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RESUMO

A hanseníase continua sendo um problema de saúde mundial, sendo o Brasil o

segundo país em maior em número de casos novos. No Ceará a doença é considerada

endêmica e em 2009 foram diagnosticados 1.952 casos novos, alcançando um coeficiente de

detecção geral de 22,8/100.00 habitantes. A doença é causada pelo M. leprae, manifesta-se

através de sinais e sintomas dermatoneurológicos e é transmitida de pessoa a pessoa através

do convívio de indivíduos suscetíveis com doentes bacilíferos sem tratamento. A interação do

M. leprae com os subtipos de células T produz citocinas do tipo Th1 e Th2, responsáveis

pelas diferentes formas clínicas da doença. Padrões de citocinas Th1 (IL-2, IFN-γ e TNF-α)

foram encontrados em lesões de pele das formas tuberculóides e padrões de citocinas Th2

(IL-4, IL-5 e IL-10) foram encontrados em lesões das formas virchovianas. A hanseníase é

influenciada por vários fatores, sendo os genéticos os mais estudados no momento. Os genes

das citocinas aparecem como fortes candidatos capazes de influenciar a interação patógeno-

hospedeiro e favorecer ou não o desenvolvimento da doença. A IL-10 é uma citocina anti-

inflamatória e imunomoduladora que possui regiões promotoras bastantes polimórficas,

contendo regiões de microssatélites e SNPs que formam vários haplótipos que estão

associados a diferentes níveis de produção de citocina in vitro. Vários estudos tentam reportar

associações entre os polimorfismos de IL-10 e o risco ou proteção para diversas doenças.

Contudo, os dados relatados tem sido contraditórios e a maioria das associações entre os

polimorfismos e a produção dessa citocina são baseados em estudos in vitro. Dessa forma o

presente estudo teve o objetivo de definir como os polimorfismos da região promotora da

citocina afetam a produção in vivo frente à infecção pelo M. leprae. Foram quantificadas as

concentrações séricas de IL-10 de 181 indivíduos, sendo 77 casos índices de hanseníase, 74

indivíduos contactantes e 30 controles saudáveis. Sendo que destes, 31 possuíam análise

genotípica de IL-10 no grupo caso, 33 no grupo contactante e 29 no grupo controle. Os

pacientes com análise genotípica foram estratificados em baixo, médio e alto produtor da

citocina. As diferenças nos níveis da citocina foram comparadas entre os grupos dentro do

espectro da hanseníase (paucibacilar e multibacilar), dos controles externos, dos controles

internos, dos genótipos e alelos encontrados nos grupos. Foram realizados testes de Kruskall-

Wallis e Mann-Whitney para análise das medianas de IL-10 em pg/mL. Não foi encontrada

diferença significante entre os grupos caso, contactante e controle (p=0,7450), entre os

indivíduos pauci e multibacilar (p=0,7898), entre os  fenótipos de nível de produção de

citocina (baixo, médio e alto) (p=0,4355). Foi encontrada diferença significante na produção



de IL-10 entre os alelos -1082A,-819C e -592C  do grupo caso em relação aos controles

(p<0,05) e dos alelos -819C e -592C do grupo caso em relação aos contactantes (p<0,05).

Não foi encontrada diferença significante entre os grupos contactante e controle (p>0,05). Em

conclusão, os genótipos de IL-10, -1082G>A, -819C>T e -592G>C não influenciaram a

produção e/ou o desfecho da infecção pelo M. leprae. Por outro lado, os alelos -1082A,-819C

e -592C determinaram menor produção de IL-10 em indivíduos com hanseníase.

Palavras-chave: hanseníase, polimorfismo, IL-10, níveis séricos, contactantes.



ABSTRACT

Leprosy is a world problem of health and Brazil has the second higher rates of

new cases in the world. It is considered an endemic disease at Ceará and a total of 1,952 new

cases were detected, reaching a detection rate of 22.8/100,000 inhabitants. The interaction

between the M. leprae and different T cells stimulates the production of a Th1 or a Th2

pattern of cytokines, which are responsible for the different clinical forms of leprosy. Th1

cytokines (IL-2, IFN-γ and TNF-α) were found in tuberculoid skin lesions while Th2

cytokines (IL-4, IL-5 and IL-10) were found in lepromatoid lesions. Leprosy is influenced by

many distinct factors, among them, genetic factors are the most studied at this moment.

Cytokine genes seem to influence the interaction between the pathogen and the host and

contribute to the development or not of the disease. The IL-10 is an antiinflammatory and

immunomodulatory cytokine which has too much polymorphic promoter regions with

microsatellites and SNPs. Different haplotypes are associated to distinct levels of cytokine

production in vitro. Many studies reported associations between IL-10 polymorphisms and the

risk or the protection against many diseases. However, the data reported have been

contradictory and most of the associations between these polymorphisms and the production

of IL-10 are showed in in vitro studies. The aim of this study was to evaluate how the

promoter region polymorphisms of IL-10 influence the cytokine levels production in vivo,

during the M. leprae infection. Serum levels of IL-10 were analyzed by ELISA in 181

individuals, 77 of them were leprosy cases, 74 household contacts and 30 healthy controls.

Among them, 31 had IL-10 polymorphism typed in the case group, 33 in household contact

group and 29 in healthy controls. Cases with polymorphism typed were stratified in low,

medium and high levels of cytokine production. Differences in the IL-10 production were

compared among leprosy cases (pauci and multibacillary), household contacts, healthy

controls, genotypes and alleles distribution found in the groups. Kruskall-Wallis and Mann-

Whitney tests were used to analyze mean values of IL-10 levels. No differences were

observed between cases, contacts and controls (p=0.7450), pauci and multibacillary

(p=0.7898), phenotypes of IL-10 production (low, medium or high) (p=0.4355). A significant

difference in the IL-10 levels between cases and controls was found associated to the alleles -

1082A,-819C and -592C (p<0.05) and between cases and contacts associated to the alleles -

819C and -592C (p<0.05). No differences were found between contacts and controls (p>0.05).

In conclusion, the -1082G>A, -819C>T and -592G>C IL-10 genotypes did not influence the



IL-10 production or the M. leprae infection outcome. On the other hand, -1082A,-819C e -

592C alleles determined a lower production of IL-10 in cases of leprosy.

Keywords: Leprosy. Polymorphisms. IL-10. Serum levels. Contacts.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Aspectos históricos da hanseníase

A história da hanseníase está interligada com a da própria civilização. Apesar de

não se saber ao certo a época do real aparecimento da moléstia no mundo, as primeiras

referências textuais à hanseníase são encontradas em vários documentos históricos, como o

papiro Egípcio de Ebers, datado de 1550 anos A.C. (HULSE, 1972), livros sagrados hindus,

como o Atharva Veda, datados do primeiro milênio A.C. (BLOOMFIELD, 2004) e a Bíblia,

que no decorrer do Antigo e Novo Testamento, faz menção a doença (ROBERTS;

MANCHESTER, 2005). No entanto, alguns autores acreditam que o uso bíblico da palavra

provavelmente tenha referência maior a uma maldição do que à doença em si (COCHRANE,

1964).

A hanseníase foi prevalente no Egito Antigo, com provas incontestáveis de sua

ocorrência em uma múmia do 2 º século A.C. (DZIERZYKRAY-ROGALSKI, 1980;

LECHAT, 1999).  Sushruta Samhita, um compilado médico escrito na Índia em tono de 200-

100 anos A.C. pelo médico cirurgião Sushruta, forneceu descrições detalhadas do que

provavelmente seriam as características clínicas e o tratamento da hanseníase

(DHARMENDRA, 1969). Inscrições antigas da China, cerca de 600 anos A.C. também

revelam a prevalência da doença (JOPLING; MCDOUGALL, 1988). Na Grécia antiga,

descrições clínicas possivelmente da forma virchoviana da hanseníase, foram incluídas no

âmbito do nome “Elephantiasis graecorum” (BROWNE, 1970; KAPLAN, 1993). O caso mais

antigo de hanseníase diagnosticado foi encontrado por arqueólogos da Universidade Hebraica

em Israel. A partir de um sudário do 1º século depois de Cristo, foi possível concluir que o

indivíduo sofria de hanseníase e tuberculose (MATHESON et al., 2009).

Alguns historiadores da doença têm mantido que a hanseníase foi originada no

subcontinente indiano e se espalhou para a Europa após o quarto século A.C. (MONOT et al.,

2005; MARIOTTI et al., 2005), mas a doença  só tornou-se um grave problema de saúde

pública na Europa a parti da Idade Média (RAWCLIFFE, 2006), quando provavelmente foi

trazida por os soldados de Alexandre o Grande, durante o retorno da campanha indiana

(BROWNE, 1970; KAPLAN, 1993), ou por soldados do exército de Pompey, retornando do

Egito (LECHAT, 1999).

A hanseníase foi introduzida nas Américas em grande parte como resultado da
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colonização pelos europeus e, em certa medida, pelo comércio de escravos na África

Ocidental do Século XVIII (MONOT et al., 2005). Para Opromolla (2000), o papel exercido

pelos escravos na introdução da hanseníase no Brasil é questionável, pois era difícil a

negociação de africanos que apresentassem lesões cutâneas (OPROMOLLA, 2000). No

Brasil, os primeiros casos da doença foram notificados no ano de 1600, na cidade do Rio de

Janeiro (YAMANOUCHI, 1993).

Após os primeiros casos no Rio de Janeiro, outros focos da doença foram

identificados, principalmente na Bahia e no Pará (YAMANOUCHI, 1993). Tal fato, conforme

relata o Ministério da Saúde (BRASIL, 1989), levou as autoridades da época a solicitarem

providências a Portugal, sem, entretanto alcançarem êxito.

Em virtude do desenvolvimento da agricultura, novas terras foram sendo

colonizadas dando origem à necessidade de mão-de-obra. Como conseqüência houve a

migração de vários doentes as mais diferentes regiões do território brasileiro. De acordo com

Maurano (1950), após a introdução da hanseníase por diversos pontos da costa brasileira, a

infecção teria acompanhado paralelamente a colonização. De Pernambuco, a doença teria se

estendido à Paraíba e Alagoas, devido ao desenvolvimento agrícola dessas regiões. E ao

Ceará, Maranhão, Pará e Amazonas pela ocupação desses Estados (MAURANO, 1950).

A hanseníase foi durante muito tempo uma doença que marginalizava seus

portadores e cujo tratamento era baseado no isolamento do doente. Só em meados de 1800 os

estudos sobre a hanseníase iniciaram. O investigador pioneiro foi Daniel Danielssen, um

médico norueguês que juntamente com seu colega Carl Boeck, descreveu a opinião de que a

hanseníase seria uma doença hereditária (TAN; GRAHAM, 2008). No entanto, Armauer

Hansen, também médico norueguês, a partir de seus achados histopatológicos, derrubou a

hipótese de Danielssen, pois descreveu que a hanseníase é uma doença infecciosa. Foi então,

que em 1873, relatou a presença de microrganismos em tubérculos hansênicos, o que seria

posteriormente denominado Mycobacterium leprae (TAN; GRAHAM, 2008). A enfermidade

então ganhou, anos mais tarde, o nome do seu descobridor.

1.2 O Mycobacterium leprae

O Mycobacterium leprae (M. leprae) tem a forma de um bastonete reto ou

ligeiramente encurvado, de 1,5 a 8 μm de comprimento por 0,2 a 0,5 μm de largura. A

presença de ácido micólico, de alto peso molecular na membrana celular do bacilo, torna-o

resistente à descoloração pelo álcool-ácido utilizado na coloração pelo método de Ziehl-
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Neelsen. O microrganismo cora-se de vermelho pela fucsina e é chamado de bacilo álcool-

ácido resistente (BAAR). Nos esfregaços de pele e nos cortes histopatológicos os bacilos são

vistos isolados, em agrupamentos variados ou em arranjos especiais denominados globias que

resultam da sólida união de bacilos através de uma substância chamada gléia (REES, 1985).

A temperatura ótima para a reprodução está em torno de 27°C a 33°C, o que

explica a sua predileção para as áreas mais frias do corpo como a pele, os nervos periféricos e

a mucosa das vias aéreas superiores. Na pele, o M. leprae se encontra preferencialmente nos

macrófagos, enquanto no tecido neural, localiza-se nas células de Schwann, onde pode

permanecer por largo período de tempo sem estimular uma resposta imunológica (CONCHA

et al., 2008).

A parede celular tem espessura de 20 nm apresentando uma camada interna

eletrondensa e uma externa eletrontransparente, onde estão agrupados componentes lipídicos,

particularmente o glicolipídeo fenólico- 1 (PGL-1) e lipoarabinomanana (LAM)

(BRENNAM; BARROW, 1980; HUNTER et al., 1986). O citoplasma é eletrondenso

contendo estruturas comuns as de outros organismos gram positivos (REES; YOUNG, 1994).

O M. leprae possui um genoma constituído por 3.268.203 pb que codifica 1.604

proteínas e 1.116 pseudogenes, que são pedaços de DNA que não são mais traduzidos em

proteína úteis. Isso comparado ao genoma do Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis),

que codifica 3.959 proteínas, com um genona de 4.411.532, mostra o quanto o processo

evolutivo do M. leprae foi inferior, o que tem tornado o patógeno totalmente adaptado ao

organismo humano (COLE et al., 2001).

1.3 Epidemiologia

A hanseníase continua sendo um problema de saúde pública mundial, onde foram

notificados 249.007 casos novos, em 121 países, em 2008, dos quais 134.184 (54%) foram

detectados na Índia, o país com maior número de casos novos, seguido do Brasil, com 39.047

(15%), e da Indonésia, com 17.441 (7%) (BRASIL, 2010).

Na população geral brasileira, a hanseníase apresenta tendência decrescente nos

coeficientes de detecção, mas ainda estão em patamares elevados nas regiões Norte, Nordeste

e Centro-Oeste. Em 2008, o coeficiente de detecção foi de 20,56 por 100 mil habitantes. O

dado é 30% menor que o registrado em 2003, quando o indicador ficou em 29,37 por 100 mil
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habitantes, o valor mais elevado dos últimos anos. (BRASIL, 2010). Em números absolutos, o

Brasil teve 51.900 casos novos da doença em 2003, 50.565 em 2004, 48.448 em 2005, 43.642

em 2006, 40.126 em 2007 e 39.047 em 2008. Dados preliminares de 2009 mostram que já

foram notificados 32.022 casos novos, de acordo com dados do Sistema de Informação de

Agravos de Notificação (SINAN) do Ministério da Saúde (BRASIL, 2010).

Desde 2007, o Brasil utiliza como indicador de acompanhamento da endemia, o

coeficiente de casos de hanseníase em menores de 15 anos, porque permite detectar focos de

transmissão ativa da doença. Assim, mesmo com o aumento da sensibilidade no Sistema

Único de Saúde (SUS), verifica-se uma redução no número de casos novos em menores de 15

anos. (BRASIL, 2010). Em 2008, houve registro de 2.913 casos entre menores de 15 anos, o

que correspondeu a um coeficiente de detecção de 5,89 por 100 mil habitantes dessa faixa

etária. Em 2007, foram 3.048 registros entre menores de 15 anos, ou 6,07 por 100 mil

habitantes. Em 2006, 3.444 menores tiveram a doença, representando coeficiente de 6,22. A

análise do Programa Nacional de Combate a Hanseníase (PNCH) mostra que o auge da

detecção de casos nessa faixa etária ocorreu em 2003, quando 4.181 portadores da doença

foram identificados e tratados, resultando em um coeficiente de 7,98 por 100 mil habitantes.

Estes dados indicam uma redução significativa no coeficiente, da ordem de 25%, em um

período de 5 anos (BRASIL, 2010).

No Ceará, a doença é considerada endêmica. Em 2009 foram diagnosticados

1.952 casos novos, alcançando um coeficiente de detecção geral de 22,8/100.000 habitantes e

de 4,6/100.000 habitantes em menores de 15 anos (CEARÁ, 2010). Segundo o relatório do

ano de 2005 da situação do estado do Ceará, publicado pelo Ministério da Saúde, os

municípios do estado que são prioritários para a eliminação da hanseníase são: Fortaleza,

Caucaia, Maracanaú, Sobral, Iguatu, Juazeiro do Norte e Crato. Estes municípios respondem

por aproximadamente 60,0% do total de casos registrados de hanseníase e por cerca de 40%

da população do estado (CEARÀ, 2003; BRASIL, 2005). Durante o ano de 2009 esses

municípios apresentaram altos coeficientes de detecção geral onde Fortaleza obteve

27,9/100.00 habitantes, Caucaia 17,6/100.00, Maracanaú 33,2/100.00, Sobral 52,1/100.000,

Iguatu 84,4/100.000, Juazeiro do Norte 27,2/100.000 e Crato 27,4/100.00 (CEARÁ, 2010).

O município de Sobral situa-se a 240 quilômetros da capital Fortaleza na região

Noroeste do Estado, foi criado em 1841 e é constituído por 11 distritos possuindo uma área

territorial de 2.129 Km² (IBGE, 2008). Devido o alto índice de detecção de casos de

hanseníase, esse município foi escolhido para a realização do presente estudo.



21

1. 4 Manifestações clínicas da hanseníase

A hanseníase é uma doença infecciosa que se caracteriza por evolução lenta, alta

infectividade e baixa patogenicidade, manifestando-se principalmente, através de sinais e

sintomas dermatoneurológicos. É transmitida de pessoa a pessoa através do convívio de

indivíduos contactantes suscetíveis com doentes bacilíferos sem tratamento. Tem um período

médio de incubação que varia de 2 a 5 anos, e é causada pelo M. leprae, que pode infectar

além do homem, outros animais como tatus, chimpanzés e macacos (TALHARI; NEVES,

1997).

Durante o curso natural da doença pode-se identificar algumas etapas que levam a

divisão da hanseníase em: hanseníase per se, que é a fase independente da forma clínica, fase

das formas clínicas espectrais que ocorre após a instalação da infecção e por último a fase das

reações hansênicas, que é a fase onde há aumento da atividade da doença e que podem ser do

tipo I (Reação reversa, RR) e do tipo II (Eritema Nodoso Hansênico, ENH)     (MORAES et

al., 2006). Na fase de manifestação clínica espectral, segundo Ridley e Jopling, os pólos desse

espectro são ocupados de um lado pela forma mais localizada denominada tuberculóide,

associada à resposta imunológica do tipo Th1 e do outro, pela forma virchoviana, sistêmica, e

associada à resposta imunológica do tipo Th2, com três formas clínicas intermediárias ou

borderline: boderline tuberculóide (BT), boderline boderline (BB) e boderline virchoviana

(BV) (RIDLEY; JOPLING, 1966). Os pólos tuberculóide e virchoviano correspondem

aproximadamente às formas paucibacilar e multibacilar, classificação criada pela Organização

Mundial da Saúde (OMS) para facilitação da orientação terapêutica (OMS, 1998).

No Brasil, o Ministério da Saúde classificou a hanseníase conforme a Portaria 817

de 27/07/2000, que define os pacientes paucibacilares como aqueles com menos de cinco

lesões de pele e/ou com comprometimento de um tronco nervoso, e os pacientes

multibacilares, aqueles com mais de cinco lesões de pele e/ou com comprometimento de mais

de um tronco nervoso. No grupo dos pacientes multibacilares são incluídos todos os casos de

baciloscopia positiva (BRASIL, 2000).

A manifestação clínica mais comum da hanseníase é uma lesão de pele

hiperpigmentadas ou eritematosas, acompanhadas por uma perda de sensação. Os pacientes

geralmente apresentam lesões na pele, dormência ou fraqueza causada pelo envolvimento do

nervo periférico, ou, mais raramente, uma queimadura ou úlcera indolor (WALKER;

LOCKWOOD, 2006). Os pacientes também podem apresentar inicialmente com uma reação

hansênica (PFALTZGRAFF; RAMU, 1994).
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1.5 Resposta imune e a hanseníase

1.5.1. Imunidade inata e a hanseníase

A resposta inicial à penetração de agentes agressores é feita através de

mecanismos imunológicos inatos. A resposta imune inata tem a característica de ser um

mecanismo de defesa não específico, com uma ação geral sobre os microrganismos,

independente da natureza dos mesmos. É constituída por barreiras, ou seja, pele e mucosas

íntegras, além de fatores solúveis plasmáticos como lisozimas, complemento, proteínas,

citocinas e células fagocitárias (CUNHA, 2001).

Os linfócitos são os principais responsáveis pelo reconhecimento específico e

inicial do antígeno, sendo divididos em linfócitos T e B, com base na expressão fenotípica de

suas moléculas de superfície e em suas diferenças funcionais. O agente estranho desencadeia,

então, uma série de eventos que levam à ativação de linfócitos T auxiliares e citotóxicos,

macrófagos e linfócitos B, esses últimos levando à produção de anticorpos (HARDMAN;

LIMBIRD, 1996).

As interações do M. leprae com os subtipos de células T produzem citocinas do

tipo Th1, que promovem uma resposta imune celular, e, Th2, que promovem uma resposta

imune humoral. Esses dois braços da resposta imune ao patógeno têm originado hipóteses

para explicar as diferenças entre as formas clínicas da doença (LIMA et al., 2000;

BELGAUMKAR et al., 2007).

As células dendríticas (dentritic cell, DCs) são células que fazem parte do sistema

imune inato e desempenham um papel central no desenvolvimento da resposta imunológica a

diversos agentes infecciosos (QUAH; O’NEILL, 2005). São células apresentadoras de

antígenos profissionais que atuam tanto no condicionamento da célula T quanto no

estabelecimento da auto- tolerância (PULENDRAN, 2004; ALBERT et al., 2001;

KALINSKI; MOSER, 2005). Possivelmente essa escolha é determinada pelo estado de

maturação das DCs (STEINMAN et al., 2003), embora alguns trabalhos tenham mostrado

evidências ao contrário (ALBERT et al., 2001). Contudo a participação das células dendríticas

na modulação da resposta da célula Th1 ou Th2 consiste em um assunto de muitos estudos.

A interação das células dendríticas com os patógenos ocorre através dos diferentes

receptores de reconhecimento padrão, presentes na superfície celular das células dendríticas

(PULENDRAN, 2004).
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Os receptores de reconhecimento padrão mais estudados são os da família dos

receptores do tipo Toll (Toll Like receptors - TLR) composta atualmente por 14 membros

com diferentes sítios de ligação (KUMAGAI et al., 2008). O LPS (Lipopolissacarídeo) é

reconhecido através do TLR4 enquanto que os lipopeptídeos micobacterianos através do

TLR2 (O´NEILL, 2006). Os TLRs podem reconhecer antígenos como Lipoarabinomanam

(LAM), incluindo o AraLAM, manose ou fosfoinositideLAM (PILAM), a lipoproteína de 19

kDa, fator solúvel da tuberculose (STF) e a micobactéria inteira (QUESNIAUX et al., 2004;

KRUTZIK; MODLIN, 2004) .

Alguns trabalhos sugerem que os diferentes tipos de TLRs podem ser associados

com os espectros da hanseníase. Expressão de TLR2 e TLR1 foi encontrada ser muito mais

forte nas lesões cutâneas da forma tuberculóide da hanseníase em relação à forma virchoviana

(KRUTZIK et al., 2003).

Outros receptores, como a lecitina do tipo C DC-SIGN são importantes na ligação

de micobactérias e de vírus, como o HIV (KOOYK; GEIJTENBEEK, 2003). DC-SIGN

também podem estar envolvidos na supressão de TLR mediando à inflamação em resposta a

infecções por micobactérias (KOOYK; GEIJTENBEEK, 2003). DC-SIGN tem mostrado se

ligar a manose presente na parede celular de micobactérias de crescimento lento como a M.

tuberculosis e M. leprae (GEIJTENBEEK et al., 2003) desencadeando a produção de IL-10 e

inibindo a produção de IL-12 e TNF-α por DCs ou células de linhagens monocíticas

(GEIJTENBEEK et al., 2002; NIGOU et al., 2001). Estudos recentes mostraram a associação

do DC-SIGN com a hanseníase virchoviana, relatando que esse receptor está envolvido tanto

na captação do M. leprae como na resposta Th2 da doença (SOILLEUX et al., 2006;

KRUTZIK et al., 2005) . Outros receptores em DCs imaturas, tais como o receptor de manose

(NIGOU et  al., 2000 ), CD11b e CD11c (TAILLEUX  et al., 2003) foram identificados

mediar a  ligação de micobactérias  aos macrófagos (EHLERS; DAFFE, 1998;

SCHLESINGER; HORWITZ, 1994) e provavelmente as DCs.

O macrófago é a célula hospedeira primária do M. leprae que desempenha um

papel importante na patogênese da hanseníase. Dependendo da forma clínica da doença, os

macrófagos possuem características distintas. Na hanseníase virchoviana as lesões

caracterizam-se pelo acúmulo de macrófagos que são incapazes de impedir a multiplicação do

M. leprae. Em contraste, nas lesões das formas tuberculóides, onde há formação de

granuloma, dificilmente são encontradas bactérias dentro dos macrófagos. Ultimamente essas

diferenças têm sido estudadas profundamente, mostrando haver também distinção dos

receptores celulares presentes nos macrófagos de cada forma clínica da doença. Em um
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estudo que utilizou material de biópsia de pacientes portadores de hanseníase, houve um

aumento da expressão dos receptores Toll like do tipo TLR1 e TLR2 em macrófagos e células

dendríticas de lesões tuberculóides quando comparadas as lesões virchovianas (KRUTZIK et

al., 2003). Já em outro estudo com macrófagos de lesões da formas virchovianas houve alta

expressão de receptor do tipo DC-SING quando comparadas as forma tuberculóides

(SOILLEUX et al., 2006). Avanços recentes têm sugerido uma possível dicotomia no

fenótipo dos macrófagos, originando células com perfil pró e anti-inflamatórios, sendo este

caracterizado pela produção de IL-10 (VERECK et al., 2004). Um estudo realizado com

micobactérias e essas duas subpopulações de macrófagos mostraram que as micobactérias

mesmo crescendo nos dois subtipos de macrófagos, induzem a produção de IL-23 no fenótipo

pró-inflamatório em contraste com a IL-10 no fenótipo anti-inflamatório, sugerindo que a

plasticidade dessas células está envolvida no tipo de resposta ao patógeno (VERECK et al.,

2004) . Em outros estudos, macrófagos infectados por M. leprae foram refratários a ativação

induzida pelo IFN-γ manifestando funções aberrantes (HAGGE et al., 2004; SIBLEY;

KRAHENBUHL, 1987).

O sistema complemento também faz parte da imunidade inata e possui as vias de

ativação clássica, alternativa e da lectina. É um sistema formado por proteínas que atuam na

defesa contra a invasão do organismo, através de vários mecanismos como a opsonização, a

formação de imunocomplexos, o recrutamento de leucócitos e a resposta inflamatória. A via

da lectina de ativação do complemento envolve a interação das proteínas de ligação com o

Manan, presentes nas superfícies bacterianas (MBL), que atuam de modo a proporcionar a

captação e fagocitose do M. leprae contribuindo para a disseminação e estabelecimento da

hanseníase (GARRED et al., 1994). Experimentos realizados em soros de pacientes com

hanseníase confirmam que o sistema complemento pode ser ativado por complexos imunes

circulantes isolados desses pacientes (NOORDEEEN, 1991) e, especialmente nas formas

virchovianas, grandes quantidades de imunocomplexos têm sido observados (BROWNE,

1970).

O estudo que avaliou a atividade hemolítica do complemento em diferentes

formas clínicas da hanseníase, mostrou que houve redução da atividade hemolítica e dos

componentes C3 e C4 do complemento e aumento dos níveis de MBL em soros de paciente

com a forma virchoviana quando comparados as formas tuberculóide e dimorfa e aos

controles saudáveis (GOMES et al., 2008). Alguns relatos mostram haver maior proteção

contra a hanseníase virchoviana associada à deficiência de MBL no soro (GARRED et al.,
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1994), embora essa associação não se aplique à forma tuberculóide da doença (DORNELLES

et al., 2006).

Outras células da imunidade inata, como neutrófilos, células natural killer (NK) e

mastócitos, também estão envolvidas na defesa do organismo ao M. leprae, contudo suas

funções não estão bem estabelecidas. O curso crônico da hanseníase é caracterizado por uma

ausência de neutrófilos no local da lesão. Embora as lesões do ENH (eritrema nodoso

hansênico) possam mostrar infiltrado de polimorfonucleares (PMN), principalmente nas

primeiras 72 horas após o início da reação (OLIVEIRA  et al., 1999) . Estudos mostraram que

a apoptose dos PMN é significantemente maior em pacientes com ENH e que essas células

podem ser estimuladas pelo M. leprae e lipoarabinomanan, secretando TNF-α e IL-8,

sugerindo um papel funcional na contribuição para o recrutamento de linfócitos para os sítios

lesionados (OLIVEIRA et al., 1999). Contudo atualmente não está claro o papel dos

neutrófilos na patogênese e na resposta imune da hanseníase.

A função das células NK em pacientes com hanseníase também não está bem

estabelecida. Um dos primeiros estudos mostrou que não houve diferença significante na

atividade das células NK de indivíduos com hanseníase virchoviana ou com as formas

dimorfas comparados aos indivíduos saudáveis, porém mostrou atividade reduzida dos

linfócitos NK em pacientes VV com ENH (HUMPHERS et al., 1982). Estudos posteriores

mostraram células NK com baixa atividade em pacientes com hanseníase virchoviana não

tratados e não reacionais, quando comparados aos controles normais. Enquanto que pacientes

com reações reversas mostraram atividade normal dessas células, quando comparados com a

forma boderline tuberculóide (BT) (CONVERSE; BJUNE, 1986). Outros estudos também

mostraram que as células NK de pacientes com a forma virchoviana não tratados e tratados

com MDT (Multidrogaterapia) foram menos eficazes em promover a citotoxicidade celular

dependente de anticorpo (ADCC), em comparação com pacientes com a forma tuberculóide

ou controles saudáveis. O tratamento das células NK desses pacientes, com a IL-2 e IFN-α

mostrou aumentar a citotoxicidade dessas células (CHIPLUNKAR et al., 1990). Da mesma

forma, a administração intradérmica de IL-2 em pacientes com a forma virchoviana resultou

em um aumento de 8 vezes das células NK, com aumento de células T e monócitos em

infiltrados da derme, um aumento gradativo do infiltrado a um tipo granulomatoso

tuberculóide, porém nenhuma reversão na anergia a antígenos do M. leprae (KAPLAN;

COHN, 1991).

A função específica dos mastócitos na hanseníase permanece enigmática. Vários

estudos têm apresentado resultados contraditórios do papel dessas células na doença.
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(ANTUNES et al., 2003). Alguns estudos relatam que uma maior quantidade de mastócitos

foram encontrados na hanseníase virchoviana, em comparação com hanseníase tuberculóide

(JAYALAKSHMI, 1995; UNANUE, 2002), enquanto outros estudos relatam o oposto (CREE

et al., 1990).

1.5.2. Imunidade adaptativa e a hanseníase

A maioria dos estudos da imunidade humoral tem se restringido aos anticorpos no

imunodiagnóstico ou no monitoramento da hanseníase.

Apesar de ter sido relatada a presença de células plasmáticas e células B no local das lesões

hansênicas (DESIKAN et al., 1983; SEHGAL et al., 2005; IYER et al., 2007), não se sabe

muito a respeito dessa relação com a patologia das lesões. Recentemente, a presença de

células B foi relatada na pele lesionada de ambas as formas virchoviana e tuberculóide e isso

foi associado com a detecção de anticorpo de M. leprae presente em sobrenadantes de culturas

das biópsias das lesões correspondentes (IYER et al., 2007). Especulou-se que estas células B

presentes nas lesões podem influenciar a resposta das células T e / ou desempenhar um papel

na manutenção da reação inflamatória na hanseníase em parte através da secreção local de

anticorpos (IYER et al., 2007). No entanto, dados funcionais, apoiando essa hipótese não

existem.

Especula-se que os anticorpos contra componentes do M. leprae não podem

exercer um papel considerável na proteção contra a hanseníase. No entanto anticorpos podem

desempenhar um papel na captação de M. leprae por fagócitos mononucleares e, portanto tem

influência na patogênese da doença (SCHLESINGER et al., 1994). Anticorpos naturais

provenientes de soro não imunes foram considerados importantes para a ligação do

componente C1q do complemento ao PGL-I e na fixação de C3 ao M. leprae

(SCHLESINGER et al., 1994). Anteriormente, o C3 foi mostrado fixar o PGL-I do M. leprae

e mediar a captação através de receptores de complemento nos fagócitos mononucleares.

Esses estudos demonstraram que os anticorpos naturais promovem a captação do M. leprae

por receptores do complemento em células do hospedeiro. Isto também sugere que o

repertório de anticorpos naturais de um indivíduo pode determinar a predisposição à

hanseníase e determinar a forma clínica da doença (SCHLESINGER et al., 1994).
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1.6 Citocinas das respostas Th1 e Th2 na hanseníase

Desde a descrição inicial dos padrões de citocinas produzidos pelas

subpopulações de células T CD4+, Th1 e Th2 em ratos (MOSMANN et al, 1986) e em

humanos (DEL PRETE et al., 1991; MOSMANN; SAD, 1996) , tentativas têm sido criadas

no intuito de delinear  as respostas imunitárias nas doenças ao longo destas linhas. Em geral,

as células Th1 estão envolvidas nas reações de imunidade mediada por células e são

importantes nas respostas contra patógenos intracelulares. Em contraste, as citocinas Th2

aumentam  a produção de anticorpos, especialmente IgE, aumentam a proliferação de

eosinófilos e são eficazes contra patógenos extracelulares, parasitas e no desenvolvimento de

reações alérgicas (MOSMANN; SAD, 1996). Embora o equilíbrio Th1 e Th2 seja

importante para o sucesso de uma resposta imunológica eficaz, ainda não está claro como o

perfil dessas respostas podem responder a patógenos distintos (KALINSKI; MOSER, 2005).

A hanseníase mostra um espectro de respostas imunológicas que varia desde uma

resposta de imunidade mediada por células forte no pólo TT, a uma resposta quase que

exclusivamente humoral no pólo VV. Yamamura et al. (1991) demonstraram uma expressão

aumentada de citocinas Th2, IL-4, IL-5 e IL-10 nas lesões de pele de pacientes VV. Em

contraste com as citocinas Th1, IL-2, IFN-γ e ΤΝF-α, associadas com hanseníase TT

(YAMAMURA et al., 1991). Alguns estudos  com  clones de linfócitos T CD4+ responsivos

ao M. leprae, gerados a partir do sangue periférico ou de lesões da pele de pacientes com a

forma TT mostraram um perfil um pouco diferente de secreção de citocinas, produzindo IL-

2, IFN-γ e GM-CSF, mas pouca ou nenhuma IL-4 e IL-5 (SALGAME et al., 1991; HAANEN

et al., 1991 ). Em contrapartida, os clones de Linfócito T CD4+ não-responsivos ao M. leprae

produziram pouca IL-2 e IFN-γ, mas mostraram um perfil do tipo 2  secretando IL-4, IL-5 e

GM-CSF (SALGAME et al., 1991). Curiosamente, os pacientes com a forma polar VV

mostraram um subtipo  de  linfócito CD8+ produtor de IL-4 que suprimiu a proliferação do

M. leprae (SALGAME et al., 1991). Estudos  imunohistoquímicos de  citocinas em lesões

hansênicas mostraram um significante aumento na expressão de IFN-γ em lesões

tuberculóides, mas não lesões lepromatosas (ARNOLDI et al, 1990; SCHELL-TOELLNER et

al, 1995). A relação entre os tipos de respostas Th1 e Th2 e as formas polares da hanseníase

foi contestada posteriormente com os estudos que relatam que quase metade dos pacientes

mostraram co-expressão tanto IL-4 e IFN-γ, independentemente da classificação clínica

(MISRA et al., 1995; NATH et al., 2000). No entanto, estes últimos estudos com células

mononucleares de sangue periférico estimuladas com diversos antígenos do M. leprae , não
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necessariamente refletem a situação real in vivo das células.

Uma proporção de clone de célula T, obtidas de lesões de pele de pacientes com

hanseníase responsiva ao M. leprae, mostrou uma resposta do tipo Th0, produzindo tanto de

IFN-γ e IL-4 (VERHAGEN et al., 1998). Isso foi diferente na polarização Th1 durante o

desenvolvimento de reação reversa, onde os clones não responsivos ao M. leprae foram

heterogêneos apresentando respostas do tipo Th1, Th0 ou Th2  (VERHAGEN et al., 1998;

VERHAGEN et al., 1997). Esses resultados sugerem que, embora haja alguns indícios de

associação da resposta polarizada tipo Th1 ou tipo Th2 com o espectro da hanseníase,

especialmente em isolados clonais de populações de células T, tais distinções podem ser

menos perceptíveis in vivo, devido à complexidade da resposta imune induzida.

As análises de soros de pacientes com hanseníase apresentaram aumento da

expressão de muitas citocinas, exceto da IL-2 em todos os pacientes, do IFN-γ nos pacientes

com a forma VV e da IL-10, em pacientes com a forma TT, em comparação com controles

saudáveis (MOUBASHER et al., 1998; IYER et al., 2007). Isso sugere a ativação das células

imunes por antígenos do M. leprae em todos os pacientes com hanseníase. IFN-γ e TNF-α

foram elevados em pacientes com a forma TT, em comparação com pacientes com a forma

virchoviana (MOUBASHER et al., 1998). Estes resultados correlacionados com estudos in

vitro, mostraram que a grande maioria das células T na hanseníase tuberculóide são da

subpopulação CD4 + e do fenótipo Th1 produtoras de IFN-γ, IL-2 e TNF-α, porém pouco são

produtoras ou não de  IL-4, IL-5 e IL-6 (SALGAME et al., 1991; HAANEN et al., 1991;

MUTIS et al., 1993). Curiosamente, nenhuma diferença significativa foi encontrada entre os

níveis de IL-2 das formas TT e VV nos soros de pacientes (MOUBASHER et al., 1998).

Pacientes com a forma VV apresentaram níveis mais altos de IL-10 e IL-1β quando

comparados a pacientes TT (MOUBASHER et al., 1998). Os estudos in vivo têm

demonstrado a predominância de IL-4, IL-5 e IL-10 em lesões VV (YAMAMURA et al.,

1991). A IL-10 foi demonstrada suprimir macrófagos que medeiam a destruição de

microorganismos intracelulares (FREI et al, 1993). A IL-4 foi uma das mais importantes

citocinas em pacientes VV que induziu a supressão in vitro do M. leprae através da atividade

imune dos clones de células T CD4 + (SALGAME et al., 1991). No entanto, a atividade

supressora de IL-4 não foi confirmada através de outros estudos (MUTIS et al., 1993), apesar

dessa citocina ter um papel fundamental na polarização Th2 das células T CD4+

(NAKAMURA et al., 1997; RINCON; FLAVELL, 1997).
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1.7 A influência da genética na hanseníase

A hanseníase é influenciada por fatores genéticos do hospedeiro e do patógeno,

por fatores ambientais, pela vacinação com BCG e pela taxa de exposição ao M. leprae ou

outras micobactérias. A baixa diversidade genética do patógeno e o fato de que apenas cerca

de 0,1 - 1% da população infectada desenvolve a doença, indicam a capacidade do sistema

imune do  hospedeiro para controlar a infecção, sugerindo que diferenças na susceptibilidade

do hospedeiro ao patógeno, podem estar associadas às características genéticas individuais e

influenciar tanto no desenvolvimento da hanseníase bem como nas suas diferentes formas

clínicas (MORAES et al., 2006).

Estudos genéticos com gêmeos mostraram uma taxa de concordância maior para

a hanseníase entre os monozigóticos (60-85%) do que com os gêmeos dizigóticos (5-20%)

(MORAES et al., 2006;  SIDDIQUI et al, 2001). Populações com diferentes origens étnicas

que vivem na mesma área endêmica exibem distintas taxas de prevalência de hanseníase

(MORAES et al., 2006). Além do que as taxas de proteção da vacina BCG tem se mostrado

variáveis em diferentes populações (ZODPEY, 2007). Os primeiros estudos genéticos

identificaram um importante locus de susceptibilidade à hanseníase na região 10p13,

contendo o gene do receptor de manose em macrófagos (SIDDQUI et al., 2001)  e na região

20p12 (TOSH et al., 2002), também encontrada ser associada com dermatite atópica e

psoríase (NAIR et al., 1997; TREMBATH et al., 1997; COOKSON et al., 2001). Estudos

posteriores mostraram ligação da região 10p13 mais especificamente com a hanseníase TT do

que com as outras formas da doença (MIRA et al., 2003; REMUS et al., 2003). Um estudo

identificou um locus de suscetibilidade à doença em famílias Vietnamitas presente no

cromossomo 6q25 (MIRA et al., 2003). Outro estudo mostrou envolvimento dos genes que

causam a doença de Parkinson PARK2 e PACRG na susceptibilidade à hanseníase em 197

famílias Vietinamitas (MIRA et al.,2004). O locus 17q11, que contém os genes NOS2A e

CCL2 (MCP-1), entre outros, também tem sido vinculado na susceptibilidade à hanseníase

(JAMIESON et al., 2004).

A contribuição das moléculas do HLA para o desenvolvimento da hanseníase

também tem sido avaliada, pois se tem correlacionado certos fenótipos ao desenvolvimento da

doença. O locus HLA com os haplótipos da classe I HLA-A * 1102-B * 4006-Cw * 1502

mostram uma associação significativa com susceptibilidade à hanseníase virchoviana

(SHANKARKUMAR et al., 2003). Entre os genes de classe II do locus HLA-DRB1, mais

especificamente DRB1 * 15 e DRB1 * 16 são associados à susceptibilidade a hanseníase na



30

Índia (VRIES et al., 1980; RANI et al., 1993), Tailândia (SCHAUF et al., 1985) e Brasil

(VISENTAINER et al., 1997), enquanto que o locus HLA- DQw1 foi encontrado ser

associado com os doentes da forma VV (GORODEZKY et al., 2004).

O polimorfismo na posição -308(G/A) na região promotora do gene TNFα foi o

primeiro associado à doença, mas permanece controverso na hanseníase. Em estudo indiano e

tailandês foi encontrada associação do alelo -308A e a hanseníase multibacilar (ROY  et al.,

1997; VEJBAESYA et al., 2007). Contrariamente estudos brasileiros mostram esse alelo em

associação à resistência dessa forma clínica (SANTOS et al., 2002; VANDERBRGTH et al.,

2004). Enquanto que em um estudo com famílias da Polinésia Francesa não foi encontrada

associação (LEVEE et al., 1997). Da mesma forma, um polimorfismo na posição +252 (A-G)

no primeiro intron da linfotoxina (LT)-A juntamente com o haplótipo -308A do SNP do TNF

foi também associado à proteção contra a hanseníase em uma população brasileira (SHAW et

al., 2001). O receptor da vitamina D (VDR) foi associado com hanseníase em uma população

na Índia onde a substituição T-C na região do gene 352 no códon 3' resultou na

susceptibilidade à hanseníase virchoviana e tuberculóide, na presença de genótipos TT e CC,

respectivamente (ROY et al., 1999) enquanto que em uma população do Malauí o genótipo

CC foi associado com susceptibilidade à hanseníase per se (FITNESS et al., 2004). No

entanto, a relevância biológica dos polimorfismos de nucleotídeo único em função de VDR

em hanseníase não é conhecida.

O gene NRAMP-1(gene da proteína 1 do macrófago associado à resistência

natural)  também tem sido estudado como um gene candidato para resistência ou

suscetibilidade à hanseníase, com base em estudos em ratos (SKAMENE et al., 1998).

Estudos com seres humanos, no entanto, mostram que a associação deste gene com resistência

à hanseníase é controversa (BUSCHMAN et al., 1997). Estudo realizado em famílias

Vietnamitas encontrou evidência positiva de ligação entre haplótipos do NRAMP1 e

susceptibilidade a hanseníase per se (ABEL et al., 1998). Já outro estudo, realizado em Mali

mostrou associação do polimorfismo desse gene com a forma MB da doença (MEISNER et

al., 2001) e o estudo realizado em famílias da Polinésia Francesa não mostrou associação do

gene com a doença. (ROGER et al., 1997).

Outros genes candidatos testados para a susceptibilidade à hanseníase incluem a

IL-12Rβ1 e β2 (LEE et al., 2003; OHYAMA et al., 2005; KIM et al., 2001), laminina

(WIBAWA et al., 2002) e Toll-like receptor (TLR) -2 (KANG; CHAE, 2001). Estudo em

uma população da Indonésia revelou que um polimorfismo na posição +7809 no gene da

laminina onde ocorre uma substituição da valina por alanina (V2587A) resultou em uma
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mutação missense que foi fortemente associada à hanseníase tuberculóide (WIBAWA et al.,

2002). Mutações missense no receptor β1 da Il-12 (IL-12Rβ1) não foram associados à forma

VV na Koréia (LEE et al., 2003), enquanto que o receptor β2 (IL-12Rβ2) foi encontrado ser

altamente expressa na forma TT (KIM et al., 2001) e mutações missense na região 5 ' do gene

desse receptor  podem afetar sua expressão e  aumentar a susceptibilidade para a forma  LL

(OHYAMA et al., 2005). Um estudo inicial na Koréia mostrou associação do polimorfismo

Arg677Trp no gene do receptor toll-like (TLR)-2 em pacientes com a forma LL (KANG et

al., 2002), porém posteriormente foi demonstrado que se tratava de uma duplicação do exon

ao invés de um polimorfismo verdadeiro (MALHOTRA et al., 2005). No entanto, estudos

mais recentes têm demonstrado a associação do polimorfismo do TLR2 com risco aumentado

para o desenvolvimento de reação reversa (BOCHUD et al., 2008), sugerindo que TLR2 pode

realmente ter um papel na hanseníase.

1.8 Gene da IL-10 e a susceptibilidade genética

A interleucina-10 (IL-10) é uma citocina reguladora produzida tanto pela resposta

imunológica inata quanto pela adaptativa e que é capaz inibir as citocinas das respostas Th1 e

Th2 e uma variedade de mecanismos imunes (SARAIVA; O`GARRA, 2010).

Os genes das citocinas constituem um importante grupo de genes que podem

influenciar a interação patógeno e hospedeiro (MALHOTRA et al., 2005). Os polimorfismos

genéticos podem regular os níveis das citocinas e essa regulação da produção pode influenciar

a intensidade da resposta imune. Diferenças sutis entre os níveis de citocinas secretadas

podem explicar o estabelecimento de fenótipos diferentes na hanseníase (MORAES et al.,

2006). Os polimorfismos mais comuns e mais estudados são microssatélites e polimorfismos

de nucleotídeo único (SNPs). Os polimorfismos de nucleotídeo único são substituições

bialélicas de ponto (G-A, C-T, C-A) que acontecem em uma determinada sequência de DNA.

Como resultado, os SNPs podem alterar a afinidade de ligação para fatores de transcrição na

região promotora da citocina (MORAES et al., 2006). Os polimorfismos microssatélites são

trechos de DNA que consistem em unidades repetidas de dois, três ou quatro nucleotídeos.

Vários métodos baseados na PCR (polymerase chain reaction) foram desenvolvidos e

utilizados para detecção destes polimorfismos: a metodologia RFLP (restriction fragment

length polymorphism), que utiliza enzimas de restrição (WILSON et al., 1992), o método

SSOP (sequence-specific oligonucleotide probes), que permite a amplificação do gene e a

hibridização de alelos específicos com sondas marcadas (TURNER et al., 1997) e a técnica de
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SSP (sequence-specific primers), a qual faz uso de iniciadores específicos para a sequência de

nucleotídeos do alelo polimórfico (REYNARD et al., 2000).

A IL-10 é uma importante citocina anti-inflamatória e imunossupressora produzida

por um largo número de células do sistema imune. Apesar de inicialmente ter sido descrita

como uma citocina produzida por células Th2, agora está claro que ela é produzida por outras

células T, como as Treg (reguladoras) (MOORE et al., 2001), células T CD8+ (GILLIET et

al, 2002), além de macrófagos, células dendríticas (McGUIRK et al., 2002) e células B

(FILLARREAU et al., 2002).

A função reguladora da IL-10 tem sido bem documentada em modelos animais.

Camundongos com deleção no gene da IL-10 quando infectados com um parasita da malária

desenvolvem uma resposta prejudicial ao hospedeiro (LI et al., 1999), enquanto que em  outro

estudo camundongos com a mesma deleção apresentaram suscetibilidade à doença intestinal

(KUHN et al., 1993). Em humanos a função reguladora da IL-10 ainda não foi totalmente

elucidada. Em estudos realizados in vitro usando PBMCs de indivíduos afetados por várias

infecções, a resposta imune foi melhorada na presença de anticorpos monoclonais anti IL-10

na leishmania (CARVALHO et al., 1994), na filariose (MAHANTY et al., 1997), na

esquistossomose (KING et al,,1996), na hanseníase (SIELING et al., 1993) e na tuberculose

(GONG et al., 1996).

Em um estudo experimental in vitro, que utilizou PBMCs de indivíduos

imunocompetentes com infecção anterior por tuberculose e que foram em seguida infectados

com HIV, mostrou que no momento da segunda infecção por M. tuberculosis, a replicação

viral foi prejudicada devido ao aumento da IL-10 e a inibição da produção de TNF, mostrando

que ambas as citocinas têm um impacto direto sobre a replicação viral (RANJBAR et al.,

2004).  Em estudos envolvendo a IL-10 e a hanseníase mostraram que esta citocina está

aumentada na forma de MB da doença (MISRA et al. 1995) e que há um bom prognóstico em

indivíduos contactantes e a relação aumentada de TNF/IL-10 (LIMA et al., 2000).

A IL-10 também está envolvida na patogênese das doenças auto-imunes (CUSH et

al., 1995; PEREZ et al., 1995), particularmente na desregulação da função das células B que

no lúpus eritematoso sistêmico, leva a produção de auto-anticorpos (ITOH e HIRDHAZA et

al., 1995; LLORENTE et al., 1995). Além disso, possui capacidade de induzir anergia nas

células T (LUSCHER et al., 1994) e inibir a expressão do complexo principal de

histocompatibilidade (MHC) classe I nessas células (MATSUDA et al., 1994). A IL-10

desempenha um papel importante no desenvolvimento de doenças infecciosas e foi

demonstrada afetar a resposta dos macrófagos durante infecções por micobactérias
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(MURRAY et al., 1997). Mostrando também que a gravidade de uma infecção pode estar

associada com níveis séricos de IL-10 (DERKX et al., 1995). Níveis elevados de IL-10 no

soro foram observados em pacientes com um mau prognóstico de meningite meningocócica,

enquanto que os pacientes que tinham doença leve apresentaram baixos níveis IL-10

(LEHMANN et al., 1995). Um estudo realizado em famílias de pacientes que tiveram doença

meningocócica demonstrou diferenças na capacidade de produzir IL-10 após estimulação de

sangue total com LPS in vitro, onde as famílias que apresentaram produção de IL-10

aumentada tiveram risco 20 vezes maior para desfecho fatal, sugerindo que as diferenças na

produção estão ligadas a hereditariedade (WESTENDORP et al., 1997).

O gene da IL-10 está localizado no cromossomo 1, em 1q31-32 e sua região

promotora é bastante polimórfica, contendo regiões de microssatélite e SNPs, que  formam

vários haplótipos  que estão associados com níveis diferentes da citocina (ESKDALE et al.

1999). Estudos têm sugerido que o efeito do SNPs na região promotora proximal (-

1082A→G, -819C→T, -592C→A) está mais relacionado com a susceptibilidade ou proteção

à hanseníase do que nos SNPs na região promotora distal (-3575T→A, -2849G→A, -

2763C→G) (HURME et al.,1998; MALHOTRA et al., 2005 ).

O alelo -1082A é considerado baixo produtor de IL-10 (TURNER et al., 1997).

Sendo que alguns estudos têm demonstrado que esse alelo é predominante nas populações

brasileira, holandesa (MORAES et al., 2003),iraniana (AMIRZAGAR et al., 2006) e indiana

(PRABHU et al., 2007). O alelo -819C está relacionado com alta produção de IL-10

(TURNER et al., 1997) e é predominante nas populações brasileira, holandesa (MORAES et

al., 2003) e iraniana (AMIRZAGAR et al., 2006). Já o alelo -592C também está relacionado à

alta produção de IL-10 (TURNER et al., 1997), sendo predominante nas populações iraniana

(AMIRZAGAR et al., 2006), da Irlanda do Norte, do continente Sul Africano, de Omã na

Arábia e do México (MEENAGH et al., 2002). Sendo que na população de Singapura esse

alelo é menos freqüente (MEENAGH et al., 2002) (Quadro -1).

Um estudo brasileiro realizado em Bauru (São Paulo) que comparou os dados

obtidos com outros trabalhos usando meta-análise associou o alelo -819T com a

suscetibilidade à hanseníase e a baixa produção de IL-10 em cultura de células mononucleares

obtidas a partir de sangue periférico estimuladas com antígenos do M. leprae. Sugerindo que

baixos níveis de IL-10 durante o desenvolvimento da doença podem culminar na ausência de

resposta imune e no desenvolvimento da doença (PEREIRA et al, 2009). Esse estudo foi de

acordo com o estudo anterior, realizado na população do Rio de Janeiro, onde também foi

encontrada associação do alelo -819T com  susceptibilidade à doença (SANTOS et al., 2002),
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porém em desacordo com o estudo realizado na população do Malauí onde não houve

associação dos SNPs -592, -819, -1082 com a hanseníase (FITNESS et al., 2004). E em

desacordo também com outro estudo brasileiro realizado em uma população de Maringá

(Paraná) no qual se analisou a associação dos polimorfismos de IL-10 com a hanseníase

mostrando não haver diferenças significantes entre os genótipos de pacientes com hanseníase

e controles saudáveis (FRANCESCHI et al., 2008) (Quadro -2).

Turner et al. (1997), analisou os genótipos dos polimorfismos e viu que o genótipo

GCC/GCC está associado à alta produção de IL-10, os genótipos GCC/ACC e GCC/ATA

estão associados à produção intermediária de IL-10, e os genótipos ACC/ACC, ACC/ ATA e

ATA/ATA associados à baixa produção da citocina (TURNER et al., 1997). O genótipo

formado pelos SNPs -1082A/-819T/-592A foi associado à atividade transcricional mais baixa

do que o genótipo -1082G/-819C/-592C, enquanto o genótipo ATA foi associado com baixa

produção da citocina em cultura de PBMC estimulada com LPS. Adicionalmente, observou-

se que o alelo -1082G está associado à alta produção da citocina tanto “in vivo” como “ in

vitro” (TURNER et al., 1997; CRAWLEY et al., 1999; GIBSON et al., 2001) (Quadro -1).

Quadro 1 - Genótipos e alelos polimórficos da região promotora do gene de IL-10
relacionados à produção da citocina.

Genótipo/Alelo Fenótipo Referência

Genótipo

GCC/GCC Alto produtor TURNER et
al., 1997

GCC/ACC Médio produtor TURNER et
al., 1997

GCC/ATA

ACC/ACC Baixo produtor TURNER et
al., 1997

ACC/ATA
ATA/ATA

Alelo

-1082G Alto produtor TURNER et
al., 1997

-1082A Baixo produtor

-819C Alto produtor TURNER et
al., 1997

-819T Baixo produtor

-592C Alto Produtor TURNER et
al., 1997
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Na população brasileira o genótipo formado pelos SNPs da região promotora

distal -3575A/- 2849G/- 2763C foi associado com a proteção à doença, enquanto o genótipo -

3575T /-2849A / -2763C foi encontrado ser susceptível à hanseníase per se mas sem

apresentar correlação significativa com as formas clínicas (MORAES et al., 2004). Em um

estudo realizado na Índia, o genótipo -3575T/ -2849G/ -2763C/ -1082A/ -819C/ -592C

mostrou conferir resistência à hanseníase e à forma multibacilar da doença, enquanto o

genótipo -3575T/ -2849G/ -2763C/ -1082A/ -819T/ -592A mostrou- se associado á forma

multibacilar (MALHOTRA et al., 2005 ) (Quadro - 2).

A freqüência dos polimorfismos dos genes das citocinas varia muito entre as

populações, principalmente onde a miscigenação é muito forte, como é o caso da população

brasileira. Essas diferenças étnicas na distribuição de diversos polimorfismos do gene da IL-

10 são importantes na determinação da associação genética com a doença (OPDAL 2004;

MORAES et al. 2003).

Quadro 2 - Principais alelos e genótipos envolvidos na proteção e suscetibilidade à

hanseníase.

Citocina População Alelo/genótipo Fenótipo Referência

Brasil-Maringá

Brasil-São Paulo
Metanálise

-592C/-819T/-1082G

-819T

Sem
associação

Suscetível

FRANCESCHI et al., 2008

PEREIRA et al., 2009

Brasil- Rio de
Janeiro

-819T Suscetível SANTOS et al., 2002

Malauí -592C/-819T/-1082G Sem
associação

FITNESS et al., 2004

-3575A/- 2849G/- 2763C Protetor MORAES et  al., 2004
Brasil- Rio de
Janeiro

-3575T /-2849A / -2763C Suscetível per
se

MORAES et  al., 2004

-3575T/ -2849G/ -2763C/ -
1082A/ -819C/ -592C

Protetor MALHOTRA et al., 2005

IL-10

Índia e Brasil

-3575T/ -2849G/ -2763C/ -
1082A/ -819T/ -592A

Suscetível MB MALHOTRA et al., 2005
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2 JUSTIFICATIVA

A hanseníase continua sendo um problema de saúde mundial, sendo o Brasil o

segundo país em maior em número de casos novos. No Ceará a doença é considerada

endêmica e em 2009 foram diagnosticados 1.952 casos novos, alcançando um coeficiente de

detecção geral de 22,8/100.00 habitantes. A doença é causada pelo M. leprae, manifesta-se

através de sinais e sintomas dermatoneurológicos e é transmitida de pessoa a pessoa através

do convívio de indivíduos suscetíveis com doentes bacilíferos sem tratamento. A interação do

M. leprae com os subtipos de células T produz citocinas do tipo Th1 e Th2, responsáveis

pelas diferentes formas clínicas da doença. Padrões de citocinas Th1 (IL-2, IFN-γ e TNF-α)

foram encontrados em lesões de pele das formas tuberculóides e padrões de citocinas Th2

(IL-4, IL-5 e IL-10) foram encontrados em lesões das formas virchovianas. A hanseníase é

influenciada por vários fatores, sendo os genéticos os mais estudados no momento. Os genes

das citocinas aparecem como fortes candidatos capazes de influenciar a interação patógeno-

hospedeiro e favorecer ou não o desenvolvimento da doença. A IL-10 é uma citocina anti-

inflamatória e imunomoduladora que possui regiões promotoras bastantes polimórficas,

contendo regiões de microssatélites e SNPs que formam vários haplótipos que estão

associados a diferentes níveis de produção de citocina in vitro. Vários estudos tentam reportar

associações entre os polimorfismos de IL-10 e o risco ou proteção para diversas doenças.

Contudo, os dados têm sido contraditórios e a maioria das associações entre os polimorfismos

e a produção dessa citocina são baseados em estudos in vitro. Devido à importância da IL-10

para a resposta imunológica, esse estudo tem o objetivo de definir como os polimorfismos da

região promotora da citocina afetam a produção in vivo frente à infecção pelo M. leprae.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a associação dos polimorfismos da IL-10 -1082G>A, -819C>T, -

592A>C e os níveis séricos da citocina entre os casos, os contactantes de hanseníase e

controles saudáveis.

3.2 Objetivos específicos

 Dosar pela técnica de ELISA os níveis de IL-10 entre casos, contactantes de

hanseníase e controles saudáveis.

 Verificar os níveis da citocina produzidos pelos casos e contactantes nos casos

classificados como paucibacilar e multibacilar.

 Associar os níveis séricos da citocina com os polimorfismos e alelos da IL-10 entre os

grupos.
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1  Descrição do estudo

O presente trata-se de um estudo observacional realizado a partir da análise de

sangue periférico obtido de indivíduos sem tratamento prévio, com diagnóstico de

hanseníase, residentes no município de Sobral, no estado do Ceará, atendidos no Centro de

Saúde de Sobral, durante o período de março de 2006 a julho de 2008.

4.2 População do estudo

Os indivíduos foram divididos em três grupos: casos índices, controles internos

(indivíduos contactantes dos casos índices) e controles externos.

Foram estudados 77 indivíduos portadores de hanseníase, com idade variando de

15 a 85 anos. O diagnóstico se baseou em exames clínicos, biópsia da pele e baciloscopia da

lesão. Todos classificados de acordo com Ridley e Joplin (1996), OMS e Ministério da Saúde

conforme a Portaria 817 de 16.07.2000, sendo os pacientes das formas clínicas indeterminada

e tuberculóide classificados como paucibacilares (PB) e os pacientes das formas clínicas

virchoviana, dimorfo-virchoviana, dimorfo-tuberculóide classificados como multbacilares

(MB) (ANEXO A).

O diagnóstico e a caracterização clínico-epidemiológica das diferentes formas

clínicas foram realizados por um médico dermatologista com formação específica em

hanseníase da Secretaria de Saúde do Município de Sobral. Os exames histopatológicos foram

realizados no Laboratório de Biopsia do Centro Dermatológico Dona Libânia, em Fortaleza-

CE. A baciloscopia foi realizada pelo Labotatório da Secretaria de Saúde do Município de

Sobral.

Para os grupos controles foram selecionados 74 controles internos e 30 controles

externos, todos indivíduos sem hanseníase. Os controles internos eram indivíduos

contactantes que residiam no mesmo domicílio do caso índice e que não necessariamente

possuíam vínculo familiar. Os controles externos não residiam no mesmo domicílio e foram

selecionados aleatoriamente (ANEXO B e ANEXO C).

4.3 Coleta de sangue

Foi realizada coleta de amostra de sangue dos casos índices e controles por



39

punção venosa em tubos com EDTA, para a análise do polimorfismo genético e tubos com

gel separador, sem anticoagulante, para a obtenção de soro para a dosagem da IL-10. As

amostras colhidas em gel separador foram deixadas coagular por 30 minutos e em seguida

centrifugadas durante 10 minutos a 1000 x g. O soro obtido foi transferido para tubos tipo

eppendorf e armazenados a ≤ -20 ° C até o descongelamento para a dosagem de IL-10 por

ELISA.

4.4 Extração de DNA

O DNA genômico foi isolado através do “Genomic Prep Blood DNA Isolation

Kit” (GE Healthcare), seguindo as instruções do fabricante. Dessa forma, foram adicionados

300 µL de sangue em um tudo de 1,5 mL contendo 900 µL de solução de lise de hemácias.

Em seguida, a solução foi homogeneizada por inversão, incubada por 10 minutos em

temperatura ambiente e centrifugada durante 20 segundos a 13000-16000 xg. O

sobrenadante foi removido e o precipitado foi agitado vigorosamente e ressuspenso em 300

µL de solução de lise de células. Posteriormente foram adicionados 100 µL de solução de

precipitação de proteínas à solução e essa foi agitada vigorosamente por 20 segundos e

centrifugada a 13000-16000 xg por 3 minutos. O sobrenadante foi colocado em um tubo

limpo contendo 300 µL de isopropanol 100%, sendo a solução homogeneizada por 50

inversões e centrifugada a 13000-16000 xg por 2 minutos. Após isso, foi feito o descarte do

sobrenadante e secagem do isopropanol. Em seguida, foram adicionados 300 µL de etanol

70% com inversão do tubo para lavagem do DNA. A solução foi centrifugada a 13000-

16000 xg por 2 minutos e a extração foi finalizada com secagem e o descarte de todo etanol

e posterior adição de 100ul de solução de hidratação do DNA.

4.5 Tipificação dos polimorfismos de IL-10.

Os (SNPs), do gene de IL-10 foram tipificados através de um kit que analisa as

citocinas TNF-α -308G→A, IFN-γ +874T→A, TGF-β1 códon 10 e códon 25 , IL-6 -

174G→A e IL-10 -1082G→A, -819C→T, -592A→C, através da técnica de reação de cadeia

da polimerase utilizando-se iniciadores de seqüência específica (PCR-SSP) (One-Lambda;

Canoga Park, CA, USA).

O material utilizado na tipificação das amostras foi levado a temperatura ambiente
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dentre eles, água miliQ, tubos com D-Mix, placas e amostras de DNA, com exceção da

enzima Taq Polimerase (Invitrogen) que foi mantida sob congelamento até seu uso. Em

seguida, identificou-se com a numeração da respectiva amostra os tubos com D-Mix e a placa

de tipificação (kits Cytgen, One-Lambda), adicionando-se 1μL de água MiliQ ao poço de

controle negativo da placa. Foram adicionados 1μL de Taq polimerase (5U/μL) a cada tubo

com D-Mix, fechando-se e agitando-se em vortex por 5 segundos, pipetando-se logo após

9μL da mistura D-Mix + Taq polimerase ao poço de controle negativo. Após

homogeneização das amostras de DNA em vortex, foram adicionados 19μL da amostra ao

tubo com D-Mix + Taq polimerase, fechando-os e agitando-os em vortex por 5 segundos.

Nesse momento foram aliquotados 10μL da solução de DNA-Taq polimerase-D-Mix, para

cada um dos 15 poços restantes da placa contendo os iniciadores seqüência-específica, em

que os primers encontran-se liofilizados em cada poço da placa, que foi levada ao

termociclador “Gene Amp PCR System 9700” (Applied Byosistems) e o DNA foi

amplificado por intermédio da (PCR-SSP) usando os seguintes ciclos: 1 ciclo de

desnaturação inicial à 96oC por 130 segundos, 63oC por 60 segundos, seguido por 9 ciclos de

960C por 10 segundos, 63oC por 60 segundos e 20 ciclos de desnaturação à 960C por 10

segundos, anelamento à 590C por 50 segundos, extensão à 72oC por 30 segundos e logo após

4oC antes do uso.

4.6 Análise dos fragmentos de DNA em gel de agarose

Em uma balança analítica foram pesados 0,75 gramas de agarose à 1,5%

(Invitrogen), acrescentando-se em um Erlenmeyer, 50 mL de tampão TBE 1X, onde uma

manta térmica foi utilizada para completa dissolução da mistura, que foi colocada em uma

forma apropriada com pentes que demarcaram os poços no gel. A análise do produto de

amplificação foi feita após eletroforese, utilizando-se corrente elétrica de 150V, 400mA por 7

minutos(Electrophoresis Power Supply EPS 600 – Pharmacia Biotech), o qual foi vizualizado

em transiluminador luz UV(GE Healtcare) à 304nm, após adição de brometo de etídio na

concentração final de 0,5μg/mL ao gel. Em seguida o gel foi fotografado para documentação,

sendo tipificado os polimorfismos de genes das citocinas (TNF-α -308G>A, IFN-γ +874T>A,

TGF-β1 códon 10 e códon 25 , IL-6 -174G>A e IL-10 -1082G>A, -819C>T, -592A>C).
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4.7 Interpretação dos resultados

Como controle interno de amplificação foi utilizado um par de iniciadores não

alélicos, responsáveis pela amplificação do gene da β-globina, gerando um produto de

amplificação de 440 pares de bases (pb). Quando o produto de amplificação estava presente e

controle interno ausente ou não, considerava-se positivo para o grupo de alelos ou do alelo. O

tamanho do fragmento do produto específico não foi considerado, pois a interpretação foi

meramente baseada na presença ou ausência da amplificação do alelo ou do grupo específico .

A interpretação dos resultados referentes aos polimorfismos dos genes das

citocinas estudadas foi realizada conforme a planilha fornecida pelo kit (one –Lambda,

Canoga Park, CA, EUA).

4.8 Dosagem de IL-10 por ELISA

A dosagem de IL-10 foi realizada através de ensaio imunoenzimático (ELISA)

para detecção de IL-10  presente no soro utilizando o kit BD OptEIA ™ Set .

Utilizando-se microplacas para ELISA com 96 poços de alta ligação e fundo chato

(Greiner bio-one), foram adicionados 50μL da diluição (1:250) de anticorpo de captura

fornecido pelo kit de IL-10 em tampão de ligação preparado previamente para o ensaio. A

diluição do anticorpo de captura não foi adicionada ao poço “branco” da reação. A placa foi

incubada por uma noite a 4ºC.

Em seguida foram desprezados os conteúdos dos poços e realizada três lavagens

com 150 μL de solução de lavagem (PBS com 0,05% de Tween 20) previamente preparada.

Após lavagem, foi realizado o bloqueio dos sítios inespecíficos com 100 μL com o diluente da

reação (PBS com 10% de Soro Bovino Fetal) preparado previamente. Foi realizada incubação

da reação por uma hora a temperatura ambiente.

Após incubação foram desprezados os conteúdos dos poços e realizadas novas

lavagens com 150 μL de solução de lavagem por três vezes.

Em seguida adicionou-se 50 μL das amostras e das diluições da solução padrão e

da solução padrão pura a 500 pg/mL em duplicata nos poços da placa seguindo-se o desenho

pré estabelecido para cada ensaio. As diluições da solução padrão foram 250 pg / mL, 125

pg / mL, 62,5 pg / mL, 31,3 pg / mL, 15,6 pg / mL e 7,8 pg / mL. Agitou-se levemente e
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incubou-se por duas horas a temperatura ambiente. Após incubação foi desprezado o conteúdo

dos poços e realizadas novas lavagens por cinco vezes.

Seguidamente adicionou-se 50μL em cada poço do reagente de trabalho da reação

preparado previamente de acordo com as especificações do kit através da diluição 1:250 do

anticorpo de detecção (Biotinylated Anti-human IL-10) e do reagente enzimático

(Streptavidin-horseradish peroxidase conjugate) em diluente do ensaio. Agitou-se levemente

e incubou- se a placa por uma hora a temperatura ambiente.

Após incubação os conteúdos dos poços foram desprezados e realizou-se nova

lavagem por sete vezes. Preparou-se a solução substrato quinze minutos antes da utilização

em ambiente com pouca luminosidade, mantendo-a no escuro após preparação. Em seguida

adicionou-se 50 μL do substrato em cada poço, mantendo a placa ao abrigo da luz por 30

minutos a temperatura ambiente. Após  trinta minutos adicionou-se 50 μL de ácido fosfórico

80% (solução de parada) em cada poço. Em seguida realizou-se a leitura da densidade óptica

em filtro de 450nm e conversão dos dados a pg/mL através do software Softmax®.

4.9 Análise estatística

As diferenças nos níveis da citocina foram comparadas dentro do espectro da

hanseníase (PB e MB), dos controles externos, dos controles internos, dos genótipos e alelos

encontrados nos grupos. Foram realizados testes de Kruskal- Wallis e Mann- Whitney através

do programa GraphPad Prism versão 5.
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5 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS

O projeto “Epidemiologia da hanseníase no Ceará: aprofundamento dos estudos

imuno-epidemiológicos”, ao qual este estudo está vinculado, foi aprovado pelo Comitê de

Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará através do

protocolo nº125/04.
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6 RESULTADOS

Foram quantificadas as concentrações séricas de IL-10 com resultados expressos

em pg/mL de 181 amostras sanguíneas. Das 181 amostras utilizadas, 77 foram de casos

índices de hanseníase, 74 de indivíduos contactantes de hanseníase e 30 de indivíduos

saudáveis que foram usados como controle negativo para o estudo (Tabela 1).

Dos 77 casos analisados, 42 eram do sexo masculino (54,5%) e 35 do sexo

feminino (45,5%) com idades variando de 15 a 88 anos (mediana de 38 anos). Setenta e dois

possuíam biopsia conclusiva e puderam ser divididos em 36 casos índices paucibacilares e 36

casos índices multibacilares. Cinco dos casos analisados tiveram achados inconclusivos na

biópsia. O total de casos com análise genotípica definida foram 31, sendo estes divididos em:

11 casos com fenótipo baixo produtor de IL-10, 18 com fenótipo médio produtor e 02 com

fenótipo alto produtor, definidos de acordo com Turner et al. (1997) (Tabela 1). Não houve

diferença estatisticamente significante entre as medianas da concentração sérica de IL-10 ao

se comparar o sexo masculino com o sexo feminino (Tabela 2).

Dos 74 contactantes analisados, 21 eram do sexo masculino (28,4%) e 53 do sexo

feminino (71,6%) com idades variando de 15 a 82 anos (mediana de 36 anos). Sessenta e três

eram contactantes de casos índices que possuíam biopsia conclusiva e puderam ser divididos

em, 23 indivíduos contactantes de pacientes paucibacilares e 40 indivíduos contactantes de

pacientes multibacilares. Trinta e três contactantes possuíam análise genotípica para IL-10,

sendo divididos em: 20 com fenótipo baixo produtor, 12 com fenótipo médio produtor e 01

com fenótipo alto produtor, definidos de acordo com Turner et al. (1997) (Tabela 1). Não

houve diferença estatisticamente significante entre as medianas da concentração sérica de IL-

10 ao se comparar o sexo masculino com o sexo feminino (Tabela 2).

Dos 30 controles negativos utilizados no estudo, 16 eram do sexo masculino

(53,4%) e 14 do sexo feminino (46,6%) com idades variando de 18 a 65 anos (mediana de 28

anos).  29 possuíam análise genotípica para a IL-10, sendo 16 com fenótipo baixo produtor,

11 com fenótipo médio produtor e 02 com fenótipo alto produtor de IL-10, definidos de

acordo com Turner et al. (1997) (Tabela 1). Não houve diferença estatisticamente significante

entre as medianas da concentração sérica de IL-10 ao se comparar o sexo masculino com o

sexo feminino (Tabela 2).
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Tabela 1- Caracterização da população de estudo

Grupo

Características Caso Contactante Controle

Sexo N(%) N(%) N(%)

Masculino  42 (54,5%) 21 (28,4%) 17 (53,4%)

Feminino 35 (45,5%) 53 (71,6%) 14 (46,6%)

Idade (mediana) 38 anos 36 anos 28 anos

Forma

Paucibacilar 36 23 *

Multibacilar 36 40 *

Fenótipo de IL-10

Baixo 11 20 16

Médio 18 12 11

Alto

Total

02

77

01

74

02

30

*A classificação das formas paucibacilar e multibacilar não se aplica ao grupo controle.

Tabela 2- Análise das medianas da concentração sérica de IL-10 entre os sexos masculino e

feminino nos grupos caso, contactante e controle.
Grupo

Níveis IL-10 pg/mL

(mediana)

Caso Contactante Controle

Sexo

Masculino  11,10 11,40 8,546

Feminino

P*

10,16

0,8459

9,55

0,5627

8,302

0,8516

*O teste de Mann- Whitney foi utilizado para a análise estatística.

A dosagem sérica de IL-10 variou de 2,0 a 51,42 pg/mL (mediana de 10,61

pg/mL) no grupo caso, de 1,407 a 38,85 pg/mL (mediana de 10,92 pg/mL) no grupo

contactante e de 4,513 a 19,13 pg/mL (mediana de 8,421 pg/mL) no grupo controle. As

análises das medianas dos níveis séricos de IL-10 foram comparadas entre os três grupos

através do teste de Kruskall-Wallis e não foi encontrada diferença estatisticamente

significante, com valor de p igual a 0, 3699 (Figura 1).
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Figura 1 - Dosagem sérica de IL-10 em pg/mL nos grupos caso (mediana de 10,61 pg/mL),
contactante (mediana de 10,92 pg/mL) e controle (mediana de 8,421 pg/mL)

No grupo caso a dosagem sérica de IL-10 variou de 2,0 a 51,42 pg/mL (mediana

de 11,83 pg/mL) nos indivíduos classificados com a forma paucibacilar e de 2,236 a 38,84

pg/mL (mediana de 10,23 pg/mL) com a forma multibacilar. As análises das medianas dos

níveis séricos de IL-10 foram comparadas entre os dois grupos através do teste de Mann-

Whitney e não foi encontrada diferença estatisticamente significante, com valor de p igual a

0,4142 (Figura 2).
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Figura 2 - Dosagem sérica de IL-10 em pg/mL no grupo caso nas formas paucibacilar
(mediana de 11,83 pg/mL) e multibacilar (mediana de 10,23 pg/mL)

p = 0, 4142

p = 0, 3699
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A dosagem sérica de IL-10 variou de 3,031 a 31,99 pg/mL (mediana de 11,93

pg/mL) no grupo contactante da forma paucibacilar e de 1,407 a 35,08 pg/mL (mediana de

9,554 pg/mL) no grupo contactante da forma multibacilar. As análises das medianas dos

níveis séricos de IL-10 foram comparadas entre os dois grupos através do teste de Mann-

Whitney e não foi encontrada diferença estatisticamente significante, com valor de p igual a

0,1214 (Figura 3).

Níveis de IL-10
Grupo Contactante

PB MB
0

10

20

30

40

Forma

pg
/m

L

Figura 3 - Dosagem sérica de IL-10 em pg/mL no grupo contactante da forma paucibacilar
(mediana de 11,93) e multibacilar (mediana de 9,554 pg/mL)

A dosagem sérica de IL-10 variou de 1,537 a 23,63 pg/mL (mediana de 9,554

pg/mL)  no fenótipo baixo produtor, de 1,680 a 27,98 pg/mL (mediana de 7,292 pg/mL) no

fenótipo médio produtor e de 7,292 a 13,83 pg/mL (mediana de 8,306 pg/mL) no grupo

fenótipo alto produtor de IL-10. As análises das medianas dos níveis séricos de IL-10 foram

comparadas entre os fenótipos através do teste de Kruskall-Wallis e não foi encontrada

diferença estatisticamente significante, com valor de p igual a 0,4398 (Figura 4).

p = 0, 1214
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Figura 4 - Dosagem sérica de IL-10 em pg/mL no fenótipo baixo (mediana de 9,554 pg/mL),
médio (mediana de 7,292 pg/mL)  e alto (mediana de 8,306 pg/mL) produtor da citocina

No grupo caso a dosagem sérica de IL-10 variou de 2,236 a 17,65 pg/mL (mediana

de 6,653 pg/mL) no fenótipo baixo produtor, de 2,236 a 27,98 pg/mL (mediana de 6,458

pg/mL) no fenótipo médio produtor e de 2,236 a 5,219 pg/mL (mediana de 3,728 pg/mL) no

grupo fenótipo alto produtor de IL-10. As análises das medianas dos níveis séricos de IL-10

foram comparadas entre os fenótipos através do teste de Kruskall-Wallis e não foi encontrada

diferença estatisticamente significante, com valor de p igual a 0, 2739 (Figura 5).
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Figura 5 - Dosagem sérica de IL-10 em pg/mL no fenótipo baixo (mediana de 6, 653 pg/mL),
médio (mediana de 6, 458 pg/mL) e alto (mediana de 3,728 pg/mL) produtor da citocina no
grupo caso

p = 0, 4398

p = 0, 2739
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No grupo contactante a dosagem sérica de IL-10 variou de 1, 537 a 23,63 pg/mL

(mediana de 9,857 pg/mL) no fenótipo baixo produtor e de 1,680 a 19,83 pg/mL (mediana de

7,306 pg/mL) no fenótipo médio produtor. As análises das medianas dos níveis séricos de IL-

10 foram comparadas entre os fenótipos através do teste de Mann-Whitney e não foi

encontrada diferença estatisticamente significante, com valor de p igual a 0, 2830 (Figura 6).
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Figura 6 - Dosagem sérica de IL-10 em pg/mL no fenótipo baixo (mediana de 9, 857 pg/mL)
e médio (mediana de 7,306 pg/mL)  produtor da citocina no grupo contactante

No grupo controle a dosagem sérica de IL-10 variou de 5, 615 a 19,13 pg/mL

(mediana de 8, 546 pg/mL) no fenótipo baixo produtor, de 4,513 a 16,12 pg/mL (mediana de

8,838 pg/mL) no fenótipo médio produtor e de 7,292 a 8,306 pg/mL (mediana de 7,799

pg/mL) no grupo fenótipo alto produtor de IL-10. As análises das medianas dos níveis séricos

de IL-10 foram comparadas entre os fenótipos através do teste de Kruskall-Wallis e não foi

encontrada diferença estatisticamente significante, com valor de p igual a 0, 8056 (Figura 7).

p = 0, 2830
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Figura 7 - Dosagem sérica de IL-10 em pg/mL no fenótipo baixo (mediana de 8, 546 pg/mL),
médio (mediana de 8,838 pg/mL)  e alto (mediana de 7,799 pg/mL) produtor da citocina  no
grupo controle

Ao analisar o fenótipo baixo produtor de IL-10 entre os três grupos, a dosagem

sérica de IL-10 variou de 2,236 a 17,65 pg/mL ( mediana de 6,653 pg/mL) no grupo caso, de

1,537 a 23,63 pg/ mL (mediana de  9,857 pg/mL) no grupo contactante e de 5,615 a 19,13

pg/mL ( mediana de 8,546 pg/mL) no grupo controle. As análises das medianas dos níveis

séricos de IL-10 foram comparadas entre os grupos através do teste de Kruskall- Wallis e não

foi encontrada diferença estatisticamente significante, com valor de p igual a 0, 3202 (Tabela

3).

Tabela 3 - Análise das medianas dos níveis séricos de IL-10, no fenótipo baixo produtor da

citocina nos grupos caso, contactante e controle

Fenótipo baixo produtor

Caso Contactante Controle P*

N 11 20 16

Níveis de IL-10 pg/mL

(mediana)

6, 653 9, 857 8, 546 0, 3202

*O teste de Kruskal- Wallis foi utilizado para a análise estatística

p = 0, 8056
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Ao analisar o fenótipo médio produtor de IL-10 entre os três grupos, a dosagem

sérica de IL-10 variou de 2,236 a 27,98 pg/mL ( mediana de 6,458 pg/mL) no grupo caso, de

1,680 a 19,83 pg/ mL (mediana de  7,036 pg/mL) no grupo contactante e de 4,513 a 16,12

pg/mL ( mediana de 8,838 pg/mL) no grupo controle. As análises das medianas dos níveis

séricos de IL-10 foram comparadas entre os grupos através do teste de Kruskall-Wallis e não

foi encontrada diferença estatisticamente significante, com valor de p igual a 0, 5012 (Tabela

4).

Tabela 4 - Análise das medianas dos níveis séricos de IL-10, no fenótipo médio produtor da

citocina nos grupos caso, contactante e controle
Fenótipo médio produtor

Caso Contactante Controle P*

N 18 11 10

Níveis de IL-10 pg/mL

(mediana)

6, 458 7, 036 8, 838 0, 5012

*O teste de Kruskal- Wallis foi utilizado para a análise estatística

A análise da freqüência dos genótipos polimórficos de IL-10 mostrou que para o

grupo caso, o genótipo mais freqüente foi o GCC/ATA (35,5%), para o grupo contactante os

genótipos GCC/ATA (21,2%) e ATA/ATA (21,2%) e para o grupo controle, o genótipo

ACC/ATA (31,0%) (Tabela 5).

Tabela 5 - Frequência dos genótipos de IL-10 nos grupos caso, contactante e controle

Frequência dos genótipos polimórficos de IL-10

GCC/GCC GCC/ACC GCC/ATA ACC/ACC ACC/ATA ATA/ATA

Caso 02 (6,4%) 07 (22,6%) 11 (35,5%) 03 (9,7%) 07 (22,6%) 01 (3,2%)

Contactante 01 (3%) 05 (15,2%) 07 (21,2%) 05 (15,2%) 08 (24,2%) 07 (21,2%)

Controle 02 (7,0%) 03 (10,3%) 08 (27,6%) 04 (13,8%) 09 (31,0%) 03 (10,3%)
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No grupo caso, os níveis séricos de IL-10 variaram de 2,236 a 16,12 pg/mL

(mediana de 6,372pg/mL) no genótipo GCC/ACC, de 3,464 a 27,98 pg/mL (mediana de 6,544

pg/mL) no genótipo GCC/ATA, de 6,653 a 8,781 pg/mL (mediana de 7,029 pg/mL) no

genótipo ACC/ACC e de 2,236 a 17,65 pg/mL (Medina de 5,264 pg/mL) no genótipo

ACC/ATA. Foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis e não foi encontrada diferenças nos níveis

séricos de IL-10 entre os genótipos do grupo caso, valor de p igual a 0,7744 (Tabela 6).

No grupo contactante, os níveis séricos de IL-10 variaram de 5,599 a 11,08 pg/mL

(mediana de 9,157 pg/mL) no genótipo GCC/ACC, de 1,680 a 19,83 pg/mL (mediana de

3,031 pg/mL) no genótipo GCC/ATA, de 8,535 a 23,04 pg/mL (mediana de 11,41 pg/mL) no

genótipo ACC/ACC, de 2,809 a 19,12 pg/mL (mediana de 6,902 pg/mL) no genótipo

ACC/ATA e de 1,537 a 23,63 pg/mL (mediana de 9,914 pg/mL) no genótipo ATA/ATA. Foi

utilizado o teste de Kruskall-Wallis e não foi encontrada diferenças nos níveis séricos de IL-

10 entre os genótipos do grupo contactante, valor de p igual a 0,5094 (Tabela 6).

No grupo controle, os níveis séricos de IL-10 variaram de 8,078 a 16,12 pg/mL

(mediana de 13,19 pg/mL) no genótipo GCC/ACC, de 4,513 a 12,33 pg/mL (mediana de

7,292 pg/mL) no genótipo GCC/ATA, de 6,852 a 19,13 pg/mL (mediana de 9,408 pg/mL) no

genótipo ACC/ATA, de 5,615 a 8,535 pg/mL (mediana de 8,306 pg/mL) no genótipo

ATA/ATA e de 6,319 a 9,07 pg/mL (mediana de 7,952 pg/mL) no genótipo ACC/ACC. Foi

utilizado o teste de Kruskall-Wallis e não foi encontrada diferenças nos níveis séricos de IL-

10 entre os genótipos do grupo contactante, valor de p igual a 0,3626 (Tabela 6).

Tabela 6 - Análise das medianas dos níveis séricos de IL-10 em pg/ml dos genótipos

polimórficos nos grupos caso, contactante e controle

Mediana dos níveis séricos em pg/mL dos genótipos polimórficos de IL-10

GCC/GCC GCC/ACC GCC/ATA ACC/ACC ACC/ATA ATA/ATA P*

Caso # 6, 372 6, 544 7, 029 5, 264 # 0, 744

Contactante # 9, 157 3, 031 11,41 6, 902 9, 914 0,5094

Controle # 13,19 7, 292 7, 952 9, 408 8, 306 0,3626

# Mediana não calculada; *O teste de Kruskal- Wallis foi utilizado para a análise estatística.
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A análise dos genótipos da população geral estudada, mostrou que o nível sérico

de IL-10 variou de 2,236 a 13,82 pg/mL (mediana de 7,292 pg/mL)  no genótipo GCC/GCC,

de 2,236 a 16,12 pg/mL (mediana de 9,157 pg/mL) no genótipo GCC/ACC, de 1,680 a 27,98

(mediana de 6,544 pg/mL) no genótipo GCC/ATA, de 6,319 a  23,04 pg/mL (mediana de

8,658pg/mL) no genótipo  ACC/ACC, de 2,236 a 19,13pg/mL (mediana de 7,810pg/ mL) no

genótipo ACC/ATA e de 1,537 a 23,63 pg/mL (mediana de 8,535 pg/mL) no genótipo

ATA/ATA. As análises foram realizadas através do teste de Kruskall-Wallis e não foi

encontrada diferença estatisticamente significante, com valor de p igual a 0,5971 (Tabela 7).

Tabela 7 - Análise das medianas dos níveis séricos de IL-10 por genótipo polimórfico na

população geral estudada

Genótipos polimórficos de IL-10

GCC/GCC GCC/ACC GCC/ATA ACC/ACC ACC/ATA ATA/ATA P*

N 05 14 25 12 24 11
Níveis de
IL-10
pg/mL
(mediana)

7, 292 9, 157 6, 544 8, 658 7, 810 8, 535 0, 5971

*O teste de Kruskal- Wallis foi utilizado para a análise estatística

A análise da distribuição dos alelos mostrou que os alelos mais frequentes nos

grupos de caso, contactante e controle foram o -1082A, o -819C e o -592C (Tabela 8).

Tabela 8 - Distribuição dos alelos -1082G, -1082A, -819C, -819T, -592C e -592A nos grupos

caso, contactante e controle

Caso Contactante Controle

N 62 66 58

-1082G 22 (35,5%) 14 (21,2%) 15 (26%)

-1082ª 40 (64,5%) 52 (78,8%) 43(74%)

-819C 42 (67,7%) 37 (56%) 35 (60,3%)

-819T 20 (32,3%) 29 (44%) 23 (39,7%)

-592C 42 (67,7%) 37(56%) 35 (60,3%)

-592ª 20 (32,3%) 29 (44%) 23 (39,7%)
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A análise da produção de IL-10 por alelo no grupo caso mostrou que o nível

sérico de IL-10 variou de 2,236 a 27,98 pg/mL, com medianas de 5,836 pg/mL para o alelo -

1082G, de 5,145 pg/mL para o alelo -1082A, de 6,458 pg/mL para o alelo -819C, de 6,599

pg/mL para o alelo -819T, de 6,458 pg/mL para o alelo -592C e de 6,599 pg/mL para o alelo -

592A. Não houve diferença estatisticamente significante nos níveis séricos da citocina entre

os alelos. Foi realizado o teste de Kruskall-Wallis e valor de p foi igual a 0,9545 (Tabela 9).

Tabela 9 - Análise das medianas dos níveis séricos de IL-10 nos alelos -1082G, -1082A, -819C,

-819T, -592C e -592A do grupo caso

                                                                            Alelos polimórficos

-1082G -1082A -819C -819T -592C -592A P*

N 22 40 42 20 42 20

Níveis IL-
10 pg/mL
(mediana)

5, 836 5, 145 6, 458 6, 599 6, 458 6, 599 0, 9545

*O teste de Kruskal- Wallis foi utilizado para a análise estatística.

A análise da produção de IL-10 por alelo no grupo controle mostrou que o nível

sérico de IL-10 variou de 4,513 a 19,13 pg/mL, com medianas de 8,192 pg/mL para o alelo -

1082G, de 8,546 pg/mL para o alelo -1082A, de 8,306 pg/mL para o alelo -819C, de 8,535

pg/mL para o alelo -819T, de 8,306 pg/mL para o alelo -592C e de 8,535 pg/mL para o alelo -

592A. Não houve diferença estatisticamente significante nos níveis séricos da citocina entre

os alelos. Foi realizado o teste de Kruskall-Wallis e valor de p foi igual a 0, 9882 (Tabela 10).

Tabela 10- Análise das medianas dos níveis séricos de IL-10 nos alelos -1082G, -1082A, -

819C, -819T, -592C e -592A do grupo controle

                                                                            Alelos polimórficos

-1082G -1082A -819C -819T -592C -592A P*

N 15 43 35 23 35 23

Níveis IL-
10 pg/mL
(mediana)

8, 192 8, 546 8, 306 8, 535 8, 306 8, 535 0, 9882

*O teste de Kruskal- Wallis foi utilizado para a análise estatística
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A análise da produção de IL-10 por alelo no grupo contactante mostrou que o

nível sérico de IL-10 variou de 1,680 a 23,63 pg/mL, com medianas de 8,167 pg/mL para o

alelo -1082G, de 9,167 pg/mL para o alelo -1082A, de 9,799 pg/mL para o alelo -819C, de

7,036 pg/mL para o alelo -819T, de 9,799 pg/mL para o alelo -592C e de 7,036 pg/mL para o

alelo -592A. Não houve diferença estatisticamente significante nos níveis séricos da citocina

entre os alelos. Foi realizado o teste de Kruskall-Wallis e valor de p foi igual a 0,9882 (Tabela

11).

Tabela 11- Análise das medianas dos níveis séricos de IL-10 nos alelos -1082G, -1082A, -

819C, -819T, -592C e -592A do grupo contactante
                                                                            Alelos polimórficos

-1082G -1082A -819C -819T -592C -592A P*

N 14 52 37 29 37 29

Níveis IL-

10 pg/mL

(mediana)

8, 167 9, 167 9, 799 7, 036 9, 799 7, 036 0, 8984

*O teste de Kruskal- Wallis foi utilizado para a análise estatística

Os níveis séricos de IL-10 do grupo caso foram analisados juntamente com os do

grupo controle negativo para cada alelo relacionado ao estudo. Foi realizado o teste de Mann-

Whitney e encontradas diferenças significantes para os alelos -1082A (p= 0, 0027), -819C (p=

0,0014) e -592C (p=0,0014) (Tabela 12).

Tabela 12 - Análise das medianas dos níveis séricos de IL-10 nos alelos -1082G, -1082A, -

819C, -819T, -592C e -592A nos grupos  caso e controle
                      Níveis de IL-10 (mediana em pg/mL)

Caso Controle p*

-1082G

-1082ª

5, 836

6, 653

8, 192

8, 545

0, 0768

0, 0027

-819C

-819T

6, 458

6, 599

8, 306

8, 533

0, 0014

0, 0977

-592A

-592C

6, 599

6, 458

8, 535

8, 306

0, 0940

0, 0014

*O teste de Mann- Whitney foi utilizado para a análise estatística.
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Os níveis séricos de IL-10 do grupo contactante foram analisados juntamente com

os do grupo controle negativo para cada alelo relacionado ao estudo. Foi realizado o teste de

Mann-Whitney, porém não foram encontradas diferenças significantes entre os referidos

alelos, com comparações onde o valor de p foi sempre maior que 0,05 (Tabela 13).

Tabela 13 - Análise das medianas dos níveis séricos de IL-10 nos alelos -1082G, -1082A, -

819C, -819T, -592C e -592A nos grupos  contactante e controle

                   Níveis séricos de IL-10 (mediana em pg/mL)

Contactante Controle P*

-1082G

-1082ª

8, 167

9, 799

8, 192

8, 546

0, 8271

0, 7545

-819C

-819T

9, 799

7, 036

8, 306

8, 535

0, 779

0, 3979

-592A

-592C

9, 799

7, 036

8, 306

8, 535

0, 7504

0, 3973

*O teste de Mann- Whitney foi utilizado para a análise estatística.

Os níveis séricos de IL-10 para o grupo caso foram analisados juntamente com os

do grupo contactante para cada alelo relacionado ao estudo. Foi realizado o teste de Mann-

Whitney e encontradas diferenças estatisticamente significante para os alelos -819C (p=

0,0142) e -592C (p= 0,0169) (Tabela 14).

Tabela 14 - Análise das medianas dos níveis séricos de IL-10 nos alelos -1082G, -1082A, -

819C, -819T, -592C e -592A nos grupos  caso e contactante

                   Níveis séricos de IL-10 (mediana em pg/mL)

Caso Contactante p*

-1082G

-1082ª

5, 836

6, 653

8, 167

9, 799

0, 4732

0, 1968

-819C

-819T

6, 458

6, 599

9, 799

7, 036

0, 0142

0, 8787

-592A

-592C

6, 599

6, 458

7, 036

9, 799

0, 8787

0, 0169

*O teste de Mann- Whitney foi utilizado para a análise estatística.
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Os níveis séricos de IL-10 para os três grupos foram analisados para cada alelo

relacionado ao estudo. Foi realizado o teste de Kruskall- Wallis e encontradas diferenças

significativas para os alelos -819C (p= 0, 0042) e -592C (p= 0, 0045) (Tabela 15).

Tabela 15 - Análise das medianas dos níveis séricos de IL-10 nos alelos -1082G, -1082A, -

819C, -819T, -592C e -592A nos grupos  caso, contactante e controle

                   Níveis séricos de IL-10 (mediana em pg/mL)

Caso Controle Contactante p*

-1082G

-1082ª

5, 836

6, 653

8, 192

8, 546

8, 167

9, 799

0, 2636

0, 0625

-819C

-819T

6, 458

6, 599

8, 306

8, 535

9, 799

7, 036

0, 0042

0, 3812

-592C

-592ª

6, 458

6, 599

8, 306

8, 535

9, 799

7, 036

0.0045

0, 3725

*O teste de Kruskal- Wallis foi utilizado para a análise estatística
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7 DISCUSSÃO

A resolução de um processo infeccioso depende da capacidade do hospedeiro de

montar uma resposta protetora, baseada principalmente no recrutamento de mecanismos

efetores imunocompetentes e no estabelecimento da memória imunológica. Quando a resposta

fica prejudicada, as infecções não são controladas. No entanto, respostas infecciosas

agravadas podem provocar doenças ou lesões sistêmicas do tecido que podem levar a efeitos

deletérios para o paciente. Em outras palavras, os mecanismos imunoregulatórios são

necessários para dar forma à amplitude da resposta imunológica e prevenir as lesões

associadas à infecção. A IL-10 é uma importante molécula imunomoduladora. Muitas

bactérias, vírus, parasitas ou seus produtos são capazes de estimular a produção de IL-10

pelas células do hospedeiro. A IL-10 atua como uma citocina multifuncional em doenças

infecciosas nos seres humanos, tanto na resposta inata como na resposta adaptativa, ela cria

condições favoráveis para a persistência dos micróbios e doenças infecciosas crônicas. No

entanto, o controle da resposta imunológica é também importante porque evita a reatividade

de auto-antígenos e atenua a exagerada resposta imune que pode levar a lesões teciduais.

Embora muitas pesquisas descrevam o efeito da regulação da IL- 10 in vitro e em modelos

animais de infecção, o seu papel nas situações clínicas ainda não foi completamente

elucidado.

Neste estudo foi avaliada a produção de IL-10 em hanseníase e as análises

estatísticas preliminares não mostraram diferenças estatisticamente significantes entre os

níveis séricos da citocina nos três grupos estudados (Figura 1), nem tão pouco nos subgrupos

classificados de acordo com a forma clínica em paucibacilar e multibacilar dos grupos caso e

contactante (Figuras 2 e 3). Tais dados estão em desacordo com o estudo prévio realizado por

Moubasher et al. (1998), que encontrou diferenças significantes dos níveis séricos de IL-10

entre os pólos da hanseníase ( TT e VV) e entre as formas reacionais quando comparadas às

formas não reacionais, mostrando que a citocina está aumentada na forma VV e no ENH

(MOUBASHER et al., 1998). Essa divergência provavelmente deve-se ao fato de que o

número de amostras avaliadas neste estudo pode ter limitado a análise estatística destas

comparações.

Os achados de Moubasher et al (1998) podem estar relacionados  a capacidade da

IL-10 de inibir a ativação do macrófago (DING et al., 2003), o que desvia a resposta para o

pólo virchoviano e/ ou pela capacidade da citocina de promover a produção de anticorpos
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pelas células B (ROUSSET et al., 1992), o que favorece as formas reacionais, ou ainda  pela

inibição das citocinas Th1 (DE WAAL MALEFYT et al., 1991), que promovem a inflamação

e até certa medida é benéfica para o organismo. No entanto Iyer et al. (2007), em estudo

realizado com 131 indivíduos com hanseníase, sendo 82 com ausência de formas reacionais e

49 com formas reacionais, não encontrou diferenças nos níveis séricos da citocina entre as

formas clínicas e as formas reacionais. Observando altos níveis da IL-10 apenas no grupo com

ENH quando comparado aos indivíduos saudáveis. O que contribui mais uma vez para se

pensar que nas formas reacionais os níveis séricos da citocina estão realmente elevados. Da

mesma forma, Lima et al. (2000) encontrou altos níveis da citocina em PBMCs de pacientes

com a forma virchoviana pós- tratamento estimulados pelo M. leprae. No presente estudo não

foram incluídas as formas reacionais da hanseníase, nem tão pouco foram avaliados os níveis

séricos da citocina pós tratamento, uma vez que nessas condições o perfil imunológico dos

pacientes é diferenciado. Tal fato pode ter limitado o presente estudo quanto à caracterização

dos níveis séricos de IL-10. No entanto, os dados obtidos por Iyer et al. (2007) corroboram

com o presente trabalho, que mostrou não haver diferenças nos níveis séricos da citocina entre

as formas clínicas da hanseníase, classificadas aqui apenas como paucibacilar e multibacilar.

Misra et al. (1995) em um estudo in vitro, mostrou que a IL-10 está aumentada na forma

multibacilar da doença, contudo esse tipo de estudo não traduz fielmente a dinâmica que é a

resposta imunológica in vivo.

No grupo caso, o genótipo GCC/ATA foi o mais frequente, diferindo do que foi

encontrado no estudo realizado por Thye et al. (2009), que avaliou os níveis séricos de IL-10

associando-os aos haplótipos da citocina de 2010 indivíduos com tuberculose pulmonar na

África. No grupo caso de Thye et al. (2009) observou-se maior freqüência do haplótipo ACC

com níveis séricos inferiores de IL-10 no genótipo ACC/ACC (mediana de 46,9 pg/mL) em

comparação com o genótipo GCC/GCC (mediana de 74,4 pg/mL) (THYE et al., 2009). O

presente estudo difere do estudo realizado por Thye et al. (2009), na espécie de

Mycobacterium estudada, na freqüência dos genótipos apresentados, tendo em vista que se

tratam de duas populações etnicamente diferentes e no tamanho da população. No presente

estudo a baixa freqüência do genótipo GCC/GCC não permitiu relacioná-lo com os níveis

séricos da citocina. Embora as medianas dos níveis séricos da IL-10 tenham diferido entre os

genótipos dos três grupos, as diferenças não foram estatisticamente significantes,

provavelmente pela limitação do tamanho das amostras (Tabela 5).
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As associações entre os níveis séricos de IL-10 e os fenótipos baixo, médio e alto

produtor da citocina (Figura 4), classificados de acordo com o estudo in vitro de Turner et al.

(1997) não apresentaram diferenças significativas entre os grupos, mostrando que in vivo a

complexidade da resposta imune não pode ser associada apenas com o que se caracteriza in

vitro para uma determinada citocina, pois há uma série de outros fatores envolvidos na

resposta. Embora que, o número de amostras possa ter limitado o estudo, já que para a análise

dos genótipos foram analisados 31 indivíduos no grupo caso, 33 no grupo contactante e 29 no

grupo controle. Ao estratificar esses números em fenótipos baixo, médio e alto produtor da

citocina, reduzem-se ainda mais as amostras analisadas. No grupo caso foi possível observar

uma diminuição dos níveis séricos de IL-10 nos fenótipos baixo e médio produtor (Tabelas 4

e 5), em relação aos grupos contactante e controle. Contudo essa diferença não foi

estatisticamente significante provavelmente pela restrição do número de amostras analisadas.

Taudorf et al. (2008) em um estudo in vivo, injetou Lipopolissacarídeo de

Escherichia coli por via venosa em 200 indivíduos saudáveis moradores de Copenhagen.

Com o objetivo de simular um modelo de inflamação de baixo grau de doença crônica,

relacionou os polimorfismos de várias citocinas com os respectivos níveis séricos. Para todas

as citocinas mencionadas no estudo, não foram encontradas relações entre os alelos

polimórficos e a variabilidade dos níveis séricos propostos por estudos prévios que reportam

que a suscetibilidade genética influencia a produção das citocinas. Para a IL-10, Taudorf et al.

(2008) analisou os SNPs -592 e -1082 e não relacionou os alelos com a diminuição e/ou

aumento da citocina após o estímulo. Esses dados corroboram com o presente estudo, pois

não foram encontradas diferenças significativas nos níveis séricos de IL-10 por alelo nos

grupos (Tabelas 6, 7 e 8). Mostrando que os alelos produzem níveis séricos homogêneos da

citocina in vivo, pelo menos nos modelos estudados.

A análise da freqüência dos alelos mostrou que os mais freqüentes foram o -

1082A, -819C e o -592C (Tabela 5), em todos os três grupos estudados estando de acordo

com estudos anteriores que mostram a maior freqüência desses alelos na população brasileira

(MORAES et al., 2006). Apesar de não ter sido o objetivo desse estudo, as freqüências

alélicas e genotípicas realizadas em estudo prévio por Lima Costa (2008), não mostraram

alelos com características suscetíveis ou protetoras à hanseníase na população estudada

(LIMA COSTA, 2008).

A análise estatística dos alelos mostrou diferenças significantes nos níveis séricos

de IL-10 nos alelos -1082A, -819C e -592C do grupo caso quando comparado ao controle
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(Tabela 9) e dos alelos -819C e -592C do grupo caso quando comparado ao contactante

(Tabela 10). Embora os níveis séricos de IL-10 do grupo caso em todos os alelos tenham sido

inferiores quando comparados aos grupos controle e contactante, diferenças estatisticamente

significantes foram observadas apenas nos alelos -1082A, -819C e -592C, possivelmente

devido à maior freqüência destes no grupo estudado.

Pode-se especular que o estímulo antigênico micobacteriano que ocorre na

infecção em si, seja diferente do que ocorre com o indivíduo contactante, que recebe o desafio

antigênico, mas não desenvolve a doença e isso, em níveis séricos, o coloca em patamares

iguais ao indivíduo controle (Tabela 12). Embora se deva ressaltar que esse indivíduo controle

negativo para a exposição ao bacilo é um indivíduo residente de área endêmica. O que por sua

vez possa explicar níveis tão homogêneos da citocina na população total estudada (Figura 1).

Por outro lado, o estímulo antigênico capaz de desenvolver a doença foi

responsável por suscitar uma resposta relacionada aos alelos polimórficos, com conseqüente

diminuição dos níveis séricos de IL-10, deixando claro que após o contato com o M. leprae,

os alelos se tornam importantes e responsáveis pela diminuição dos níveis séricos da citocina.

Isso talvez ocorra porque a IL-10 seja capaz de impedir a apresentação de antígenos uma vez

que inibe a expressão de MHC C-II, e em baixos níveis, isso pode ter um efeito contrário.

Fazendo com que baixos níveis de IL-10 estimulem mais ainda a apresentação antigênica e o

estabelecimento da infecção (Tabela 11). Seriam necessários estudos de associação dos

polimorfismos MHC C-II e os níveis de IL-10 para comprovar essa hipótese.

Vários são os estudos que tentam associar os polimorfismos de IL-10 a diversas

doenças e em diferentes populações, acreditando ser esse polimorfismo determinante para o

desenvolvimento e/ou proteção às doenças. Contudo, os resultados são contraditórios,

mostrando que o polimorfismo em si talvez não seja tão definitivo. Em adição há poucos

estudos que tentam correlacionar os polimorfismos com a produção sistêmica das citocinas. E

muitas vezes essa produção é associada com base em estudos in vitro, que não levam em

conta a grande demanda de outros fatores que estão envolvidos na resposta a um determinado

patógeno. O que ficou claro nesse estudo é que é necessária a instalação de infecção para que

se possa observar diferenças nos níveis séricos entre os alelos estudados. Levando-se a crer

que a influência genética pode determinar sim níveis diferentes de citocinas, entretanto é

necessário que o estímulo antigênico seja superior.

Várias outras regiões polimórficas têm sido estudadas tanto na hanseníase como

em outras doenças e os resultados são inconsistentes. Não há um senso comum de como as
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regiões polimórficas podem estar associadas ao desenvolvimento da doença. Talvez isso, em

parte, se deva pela grande diversidade étnica das populações estudadas. Por outro lado, podem

haver outras regiões promotoras da citocina que não estejam sendo estudadas, talvez até por

não terem sido identificadas até o momento. Esse estudo limitou-se a avaliar os SNPs da

região promotora proximal, não contemplando a região promotora distal, que em um estudo

no Rio de Janeiro foi associado com a proteção à hanseníase (MORAES et al., 2004) e que de

acordo com Gibson et al. (2001) possui outras novas regiões, que no seu estudo foi possível

associar com o desenvolvimento do lupus.

As ações individuais das citocinas são complexas, uma vez que elas agem em um

microambiente repleto de uma população heterogênea de células em diferentes estágios de

ativação (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000). A investigação do comportamento in vivo

das citocinas torna qualquer associação dos fenômenos relacionados à resposta imunológica

nas doenças um grande desafio.
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8  CONCLUSÕES

- Os genótipos polimórficos da região promotora de IL-10, -1082G>A, -819C>T, -592A>C

não influenciaram a produção e/ou o desfecho da infecção pelo M. leprae.

- Os alelos -1082A,-819C e -592C determinaram menor produção de IL-10 em indivíduos

com hanseníase.

- Os polimorfismos genéticos estudados não influenciam os fenótipos baixo, médio e alto

produtor da citocina em níveis sistêmicos.

- O desenvolvimento das formas pauci e multibacilar não está relacionado ao polimorfismo da

região promotora de IL-10.
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ANEXO A - DADOS DOS CASOS DE HANSENÍASE
CASO IL10(pg/mL) FORMA IDADE SEXO

1 17,048 MHT 15 2

2 21,226 MHT 37 2

3 6,417 MHBT 42 2

4 11,904 MHI 25 2

9 2 MHBT 65 1

10 36,972 MHBT 29 2

12 39,115 MHT 15 2

13 28,636 MHBT 18 2

14 12,933 MHI 17 2

16 7,106 MHT 25 2

18 38,838 MHV 63 1

19 10,609 MHI 86 1

33 11,904 MHBT 18 1

38 21,226 MHI 44 1

40 11,01 MHV 41 1

41 15,742 MHI 21 1

43 21,177 MHI 35 1

47 38,2 MHI 15 1

49 13,606 MHI 36 2

50 15,372 MHBV 23 1

62 7,854 MHI 66 2

74 38,529 MHBV 62 2

77 4,956 MHT 44 1

111 36,34 MHBT 55 1

122 16,649 MHI 38 1

125 31,136 MHT 31 1

129 28,964 MHI 20 2

134 14,046 MHBT 72 1

135 11,748 MHBT 52 1

137 18,413 MHBT 23 1

139 15,903 MHBT 45 1

141 51,421 MHI 21 2

150 10,656 MHV 82 1

153 17,174 MHBV 23 1
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154 15,356 MHV 17 1

155 5,381 MHBT 59 2

158 8,443 MHI 24 2

161 17,638 MHI 17 2

165 6,169 MHV 53 1

167 14,996 MHV 59 1

169 14,996 MHV 70 1

171 8,321 MHT 67 1

172 7,791 MHBV 88 1

173 6,372 MHBT 57 2

174 17,648 MHV 21 1

175 10,163 MHBT 22 2

178 16,119 MHT 70 2

179 8,781 MHT 25 1

180 6,653 MHBV 23 1

181 9,112 MHV 61 2

183 27,978 MHT 42 2

185 6,544 MHV 50 2

189 5,599 MHV 35 1

191 11,194 MHV 46 1

192 5,264 MHI 26 2

193 7,625 MHI 50 2

201 10,298 MHBT 60 2

202 9,121 MHI 40 1

205 7,022 MHBT 64 2

206 10,298 MHT 64 2

207 6,653 MHT 84 1

213 5,929 MHT 17 2

214 8,747 MHI 23 1

226 5,145 MHT 32 2

227 4,579 67 1

229 5,604 MHV 55 1

236 2,236 MHT 29 2
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237 2,236 MHV 23 2

238 10,648 38 2

239 5,219 56 2

240 2,236 MHV 64 1

257 6,067 MHI 33 1

258 3,464 MHBT 32 1

260 7,029 MHV 29 1

261 4,253 MHV 63 1

263 11,207 50 1

264 4,253 19 2
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ANEXO B - DADOS DOS CONTACTANTES DE HANSENÍASE

CONTACTANTE IL10(pg/mL) FORMA IDADE SEXO

01.02 10,672 MHT 43 1

03.02 14,334 MHBT 16 1

10.02 15,951 MHT 34 1

111.5 11,34 MHBT 29 1

111-3 15,058 MHBT 46 1

14.02 12,681 MHI 63 1

141-4 11,926 MHI 15 1

147-6 5,599 68 1

159-5 3,031 24 1

167-3 9,914 MHV 20 1

169-3 7,036 MHV 43 1

175-2 11,398 MHBV 35 1

181.02 10,762 63 1

190-2 17,634 MHI 22 1

212-3 35,664 15 1

228-5 19,121 67 1

253-3 9,799 MHBT 36 1

257-2 2 MHI 25 1

260.05 38,846 46 1

74-15 1,537 MHBV 73 1

74-20 13,818 MHBV 69 1

02.03 6,717 MHT 74 2

02.04 19,637 MHT 30 2

09.02 15,951 MHBT 15 2

111.02 5,541 MHBT 53 2

114-4 8,798 MHBT 20 2

12.02 10,162 MHT 33 2

129.02 9,194 MHI 15 2

13.02 4,662 MHBT 33 2

134.02 18,948 MHBT 69 2

135.02 28,596 MHBT 55 2

137.02 27,899 MHI 50 2

139.02 1,407 MHBT 42 2

141-2 15,722 MHI 42 2
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141-3 8,747 MHI 77 2

141-5 31,991 MHI 19 2

150-2 8,205 MHV 17 2

150-3 6,447 MHV 48 2

159-2 2,267 21 2

161-2 3,031 MHI 25 2

167-2 2,809 MHV 48 2

169-2 11,72 MHV 71 2

171.02 6,752 57 2

172-2 7,062 MHBV 82 2

173-2 23,044 MHBT 75 2

173-3 11,716 MHBT 24 2

173-4 11,413 MHBT 42 2

173-5 10,147 MHBT 20 2

175-4 3,24 MHBV 18 2

178-3 11,082 MHT 18 2

18.02 20,658 MHV 55 2

180-2 1,68 MHBV 41 2

180-3 18,956 MHBV 20 2

189-2 14,306 MHV 59 2

189-3 6,741 MHV 59 2

190-3 4,954 MHI 18 2

207.07 22,598 MHT 18 2

212-2 23,629 32 2

224-2 19,834 64 2

253-2 9,763 MHBT 34 2

253-2 9,763 MHBT 18 2

258.02 15,535 MHBT 28 2

258.02 15,535 MHBT 19 2

261.02 35,08 MHV 29 2

263.02 16,221 24 2

38.02 16,279 MHI 43 2

40.02 11,137 MHV 39 2

43.02 5,837 MHI 36 2

47.02 6,437 MHI 33 2
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74-17 3,826 MHBV 77 2

74-18 5,127 MHBV 79 2

74-23 8,167 MHBV 52 2

90-2 278,6 MHV 47 2

90-3 8,535 MHV 25 2
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ANEXO C - DADOS DOS CONTROLES

CONTROLE IL-10(pg/mL) IDADE SEXO

97 13,19 28 2

98 247,731 45 1

103 11,501 43 1

105 9,408 22 1

106 16,119 18 1

107 8,535 20 1

108 9,598 24 1

111 7,049 21 1

113 4,513 67 1

117 6,319 63 1

231 8,557 52 1

232 7,292 43 1

233 8,105 22 1

234 4,956 21 1

236 8,813 21 1

237 8,306 20 1

239 12,334 18 1

286 11,337 20 1

99 7,292 36 2

100 5,845 25 2

102 19,132 60 2

104 18,348 23 2

109 7,799 43 2

110 6,852 36 2

112 8,298 22 2

115 11,221 62 2

225 8,078 45 2

228 9,072 23 2

229 5,615 65 2

230 8,306 56 2

235 11,775 63 2


