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A susceptibilidade e o0 comportamento clinico da Hanseniase ndo séo
influenciados pelo polimorfismo de nucleotideo Unico dos genes TNF-a (-308
G/A) e CXCL12 (-801 G/A)

Introducédo

A hanseniase ¢ uma doenga infecciosa causada pelo parasita intracelular obrigatério Mycobacterium leprae que
apresenta predilecdo em parasitar células cutaneas e nervos periféricos. A doenca manifesta-se com alteragdes
dermatolégicas, neuroldgicas e deformantes. O tratamento adequado da hanseniase compreende abordagem
quimioterapica especifica para prevencdo de incapacidades fisicas e psicossociais (Scollard et al., 2006; Singh e Cole,
2011). No entanto, a doenga representa um grande desafio para a saude publica devido a complexidade de sua patogenia
que pode determinar diferencas quanto ao comportamento clinico da doenca e resposta ao tratamento dos individuos
acometidos pela hanseniase. Alteracfes genéticas associadas a Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) em citocinas
e outros genes associados a resposta imune podem desempenhar um papel importante na susceptibilidade dos individuos
e na evolucdo clinica de doengas infecciosas (Mira, 2006; Alter et al., 2011; Rodrigues e Lockwood, 2011).

No presente estudo, foi investigada a distribuicdo polimoérfica das variantes (-308G/A) do gene TNF-a e da variante
polimérfica (-801G/A) do gene CXCL12 em amostras de individuos assintomaticos, individuos com hanseniase e
individuos contatos domiciliares. Além disso, foi investigada a associacao desses polimorfismos em relagéo aos aspectos
clinicos da doenca.

Material e métodos

A. Aspectos éticos

O presente estudo foi avaliado e aprovado pelo comité de ética em Pesquisa da Unimontes/CEP-1114/2008.
B. Desenho do estudo e obtencéo dos dados.

Trata-se de um estudo caso-controle. Foi realizado um levantamento de informac@es socio demogréaficas e clinicas em
uma populacdo hiperéndemica para hanseniase na regido do vale do Jequitinhonha e Mucuri-MG. As informagdes sécio-
demogréficas e clinicas foram coletadas a partir de um banco de dados de saide publica do Sistema de Informacédo de
Agravos de Notificacdo (SINAM). O estudo analisou amostras de controles saudaveis (n = 52), contatos domiciliares (n
= 42) e individuos com hanseniase (n = 47).

C. Analise dos polimorfismos genéticos.

Os polimorfismos dos genes TNF-a (-308 G/A) e CXCL12 (-801 G/A) foram avaliados pela técnica RFLP
(Polimorfismo de comprimento de fragmento de restri¢do). Foi realizada a coleta de células a partir de raspagens da
mucosa bucal e lingua dos individuos. A extracdo de DNA foi efetuada seguindo protocolo padrdo. A amplificacdo dos
genes TNF-a e CXCL12 foram realizadas utilizando primers especificos por meio de Reagdo em Cadeia de Polimerase
(PCR) utilizando um termociclador (Gradiente da Eppendorf Mastercycler). Os produtos da amplificacdo da PCR foram
submetidos a digestdo por enzimas especificas (New England Biolabs®) para verificar a presenca do polimorfismo nos
genes TNF-a e CXCL12. Em seguida, foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida (6,5%) e coloracdo pelo
nitrato de prata.

D. Andlise Estatistica

Os dados foram analisados por meio de teste estatistico de regressdo logistica univariada. As comparac¢es foram
consideradas significativas se p valor for menor que 0.05 (p < 0.05). Todos os procedimentos estatisticos foram feitos
no programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 20.0 para Windows.
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Resultados e discussao

Os resultados desse estudo ndo apresentaram nenhuma associacdo significativa entre as variaveis clinicas da
hanseniase, genétipos alélicos e genotipicos do TNF-a (-308G/A) e CXCL12 (-801G/A). No entanto, observou-se uma
tendéncia entre a presenca de alelo G para o gene TNF-a (-308G/A) e a positividade da carga bacteriana (OR = 0,460, p
= 0,083) (Tabela 1). Quanto ao CXCL12 (801G/A), ndo houve tendéncia significativa de associacdo entre as variaveis
clinicas investigadas no estudo (Tabela 2). Em relacdo aos fatores genéticos, algumas variantes polimérficas como (-
308G/A) TNF-a e (-801G/A) CXCL12 tém sido apontadas como os moduladores importantes da susceptibilidade sobre
aspectos clinicos de Hanseniase (Pacheco e Moraes, 2009; Prado Montes De Oca, 2011). Notavelmente, alguns estudos
relataram a presenga de associa¢des de polimorfismos de nucleotideos Gnicos na regido promotora do TNF-a (-308G/A)
e susceptibilidade ao M. leprae em diferentes populagdes (Santos et al., 2000). Por outro lado, alguns estudos tém
demonstrado a participacdo do polimorfismo do gene CXCL12 (-801G/A) em modular a susceptibilidade a
imunodeficiéncia humana do tipo 1 do virus (HIV-1) (Klein e Rubin, 2004; Kaslow et al., 2005). Nesse trabalho, os
individuos com hanseniase que apresentaram a variante genotipica AA do gene CXCL12 (801G/A) apresentaram lesdes
mais agressivas durante a infeccdo M. leprae devido a perturbacGes nas vias moleculares responsaveis pela atracdo de
fagécitos mononucleares e outras células do sistema imunoldgico para a pele afetada. Este estudo sugere que as
diferentes frequéncias alélicas e genotipicas dos genes TNF-o. (-308G/A) e CXCL12 (801G/A) parecem nado contribuir
para a susceptibilidade & infeccdo pela bactéria M. leprae como também as manifestagdes clinicas da doenca. S&o
necessarios mais estudos moleculares para compreensao da etiopatogénese e comportamento clinico da hanseniase.

Concluséo

Os nossos dados sugerem que o polimorfismo dos genes TNF-a (-308G/A) e CXCL12 (-801G/A) parecem nao
contribuir para a susceptibilidade e agressividade clinica da hanseniase.
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Tabela 1. Associagdes entre variaveis clinicas e morfoldgicas e os achados moleculares do polimorfismo do gene TNF-a (-308G/A).

(G308A) TNF-o SNP

Variaveis Genétipos Portador Alelo A
GG GA AA OR 1C95% p GG AA/IAG OR 1C95% p
OMS classificagéo clinica
Paucibacilar (n=15) 7 6 2 Referéncia 7 8 Referéncia
Multibacilar (n=32) 14 14 4 1.079 0.330- 0900 14 18 1.125 0.328-  0.549
3.529 3.855
OMS classificagdo incapacidade

Ausente (n=18) 9 8 1  Referéncia 9 9 Referéncia

Presente (n=29) 12 12 05 1.653 0.559- 0.364 12 17 1.417 0.434- 0.391
4.887 4.625

Carga bacteriana

Negativa (n=25) 9 11 5  Referéncia 9 16 Referéncia

Positiva (n=32) 12 9 1 0.402 0.134- 0103 12 10 0.469 0.145-  0.163
1.203 1.512

LesBes Cutaneas

Nenhuma (n=5) 3 2 0  Referéncia 3 2 Referéncia

<5 lesdes (n=28) 13 10 5 2.187 0.389- 0375 13 15 1.731 0.249-  0.617
12.307 12.011

>5 lesdes (n=14) 5 8 1 2.434 0.423- 0319 5 9 2.700 0.332-  0.353
14.013 21.977

Tabela 2. Associagdes entre varidveis clinicas e morfoldgicas e os achados moleculares do polimorfismo do gene CXCL12 (801G/A).

(GB018A) CXCL12 SNP

Variaveis Genétipos Portador Alelo A
GG GA AA OR 1C95% p GG AA/AG OR 1C95% p
OMS classificagdo clinica
Paucibacilar (n=13) 4 7 4  Referéncia 4 11 Referéncia
Multibacilar (n=32) 0.230- 0.234-
9 17 6 0.778 2 627 0.685 9 23 0.929 3693 0.604
OMS classificagdo de incapacidade
Ausente (n=18) 6 9 3 Referéncia 6 12 Referéncia
Presente (n=29) 0.514- 0.429-
7 15 7 1.579 4851 0.425 7 22 1571 5 752 0.360
Carga Bacteriana
Negativa (n=25) 6 12 7  Referéncia 6 19 Referéncia
Positiva (n=22) 0.184- 0.187-
7 12 3 0.549 1638 0.282 7 15 0.677 2442 0.392
Les6es Cutaneas
Nenhuma (n=5) 3 0 2 Referéncia 3 2 Referéncia
<5 lesdo (n=28) 0.071- 0.619-
7 14 7 2.245 70.861 0.646 7 21 4.500 32 695 0.137
>5 lesBes (n=14) 3 10 1 1501 992 5990 3 11 5500 081 108

48.372 49.535




