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Resumo

Introducdo. A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica causada pelo bacilo
alcool-4cido resistente Mycobacterium leprae (M. leprae), patogeno intracelular
obrigatério, que afeta a pele e o sistema nervoso periférico. A expressdo dessa doenca
resulta da interacdo entre o bacilo e o sistema imunoldgico; a maioria das pessoas
infectadas desenvolve resposta imune eficaz contra M. leprae, sem sintomas da doenca;
outras exibem um espectro de manifestacBes clinicas ligado ao padrdo da resposta
imunoldgica do hospedeiro ao patégeno. Entre os mecanismos de defesa do hospedeiro
estdo as citocinas com atividades imunorreguladoras especificas representadas pelas
populacBes de linfocitos Thl e Th2 e a producdo de espécies reativas de oxigénios
(ROS), que séo elementos fundamentais para destruicdo bacilar intramacrofagica. Nesse
contexto, inumeras regides gendmicas tém sido implicadas na suscetibilidade e na
severidade geneticamente controlada a hanseniase. Os Glutatido S-transferase sdo
enzimas que eliminam as espécies reativas de oxigénio, os genes mais estudados s&o:
GSTT1 e GSTM1. O NINJURIN1 é uma molécula de adesdo celular que fornece
substratos apropriados para reparagdo das células de Schwann ap6s lesdo no nervo
periférico. O polimorfismo de nucleotideo Unico NINJ1 codificado pela proteina
NINJURIN1, é resultado de uma transversdo polimdrfica do nucleotideo adenina para
citocina (A—>C), responsavel pela troca de um aminoéacido asparagina para alanina na
posicdo 110 da proteina (aspll0ala). Objetivos. 1) avaliar os polimorfismos dos genes
GSTT1 e GSTM1 na modulagdo da suscetibilidade genética a hanseniase e/ou a
evolucdo dessa doenga em seus polos maligno ou benigno; 2) investigar a correlacéo
entre o polimorfismo de nucleotideo Gnico NINJURIN1 e o grau de comprometimento

do nervo periférico. Materiais e Métodos. A amostra foi composta de 218 pacientes
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com hanseniase (pacientes) e 244 individuos sem hanseniase (controles). O DNA
gendmico foi obtido de sangue periférico, a anlise dos polimorfismos GSTT1 e GSTM1
foi realizada utilizando a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e a analise
do gene NINJ1 foi realizada através da técnica de polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo (PCR-RFLP), utilizando a enzima HAE IIl. A frequéncia de
gendtipos e alelos foi analisada pelo teste do qui-quadrado e por modelos de regresséo
logistica com ou sem correcdo para idade e sexo. Resultados. A frequéncia dos
gendtipos nulos GSTT1/GSTML1 foi significativamente maior nos controles que nos
pacientes (P = 0,01). A frequéncia do gendtipo GSTT1 foi significativamente maior nos
pacientes em relagdo aos controles (P = 0,01). A frequéncia do polimorfismo NINJ1
aspll0ala foi significativamente maior em pacientes com comprometimento do nervo (p
=0, 0198). Além disso, pacientes com o alelo CC (ala / ala) apresentaram risco maior
de desenvolver lesdo no nervo quando comparado ao alelo AA (asp / asp) (p = 0,0143).
Conclusdo. Os resultados demonstraram: (1) hd associacdo do genétipo GSTT1
positivo para o desenvolvimento da hanseniase. Os achados sugerem que a auséncia de
GSTs, com consequente permanéncia de ROS intracelular, pode contribuir para a
eliminacdo do M. leprae e, dessa forma, reduzir o risco da doenca; (2) o polimorfismo
no gene NINJ1 oferece menos prote¢do ao nervo na hanseniase. Esse achado indica que
a NINJURIN1 é uma molécula de adesdo importante e pode ser uma potencial

ferramenta terapéutica em muitas doencas.

Palavras-chave: 1. Hanseniase; 2. Polimorfismo de nucleotideos Unicos; 3.
NINJURIN1; 4. Glutationa S-Transferase; 5. Suscetibilidade

genética.
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Abstract

Introduction. Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium
leprae (M. leprae), an obligate intracellular acid-fast bacillus, which affects the skin and
peripheral nervous system. The diseases expression results from the interaction between
the bacillus and the immune system; most infected subjects develop effective immune
response against M. leprae, without disease; others exhibit a spectrum of clinical
manifestations closely linked to the pattern of host immune response to pathogen.
Among the host defense mechanisms are immunoregulatory cytokines with activities
represented by specific populations of Thl and Th2 lymphocytes and the production of
reactive oxygen species (ROS), which are key elements for bacterial destruction
intramacrofégica. In this context, several genomic regions have been implicated in
susceptibility and severity in genetically controlled leprosy. The glutathione S-
transferase are enzymes that eliminate reactive oxygen species, are the most studied
genes: GSTM1 and GSTT1. The NINJURINL is a cell adhesion molecule that provides
suitable substrates for repair of Schwann cells after peripheral nerve injury. The single
nucleotide polymorphism NINJ1, encoded by the protein NINJURINZ, is the result of a
transversion to adenine nucleotide polymorphic cytokine (A->C), responsible in an
amino acid exchange of asparagine for alanine at position 110 of the protein
(asp110ala). Objectives. 1) Investigate if the presence of polymorphism in the GSTT1
and GSTM1 genes could affect the course of leprosy; 2) Investigate if the presence of
polymorphism in the NINJ1 gene could be relevant for neural impairment. Material
and Methods. A cohort of 218 leprosy patients (patients) and 244 subjects without
leprosy (controls) was studied. The genomic DNA was obtained from peripheral blood,

GSTT1 and GSTM1 polymorphism screening was performed using polymerase chain
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reaction and NINJ1 gene analysis was performed using the technique of restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) using the enzyme Hae Ill. The genotype
and allele frequency were measured by Chi-square and logistic regression models with
or without correction for age and gender. Results. The frequency of the
GSTT1/GSTM1 null genotypes was significantly higher in controls when compared to
patients (P = 0.01). The GSTT1 genotype frequency was significantly increased in
patients when compared to controls (P=0.01). The frequency of the NINJ1 aspl10ala
was significantly increased in patients with nerve impairment (p = 0.0198). Also,
patients with the CC (ala/ala) allele had a higher risk of developing disability when
compared the allele AA (asp/asp) (p = 0.0143). Conclusion. The results demonstrated:
(1) there is an association of GSTT1 positive genotype for development of leprosy
disease. The data found suggested that the absence of GSTs, with a consequent
permanence of intracellular ROS, can contribute to M. leprae destruction and, therefore,
reduce the disease risk; (2) polymorphism in NINJ1 gene offers less nerve protection in
leprosy patients. This finding indicates that NINJURIN1 is an important adhesion

molecule and can be a potential therapeutic tool in many diseases.

Keywords: 1. NINJURIN; 2. Single nucleotide polymorphism; 3. Glutathione S-

Transferase; 4. Genetic Predisposition to Disease.
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1. INTRODUCAO

Hanseniase: Uma abordagem geral

A hanseniase é uma doenca infecciosa granulomatosa, de curso cronico, causada
pelo bacilo alcool-4cido (BAAR) resistente. Seu agente etioldgico, o Mycobacterium
leprae, infecta principalmente macréfagos da pele e células de Schwann nos nervos.
Dessa forma, a hanseniase pode ser vista como duas doengas combinadas: uma
caracterizada por uma infeccdo crbnica dependente da capacidade de resposta
imunoldgica do hospedeiro, e a outra por neuropatia periférica que se inicia durante a
infeccdo, porém com sequelas que podem estender-se por muitos anos ap6s a cura. 2

Fatores ambientais e genéticos desempenham um papel importante na hanseniase.
Estima-se que aproximadamente 90% da populagdo desenvolvam imunidade protetora

34 outros individuos, no entanto exibem um

na infecgdo, portanto ndo adoecendo;
espectro de manifestagdes clinicas ligadas a variacdo da resposta imune do hospedeiro
ao patdgeno. Dados observados em vérias popula¢es mostram que parte dos fatores

relacionados a evolucdo da infec¢do para doenca é devido a fatores geneticamente

determinados do individuo infectado. ©

Agente etioldgico

O M. leprae foi o primeiro agente etioldgico causador de doenga no ser humano
a ser identificado por microscopia. © E um bacilo &lcool-acido resistente (BAAR), cora-
se em vermelho pela fucsina e ndo se descora pela lavagem com solucdo alcool-4cida
pelo método Ziehl-Nielsen. ” A morfologia do M. leprae é de um bastonete reto ou
levemente curvado, medindo aproximadamente de 1,5 a 8 micra de comprimento por

0,2 a 0,5 micra de largura. Resiste cerca de 36 horas em temperatura ambiente, seu
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tempo de multiplicacdo, no individuo infectado, é considerado lento, podendo levar de
11 a 16 dias. ® A microscopia eletronica, verifica-se que o M. leprae consiste de um
envoltorio celular composto por membrana plasmatica, parede celular, e uma camada
mais externa rica em lipidios complexos. A sobrevivéncia do bacilo dentro da célula
hospedeira esta relacionada & estrutura caracteristica da parede celular. O glicolipidio
fendlico 1 (PGL-1) é o lipidio que confere especificidade imunoldgica ao M. leprae.
Além disso, a parede celular é responsavel pela baixa permeabilidade e,

consequentemente, resisténcia a agente terapéutico. ©

Epidemiologia

A hanseniase ainda permanece como problema de salde publica afetando
aproximadamente 250.000 novos individuos por ano em todo o mundo, com a maioria
dos casos concentrada em paises subdesenvolvidos. ‘% O Brasil ocupa o segundo lugar
em nameros de casos novos e e considerado pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) como pais com alta endemicidade. Com relacéo a prevaléncia, o Brasil ocupa o
primeiro lugar no mundo com taxa de 2,2 doentes/10.000 habitantes. “» Apés a
implementacdo da poliquimioterapia (PQT), em 1981, houve uma diminuigdo na
prevaléncia, ou seja, diminuiu o nimero de casos da doenca na populacdo, porém néo

(12

acompanhado por diminuicio na taxa de deteccdo de novos casos. ™® Um dos

7

problemas encontrados para a reducdo da incidéncia € o diagndstico tardio e a

consequente transmisséo ativa da doenca.
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Classificacdo clinica

Em hanseniase, as formas clinicas estdo diretamente relacionadas a efetividade
da resposta imune do hospedeiro. Essa diversidade clinica originou numerosas
classificagdes, sendo a mais utilizada aquela proposta por Ridley e Jopling em 1966, ¥
que se baseia nos critérios clinicos, na resposta imune ao M. leprae (medida pelo teste
cutaneo de lepromina — Mitsuda) e na avaliacdo histopatolégica e bacteriolégica. ¥
Desse modo, em um polo do espectro estd a hanseniase tuberculéide (TT),
caracterizada por lesdes tipo maculas e eritematosa, pequeno numero de bacilos,
avaliacdo bacteriologica raramente positiva e reacdo positiva ao teste de Mitsuda
(lepromina). A producédo local de citocinas nesse p6lo da doenca é do tipo 1 (Thl),
incluindo o inteferon-gama (IFN-y) e as interleucinas IL-2, IL-7, 1L-12, IL-15 e IL-18,
tipicas da resposta imune celular especifica preservada. “ No outro extremo, encontra-
se a forma lepromatosa (LL), caracterizada por lesdes altamente baciliferas, muitas
lesGes cutaneas do tipo lepromas e reacdo negativa ao teste de Mitsuda. ® Ocorre,
nessa forma, comprometimento importante da imunidade celular especifica, com a
producdo de citocinas do tipo 2 (IL-4, IL-5, IL-10), de modo que os individuos afetados
sdo anérgicos ao M. leprae e possuem titulacdo elevada de anticorpos especificos
circulantes. Esses pacientes sdo aqueles que possuem elevado potencial para
transmissao da doenca,

Os casos designados como borderline (BB) compartilham sinais clinicos,
histolégicos e imunoldgicos com as duas formas polares da hanseniase (TT e LL). Esse
estado pode ser instavel devido a alteracbes imunoldgicas durante a fase de progressao
ativa da doenca. Os individuos inicialmente infectados frequentemente apresentam-se

com resposta imunoldgica indeterminada (I1) e lesbes cuténeas cléssicas ou perda de
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sensibilidade, porém com resposta inflamat6ria minima e baixa contagem bacilar. A
partir dessa fase, na auséncia de terapia antimicrobiana, pode haver cura espontanea ou
progressao para qualquer um dos dois pélos. (3)

Em 1982, a OMS estabeleceu uma classificagdo simplificada, para fins
operacionais terapéuticos, baseada no nimero de lesdes de acordo com 0s seguintes
critérios: os pacientes com indice baciloscépico (IB) positivo (individuos BB, BL e LL)
foram considerados multibacilares (MB), enquanto os pacientes com IB negativo

(formas TT e BT) foram classificados no grupo paucibacilar (PB). "

Interacdo M. leprae versus hospedeiro

Entre os mecanismos de defesa do hospedeiro estdo as citocinas com atividades
imunorreguladoras especificas representadas pelas populacdes de linfocitos Thl e Th2 e
a geracdo de radicais livres (espécies reativas de oxigénios - ROS). As células T do tipo
Thl produzem as citocinas IL-2, INF-y e fator de necrose tumoral- f (TNF-B),
responséaveis pela manutencdo da resposta imune celular. O INF-y ativa os macrd6fagos e
a IL-2 estimulando o crescimento de células T antigeno-especificas, resultando em uma
doenca mais branda ou cura. @

Por outro lado, as células T do tipo Th2 produzem as interleucinas IL-4, 1L-5,
IL-6, IL-8 e IL-10, que sdo supressoras da atividade macrofdgica, aumentando a
resposta humoral que, por sua vez, é incapaz de controlar a multiplicacdo de patdgenos
intracelulares, resultando em infec¢do progressiva. J4 o INF-y aumenta a producdo de

reativos intermediarios de oxigénio (ROI) e nitrogénio (RNI) por macréfagos,

estimulando-os a destruir ou restringir a proliferagdo de microbactérias intracelulares.*®
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A morte da micobactéria por meio de macrofago estd associada com o “burst”
(estouro) da atividade respiratoria que leva a producéo de varias moléculas e ROS. 9
Os radicais livres sdo produzidos dentro das células por reagBes enddgenas, geralmente
oxidativas, que ocorrem em processos metabdlicos normais e também em condicOes
anormais como na inflamacéo causada por doencas infecciosas. #+?? A ROS tem sido
implicada como um dos principais mecanismos de funcdo efetora antimicrobiana do
hospedeiro contra o M. leprae.

De fato, a resisténcia a infeccdo pelo M. leprae esta relacionada a presenca de
TNF-o ¢ a producdo de ROS, elemento fundamental para destruicdo bacilar

1823 A interagdo entre ROS e as citocinas tem o potencial para

intramacrofagica. ¢
destruicéo do bacilo, mas elas séo contidas pela defesa antioxidante do hospedeiro.
O organismo do hospedeiro possui varios sistemas de defesas antioxidantes que atuam
na detoxificacdo das ROS de forma diferenciada. Dentre eles, o sistema enzimatico
antioxidante parece ser o principal meio de remocdo das ROS formadas durante o

metabolismo intracelular, ®*%

Episodios reacionais

Durante o curso da hanseniase, os pacientes podem desenvolver episddios
reacionais, que sdo caracterizados por reativacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro
contra o bacilo, ocasionando o surgimento de novas lesdes na pele, reaparecimento de
lesBes antigas e agravamento dos sintomas neuroldgicos. Tais reacfes hansénicas
preocupam, pois sao a causa maior de lesdes de nervos e incapacidades em hanseniase,

e podem ocorrer antes, durante ou apés a poliquimioterapia (PQT). ¢4
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Existem dois tipos de episddios reacionais: a reacdo tipo | ou Reacdo Reversa
(RR) e a reacéo tipo 1l ou Eritema Nodoso Hansénico (ENH). ®® As RR resultam de
uma subita reativagdo da resposta imune celular, caracterizada clinicamente por
inflamacéo das lesbes cutineas, dos troncos nervosos e, consequentemente, alteragéo

sensorial e motora, ¥

acometendo, na maioria das vezes, pacientes classificados como
borderline (BT, BB, BL). J4 o ENH é mediado por anticorpos e ocorre com maior

frequéncia em pacientes MB (LL e BL). ©®

Interacdo do M.leprae com as células de Schwann e lesfes neurais

O M. leprae tem uma afinidade especifica pelos nervos periféricos, acumulando-se
no interior das células de Schwann, o que resulta em degeneracdo do axoénio, perda da
mielina e inflamacdo neural. O resultado de tal destruicdo acarreta perda da
sensibilidade protetora que, com o passar do tempo, leva a deformagdes fisicas e
sequelas irreversiveis. "

As células de Schwann sdo envoltas por uma lamina basal, composta de
moléculas da matriz extracelular, incluindo as lamininas a, B e y. O M. leprae contém
em sua parede celular um glicolipidio fendlico (PGL-1) especifico, que se liga a a-
distroglicana (subunidade protéica responsavel pela interacdo entre as células de
Schwann e a lamina basal) na superficie da célula de Schwann durante o processo de
infeccdo; essa interacdo é provavelmente relevante para o fato de o M. leprae ser a
(inica bactéria a invadir os nervos periféricos. “® Desse modo, a ligagdo do M. leprae &
a-distroglicana induz & internalizacdo do bacilo e ao estabelecimento da infeccdo. O

efeito inicial do M. leprae nas células de Schwann é a rapida desmielinizagdo que, por

sua vez, contribui com a multiplicacdo do bacilo e impede a resposta imune do
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hospedeiro. Sobretudo, fornece um local favoravel a sobrevivéncia desse bacilo no
sistema nervoso periférico. %

As lesdes neurais sdo precoces, de intensidade variavel, e ocorrem em todas as
formas da hanseniase. Na forma TT, os nervos sensoriais e motores da pele s&o
afetados, levando a perda da sensibilidade; na forma LL, os danos ocorrem em nervos
cutdneos mais profundos, podendo levar a perda da funcdo muscular e a paralisia. Na
hanseniase, ha também o acometimento de fibras autonémicas; entre as manifestacbes
destaca-se a perda da sudorese, resultando em pele ressecada. O principal fator que
agrava as lesBes neurais é a ocorréncia de estados reacionais durante o curso do
tratamento, e, nesse caso, a maioria dos pacientes apresenta episddios de neurite aguda.
(9 Acredita-se que cerca de 20 a 30% dos pacientes desenvolvem algum tipo de
inflamagédo no nervo (neurite), que pode evoluir para uma incapacidade motora. A

neurite pode ser um passo crucial na via que conduz a danos permanentes no nervo. ©V

Grau de incapacidade

O grau de incapacidade fisica (Gl) € o sistema mais frequente, padronizado pelo
Ministério de Saude, para graduar as deficiéncias dos pacientes com hanseniase (Quadro
1). O preenchimento desse sistema é baseado nos dados da avaliagdo neurolégica no
momento do diagndstico e na alta do paciente. Os pacientes podem ser classificados
como: Gl 0 (zero), sem deficiéncia causada pela doenga; Gl 1(um), paciente com
comprometimento do nervo sensorial (perda da sensibilidade protetora nas méos e/ou
pés); e Gl 2 (dois), com envolvimento do nervo motor (portadores de deformidades:

garras, paralisias, maos efou pés caidos e reabsorcéo 6ssea).?
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Quadro 1. Classificacdo do grau de incapacidade (Gl).

Grau de

incapacidade

Olhos

Maos

0

Nenhum problema
com os olhos devido a

hanseniase.

Nenhum problema
com as maos devido a

hanseniase.

Nenhum problema
com os pés devido a

hanseniase.

Diminuicéo ou perda
da sensibilidade da

cornea.

Diminuicédo ou perda

da sensibilidade.

Diminuicéo ou perda

da sensibilidade.

Logoftalmo, ectrdpico,
triquiase, opacidade
corneana central,
acuidade visual menos

que0,1.

LesOes troficas /
traumaticas, garras,

reabsor¢do, mao caida.

LesGes troficas/
traumaticas, garras,
reabsorc¢éo, pé caldo

contratura de

tornozelo.

Fonte: Ministério da Salde, 2002

Aspectos genéticos na Hanseniase

Foi demonstrado, por meio de estudos de investigagdo da participagdo da

hereditariedade no risco de desenvolver a hanseniase, que: ha um aumento na

frequéncia de doentes em familias com casamentos consaguineos;

contatos

intradomiciliares que possuem relagdo de parentesco exibem maior risco de

desenvolver a doenca ©¥ ; e, por fim, grupos étnicos distintos, vivendo em uma mesma

area endémica, exibem diferentes taxas de prevaléncia. ®9 Todas essas evidéncias

demonstram um papel do componente genético na suscetibilidade & hanseniase. Desse
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modo, muitos genes j& foram sugeridos como candidatos, e as associacbes mais
consistentes até hoje relatadas foram observadas entre os subtipos da hanseniase e
certos alelos dos genes que codificam os antigenos leucocitarios humanos (HLA). ©5
%37) Contudo, tais genes provavelmente constituem apenas uma parcela dos muitos
outros fatores geneticos envolvidos na complexa interacdo intergénica ou mesmo de
regulacio génica do hospedeiro que conduz & doenca. ¥

Inimeras regibes gendmicas tém sido implicadas na suscetibilidade e na

(940) Entre essas, estad a ja

severidade geneticamente determinadas & hanseniase.
descrita associago entre a regido 625, “Y que contém a regido reguladora do gene do
parkinsonismo juvenil autossomico recessivo, denominado Parquina (PARK2), e do
gene co-regulado com a parquina (PACRG) e a suscetibilidade & doenca. “? Outras
associacoes ja relatadas incluem alteracbes especificas do gene para a proteina 1 dos

444 _ o também um

macréfagos associados & resisténcia natural (NRAMPL), ¢
polimorfismo no gene para o receptor da vitamina D. “® Ainda, foram investigadas as
alteracbes polimdrficas em regides promotoras dos genes codificadores das citocinas,
em especial de interleucina-10 (IL-10) e de IL-12, além do fator de necrose tumoral-o
(TNF-q), ®8*647%8) & ga correlagdo com a suscetibilidade diferencial & hansenfase, as

suas formas, ao indice baciloscopico ou ainda a resposta ao teste de Mitsuda. “®49

Glutatiao S-transferases - GSTs
Um grande numero de evidéncias tem revelado que genes polimorficos estdo
envolvidos nas reacdes de ativacdo e detoxificacdo de drogas e de compostos quimicos

50,51

ambientais. %Y Nesse contexto, estdo as enzimas de Fase 11 detoxificantes, sendo das

mais relevantes as glutatido S-transferases (GSTs). 2 A familia das GSTs é composta
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por proteinas diméricas solluveis e multifuncionais que podem conjugar-se com
moléculas eletrofilicas para tornd-las menos toxicas, jA que catalisam o ataque

(5253) Dentre os genes que codificam as enzimas GSTs, 0s

nucleofilico da glutationa.
mais estudados sdo 0 GSTM1 e o GSTT1. O gene GSTML1, que codifica a primeira, esta
localizado no cromossomo 1, e é polimérfico na populagcdo humana, com dois alelos
funcionais (GSTM1*A e GSTM1*B) e um alelo com atividade nula (GSTM1*0), sendo
que aqueles funcionais tm a mesma eficacia metabolica. Assim como o gene GSTML,
0 GSTT1 também ¢é polimérfico na populagcdo humana, podendo apresentar fenotipo
nulo por delecdo. A delecdo em homozigose do gene GSTM1 é observada em taxas que
variam entre 20 e 70% nas diferentes populagdes investigadas, enquanto para o GSTT1
essa taxa é descrita como sendo de 11 a 38%. ¥

A auséncia das GSTs poderia reduzir a capacidade de um organismo detoxificar a
ROS. Diversos estudos tém detectado uma frequéncia elevada do fenotipo nulo desses
genes em individuos portadores de diferentes neoplasmas, tais como céncer de pulméo,

coloretal e de bexiga. > %7

Ninjurinl

A proteina Ninjurin foi primeiramente identificada como uma molécula co-
reguladora das células de Schwann e neur6nios apds lesdo no nervo periférico. As
analises posteriores revelaram que Ninjurin € uma molécula de superficie celular que
promove a agregacdo de células e estimula o crescimento axonal, sugerindo um

(58

importante papel na regeneracdo do nervo. ®® O gene NINJ1, que codifica essa

proteina, esta localizado no cromossomo 922 e possui uma transversdo polimdrfica de
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A > C em sua sequéncia, responsavel pela substituicdo do aminoécido asparagina para

alanina na posicdo 110 (asp110ala) da proteina.®"**

1.1- OBJETIVOS

O presente trabalho tem como sujeitos de pesquisa individuos portadores de
hanseniase e uma populagdo controle, todos residentes no municipio de Séo José do Rio
Preto e regido, Sudeste do Brasil. Tendo por base o acima exposto, tem como objetivo
geral investigar a possivel modulacdo da suscetibilidade genética & hanseniase e da
gravidade dessa doenca por proteinas com acdo distinta e codificadas por genes
polimoérficos.

S&o objetivos especificos: 1) Avaliar a possivel participagdo dos polimorfismos
dos genes GSTT1 e GSTML1 na modulacéo da suscetibilidade genética & hanseniase e/ou
na evolucdo dessa doenca em seus pdlos LL ou TT; 2) Investigar a possivel correlacéo

entre o polimorfismo do gene NINJ1 e o grau de comprometimento do nervo periférico.
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2. ARTIGOS CIENTIFICOS

Os resultados referentes aos objetivos dessa dissertagdo estdo apresentados na
forma de artigo.
Artigo 1
Titulo: Is Glutathione S-transferase genes GSTT1 and GSTML1 nullity protective
against leprosy?
Periodico: Tropical Medicine and International Health, submetido a publicacdo dia 24

de maio de 2011.

Artigo 2
Tilulo: NINJURIN 1 single nucleotide polymorphism and nerve damage in leprosy.
Periddico: Brazilian Journal of Medical and Biological Research, submetido a

publicacdo dia 11 de margo de 2011.



Artigo cientificol 15

Is Glutathione S-transferase genes GSTT1 and GSTM1 nullity protective against

leprosy?

Carla R. Graga', Camila R. Gauch', Rosa M. Cordeiro-Soubhia®, Susilene M. Tonelli-
Nardi?®, Ricardo Luiz Dantas Machado®, Jodo A. Kouyoumdjian® Vania DA. Paschoal’,
Andrea R. Baptista Rossit*

1 - Faculdade de Medicina de Séo José do Rio Preto (FAMERP), Séo Paulo, Brazil

2 - Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, Sao Paulo, Brazil

3 - Centro de Laboratorio Regional — Instituto Adolfo Lutz - S&o José do Rio Preto, S&o
Paulo, Brazil

4 - Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Instituto Biomédico, Universidade

Federal Fluminense (UFF), Niter6i, Rio de Janeiro, Brazil

Financial Support: This study was partially supported by the BAP-FAMERP and
Fundacédo Paulista Contra a Hanseniase grants and by a Scientific Initiation scholarship

from FAPESP — IC/FAPESP.

Correspondence address:

Andrea R. Baptista Rossit, Instituto Biomédico Departamento de Microbiologia e
Parasitologia (MIP) Universidade Federal Fluminense

Rua Prof. Hernani Pires de Melo, 101 Sdo Domingos, Niter6i —RJ, 24210-130

E-mail address: andrearegina@id.uff.br




Artigo cientificol 16

Abstract

Leprosy is a slow and progressive infectious disease caused by the
Mycobacterium leprae. The generation of free radicals called reactive oxygen species
(ROS), which promote the bacillus destruction, is an effective defense mechanism
developed by the host. The ROS contribute for M. leprae destruction within
macrophages. In parallel, the glutathione S-transferase (GST) multifamily enzymes
constitute an important antioxidant system for ROS detoxification and protection
against toxicity and Therefore, GST null genotypes could reduce the detoxification of
ROS, increasing its effectiveness for M. leprae destruction. Objectives: Our aim was to
evaluate polymorphisms in the GSTT1 and GSTM1 genes as human leprosy
susceptibility modulators. Methods: The genotyping of the GSTT1 and GSTM1
polymorphisms was performed by using a multiplex polymerase chain reaction (PCR)
in 218 leprosy patients and 244 non-leprosy subjects (control group). Results: The
occurrence of the GSTT1/GSTM1 null genotypes was significantly higher among
control subjects than among patients (P = 0.01). The GSTT1 genotype frequency was
significantly increased in leprosy patients when compared with control subjects
(P=0.01). Conclusions: Our results suggest that GSTT1/M1 nullity may play an
important role in leprosy pathogenesis. Significance: Despite these findings further
studies will be necessary to ascertain the role of these genes in leprosy and to draw any

future prevention measures or contributions to drug therapy.

Keywords: Glutathione S-transferase; Leprosy, Reactive Oxygen Species.
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Introduction

Leprosy is a slow and progressive infectious disease caused by the
Mycobacterium leprae (M. leprae), an obligate intracellular bacillus, with broad clinical
and immunological spectrum. The tuberculoid form (TT) is characterized by isolated
skin lesions without or with rare intracellular bacilli (paucibacillary form) and
lymphocyte T helper 1 (Thl) cellular immune response. On the other hand,
lepromatous leprosy (LL) is characterized by the presence of profuse bacilli
(multibacillary form) in the skin and lymphocyte T helper 2 (Th2) humoral immune
response. Three intermediate forms, borderline tuberculoid (BT), borderline borderline
(BB) and borderline lepromatous (BL) are also observed (Ridley and Jopling, 1966).

The major defense against infection by any microorganisms is the macrophage
system. The generation of free radicals produced by phagocytes, called reactive oxygen
species (ROS), which promote the destruction of the M. leprae, is an effective defense
mechanism developed by the host (Jyothi et al. 2008). In parallel, cells have a
comprehensive system of antioxidant defenses to prevent the free radical formation and
the glutathione S-transferase (GST) multifamily enzymes constitute an important
antioxidant system for ROS detoxification and protection against toxicity. Therefore,
GST null genotypes could reduce the detoxification of ROS increasing its effectiveness
for microorganism destruction (Mittal et al. 2006; Prasad et al. 2008). There are four
GST subclasses (alpha, pi, mu, theta); being t