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RESUMO

A proposta deste estudo foi identificar os alelos que
codificam o HLA-DQ1 envolvidos na auséncia de res-
posta imune celular em 60 pacientes hansenianos (50LL
e 10BL) Mitsuda negativos. Os resultados obtidos mos-
traram a presenca do alelo HLA-DQB1*0501 em 48.30%
dos pacientes, sequido do HLA-DQOB1*0602 em 31.66%,
ambos subtipos do fendtipo HLA-DQB1*01. Apesar do
predominio destes alelos, ndo se pode afirmar que eles
sejam 0s responsaveis pela auséncia de resposta ao tes-
te de Mitsuda. Sugerimos mais estudos neste segmen-
to para a confirmacéo dos resultados.

Palavras-chaves: Hansenfase. HLA. Antigeno de Mitsu-
da. Mycobacterium leprae.

INTRODUCAO

A hanseniase se manifesta em diferentes formas
clinicas, as quais expressam o grau de imunidade ce-
lular especifica do hospedeiro contra o Mycobacteruim
leprae, agente etioldgico da doenca'. Esta variacédo na
resposta imune pode ser avaliada através do teste intra-
dérmico de Mitsuda, oficialmente aceito como critério
de classificacdo e progndstico da doencga?™.

Segundo a classificacdo proposta por Ridley & Jo-
pling’, pacientes tuberculdides (TT) sdo definidos como
Mitsuda positivos; virchovianos (LL), como Mitsuda ne-
gativos. Os grupos interpolares — dimorfo-tuberculéide
(BT), dimorfo-dimorfo (BB), dimorfo-virchoviano (BL) —
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apresentam reagoes varidveis de acordo com o grau de
imunidade do paciente®.

A partir de 1982, a OMS” estabeleceu uma classifi-
cacao adequada a poliquimioterapia (PQT), na qual as
formas clinicas foram divididas em paucibacilares (PB),
nos casos com até cinco lesdes cutaneas, e multibaci-
lares (MB), com mais de cinco®. Sob o ponto de vista
operacional, portanto, os PB passaram a abranger pa-
cientes com as formas TT e BT — Mitsuda positivos —
enguanto os pacientes MB englobariam as formas LL,
BB e BL — Mitsuda negativos ou fracamente positivos.

A reacao de Mitsuda positiva pode ser encontrada
na grande maioria dos contatos de pacientes doentes
e em individuos que nunca foram expostos ao M. le-
prae*®.

Para explicar a influéncia genética da resposta ao
antigeno de Mitsuda, Rotberg, em 1937'° sugeriu a
existéncia de um fator natural de resisténcia a hanse-
niase. Segundo o autor, noventa por cento (90%) da
populacdo demonstraria resisténcia a infeccdo pelo
M. leprae e somente dez por cento (10%) dos individu-
0s seriam geneticamente incapazes de montar uma
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resposta imunologica ao bacilo, razédo pelo qual se-
riam, permanentemente, Mitsuda negativos.

Os mecanismos imunoldgicos envolvidos na res-
posta celular dos pacientes Mitsuda negativos ainda
permanecem obscuros, todavia estudos revelam que
essa anergia é especifica ao M. leprae, permanecendo
inalterada ou levemente diminuida em relacdo a outros
antigenos' 1212,

O complexo de histocompatibilidade principal (HLA),
codificado no braco curto do cromossomo 6 (6p.21.3),
¢ o responsavel pela apresentacdo antigénica do ma-
créfago ao linfocito T, desencadeando a resposta imu-
ne especifica’. Extrernamente polimorfico, origina uma
grande variedade de respostas, as quais variam de um
individuo para o outro, tornando este complexo um
grande atrativo para estudos de doencas.

Devido a dicotomia imunoldgica entre o hospedeiro e
o Mycobacterium leprae e a variedade de respostas imu-
noldgicas originadas, estudos™ %7 tém sugerido que a
participacdo do HLA ocorra na modulacdo e na manifes-
tacdo das diferentes formas clinicas da hanseniase e ndo
na suscetibilidade para a infeccédo propriamente dita.

A frequéncia dos antigenos e dos hapldtipos HLA va-
ria consideravelmente entre os diferentes grupos étni-
cos. Existem ainda diferencas nas freqtiéncias, quando
se consideram diferentes populacdes em um mesmo
grupo racial'®,

Na hanseniase, o complexo HLA comecou a ser estu-
dado na tentativa de elucidar os mecanismos de susce-
tibilidade ou de resisténcia para a doenca, devido a sua
participacao na resposta imune. Associacoes positivas
entre TT e alelos HLA-DR2, HLA-DR3 e entre LL e 0 alelo
HLA-DQ1 - subtipos DQB1*05 e DQB1*06 — tém sido
descritas em diferentes popula¢des do mundo 0%,

Como a reacdo de Mitsuda positiva indica presenca
de resposta imune celular especifica ao bacilo, direcio-
nando a manifestacdo clinica da doenca para a forma
TT e a reacdo negativa, para a forma LL, da mesma for-
ma, os alelos HLA-DR2, HLA-DR3 e o alelo HLA-DQI
também sugerem, respectivamente, progndstico da
doenca paraaforma TT ou LL.

Dessa forma, Souza e cols® analisaram a concordan-
Cia entre os resultados da reacao de Mitsuda, compara-
dos aos alelos HLA de classe Il (loci DRB1* e DQB1*) nas
diferentes formas clinicas da hanseniase.

Os resultados obtidos nao revelaram associagao en-
tre reacdo de Mitsuda, alelos HLA e as formas clinicas
TT, BB e LL; no entanto, quando os pacientes foram se-
lecionados de acordo com a resposta ao teste de Mitsu-
da, independentemente da forma clinica que manifes-
taram, associagcao significativa foi encontrada entre os
Mitsuda negativos e HLA-DQ1 (p=0,002).

O fendtipo HLA-DQ1 é constituido pelos subtipos
HLA-DQB1*05 e HLA-DQB1*06 e estes sdo codificados
por diferentes alelos. Até 0 momento estdo descritos 44
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gendtipos diferentes que codificam o mesmo fendtipo®.

Considerados estes achados, teve o presente estudo
0 propodsito de identificar os alelos HLA-DQ1 em alta
resolucdo e suas respectivas frequéncias no mesmo
grupo de pacientes do estudo supracitado, visando
verificar a distribuicao destes alelos naquela populacdo
especifica.

MATERIAL E METODOS

Casuistica: Participaram do estudo 60 pacientes han-
senianos caucasoides, ndo aparentados, da regido de
Bauru (interior do Estado de Séo Paulo), classificados de
acordo com os critérios estabelecidos pela OMS’ como
multibacilares, Mitsuda negativos e portadores do HLA-
-DQ1, diagnosticados no Servico de Dermatologia do
Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL) de Bauru-SP.

Aspectos éticos: Todos os participantes foram infor-
mados sobre o propoésito do estudo e somente parti-
Ciparam aqueles que concordaram, assinando o termo
de consentimento livre e esclarecido, de acordo com a
resolucao 196 do Conselho Nacional de Saude. O pro-
jeto foi aprovado pela Comissao Cientifica e Comité de
Ftica em Pesquisa do ILSL, sob parecer ne 040/2007.

Tipificacao do alelo HLA-DQ1: HLA de classe Il 16-
cus DQB1* (DQB1* 02:01/02:02/03:01/03:02/03:03/03:08/
04:02/05:01/05:02/05:03/06:01/06:02/06:03/ 06:04/06:09)
foi realizada através da extracao de DNA a partir de
sangue venoso periférico pela técnica de Salting out” e
pelo método de PCR-SSP, alta resolucao, utilizando-se
o kit Micro SSP™ Allele Specific HLA Class Il DNA Typing
Tray-DQOBI, da marca One-Lambda/USA.

Analise Estatistica: A frequéncia dos alelos foi obtida
através da contagem direta. A andlise da distribuicao
das frequéncias dos gendtipos foi avaliada através do
software Arlequin, versao 3.1%.

RESULTADOS
A distribuicdo da frequéncia dos alelos HLA-DQB1*
esta descrita na Tabela 1.
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Tabela 1 Distribuicdo das frequéncias dos alelos encontrados
nos 60 pacientes hansenianos HLA-DQB1*01 positivo
e reacdo de Mitsuda negativos.
HLA-DQB1* | Numero do antigeno | Frequéncia (%)
02:01 6 10,00
02:02 7 11,67
03:01 16 26,67
03:02 2 3,33
03:03 5 8,33
03:08 1 1,67
04:02 4 6,67
05:01 29 48,33
05:02 9 15,00
05:03 2 3,33
06:01 3 5,00
06:02 19 31,66
06:03 7 11,67
06:04 4 6,67
06:09 6 10,00

Na Tabela 2 estdo apresentadas as frequéncias dos
alelos HLA-DQB1*05 e HLA-DOB1*06. O alelo mais fre-
quente encontrado na amostra estudada foi o HLA-
-DQOB1*05:01(48.30%), seguido do HLA-DOB1*06:02
(31,66%). Ambos os alelos sdo subtipos do fendtipo
HLA-DQB1*01, conforme o esperado. As frequéncias de
distribuicao dos gendtipos encontrados estao em equi-
librio de Hardy-Weinberg.

Tabela2 Frequéncia dos alelos HLA-DQB1*05:01 e HLA-
-DQB1*06:02 nos 60 pacientes hansenianos Mitsuda

negativos.

HLA-DQB1* | Numero do antigeno | Frequéncia (%)
05:01 29 48,33
06:02 19 31,66

DISCUSSAO

Considerando que antigenos iguais sao reconheci-
dos tanto por individuos doentes quanto por individu-
0s que nunca irdo adoecer e que existem diferencas na
resposta desses individuos aos mesmos antigenos, é
possivel inferir-se que o peptideo antigénico apresenta-
do pela molécula HLA seja o responsavel pela auséncia
de imunidade celular em pacientes Mitsuda negativos?.

Embora a literatura descreva associacdo do HLA-
-DQB1*01 como fator de predisposicdo a forma LL da
doenca, Souza e cols em trabalho anterior observaram,
na amostra estudada, que a associacdo ocorre com 0s
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pacientes MB (LL/BL), com reacdo de Mitsuda negati-
va, 0 que sugere que esta associacao esteja relacionada
com areacdo de Mitsuda e ndo com a forma clinica pro-
priamente dita.

O presente estudo obedece ao modelo genético-
-epidemioldgico descritivo; através dele foram iden-
tificados os gendtipos do grupo alélico HLA-DQB1*01
(HLA-DQB1*05 e HLA-DQB1*06) em 60 pacientes han-
senianos MB e reacao de Mitsuda negativa.

Atualmente sdo descritos pelo Comité de Nomencla-
tura para fatores do sistema HLA, cinco (5) alelos distintos
que codificam o DQB1*05 (05:01/05:02/05:03/05:04/05:05)
e trinta e trés (39) alelos distintos que codificam o
DOB1*06 (06:01-06:39)°. Na amostra estudada foram
identificados trés (3) alelos DOB1*05 (05:01/05:02/05:03) e
cinco (5) alelos DQB1*06 (06:01/06:02/06:03/06:04/06:09).

Dos alelos identificados, os mais frequentes foram
HLA-DQB1*05:01(48.30%) e HLA-DQB1*06:02 (31,66%),
conforme esperado, uma vez que a amostra era consti-
tuida por pacientes HLA-DQB1*01 positivo (DQB1*05 e
DQB1*06).

A distribuicdo das frequéncias alélicas encontra-se
em equilibrio na populacao, visto através da andlise de
Hardy-Weiberg, comportando-se de maneira analoga
aos dados publicados em populacdo caucasiana do su-
deste do Brasil®.

Apesar do predominio dos alelos HLA-DQB1*05:01 e
HLA-DQB1*06:02, ndo se pode afirmar que eles sejam
os alelos responsaveis pela auséncia de resposta ao tes-
te de Mitsuda e, consequentemente, ao direcionamen-
to para o espectro multibacilar da hanseniase.

Todavia, evidenciaram-se as frequéncias dos alelos
(gendtipos) HLA-DQOB1*01 que predominam nos pa-
cientes hansenianos multibacilares da regido geografi-
ca de Bauru, no interior do Estado de Séo Paulo. A in-
formacao do perfil polimoérfico do HLA nas diferentes
populacdes contribui significativamente para o melhor
entendimento do curso natural das infeccoes e, por
consequéncia, direciona as formas de intervencdo na
prevencao e no tratamento das doencas.

Sendo assim, estudos neste segmento devem ser
realizados, com o objetivo de replicar e confirmar os re-
sultados obtidos.
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