltragdo da mucosa e evoluem para lesdes mutilantes devido a ulceragdo
progressiva, que atinge a cartilagem, resultando em perfuragdo do septo e destruigdo do sub-
septo, acabando por atingir toda a estrutura cartilaginosa do nariz, podendo atingir pélato,
faringe, laringe e labios. Estas lesdes conferem o aspecto conhecido por "nariz de tapir" ou
"nariz de anta" e se ndo tratadas acabam deformando completamente a fisionomia do
individuo (fig.2). Nos casos mais graves, além da mutilagdo, ocorre deterioragdo do estado
geral de satde e mesmo a morte, se o sistema respiratdrio estiver muito comprometido.

O granuloma da LMC ¢é constituido por uma mistura de linfécitos e macrofagos,
poucos parasitas e modificagdes moderadas da epiderme. O mecanismo de invasdo das mucosas pela
Leishmania néo esta esclarecido, porém existem as hipoteses de auto-inoculag@o exogena e de

os parasitas atingirem o foco metastatico pela via hematogénica.



Figura 1. Lesdo de Leishmaniose Cutdnea Localizada

Figura 2. Lesdo de Leishmaniose Mucocutinea



1.1.3 Resposta imune na leishmaniose

1.1.3.1 Imunidade celular

Estd bem fundamentado que o curso da infecgdo por Leishmania é primariamente
dependente da populagdo de linfocitos T, pois a resolugdo da infecgdo e a imunidade a re-
infecgo estdo associadas com a imunidade celular especifica.

Essa resposta celular pode ser identificada in vivo através de reagdes de
hipersensibilidade tipo tardia ao antigeno de Leishmania (Montenegro, 1926), sendo positiva
na maioria dos pacientes portadores de LCL ¢ LMC, porém mais forte nos pacientes com
LMC (Castes et al., 1983; Saravia ef al., 1989). Foi constatado que a imunidade celular na
LCL pode ser detectada antes da cicatrizagdo das lesdes € permanecer positiva por muitos
anos (Guirges, 1971). Alguns pesquisadores estudaram a resposta celular in vitro por meio da
estimulagdo de linfocitos de individuos infectados ou recuperados da doenga,com antigenos
de Leishmania e com mitdgenos inespecificos (Tremonti e Walton, 1970; Wyler et al., 1979;
Green et al., 1983). De modo geral, os linfécitos de pacientes com LMC mostraram uma
reatividade mais elevada tanto in vitro quanto in vivo quando comparados aos pacientes com
LCL.

Viérios estudos foram realizados para avaliar os componentes imunologicos, em sangue
periférico e nas lesdes, de pacientes afetados por LCL e LMC. Os resultados demonstraram
que as populagdes de células T presentes nos tecidos sdo significantemente diferentes das
encontradas no sangue periférico.

As freqiiéncias de células T reativas a Leishmania braziliensis foram significantemente

mais elevadas nas leses cutdneas e mucosas do que em sangue periférico, sendo as



freqiiéncias nas lesdes mucosas ainda mais elevadas do que nas lesdes cutdneas (Conceigdo-
Silva et al., 1990). A caracterizagio dos componentes do infiltrado inflamatério nas lesdes de
LCL e de LMC demonstrou um quadro bastante similar nos dois tipos de lesdes: as células T
constituiam aproximadamente 75% do total de células, as taxas CD4+/CD8+ eram normais,
aproximadamente 5% de células expressavam receptor para interleucina 2, células T de
memoria predominavam sobre células T virgens, e constatou-se a presenga de RNAm para
IFN-y. As células T, extraidas de ambos os tipos de lesdes, proliferaram frente aos antigenos
de Leishmania in vitro, indicando estimulagdo prévia in vivo (Pirmez et al., 1990). Estes
resultados sugerem que as células T de memoria sejam componentes da resposta de
hipersensibilidade tardia aos antigenos de Leishmania, participando na patogénese destas
lesdes.

Aproximadamente 38% das células presentes em lesdes de LCL expressavam o
fenétipo de natural killer (NK) (Ridel et al., 1988). Contudo o grau de envolvimento destas
células na leishmaniose humana ndo esta esclarecido, pois nenhum ensaio funcional foi
realizado. O trabalho de Scharton e Scott (1993) em camundongos forneceu a primeira
evidéncia direta de que as células NK, durante a fase inata da resposta imune, influenciam a
diferenciagéo das células Thl in vivo através da produgdo inicial de IFN-y.

Foi constatado que as células Tyd estavam presentes em porcentagens
significantemente mais elevadas nas lesdes cutdneas que nas lesdes mucosas, nas lesdes de
hipersensibilidade tipo tardia (Montenegro) e no sangue periférico (Modlin ef al., 1989). Estes
dados associados ao fato de as células Ty liberarem algum fator, que sinergiza com GM-CSF
(granulocyte macrophage-colony stimulating factor) para induzir a adesdo, agregagdo e

proliferacdo de macrdéfagos, sdo sugestivos de uma possivel contribuigdo destas células na



formagdo do granuloma. Pode-se especular que as células T yd mediem a formagdo do
granuloma organizado que precede a resolugdo das lesdes primdrias, € a sua auséncia nas
lesdes mucosas permita a progressdo da reposta imune em conseqiiéncia da desorganizagéo
dos granulomas. A analise de regides micro-anatdmicas das lesdes revelaram a diversidade
limitada das células, indicando uma expansdo oligoclonal apds sele¢do pelo antigeno
especifico dentro de microregides (Uyemura et al., 1992). Os niveis de células Tyd em sangue
periférico de pacientes com leishmaniose ativa e individuos ja curados da infecgdo,
comparados aos de pacientes infectados com Trypanosoma cruzi e individuos normais,
também sugerem uma associagdo destas células com a leishmaniose (Russo et al., 1993).
Contrastando com estes resultados, trabalhos anteriores em camundongos ndo indicam o
envolvimento das células Tyd na patogénese da leishmaniose cutdnea (Lohoff et al., 1991;
Titus et al., 1993).

Apesar de vérios indicios sobre o envolvimento das células T CD8+ no combate a
leishmaniose murina (Milon et al., 1986; Titus et al., 1987; Farrell et al., 1989; Hill et al.,
1989), dos experimentos de Smith et al. (1991) que demonstraram a lise de macréfagos
infectados por células T CD8+ humanas, e de sua presenga em porcentagens elevadas dentro
das lesdes de LCL e LMC (Modlin ef al., 1985; Pirmez et al., 1990), a extensdo de sua
participagdo no controle desta infec¢o ainda ndo esta claramente determinada.

Os linfécitos T CD4+ sdo, sem duvida, as células de maior importancia na mediago
da imunidade protetora a leishmaniose (Titus et al., 1987). A relevancia de sua fungdo foi
demonstrada principalmente por meio de modelos experimentais de leishmaniose murina. A
recuperacdo da resisténcia a infecgdo por Leishmania foi demonstrada tanto em camundongos

deficientes de células T, ap6s a reconstituigdo com subpopulagdes de células CD4+ (Mitchell



et al, 1980; Moll et al., 1988), como em experimentos de transferéncia adotiva destas
subpopulagdes CD4+ para receptores singénicos infectados (Preston e Dumonde, 1976; Rezai
et al., 1980; Liew et al., 1982; Liew et al., 1984).

Os clones CD4+ de células T murinas foram divididos em duas subpopulagdes,
designadas Thl e Th2, de acordo com as linfocinas produzidas apds estimulagdo antigénica
(Liew, 1989; Mosmann e Coffman, 1987,1989). As evidéncias de que a estimulagdo
diferencial destas duas subpopulagdes influencia a resisténcia ou suscetibilidade a
leishmaniose foram fornecidas por dois tipos de experimentos: pela demonstragdo de que
células destes dois fendtipos, quando transferidas para camundongos normais, exercem um
efeito diferente sobre o curso da infecgdo (Scott et al., 1988; Holaday et al., 1991; Varkila et
al., 1993), e por meio de andlise das linfocinas produzidas por camundongos suscetiveis e
resistentes (Heinzel et al., 1989). O conjunto destes resuitados permitiu associar a resisténcia
a leishmaniose cutinea e cicatrizagdo das lesdes com resposta de células Thl e IFN-y, e
também a suscetibilidade e doenga progressiva com resposta de células Th2 e IL-4.

No homem, o padrdo de citocinas secretadas pelas subpopulagdes Thl e Th2 (Salgame
etal., 1991; Yamamura et al., 1991; Miltenburg ef al., 1992) foi similar ao padrdo encontrado
em camundongos. Caceres-Dittmar et al. (1993) determinaram os perfis de linfocinas
secretadas pelas células T presentes nas lesdes de pacientes afetados pelas diferentes formas
clinicas de LTA. Eles observaram a expressdo predominante d¢ RNAm para IFN-y, IL-18,
TNF-a, IL-6, IL-8, TNF-B e IL-2 (padréo de citocinas tipo 1) em lesdes de LCL; uma mistura
de padrdes de citocinas tipo 1 e tipo 2 (caracterizado por abundancia de IL-2, IL-4, IL-5 e IL-
10) nas lesdes de LMC, e preponderancia de citocinas tipo 2 (IL-4, IL-5 e IL-10) nas lesdes de

LCD. Todos estes dados sugerem que a evolugdo das diferentes formas de leishmaniose



humana também pode ser determinada pela subpopulagdo de células T preferencialmente
estimulada e pelo padréo de citocinas produzido.

No entanto, ndo se sabe exatamente como ocorre a estimulag@o preferencial das células
Thl e Th2 e de que modo as linfocinas por elas secretadas controlam a resisténcia ou
suscetibilidade a leishmaniose.

Alguns trabalhos sugerem que o tipo de célula apresentadora de antigeno determina o
fenotipo das células T respondedoras (Chang et al., 1990; Gajewski et al., 1991; Schmitz et
al., 1993). As células de Langerhans estfo presentes em niimeros elevados nas lesdes de LCL
e virtualmente ausentes nas lesdes de LMC (Tapia et al., 1994). Existem evidéncias de que as
células de Langerhans sejam as principais células apresentadoras de antigeno da epiderme,
sendo responsaveis pela captura dos parasitas na pele e pelo seu transporte ao linfonodo que
drena o sitio da infecgdo, onde devem apresenta-los com eficiéncia para as células T
especificas (Moll, 1993). Defeitos nas propriedades de sinalizagdo da epiderme, em nivel de
deficiéncia de expressdo de moléculas de classe II e de secregdo de linfocinas, estdo
implicados na incapacidade de eliminar o parasita e em dano tecidual, levando a anergia
seletiva na LCD e ao estado inflamatorio crénico na LMC (Tapia et al., 1994). Devido ao
carater mais grave e a evolugdo progressiva das lesdes mucosas, pode-se levantar a hipotese
de que as células apresentadoras de antigeno dominantes nas lesdes de LMC estimulem
preferencialmente células Th2. Esta hipétese € apoiada pelos experimentos que demonstram
que as células T dos orgéos linfoides que drenam tecidos mucosos produzem IL-4, enquanto

as que drenam sitios de tecidos ndo mucosos produzem IL-2.
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1.1.3.2 Imunidade humoral

Anticorpos especificos foram detectados no soro da maioria dos pacientes com
leishmaniose cutdnea e mucocutdnea (Walton et al.,1972; Behforouz et al., 1976; Anthony ef
al.,1980; Roffi er al., 1980; Avila et al., 1992) e, também, em lesdes cutaneas (Ridley e
Ridley, 1984; Magalhies et al., 1986).

Niveis significantes de anticorpos, similares ou mais elevados do que os niveis
iniciais, persistem em alguns pacientes afetados por LCL apds o tratamento e aparente cura
clinica, 0 que sugere a persisténcia de parasitas e pode ser um critério progndstico para a
ocorréncia de recaida ou desenvolvimento de lesdes secundarias (Convit et al., 1993).

O'Neil et al.(1993) demonstraram niveis elevados de anticorpos da classe IgE no soro
de pacientes com LCL cronica, o que ¢ consistente com a participagdo de resposta linfocitaria
do tipo Th2, e niveis elevados de IgA em pacientes com doenga mucocutanea.

No entanto, nédo existem evidéncias de que a imunidade humoral exer¢a uma fungéo

protetora e participe na determinag@o do curso da infecgdo por Leishmania.

1.1.3.3 Mecanismo efetor na leishmaniose

Os macrofagos sdo as células efetoras finais que limitam a disseminagéo deletéria dos
parasitas. Portanto, a sua ativagdo € essencial para que a sua atividade microbicida seja
intensificada durante a resisténcia a infec¢ao.

As atividades antimicrobicidas do macréfago e de outros fagdcitos, como os
polimorfonucleares, podem ser divididas em duas categorias: a) os sistemas dependentes de
oxigénio incluem a produ¢do de intermediarios de oxigénio reativo e a produgdo de oxido

nitrico, que € um intermediario de nitrogénio reativo, sendo que este segundo mecanismo tem
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sido bem demonstrado no sistema murino, porém sua atuagdo no homem ainda ndo esta bem
definida; b) e os sistemas independentes de oxigénio que envolvem multiplos mecanismos: a
acidificagéo do vactiolo fagolisossomal, a agdo de enzimas lisossomais hidroliticas, a privagdo
de nutrientes, como o seqiiestro de ferro e degradagéo do triptofano, a permeabilizagdo celular
e formagao de canais, € a a¢do de diversas proteinas antimicrobianas ainda néo identificadas.

Os ativadores mais potentes das atividades funcionais dos macréfagos sdo os
lipopolissacarideos bacterianos (LPS), os peptideos quimiotaticos, os fatores estimuladores de
colonias (CSFs) e as citocinas, principalmente o IFN-y.

Existem varias evidéncias de que as Leishmanias podem ocasionar a desativagdo dos
macrdofagos, tornando-se desta forma resistentes as atividades efetoras microbicidas dos
mesmos (Reiner, 1994). Os defeitos de sinalizagdo celular que conduzem a desativa¢do dos
macrofagos podem ser atribuidos diretamente as moléculas codificadas pela Leishmania,
como o lipofosfoglicano (LPG), uma das principais moléculas de superficie da Leishmania.
Foi demonstrado que o LPG inibe tanto a atividade da proteina quinase K (PKC) como os
mecanismos de sinalizagdo regulados pelos ions calcio. Por outro lado, estes defeitos de
sinalizagdo podem ser induzidos pela produgdo de moléculas inibidoras autdcrinas, como a

prostaglandina Eo e o fator de transformac¢do de crescimento B (TGF-B), embora as

propriedades de desativagdo destas citocinas ndo sejam totalmente compreendidas.

A infeccdo dos macrofagos por Leishmania resulta no decréscimo da produgdo de IL-
1, na diminui¢do da expressdo do gene c-fos, em deficiéncia na indugdo da expressdo de
antigenos de classe II pelo IFN-y, em diminui¢do da atividade de queima oxidativa e na

apresentagdo deficiente do antigeno.
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1.1.4 Regulagdo genética na leishmaniose

As distintas formas de leishmaniose, cutidnea e visceral, sdo determinadas
principalmente pela espécie do parasita. Porém, uma mesma espécie de Leishmania produz
infecgdes que variam de subclinicas a doenga fatal na leishmaniose visceral, e de lesdes
primarias autocicatrizantes a lesdes disseminadas na leishmaniose cutinea. A ocorréncia
dessas diferentes formas de manifestagdo clinica decorrentes de infec¢do pela mesma espécie
de parasita sugere que a variabilidade da resposta imunologica do hospedeiro esta sob controle
genético.

A disponibilidade de camundongos endocruzados, suscetiveis a varias linhagens de
Leishmania patogénicas ao homem, permitiu o estudo da leishmaniose em modelos
experimentais e possibilitou a identificagdo de genes que controlam os mecanismos de
imunidade atuantes nas infec¢des murinas. Foi de fundamental importincia a utilizagdo de
camundongos congénicos, cujas caracteristicas sdo extremamente Uteis na determinagio da
influéncia de genes especificos apds uma infecgéo.

Experimentos em camundongos infectados por Leishmania donovani levaram a
descoberta do gene Lsh, que € regulador da suscetibilidade inata (Bradley, 1977), e de sua
localizag@o no cromossomo 1 (Bradley et al., 1979). Crocker et al. (1984, 1987) observaram
que a expressdo do fenodtipo de resisténcia, demonstrada pela inibigdo da multiplicagdo do
parasita dentro do macréfago, ocorre dois a trés dias apds a infec¢do. Este gene esta associado
com o aumento da expressdo dos genes do CPH (Zwilling et al., 1987), da resposta ao
interferon vy, e da produgdo do fator de necrose tumoral e de interleucina-1 (Kaye et al., 1988;

Blackwell et al., 1989; Kaye e Blackwell, 1989). Macrofagos de camundongos resistentes

(Lsh!), quando estimulados por interferon gama e LPS, produzem niveis aumentados de 6xido
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nitrico se comparados aos macréfagos de camundongos suscetiveis (LshS) (Blackwell ef al.,

1991; Roach et al., 1991). Tanto as linhagens de camundongos Lsh! quanto as linhagens Lsh$
foram igualmente suscetiveis a infecgdo por L. major, o que levou a sugestdo de que este gene
ndo esta envolvido no controle da leishmaniose cutdnea (Mock et al., 1985).

Os estudos iniciais referentes ao controle genético da fase aguda da infecgdo, que
levaram a descoberta do gene Lsh e permitiram a classificagdo de diversas linhagens de
camundongos em dois fenodtipos distintos, com base na resisténcia e na suscetibilidade inata a
infecgdo por L. donovani, despertaram o interesse dos pesquisadores para investigar a
habilidade dessas linhagens de montar uma resposta imune dependente de células T. Dessa
forma foram identificados genes que exercem controle em nivel de suscetibilidade adquirida

as infec¢des por Leishmania.

Quando linhagens de camundongos homozigotos recessivos para o gene LshS
infectados por L. donovani, foram monitorados por tempo prolongado, trés perfis diferentes da
doenga com base na quantidade de parasitas no figado foram observados (Blackwell et al.,

1980; Ulczak e Blackwell, 1983). Estes perfis eram dependentes do haplotipo H-2 das
linhagens analisadas e foram definidos com base na "cura precoce" (H-25, H-2T), "cura"(H-2b)

e "incuravel" (H-2d, H-2 e H-2f). Os genes controladores dessas respostas foram designados
Rld-1(Recovery from L. donovani) e estdo localizados na regifo de classe II do CPH murino
(Blackwell, 1983). Entretanto, o perfil da doenga é dependente do tamanho do indculo
infectante e o efeito pode ser revertido pela alteragdo da dose (Ulczak e Blackwell, 1983).
Tanto o fendtipo curdvel, determinado geneticamente, como a manipulagdo deste fenotipo
para obtengdo de uma resposta similar as do fendtipo incuravel parecem ser mediados pelas

células T CD4+ (Blackwell e Ulczak, 1984; Ulczak et al., 1989). Ao contrario de seu efeito
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sobre a infecgdo por L. donovani, os genes Rdl-1 tém um efeito bem menos pronunciado nas
infecgdes por L. major, embora diferengas na gravidade do desenvolvimento das lesdes
tenham sido observadas (Howard et al., 1980a; Mitchell et al., 1981).

DeTolla et al. (1980) demonstraram que um gene ligado ao locus Ir-2 , localizado no

cromossomo de numero 2, pode modificar o tempo de recuperagdo dos camundongos B10
(H-2b) infectados por L. donovani. Esses autores observaram que os camundongos congénicos

BlO.LP-H-3b, portadores de um alelo alternativo do Jocus Ir-2, curavam-se precocemente
quando comparados aos camundongos B10, revertendo portanto o fendtipo "cura" para o
fendtipo "cura precoce".

Estudos com linhagens congénicas B10.129 (10M), que sdo portadoras de alelos
alternativos no Jocus H-11, demonstraram que o fendtipo curavel dos camundongos B10
reverteram para um fenotipo incuravel (DeTolla er al.1980; Blackwell et al., 1985a). A
expressdo do gene ligado ao locus H-11 influencia tanto a leishmaniose cutdnea como a
visceral (Blackwell et al., 1985a), ao contrario do que ocorre com os genes Lsh e Rdl-1.

A regulagdo genética das respostas imunoldgicas inata e adquirida na leishmaniose
cutinea esta menos esclarecida do que na leishmaniose visceral. Além do gene ligado ao H-
11, foram identificados dois outros genes de suscetibilidade, designados Scl-1 e Scl-2
(Blackwell et al., 1985b). A comparagdo do crescimento das lesdes em muitas linhagens
endocruzadas de camundongos infectados com L. major demonstrou diferengas significativas
nos perfis da doenga. Os camundongos BALB/c ¢ SWR apresentavam lesdes enormes ndo
cicatrizaveis. Muitas outras linhagens, dentre elas os camundongos C57BL/6, desenvolviam
lesGes pequenas e geralmente autocicatrizaveis. Os camundongos DBA/2 apresentavam lesdes

ndo cicatrizaveis, porém de crescimento retardado, quando comparadas as lesdes dos
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camundongos BALB/c. Howard et al. (1980b) examinaram os padrdes de heranga para estes
diferentes fendtipos nas progénies F1, F2 e de retrocruzamentos obtidas de BALB/c x
C57BL/6, sugerindo que os fenétipos de resisténcia (portadores de lesdes cicatrizaveis) € de
suscetibilidade (portadores de lesdes ndo cicatrizaveis) estavam sob o controle de um unico
gene, designado Scl-1 (susceptibility to cutaneous Leishmaniasis-1). A expressdo deste gene
estd relacionada a um defeito primario dos macrofagos, que resulta em aumento da
multiplicagdo parasitaria nos macréfagos da pele de camundongos suscetiveis, e em diferencas
na capacidade de os macrdéfagos processar e apresentar antigenos (Handman e Burgess, 1979;
Gorcezynsky e MacRae, 1982). A inoculagdo subcutanea de amastigotas de L. mexicana em
camundongos DBA/2 produz um fendtipo de resisténcia qualitativamente e quantitativamente
diferente do fendtipo cicatrizante normal observado em camundongos resistentes a infec¢éo
por L. major. A andlise das geragdes F1, F2 e de retrocruzamentos de camundongos DBA/2 x
C57BL/6 sugere que este mecanismo distinto de resisténcia esta sob o controle de um unico
gene, que foi provisoriamente designado de Scl-2 (susceptibility to cutaneous Leishmaniasis-
2) (Roberts et al., 1990).

Apesar de varios componentes envolvidos na regulagdo genética da leishmaniose
murina terem sido identificados, pouco se conhece acerca do controle genético da resposta
imune a leishmaniose nas infec¢des humanas. Isto se deve ao fato de os estudos experimentais
em camundongos serem facilitados pela possibilidade de realizagdo de cruzamentos
planejados. Também a utilizagdo de linhagens congénicas, as quais diferem apenas em relagéo
aquele segmento cromossdmico onde esta situado o gene da resisténcia/suscetibilidade,
permite uma melhor elucidagdo do controle genético da resposta imune a leishmaniose

murina. No homem, a diversidade genética associada as unides ao acaso, no que diz respeito
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aos genes envolvidos nessa regulagdo, dificulta a identificagdo desses genes e dos mecanismos
que regulam o desenvolvimento dos parasitas dentro do hospedeiro.

Na leishmaniose mucocutinea existem sugestdes da influéncia da variabilidade
genética no desenvolvimento das lesGes a partir de observagdes em populagdes negras e indias
que co-habitam uma determinada regio da Bolivia (Walton e Valverde, 1979). Os pacientes
negros apresentavam lesdes mucocutineas de evolugdo rapida com mutilagdes faciais graves,
e freqlientemente respondiam de forma exacerbada ao antigeno de Montenegro, apresentando
uma area de necrose no centro da papula. Por outro lado, os pacientes indigenas desenvolviam
lesdes cronicas ndo destrutivas e respondiam com menor intensidade ao antigeno de

Montenegro.

1.2 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE HUMANO

1.2.1 Histérico

O complexo HLA foi primeiramente reconhecido através da definicdo da
especificidade soroldgica “Mac” (atualmente HLA-A2) por Dausset (1958), em decorréncia
de seu trabalho com antigenos leucocitarios humanos iniciado em 1954. E também pelos
trabalhos de Payne e Rolfs (1958) e de van Rood et al. (1958) que levaram ao reconhecimento

de duas séries segregantes de especificidades soroldgicas, as quais foram chamadas de 4a/4b
(atualmente Bw4 e Bw6) por van Rood e Van Leeuwen (1963), e de LA1/LA2 (atualmente

HLA-A2 e A3) por Payne et al. (1964).
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A defini¢io das duas séries segregantes, o progresso na definigdo sorolégica dos
antigenos HLA e o reconhecimento do seu significado clinico e biolégico devem-se a intensa
colaboragdo internacional firmada através dos Workshops Internacionais de
Histocompatibilidade. O primeiro deles foi organizado em 1964, por Bernard Amos, e teve
como objetivo principal a comparagdo das técnicas de tipificagdo dos antigenos HLA
utilizadas por laboratérios de varias partes do mundo. Foi nesse workshop que Terasaki e
McClelland introduziram a técnica de microlinfocitotoxicidade. Ja foram realizados onze
desses workshops (Terasaki, 1990), e o décimo segundo, cuja organizagéo, a cargo de um
grupo de pesquisadores, estd sendo coordenada pelo Professor Dominique Charron, serd
realizado na Franga em 1996.

Esse complexo génico humano foi inicialmente chamado de Sistema Hu-1 (first
human system) por Jean Dausset e colaboradores. Apds o terceiro workshop, em 1967, o
comité de nomenclatura designou o termo HL-A (H = human, L = leucocyte, A = primeiro
locus descrito). Pelo fato de este sistema genético representar um conjunto de varios loci, o

comité de nomenclatura, em 1975, decidiu eliminar o hifen e cunhar o termo HLA.

1.2.2  Proteinas HLA de classe I: estrutura e fungéo

As moléculas HLA de classe I sdo glicoproteinas heterodiméricas constituidas por uma
cadeia pesada o, de 44 kD, que atravessa a membrana celular, associada por ligagdo ndo

covalente a uma cadeia leve, a By_microglobulina (8pm), de 12 kD (fig.3).
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Fig. 3 - Diagrama esquematico de uma molécula de classe I. N e C referem-se aos
radicais amino e carboxi terminais das cadeias polipeptidicas, respectivamente; S- -S
refere-se as ligagOes dissulfeto, o sinal refere-se ao carboidrato e P aos sitios de
fosforilagao (modificado de Abbas et al., 1994).
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Os produtos de classe I s3o expressos na membrana citoplasmatica de praticamente
todas as células nucleadas do organismo (Amos e Ward,1975) e nas plaquetas (Albert e
Goetze, 1977), sendo também encontrados sob a forma soluvel em varios fluidos bioldgicos
(Pellegrino ef al., 1974; Billing et al., 1977). Diversos trabalhos apresentados durante o I € o
Il Workshops Internacionais sobre antigenos HLA soluveis indicam potenciais fungdes
fisiologicas para estas moléculas (Pouletty et al., 1993; Grumet et al., 1994 ).

A cadeia leve ndo apresenta diversidade na espécie humana e € codificada por um gene
localizado no cromossomo 15. Esta cadeia ¢ imprescindivel para o processamento intracelular
€ para a expressdo, assim como para a antigenicidade destas glicoproteinas, por contribuir na
conformagdo da cadeia pesada.

No entanto, a cadeia o € caracterizada por extenso polimorfismo. Sua estrutura €
constituida por trés dominios extracelulares, designados de al, a2 e a3, com 90, 92 e 92
aminoacidos, respectivamente. Apdés o dominio a3 hd uma extensdo de cerca de 25 residuos
de aminoécidos hidrofobicos, que constituem a porg¢do transmembranosa, seguidos de uma
seqii€ncia de aproximadamente 30 aminoacidos que compdem a por¢do citoplasmatica da
molécula.

A analise da molécula HLA-A2 por cristalografia de raios-X, feita por Bjorkman et al.
(1987a; 1987b), propiciou grande avango na correlagdo das variagdes estruturais com
diferengas funcionais.

Esta determinagdo da configuragdo tridimensional do antigeno HLA-A2 revelou a presenga de
dois pares de dominios estruturalmente homologos, sendo o par proximal 8 membrana celular

constituido pelos dominios o3 € Bym e o par distal constituido pelos dominios ol e a2.
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O polimorfismo das proteinas de classe I resulta de diferengas na estrutura primaria, as
quais localizam-se quase que totalmente nos dominios al e a2 destas moléculas. Estes dois
dominios sdo responsaveis pela forma¢do da fenda de ligagdo do fragmento peptidico. Os
peptideos acomodam-se em sulcos existentes dentro desta fenda (Guo et al., 1992; Madden et
al., 1991, 1992; Matasmura et al., 1992) e parecem ser parte integrante deste complexo
protéico conferindo estabilidade a molécula. O seqiienciamento do pool de peptideos, eluidos
de moléculas HLA de classe I, indica que cada produto alélico tem suas proprias regras para
seus ligantes (Falk et al., 1991).

O modelo atualmente mais aceito, com respeito ao processamento e transporte
intracelular de peptideos, considera que as proteinas citosdlicas sdo cortadas em fragmentos
peptidicos por proteassomos, e que produtos dos genes TAP1 e TAP2 sdo responsaveis pelo
transporte destes peptideos, do citoplasma para o reticulo endoplasmatico, onde eles ligam-se
a fenda disponivel das moléculas CPH de classe I (Deverson et al., 1990; Spies et al., 1992;
Kelly et al.,, 1993). O complexo proteina CPH de classe I/peptideo ¢ entdo transportado
através do aparelho de Golgi para a superficie celular (Neefjes e Ploegh, 1988) onde serd
exposto as células T, que interagem com esse complexo através de seus receptores
especificos.

O reconhecimento de uma configuragdo estranha no complexo CPH/peptideo
desencadeia uma série de interagdes envolvendo receptor do linfécito T, CPH de classe I, CD8
e demais moléculas de adesdo, culminando com a diferenciagdo e ativagdo das células T
citotoxicas CD8+. Estas ultimas sfo responsaveis pela detecgdo e eliminagdo de células

infectadas por virus e por outros organismos de parasitismo citosolico.
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1.2.3 Proteinas HLA de classe II: estrutura e fungdo

As moléculas HLA de classe II sdo glicoproteinas transmembranosas, constituidas por
heterodimeros de uma cadeia o (33 kD) associada por ligagdo ndo covalente a uma cadeia f3
(28 kD) (fig.4). No interior da célula hd uma associa¢do transitoria deste heterodimero a.f3
com um polipeptideo invariavel, designado cadeia y, que é codificado por um gene do
Cromossomo 3.

As cadeias o e B possuem dois dominios extracelulares, al, a2 e B1, B2,
respectivamente. Os dominios a2 e B2, proximais & membrana celular, sdo altamente
conservados e contém uma liga¢do dissulfeto. Dos dominios distais a membrana, o 31 € mais
longo e contém uma liga¢do dissulfeto e o dominio al é mais curto e ndo contém ligagdo
dissulfeto. Ambas contém uma extensdo de aminoacidos hidrofilicos que conecta o dominio
proximal & por¢do hidrofobica transmembranosa, seguidas de uma cauda citoplasmatica.
Tanto a cadeia o quanto a B sdo glicosiladas, porém a cadeia a contém dois carboidratos, que
contribuem para seu maior peso molecular. Os dominios polimédrficos al e B1 formam a
fenda de ligagdo dos peptideos.

As moléculas HLA de classe II apresentam expressdo tissular mais restrita que as de
classe I, e sdo predominantemente encontradas em células imunocompetentes como linfécitos
B, macrofagos/mondcitos, células dendriticas, e linfocitos T ativados.

A estrutura tridimensional da glicoproteina HLA-DRI1, determinada por Brown et al.
(1993), demonstrou similaridade as moléculas HLA de classe I. A analise cristalografica, de
moléculas HLA-DR1 complexadas com um unico peptideo antigénico HA, realizada por
Stern et al. (1994), permitiu uma melhor interpretagdo das interagdes entre o peptideo e sua

fenda de ligagdo nesta molécula de classe II. As moléculas HLA de classe II apresentam para
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referem-se as ligagdes dissulfeto, e o sinal ? refere-se ao carboidrato (modificado de

Abbas et al., 1994).
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o receptor dos linfocitos T CD4+ preferencialmente peptideos provenientes do compartimento
endossdmico/ lisossomico da célula. Estes peptideos podem ser oriundos de proteinas
extracelulares capturadas por endocitose ou de proteinas endogenas direcionadas diretamente
do citoplasma a este compartimento, possivelmente por um processo designado de autofagia,
no qual materiais citosélicos sdo englobados formando vacuolos que podem fundir-se com
lisossomos.

O tréafico intracelular das moléculas de classe II difere do trafico das moléculas de
classe I. As cadeias o e B interagem para formar o heterodimero no reticulo endoplasmatico,
porém a fenda € inacessivel neste ponto, devido a ligagdo com a cadeia invaridvel. As
moléculas de classe II parecem ser liberadas do reticulo endoplasmatico como nondmeros,
constituidos por trés cadeias invariaveis e trés dimeros a3, em dire¢do ao complexo de Golgi,
e de 14 ao trans-Golgi, de onde sdo encaminhadas ao compartimento endossomico/
lisossdmico. Neste compartimento a cadeia invaridvel € degradada, deixando a fenda
disponivel para ser preenchida por um dos peptideos ai presentes. O complexo HLA de classe
II/peptideo € entdo transportado para a superficie da célula, por via intracelular ainda
desconhecida.

Quando o peptideo apresentado for imunogénico promovera uma série de interagdes
que envolvem as moléculas CD3, receptor do linfocito T, peptideo, HLA, CD4 e demais
moléculas de adesdo, levando a ativa¢do das células T auxiliares CD4+. Estas células, uma
vez ativadas, promovem a diferenciagdo e ativagdo de linfocitos B e de linfocitos T

citotoxicos especificos para o antigeno.
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1.2.4 Metodologia para identificag@o dos genes e proteinas HLA

Dausset (1958) inicialmente detectou anticorpos dirigidos aos antigenos HLA
utilizando um teste simples de leuco-aglutina¢&o. Da mesma forma van Rood e van Leeuwen
(1963) reconheceram a série alélica 4a e 4b e Payne et al. (1964) descreveram os antigenos
LA1 e LA2 utilizando esses testes de leuco-aglutinagdo. Devido as suas limitagdes quanto a
reprodutibilidade e precisdo, ele foi posteriormente substituido pelo teste de
linfocitotoxicidade dependente de complemento. Este, descrito primeiramente por Terasaki
et al.(1964), ¢ ainda o teste de escolha para a determinagdo sorologica dos antigenos HLA-A,
B, C,DR e DQ.

Bach e Hirschorn (1964) observaram que linfécitos de individuos ndo consangiiineos
quando misturados e mantidos em cultura por alguns dias estimulavam um ao outro. Este
fenomeno foi chamado de reag¢do mista de linfocitos e o teste de cultura mista de
linfécitos. Baseando-se na observagéo de que esta reagdo segregava com o complexo HLA em
familias, Amos e Bach (1968) postularam o locus HLA-D, atualmente reconhecido como uma
regido constituida por varios genes que codificam produtos HLA de classe II. Esta técnica ¢
utilizada para avaliar se existe compatibilidade ou diferengas de antigenos HLA de classe II
entre dois individuos, sendo os antigenos HLA-DR e HLA-DQ os principais responsaveis
pela estimulagdo e proliferagdo dos linfocitos T auxiliares na reag@o mista de linfécitos. A
microtécnica ainda empregada pela maioria dos laboratérios foi estabelecida por Hartzmann ef
al. (1971).

A determinagdo das especificidades Dw ¢é realizada por este mesmo método de co-
cultivo de linfocitos (Dupont et al., 1973), sendo as células respondedoras de um individuo

misturadas em cultura com um painel de células homozigotas estimuladoras irradiadas, cujas



25

especificidades Dw sdo conhecidas. A auséncia de resposta por parte das células
respondedoras indica que a célula teste compartilha a especificidade Dw com a célula
estimuladora.

Os antigenos HLA-DP sdo definidos por cultura secundaria de linfécitos, pelo método
designado de PLT (Primed Lymphocyte Typing) (Shaw et al., 1980).

Nesta ultima década, varias técnicas de biologia molecular para a identificagdo de
alelos HLA tém sido desenvolvidas. Os métodos moleculares possivelmente substituirdo os
métodos soroldgicos e celulares nos proximos anos por apresentarem inumeras vantagens: sao
mais precisos e reprodutiveis, ndo dependem da expressdo dos antigenos HLA e permitem a
utiliza¢do de reagentes sintetizados quimicamente possibilitando uma melhor padronizagéo.

Inicialmente a genotipagem HLA era realizada pelo método de RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), no qual o polimorfismo do comprimento de fragmentos de
DNA gerados por enzimas de restrigdo era analisado em Southern blots (Bignon et al., 1989).
A analise do RFLP ¢ baseada na presenc¢a ou auséncia de sitios de restrigdo polimorficos,
localizados principalmente nas regides ndo codificadoras que estdo em desequilibrio de
ligagdo com a variabilidade alélica das seqiiéncias codificadoras. A complexidade dos padrdes
dos fragmentos muitas vezes dificulta a correlagdo dos mesmos com alelos especificos. Este
método permite a identificagdo de varios alelos HLA de classe II, porém néo de todos, e por
esta razdo tem sido substituido por metodologias mais adequadas.

Dentre as metodologias atualmente mais utilizadas na identificagdo dos alelos HLA de
classe II estdo a PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction - Sequence Specific Oligonucleotide)
e a PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction - Sequence Specific Primers). A primeira consiste

na amplificagdo pela PCR utilizando um conjunto de iniciadores (primers) cujas seqii€éncias
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sdo especificas de alelos ou grupos, seguida de uma corrida eletroforética para identificagdo
das bandas especificas de alelos ou grupos (Olerup e Zetterquist, 1991). A segunda, também
conhecida como oligotipificagdo HLA, emprega a reagdo em cadeia da polimerase e
hibridagdo com sondas de oligonucleotideos de seqiiéncias especificas (Erlich et al., 1991).
No entanto, o método capaz de discriminar todo o polimorfismo dos genes do

complexo HLA consiste no seqiienciamento direto de DNA (Santamaria et al., 1992).

1.2.5 Nomenclatura

O comité de nomenclatura para fatores do sistema HLA da Organizagdo Mundial de
Saude € responsavel pela reavaliagdo e atualizagdo da nomenclatura das especificidades HLA
definidas por métodos soroldgicos, celulares e moleculares. A nomenclatura oficial dita as
seguintes normas (Bodmer et al., 1992):
a) As especificidades soroldgicas sdo denominadas pela sigla HLA seguida por uma ou mais
letras mailsculas referentes aos loci e pelos algarismos arabicos que as identificam
particularmente.
b) A letra "w" anteriormente incluida na denominagdo de certas especificidades, indicando
carater provisorio, deve ser eliminada com a ressalva de trés exceg¢des:
1°. Bw4 e Bw6 por serem epitopos, ficando desta forma distinguidos dos alelos do locus B.
2°. As especificidades do locus C devem manter o "w"para distingui-las dos componentes do
sistema complemento.
3°. As especificidades D e DP também devem manter o "w", por terem sido definidas através

de métodos que se baseiam em culturas mistas de linfdcitos.
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¢) Novas especificidades soroldgicas devem ser designadas somente se elas identificarem um
produto cujo alelo tenha a seqiiéncia de DNA reconhecida. Os nomes das novas
especificidades deverdo estar associados com o nome da seqiiéncia do alelo.
d) Os produtos do locus DRBI identificados sorologicamente devem ser designados
simplesmente pelo nome do alelo, omitindo-se o B1.
e) Os produtos dos loci DRB3 e DRB4 identificados sorologicamente serdo referidos como
DRS52 e DRS53, respectivamente, assim como os produtos do locus DRBS5 serdo designados de
DRS51. Se variantes definidas sorologicamente e correspondentes aos genes DRBS, DRB3 e
DRB4 forem encontradas, elas serdo designadas DR5101, DRS5201, DRS5301 etc.,
respectivamente.

Todas as especificidades HLA reconhecidas por sorologia e por cultura mista de

linfécitos estdo relacionadas na Tabela 1 (Bodmer et al., 1994).

1.2.6 Mapa genético e fisico

Este complexo génico foi localizado no brago curto do cromossomo 6, através de
experimentos de hibridagdo somatica (Jongsma et al., 1973) e da segregacdo de rearranjos
cromossdmicos em familias (Breuning et al., 1977, Lamm et al., 1974). Estudos de
hibridag8o in situ, utilizando sondas genomicas de HLA-A, B, e C, permitiram localiza-lo
com maior precisdo em 6p21 (Morton et al, 1984). No ano seguinte, sua posi¢do foi
finalmente definida em 6p21.3 (Lamm e Olaisen, 1985; Spring et al., 1985; Ziegler et al.,

1985).
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Tabela 1. Listagem de especificidades HLA reconhecidas pelo Comité de Nomenclatura da
Organizagdo Mundial de Saude, 1994

A B C D DR DQ DP
A2 B5 Cwl Dwl DR1 DQI DPwl
A203 B7 Cw2 Dw2 DR103 DQ2 DPw2
A210 B703 Cw3 Dw3 DR2 DQ3 DPw3
A3 B8 Cw4 Dw4 DR3 DQ4 DPw4
A9 B12 Cws Dw5 DR4 DQ5(1) DPw5
Al0 B13 Cwé Dw6 DR5 DQ6(1) DPw6
All Bl4 Cw7 Dw7 DR6 DQ7(3)
Al9 B15 Cw8 Dw8 DR7 DQ8(3)
A23(9) B16 Cw9(w3) Dw9 DR8 DQ9(3)
A24(9) B17 Cwl0(w3) Dwl0 DR9
A2403 B18 Dwl1(w7) DR10
A25(10) B21 Dwli2 DR11(5)
A26(10) B22 Dwl3 DR12(5)
A28 B27 Dwl4 DR13(6)
A29(19) B35 Dwl5 DR14(6)
A30(19) B37 Dwl6 DR1403
A31(19) B38(16) Dwl17(w7) DR1404
A32(19) B39(16) Dw18(w6) DR15(2)
A33(19) B3901 Dw19(w6) DR16(2)
A34(10) B3902 Dw20 DR17(3)
A36 B40 Dw21 DR18(3)
A43 B4005 Dw22
A66(10) B4l Dw23 DR51
A68(28) B42
A69(28) B44(12) Dw24 DR52
AT74(19) B45(12) Dw25
B46 Dw26 DR53
B47
B48
B49(21)
B50(21)
B51(5)
B5102
B5103
B52(5)
B53
B54(22)
B55(22)
B56(22)
B57(17)
B58(17)
B59
B60(40)
B61(40)
B62(15)
B63(15)
B64(14)
B65(14)
B67
B70
B71(70)
B72(70)
B73
B75(15)
B76(15)
B77(15)
B7801
Bw4

Bw6
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O mapa genético do complexo HLA foi inicialmente determinado por estudos de
genética classica, através da identificagdo de individuos que herdaram haplotipos
recombinantes (Belvedere et al., 1975; Hansen et al., 1975; Keuning et al., 1975; Netzel et
al., 1975; Nielsen et al., 1975; Bijnen et al., 1976; Lamm et al., 1978). A analise de liga¢do
em familias tornou possivel estabelecer a ordem relativa dos genes HLA assim como estimar
a distancia genética entre 0s mesmos.

No entanto, a metodologia empregada em genética classica ndo permitiu o
mapeamento completo da regido HLA, devido a auséncia de eventos de recombinagdo
informativos ou de variabilidade alélica em determinados loci. O advento da biologia
molecular permitiu ndo somente o estudo da estrutura individual como a orientagdo e a exata
localizaggo dos genes dentro deste complexo.

Os primeiros estudos utilizando técnicas de genética molecular envolveram a analise
de clones de cosmideos, obtidos de bibliotecas genémicas através de sondas especificas para
sub-regides de classe II. Mapas de cosmideos que foram obtidos para os haplotipos DR3 e
DR4 revelaram diferengas no nimero de genes DRB nos diferentes haplotipos (Rollini et al.,
1985; Andersson ef al., 1987). Em ambos haplotipos DR3 e DR4 foram identificados um gene
DRA e dois genes DRB funcionais, sendo os demais pseudogenes (Spies et al., 1985). A
analise de cosmideos obtidos da sub-regido DQ demonstrou a presenga de dois genes A e de
dois genes B (Okada et al., 1985; Jonsson et al., 1987). E o mapa de ligagdo da sub-regido DP
demonstrou dois pseudogenes (A e B) centroméricos a dois genes funcionais (A e B)
(Trowsdale et al., 1984).

Devido a grande distancia entre as sub-regides , para ordena-las, foi utilizada a técnica

de eletroforese em campo alternado (PFGE = pulsed-field gel electrophoresis) em combinagdo
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com varias endonucleases de restricdo. Esses fragmentos, analisados em Southern blots com
sondas especificas para genes do complexo HLA, tornaram possivel ordenar as sub-regides
deste complexo e fornecer uma estimativa da distincia fisica entre elas (Hardy et al., 1986;
Carroll et al., 1987; Dunham et al., 1987; Lawrence et al., 1987).

O mapa do CPH humano foi resumido por Campbell e Trowsdale (1993) com base na
compilagdo de dados referentes a0 mapeamento fisico e a clonagem com seqiienciamento de
DNA (fig. 5). Apesar de os limites ndo serem precisos, os mapeamentos moleculares indicam
que este complexo génico abrange uma extensdo de aproximadamente 4000 kb.

Dentro do CPH humano existem trés agrupamentos principais de genes, designados de
regides de classe I, de classe II e de classe III.

Na regido de classe I, além dos genes estruturais para as moléculas HLA-A, B e C
classicas, foram identificados e mapeados os genes HLA de classe I n&o-classicos,
HLA-E,FeG.

A regido HLA-D abrange trés sub-regides, DR, DQ e DP, que codificam os produtos
HLA de classe I "classicos". Nesta regido, também foram identificados os genes TAPI1 e
TAP2 (Kelly et al., 1993), que sdo responsaveis pelo transporte de fragmentos peptidicos do
citoplasma para o reticulo endoplasmatico onde eles se ligam as moléculas HLA de classe I; e
os genes LMP2 e LPM7 (Monaco e McDevitt, 1982), que se acredita codificarem subunidades
de proteassomos, possivelmente envolvidos no processamento de antigenos; e também os
genes DNA e DOB, de fungéo ainda ndo definida (Kavathas ef al., 1980; Tonelle et al., 1985).
A sub-regido DR (Andersson ef al., 1994) inclui um tnico gene DRA, porém caracteriza-se
pela variabilidade isotipica dos genes DRB. Os produtos dos genes DPA1 e DPB1 associam-

se para formar as moléculas HLA-DP e similarmente, DQA1 e DQB1 codificam as moléculas



Fig. 5 - Mapa do Complexo Principal de Histocompatibilidade Humana
Modificado de Campbell e Trowsdale, 1993
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HLA-DQ. Os genes DNA, DOB, DQA2 e DQB2 séo potencialmente funcionais e os genes
DPA?2 e DPB2 sé@o pseudogenes.

A regido de classe III, localizada entre as regides de classe I e II, contém os genes C2,
C4A, C4B e BF que codificam para proteinas do sistema complemento, além de genes que
codificam a enzima 21-hidroxilase, os fatores de necrose tumoral o (TNF—o) e B (TNF-B),
assim como varios outros genes, a maioria deles de fungbes desconhecidas e muitos

pseudogenes.

1.2.7 Heranga dos antigenos do CPH

Os genes do CPH séo geralmente transmitidos para a descendéncia como uma unidade,
por segregagdo mendeliana simples, ¢ seus alelos sdo expressos de forma codominante. O
termo haplotipo refere-se ao conjunto de alelos HLA localizados num dos cromossomos do
par homologo. Portanto, o genotipo de um individuo é constituido por dois haplotipos, um de
origem paterna (a ou b) e outro de origem materna (c ou d), e as quatro combinagdes parentais
possiveis sdo: a /c, a /d, b/c, b/d.

Apesar da proximidade entre os genes do CPH, a ligagdo genética ndo € absoluta:
existe a possibilidade de recombinagdo entre os diferentes /oci deste complexo génico. Foi
demonstrado que a freqiiéncia de recombinag@o entre os loci A e B e entre os loci B e DR ¢
de aproximadamente 1% (Belvedere et al., 1975; Keuning et al., 1975; Netzel et al., 1975;

Bijnen et al., 1976; Lamm et al., 1978; Dyer, 1988).
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1.2.8 Genética de populagdes e desequilibrio de ligagéo

Os primeiros estudos de amostras populacionais ja demonstraram que certas
especificidades caracteristicas de uma populagdo podem estar ausentes em outras. Em
conseqiiéncia destas observagdes, o V Workshop Internacional de Histocompatibilidade
(Dausset e Colombani, 1973) teve como objetivo principal a determinag¢éo dos antigenos HLA
em varias populagdes de diversas partes do mundo.

Assim, por exemplo, alguns antigenos como HLA-A2 e HLA-B35 sdo encontrados em
quase todas as populagdes; os antigenos HLA-A1l, A3, B8 e B27 sdo encontrados em
caucasdides e negros, porém raramente em orientais. Outros, como o HLA-A43, sdo
encontrados quase exclusivamente em negros, € o HLA-B46 principalmente em chineses. Da
mesma forma, certos haplotipos sdo caracteristicos de algumas popula¢des (Bodmer et al.,
1987). Por exemplo, HLA-A1-B8-DR3 em caucasdides, HLA-A2-B35-DR4 em mongoldides
e HLA-A28-B38-DR6 em negros africanos.

O fato de certas combina¢des de alelos serem encontradas com uma freqiiéncia
significantemente diferente da freqiiéncia esperada, a qual corresponde ao produto da
freqiiéncia dos alelos, deve-se ao fendmeno do desequilibrio de ligagdo. O desequilibrio de
ligagdo ¢ definido como a diferenga (A) entre a freqiiéncia observada de uma determinada
combinagdo de alelos em Joci ligados e a freqiiéncia esperada.

Algumas hipdteses foram propostas para explicar este fendmeno. A coexisténcia de
determinados alelos num mesmo haplotipo, com freqiiéncia superior a esperada, poderia ser
decorrente da co-evolugdo dos varios loci envolvidos. O desequilibrio de ligagdo poderia
também ser resultante de migragdo e miscigenagdo de populagdes com freqii€ncias

haplotipicas distintas, da deriva genética e do endocruzamento. Deve-se considerar também a
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hipotese de ndo ter havido tempo evolucionario suficiente para que um alelo mais recente

tenha atingido o equilibrio.

1.2.9 Polimorfismo

O CPH apresenta extenso polimorfismo, de varios de seus genes de classes I, II e III,
caracterizado por um numero incomumente elevado de alelos polimorfos, os quais podem
diferir entre si em multiplos pontos da seqiiéncia. Nesses aspectos, o polimorfismo HLA
difere do polimorfismo de outros genes ou sistemas genéticos.

A sub-regido HLA-DR caracteriza-se pela peculiaridade de exibir tanto o
polimorfismo alélico como o polimorfismo isotipico. O primeiro é decorrente de varias
diferencas de aminodacidos entre os alelos e o segundo decorre da existéncia de nimeros
variaveis de genes DRB, sendo alguns funcionais (DRB1, DRB3, DRB4 e DRBS) e outros
pseudogenes. Os haplotipos DR do complexo HLA dividem-se em cinco grupos, com base na
clonagem genomica e na andlise das seqiiéncias, os quais correlacionam-se com as
especificidades soroldgicas expressas pelo locus DRB1: grupo DR1 (DR1, 10 e 103); grupo
DRS51 (DR15 e 16); grupo DR52 (DR3, 11, 12, 13, 14, 1403 e 1404); grupo DR8 (DRS8); € o
grupo DR53 (DR4, 7 € 9) (Andersson et al., 1994).

Ja foram identificados 50 alelos do locus HLA-A, 97 do locus HLA-B, 34 do locus
HLA-C, 2 do locus DRA, 106 do locus HLA-DRB1, 4 do locus DRB3, 5 do locus DRB4, 5
do locus DRBS5, 15 do locus HLA-DQAI1, 26 do locus DQB1, 8 do locus DPA1 e 59 do locus
HLA-DPB1 (Bodmer et al., 1994).

Varios mecanismos contribuem para a geragdo do polimorfismo dos genes do CPH:

duplicagdes, dele¢des, mutagdes de ponto, recombinagdes, conversdes intragénicas e
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intergénicas. A extraordindria diversidade dos genes do CPH humano ¢ do CPH murino € o
resultado do actimulo gradual de mudangas nas espécies ancestrais ao longo da evolugdo
(Lawlor et al., 1990; Klein et al., 1993).

Diversas hipdteses tém sido propostas para explicar a manuten¢do do polimorfismo. A
possibilidade de um polimorfismo neutro, sendo entdo a grande variabilidade alélica atribuida
a alta taxa de mutagdo ou conversdo génica, foi uma das hipdteses consideradas. Contudo,
sabe-se atualmente que a taxa de mutagdo dos genes HLA polimérficos ndo difere da
apresentada por outros genes. Acredita-se atualmente que algum tipo de sele¢do balanceadora
seja necessaria para explicar o padrdo e a extensdo do polimorfismo do CPH. Dentre as
hipdteses mais consideradas estdo a selegdo sobredominante (Doherty e Zinkernagel, 1975;
Klein e Figueroa, 1986) e a sele¢do dependente de freqiiéncia (Bodmer, 1972). Ha também a
hipétese de que a deriva genética contribui para a manutengfo do polimorfismo (Klein, 1987).

A selegdo sobredominante ¢ uma das hipdteses mais aceitas por explicar varios
aspectos concernentes ao polimorfismo, como: alta heterozigose, elevado niimero de alelos
numa populagdo, alto grau de diversidade de nucleotideos e o polimorfismo transespecifico.
Considerando-se a fungdo bioldgica das moléculas do CPH e o fato de diferentes moléculas
ligarem-se a diferentes peptideos antigénicos, espera-se que, de modo geral, heterozigotos
sejJam mais resistentes a doengas infecciosas do que os homozigotos, por serem capazes de
apresentar uma gama maior de peptideos aos linfécitos T (Doherty e Zinkernagel, 1975).
Hughes e Nei (1988, 1989) estudando os padrdes de substitui¢do de nucleotideos, tanto entre
alelos dos mesmo Jloci como de diferentes loci, constataram um valor mais elevado de

substitui¢des ndo-sindnimas em relagdo ao valor de substituigdes sindnimas nos sitios de
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ligagdo do peptideo e sitios de interagdo com o receptor do linfocito T, fornecendo desta
forma evidéncia indireta de que os genes do CPH estdo sob sele¢do balanceadora.

A hipétese da sele¢do dependente de freqiiéncia (Bodmer, 1972), do ponto de vista
tedrico, também explica vérias caracteristicas do polimorfismo, tornando-se dificil distingui-la
da selegdo sobredominate apenas através da analise estatistica de dados do polimorfismo
(Hughes e Nei, 1992).

Klein (1987) propde que o polimorfismo HLA ¢ transespecifico e que os alelos seriam
seletivamente neutros, porém estando sujeitos a deriva genética. No entanto, periodos de
evolucdo neutra seriam alternados com periodos nos quais os efeitos da selegdo natural
seriam pronunciados, como no caso da espécie ocupar um nicho ecoldgico distinto, com um
espectro diferente de parasitas.

As diferentes hipdteses propostas ndo sdo necessariamente excludentes, pois existe a
possibilidade de diferentes mecanismos contribuirem para a manutengdo do polimorfismo do

CPH.

1.2.10 HLA e doengas

1.2.10.1 Historico

A demonstragdo por McDevitt e Sela (1965) de que o sistema H-2 do camundongo
controla diferengas genéticas na resposta imune, e por Lilly et al. (1964) de que este mesmo
sistema controla a suscetibilidade a leucemias induzidas por virus, assim como o interesse
pelo significado bioldgico e a evolugdo de polimorfismos genéticos, estimulou o inicio de

uma série de estudos de associagdo entre HLA e doengas no homem.
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O estudo pioneiro para a espécie humana, de associagdo de HLA com doenga de
Hodgkin, foi realizado por Amiel (1967). Desde entdo, a suscetibilidade aumentada a uma
variedade de doengas tem sido associada com genes do complexo HLA. Por exemplo, o
antigeno HLA-B27 ocorre com uma freqiiéncia de 89% no grupo de pacientes afetados por
espondilite anquilosante e de apenas 9% no grupo controle, sendo essa uma das associagdes
positivas mais fortes ja encontradas (Tiwari e Terasaki, 1985).

Tem sido sugerido o envolvimento do complexo HLA tanto na prote¢do como na
suscetibilidade a muitas doengas infecciosas e parasitarias. Os trabalhos realizados para o 9°
Workshop Internacional de Histocompatibilidade demonstraram associagfo entre o antigemo
HLA-DQle a lepra lepromatosa (de Vries et al., 1984). Foram encontradas associagdes
positivas entre HLA-DR3 e lepra tuberculdide em uma populagdo mestica (negros e
caucasoides) do Suriname (van Eden et al., 1982), ¢ em uma populagdo de mesticos
mexicanos (indios e espanhdis) (Gorodesky ef al., 1987). E associagdes positivas entre DR2 e
lepra tuberculdide em diferentes estudos realizados na India, na Tailandia e no Japdo (van
Eden e de Vries, 1984). A analise de alelos HLA de classe I, numa populagdo da India,
resultou em associa¢do positiva dos alelos DRB1*1501 e 1502 com a lepra lepromatosa e
tuberculdide, respectivamente (Rani et al., 1993). Varios estudos de segregagdo de haplotipos
HLA em familias sugerem que a suscetibilidade a infec¢do ao Mycobacterium leprae néo esta
associada a0 HLA, mas que a suscetibilidade individual as formas de manifestagdo da doenga,
lepra tuberculdide ou lepra lepromatosa, é em parte controlada por genes ligados a este
complexo génico (de Vries et al., 1984; 1988).

A tuberculose pulmonar apresenta um espectro de manifestagdes clinicas, que do

ponto de vista imunologico assemelha-se a lepra, variando de individuos com imunidade
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celular intacta a individuos com auséncia de imunidade celular especifica. Nos estudos
realizados em individuos afetados por esta enfermidade foram verificadas associagdes
positivas com HLA- DR2 em pacientes da india (Singh et al., 1983), e com HLA-DR2 e com
HLA-DQI1 em pacientes da Indonésia ( Bothamley et al., 1989).

Em paralelo as associagdes positivas de antigenos HLA com doengas, as quais
aumentam a suscetibilidade as mesmas, também podem ocorrer associagdes negativas, com
diminuigdo significante das freqiiéncias de determinados antigenos no grupo de pacientes
afetados por uma determinada patologia quando comparados ao grupo controle. Como
exemplos, tem-se 0 HLA-DR2 que confere resisténcia a diabetes mellitus insulino dependente
(Bertrams e Bauer, 1984) e a leishmaniose mucocutanea (Petzl-Erler et al., 1991), o DR7 ao
pénfigo folidceo (Petzl-Erler e Santamaria, 1989), o DQ2 a neurocisticercose (Del Brutto et
al., 1991), o DQ3 a tuberculose pulmonar (Bothamley et al., 1989), B40 e Cw3 a cardiopatia
chagésica (Llop et al., 1988), e 0 B53 com a forma grave de malaria (Hill ez al., 1991).

A forga de uma associa¢@o é comumente expressa pelo termo "risco relativo" (RR),
que indica quantas vezes mais freqlientemente a doenga ocorre em individuos que expressam
um determinado marcador HLA do que em individuos que ndo expressam o marcador. Um

RR acima de 1 indica uma associagdo positiva e abaixo de 1, uma associa¢do negativa.

1.2.10.2 Identificagdo dos genes e alelos associados a doenga

A dificuldade em identificar os genes e alelos HLA primariamente associados a
doenga sdo decorrentes do fenomeno de desequilibrio de ligagdo, do desconhecimento de

muitos dos genes do CPH e de sua variabilidade, além das limitagdes dos métodos sorologicos
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empregados por muito tempo na identificagdo das proteinas HLA, os quais ndo discriminam
determinadas diferengas alélicas.

As pesquisas iniciais sobre HLA e doengas envolviam os antigenos codificados pelos
loci HLA-A e B, sendo que a maioria das associagdes detectadas eram associagdes positivas
com antigenos do Jlocus B. Com a descoberta dos genes da regido HLA-D, e com o
desenvolvimento de métodos de identificagdo de seus produtos, verificou-se para muitas das
doengas inicialmente associadas com antigenos HLA de classe I estarem mais fortemente
associadas aos produtos de classe II. As associagdes iniciais com antigenos HLA-B sdo
justificadas pelo desequilibrio de ligagdo entre os alelos de HLA-B e dos loci de classe II. Por
exemplo, verificou-se inicialmente que a diabetes mellitus insulino dependente estd associada
com HLA-B15 (Singal e Blajchmann, 1973) e HLA-B8 (Nerup et al., 1974). Mais tarde,
descreveu-se a associagdo positiva dessa mesma doen¢a com HLA-DR3 e DR4 (Svejgaard et
al., 1980). As defini¢es dos haplotipos DR3 e DR4 demonstraram que a associagdo mais
forte era de fato com o antigeno HLA-DQ3.2, atualmente conhecido como HLA-DQS8
(Owerbach et al.,, 1984; Cohen-Haguenauer et al., 1985). Sdo excegdes a espondilite
anquilosante e a hemocromatose, que confirmaram as associagdes inicialmente detectadas
com HLA-B27 e HLA-A3, respectivamente.

A utilizagdo de métodos celulares para identificagdo das especificidades Dw e DPw, de
métodos bioquimicos e, mais recentemente, de métodos moleculares para a determinag@o dos
alelos HLA e de seus produtos, tem permitido a subdivisio de muitas especificidades
sorologicas, proporcionando avangos na identificagdo dos verdadeiros alelos de
suscetibilidade. A amplificagdo de genes pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) facilitou

a analise da seqiiéncia dos alelos de classe II, derivados de pacientes e de controles, € a
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comparagio de sua distribuigio nos dois grupos pela hibridagdo com sondas de
oligonucleotideos. Desde que as especificidades sorologicas demonstraram ser geneticamente
heterogéneas, a andlise das seqiiéncias das proteinas e/ou dos genes revelou que certos alelos
estdo mais fortemente associados a doengas. Por exemplo, a especifidade sorologica DR,
cuja cadeia polimorfica B é codificada pelo gene DRBI, confere um risco relativo de 2,5 para
o pénfigo vulgar, enquanto o alelo DQB1.3 (atualmente DQB1*0503), presente em um dos
haplotipos DR6-DQI, confere um risco relativo de aproximadamente 100 (Scharf et al.,
1988). Por outro lado, a espondilite anquilosante que estd associada a especificidade
sorolégica B27 ndo demonstrou associagdo preferencial com nenhum dos subtipos de HLA-
B27. Dados mais atuais indicam determinadas seqiiéncias de aminoacidos, presentes no sitio
ativo das moléculas de classe I, como um dos elementos responsaveis pela predisposigdo a
doengas. No caso da diabetes mellitus insulino dependente, que esta associada ndo apenas a
DR4, mas também a DR3 e DR1 em diferentes grupos raciais, foi procurada uma estrutura
comum, através da comparacdo das seqii€éncias de aminoacidos e de nucleotideos dos genes de
classe II dos haplotipos predisponentes. Os dados desta analise permitiram constatar que a
associagd@o poderia ser com a auséncia de acido aspartico na posi¢do 57 da cadeia DQB (Todd
etal., 1987).

No entanto, existe a possibilidade de que a suscetibilidade a certas patologias ndo
esteja necessariamente associada a epitopos formados por seqiiéncias lineares de aminoacidos,
mas a estrutura tridimensional (epitopos conformacionais). Isto foi sugerido por exemplo por
experimentos empregando clones aloreativos de células T gerados contra HLA-Dw14, uma
especificidade associada a DR4, que reconhecem um epitopo presente em todos os pacientes

portadores de artrite reumatoide, independente de expressarem o antigeno DR4 (Goronszy et
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al., 1986). Outro estudo demonstrou o reconhecimento, por clones de células T, de
determinantes compartilhados entre haplotipos DR1 e DR4 (Weyand et al., 1986). Devemos
também ressaltar a relevancia dos epitopos conformacionais exclusivos como possiveis
determinantes de suscetibilidade, os quais sdo formados pelas moléculas HLA hibridas
resultantes de interagdes intra ou inter-isotipicas. De fato, um efeito de heterozigose na
diabetes mellitus insulino-dependente foi relatado por Svejgaard et al. (1983), havendo um
risco relativo significativamente aumentado para individuos heterozigotos portadores dos
haplotipos DR3 e DR4. Isto demonstra que a auséncia do acido aspartico na posi¢do 57 da
cadeia DQS néo € o unico elemento responsavel pela suscetibilidade a essa doenga no que se
refere ao CPH. A descoberta de que as cadeias o e B das moléculas DQ sdo polimorficas
indicou a possibilidade de formagdo de moléculas hibridas a partir dos polipeptideos
codificados por alelos de DQAT1 e de DQB1 localizados em trans, explicando-se desta forma o
efeito observado para os heterozigotos (Nepom et al., 1987). Este efeito da heterozigose
também foi observado na doenga celiaca (Betuel ef al., 1980) e na artrite reumatoide juvenil

(Nepom et al., 1984).

1.2.10.3 Mecanismos de associa¢do

Em alguns casos de doencas de heranga monogénica e de etiologia conhecida, a
associa¢do observada ndo envolve as moléculas de classe I ou de classe II propriamente ditas,
mas € devida a um gene intimamente ligado cujo(s) alelo(s) encontram-se em desequilibrio de
ligagdo com o alelo HLA associado com a doenga. Por exemplo, as associa¢des positivas da
forma classica de hiperplasia adrenal congénita com HLA-B47 (O'Neill et al., 1979), da forma

que apresenta estabelecimento tardio com HLA-B14 e DR1 (Pollack et al., 1981), e da
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deficiéncia de C2 com HLA-DR2 (Day et al., 1975) sdo sem duvida devidas ao desequilibrio
de ligag#o, ndo tendo os antigenos HLA qualquer influéncia na etiologia ou patog€nese dessas
doengas. A hiperplasia adrenal congénita, de heranga autossdmica recessiva, é devida a um
defeito na enzima 21-hidroxilase codificada na regido de classe III do CPH (Higashi et al.,
1988). De modo similar, a deficiéncia de C2 pode ser compreendida como um defeito num
componente estrutural do complemento. A associagdo de HLA-A3 e hemocromatose
idiopatica (Walters et al., 1975), outro distirbio de heranga autossdmica recessiva, sugere que
no CPH também possa existir um gene que regule a acumulagéo de ferro nos tecidos.

Por outro lado, muitas patologias associadas aos antigenos HLA s@o de heranga
multifatorial e de etiologia desconhecida, ndo apresentam segregag¢do mendeliana simples, e
tem o provavel envolvimento de genes ndo HLA e fatores ambientais, na maioria das vezes
ainda desconhecidos, influenciando a sua patogénese. A multiplicidade, assim como a
evidente complexidade das interagdes entre os fatores predisponentes, dificulta a identificagdo
dos varios elementos de predisposi¢do a doenga e principalmente a compreensdo dos
mecanismos através dos quais os genes do CPH conferem resisténcia ou suscetibilidade.

Devido ao conhecimento da estrutura e da fungfio biologica das moléculas de
histocompatibilidade, podemos especular que as moléculas de classe I ou de classe II
associadas estejam diretamente envolvidas na etiologia e/ou patogénese de muitas
enfermidades. No entanto, devemos considerar também a hipotese do envolvimento de outros
genes do CPH cujos alelos predisponentes a doenga estejam em desequilibrio de ligagdo com
os alelos HLA associados.

Essas duas hipdteses s@o plausiveis para as enfermidades que apresentam um

componente de disfun¢do imunolégica, onde foi demonstrada a participagdo de auto-
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anticorpos e de células inflamatdrias, como é o caso na miastenia gravis, lupus eritematoso
sistémico e artrite reumatdide, dentre outras. Também o € para as doengas infecciosas, como a
hanseniase e a tuberculose, e para as doengas parasitarias, como a leishmaniose, doenga de
Chagas, neurocisticercose, esquistossomose, malaria etc.

Considerando-se que os antigenos HLA podem exercer o controle da resposta imune
em varios niveis, os possiveis mecanismos para explicar seu envolvimento direto nas
associagoes com doengas incluem: suas fungdes como genes da resposta imune, sua possivel
atuagdo como receptores para organismos patogénicos, eventuais modifica¢des dos antigenos
HLA préprios por agentes infecciosos, mimetismo molecular, expressdo aberrante e interagéo
com ligantes ndo imunologicos.

O fato de as moléculas HLA apresentarem peptideos antigénicos para o receptor
especifico dos linfocitos T e influenciarem na sele¢do do repertorio dessas células permite
especular que a suscetibilidade a determinadas doengas possa resultar de qualquer disfungédo
nesses processos. O fato de cada especificidade HLA ter afinidade seletiva por um
determinado grupo de peptideos tem varias implicagbes referentes ao tipo de resposta
imunoldgica elicitada e permite levantar algumas hipdteses. Algumas especificidades HLA
podem ser mais eficientes do que outras na apresentagdo de determinados peptideos
antigénicos a subpopulagdo adequada de células T para eliminar um certo agente patogénico,
influenciando dessa forma no curso da infecgdo. Outra possibilidade é de que apenas o sitio de
ligagdo de certas moléculas HLA poderia aceitar o fragmento peptidico processado, que seria
na verdade o agente causador da doenga. Por outro lado, o repertério de células T selecionado

pelo conjunto de moléculas HLA de um individuo pode excluir receptores que possam
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identificar um peptideo critico para o reconhecimento e eliminagdo de um determinado agente
patogénico, levando a uma infecg¢éo cronica.

De acordo com o conceito de mimetismo molecular, um agente infeccioso que parece-
se quimicamente com o complexo HLA/peptideo proprio poderia, devido a reatividade
cruzada, causar danos a tecidos especificos. As proprias células T podem ser responséaveis
pelos sintomas da doenga, em conseqiiéncia de seu ataque aos tecidos, ou podem estimular
uma resposta de anticorpos dirigidos a outros determinantes deste complexo. Isto pode
ocorrer no caso de algumas especificidades HLA apresentarem maior afinidade por peptideos
autologos e conseqiientemente por peptideos provenientes de agentes patogénicos que
mimetizem um peptideo autoélogo, assim conferindo suscetibilidade a doenga auto-imune. Por
outro lado, um individuo portador de um certo haplotipo HLA poderia ser incapaz de montar
uma resposta celular a um epitopo de um agente infeccioso, devido aos complexos peptideo/
HLA préprios terem induzido tolerancia. Deste modo, a resposta imune seria prejudicada e a
infecgdo progrediria resultando em doenga.

Outra hipotese ¢ de que a expressdo aberrante de moléculas HLA de classe II, em
células que normalmente expressam apenas moléculas de classe I, podem leva-las a
apresentar antigenos tecido especificos, tornando-as alvo de um processo auto-imune. Uma
possivel justificativa seria a produgdo de interferon-y por células infectadas por virus, e
conseqiiente inducdo da expressdo dessas moléculas de classe II nas células alvo e demais
células adjacentes.

E evidente que os genes do Complexo HLA estdo envolvidos na suscetibilidade a
varias doengas e/ou na modula¢do e¢ patogénese das mesmas. Portanto, ¢ de fundamental

importdncia a elucidagdo dos mecanismos através dos quais eles atuam como fatores
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predisponentes, inclusive pelo fato de as moléculas HLA serem alvos em potencial para a
elaboragdo de estratégias terapéuticas. Ha perspectivas futuras de desenvolver-se anticorpos
ou peptideos bloqueadores, direcionados ao elemento de suscetibilidade, os quais poderdo

controlar com alta especificidade a resposta imune associada a doenga.
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

O presente estudo pretende verificar se as associagdes positivas entre HLA-DQ3 e as
formas mucocutinea (Petzl-Erler ef al., 1991) e cutdnea de LTA (Gorodezky et al., 1989;
Lara et al., 1991) sdo validas também para a populagdo da area endémica de Leishmania
braziliensis localizada ao Norte do Estado do Parana. O objetivo é investigar, no caso de
haver associagdo, se a mesma ocorre tanto para a LCL. como para a LMC ou apenas para a
LMC. No primeiro caso, ter-se-ia uma sugestdo da participagdo dos genes do CPH na
suscetibilidade a infecgdo pela Leishmania, possivelmente ja nos primeiros estadios de
desenvolvimento da doenga.

O fato de apenas uma fra¢do dos individuos afetados pela LCL devido a infecgdo por
Leihmania braziliensis desenvolver LMC, caso a associagdo observada for apenas com a
forma mucocutanea, seria indicativo de que os genes do CPH n@o estdio envolvidos na fase
inicial da infecgdo, mas apenas na patogénese das lesdes metastaticas da mucosa oro-faringo-
laringea. Isto sugeriria que a maior predisposi¢do desses individuos para lesdo secundéria teria
um componente genético ligado ao CPH.

Os estudos de leishmaniose experimental no camundongo indicam que genes ndo
ligados ao Complexo H-2 estdo envolvidos na suscetibilidade inata a infecgdo por
Leishmania, e que genes do Complexo H-2, homoélogos aos genes do CPH humano, atuam na
regulacdo da resposta imune adquirida modulando as diversas formas de manifestagéo da
doenga. Contudo, ndo se sabe até que ponto esses resultados podem ser extrapolados a doenga

humana.
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Esta investigagdo foi abordada através de um estudo de associagdo de HLA e
leishmaniose em nivel de populagdo. As freqiiéncias antigénicas dos loci HLA-A, B, C, DR e
DQ foram comparadas entre grupos de pacientes e de controles ndo consangiiineos. O
primeiro grupo é constituido por pacientes afetados pela leishmaniose cutanea localizada; o
segundo, por pacientes afetados pela leishmaniose mucocutédnea e o terceiro engloba todos os
pacientes, independente da forma de manifestagdo da doenca.

O outro objetivo foi o de investigar se existe co-segregagdo de genes do CPH e
suscetibilidade a leishmaniose tegumentar americana através da andlise de segregacdo dos
haplotipos HLA, em familias com dois ou mais individuos afetados. A leishmaniose ¢ uma
zoonose endémica encontrada em varias partes do mundo e constitui num grave problema de
saude publica e social. Sua incidéncia ¢ de aproximadamente 400 mil novos casos por ano, €
prevaléncia mundial esta estimada em aproximadamente 12 milhdes de casos. O
conhecimento das bases genéticas subjacentes aos mecanismos imunoldgicos do hospedeiro,
em resposta as infec¢des causadas pelas Leishmania sp., tem importantes implicagdes no
esclarecimento da patogénese da doenga, condigdo essencial para o desenvolvimento de

estratégias de prevengdo e de terapia mais eficazes no combate a esta parasitose.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  AMOSTRA POPULACIONAL PARA O ESTUDO DE ASSOCIACAO : CASO -
CONTROLE

Foi averiguado um total de 99 pacientes afetados por leishmaniose tegumentar
americana e 99 controles; 62 pacientes apresentavam a forma cutinea e 37 pacientes a forma
mucocutinea da doenga. A determinagio dos antigenos HLA-A, B e C foi realizada em 62
pacientes afetados pela forma cutdnea, 36 pacientes pela forma mucocutanea e 97 controles;
ndo foi possivel tipificar os antigenos de classe I em um dos 37 pacientes com LMC e dois
dos 99 individuos controles. Ja a determinagdo dos antigenos HLA-DR e DQ foi efetuada em
58 pacientes dentre os 62 portadores da forma cutinea, 36 pacientes dentre os 37 portadores
da forma mucocutdnea e 86 individuos dentre os 99 controles. Os pacientes e controles
analisados neste estudo eram ndo consangiiineos.

Todos os individuos residiam em area endémica de Leishmania (Viannia) braziliensis,
localizada ao norte do Estado do Parand, incluindo os seguintes municipios: Cianorte, Jussara,
Terra Boa, Dr. Camargo, Japura, Castelo Branco, Ourizona, Engenheiro Beltrdo, Sarandi,
Terra Roxa e Jaguapitd. Tanto os pacientes como os controles eram, em sua maioria,
trabalhadores e /ou habitantes de sitios e fazendas localizadas nos municipios ja mencionados.

Os nomes e enderegos de pacientes portadores de leishmaniose, selecionados para este
estudo, foram obtidos nos registros do Posto de Satde de Cianorte, com a colaborag¢do do

dermatologista responsavel.
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A selegdo dos pacientes foi baseada em trés critérios, sendo eles: diagndstico clinico,
positividade para a intradermorreacdo de Montenegro € resposta positiva ao tratamento com
antimoniato de N-metilglucamina. Embora fosse ideal incluir o resultado das bidpsias das
lesGes cutdneas € ou mucosas, ndo havia naquela regido laboratdrio especializado para realizar
este tipo de analise.

O diagndstico clinico da forma cutdnea da leishmaniose foi baseado nos seguintes
critérios: aspecto clinico das lesdes, localizagdo das lesdes em dareas descobertas pelo
vestudrio, presenca de lesdes ulceradas de bordos elevados e eritematosos com aspecto e
moldura. O diagnéstico clinico da forma mucosa da doenga foi baseado na presenga isolada
ou associada dos seguintes critérios: presen¢a de eritema e infiltragdo da pirdmide nasal,
ulceragdes da mucosa nasal e/ou perfurag@o do septo cartilaginoso do nariz, presenga da lesdo
"nariz de anta" ou "nariz de tapir".

Para integrar o grupo controle foram escolhidos individuos residentes na mesma area
endémica e sujeitos as mesmas condigdes de exposi¢do ao vetor flebotomo que os referidos
pacientes. Foi realizada a intradermorreagdo de Montenegro em todos os controles.

A idade média dos pacientes com leishmaniose cutinea localizada foi de 36,0 + 14,4,
variando entre 10 e 65 anos; dos pacientes com leishmaniose mucocutinea foi de 43,2 + 17,2,
variando entre 8 ¢ 85 anos; e dos controles foi de 40,3 + 12,8, variando entre 15 e 77 anos.

A propor¢do sexual entre os pacientes afetados pela forma cutdnea de LTA, analisados
para antigenos HLA de classe I, foi de 14 mulheres (22,6%) e 48 homens (77,4%); nos
controles ¢ de 21 mulheres (21,7%) e 76 homens (78,4%). Dentre os individuos analisados
para classe II havia 13 mulheres (22,4%) ¢ 45 homens (77,6%) no grupo de pacientes € 16

mulheres (18,6%) e 70 homens (81,4%) nos controles.
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No grupo de pacientes afetados pela forma mucocutdnea de LTA, analisados para
antigenos HLA de classe I, havia 14 mulheres (38,9%) e 22 homens (61,1%) e nos controles
21 mulheres (21,9%) e 75 homens (78,1%). Dentre os individuos analisados para antigenos de
classe II havia 13 mulheres (36,1%) e 23 homens (63,9%) no grupo de pacientes e 16
mulheres (18,8%) e 69 homens (81,2%) nos controles.

A distribui¢do dos individuos quanto a composi¢do étnica, entre os grupos de

pacientes e respectivos controles estd demonstrada nas Tabelas de nimeros 2, 3,4, 5, 6, ¢ 7.
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Tabela 2. Distribui¢dio quanto a etnia em pacientes afetados por LTA e controles
analisados para HLA-A,B e C

Grupo étnico Pacientes Controles
N=93 % N=97 %
Branco 64 68,8 66 68,0
Mulato claro 15 16,1 17 17,5
Mulato médio 8 8,6 7 72
Mulato escuro 5 5,4 4 4,1
Negro 0 0 1 1,0
Branco x indio 1 1,1 2 2,1
Nio branco 29 31,2 31 32,0

Tabela 3. Distribui¢do quanto a etnia em pacientes afetados por LTA e controles
analisados para HLA-DR e DQ

Grupo étnico Pacientes Controles
N=89 % N=86 %
Branco 62 69,7 60 69,8
Mulato claro 14 15,7 14 16,3
Mulato médio 7 7,9 6 7,0
Mulato escuro 5 5,6 3 3,5
Negro 0 0 1 1,2
Branco x indio 1 1,1 2 2,3
Nio branco 27 30,3 26 30,2

Tabela 4. Distribuigdo quanto a etnia em pacientes afetados por LCL e controles analisados
para HLA-A,Be C

Grupo étnico Pacientes Controles
N=62 % N=97 %
Branco 42 67,7 66 68,0
Mulato claro 10 16,1 17 17,5
Mulato médio 7 11,3 7 7,2
Mulato escuro 2 3,2 4 4,1
Negro 1 1,6 1 1,0
Branco x indio 0 0 2 2,1

Néo branco 20 32,3 31 32,0
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Tabela 5. Distribuigio quanto & etnia em pacientes afetados por LCL e controles
analisados para HLA-DR e DQ

Grupo étnico Pacientes Controles
N=58 % N=86 %
Branco 39 67,2 60 69,8
Mulato claro 10 17,2 14 16,3
Mulato médio 6 10,3 6 7,0
Mulato escuro 2 3,5 3 3,5
Negro 1 1,7 1 1,2
Branco x indio 0 0 2 2,3
Naio branco 19 32,8 26 30,2

Tabela 6. Distribui¢do quanto a etnia em pacientes afetados por LMC e controles analisados

para HLA-A,BeC
Grupo étnico Pacientes Controles
N=36 % N=96 %

Branco 25 69,4 66 68,8
Mulato claro 6 16,7 17 17,7
Mulato médio 1 2.8 7 7,3
Mulato escuro 3 83 4 4,2
Negro 0 0 0 0
Branco x indio 1 2,8 2 2,1
N4o branco 11 30,6 30 31,3

Tabela 7. Distribuigdo quanto a etnia em pacientes afetados por LMC e controles analisados
para HLA-DR e DQ

Grupo étnico Pacientes Controles
N=36 % N=85 %
Branco 26 72,2 60 70,6
Mulato claro 5 13,9 14 16,5
Mulato médio 1 2,8 6 7,1
Mulato escuro 3 8,3 3 3,5
Negro 0 0 0 0
Branco x indio 1 2,8 2 2,4
Né&o branco 10 27,8 25 294
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