Sénia Maria Usé Ruiz Silva’
Claudia Peres Monteiro Carvalho?
Elaine Valim Camarinha Marcos®
Fabiana Covolo de Souza*

Somei Ura®

Ricardo Augusto Monteiro de
Barros Almeida®

ARTIGOS DE INVESTIGACAO CIENTIFICA

IDENTIFICACAO DOS ALELOS HLA

DE CLASSE | E CLASSE Il EM PACIENTES
CO-INFECTADOS COM HANSENIASE

E AIDS

Identification of HLA alleles class | and class Il in co-infected pa-
tients with leprosy and aids

RESUMO

O complexo HLA tem sido amplamente estudado, na
tentativa de elucidar os mecanismos que levam ao
direcionamento da forma clinica na hanseniase. Foram
observadas associacoes positivas dos alelos HLA-DR2 e
HLA-DR3, com a forma tuberculdide (HT) e do alelo HLA-
DQI1, com a forma virchoviana (HV). Em relacdo ao HIV os
alelos de classe |, HLA-B35 e HLA-Cw4 parecem estar mais
fortemente associados com a deterioragdo imunoldgica
e com a aceleracdo da progresséo para a aids e os alelos
HLA-AT, HLA-B8, HLA-B27, HLA-Cw/7 e os de classe I, HLA-
DR3 e HLA-DQ2 com a progressao lenta da doenca. Por
ndo haver nenhum dado na literatura descrevendo a
participacao dos alelos HLA em individuos co-infectados
com hanseniase e HIV, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a freqtiéncia dos alelos HLA de Classe |
ell (locus A, B, C, DR e DQ) em pacientes co-infectados,
atendidos no Instituto Lauro de Souza Lima de Bauru. Foi
possivel observar que a presenca de alelos descritos na li-
teratura como associados com répida progressao da aids
parece nao influenciar no espectro clinico da hanseniase.
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Embora a infeccao pelo HIV cause profundos danos no
sistema imune, ndo houve direcionamento para a forma
virchoviana multibacilar como se poderia esperar. Estu-
dos abrangendo maior casuistica devem ser conduzidos
para que os resultados sejam mais informativos uma vez
que a co-infeccdo HIV/M.leprae é um evento importante
em drea endémica para ambas as doencas.

Palavras-chave: HLA; hanseniase, aids; co-infec¢cdo hanse-
niase/aids

1 Sénia Maria Uso Ruiz Silva. Instituto Lauro de Souza Lima. Rodovia Comandante Jodo Ribeiro de Barros, km 225. Caixa Postal 3021. Bauru — SP.
CEP 17034-971 Fone (14) 3103-5858 — FAX (14) 3103-5914. soniauso@ils|.br
Mestre em Doencas Tropicais pela Faculdade de Medicina da UNESP- Botucatu. Pesquisador cientifico I, Instituto Lauro de Souza Lima, — Bauru

- Sao Paulo. soniauso@ils|.br

2 Biomédica aprimoranda da FUNDAP Instituto Lauro de Souza Lima — Bauru — Sao Paulo.claudiaesavio@yahoo.com.br

Mestre em Doencas Tropicais pela Faculdade de Medicina da UNESP - Botucatu. Pesquisador cientifico lll, Instituto Lauro de Souza Lima - Bauru
- S&o Paulo. emarcos@ilsl.br

4 Mestre em Ciéncias pela Coordenadoria de Controle de Doencas. Pesquisador cientifico Il, Instituto Lauro de Souza Lima - Bauru — S&o Paulo.

Hansen Int 2006; 31 (2): 29-34

fsouza@ilsl.br

Mestre em Doencas Tropicais pela Faculdade de Medicina da UNESP - Botucatu. Diretor da Divisdo de Pesquisa e Ensino e Pesquisador cientifi-
co V, Instituto Lauro de Souza Lima — Bauru — Sao Paulo.sura@ilsl.br

Mestre em Doencas Tropicais pela UNESP de Botucatu. Médico Infectologista da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu.ralmeida@fmb.
unesp.br

Hansenologia Internationalis | 29



ABSTRACT

In the attempt to elucidate the mechanisms that direct
to the clinical forms of leprosy, HLA complex has been
widely studied. Positive associations of the alelles were
observed for HLA-DR2 and HLA-DR3 with the tubercu-
loid form (HT) and alelle HLA-DQ1 with the lepromatous
form (HV). In relation to HIV, HLA-B35 and HLA-Cw4
class | alleles seem to be more strongly associated with
immunological deterioration and accelerated aids pro-
gression. Class | HLA-AT1, HLA-B8, HLA-B27, HLA-Cw7 and
class Il alleles, HLA-DR3 and HLA-DQ2 are associated
with long-term nonprogressive disease. Because no
literature data has described the participation of alelles
HLA in individuals co-infected with leprosy and HIV,
the present study aimed at evaluating in class | ( locus
A,B,C) and class Il (locus DR and DQ) HLA frequencies
in co-infected patients, attended at the Instituto Lauro
of Souza Lima, Bauru. It was possible to observe that
presence of alelles associated with fast progression of
aids did not influence the clinical spectrum of leprosy.
Although HIV infection intensively affects the immune
system, it seems not to lead to leprosy multibacillary
forms. Since co-infection HIV/M.leprae is an important
event in endemic areas for both diseases such as Brazil,
more patients should be evaluated in order to increase
the significant of these findings.

Key-words: HLA; leprosy; aids, co-infection leprosy/aids
INTRODUCAO

Desde o inicio da epidemia da aids causada pelo
virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), surgiu a
preocupacdo com o impacto que poderia haver na in-
teracao com o Mycobacterium leprae (M. leprae) em areas
endémicas para a hanseniase, no Brasil e alguns paises
da Africa. Por causar acentuada imunossupressao, a in-
feccdo pelo HIV, aumenta a suscetibilidade as infeccdes
oportunistas como a tuberculose, com progndéstico de
maior gravidade para ambas as doencas, diminuindo a
expectativa de vida dos pacientes'.

A infeccao pelo M. leprae e HIV tem aspecto cronico, e
a interacao entre essas doencas ainda nao é inteiramente
compreendida. Sabe-se que a incidéncia de hanseniase
nao é aumentada em pacientes infectados pelo HIVZ4,
Todas as formas clinicas da hanseniase tém sido descritas
em pacientes com aids, sugerindo que a imunodepressao
generalizada da aids nédo interfere na sua forma clinica._

Segundo Sampaio® a resposta granulomatosa ao M.
leprae no sitio da lesdo, encontra-se preservada em indi-
viduos HIV positivos ao contrario da tuberculose em que
o grau de imunodeficiéncia, associado com a diminuicdo
da contagem de linfécitos T CD4+, apresenta granuloma
pobremente formado no qual faltam linfécitos, células
epitelidides e gigantes, incapaz de conter o bacilo.
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HIV e M. leprae séo antigenos intracelulares que esti-
mulam o perfil Th1 e a resposta imune celular. Os linféci-
tos T reconhecem esses antigenos quando apresentados
juntamente com as moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (HLA) na superficie da célula apre-
sentadora de antigeno (APC), desencadeando a resposta
imune especifica®®. Muitos estudos tém sido realizados
na tentativa de associar HLA com diversas patologias.
Atualmente, mais de 40 doencas apresentam ligacoes
genéticas estabelecidas com o HLA™.

A capacidade de resposta que os individuos sauda-
veis e 0s doentes possuem em reconhecer 0s mesmos
antigenos pode ser determinada através de caracte-
risticas genéticas'. Acredita-se que a participacdo do
complexo HLA na hanseniase ocorra na modulacgdo da
forma e na manifestacdo clinica da doenca e nao na
suscetibilidade propriamente dita para a infeccao'!?.
As moléculas HLA em pacientes portadores de HIV
parecem estar mais fortemente associadas com a dete-
rioracdo imunoldgica, pela diminuicdo dos linfocitos T
CD4, do que com a manifestacao clinica da doenca.

Ambas sdo doencas infecciosas cronicas de longo
periodo de incubacao, dificultando um estudo pros-
pectivo caso-controle®,

Na hanseniase, 0 HLA tem sido amplamente estuda-
do, na tentativa de elucidar os mecanismos imunolégi-
cos envolvidos na manifestacao das diferentes formas
clinicas, uma vez que estas moléculas atuam de forma
direta na resposta imune através da apresentacdo do
peptideo antigénico para o linfocito T. Associacdes
positivas de HLA-DR2 e HLA-DR3 com hanseniase
tuberculdide (HT) e de HLA-DQT1, com hanseniase
virchoviana (HV) tém sido descritas em diferentes
populacées do mundo™".

Vérios estudos associam consistentemente as molé-
culas de classe I, HLA-B35 e HLA-Cw4 com a progresséao
rapida para a aids, enquanto as moléculas HLA-AT, HLA-
B8, HLA-B27, HLA-Cw/7 e as de classe I, HLA-DR3 e HLA-
DQ2 estdo associadas com a progresséo lenta'®?'.

Considerando que néo foi encontrado nenhum
estudo na literatura que evidenciasse a freqUéncia de
HLA em individuos co-infectados com hansenfase e HIV,
0 objetivo desse estudo foi identificar HLA de classe |
e Il (locus A, B, C, DR e DQ) neste grupo de pacientes,
pertencentes a popula¢do do estado de Sao Paulo, vi-
sando pesquisar possiveis associacoes HLA/hanseniase,
HLA/HIV, bem como HLA/hansenfase/HIV.

CASUISTICA E METODOS

Pacientes: foram estudados nove pacientes co-in-
fectados com hanseniase e HIV, atendidos no ambu-
latério de Dermatologia do Instituto Lauro de Souza
Lima de Bauru, no periodo de 1981 a 2006. A doenca
inicialmente diagnosticada foi aids em seis pacientes
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Tabela 1. Caracterizacdo dos pacientes pertencentes ao estudo, co-infectados com M. leprae/HIV, de acordo com os aspectos clinicos

e imunoldgicos apresentados.

Paciente ne | Idade/sexo Mitsuda Baciloscopia Diag. HIV/MH Eﬁm: Tratamento ((;/[:::ng) (cép%/ml) ((e(l?:;;;;) (cépcigj;ml)
1 37/M 2+ (10mm) negativo 2000/1999 HT PQT/PB 160 NR 196 56.145
2 44/M negativo 2+* 1989/1997 HD PQT/MB 347 110.000 730 < limite
3 43/F NR negativo 2003/1996 HD PQT/MB 490 3.287 484 1.709
4 10/M 2+ (8,5mm) 1+% 1996/2004 HT PQT/PB 485 133.324 900 < limite
5 40/M NR NR 2001/1998 HD PQT/MB 831 NR 875 <limite
6 53/M 3+(125mm)  negativo 2000/2001 HT PQT/PB 333 5400 686 <limite
7 32/F negativo 1+ 2000/2002 HV PQT/MB 278 80.116 237 805
8 38/F NR negativo® 2001/2005 HT PQT/PB 385 59.537 333 182.671
9 48/F negativo 1+ 1998/2002 HV PQT/MB 102 20.302 195 NR

* baciloscopia do histopatologico
PQT= poliquimioterapia; MB= multibacilar; PB= paucibacilar
NR= né&o realizado

# Contagem de linfécitos T CD4 e carga viral no momento do diagndstico de hansenfase.
## Contagem de linfécitos T CD4 e carga viral ao final do estudo (2006).

(66,7%) e hansenfase em trés (33,3%). Em relacao as
formas clinicas da hanseniase quatro pacientes eram
HT, dois HV e trés HD.

Aspectos éticos: todos os pacientes foram devida-
mente esclarecidos sobre os objetivos e procedimentos
da pesquisa e concordaram em participar assinando o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo
com a Resolucao 196 do Conselho Nacional de Saude.
O projeto foi aprovado pela Comissao Cientifica e pelo
Comité de Etica em Pesquisa do ILSL, sob o nimero
009/06.

Coleta de Sangue: foram coletados 5ml de sangue
venoso periférico em tubo de coleta a vacuo, comercial,
descartdvel, contendo anti-coagulante EDTA (4cido
etilenodiaminotetraacético) sendo observadas as con-
dutas padrao de antisepsia.

Extracdo de DNA: foi realizada pela técnica de Sal-
ting-ou?.

Tipificacdo de HLA: HLA classe | (-A, -B, -Cw) e classe
[I(-DR e -DQ), foram realizados pelo método de PCR-
SSP, utilizando-se kits comerciais de baixa resolucdo da
marca One-Lambda/USA.

RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo caracterizados os individuos co-
infectados quanto suas respectivas idades, sexo, ca-
racteristicas clinicas e imunoldgicas, determinadas no
momento do diagnodstico de hanseniase e no momento
da coleta de amostras. De modo geral houve queda
acentuada no numero de cépias do virus no decorrer
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do tempo desde o diagndstico de hansenfase até o
momento da coleta das amostras para a determinacao
do HLA. Houve um aumento na contagem de linfécitos
T CD4 (média de 515 células /mm?), embora os niveis
iniciais no momento do diagnostico de hanseniase nao
estivessem abaixo de 200 células/mm? (média = 379).
A Tabela 2 apresenta os alelos HLA de classe | (-A,
-B e -(C) identificados nos pacientes co-infectados
com hansenfase/HIV, destacando-se aqueles que na

Tabela 2. HLA de classe | determinados nos
infectados com hanseniase e HIV.

pacientes co-

) Forma HLA de classe |
Pacientes .

cinica | 'p | A | B | B |cw|cw
1 HT 17 24 8" 52 7t 15
2 HD 1 2 57 7 3
3 HD 2 2 61 42 4% 15
4 HT 2 36 51 53 2 4%
5 HD 2 74 50 53 2 7#
6 HT 2 2 18 51 7# 14
7 HV 2 68 62 15 3 4%
8 HT 2 3 3% 45 4# 16
9 HV 23 26 38 44 44 12

# alelos relacionados a lenta progressao da aids
# # alelos relacionados a rapida progressao da aids
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literatura, apresentam relacdo com hansenfase e HIV.
Observa-se a presenca de HLA-A1, HLA-B8, HLA-B57

Tabela 4. Frequéncia de HLA de classe | em 9 pacientes co-
infectados com hanseniase e HIV pertencentes ao

e HLA-Cw7, associados a baixa progressdo do HIV e estudo.
dos alelos HLA-B35 e HLA-Cw4 relacionados a rapida
progressio da doenca. HAA [ VA | % | HLA [VA | % | HA [ VA ] %
Na Tabela 3 estdo relacionados os alelos HLA de clas- Al 2 221 B2 0 0jwl 0 O
se Il (-DR e -DQ) identificados nos nove pacientes co- A2 9 100] B27 0 0] Gw2 2 22
infectados com hanseniase/HIV, destacando-se aqueles A3 0 O B3 0 O] Cw3 2 22
que na literatura, apresentam relacdo com hanseniase A0 0] B 0 O] Cw4 5 55
e HIV. Observa-se a presenca do alelo HLA-DR16, subdi- A0 0 0 | B3816 1 1] Cws 0
visdo do HLA-DR2 e do alelo HLA-DR17, subdivisdo do A1 0 0|B3916 0 ol cwe 0
HLA-DR3, ambos associados com HT. Nota-se ainda a A9 0 ol Bao 1 11 cw7 4 44
presenca do alelp HLA-DQ5, ,subdivi.séo do HLA-DQT, 2039 1 1| o 0 ol cws o
que §egundo a literatura estd associado com HV. Em o1 1 P ] om0
relacdo ao HIV observa-se a presenca dos alelos HLA-
DQ2 e HLA-DR17 (-DR3), ambos relacionados a lenta A210 0 0]B4412 1 1] Cwio 0
progressdo da aids. A2610 1 11 |B4512 1 11| Cwi2 1 M
Foi determinada a freqtiéncia dos alelos HLA-A, -B e -C A28 0 0| B4 O 0] Cwi4 1 1
dos pacientes co-infectados com hanseniase/HIV (Tabela A2919 0 0| B47 0 olCwis 2 22
A3019 O 0 B48 0 0| Cwl6 1 1
Tabela 3. HLA de classe Il determinados nos pacientes co- A3TT9 O 0|B4%21 O 0 | Cwi7
infectados com hanseniase e HIV. A3219 0 0 | B5021 1 11| Cwi18
A3319 0 0| B515 2 22
) Forma HLA de classe Il A3410 0 0 | B525 1 11
Pacientes | dinica | pg [ or | ba | oo A6 1 11| B3 2 2
A43 0 0| B5422 0
1 HT 4 17%4 2¢ 8
A6610 O B5522 0
2 HD 4 ! 8 ? 76828 1 11 |BS622 0
3 HD 1 16* 57 A6928 0 0[B5717 1 1
4 HT 1 7 2 ¥ A7419 1 11 | B5817 0
5 HD 7 1er o g B6040 0
B5 0 0 | B6140 1 11
6 HT 4 8 4 8
B7 0 0 | B6215 1 1
/ v oo~ / B8 1 11|B6315 0 0
8 HT 1 12 5% 7 B12 0 0|B6414 0 0
9 HV 4 7 ot 8 B13 0 0 |B6514 0 0
B14 0 0 B70 0 0
loco DR - alelo16 (HLA-DR2) / alelo 17 (HLA-DR3) Bl 2 22183 0 O
loco DQ - alelo 5 (HLA-DQ1) Ble 0 0]B/515 0 0
# alelos relacionados a lenta progressao da aids B17 0 B7615 0 0
*alelos relacionados a forma HT B18 1 1 BY1 0 0
** alelos relacionados a forma HV B2 0 0

4) e a frequiéncia dos alelos HLA-DR e - DQ dos pacientes
co-infectados com hanseniase/HIV (Tabela 5).
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Tabela 5. FreqUéncia de HLA de classe Il (DR e DQ) em 9
pacientes co-infectados com hansenfase e HIV
pertencentes ao estudo.

HLA VA %
DR1 3 33
DR2 33
DR3 1 1
DR4 44
DR5
DR6
DR7
DR8
DR9
DR10
DR115
DR125
DR136
DR146
DR152
DR162
DQ1
DQ2
DQ3
DQ4
DQ5
DQ6

w

Lo |o |~

55

—

OO | O

—

33
44
55
77

N[~ |lwWlO|O|O

—

o

VA= valor absoluto

DISCUSSAO

Considerando que a co-infeccao HIV/M.leprae é um
evento importante em drea endémica para ambas as
doencas no Brasil, o principal objetivo deste estudo foi
identificar os alelos HLA de classe | (-A, -B e -Cw) e de
classe Il (-DR e -DQ), bem como as associacdes HLA/han-
senfase, HLA/HIV, e HLA/hansenfase/HIV.

Comrelagdo a associagao HLA/hanseniase, dos quatro
pacientes HT, um apresentou o alelo HLA-DR3, concor-
dando com os dados de literatura.

Dos trés pacientes HD, dois apresentaram simulta-
neamente alelos relacionados as formas HT (DR2) e HV
(DQT). Nenhum dos dois pacientes HV apresentou o
alelo HLA-DQL.

Como resultado da associacdo HLA/HIV, quatro pa-
cientes apresentaram alelos HLA envolvidos com a lenta
progressdo da aids (HLA-AT, -B8, -B57 e -Cw7) e cinco
pacientes apresentaram os alelos HLA-B35 e HLA-Cw4,
relacionados a sua alta progressao'®”. Destes, todos
apresentaram o alelo HLA-Cw4.

A presenca dos alelos HLA-B35 e HLA-Cw4, na casu-
fstica estudada, que poderiam predispor a uma rapida

Hansen Int 2006; 31 (2): 29-34

progressao para a aids'®, parece ndo ter influenciado na
forma clinica da hanseniase, uma vez que dos cinco pa-
cientes que apresentaram esses alelos, dois manifesta-
ram HT, mais responsiva sob 0s aspectos imunoldgicos,
inclusive um deles apresentou ambos os alelos. Um pa-
ciente apresentou HD e dois HV, ndo havendo portanto,
predominancia da forma multibacilar como se poderia
esperar em pacientes infectados pelo virus HIV.

Do mesmo modo os pacientes que apresentaram
alta carga viral, que poderia definir uma maior imunos-
supressao pela queda de perfil Th1, desenvolveram a
forma HT caracterizada por forte resposta imune celular
ao bacilo.

Embora com alta carga viral o paciente 1 apresentou
reacao de Mitsuda fortemente positiva, demonstrando
sua capacidade de resposta imune celular especifica
ao M. leprae. O paciente 7, diagnosticado como HY,
inicialmente com carga viral muito alta (80.116 copias/
ml) apresentou, no decorrer do tratamento, queda
acentuada para 805 copias/ml sem que houvesse
alteracao de sua forma clinica, concordando com da-
dos da literatura. Em relacdo aos linfocitos T CD4 foi
observado que nos pacientes HT a contagem variou
de 160 a 485 células/mm? no momento de diagndstico
da hanseniase, enquanto nos HV, variou de 102 a 278
células/mm? mostrando que os valores de T CD4 abaixo
de 200 células /mm3 nao influenciaram na forma clinica
da hansenfase.

No presente estudo, observamos maior relacao dos
alelos HLA/HIV do que em relacao a HLA/hanseniase
nos pacientes co-infectados.

Apesar dos profundos efeitos da infeccdo pelo HIV
no sistema imune, varios estudos demonstraram nao
influenciar no espectro clinico da hansenfase em pa-
cientes co-infectados, fato que pudemos observar na
casufstica estudada’®?".

O longo periodo de incubagdo da hansenfase e do
HIV torna dificil o estudo prognoéstico de coorte, e em-
bora a casuistica seja pequena é importante salientar
que o estudo abrangeu o perfodo de janeiro de 1981 a
novembro de 2006, tendo sido realizado em um centro
de referéncia para hanseniase. N&o existem parametros
para a discussdo dos resultados devido a auséncia de
dados na literatura sobre a influéncia do HLA na co-
infeccdo hansenfase/HIV até o momento.

Novos estudos abrangendo maior casuistica devem
ser conduzidos para que se possa discutir estatistica-
mente os resultados obtidos tornando-os mais eluci-
dativos.
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