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Resumo: FUNDAMENTOS - Anticorpos antifosfolipides (AAF), como anti3,GP1 (f,-glicoproteina 1), sao descritos
na hanseniase multibacilar (MB) sem, contudo, caracterizar a sindrome do anticorpo antifosfolipide (SAF),
constituida por fendmenos tromboembélicos (FTE). A mutacio Val247Leu no V dominio da $,GP1 — substi-
tui¢ao da leucina por valina — expde epitopos cripticos com consequente formacao de anticorpos antif3,GP1.
OBJETIVO: Avaliar a associacdo do polimorfismo Val247Leu do gene (,GP1 com titulos de anticorpos
antif,GP1 na hanseniase.

MEtopo: O polimorfismo Val247Leu foi detectado por PCR-RFLB e os titulos de anticorpos antif3,GP1, por Elisa.
REsULTADOS: O genétipo Val/Val estatisticamente predominou no grupo de hansénicos, em relacao ao
controle. Embora maiores titulos de anticorpos antif},GP1 IgM estivessem alocados no grupo MB com
gendtipos Val/Val e Val/Leu, nio houve diferenga estatistica em relagao ao genétipo Leu/Leu. Dos sete
pacientes MB com FTE, quatro apresentaram heterozigose, e trés Val/Val homozigose.

CoNCLUSAO: A prevaléncia do gendtipo Val/Val no grupo de hansénicos pode justificar parcialmente a
presenca de anticorpos antiff,GP1 na forma MB. A heterozigose ou homozigose Val/Val nos sete pacien-
tes com hanseniase MB e FTE corroboram a implica¢iao de expressao fenotipica anémala da ,GPl e for-
macao de anticorpos antiff,GPl, com consequente FTE e SAF.
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Abstract: BACKGROUND — Multibacillary (MB) leprosy may be manifested with antiphospholipid antibo-
dies (aPL), among which anti-B,GP1 (B,-glycoprotein 1). High titers of aPL are associated with APS
(Antiphospholipid Syndrome), characterized by thrombosis. The mutation Val247Leu in the domain V
of B,GP1 exposes hidden epitopes with consequent development of anti-3,GP1 antibodies.

OBJECTIVE: To evaluate the Val247Leu polymorphism of $,GP1 gene and its correlation with anti-f,GP1
antibodies in leprosy patients.

MEetHODS: The Val247Leu polymorphism was performed by PCR-RFLP and anti-f,GP1 antibodies were
measured by ELISA.

Resurts: The genotypic Val/Val was more prevalent in the leprosy group, compared to controls.
Regarding the 7 MB patients with APS, four presented heterozygosis and three, Val/Val homozygosis.
Although higher titrations of anti-f,GP1 IgM antibodies were seen in MB leprosy group with Val/Leu
and Val/Val genotypes, there was no statistical difference when compared to Leu/Leu genotype.
ConcrusioN: The prevalence of Val/Val homozygosis in leprosy group can partially justify the presence
of anti-B,GP1 IgM antibodies in MB leprosy. The description of heterozygosis and Val/Val homozygosis
in 7 patients with MB leprosy and thrombosis corroborates the implication of anomalous phenotype
expression of 3,GP1 and development of anti-3,GP1 antibodies, with consequent thrombosis and APS.
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INTRODUCAO

A hanseniase, causada pelo bacilo Mycobac-
terium leprae, € endémica nos paises subdesenvolvi-
dos e em desenvolvimento,' sendo o Brasil o que
apresenta maior prevaléncia da doenca.’

As formas clinicas da hanseniase sao atribuidas a
resposta individual imunolégica do hospedeiro frente
ao bacilo M. leprae. Essas formas clinicas, conhecidas
como polares, sio classificadas em: hanseniase tuber-
culéide no pélo Thl de imunorresisténcia do indivi-
duo, quando apresenta pequeno namero de lesdes ou
acometimento neural isolado e resposta celular positi-
va a intradermorreacio de Mitsuda (IRM), e nio se
encontram bacilos nas lesdes cutineas ou nervos; e
hanseniase virchowiana (HV), quando apresenta
numerosas lesoes, resposta humoral exacerbada, IRM
negativa e numerosos bacilos nas lesdes e nervos,
constituindo o polo imune nao responsivo ao bacilo.
Na forma interpolar, ou hanseniase dimorfa, estio os
individuos reatores fracos a IRM, com lesdes numero-
sas e comprometimento neural assimétrico.’

A hanseniase, como infec¢ao cronica, pode cur-
sar com a presenca de anticorpos antifosfolipides
(AAF), principalmente na forma multibacilar (MB).* Os
AAF representam familia de imunoglobulinas IgG ou
IgM, e, menos frequentemente, IgA, que reagem con-
tra proteinas plasmaticas ligadas a fosfolipidios ou
somente contra fosfolipidios de carga negativa.” Os
AAF sao constituidos por anticorpos anticardiolipina
(ACA), inibidor lipico (IL) e anticorpos antif3,GP1 (8-
glicoproteina 1). Altos titulos de AAF estao associados
a sindrome do anticorpo antifosfolipide (SAF), quer
primaria, quer secundaria a doengas autoimunes, em
particular, o ldpus eritematoso sistémico (LES). A SAF
caracteriza-se clinicamente por fendomenos trom-
boembolicos (FTE) e perdas fetais recorrentes.” Na
hanseniase, embora AAF estejam presentes, a SAF nao
é comumente descrita.” Entretanto, em 1996, Bakos et
al. indagaram se o fendmeno de Lucio poderia repre-
sentar manifestacio de SAF.”

A B,GP1, também conhecida como apolipopro-
teina H, é glicoproteina de cadeia simples, produzida
no figado e na placenta, composta por sequéncia de
326 aminoacidos, com peso molecular de 50kDa.” A
B,GP1 liga-se a superficies de cargas negativas,
incluindo DNA, membranas celulares, células endote-
liais, macrofagos e fosfolipidios acidos. O V dominio
da $,GP1 tem sido sugerido como o sitio de ligacao
para fosfolipidios."” Essa glicoproteina exerce ativida-
de anticoagulante e pro-coagulante."

A muta¢ao no cédon 247 do exon 7 do gene
que expressa a $,GP1 ocasiona a alteragio do aminod-
cido leucina (Leu) para valina (Val) no V dominio da
B,GP1,” resultando em alteragio da expressio da
estrutura espacial da proteina e, ao serem expostos
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epitopos cripticos, pode haver formacao de anticor-
pos antif},GP1 em pacientes com SAF."” A interferéncia
de AAF na interacio fisioldgica da 3,GPI com fatores
de coagulacao constitui possivel mecanismo patogéni-
co para a ocorréncia de trombose na SAF."

Nos ultimos anos, foram diagnosticados sete
pacientes com hanseniase na forma MB com FTE,
constituindo SAF."

O objetivo deste estudo foi avaliar a distribui-
¢ao do polimorfismo Val247Leu do gene (3,GP1 e sua
correlacio com titulos de anticorpos anti},GP1 em
pacientes hansénicos.

MATERIAL E METODOS
Populacao de estudo

Ap6s aprovacio do Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto (HC-FMRP), Universidade
de Sao Paulo (USP) (Processos n. 9.916/2005
3.605/20006), e consentimento obtido dos pacientes,
foram selecionados 113 hansénicos: 85 classificados
como forma MB [21 mulheres (idade média: 46 anos)
e 64 homens (idade média: 51 anos), nas formas clini-
cas dimorfa (D), dimorfo-tuberculoide (DT), dimorfo-
virchowiana (DV) e virchowiana (V)], incluindo-se
nesse grupo sete pacientes apresentando FTE e SAF; e
28 como paucibacilares (PB) [12 mulheres (idade
média: 44 anos) e 16 homens (idade média: 49 anos),
nas formas clinicas tuberculdide (T) e DT].”
Consideraram-se PB aqueles pacientes que nao apre-
sentavam bacilos a baciloscopia de linfa e a biépsia de
pele ou de nervo, assim como aqueles da forma DT
com namero de lesées < 5. O grupo-controle foi
constituido por individuos doadores de sangue, do
Banco de Sangue do Hemocentro — HC-FMRP-USP, da
mesma regiao, pareados de acordo com idade, sexo e
raca. Dos 113 pacientes e 113 controles foram coleta-
das amostras de sangue para extragio de DNA, assim
como 99 amostras de soro de pacientes hansénicos
para quantificagdo de anticorpos antif3,GP1.

Polimorfismos do gene $,GP1

A extragao de DNA gendmico, do sangue perifé-
rico, foi realizada pela técnica Salting-out." O poli-
morfismo Val247Leu foi detectado por PCR-RFLP
(polymerase chain reaction — restriction fragment
lengbt polymorphism). Foram utilizados primers
especificos (sense: 5’GTGTAGGTGTACTCATCTACTGT?3’
e antisense: 5 CTCTCCTTGGTACACCACAGTGG?),
que amplificam um fragmento de 147pb da regiao do
exon 7 do gene (,GP1. As reacoes de PCR foram rea-
lizadas segundo Kamboh et al., 2004." Para a identifi-
cacao do ponto mutacional, o produto amplificado de
147pb foi digerido com a enzima Rsal (New England
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Biolabs), a 37°C, overnight.” Os produtos digeridos
foram submetidos a eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida 10% nao desnaturante, por duas horas
e 30 minutos, a 200V; e visualizados ap6s coloracao

por nitrato de prata.”

Elisa para quantificacido de anticorpos antiff,GP1
As dosagens séricas de anticorpos antif3,GP1
foram realizadas pelo teste imunoenzimatico Elisa, uti-
lizando-se kits comerciais [Quanta LiteTM [3,GPI IgM, e
Quanta LiteTM B,GPI IgG (Inova Diagnostics, USA)]."”

Analise estatistica

Para a distribuicao da prevaléncia genotipica do
polimorfismo Val247Leu entre os grupos utilizou-se o
teste exato de Fisher ou X2. Para a comparagio dos
titulos de anticorpos antif3,GP1 segundo os genotipos,
nos grupos MB e PB, utilizou-se o teste de Kruskall-
Wallis, seguido pela comparagio multipla de Dunn.

RESULTADOS

O polimorfismo genético Val247Leu foi avalia-
do em 85 pacientes MB, 28 PB, e 113 individuos
sadios. A distribuig¢ao dos genétipos resultou significa-
tiva quando se compararam os grupos de pacientes
com hanseniase e controles. A prevaléncia de homozi-
gose — gendtipos Val/Val e Leu/Leu — foi maior no
grupo de hansénicos em relagio a do grupo-controle.
Embora houvesse maior predominio de heterozigose
(Val/Leu) no grupo MB, nio foi significante quando
comparado ao grupo PB (Tabela 1). Com relacio aos
sete pacientes MB com FTE, quatro apresentaram
heterozigose, e trés homozigose para o referido poli-
morfismo. Quando se relacionou o genoétipo do poli-
morfismo Val247Leu com os titulos de anticorpos
antif},GP1 IgG e IgM, ndo houve diferenca estatistica
nas amostras estudadas (Graficos 1 e 2), embora
pacientes MB e PB, com gendtipos Leu/Val e Val/Val,
apresentassem titulos mais elevados de anticorpos
antif,GP1 IgM quando comparados ao gendtipo
Leu/Leu. Destaca-se um paciente com fenémeno de
Licio que apresentou homozigose Val/Val e alto titulo
de anticorpos antif},GP1-IgM (255,4 MPL/mL).
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GRAFICO 1: Distribuicao dos titulos de anticorpos antif},-glicoproteina 1
(B,-GP1), IgG e IgM, por Elisa, em amostras de soro de pacientes com
hanseniase, na forma paucibacilar (PB), segundo o polimorfismo
Val247Leu do gene f,-GP1. Linha horizontal de cada grupo: mediana.
Linha horizontal pontilhada: cut off = 20. As setas indicam titulos
altos de anticorpos IgM antif},-GP1 em hansénicos PB, com gendtipo
Leu/Val e Val/Val. Teste de Comparagao Multipla de Dunn: p > 0,05
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GRAFICO 2: Distribuicao dos titulos de anticorpos antif3,-glicoproteina 1
(B,GP1), IgG e IgM, por Elisa, em amostras de soro de pacientes com
hanseniase, na forma multibacilar (MB), segundo o polimorfismo
Val247Leu do gene (,GP1. Linha horizontal de cada grupo: mediana.
Linha horizontal pontilhada: cut-off = 20. As setas indicam titulos de anti-
corpos antif},GP1 em sete pacientes com fendmenos tromboembolicos,
e o circulo indica o titulo em amostra de paciente que desenvolveu fen6-
meno de Lacio. Teste de Comparac¢iao Multipla de Dunn: p > 0,05

TaBELA 1: Distribuicdo do polimorfismo Val247Leu do gene (3,-glicoproteina 1 nos grupos de pacientes com
hanseniase, formas paucibacilar (PB) e multibacilar (MB), e em controles

Genoétipo do Grupo % Grupo- %  Teste x’ou Fisher MB % PB % Teste x’ ou Fisher
cédon 247 hanseniase controle hanseniase vs. controle MB vs. PB
Leu/Leu 20 18 4 4 p < 0,01 14 16 6 21 n.s
Val/Val 41 36 15 13 p<0,01 31 36 10 36 n.s
Leu/Val 52 46 94 83 p<0,01 40 48 12 43 n.s
Total 113 100 113 100 85 10028 100 n.s

n.s.: nao significante
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DISCUSSAO

A B,GP1 é o principal alvo antigénico para AAF
presentes no plasma de pacientes com SAF.” Essa gli-
coproteina ¢ membro de uma superfamilia de protei-
nas que controla o sistema complemento ou SCR
(short consensus repeat). E caracterizada por cinco
SCR, compostos por 60 aminoicidos, também conhe-
cidos como sushi domains.”® Os quatro primeiros
dominios (~60 aminoacidos cada) apresentam duas
pontes de dissulfeto e estio estruturalmente relacio-
nados, enquanto o V dominio (~84 aminoacidos) é
mais varidvel e possui aminoacidos carregados positi-
vamente (282-287), quatro aminodcidos hidrofébicos
altamente conservados e trés pontes de dissulfeto.”” A
troca do aminoacido Leu pela Val (c6don 247), no V
dominio da 3,GP1, pode ocasionar modificac¢do estru-
tural na proteina, ocasionando a producao de anticor-
pos antif},GP1, presentes na SAF,* e os individuos que
apresentam homozigose Val247Val possuem maior
risco de desenvolver SAF.*"*

Neste estudo avaliou-se o polimorfismo genéti-
co, localizado no c6édon 247 do exon 7 do gene da
,GP1 em amostra populacional brasileira composta
por individuos hansénicos e saudaveis. Houve maior
prevaléncia do genétipo Val/Val no grupo de hanséni-
cos, em relacao a do grupo controle. Todos os pacien-
tes MB com FTE apresentaram heterozigose ou homo-
zigose (Val/Val), corroborando estudos que atribuem
FTE e SAF ao polimorfismo Val247Leu."*"*

Alguns estudos tém relacionado a presenga
desse polimorfismo com AAF em pacientes com SAF,
porém os resultados sio controversos. Paloma et al.
(2007) e Camilleri et al. (2003) reportaram que a pre-
senca de anticorpos antif3,GP1 nio esta correlacionada
com o polimorfismo, enquanto Yasuda et al. (2005) e
Prieto et al. (2003) reportaram correlacio direta.”*”

An Bras Dermatol. 2009;84(4):355-9.

Na hanseniase MB, ha descri¢cao da presenca de
AAF, porém a ocorréncia da associacio com SAF é
rara.” Até o momento nio h4 relato na literatura da
descricao desse polimorfismo com AAF na hanseniase.
Neste estudo nao se encontrou correlacio entre os
genotipos do polimorfismo Val247Leu com titulos de
AAF, embora pacientes MB e PB, com gendtipos
Leu/Val e Val/Val, apresentassem titulos mais elevados
de anticorpos antif},GP1. Alguns dados chamaram a
atengao dos autores: dois pacientes PB com titulos
altos de anticorpos antif},GP1 apresentavam heterozi-
gose e homozigose (Val/Val) do polimorfismo
Val247Leu. A revisio dos prontuarios desses pacientes
confirmou tratar-se de forma tuberculdide, com
auséncia de bacilos a baciloscopia e biopsia de pele.
Como existem controvérsias sobre reacao cruzada da
proteina ,GP1 com o fosfolipidio da membrana do
bacilo M. leprae,’ esses resultados confirmam a espe-
cificidade dos anticorpos antiff,GP1, pois esses
pacientes apresentaram altos titulos de anticorpos
antif,GP1, baixos titulos de anticorpos antiPGL1
(dados ndo mostrados), na auséncia do bacilo.

De forma inédita, a demonstragao de maior pre-
valéncia da homozigose Val/Val em populacio hansé-
nica pode justificar parcialmente a presencga de AAF na
hanseniase MB. A presenca de heterozigose ou de
homozigose Val/Val nos sete pacientes com FTE e em
um paciente com fendémeno de Lucio corrobora a
implicacao de expressao fenotipica anomala da protei-
na $,GP1 e formagao de anticorpos antif},GP1 com
consequente FTE e SAF.

CONCLUSAO

Diante desses resultados, sugere-se a profilaxia do
FTE com anticoagulantes para aqueles pacientes com
hanseniase MB, que apresentem altos titulos de AAFE. U
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