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Polimorfismo do gene humano NRAMP1, niveis de
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RESUMO

O gene humano de resisténcia natural que codifica uma proteina detectada no macréfago — NRAMP1 parece estar
envolvido com a influéncia no padrédo de resposta imune & infeccdo por Mycobacterium leprae. Foi avaliada a
associacdo do polimorfismo deste gene (3'UTR ins/del CAAA) com a hanseniase per se e com os tipos da doenca,
também relacionada com os niveis de anticorpos anti-PGL-1, representando o padrdo de resposta imune humoral
(tipo TH2) na populacédo estudada. Um total de 122 pacientes com hanseniase e 110 ndo doentes, procedentes de
municipios endémicos do Estado do Pard, Brasil, foram genotipados para este polimorfismo e analisados segundo os
niveis de anticorpos anti-PGL-1 desta micobactéria. Observou-se associacdo com a hanseniase per se (p = 0,0087), e
o polimorfismo da regid@o 3' ndo traduzida do gene NRAMPT com insercéo/delecéo de quatro pares de bases (CAAA)
foi fortemente associado com a forma multibacilar (p = 0,025) comparada ao grupo de contatos néo consanguineos.
Heterozigotos e portadores do alelo com a delecéo (159 pb) foram mais frequentes entre os casos multibacilares do que
nos paucibacilares. Os haplétipos do gene NRAMP1 avaliados neste estudo parecem exercer influéncia importante na
apresentacdo clinica da hanseniase, determinada também pela positividade ao antigeno PGL-1 do M. leprae, expressdo
da resposta imune humoral na hanseniase.
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INTRODUCAO A hanseniase ainda representa problema de satde
puUblica no mundo, com notificacdo de 219.075 casos
novos em 105 paises, em 2012, dos quais 127.295

detectados na india, seguida do Brasil, com 33.955 e
da Indonésia, com 20.023".

Hanseniase ¢ doenca infecciosa crénica, causada
pelo bacilo de Hansen, descoberto em 1983, no século
XIX. O bacilo possui tropismo por pele, anexos cutGneos
e, principalmente, para terminacdes nervosas da pele e

nervos periféricos, o que pode acarretar aos portadores Desde 1997 foi priorizado, como indicador
da doenca incapacidades fisicas irreversiveis quando o epidemiolégico para monitoramento da endemia no
diagnéstico ¢ tardio. Brasil, o coeficiente de deteccdo de casos novos em

menores de 15 anos de idade, jd@ que ele identifica
focos de transmisséo ativa da doenca. Essa definicéo
foi recomendada pela Organizacdo Mundial da Satde
a partir de reunido ocorrida em Nova Deli (india), em

2009'.

Correspondéncia / Correspondence / Correspondencia: No ano de 2011, observou-se redugdo dos
Maria do Perpétuo Socorro Amador Silvestre coeficientes de deteccGo em menores de 15 anos
Insfituto Evandro Chagas ' o de idade e na populacdo em geral do Brasil, porém
Rodovia BR 316, km 7, s/n. Bairro: Levilandia ainda com taxas elevadas nas Regides Norte, Nordeste
CEP: 67030-000  Ananindeua-Pard-Brasil o

Tel.: + 55 (91) 3214-2121 e Centro-Oeste. Nesse mesmo ano, o coeficiente de
E-mail: socorroamador@iec.pa.gov.br deteccéo no Brasil, para cada 100.000 habitantes, foi
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de 17,6. O Estado do Pard é considerado o primeiro
do Brasil em nUmero absoluto de casos, tendo
apresentado, em 2012, segundo informacées da
Coordenacéo Estadual do Programa de Controle da
Hanseniase — PCH/SINAN-Net, 4.076 casos novos, com
coeficiente de deteccdo de 7.431/100.000 habitantes
e prevaléncia de 5.212 casos, com taxa de 7.01 para

cada 10.000 habitantes'2.

A descoberta de instrumentos diagndésticos capazes
de detectar infeccdo por Mycobacterium leprae antes
das manifestacdes clinicas ¢ uma meta importante
para os paises endémicos em hansenfase, objetivando
o diagnéstico precoce e prevencdo das incapacidades
fisicas®*.

O diagnéstico e a classificacdo dos casos de
hanseniase, realizados no campo ou na rede bdsica
dos servicos de salde, é feito basicamente por
meio de dados clinicos, bacteriolégicos, por meio
da baciloscopia do esfregaco cutdneo e, as vezes,
histopatolégicos, quando estes métodos encontram-se
acessiveis.

Néao hd disponivel, no campo ou nos servicos de
salde, teste laboratorial sensivel e especifico que possa
detectar infeccGo assintomdtica pelo M. leprae ou,
ainda, predizer risco de adoecimento por formas graves
da hanseniase e monitorar a evolugdo do estdgio, de
infectado para infeccioso, ou seja, para doenca em

atividade clinica®4°:67.8921011

Estudos para andlise da contribuicGo do fator
genético na manutencdo da endemia hansénica em
algumas dreas do mundo, tém sido desenvolvidos e a
utilizacGo de marcadores genéticos moleculares foram
empregados até o momento, nGo sé para determinacdo
da influéncia do componente genético na hansenfase
per se, mas também no padrdo de resposta imune
do hospedeiro & infeccdo, bem como o complexo
mecanismo de efeitos pleitrépicos dos genes candidatos
polimérficos, presentes na populacdo de individuos
infectados e com doenca clinica instalada'131415,

A NRAMP1  (resisténcia natural associada &
proteina macrofégica) define uma familia de proteinas
extremamente  conservada  durante a  evolucédo,
distribuida em grupos evolutivos que variom da bactéria
ao homem, sugerindo participacdo fundamental em
todos os organismos vivos'®'7:18,

O gene NRAMP1 localiza-se no cromossomo 2,
na regido g35, e contém uma fita com 15 éxons e
extensdo perfazendo tamanho de aproximadamente
14 kb'”2°. Em camundongos, uma mutagéo recessiva
no gene NRAMPT1, causando a substituicdo de glicina
por Gcido aspdrtico na posicdo 169 do quarto dominio
transmembrénico, resulta em suscetibilidade a alguns
patégenos intracelulares, entre eles o Mycobacterium
bovis'’18,

Este gene humano NRAMP1 (homélogo murino) é
um dos genes associados & resisténcia/suscetibilidade
do hospedeiro & infecco com M. leprae. Este gene
codifica uma proteina integral de membrana de
60 Kda, com 12 dominios transmembrénicos, que se

localiza em fagolisossomas de macréfagos. A proteina
possui vérios sitios de fosforilagéo e alcas extracelulares
glicosiladas. Hd& evidéncias de que sua funcéo seja
de canal i6nico, transportando fons divalentes pela
membrang?! 2223242526

O transporte de fons para fora do fagolisossoma
¢ dependente de pH. A diminuicdo do conteddo
ibnico dentro do fagolisossoma, principalmente ferro
(Fe?), manganés (Mn?*) e zinco (Zn?"), controlaria
a proliferacdo de microorganismos intracelulares em
fagécitos, visto que os patégenos utilizam estes fons
como cofatores para replicagdo do DNA, producdo
de importantes enzimas para seu metabolismo e
neutralizagdo de componentes téxicos do fagolisossoma
e também expressio de diferentes fatores de
viruléncia'??!,

De acordo com Buu et al®, um polimorfismo
de 4 pb resultantes da insercdo/delecdo de uma
trinca de nucleotideos CAAA de um elemento Alu foi
detectada na extremidade 3' em estudo de andlise do
gene humano NRAMP1. Segundo os autores, o efeito
fisiolégico desse polimorfismo ndo estd totalmente
entendido. Contudo hd& evidéncias de elementos
regulatérios dentro das 3'UTR de vérios genes. Na
auséncia de efeito fisioldgico bem definido, um
marcador elevadamente polimérfico  descrito  pode
ser proveitoso em estudos de associacGo genética,
para avaliar o papel do gene humano NRAMPI
na suscetibilidade para doencas como tuberculose,
hansenfase e leishmaniose!”2°.

O interesse no estudo da associacdo do
polimorfismo do gene NRAMP1 com suscetibilidade
para hanseniase é a influéncia que ele exerce na
apresentacdo antigénica as células TCD4*, néo
somente por meio da expressGo de moléculas de MHC
classe ll, mas também pela regulacdo do processo
de apresentacdo de antigenos e, consequentemente,
a determinacdo do padréo de resposta imune do
hospedeiro & infeccdo com M. leprae!17:18:26,

A hanseniase é considerada uma doenca complexa
do ponto de vista genético, posto que ela ndo apresenta
padrdo de heranca mendeliana cldssica, em que hdé
perfeita correlacdo entre gendtipo e fendtipo, mas
sua ocorréncia pode estar sendo controlada por acdo
conjunta de numeros variados de genes, associada a
fatores ambientais, socioecondmicos e culturais'®17:27.28,

A andlise da influéncia de dois polimorfismos do
gene humano NRAMPT, realizada por Buu et al® na
suscetibilidade para hanseniase, foi realizada por meio
de estudo de associacéo em seu formato mais simples,
baseado na comparacdo de frequéncias alélicas de
marcador genético especifico entre individuos afetados
e ndo afetados.

O objetivo principal deste estudo foi analisar a
frequéncia alélica por meio de dois haplétipos do gene
NRAMP1, sendo um com a insercdo de quatro pares
de bases (CAAA) com 163 pb e outro com delecdo
de quatro pares com 159 pb entre pacientes com
hansenfase e grupo de nédo doentes.



MATERIAIS E METODOS

Pacientes com hanseniase e um grupo de ndo
doentes, representados pelos contatos consanguineos
(CCOS) e contatos ndo consanguineos (CNCOS),
foram selecionados em unidades de saldde dos
Municipios de Tucurui, Breu Branco, Curionépolis e
Redencdo, todos localizados a sudeste do Es’rodq do
Pard, apds aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Instituto Evandro Chagas (Protocolo
CEP/IEC/CAAE 0013.0072-000-09 de 11/2011), e
carta de anuéncia das Secretarias Municipais de Satde
dos municipios visitados. A classificacdo utilizada para
especificar as formas clinicas da hanseniase foi a
Classificacdo de Madri (1953)??, por meio da qual se
dividiu o grupo de pacientes em multibacilares (MB),
incluindo as formas dimorfa (HD) e virchoviana (HV); e
paucibacilares (PB), incluindo as formas indeterminada
(HI) e tuberculoide (HT).

No grupo de pacientes com hansenfase, 71 eram
do sexo masculino (71/122 - 58,20%) com média de
idade igual a 44,5 e média dos niveis de anticorpos
IgM contra PGL-1 do M. leprae igual a 0,416; e
51 eram do sexo feminino (51/122 - 41,80%) com
média de idade igual a 41,0 e média dos niveis de
anticorpos anti-PGL-1 igual a 0,197. Desse grupo,
61 (61/122 - 41,80%) foram classificados como MB,
sendo 5% da forma HV e 95,08% da forma HD. O
total de pacientes PB foi 27 (27/122 - 22,13%), sendo
dez do sexo masculino (10/27 - 37,00%) com média
de idade igual a 37,22 e média de anticorpos anti-
PGL-1 igual a 0,151; e 17 do sexo feminino (17/27 -
63,00%) com média de idade igual a 40,56 e média
dos anticorpos anti-PGL-1 igual a 0,083. Destes,
15 (15/27 - 55,00%) foram classificados como forma
Hle 12 (12/27 - 45,00%) como forma HT.

O grupo de néo doentes apresentou 43 individuos
do sexo masculino (43/110 - 39,0%) com média de
idade igual a 30,99 e média de anticorpos anti-PGL-1
igual 0,095 e 67 eram do sexo feminino (67/110
- 61,00%) com média de idade 34,52 e média de
anticorpos anti-PGL-1 igual a 0,126. Nesse grupo, 74
(74/110 - 67,00%) foram classificados como CCOS e
36 (36/110 - 33,00%) como CNCOS.

O grupo de néo doentes foi subdividido em CCOS
(representado por individuos que possuiam algum caso
de hanseniase na familia) e CNCOS (representado
por individuos que n@o possuiam nenhum caso de
hanseniase na familia). O grupo de pacientes e
contatos foi selecionado no periodo de fevereiro
de 2008 a marco de 2011. Todos os individuos
selecionados passaram por consulta médica com

os profissionais de salde dos Municipios visitados e
foram submetidos a exame clinico dermatoneurolégico
e teste de sensibilidade cuténea, para aqueles que
apresenfaram sinais e/ou sintomas compativeis com
hanseniase. Apds assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido, foi coletado material biolégico
— sangue total e soro — para realizacdo dos testes
imunolégicos e de genotipagem para os haplétipos do
gene NRAMPT.

Dados  demogréficos, como  idade,  sexo,
procedéncia, classificacdo clinica, estado vacinal com
BGC, foram obtidos por meio da aplicagéo de ficha
epidemiolégica especifica para esse fim.

O DNA humano NRAMP1 foi extraido de amostras
de sangue total, por meio do DNAzol BD (Invitrogen)
conforme instrucdes do fabricante. Foi analisado um
polimorfismo de insercdo/delecGo de 4 pb (pares de
bases) de CAAA de um elemento Alu detectado na
regido 3' ndo traduzida (3'UTR) do NRAMP12°.

Foram utilizados  os  primers NB3F  —
5'CTTTAACACAGTGTCTGGCAC3' e NB3R2 -
5TCAAGCTCCAGTTTGGAGCCT3%°, amplificacdo de
um fragmento do DNA que sobrepde o comprimento
do polimorfismo, originando um produto de 159 pb
quando ocorre a delecdo das bases, 163 pb quando
ocorre a insercéo, 159 pb e 163 pb quando o individuo
for heterozigoto.

A reacdo de amplificacdo com volume final de
25 pL foi composta por 2 puL do DNA genédmico,
2,5 pL de tampdo da enzima; 0,70 plL de MgCl,,
0,5 ulL de desoxinucleotideo trifosfato (dNTPs), 1 ul
de cada primer e 0,2 pl de taqg DNA polimerase; e
ocorreu com desnaturacdo inicial a 92° C/10 min,
seguida de 40 ciclos de desnaturacéo a 92° C/1,5 min
com anelamento a 61° C/1,5 min e extensdo a
72° C/1,5 min. Apds os ciclos foi feita uma extens@o a
72° C/10 min. Os produtos de PCR foram visualizados
por eletroforese em gel de poliacrilamida 8%.

SEQUENCIAMENTO DO GENE NRAMP1

O sequenciamento das amostras foi realizado
empregando o método de terminacdo em cadeia
descrito por Sanger et al*®. A andlise das sequéncias
foi feita utilizando-se o software BioEdit, versdo 7.0%
para alinhamento e comparacdo, conforme a seguir:
para confirmacdo do resultado das PCR foi feito o
sequenciamento dos fragmentos amplificados de
159 pb e 163 pb. Foram escolhidas algumas amostras
de individuos homozigotos para delecdo e insercao
e heterozigotos. A regiGo sequenciada e os primers
utilizados encontram-se na figura 1:

AGGTTAAGCACTTTAACACAGTGTCTGGCACTTGGGACAAAAACAAACAAA
CAAACGAAAAACATTTCAAAAGGTATTTATTGAGCACCTGCAGGCGTGACC
TGACAGCCCAAGGGTGGGTGGGGTGAGGGCTCGAGGACTTGGGCGGGACAC
AGGCTCCAAACTGGAGCTTGAAATAGTGTCTG

Figura 1 — Regido sequenciada e primers utilizados no sequenciamento do gene

NRAMP1
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Os niveis de anticorpos IgM dirigidos contra PGL-1
do M. leprae foram medidos por meio de ensaio
imunoenzimdtico padrdo (ELISA) conforme descrito
previamente®¢78210  De forma breve, placas NUNC
de 96 pocos foram sensibilizadas com antigeno
semissintético trisacdride natural ligado a um radical
fosfato inerente & albumina bovina (NT-P-BSA), lavadas
com PBS Tween a 0,1% e bloqueadas com 100 pnl
de solucéo de PBST a 1% de BSA, incubadas a 37° C
por 1 h. Adicionou-se soro de pacientes previamente
diluido com solucéo de PBST a 10% de soro normal de
cabrito (NGS) em concentracéo de 1:300 e novamente
incubadas a 37° C por 1 h. As placas foram lavadas
quatro vezes com PBST e entdo se adicionou 50 ul do
conjugado anti-lgM humana com a enzima peroxidase
em concentracdo de 1:2000 e incubou-se novamente
a 37° C por 1 h. As placas foram novamente lavadas
quatro vezes com PBST, foi adicionado o substrato
tetrametilbenzidine (TMB, Invitrogen) e as placas foram
incubadas em temperatura ambiente e no escuro por
aproximadamente 30 min. Dependendo do substrato,
este tempo varia bastante. A reacdo foi parada com
a adicdo de 50 pl da solucdo de é&cido sulfurico
2,5 N de HSO, no soro padréo, que apresentou
absorbancia de 450 nm. Amostras consideradas
positivas apresentaram média de absorbéncia = 0,2 e
as negativas < 0,2.

ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente foi realizada andlise de significancia
para todas as varidveis estudadas, por meio de
regressd@o logistica simples, com o software Epi Info™
2000. O nivel de significancia para cada varidvel
individual associada aos desfechos foi realizado por
meio de tabelas 2x2, calculada a razéo de chances
(odds ratio), risco relativo (RR) e o teste qui-quadrado,
sendo o nivel de significancia estabelecido < 0,05.
Andlises de concordéncia foram feitas em relacéo
4 idade, sexo, classificacéo clinica, positividade ao
anti-PGL-1 e frequéncia dos haplétipos do gene
NRAMP1 tipados.

RESULTADOS

Foi genotipado um total de 122 amostras de
pacientes com hanseniase e 110 contatos de pacientes,
procedentes de Tucurui, Breu Branco, Curionépolis e
Redencdo, ao sudeste do Estado do Pard.

A tabela 1 demonstra a distribuicdo dos haplétipos
do gene NRAMP1 tipados, os quais apresentam cardter
heterozigoto (159/163 pb), homozigoto com a delecdo
de quatro pares de bases (159 pb), e homozigotos
com a insercdo de quatro pares de bases (163 pb) de
acordo com a classificacé@o dos individuos estudados.

A tabela 2 mostra resultado da andlise da frequéncia
dos haplétipos do gene NRAMP1  com  cardter
heterozigoto (159/163 pb) somados a distribuicdo
do alelo com a delegio de quatro pares de bases
(159 pb) comparados & frequéncia do alelo homozigoto
com a insercdo de quatro pares de bases (163 pb)
na hanseniase per se, comparando-se o grupo de
pacientes com hanseniase com o grupo de nédo doentes,
célculo da odds ratio (OR), risco relativo (RR), teste
qui-quadrado e o valor de p.

A tabela 3 demonstra a distribuicdo dos haplétipos
do gene NRAMP1 heterozigotos, somados & frequéncia
do alelo de delecdo (159 pb), comparados & frequéncia
do alelo com a insercdo (163 pb) entre pacientes com
hansenfase (MB e PB) positivos para o antigeno PGL-1
do M. leprae e o grupo de ndo doentes (CCOS +
CNCOS) negativos para PGL-1.

A tabela 4 mostra andlise da frequéncia do alelo
de delecéo (159 pb) comparado & frequéncia do alelo
de insercdo (163 pb) entre pacientes MB com PGL-1
positivo e CNCOS com PGL-1 negativo.

A tabela 5 mostra andlise da frequéncia do
haplétipo do gene NRAMP1 que possui o cardter
heterozigoto (159/163 pb) somado & frequéncia do
alelo com delecéo (159 pb), comparada ao alelo com
a insercdo (163 pb) entre pacientes MB PGL-1 positivos
e CCOS PGL-1 negativos.

Tabela 1 — Frequéncia dos haplétipos do gene NRAMP1 tipados, segundo a classificacdo dos individuos estudados,

Estado do Pard, Brasil, 2012

MB PB CCOS CNCOS
Gendtipos NRAMP1 3'-UTR
N % N % N % N %
159/163 pb 34 36,00 7 26,00 27 36,00 15 42,00
159 pb 36 38,00 11 31,00 25 34,00 8 22,00
163 pb 25 26,00 9 46,00 22 30,00 13 36,00
Total 95 100,00 27 100,00 74 100,00 36 100,00

Teste Mc Nemar -

p < 0,0001; PB x CNCOS - X?(A/D) = 0,1154, p = 0,7341.

MB x PB - X2(A/D) = 20,00, p < 0,0001; MB x CCOS - X2(A/D) = 32,40, p < 0,0001; MBxCNCOS - X2(A/D) = 23,26,



Tabela 2 — Distribuico dos haplétipos do gene NRAMPT heterozigotos (159/163 pb) somados & frequéncia

do alelo com a delecéo (159 pb) comparada & distribuicGo do alelo com a insercédo (163 pb) na
hanseniase per se, Estado do Pard, Brasil, 2012

Doentes Néo doentes
Gendtipos do gene NRAMP1 OR* 1C95% Valor de p
N % N %
159/163 pb + 59 pb 88 53,98 75 46,01 1,21 0,66 -2,21 0,51
163 pb 34 49,27 35 50,72
Total 122 110

* Razdo de chances (odds ratio) entre pacientes e ndo doentes; RR = 1,06 - 1C95% 0,89 — 1,25; X2 = 0,43; p = 0,51.

Tabela 3 — Distribuicdo dos haplétipos do gene NRAMP1 heterozigotos somados & frequéncia do alelo de delecdo
(159 pb) comparados & frequéncia do alelo com a insercdo (163 pb) entre pacientes com hansenfase
positivos para anti-PGL-1 e contatos negativos para o anti-PGL-1, Estado do Pard, Brasil, 2012

Positivos para PGL-1 Negativos para PGL-1
Gendtipos do gene NRAMP1 Doentes Né&o doentes OR IC95% Valor de p
N % N %
159/163 pb + 159 pb 23 62,16 14 37,83 3,83 1,23-12,26 0,00087
163 pb 9 30,00 21 70,00
Total 32 35
RR = 1,80, IC95% 1,13 - 2,85; X2 = 6,87.

Tabela 4 — Distribuicdo dos haplétipos do gene NRAMP1 portadores do alelo de delecdo (159 pb) comparados &

frequéncia do alelo com a insercéo (163 pb) entre pacientes MB positivos para anti-PGL-1 e CNCOS
negativos para o anti-PGL-1, Estado do Pard, Brasil, 2012

Positivos para PGL-1 Negativos para PGL-1
Gendtipos do gene NRAMP1 Doentes MB CNCOS OR 1C95% Valor de p
N % N %
159 pb 16 57,14 1 12,5 9,33 0,90 - 230,65 0,025
163 pb 12 42,85 7 87,5
Total 28 8
RR = 4,57,1C95% 0,71 - 29,40; X2 = 4,98.

Tabela 5 — Distribuicéo dos haplétipos do gene NRAMP1 heterozigotos somados & frequéncia do alelo de delecdo

(159 pb) comparados & frequéncia do alelo com a insercdo (163 pb) entre pacientes MB positivos para
anti-PGL-1 e CCOS negativos para o anti-PGL-1, Estado do Pard, Brasil, 2012

Positivos para PGL-1 Negativos para PGL-1
Gendtipos do gene NRAMP1 Doentes CNCOS OR 1C95% Valor de p
N % N %
159/163 pb + 159 pb 20 83,33 9 39,13 7,78 1,69 -38,95 0,0018
163 pb 4 16,66 14 60,86
Total 24 23
RR = 2,13,1C95% 1,24 — 3,66; X2 = 9,71.
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DISCUSSAO

Estudos de mapeamento genético demonstraram o
locus do cromossomo 1 do camundongo (lty, Lsh, Bcg),
o qual controla capacidade do macréfago em restringir
a replicac@o de parasitos intracelulares antigenicamente
ndo relacionados e determina resisténcia natural
(BCG-R, dominante) ou suscetibilidade (BCG-S,
recessivo) de cepas de camundongo para infeccdo
com diversos patdégenos, incluindo vdrias espécies
de micobactérias, como Salmonella Typhimurium e
Leishmania donovani. No estudo de Malo et al'? foi
feita clonagem posicional no mapeamento genético e
fisico para isolar o gene candidato para Beg (Nramp1)
o qual codifica uma proteina de transporte macréfago-
espeCI’ﬁCO'M,'\6,'\7,]9,32.

Estudo realizado no oceste africano  mostrou
claramente a associacdo do polimorfismo do gene
NRAMP1(1729+55del4, uma delecGo de TGTG na
regido 3' ndo traduzida, uma transversdo de nucleotideo
Unico no intron4 — 469+ 14G/C e um CA microssatélite
na regido 5' do gene) com as formas clinicas da
hanseniase, no qual se observou nimero significativo de
pacientes heterozigotos entre as formas MB; inclusive, o
mesmo polimorfismo j& havia demonstrado associacdo
com a tuberculose pulmonar escarro positiva em estudo
anterior®,

Outros  estudos de associacdo genética
encontraram  significéncia  na  suscetibilidade  para
hanseniase em familias da Polinésia Francesa e
Paquistdo®**°, mas esse fato ndo invalida estudos que
encontraram esta diferenca e ndo significa que néo
hd associacdo com hanseniase, pois a validacéo na
estratificacdo e tamanho da populacdo de pacientes e
o fato das variacdes testadas ndo serem polimériicas
nessas populacdes sdo fatos importantes a serem
considerados®.

ndo

A distribuicdo das frequéncias dos haplétipos do
gene NRAMP1 tipados revela diferencas significativas
nos percentuais entre os grupos estudados. Andlise
da frequéncia dos alelos com 159/163 pb somado
4 frequéncia do alelo 159 pb entre pacientes MB,
comparado ao grupo PB, apresentou valor do teste
McNemar dos pares discordantes, X2(A/D) = 20,00
e valor de p < 0,0001, o mesmo acontecendo para
os grupos MBxCCOS - X2(A/D) = 32,40 e valor de
p < 0,0001; MBxCNCOS - X2(A/D) = 23,26 e valor de
p < 0,0001. Somente para o grupo PBxCNCOS néo
houve significéncia estatistica, X2(A/D) = 0,1154 e valor
de p = 0,7341, fato que sugere que o perfil genético
e imunolégico dos individuos classificados como PB
¢ realmente diferenciado do grupo MB, sendo que,
neste Ultimo, o polimorfismo do gene humano NRAMP1
estudado pode estar contribuindo para suscetibilidade
poro honsenl’cse'\2,]4,27,28,32,37,38'

Roger e colaboradores® realizaram estudo de
ligacdo para andlise de suscetibilidade para hanseniase
per se com nove polimorfismos do gene NRAMPI
e trés marcadores polimérficos fisicamente ligados,
marcadores de microssatélites polimérficos D2S5104,
D2S173 e D251471. Andlises de ligacdo foram
feitas usando pares de irméos afetados e métodos de
pontuacdo por LOD score, empregando diversos modos
de heranca, com penetrancia completa e reduzida. Esse
estudo ndo encontrou significGncia na associacdo do
polimorfismo estudado com hanseniase em familias da
Polinésia Francesa.

Shaw e colaboradores® utilizaram um  painel
de marcadores na regiGo do cromossomo humano

2g33-Q37, conhecido por ser conservado e conter
regido do cromossomo murino 1. Conjuntos de
marcadores utilizados foram CRYGP1, MAP2, FNT,

TNP1, VILT e DES e, entre os pares adjacentes de
regiGo mais distal (2935-Q57) definiram COL6AS,
D2S55 e D2S3, e também ndo encontraram
significincia na associacdo deste polimorfismo com
hanseniase.

Associacdo do gendtipo do NRAMP1 tipado neste
estudo, como a maioria dos estudos de associacdo
genética com hanseniase, ndo encontrou significncia
estatistica para hanseniase per se (p = 0,51,
tabela 2)'4283435  porém, quando esta andlise foi
ampliada com dados de sorologia positiva para anti-
PGL-1, observou-se significdncia estatfistica  para
hanseniase per se (p = 0,0087) e risco relativo
(RR) considerado de efeito moderado (RR = 1,80,
IC95% - 1,13 - 2,85; X2 = 6.87, tabela 3). Achado
semelhante foi também encontrado no estudo de
Ferreira et al®’, os quais utilizaram a reacdo de Mitsuda
para determinar individuos com predominéncia de
resposta imunolégica do tipo Th1 (celular) e, desta
forma, separando com maior preciséo casos PB dos
MB. Neste estudo foi utilizado o antigeno PGL-1 do
M. leprae para discriminar individuos potencialmente
MB dos PB, posto que o PGL-1 discrimina a imunidade
predominantemente humoral.

Teixeira e colaboradores®, ao analisarem 1trés
polimorfismos do gene NRAMP1 (274C/T, DS43N e
1729+55del14) na determinacéo de reacdo tipo 1
(reversa) e reacdo tipo Il (eritema nodoso hansénico),
concluiram que é possivel que a composicdo génica
dos individuos estudados mantenha uma relacéo
mais estreita com a reacdo imunolégica do que
com a multiplicacdo bacteriana, representada pela
baciloscopia, fato demonstrado neste estudo com o
polimorfismo da regido 3'UTR ins/Del CAAA, o qual
foi claramente associado com o perfil de resposta
imunoldgica predominante observada entre os pacientes
com hanseniase por meio da positividade/negatividade
ao teste anti-PGL-1.



Outras  regides do gene NRAMP1  foram
estudadas e associadas ou ndo com as formas
clinicas da hanseniose como, por exemplo, o
estudo de Mochammad e colaboradores®®, os quais
observaram associacdo do polimorfismo do gene
NRAMPT (INTA) com hanseniase PB (p = 0,032),
mas ndo com a hansenfase MB (p = 0,173), o que
sugere a importdncia deste gene para os estudos de
suscetibilidade para hanseniase.

Alguns estudos de ligacdo familiar e associacdo
genética com hanseniase mostraram que algumas
variacdes polimérficas do gene NRAMP1T  testadas
associaram-se as formas MB ndo somente pelo
cardter heterozigoto, mas principalmente, pelo fato
do individuo ser portador de pelo menos um alelo
de delecao!'*1314283237.38  Neste estudo, observou-se
forte associacdo entre a frequéncia do alelo com a
delecio de CAAA de um elemento Alu da regiGo 3' e
hanseniase MB com PGL-1 positivo, comparada aos
CNCOS com PGL-1 negativo e portadores do alelo
com a insercdo (p = 0,025, tabela 4). O risco de um
individuo MB PGL-1 positivo fazer parte do grupo com
a delecdo foi 4,57 vezes maior comparado ao grupo de
CNCOS, o que é considerado um risco forte do ponto
de vista epidemiolégico. Tal fato é relevante nas regides
endémicas, pois isso representa mais um instrumento
laboratorial para uso nas acées de vigilancia
epidemiolégica da hanseniase.

Diferencas significantes também foram encontradas
neste estudo quando se comparou pacientes MB
heterozigotos ou portadores do alelo com a delecéo

(159 pb) PGL-1 positivo com o grupo de CCOS
portadores do alelo com a insercdo e PGL-1 negativos
(p = 0,0018, tabela 5). E interessante observar que
o grupo de CCOS representado por individuos que
possuem casos de hanseniase na familia apresenta
semelhancas com o grupo de MB nas frequéncias
dos alelos com a insercdo e delecdo — heterozigotos
(159/163 pb) e com a delegio (159 pb, tabela 1),
o que sugere que a transferéncia de genes com as
variacdes polimérficas pode ser real nesta populacéo
e incita a necessidade de estudos mais profundos para
apuracdo destes fatos!'328:52,

CONCLUSAO

Este estudo de associacGo genética mostrou que
o polimorfismo estudado, embora néo tenha sido
testado para avaliar suscetibilidade para hanseniase
anteriormente,  mostrou  forte  associacdo  com
hanseniase MB, comparada com a PB e com o grupo
de ndo doentes. E um achado relevante para dreas
endémicas, pois suscita necessidade da realizacdo
de estudos de ligacdo e associagGo genética para
melhor entendimento dos mecanismos de manutencéo
de altos indices da doenca nessa regiGo e possibilita
proposicées para vigilncia  epidemiolégica  da
hanseniase.
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Polymorphism of human NRAMP1 gene, levels of anti-PGL-1 antibodies and susceptibility
to leprosy in endemic areas of Pard State, Brazil

ABSTRACT

The human gene of natural resistance which encodes a protein detected in macrophage — NRAMP1 seems to be
involved in the influence on the pattern of immune response to infection by Mycobacterium leprae. It was evaluated
the association of the polymorphism of this gene (3'UTR ins/del CAAA) in leprosy per se with types of that disease,
also related to the levels of anti-PGL-1 antibodies, representing the pattern of humoral immune response (TH2 type)
in this population. A total of 122 leprosy patients and 110 non-patients, coming from endemic municipalities in Pard
State, Brazil, were genotyped for this polymorphism and analyzed according to the levels of anti-PGL-1 antibodies
of this mycobacterium. An association was observed in leprosy per se (p = 0.0087), and polymorphism of the 3'
untranslated region of the NRAMP1 gene with insertion/deletion of four base pairs (CAAA) was strongly associated
with the multibacillary form (p = 0.025) compared to the non-consanguineous group of contact. Heterozygous and
allele carriers with deletion (159 bp) were more frequent among multibacillary than in the paucibacillary forms.
The haplotypes of NRAMP1 gene, in this study, have an important influence on clinical presentation of leprosy, also
determined by the positivity to PGL-1 antigen of M. leprae, expression of humoral immune response in leprosy.

Keywords: Genetics; Leprosy; Polymorphism, Genetic.
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Polimorfismo del gen humano NRAMP1, niveles de anticuerpos anti-PGL-1 y
susceptibilidad a la lepra en dareas endémicas del Estado de Pard, Brasil

RESUMEN

El gen humano de resistencia natural que codifica una proteina detectada en el macréfago — NRAMP1 parece
estar ligado a la influencia en el patrén de respuesta inmune a la infeccién por Mycobacterium leprae. Evaluamos
la asociacién del polimorfismo de este gen (3'UTR ins/del CAAA) con la lepra per se y con los tipos de
enfermedad, también relacionados a los niveles de anticuerpos anti-PGL-1, representando un patrén de respuesta
inmune humoral (tipo TH2) en la poblacién estudiada. Un total de 122 pacientes con lepra y 110 no enfermos,
procedentes de municipios endémicos del Estado de Pard, Brasil, fueron genotipados para este polimorfismo y
analizados segin los niveles de anticuerpos anti-PGL-1 de esta micobacteria. Observamos una asociacién con la
lepra per se (p = 0,0087) y el polimorfismo de la regién 3' no traducido del gen NRMP1, con insercién/delecién
de cuatro pares de bases (CAAA), fuertemente asociado a la forma multibacilar (p = 0,025), comparado con el
grupo de contactos no consanguineos. Los heterocigotos y los portadores del alelo con delecion (159 pb) fueron
mas frecuentes entre los casos multibacilares que en los paubacilares. Los haplétipos del gen NRAMP1 evaluados
en este grupo parecen ejercer una influencia importante en la presentacién clinica de la lepra, determinada
también por la positividad al antigeno PGL-1 del M. leprae, expresién de la respuesta inmune humoral en la
enfermedad de Hansen.

Palabras clave: Genética; Lepra; Polimorfismo Genético.
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