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RESUMO

A hanseniase é uma doenca antiga, de evolucéo lenta, causada pelo Mycobacterium
leprae. O numero anual de novos casos permaneceu estavel na ultima década,
indicando que a transmissdo estd em andamento, apesar da disponibilidade de
tratamento (MDT). O diagnéstico reside nos sintomas clinicos. Assim, os métodos
diagnosticos disponiveis ndo detectam individuos infectados assintomaticos. Nosso
estudo baseia-se no estabelecimento de assinaturas de biomarcadores que podem
ser utilizados para o diagndstico precoce de contatos assintométicos com infeccéo
subclinica. O trabalho baseou-se no acompanhamento de subgrupos de contatos de
pacientes com hanseniase (CPB e CMB) em trés etapas: Tempo zero (T0), com
coletas em 2018, Tempos um (T1) com coletas em 2019/2020 e Tempo dois (T2), com
coletas em 2022. Parametros imunoldgicos, genéticos (TLR4) e parasitoldgicos (S.
mansoni) foram analisados. Foram utilizadas as técnicas imunoldgicas: CBA
(Cytometric Bead Array) para dosagem de citocinas e quimiocinas em sobrenadantes
de cultura de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) sem estimulagéo e
com estimulacdo antigénica (ML) in vitro; ELISA e Multiplex. Assim como técnicas
moleculares: gPCR, genotipagem e polimorfismo do gene TLR4. Os resultados
mostraram que na cultura estimulada houve uma maior producdo das quimiocinas
CXCL8, CCL2, CXCL9 e CXCL10 pelo grupo CPB. Diferentemente, houve aumento
significativo da producao de citocinas IL-6, TNF, IFN-a e IL-17 no grupo CMB. A
analise complementar desses resultados, por meio da conversdo em dados
categoricos de assinaturas de quimiocinas e citocinas, apontou outras diferencas
entre CMB e CPB que nao foram detectadas na analise das variaveis continuas. Na
cultura estimulada pelo M. leprae, houve aumento na propor¢do de CPB alto
produtores para as quimiocinas CXCL9, CXCL10, CCL2, CXCLS8 e a citocina IL-10.
Ao mesmo tempo, CMB apresentou alta secre¢cédo da quimiocina CCL5 e producéo
mais destacada de citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IFN-a, IL-6 e IL-17. Avaliamos
a associacao entre o polimorfismo TLR4 rs1927914 e a resposta imune em diferentes
perfis (A vs. G e AA vs. AG vs. GG), e verificou-se que a presenca do alelo A e do
genotipo AA estava associada a um aumento da secrecao de quimiocinas e citocinas,
independentemente da condi¢cdo da cultura. Por meio da analise dos parametros
categoricos, foi encontrada maior producdo de CXCL8 e TNF em individuos do
genotipo AA, independente do estimulo. Em uma avaliagdo mais completa, foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos CPB AA/AG vs. CPB GG e CMB
AA/AG vs. CMB GG, especialmente para os marcadores CXCLS8, IL-6, TNF e IL-17 na
cultura estimulada. E fundamental destacar a maior produc&o de IL-17 no grupo CMB
AA/AG em relacao ao grupo CPB AA/AG. No estudo de acompanhamento (TO e T2),
na cultura estimulada, observou-se que o grupo CPB em T2 apresentou producéo
significativa das quimiocinas CCL5, CXCL8, CCL2, e no grupo CMB, houve uma
proporcao mais consideravel de altos produtores de quimiocinas CXCL9, CXCL10 e
citocinas IL-10, 1L-2, IL-17 e IL-6. Vale ressaltar que em TO e T2, o grupo CMB
destacou pela maior producdo das citocinas IL-17 e IL-6, indicando um perfil



inflamatdrio neste grupo. Finalmente, as assinaturas de quimiocinas e citocinas foram
analisadas de acordo com a resposta de anticorpos dedos grupos CPB e CMB aos
antigenos de M. leprae (LID) e de S. mansoni (Schisto). Em relacdo aos dados
referentes aos grupos considerados duplamente positivos LID-1(+)/Schisto(+) e
duplamente negativos LID-1(-)/Schisto(-), houve uma maior producdo das
qguimiocinas CCL2, CCL5, CXCLS, e das citocinas IL-17 e IFN-a, no primeiro grupo.
Esses dados reforcam a importancia de mais estudos de acompanhamento nos
contatos para confirmacéo de biomarcadores como citocinas, quimiocinas e fatores
genéticos (polimorfismo no gene TLR4) como ferramentas diagnosticas
complementares. Assim, a integracdo de métodos imunolégicos e moleculares para
deteccao de infeccdo subclinica em contatos torna-se relevante.

Palavras-chave: Hanseniase. Fatores imunoldgicos (quimiocinas e citocinas). Fatores
genéticos (TLR4). Polimorfismo. Coinfeccéo.



ABSTRACT

Leprosy is an ancient, slowly evolving disease caused by Mycobacterium leprae. The
annual number of new cases has remained stable over the last decade, indicating that
transmission is ongoing despite treatment (MDT) availability. The diagnosis resides in
the clinical symptoms. Thus, the available diagnostic methods do not detect
asymptomatic infected individuals. Our study is based on establishing biomarker
signatures that can be used for the early diagnosis of asymptomatic contacts with
subclinical infection. The work was based on the follow-up of subgroups of contacts of
patients with leprosy (CPB and CMB) in two stages: Time zero (TO), with collections in
2018, Time one (T1), with collections in 2019/2020 and Time two (T2), with collections
in 2022. Immunological, genetic (TLR4), and parasitological (S. mansoni) parameters
have been analyzed. Immunological techniques were used: CBA (Cytometric Bead
array) to measure cytokines and chemokines in culture supernatants of peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) without stimulation and with antigenic stimulation
(ML) in vitro; ELISA and Multiplex. As well as molecular techniques: gPCR, genotyping,
and TLR4 gene polymorphism. The results showed that in the stimulated culture, there
was a more excellent production of the chemokines CXCL8, CCL2, CXCL9, and
CXCL10 by the CPB group. Different from the production of cytokines, there was a
significant increase in IL-6, TNF, IFN-a, and IL-17 in the CMB group. The
complementary analysis of these results, through conversion into categorical data of
chemokine and cytokine signatures, pointed out other differences between CMB and
CPB that were not detected in the analysis of continuous variables. In the culture
stimulated by M. leprae, there was an increase in the proportion of high-producing CPB
to the chemokines CXCL9, CXCL10, CCL2, CXCLS8, and the cytokine IL-10. At the
same time, CMB showed high secretion of chemokine CCL5 and more outstanding
production of cytokines pro-inflammatory TNF-a, IFN-a, IL-6, and IL-17. We evaluated
the association between the TLR4 rs1927914 polymorphism and the immune response
in different profiles (A vs. G and AA vs. AG vs. GG), and it was found that the presence
of the A allele and the AA genotype was associated with increased secretion of
chemokines and cytokines, regardless of the culture condition. Through the analysis
of categorical parameters, higher production of CXCL8 and TNF was found in
individuals of genotype AA, irrespective of the presence of the stimulus. In a complete
evaluation, significant differences were found between the CPB AA/AG vs. CPB GG
and CMB AA/AG vs. CMB GG groups, especially for the markers CXCLS, IL-6, TNF,
and IL-17 in the stimulated culture. It is essential to highlight the higher production of
IL-17 in the CMB AA/AG group compared to the CPB AA/AG group. In the follow-up
study (TO and T2), in the stimulating culture, it was observed that the CPB group at T2
showed significant production of chemokines CCL5, CXCL8, CCL2, and in the CMB
group, there was a more considerable proportion of high producers of CXCL9, CXCL10
chemokines and cytokines IL-10, 1L-2, IL-17 and IL-6. It is worth mentioning that at TO
and T2, the CMB group highlighted the higher production of IL-17 and IL-6 cytokines,
indicating an inflammatory profile in this group. Finally, chemokine and cytokine
signatures were analyzed according to the antibody response of CPB and CMB to M.
leprae (LID) and S. mansoni (Schisto) antigens.



Regarding the data referring to the groups considered double positive LID-
1(+)/Schisto(+) and double negative LID-1(-)/Schisto(-), there was a more excellent
production of chemokines CCL2, CCL5, CXCLS8, and cytokines IL-17 and IFN-q, in the
first group. These data reinforce the importance of further follow-up studies in contacts
to confirm biomarkers such as cytokines, chemokines, and genetic factors
(polymorphism in the TLR4 gene) as complementary diagnostic tools. Thus, integrating
immunological and molecular methods for detecting subclinical infection in contacts
becomes relevant.

Keywords: Leprosy. Immunological factors (chemokines and cytokines). Genetic
factors (TLR4). Polymorphism. Coinfection.
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PRRs: Receptores de reconhecimento padrbes (Pattern Recognition Receptors)

gPCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo real (Quantitative
Polymerase Chain Reaction).

RPM: Rotagbes Por Minuto

S. mansoni: Schistosoma mansoni

SA-PE: Estreptavidina Conjugada a Ficoeritrina

SEA: anti-antigeno soluvel de ovos de S. mansoni.

SFB: Soro Fetal Bovino

SNP: Polimorfismos de nucleotideo unico (single nucleotide polymorphism).
SUS: Sistema Unico de Saude.



SWAP: Soluble antigen preparation of adult schistosomes
T: Tuberculoide

TO: Tempo O

T1: Tempo 1

T1R: Reacbes Hansénicas do Tipo |

T2: Tempo 2

TCLE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
TCR: Receptor de célula T

TGF: fator de transformacéo de crescimento

TGF-B: Fator de transformacao de crescimento-f3

Th1: linfécitos T helper

TLR: Receptor do tipo Toll.

TNF: Fator de Necrose Tumoral

TNF-a: Fator de Necrose Tumoral a

Treg: Células T reguladoras.

TT: Tuberculoide-Tuberculoide

UBS-LM: Unidade Basica de Saude de Limeira de Mantena
UFRJF: Universidade federal de Juiz de Fora

UFMG: Universidade Federal de Minais Gerais

V: Virchowiano

VV: Virchowiana-Virchowiana



LISTA DE SIMBOLOS

a: Letra grega minuscula Alfa

B: Letra grega minuscula Beta

y: Letra grega minuscula Gama

m: Letra ardbica mintscula Eme que representa o prefixo mili, equivalente a 103
U: Letra grega minascula Mi que representa o prefixo micro, equivalente a 106
n: Letra grega mindscula Eta que representa o prefixo nano, equivalente a 10-°.
X: Letra grega minuscula Qui

k: Letra ardbica mintscula Ka que representa o prefixo kilo, equivalente a 103
Da: Representacdo de unidade de massa atdmica: Dalton

g: Letra ardbica minuscula Gé que representa uma unidade de massa: grama

M: Letra arabica mailscula Eme que representa a quantidade de matéria do soluto
por litro da solug&o: mol
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1 INTRODUCAO

1.1 HANSENIASE E AGENTE ETIOLOGICO

A hanseniase ou Doenca de Hansen é uma doenca milenar com relatos na
literatura que datam de 600 a.C., sendo a Asia e Africa consideradas o berco da
doenca. Por volta do século XVI a doenca foi trazida para o continente americano
pelos imigrantes europeus e mais tarde, também pelos escravos africanos. Em 1873,
o médico noruegués Gerhard Henrick Armauer Hansen descobriu 0 agente etiolégico
causador da hanseniase, Mycobacterium leprae (ML) que passou a ser denominado
bacilo de Hansen, tornando-se a primeira doenca atribuida a uma origem bacteriana
(ALCAIS et al., 2005; ROMAO e MAZZONI, 2013).

E caracterizada como uma doenca infectocontagiosa, de evolucdo lenta,
causada pelo ML, patégeno intracelular obrigatério, que ndo é cultivado in vitro e que
apresenta tropismo por células apresentadoras de antigenos (APCs) (macréfagos,
células dendriticas e mondcitos) e células de Schwann. Acomete preferencialmente a
pele e os nervos periféricos, afetando olhos, méos e pés. As lesdes se desenvolvem
com diminuicdo da sensibilidade térmica, dolorosa e tatil, atrofias e paresias (SUZUKI
et al., 2012; ROMAO e MAZZONI, 2013).

Apresenta-se como um bacilo reto ou ligeiramente encurvado, com 2 a 8
micrémetros de comprimento, ndo formador de esporos, que se cora em vermelho
pela fucsina e ndo se descora pela lavagem em solucdo alcool-acido sendo assim,
classificado como um bacilo alcool-acido resistente (BAAR). Apresenta membrana e
parede celular composta de peptideoglicanos (lipoarabinomanana-LAM) e &cidos
micdlicos (acidos graxos de elevado peso molecular) e externamente uma capsula
rica em glicolipideo fendlico-1(PGL-1), conferindo imunogenicidade e patogenicidade
ao bacilo (MARTINEZ et al., 2014; DE SOUSA et al., 2017).

1.2 EPIDEMIOLOGIA E TRANSMISSAO

Embora curavel, a hanseniase ainda esta associada a preconceitos e estigmas
sociais relacionados a morte e a mutilagéo, representando um problema significativo
de saude publica em varias partes do mundo, principalmente devido ao seu alto
potencial incapacitante (GELUK, 2013; GARBIN et al., 2015; NORIEGA et al., 2016).
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A hanseniase é a segunda doenca micobacteriana infecciosa mais patogénica,
precedida apenas pela Tuberculose, e embora a prevaléncia venha diminuindo nas
Ultimas décadas devido principalmente a terapia multidroga (MDT/PQT), permanece
endémica em 13 paises de baixa e média renda em todo o mundo, onde continua
sendo uma das principais causas de neuropatia periférica e incapacidade. As
tentativas de eliminar a doenca tém enfrentado varios obstaculos, incluindo
caracteristicas do bacilo ML, como o longo periodo de incubag&o, o conhecimento
limitado sobre o0 seu modo de transmisséo e o dificil crescimento nos meios de cultura
(GELUK, 2013; WHO, 2016; SMITH et al., 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a prevaléncia da
hanseniase registrada no final de 2020 foi de 127.396 casos. Desses, 19.195 (15,1%)
ocorreram na regido das Américas e 17.979 foram notificados no Brasil, o que
corresponde a 93,6% do nimero de casos novos das Américas. Brasil, india e
Indonésia reportaram mais de 10.000 casos novos no ano de 2020 (Figura 1). Nesse
contexto, o Brasil ocupa o segundo lugar entre os paises com maior nimero de casos

no mundo, atras apenas da india (WHO, 2021).
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Ainda segundo os dados da OMS, do total de casos novos, 8.629 (6,8%) eram
criancas e adolescentes menores de 15 anos e 7.198 casos novos foram
diagnosticados com grau de incapacidade fisica (GIF) tipo 2, distribuidos nos 64
paises que reportaram casos no mundo. india e Brasil foram os Gnicos paises que
diagnosticaram mais de 1.000 casos novos com GIF 2 no momento do diagndstico,
com 1.572 e 1.504 casos, respectivamente (WHO, 2021).

Figura 1 - Distribui¢cdo geografica de casos novos de hanseniase no mundo em 2020.

Casos novos de hanseniase
no mundo em 2020anseniase
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AN Q

Sem Informagéo
Fonte: Adaptado do Relatério Epidemiologico da Organizagdo Mundial da Saude sobre hanseniase
(WHO, 2021).

Em decorréncia da epidemia de Covid-19, o diagnéstico e acompanhamento
dos casos de hanseniase no Brasil foram prejudicados. Dados preliminares de 2020
mostram que foram registrados 13.807 casos novos no Brasil. Sendo que desse total
79,5% foram classificados como multibacilares. A distribuicdo € heterogénea no pais,
com maior concentragdo em estados da Regido Norte e Centro-Oeste e em algumas

regibes metropolitanas do Nordeste. Do total de casos novos, 672 (4,9%) foram
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diagnosticados em menores de 15 anos e 1.108 (9,8%) tardiamente, com grau 2 de
incapacidade (BRASIL, 2021).

No Estado de Minas Gerais, ao longo dos anos observou-se reducdo do
namero absoluto de casos novos de hanseniase, de 1.110 em 2016 para 694 casos
notificados em 2020. Apesar da diminuicdo progressiva do numero de casos
notificados nos ultimos anos, o cenario epidemiologico da doenca no Estado é ainda
preocupante. Alguns dados confirmam este panorama: 74% dos casos novos foram
classificados como Multibacilar (MB) e desses, 13,25% j& apresentavam GIF 2 no
momento do diagnostico; a deteccdo em menores de 15 anos (3,17%) e a persisténcia
de municipios silenciosos (n= 627; 73,5%) (MINAS GERAIS, 2021).

De acordo com o relatério epidemiologico da Secretaria Municipal de Saude de
Governador Valadares, no ano de 2020 o coeficiente de detec¢do de casos novos de
hanseniase/100.000 habitantes foi de 15,7 na populacdo em geral. Em relacéo a este
mesmo indicador, em menores de 15 anos, o coeficiente foi de 1,8. Mesmo
apresentando decréscimo de deteccdo ao longo dos anos, o municipio € classificado
como “muito alto” em relagdo a forca da endemia (GOVERNADOR VALADARES,
2021).

No municipio de Mantena, em 2016 foram notificados 27 casos (36,5%); em
2017, 26 casos (35,1%). Em relacdo a novos casos de hanseniase em menores de
15 anos, em 2016, foram 5 casos (83,3%) e em 2017,1 caso (16,7%) (BRASIL, 2018).

Embora a hanseniase ocorra em todas as idades, é importante um olhar atento
para 0os numeros de casos em menores de 15 anos, demonstrando um indicador de
fonte ativa da infeccdo na comunidade, implicando em medidas de controle e
monitoramento como, por exemplo, a busca ativa em escolas (BARRETO et al., 2017;
VIEIRA et al., 2018).

Os mecanismos de transmissdo da hanseniase, ainda ndo séo totalmente
elucidados. Estudos mais atuais corroboram que a principal via de transmisséo ocorra
de pessoa para pessoa atraves de goticulas respiratorias. A transmissao ocorre por
exposicao prolongada de uma pessoa suscetivel com individuo nao tratado com ML,
especialmente paciente com hanseniase na forma MB, que apresentam alta carga
bacilar, bem como fatores genéticos e socioeconbmicos (SMITH et al., 2017,
STEINMANN et al., 2017; PEDROSA et al., 2018).

Véarios estudos mostraram que individuos consanguineos de casos-indice que

vivem por longos periodos, meses ou anos, na mesma casa (contatos) tém o maior
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risco de desenvolver a doenca. No estudo em questdo, o risco de transmisséo
conjugal da hanseniase (de um cdnjuge para outro) foi estimado entre 1 e 10% e
acredita-se que ocorra em 3-5% dos cOnjuges expostos a doenca lepromatosa nao
tratada no parceiro (JOYCE, 2012).

Portanto, individuos com infec¢ao subclinica tém importante papel na cadeia
de transmisséo, visto que eles podem carregar e transmitir o bacilo, pois estariam sem
diagndstico e tratamento adequados (MARTINS et al., 2010).

No Brasil, duas espécies de tatus silvestres, Euphractus sexcinctus e Dasypus
novemcinctus foram identificadas como hospedeiros naturais de ML, mostrando que a
transmissao zoonotica a humanos pode ocorrer devido a exposicao direta através da
caca ou consumo da carne infectada (FROTA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2019).
Em outros estudos foi encontrada uma associagdo entre o contato com Dasypus
novemcinctus e o desenvolvimento da hanseniase em pessoas que vivem perto do
habitat natural do tatu, sugerindo o potencial dessas espécies em disseminar a
bactéria no meio ambiente (BRUCE et al., 2000; KERR et al., 2015; HONAP et al.,
2018).

Estudo de Da Silva et al. (2018), avaliou o biomarcador anti-PGL-I em 146
individuos de uma cidade hiperendémica localizada no oeste do estado do Para. Os
resultados constataram que individuos que fizeram a ingestdo da carne de tatu com
maior frequéncia (mais de uma vez por més) mostraram niveis de anticorpos anti-
PGL-I significativamente maiores do que aqueles cuja ingestdo mensal foi menor.
Portanto, pessoas que cagam, matam e comem a carne de tatu apresentam um risco
maior de infec¢éo pelo ML.

Outros estudos sugerem fontes ambientais como o solo de areas endémicas,
agua e contato de animais (tatus e esquilos vermelhos) pré6ximo ao ser humano, como
reservatorios temporarios para o ML. No estudo de Ti6-Coma et al. (2019), foram
coletadas 73 amostras de solo de Bangladesh, Suriname e llhas Britanicas. Seus
resultados identificaram DNA de ML em 16,0% das amostras de solo de casas de
pacientes com hanseniase (Bangladesh), em 10,7% nos buracos dos tatus (Suriname)
e 5% no habitat de esquilos vermelhos (llhas Britanicas). Estudo de Arraes et al.
(2017), investigou a presenca de ML viavel em fontes naturais de agua utilizadas pela
populacao local em cinco municipios do estado do Ceara, nordeste do Brasil. Os
resultados demonstraram que no total de 30 amostras de agua analisadas, 23 (76%)

apresentavam o acido ribonucleico mensageiro (mMRNA) viavel de ML. Sugerindo que
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o ambiente tem um papel importante na manutencdo da hanseniase endémica na
regido do estudo.

Em 1981, a OMS recomendou que todos os pacientes registrados com
hanseniase recebessem a terapia combinada com trés medicamentos: rifampicina,
clofazimina e dapsona, conhecido como Poliquimioterapia (PQT) (SMITH et al., 2017).

No Brasil, a Portaria n° 149 de 3 de fevereiro de 2016 (BRASIL, 2016), define
0s critérios para tratamento conforme a classificacdo operacional e normas da OMS
(Quadro 1).

Quadro 1 - Apresentacéo das cartelas para Poliquimioterapia para pacientes
paucibacilares e multibacilares.

Faixa Cartela PB Cartela MB
Adulto | Rifampicina (RFM): capsula de 300 mg (2) Rifampicina (RFM): capsula de 300 mg (2)
Dapsona (DDS): comprimido de 100 mg (28) Dapsona (DDS): comprimido de 100 mg (28)

capsula de 50 mg (27)

- Clofazimina (CFZ): capsula de 100 mg (3) e

Crianca | Rifampicina (RFM): capsula de 150 mg (1) e | Rifampicina (RFM): capsula de 150 mg (1) e

capsula de 300 mg (1) capsula de 300 mg (1)

Dapsona (DDS): comprimido de 50 mg (28) Dapsona (DDS): comprimido de 50 mg (28)

- Clofazimina (CFZ): capsula de 50 mg (16)

Fonte: Ministério da Saude, 2016.

O esquema terapéutico para individuos paucibacilares ocorre com doses
supervisionadas mensais, durante 6 meses de Dapsona (DDS) na dose de 100mg (1
comprimido) e Rifampicina (RFM) na dosagem de 600mg (2 comprimidos de 300mg)
com doses diarias autoadministradas de Dapsona de 100mg por dia (BRASIL, 2016).
Jéa para os individuos multibacilares o esquema de tratamento é diferente, envolvendo
o acréscimo da Clofazimina (CFZ) e aumento no tempo de duracéo do tratamento que
nesse caso serdo de 12 meses com doses supervisionadas a cada 28 dias de
Rifampicina (600mg, 2 comprimidos de 300mg), Clofazimina (300mg, 3 comprimidos
de 100mg) e Dapsona (100mg, 1 comprimido de 100mg) e dose diaria
autoadministrada de clofazimina (50mg, 1 comprimido) e Dapsona (100mg, 1
comprimido). Ao final do tratamento é realizada nova avaliacdo dermatoneuroldgica e
grau de incapacidade. Nao havendo nenhuma alteracéo o paciente recebera alta por
cura (BRASIL, 2016).
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A partir de sete de Julho de 2021, a nota técnica 16/2021 da Coordenacao
Geral de Vigilancia das Doencas em Eliminacdo, Departamento de Doencas de
Condicbes Crobnicas e Infecgcbes Sexualmente Transmissiveis, Secretaria de
Vigilancia em Saude do Ministério da Saude, regulamenta a Poliquimioterapia Unica
(PQT-U) que associas os farmacos Dapsona + Rifampicina + Clofazimina na
apresentacado de blisteres para o tratamento da hanseniase, mantendo se 0 0s
protocolos de tratamento de 06 (seis) meses para Paucibacilares e 12 (doze) meses
para Multibacilares (BRASIL, 2021).

Embora a PQT tenha contribuido com a reducdo de casos em todo mundo, a
deteccdo de novos casos a cada ano indica que a transmissdo da hanseniase
continua a acontecer (SMITH et al., 2017).

Uma estratégia para o controle da hanseniase, além do diagndstico e
tratamento precoces, envolve o monitoramento dos contatos domiciliares e sociais por
meio da avaliagcdo dermatoneuroldgica e da vacinacdo com o bacilo Calmette-Guérin
(BCG) (BRASIL, 2016). Devido ao longo periodo de incubac¢éo do ML no hospedeiro,
a populacéo em geral deve ser mantida sob constante vigilancia, particularmente em
areas endémicas (DE SOUZA et al., 2016).

De acordo com o Guia Prético sobre a Hanseniase (BRASIL, 2017), define-se
como contato domiciliar, toda e qualquer pessoa que resida ou tenha residido, conviva
ou tenha convivido com o doente de hanseniase, no ambito domiciliar, nos ultimos
cinco anos anteriores ao diagnéstico da doenca, podendo ser familiar ou ndo. Ja o
contato social, é toda e qualquer pessoa gque conviva ou tenha convivido em relacées
sociais (familiares ou ndo), de forma proxima e prolongada com o caso notificado,
incluindo vizinhos, colegas de trabalho e de escola, entre outros, necessitando ser
investigados de acordo com o grau e tipo de convivéncia.

A possibilidade da inclusédo de testes imunoldgicos, sorolégicos, nos exames
clinicos dos contatos, pode contribuir para a identificacdo de individuos infectados, e
que por meio de uma intervencéo precoce, auxiliara favoravelmente o controle da
doenca (CARDONA-CASTRO et al., 2005; MIERAS et al., 2018).

1.3 ASPECTOS CLINICOS
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A maioria dos individuos é naturalmente resistente a hanseniase, mas apesar
de haver minima variacdo genética entre os isolados de ML, individuos susceptiveis
podem manifestar formas completamente diferentes da doenca, variando de
imunidade celular forte em pacientes tuberculdides a respostas predominantemente
humorais em lepromatosos (GELUK, 2013). Isso se deve ao fato de as diferentes
formas da doenca serem caracterizadas em parte pelos padrdes de resposta imune
do hospedeiro (AARAO et al., 2018).

A classificacdo da hanseniase leva em consideracdo o amplo espectro de
manifestacdes, segundo as peculiaridades clinicas, imunoldgicas e histopatoldgicas.
Sendo aceitas trés classificacdes: classificacdo de Madri (1953), classificacdo de
Ridley e Jopling (1966) e a classificacdo operacional da OMS (1982).

A classificacdo de Madri tem como base as caracteristicas clinicas e
baciloscopicas, dividindo a hanseniase em dois grupos polares instaveis,
indeterminado (I) e dimorfo (D) ou borderline (B) e dois tipos polares estaveis,
tuberculéide (T) e virchowiano (V) ou lepromatoso (L). Atualmente esta classificacdo
€ adotada pelo Ministério da Saude (MADRI, 1953; BRASIL, 2016; 2017).

Em 1966 Ridley e Jopling, utilizando o conceito espectral e baseado em
critérios clinicos, baciloscopicos, imunologicos e histopatoldgicos propuseram cinco
formas clinicas: Tuberculb6ide-Tuberculéide (TT) apresenta doenca localizada, intensa
resposta imune celular, poucos bacilos e lesdes limitadas; Virchowiana-Virchowiana
(VV), extrema suscetibilidade ao M. leprae, em que a proliferacdo disseminada do
bacilo resulta em lesbes de pele difusamente distribuidas e estd associada a forte
resposta humoral com anticorpos anti- Mycobacterium leprae. Na subdivisdo dimorfa
(D) em dimorfa-tuberculdide (DT), dimorfa-dimorfa (DD) e dimorfa-virchowiana (DV),
observam-se formas imunologicamente instaveis com evolucdo progressiva de DT
para DV com reducao da resposta imune mediada por célula acompanhada por lesdes
de pele e nervos mais numerosos, aumento da carga bacilar e dos niveis de anticorpos
(RIDLEY E JOPLING, 1966; GOULART et al., 2002).

Em 1988, a OMS com intuito de simplificar a classificacdo e padronizacao
terapéutica, estabeleceu uma classificacdo segundo o numero de lesbes. Sendo
considerados como paucibacilares (PB), individuos com até cinco lesdes cutaneas
e/ou um tronco nervoso acometido e multibacilares (MB), individuos com mais de

cinco lesdes cutaneas e/ou mais de um tronco nervoso acometido. No local onde o
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exame baciloscopico é disponivel, pacientes com resultado positivo sdo considerados
MB, independentemente do numero de lesées (WHO, 1988).

A hanseniase apresenta alta infectividade e baixa patogenicidade, com periodo
de incubacdo variando de sete meses a dez anos, sendo considerada uma das
principais causas de incapacidades fisicas, em razdo do seu potencial de causar
lesbes neurais. Esse alto potencial incapacitante esta diretamente relacionado ao
poder imunogénico do ML (QUEIROS et al., 2016; BRASIL, 2018). A presenca do ML
nas terminacdes nervosas e células de Schwann, com consequente replicagéo, faz
com gue ocorra ruptura dessas células, desencadeando uma resposta inflamatoria
perineural que contribui para a destruicdo da mielina e consequente dano neural
(AARAO et al., 2018).

O dano do nervo periférico na hanseniase frequentemente resulta em
disfuncbes sensoriais e motoras que levam a deformidades permanentes e/ou
incapacidades. Estima-se que mais de um quarto dos pacientes com hanseniase
apresenta algum grau de incapacidade e que cerca de metade desses pacientes
apresentam incapacidade grau 2, correspondendo a danos neuroldgicos permanentes
(PINHEIRO et al., 2018; AARAO et al., 2018).

1.4 ASPECTOS IMUNOLOGICOS NA HANSENIASE

1.4.1 Imunidade Inata

Evidéncias sugerem que a resposta imune inata, a primeira linha de defesa
contra o ML, é decisiva na resposta contra o bacilo, e em Ultima instancia, no desfecho
clinico (FONSECA et al., 2017; PINHEIRO et al., 2018). A maioria dos individuos
expostos ao ML ndo desenvolvem a doencga, o que pode ser explicado, pelo menos
em parte, pela resposta inata efetiva (MAZINI et al., 2016).

A principal caracteristica do ML é sua capacidade de sobreviver dentro dos
macrofagos, células dendriticas e células de Schwann do hospedeiro, utilizando para
iSSO varios mecanismos para se internalizar e residir nessas células (NATH et al.,
2015).

Os receptores de reconhecimento de padrdes ("pattern recognition receptors”

ou PRRs), tais como os receptores de reconhecimento do “tipo Toll”(Toll-like receptors
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-TLR), receptores tipo NOD - dominio de oligomerizacdo de ligacdo a nucleotideo
contendo proteinas (NLRs), receptores de lectina tipo C, reconhecem padrbes
antigénicos moleculares associados aos patdgenos ("pathogens-associated molecular
patterns” ou PAMPSs), durante a resposta da imunidade inata contra o bacilo (MODLIN,
2010; NATH et al., 2015). Apos a interacdo de PAMPs com PRRs, a liberacdo de
sinais intracelulares leva a inducéo de transcricdo de genes importantes para ativacao
celular ou inducéo de fagocitose (FONSECA et al., 2017; PINHEIRO et al., 2018).

Krutzik et al. (2003), demonstraram que TLR2 e TLR1 s&o fortemente
expressos em lesdes da forma tuberculéide em comparacdo com a forma lepromatosa
da doenca. Esses dados fornecem evidéncias de que a expressao regulada e a
ativacdo de TLRs no local da doenca contribuem para a defesa do hospedeiro contra
patbgenos microbianos. Além disso, ativacdo do TLR2/TLR1 por lipopeptideos
sintéticos do ML, desencadeiam a producdo de fator de necrose tumoral (TNF-a).
diferenciacéo de linfocitos T helper (Th1l).

Diferentes moléculas lipoprotéicas que constituem o ML foram caracterizadas
como ligantes e potentes estimuladores de TLRs, envolvendo principalmente TLR2.
Ao ocorrer o reconhecimento do bacilo pelas células dendriticas, inicia-se uma
cascata de sinalizacdo com producéo local de citocinas como a interleucina-1 (IL-1),
fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-12 (IL-12), que
podem regular a inflamacdo, bem como manipular o posterior desenvolvimento da
imunidade adaptativa, em direcdo a uma resposta Thl ou Th2 através da atuacéo
sobre os linfocitos T (KRUTZIK et al., 2003; SUZUKI et al., 2012; FONSECA et al.,
2017; PINHEIRO et al., 2018).

1.4.2 Imunidade Adquirida - Celular e Humoral

A resposta imune adquirida envolve interacdo altamente especifica de
linfocitos, células dendriticas, macréfagos e fatores sollveis, como anticorpos
liberados pelas células B, sendo categorizada em celular ou do tipo 1 e humoral ou do
tipo 2 (NATH et al., 2015).

A diferenciacdo de células TCD4+ naive em células T auxiliares efetoras é
iniciada pelo acoplamento de seu receptor de célula T (TCR) e moléculas co-
estimulatérias, na presenca de citocinas especificas produzidas pelo sistema imune

inato apds o encontro de patdégenos. As citocinas interferon-gama (IFN-y) e 1L-12
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iniciam a diferenciacéo de linfécitos T helper (Thl), que séo caracterizadas pela alta
producéo de IFN-y e s&o indispenséaveis para a remocédo de patégenos intracelulares.
Em contraste, interleucina-4 (IL-4) desencadeia a diferenciacéo de linfocitos T helper
(Th2). As células Th2 sdo fundamentais na organizacdo da defesa contra patdogenos
extracelulares e, auxiliam as células B a produzir anticorpos. Para que ocorra a
diferenciacéo de ambas as células Thl e Th2, é necessario que as células do sistema
imune inato respondem a antigenos microbianos, antigenos parasitarios ou alérgenos
(ARAUJO, 2003; MORAES et al., 2006; SUZUKI, et al, 2012; VAZQUEZ et al., 2014).

A resposta imunolégica do tipo Thl é induzida pelo reconhecimento de
antigenos da parede do ML por meio do TLR2 levando a ativacdo de macréfagos e
induzindo a producao inicial de IL-12 (SOUSA et al., 2007).

Com a producédo de interleucina-2 (IL-2) havera estimulo para o aumento de
células T antigeno-especificas, resultando na reducéo da carga bacilar ou cura. Ja a
resposta imunolégica do tipo Th2 produz as citocinas interleucina-4 (IL-4),
interleucina-5 (IL-5) e interleucina-10 (IL-10) e amplia a resposta humoral. A IL-4
estimula a producdo de imunoglobulina E (IgE), e ambas IL-4 e IL-10 estimulam
células B e inibem a ativagdo de macréfagos resultando em infecgdo progressiva
(LASTORIA e ABREU, 2012; 2014).

A presenca da IL-10 nas lesdes suprime a producéo de citocinas do tipo 1 por
células TCD4, com uma reducédo significativa de IFN-y e IL-2, resultando em uma
resposta ineficiente ao ML (LASTORIA; ABREU, 2014).

A polarizacao da resposta imune especifica pelo ML € um elemento importante
na patogénese da hanseniase e na determinacao da manifestacao clinica. A resposta
de citocinas do tipo Thl foi demonstrada em lesdes de pacientes TT, enquanto uma
resposta de citocinas do tipo Th2 foi associada a formas lepra lepromatoso (LL)
(MODLIN, 2012).

Pacientes com a forma TT apresentam um perfil de citocinas relacionadas a
resposta de linfocitos Th1, com citocinas inflamatérias: IFN-y, IL-2, interleucina-15 (IL-
15) e TNF-qa, representando uma resposta com capacidade de contencéo dos bacilos
em granulomas bem formados e correlagdo negativa com o indice baciloscépico (IB)
(SALGAME et al.,1992; BHAT; PRAKASH, 2012). Enquanto, a resposta imune de
pacientes LL é caracterizada por um perfil Th2 com producdo de citocinas anti-
inflamatorias IL-4 e IL-10 e ativacdo de células T reguladoras (Tregs), producao de
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anticorpos incluindo formacdo de complexos imunes e falha em restringir o
crescimento do ML.

Por varios anos, a principal interpretacéo da resposta de defesa do hospedeiro
foi fundamentada na caracterizagcdo do paradigma imune estabelecido entre os
linfécitos Thl e Th2. Porém, com 0s avancos no conhecimento da imunologia,
surgiram novas abordagens, juntamente com o envolvimento de novas vias da
resposta imune que mudaram a explicagdo do paradigma estabelecido das formas
polares da doencga, especialmente com a identificacdo de novos subtipos de linfécitos
T como, Th9, Thl7, Th22 e Tregs (MODLIN, 1994; SAINI et al., 2016; DE SOUSA et
al., 2017).

A participagdo de células Thl7 na hanseniase estariam envolvidas com a
expressao e liberacao de citocinas pré-inflamatérias como a interleucina-17 (IL-17A,
IL-17), intreleucina-21 (IL-21), interleucina-22 (IL-22) e interleucina-23 (IL-23),
apresentando papel importante nas doencgas autoimunes, na eliminacdo de patégenos
e na patologia tecidual (SAINI et al., 2016; DE SOUSA et al., 2017).

Sabe-se que citocinas do padrdo Thl7 encontram-se aumentadas no
sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de
contatos assintomaticos ou na borda da leséo de pele de pacientes do polo TT quando
comparadas a pacientes do polo LL (SAINI et al., 2013; 2016). Em outros estudos, a
dindmica de resposta dos linfécitos Thl7 tem sido sugerida como crucial para a
modulacdo da atividade dos macréfagos, uma vez que, na forma tuberculéide, a IL-17
induz a producdo de TNF-a, IL-6 e 6xido nitrico-sintase induzida (iINOS), levando a
producado de intermediarios reativos de oxigénio que destroem o bacilo (MARTINIUK
et al., 2012; AARAO et al., 2016).

As células Thl7 desempenham importante papel na defesa do hospedeiro
contra infeccdes bacterianas e flngicas, especialmente nas superficies de mucosas.
A producéo de IL-17 e IL-22 pelas células Th17 gera imunidade de mucosa por ativar
a producao de peptideos antimicrobianos e promover o recrutamento de neutrofilos.
Contudo essa subpopulacédo de linfécitos TCD4+ (Th1l7) também esta associada a
diversas doencas autoimunes (KURTS, 2008).

Os contatos saudaveis apresentam maior expressao de células do perfil Th17
guando comparados com pacientes com hanseniase, sugerindo que ap0s exposi¢ao
ao ML este perfil esta associado ao inicio da resposta imune adaptativa ao bacilo
(SAINI et al., 2013).
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Os linfocitos Th9 surgem da diferenciacdo de linfécitos ThO, e nas formas
polares da doenca, produzem citocinas como interleucina-9 (IL-9) e IL-10 que alteram
0 padrdo da resposta imune. Enquanto que, na forma TT a IL-9 induz o
desenvolvimento da resposta microbicida dos macrofagos através do sinergismo da
resposta entre IFN-y, IL-6 e IL-12 (FINIASZ et al., 2007; DE SOUSA et al., 2017). Além
disso, na forma TT, a IL-9 regula negativamente a producéo de IL-10, mostrando que
a IL-9 tem um efeito pro-inflamatorio. No entanto, na forma LL, a resposta dos linfocitos
Th9 apresenta um comportamento distinto pelo qual a IL-9 inibe a producéo de IL-4,
bem como o IFN-y e o TNF-a. Por outro lado, a IL-10 contribui para o desenvolvimento
da resposta imunossupressora ao desativar a resposta microbicida dos macréfagos
através da regulacdo positiva da producédo de fator de crescimento (TGF-B) (DE
SOUSA et al., 2017).

Os linfécitos Th22 foram recentemente reconhecidos como uma importante
subpopulacdo envolvida na resposta imune a agentes infecciosos. Essas células
fazem parte de um grupo de células TCD4+ que secretam isoformas da familia do
fator de crescimento de fibroblastos (FGF-B), e citocinas como IL-22, TNF-q, IL-13 e
IL-26. Porém, ndo produzem IL-17 ou IFN-y (DE SOUSA et al., 2017).

Na hanseniase, aumento dos niveis de expressao de IL-22 tem sido observado
na forma lepromatosa, participando dos mecanismos de maturacao do fagolisossomo.
O aumento do FGF-B na forma lepromatosa da doenca reforca o papel crucial desse
fator de crescimento no desenvolvimento da resposta reparadora, uma vez que essa
forma clinica estd associada a maior disseminacdo bacilar, maior dano tecidual e,
conseqguentemente maior niumero de lesées (LIMA SILVEIRA et al., 2015; DE SOUSA
et al., 2017).

Os linfocitos Treg representam outra subpopulagéo de linfécitos com o fenétipo
CD4+ CD25+ FoxP3+, que também estdo envolvidos na resposta imunopatoldgica na
hanseniase (DE SOUSA et al., 2017). Palermo et al. (2012), relataram um numero
maior de Tregs, maior expresséao de IL-10 e antigeno de linfécito T citotoxico-4 (CTLA-
4) em lesbes LL do que em lesbes TT. O equilibrio das respostas Th1/Th2, por si S0,
ndo explica totalmente a polarizagdo nas formas clinicas na hanseniase. As células
Tregs produtoras de TGF-B podem suprimir a funcdo das células T efetoras. Dessa
forma, ocorre aumento dessas células em pacientes LL estaveis, o que pode explicar

a anergia associada a essa forma clinica (SADHU et al., 2016).
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As citocinas e quimiocinas sdo dois importantes biomarcadores, que estao
envolvidos na mediacdo e modulacéo das respostas do sistema imunolégico. Varios
tipos de superfamilias de citocinas sdo identificados: citocinas quimiotaticas
(quimiocinas), interleucinas (IL), Interferon (IFN), fator estimulador de col6nias (CSF),
fator de transformacao de crescimento (TGF) e fator de necrose tumoral (TNF). A
principal diferenca entre citocinas e quimiocinas é que as citocinas sdo pequenas
substancias proteicas secretadas pelas células do corpo, afetando outras células,
enquanto as quimiocinas sdo uma das superfamilias das citocinas, contendo atividade
quimiotatica (BORISH; STEINKE, 2003; PALOMINO; MARTI, 2015).

As gquimiocinas constituem uma grande familia de pequenas citocinas, com
peso molecular variando entre 7 e 15 kDa. Possuem constituicdo proteica e sdo
capazes de coordenar a migracdo de grupos especificos de leucécitos, e, portanto,
provavelmente estdo envolvidas no direcionamento da infiltracdo celular nas varias
formas de lesdes hansénicas (KIRKALDY et al., 2003; PALOMINO; MARTI, 2015).

Algumas quimiocinas séo consideradas homeostaticas e estdo envolvidas no
controle da migragao celular durante o desenvolvimento ou a manutengao dos tecidos,
enguanto outras sao consideradas pré-inflamatdérias e sua liberacédo pode ser induzida
durante uma resposta imune em um sitio de infeccdo (PALOMINO; MARTI, 2015).

A classificacdo das quimiocinas € baseada no niumero e disposi¢ao de residuos
de cisteina conservados na cadeia N-terminal. Desta forma, tal classificacdo nos leva
a quatro familias: C, C-C, C-X-C e C-X3-C (GUERREIRO et al., 2011; SAHINGUR e
YEUDALL, 2015). A familia C-C, tem suas cisteinas adjacentes, a C-X-C e C-X3-C,
representa um ou trés aminoacidos separando as cisteinas, e a familia C, possui
apenas um par de cisteinas, onde a letra C representa cisteina e X ou X3 representa

um ou trés aminoacidos, como apresentado na Figura 1.
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Figura 2 — Estrutura das quimiocinas
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Fonte: Adaptado de KOHIDAI, 2006.

Em geral, as quimiocinas CXC ativam principalmente neutréfilos, enquanto as
quimiocinas CC s&o principalmente quimiotaticas para mondcitos/macrofagos e
linfécitos e desempenham um papel na mudanca de classe de macréfagos M1 para
M2 durante a transicdo da inflamacdo aguda para a cronica. As quimiocinas CC
também s&o cruciais no desenvolvimento da imunidade adaptativa, propagando o
recrutamento de linfécitos e a apresentacéo de antigenos (GUERREIRO et al., 2011;
SAHINGUR; YEUDALL, 2015).

A quimiocina C-C ligante-2 (CCL2), também conhecida como proteina
quimiotatica de macréfago-1 (MCP-1), é uma das principais quimiocinas envolvidas
na resposta do granuloma e € o quimioatrator e ativador mais importante para
monadcitos, recrutando linfécitos TCD4 e linfocitos T (MEDEIROS et al., 2015).
Também esta relacionada com o desenvolvimento de respostas do tipo Th2 para
estimular a secrecéo de IL-4 (DESHMANE et al.,2009; PALOMINO e MARTI, 2015).
Além disso, as células de Schwann sao produtoras de CCL2 (MCP-1), atuando como
um importante mediador de migracdo de macrofagos para o nervo periférico,
ocasionando leséo experimental do nervo (FISCHER et al., 2008).

Uma diminuicdo da expressédo de quimiocinas pode comprometer a ativacao

da resposta quimiotatica do hospedeiro e assim, o ML poderia escapar da destruicdo



32

pelo sistema imunoldgico, contribuindo para o estabelecimento da infeccéo
intracelular e consequentemente a disseminacdo da doenca (GUERREIRO et al.,
2013). Portanto, como ha uma elevada resposta imune celular em contatos
domiciliares de pacientes PB, o aumento dos niveis de CCL2, pode ser um fator
protetor contra a hanseniase (GOULART et al., 2002)

Kirkaldy et al. (2003), investigando os mecanismos e o papel das quimiocinas
e seus receptores envolvidos nas lesGes cutaneas da hanseniase, observaram que a
expressdo das quimiocinas CCL2 (MCP-1) e CCL5 (RANTES), encontrava-se mais
elevada nas lesdes de pacientes BT que apresentavam reacdo hansénica em
comparacgao com 0s pacientes BT que ndo apresentavam reacao.

A importancia da quimiocina CCL2 (MCP-1), e da citocina IFN-y, também foram
objetos de estudo de Geluk et al. (2012), como biomarcadores para distinguir a
exposicdo ao ML na infec¢do subclinica.

Outra quimiocina investigada é a CXCL9 (MIG), pertencente a familia CXC com
papel importante na quimiotaxia de células imunes. E secretada por varios tipos de
células, incluindo células imunes tais como linfécitos T, células NK (SMIT et al., 2003),
células dendriticas (MUTHUSWAMY et al., 2008), macréfagos (IKEDA et al., 2014) e
eosinofilos (TWOREK et al., 2013).

A quimiocina CXCL8 (IL-8), recruta predominantemente neutréfilos, mondcitos
e linfécitos T (PARK et al., 2003). Hasan et al. (2004), investigaram a resposta da
CXCL8 em relagcdo ao TNF-a em mondcitos ndo infectados e infectados (BCG e ML)
de pacientes virchowianos e controles saudaveis. Os autores encontraram niveis
circulantes aumentados de CXCL8 e TGF-B, mas baixos niveis de TNF-a, em
pacientes virchowianos. Concluiram que a IL-8 possui importante papel no
recrutamento de células em pacientes com hanseniase apresentando infeccdes
disseminadas.

Kirkaldy et al. (2003), relataram expressao das quimiocinas IL-8, MCP-1 e
RANTES em bidpsias de pele de lesdes em todo o espectro da hanseniase, sugerindo
um importante papel destas quimiocinas como recrutadoras de monacitos e linfocitos.

Outra quimiocina a ser considerada é a CXCL10, também conhecida como
Interferon Gamma-Induced Protein 10 (IP-10). Desempenha papel importante na
inflamacgé&o, sendo secretada por macréfagos, células T e queratindcitos estimulados,
promovendo a quimiotaxia de células T em locais de inflamacgéo tecidual em resposta

ao IFN-y. Além disso, essa quimiocina induz o recrutamento de células efetoras do
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tipo Thl para locais de hipersensibilidade do tipo tardio, e tém sido identificadas em
lesGes de pacientes (KAPLAN et al., 1986)

Stefani et al. (2009), relataram que niveis séricos elevados de CXCL10 (IP-10)
sao observados em pacientes com reagdes hansénicas do tipo I. Estudo de Scollard
et al. (2011), correlacionaram o aumento da expressdo de CXCL10 no soro e em
bidpsias de pele de pacientes com reacdes hansénicas do tipo | (T1R), sugerindo um
potencial papel dessa quimiocina como ferramenta de diagnéstico.

A guimiocina CCL5 (RANTES), atua como um quimiotatico potente para muitos
tipos de células, como mondcitos, células NK, células T de memoaria, eosindfilos e
células dendriticas (MOSER et al., 2004). Kirkaldy et al. (2003) demonstraram a
elevacdo dessa quimiocina nas lesbes de pele, sugerindo o papel da CCL5 na
migracgdo e ativagdo dos mondcitos e células T nessas lesdes.

Mendonca et al. (2007), avaliaram o papel das quimiocinas como marcadores
de atividade de doenca e identificaram niveis séricos elevados de MIP-1a (CCL3),
com atividade de recrutar e ativar macréfagos e linfécitos T e B, indicando o
envolvimento dessa citocina nos granulomas das forma MB ou PB. Encontraram
também niveis aumentados de eotaxina (CCL11l) no plasma de pacientes com
hanseniase em comparac¢édo com individuos néo infectados, sugerindo que a dosagem
dessa quimiocina poderia ser Gtil para auxiliar no diagnostico de hanseniase.

A participagdo das quimiocinas nos eventos relacionados com as reagoes
hansénicas é bastante evidenciado, entretanto existe uma escassez de informacdes
no que se refere aos contatos de portadores de hanseniase. Nesse sentido, n0sso
estudo vem contribuir para ampliar o conhecimento do papel de marcadores

imunolégicos na infecgdo subclinica.

1.5 METODOS DE DIAGNOSTICO

Sabe-se que a deteccédo precoce e o tratamento da hanseniase associados aos
resultados dos estudos das caracteristicas genéticas, imunoldgicas e clinicas na
infeccdo pelo ML séo principios fundamentais para auxiliar no controle da doenca
(BRASIL, 20186).

O Ministério da Saude (MS) preconiza como estratégia para reducdo da
infeccdo, a deteccdo precoce atraves da busca ativa de casos novos. Isso

corresponde a vigilancia de contatos domiciliares do doente de hanseniase e a cura
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dos casos diagnosticados contribuindo para controlar a expansdo da endemia e
também prevenir as deformidades e incapacidades que estdo associadas a impactos
sociais, econdmicos e psicolégicos nos individuos (BRASIL, 2002; ARAUJO, 2003;
LANA et al., 2013; BRASIL, 2012).

O diagndstico da hanseniase € essencialmente clinico e epidemioldgico. A
avaliacao clinica dos pacientes deve ocorrer através de anamnese clinica, exame
geral e investigacao dermatoneurolégica para identificacdo de lesdes ou areas na pele
com alteracdo de sensibilidade e/ou comprometimento de nervos periféricos,
alteracdes sensitivas e/ou motoras e/ou autonémicas e, a presenca de bacilos que
pode ser confirmada na baciloscopia do esfregaco intradérmico ou na bidpsia de pele
(BRASIL, 2016).

A baciloscopia, o teste de intradermorreacao (Mitsuda), a histopatologia, 0s
testes imunoldgicos (sorologia e imunohistoquimica), genéticos (identificacdo de
polimorfismos) e a eletroneuromiografia sdo ferramentas auxiliares que podem
complementar o diagnostico clinico (LASTORIA; ABREU, 2014).

Com o intuito de facilitar o diagnéstico e o tratamento da hanseniase, a OMS
propds uma classificacdo de acordo com o indice baciloscépico (IB), em paucibacilar
(PB, IB menor que 2+) e multibacilar (MB, IB maior ou igual a 2+) (WHO, 1982). O IB
foi proposto por Ridley e Jopling, em 1966 e baseia-se em uma escala logaritmica
com variac&o entre 0 a 6. E o método de avaliag&o quantitativo mais correto e utilizado
na leitura da baciloscopia em hanseniase (BRASIL, 2010).

Em pacientes com a forma tuberculdide, nos quais os bacilos sdo raros ou
inexistentes, ha uma limitacdo no uso da baciloscopia como exame auxiliar, uma vez
que os resultados negativos ndo descartam a doenca. Por isso, € necessario
implementar ferramentas de diagnostico precoce para obter um diagndstico rapido e
preciso (AMORIM et al., 2016).

O teste Mitsuda tem como objetivo avaliar a integridade da imunidade celular
especifica de um individuo ao ML. O teste nao € diagndstico, tem valor prognostico e
pode auxiliar na classificacdo da doenca. A técnica consiste em injetar 0,1mL do
antigeno integral de Mitsuda-Hayashi por via intradérmica, na face anterior do
antebraco direito. Como respostas, o individuo podera ter uma reacdo precoce ou
tardia. A reacdo precoce, ou reacdo de Fernandez, é caracterizada por eritema e
enduracéo local de 48 a 72 horas apoés a introducéo do antigeno. Na reacéo tardia, ou
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de Mitsuda, ocorre intensidade maxima por volta de 28 dias (LYON; LYON-MOREIRA,
2013; LYON; GROSSI, 2014).

Os resultados adotados para leitura da reacao de Mitsuda foram formulados no
Congresso Internacional em Toquio (1948), a saber: negativo: auséncia de resposta;
duvidoso: infiltracdo com diametro menor que 5 mm e positivo: infiltracdo com
didmetro maior ou igual a 5 mm (LYON; GROSSI, 2014).

O exame histopatologico da pele ou nervos € frequentemente realizado para
confirmacédo de casos com dificuldade de diagnéstico pela classificacdo de Ridley e
Jopling (1966), quando ha davida no diagnéstico diferencial com outras neuropatias,
avaliacdo de episédios reacionais e acompanhamento de pacientes (ARAUJO, 2003;
LYON; GROSSI, 2014).

Em geral, o diagndstico laboratorial € demorado, apresenta baixa sensibilidade
e depende de amostragem invasiva e desconfortavel para o individuo. Podendo gerar
incertezas no fechamento do diagndéstico ou mesmo atrasos, comprometendo o inicio
do tratamento e contribuindo para que pessoas infectadas desenvolvam piores
condi¢cdes e influencie negativamente a erradicagdo da hanseniase como um
problema de saude publica (LIMA et al., 2015).

Diante disso, as ferramentas de diagnostico convencionais baseadas em
caracteristicas clinicas, contagem bacilar e histopatologia, ndo séo suficientes para
identificar individuos infectados e aqueles com infeccdo subclinica, levando a um
diagndstico tardio e dificultando a interrup¢éo da cadeia de transmisséo da doenca.

O desenvolvimento de técnicas mais sensiveis e especificas, bem como os
estudos de acompanhamento/monitoramento de contatos sdo necessarios para
definicdo de biomarcadores que contribuirdo para a deteccao precoce de casos de
hanseniase.

A descoberta e elucidacdo da estrutura quimica do PGL-I em 1981, e mais
tarde, a sua antigenicidade possibilitou um grande avanco da pesquisa em
hanseniase, mostrando que pacientes no poélo LL produzem altos niveis de
imunoglobulinas do tipo imunoglobulina M (IgM), reagindo contra esse antigeno.
Enquanto pacientes no polo TT apresentam imunoglobulinas especificas em baixo
nivel de deteccéo, em torno de 30 a 60% em comparacéo ao polo LL, que é de 80 a
100% (CHO et al., 1983).

Posteriormente, Buhrer-Sékula et al. (2003), propuseram o0 teste

imunocromatogréfico ou teste de fluxo lateral ou ML Flow, que tem como objetivo
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detectar a IgM no soro de individuos contra o antigeno PGL-I do Mycobacterium
leprae. O teste ML Flow foi desenvolvido como uma ferramenta simples, estavel e
rapida para duas aplicacbes, a saber: 1. Classificacdo correta de pacientes com
hanseniase recém-diagnosticados e 2. Para identificacdo dos contatos de pacientes
com hanseniase com risco aumentado de desenvolver hanseniase no futuro.
Entretanto, a deteccéo de anticorpos IgM anti-PGL-1 ndo pode ser utilizada como um
teste de diagnostico, mas pode ser utilizada como ferramenta auxiliar, uma vez que
0s resultados soroldgicos podem ser considerados juntamente com os dados clinicos
(BUHRER-SEKULA et al., 2007).

Com o advento da biologia molecular, surgiram expectativas para o diagnostico
da hanseniase por meio dos ensaios utilizando a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) convencional ou PCR quantitativa em tempo real (QPCR). Os trabalhos de
Martinez et al. (2011; 2014), descrevem as técnicas de extracdo, amplificacdo e
identificacdo do DNA do ML em amostras clinicas como sangue, secrecdo nasal,
fragmento de tecido e urina de pacientes com hanseniase.

A PCR é uma importante ferramenta que possui alta especificidade diagnostica
e sensibilidade, que se baseia na amplificacdo de fragmentos de sequéncias
gendmicas do ML, sendo capaz de detectar 25 fg (101°g) de DNA da bactéria em
diferentes amostras clinicas, como sangue e urina (MARTINEZ et al., 2014;
TURANKAR et al., 2015).

Entre suas muitas aplicabilidades, a PCR permite confirmar casos iniciais de
PB e hanseniase neural pura; indicar a presenca de infec¢do subclinica nos contatos;
monitorar tratamento; determinar a cura dos pacientes ou sua resisténcia aos
medicamentos pela PQT; distinguir reacéo de recorréncia e auxiliar na compreensao
dos mecanismos de transmiss&o do ML (LASTORIA; ABREU, 2014).

Baseado na metodologia de PCR, um novo teste de diagnostico foi
desenvolvido por pesquisadores do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz) em parceria
com o Instituto Carlos Chagas (Fiocruz Parand) e o Instituto de Biologia Molecular do
Parana (IBMP), ligado a Fiocruz e ao governo paranaense. O kit NAT hanseniase é o
primeiro teste molecular comercial para doencga desenvolvido no Brasil e o segundo
exame autorizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Esse
registro, permite a comercializacdo do teste e € uma exigéncia para que o exame

possa ser oferecido no Sistema Unico de Sautde (SUS). Os pesquisadores ressaltam
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a importancia da aplicacdo de uma metodologia de ponta contra uma doenca
negligenciada (FIOCRUZ, 2021).

Vérias outras técnicas imunologicas tém sido utilizadas para detectar
componentes especificos do ML que possam auxiliar no diagnostico precoce
(MARTINS et al., 2012; MARTINEZ et al., 2014; LASTORIA; ABREU, 2014).

Proteinas recombinantes do ML tém sido produzidas no IDRI (Infectious
Disease Research Institute) associadas a dissacarideo sintético semelhante ao PGL-
1 e testadas em ensaios imunoenziméaticos ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay). As proteinas denominadas (LID-1) e (NDO-LID) tém sido utilizadas em
diversos testes para o diagndstico precoce em hanseniase (DUTHIE et al., 2016;
2014; QIONG-HUA et al., 2013; FABRI et al. 2015; PENNA et al., 2016).

Entretanto, uma grande dificuldade em relacdo ao emprego dessas técnicas
diz respeito as formas PB, nas quais os bacilos ou anticorpos especificos séo
dificilmente detectados na maioria dos casos (BANERJEE et al., 2010; MARTINEZ et
al., 2014; SANDHIKA et al., 2016).

Trabalhos do nosso grupo de pesquisa (Nucleo de Pesquisa em Hansenologia
- NuPgHans/GV) tém mostrado a importancia da utilizacdo de ferramentas nao sé da
biologia molecular como também da resposta imune, no estabelecimento de
procedimentos para auxiliar no diagnostico precoce da hanseniase principalmente
entre os contatos domiciliares de casos indices (GOMIDES, 2014; SALDANHA, 2014;
GAMA, 2017; MARCAL, 2017).

Mais recentemente, Gama et al. (2018; 2019), utilizaram amostras de sangue
e raspado intradérmico de casos de hanseniase e seus respectivos contatos
domiciliares, para analise por qPCR (16S rRNA) e ELISA (anti NO-O-LID e LID-1). A
andlise integrada dos dados obtidos nesses estudos foi realizada por meio do
algoritmo denominado Random Forest (floresta de decisdo) com o objetivo de
melhorar o desempenho dos testes para o diagndstico de hanseniase. Os autores
verificaram que isoladamente, a qPCR apresentou sensibilidade de 48,8% e
especificidade de 100% no diagndstico de casos de hanseniase. No ensaio de ELISA
anti-ND-O-LID a sensibilidade alcangcada foi de 57,9% e especificidade de 97,5%,
enquanto que no ensaio de anti-LID-1, a sensibilidade e especificidade foram de
63,2% e 92,5%, respectivamente. Entretanto, os autores relataram que por meio da

analise integrada dos dados pelo método Random Forest, obtiveram uma taxa de



38

sensibilidade de 81,6% e especificidade de 92,5% na predicdo de novos casos de
hanseniase. Dessa forma, segundo os autores o modelo foi utilizado para o
monitoramento de contatos domiciliares no periodo de 05 anos e identificaram entre
os contatos, 02 doentes, mesmo antes do diagnostico clinico.

Paralelamente, Marcal et al. (2018), avaliaram a resposta imune tanto humoral
qguanto celular de pacientes com hanseniase e contatos domiciliares por meio do
ensaio de ELISA. Estes autores utilizaram proteinas recombinantes do ML: LID-1,
NDO-HSA e NDO-LID. Os antigenos LID-1 e NDO-LID destacaram-se, pois
apresentaram boa acuracia em relacdo a deteccao de anticorpos (Imunoglobulina G
(IgG) total e subclasses, IgM) e citocinas (IFN-y, TNF-qa, IL-4, IL-10) nos grupos de
pacientes com hanseniase. Os autores sugerem a utilizacdo destes testes para
auxiliar no diagnéstico precoce da hanseniase especialmente entre os contatos
domiciliares.

Nesse sentido, a pesquisa na hanseniase tem sido priorizada para identificar
marcadores especificos e desenvolver exames laboratoriais sensiveis para
diagnoéstico de casos assintomaticos. Assim, prevenir progressdo da doenca entre
contatos, estabelecendo diagndstico precoce e tratamento oportuno, sdo elementos
fundamentais para interromper a cadeia de transmissdo da hanseniase (LASTORIA;
ABREU, 2014; LIMA et al., 2015).

1.6 COINFECCAO POR HEMILTOS E SUSCEPTIBILIDADE A HANSENIASE

No Brasil, as infec¢Bes por helmintos coexistem com a hanseniase em muitas
areas endémicas. As infeccBes por helmintos sdo predominantemente doencas da
pobreza e afetam aproximadamente 2 bilhdes de pessoas em todo o mundo (WHO,
2016).

As complexas estruturas dos helmintos durante as infecgBes cronicas
promovem alteracdes imunoldgicas que geralmente sdo caracterizadas por ativagéo
de uma resposta Th2 (COLLEY; SECOR, 2014; CHATTERJEE; NUTMAN, 2015).
Embora a resposta imune seja especifica ao helminto, existem provas de que
ativacoes ndo especificas podem influenciar o curso das coinfec¢cées (CHATTERJEE;
NUTMAN, 2015).

Com base na literatura, alguns estudos evidenciam que a coinfecgéo por

helmintos ativaria uma resposta imune Th2 crénica, que aumentaria a probabilidade
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de o individuo ter a doenca MB. No estudo de Diniz et al. (2001; 2010), foi
demonstrada uma associacdo entre infec¢coes helminticas transmitidas pelo solo e
uma mudanca para 0 extremo lepromatoso do espectro. Portanto, isso poderia
aumentar o reservatorio infeccioso na comunidade quando as coinfeccdes estdo
presentes.

O estudo realizado por Oktaria et al. (2016), confirmou que infeccbes por
helmintos transmitidas pelo solo podem ter um papel na progressao para a forma mais
grave da hanseniase, assim como, o desenvolvimento da reacdo hansénica do tipo .
Além disso, a infeccdo helmintica pode alterar a resposta imune do hospedeiro e,
portanto, ter um papel no curso de varias doencas (MANGAN et al., 2006).

Recentemente, um estudo de hanseniase e coinfeccdo pelo Schistosoma
mansoni (S. mansoni) desenvolvido pelo nosso grupo mostrou uma associacao entre
esquistossomose e a infeccdo pelo ML. Verificou-se uma maior probabilidade de
infeccdo por S. mansoni em casos de hanseniase do que em individuos controles
(assintomaticos sem histéria de hanseniase na familia), com uma Razao de Chance
(Odds Ratio) de (aOR = 3,37). Quando comparado com os contatos domiciliares, a
associacao foi ainda mais forte (aOR = 8,33). Foi confirmado também que a deficiéncia
de vitamina D estava associada a hanseniase quando comparada aos controles (aOR
=4,74), mas ndo aos contatos (DENNISON et al., 2021).

1.7 ASPECTO GENETICO NA HANSENIASE

Evidéncias cientificas apoiam a hipétese de que a exposi¢cdo ao ML néo é
condigdo Unica para desenvolvimento da hanseniase e que diferentes conjuntos de
genes estdo relacionados com a suscetibilidade do hospedeiro & doenca (SAUER et
al., 2015).

A genética desempenha um papel crucial no controle da suscetibilidade as
doencas infecciosas, modulando a interacdo entre humanos e patdégenos. Isso é
particularmente evidente na hanseniase, uma vez que o0 agente etiolégico, apresenta
caracteristicas ndo compativeis com o amplo espectro de fendétipos da doenca
(CARDOSO et al., 2011; MAZINI et al., 2016; CAMBRI; MIRA, 2018).

Ao longo das ultimas décadas, estudos genéticos de associacdo e ligacao
identificaram e confirmaram em populacdes distintas a importancia de polimorfismos

de nucleotideo Unico (SNP-single nucleotide polymorphism) em genes associados a
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hanseniase, entre eles o TNF-a, TLR, LTA, HLADRB1, IL10, VDR e PARK2/PACRG.
Esses genes estariam relacionados a suscetibilidade a doenca em pelo menos dois
momentos distintos: no desenvolvimento da doenca per se e na determinagao de suas
diferentes formas clinicas (MIRA, 2006; CARDOSO et al., 2011; LASTORIA; ABREU,
2014; SAUER et al., 2015; CAMBRI e MIRA, 2018).

A Figura 2 demonstra o0 modelo de estagio esquematico de suscetibilidade

genética a hanseniase.

Figura 3 — Um modelo de estagio esquematico de suscetibilidade genética a

hanseniase
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Fonte: Adaptado de Sauer et al., 2015.

Dentro deste contexto, destacam-se 0os TLRs que representam um grupo de
receptores de reconhecimento padrdo que desempenham um papel fundamental no

sistema imunoldgico, detectando patdégenos e iniciando uma cascata de sinalizacao
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gue resulta na secrecéo de citocinas inflamatorias, IFN tipo I, quimiocinas e peptideos
antimicrobianos. Por sua vez, esses mediadores orquestram uma reacao inflamatoria
e recrutam e ativam macréfagos e outras células efetoras da resposta imune inata. Os
TLRs também contribuem para a ativagdo e maturacdo das células dendriticas que
Sao essenciais para a iniciacdo e para moldar a resposta adaptativa das células T
(KAWAI; AKIRA, 2010).

Vérios estudos de associacao genética foram realizados com TLR1, TLR2 e
TLR4 e foram identificados diversos SNPs nesses genes que estdo associados a
hanseniase per se e as reacfes hansénicas (HART; TAPPING, 2012; MISCH et al.,
2010; MARQUES et al., 2013).

Sabe-se que polimorfismos em loci especificos na familia dos receptores TLR
tém sido associados a hanseniase (CAMBRI e MIRA, 2018). As substituicbes de
aminoacidos N248S e 1602S no gene TLR1 foram associadas a susceptibilidade e a
protecdo contra a hanseniase, respectivamente. Em relacdo ao TLR2, verificou-se
que os marcadores SNP 597 C/T (rs3804099) estavam associados a protecéao,
enquanto um microssatélite de 280 bp de comprimento do TLR2 foi associado com o
risco de desenvolver reacdes hansénicas (BOCHUD et al., 2008).

Em seu estudo Marques et al. (2013), relataram associacdo de polimorfismo no
gene TLR1 com hanseniase em diferentes populacdes brasileiras. Seus achados
evidenciaram que o SNP N248S do TLR1 controla as respostas as micobactérias e
contribui para a suscetibilidade a hanseniase. Além disso, esse polimorfismo regula
as respostas imunoldgicas a estimulacéo por BCG.

Recentemente, Sartori et al. (2020) analisaram 19 marcadores genéticos
distribuidos em 11 loci (14 genes) classicamente associados a hanseniase. Os
autores sugerem que genes associados a suscetibilidade a hanseniase podem
também desempenhar um papel importante na recorréncia da doenca.

O TLR4, estéa localizado no cromossomo 9932—q33 e é expresso na superficie
celular induzindo respostas imunes e inflamatorias subsequentes. Tem se mostrado
um importante receptor de reconhecimento de LPS, derivado da membrana celular
externa de bactérias gram-negativas. Apesar do LPS estar ausente nas membranas
de micobactérias, estudos mostraram que M. leprae e M. tuberculosis sé&o
reconhecidos por TLR4 (MEANS et al., 1999; HART; TAPPING, 2012; MACIEL-FIUZA
et al., 2022).
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Diversos estudos de polimorfismo no gene desse receptor foram relatados,
mostrando associacfes com susceptibilidade a hanseniase e que este efeito pode ser
mediado pela modulagéo da sinalizagdo de TLR4 pelo ML (ARBOUR et al., 2000;
LORENZ et al., 2002; MILLER et al., 2005; BOCHUD et al., 2009).

Estudo de Agnese et al. (2002), demonstraram que mutacdes do TLR4 humano
estdo associadas a um aumento da incidéncia de infeccdo gram-negativa em uma
populacao criticamente doente em risco.

Outros estudos relatam que semelhante ao TLR2, a fung&o deficiente do TLR4
geralmente estd associada ao aumento da suscetibilidade a infeccdo por
micobactérias (HART; TAPPING, 2012).

Outras evidéncias relevantes em relagéo aos polimorfismos no TLR provém
dos estudos de Santana et al. (2017), que avaliaram o papel dos polimorfismos dos
genes TLR1, TLR2 e TLR4. Os resultados demonstraram associacao de polimorfismo
no gene TLR2 e o aumento do risco de hanseniase per se. Além disso, esses autores
verificaram a associacdo entre diferentes gendtipos desses marcadores e niveis
sorolégicos de citocinas/quimiocinas. A citocina IL-17 aparece como um marcador
imunologico regulado pelo polimorfismo dos trés genes TLR avaliados. Ja o TLR1 foi
associado com producéo diferencial de IL-12p40 e MCP-1 (CCL2). Outros marcadores
séricos relevantes, como CXCL-10 e IL-6, parecem ser regulados por variantes de
TLR2, enquanto que a IL-1f esta relacionada aos genotipos de TLR4.

As ferramentas descritas acima baseadas em métodos moleculares e
sorologicos, possibilitam um direcionamento futuro para melhores estratégias para o
diagnéstico precoce, tratamento e interrupcdo da cadeia de transmissdo da

hanseniase.
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2 JUSTIFICATIVA

A vigilancia epidemioldgica dos contatos é considerada uma das alternativas
mais eficientes no controle da hanseniase. A busca ativa por novos casos entre 0s
contatos é fundamental para a deteccéo precoce da doenca, interrupcéo da cadeia de
transmissdo e prevencdo de incapacidades, consequéncias do diagndstico tardio
(HACHER et al., 2012; BRASIL, 2016).

Os contatos de pacientes MB apresentam um risco de 5 a 10 vezes maior de
desenvolver a doenca do que a populacdo em geral. E, contatos mais expostos que
nao desenvolvem a doenca, podem ser portadores assintomaticos e disseminar o ML
a individuos susceptiveis (GOULART; GOULART, 2008; ARAUJO et al., 2016).

Gama et al. (2018), avaliando 43 casos e 113 contatos domiciliares, verificaram
que 23,89% dos contatos assintomaticos apresentaram DNA bacilar em amostras de
raspado dérmico e sangue, utilizando a gPCR. Os autores concluem que a qPCR pode
estimar o risco de progressao da hanseniase entre contatos domiciliares e, portanto,
ser considerada uma medida de triagem importante para protocolo quimioprofilatico.

O acompanhamento de contatos domiciliares tem sido o enfoque do nosso
grupo de pesquisa NuPgHans/GV, nos dultimos anos. Temos demonstrado a
importancia do uso de técnicas moleculares e sorolégicas no monitoramento dos
contatos domiciliares para o diagnéstico precoce da infec¢édo subclinica (GAMA et al.
2018; 2019; 2020; MARCAL et al.; 2018; 2020; DENNISON et al., 2021).

E importante ressaltar um dado recente do grupo que mostrou uma maior
probabilidade de infeccdo por S. mansoni em casos de hanseniase do que em
individuos controles, com um Odds Ratio Ajustado (aOR = 3,37- razdo de chance). A
associacao foi ainda mais forte (aOR = 8,33) quando os contatos domiciliares foram
comparados (DENNISON et al., 2021).

Esses dados reforcam a importancia de introduzir abordagens inovadoras para
identificacdo de biomarcadores especialmente no grupo de contatos de modo a definir
um perfil indicador de infec¢do subclinica com maior acuracia.

Considerando que a proposta desse projeto € o acompanhamento de contatos
domiciliares de paciente paucibacilar (CPB) e multibacilar (CMB), pressupde-se que
alteracbes qualitativas e/ou quantitativas de biomarcadores tais como, citocinas,
quimiocinas e polimorfismo genético estejam associadas as manifestacoes da

infec¢c@o hansénica ao longo do tempo.
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Portanto, nossa abordagem tem potencial de identificar precocemente,
infeccdo subclinica, e promover medidas de imunoquimioprofilaxia mais direcionadas
e eficazes para reduzir a incidéncia de novos casos de hanseniase e interromper a

cadeia de transmissédo, especialmente em areas de alta endemicidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil imunologico e parasitolégico dos contatos de pacientes

com hanseniase em um estudo de acompanhamento.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o perfil de citocinas e quimiocinas em sobrenadante de cultura de
PBMC dos contatos domiciliares em diferentes tempos, durante o
acompanhamento;

2. Verificar associacado entre o polimorfismo genético no TLR4 e variaveis
imunoldgicas no grupo de contatos estudados;

3. Avaliar os niveis de anticorpos anti-LID-1 (ML) e anticorpos anti-antigenos
de S. mansoni no soro dos contatos monitorados;

4. Analisar a presenca de DNA de ML por meio de gPCR no raspado dérmico

auricular dos contatos monitorados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 GRUPO DE ESTUDO

A populacdo-alvo deste estudo é composta de individuos residentes no
municipio de Governador Valadares e no distrito de Limeira de Mantena, Minas
Gerais. Estas regibes sdo descritas como endémicas para hanseniase
(GOVERNADOR VALADARES, 2017; MINAS GERAIS, 2019).

4. 2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram recrutados contatos com idade superior a 5 anos, de ambos 0s sexos,
que apresentavam uma convivéncia estreita com 0s casos, como 0s membros da
familia que moram com o caso indice ou que moravam nas proximidades e mantinham
contato semanal regular com o caso.

Os individuos foram convidados a participar do estudo, através do Centro de
Referéncia em Doencas Endémicas e Controle Especial (CREDEN-PES) ou por meio
do rastreamento de contatos de casos de hanseniase previamente conhecidos pela
Estratégia de Saude da Familia (ESF) da comunidade rural de Limeira de Mantena,
distrito do municipio de Mantena.

Todos os contatos foram avaliados clinicamente para garantir que nao
apresentassem sinais ou sintomas de infec¢ao por hanseniase.

Como critérios de exclusdo nao foram incluidos pacientes com idade inferior a
5 anos, mulheres gravidas, histéria de diagnostico de hanseniase, pacientes
portadores de doenga mental ou deficiéncia fisica e etnia indigena. Apos a coleta em
todos os trés momentos, individuos que ndo tinham os dados completos foram
também excluidos das andlises.

Apos considerados os critérios de incluséo e excluséo, os participantes foram
apresentados a proposta da pesquisa e somente ap0s assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foram incluidos no estudo.

A partir da inclusdo no estudo, todos os participantes da pesquisa foram
entrevistados para registro das informacdes socioeconémicas e condicfes de saude
(Anexo A).
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As informacdes contidas nos prontuarios também foram coletadas. Os
contatos foram examinados pela equipe do estudo para avaliacdo de possiveis
condi¢bes clinicas que pudessem ser consideradas relevantes e/ou passiveis de

influenciar as andlises laboratoriais propostas.

4.3 DESENHO DO ESTUDO

O desenho proposto foi do tipo longitudinal/prospectivo, com coleta de dados
de todos os contatos domiciliares em 2018 (tempo 0; T0), 2019/2020 (tempo 1; T1),
2022 (tempo 2; T2).

O exame dermatoneurolégico foi realizado nos trés momentos em todos o0s
participantes do estudo por médico dermatologista, juntamente com os estudantes de
Medicina do nosso grupo de pesquisa NuPgHans, devidamente treinados. Foram
realizados nos TO, T1 e T2, exame de sangue e 0s exames de fezes foram realizados
nos TO e T1. A coleta de raspado dérmico ocorreu no T1. A representacdo das
atividades esta esquematizada na Figura 3.

Figura 4 — Representacdo esquematica do desenho experimental do estudo

Citocinas:IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y, IL-17

CBA_lQuimiocinas:CXCL10 (IP-10}, CXCLS (MIG), CCLS
Goleta de sangue (RANTES), CCL2 (MCP-1), CXCLS (IL8)

Ensaios de genofipagem: TLR1, TLRZ, TLR4

-—E Parasitologico: HPJ, KATO-KATZ
Coleta de fezes Sorolégico: Elisa - 1gG4 (SWAP)
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Todos os contatos domiciliares de casos de hanseniase que participaram do
estudo anterior do nosso grupo de pesquisa foram convidados para este
acompanhamento. As amostras coletadas desses contatos no ano de 2018 foram
utilizadas para caracterizar o tempo zero (TO0), do presente estudo.

No TO e T1, foram incluidos 66 participantes, tendo sido excluidos 29 individuos
por falta de dados em algumas variaveis. No T2, foram incluidos 56 individuos, tendo
sido excluidos 6 individuos por apresentarem alguns dados incompletos.

Para as avaliacOes laboratoriais, os contatos foram submetidos a coleta de
amostra de sangue venoso, raspado dérmico auricular e fezes. A coleta de sangue foi
realizada por técnico treinado contratado pela coordenacéo da pesquisa. Os materiais
utilizados nas coletas, armazenamento e transporte das amostras foram de
responsabilidade da equipe de pesquisa, ndo tendo nenhum custo associado ao SUS
e /ou Secretaria Municipal de Saude de Governador Valadares e entorno.

Os resultados laboratoriais considerados relevantes dentro da perspectiva
clinica foram discutidos com a equipe de saude das unidades responsaveis pela
regido de residéncia dos sujeitos da pesquisa, bem como com o coordenador da

atencao primaria do municipio de Governador Valadares e entorno.

4.4 CONSIDERACOES ETICAS

O Protocolo de Pesquisa e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
foram submetidos a Plataforma Brasil e encaminhados ao Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora (CEP/UFJF), credenciado pelo
CONEP. Este estudo foi aprovado pelo CEP/UFJF e protocolado sob o CAAE
56863016.6.1001.5147 (Anexo B).

4.5 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Os participantes receberam uma explanacdo da natureza e dos objetivos do
estudo. Foi enfatizado que o estudo teria a finalidade de pesquisa, e que o voluntario
nao poderia esperar que houvesse qualquer efeito terapéutico. O voluntario também
entendeu que ele (a) estava livre para se retirar a qualquer momento do estudo sem

ser obrigado a fornecer o motivo de fazé-lo e sem que isto causasse qualquer prejuizo
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no seu atendimento. Foi de responsabilidade dos investigadores a obtencdo da

assinatura do TCLE.

4.6 CONFIDENCIALIDADE

Os dados coletados no questionario bem como os resultados dos testes
laboratoriais foram registrados na ficha de cada voluntario. Toda a informacéo obtida
durante o estudo referente ao estado de saude do voluntario esteve disponivel
exclusivamente para os investigadores, cuja obrigatoriedade de manutencéo do sigilo
€ inerente a sua funcdo. Copias dos resultados dos testes laboratoriais realizados
foram fornecidas aos participantes da pesquisa, ao final do estudo, e também quando
solicitado. Orientacfes sobre a relevancia dos achados foram também fornecidas para

0s participantes da pesquisa.

4.7 ENSAIOS IMUNOLOGICOS

Dados do Tempo 0 (CBA e ensaios de genotipagem), utilizados neste estudo,
caracterizam-se como dados secundarios, anteriormente obtidos por membros da
equipe de pesquisa a que estamos incluidos (DE OLIVEIRA, 2020).

Em regime de colaboracdo e coautoria, fomos autorizados a utilizar esses
dados a fim de acompanhar os contatos e incluir novos dados referentes aos tempos
T1 e T2. Para fins de esclarecimento das técnicas utilizadas para obtencédo desses

dados secundarios, temos a seguir os procedimentos realizados.

4.7.1 Coleta e preparo de material biolégico

A coleta de sangue venoso de todos os participantes do estudo foi realizada
por profissionais qualificados da area de saude, respeitando as técnicas de
biossegurancga, tais como uso de luvas, material estéril e descartavel. Toda coleta foi
realizada no CREDEN-PES e na Unidade Basica de Saude de Limeira de Mantena
(UBS-LM).

Para a quantificacdo de citocinas e quimiocinas no sobrenadante de cultura de

PBMC in vitro, foram coletados cerca de 30 mL de sangue em tubos com heparina
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(VACUTAINER, Grand Island, NY, USA), e utilizado o sistema BD™ Cytometric Bead
Array (CBA) com os seguintes Kits: Human Cytokine Thl1/Th2/Thl7 e Human
Chemokine.

O sangue total heparinizado foi adicionado em um volume de 1:2 em salina
tampéao fosfato (PBS) para separacédo das células por gradiente de densidade em
Ficoll Hypaque (GE Healthcare, Suécia). Apos centrifugacdo a 1350 rotacbes por
minuto (RPM), por 45 minutos, a temperatura de 25° C, as células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) foram coletadas, lavadas trés vezes com PBS (500g, por
10 minutos, a 4°C) e ressuspensas em meio RPMI suplementado (Gibco Invitrogen
Corporation 1640, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco
Invitrogen Corporation, EUA), L-glutamina (Gibco Invitrogen Corporation, EUA) a
2mM, penicilina a 100U/mL e estreptomicina (Gibco Invitrogen Corporation, EUA) a
100pg/mL (meio completo). Uma pequena aliquota desta suspensao celular foi diluida
em azul de Trypan 0,4% (1:2) (Biowhittaker, EUA) e contada na camara de Neubauer
para a estimativa da concentragcdo de células viaveis.

Culturas de PBMC in vitro foram realizadas em triplicatas (2 x 10° células/poco)
em placas de 96 pocos (Falcon, BD) durante 05 dias. Culturas sem estimulo (cultura
controle/CC) e estimuladas com a suspenséao do bacilo de ML, em uma proporc¢ao de
10 bacilos para cada célula, foram incubadas a 37°C em estufa contendo 5% de CO2
(Thermo Fisher), em atmosfera Umida. Os sobrenadantes de cultura foram
recuperados e mantidos congelados a -80°C, até a utilizacéo.

4.7.2 Antigeno

Mycobacterium leprae, mortos por irradiacdo (3,48 x 102 bacilos/mL), foram
gentilmente cedidos pelo laboratoério de hanseniase do Instituto Lauro de Souza Lima,

Bauru/SP e utilizados na propor¢éo de 10 bacilos para cada célula (PBMC) em cultura.

4.7.3 Determinac&o do nivel de citocinas e quimiocinas em sobrenadantes de

culturas de PBMC in vitro por citometria de fluxo

A partir dos sobrenadantes coletados das culturas descritas acima, foram
guantificados os niveis de citocinas e de quimiocinas utilizando-se o0 método CBA da

Becton Dickinson-BD. Esse sistema emprega uma mistura de sete esferas de
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poliestireno para citocinas e cinco esferas de poliestireno para quimiocinas de
intensidades de fluorescéncia discretas e distintas, recobertas com anticorpos
especificos para as citocinas e quimiocinas humanas. Essa metodologia permite a
avaliacdo simultanea de diversas citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-
17) e quimiocinas (IL8/CXCL8, RANTES/CCL5, MIG/CXCL9, MCP-1/CCL2 e IP-
10/CXCL10) empregando-se pequenos volumes de amostra.

Inicialmente as amostras de sobrenadante de cultura mantidas a -80°C foram
descongeladas em banho maria a 37°C durante 2 minutos e centrifugadas a 500g por
10 minutos e o sobrenadante transferido para outro tubo. Aliquotas de 26uL de
diluente G apenas (Controle Negativo), de 26uL dos padrdes de citocinas, submetidos
a diluicdo seriada com diluente G (reagente presente no kit CBA) e 26uL do
sobrenadante de cultura, foram transferidas para placa de 96 pocos. Em seguida, a
cada poco da placa foi adicionado 18uL da mistura de esferas de captura, adsorvidas
com anticorpos monoclonais anti-IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17 para
Human Th1/Th2/Th17 Cytokine CBA Kit e anticorpos monoclonais anti-CXCL8/IL-8,
CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1 e CXCL10/IP-10 para CBA Human
Chemokine Kit, com subsequente incubacéo por 3 horas em temperatura ambiente,
ao abrigo da luz. Apdés a incubacao, as esferas de captura foram lavadas com 160uL
da solugédo F (“Wash buffer”, reagente presente no kit CBA). Em seguida, as placas
de 96 pocos foram centrifugadas a 200g, por 7 minutos a 18°C e, o sobrenadante
cuidadosamente descartado. Por fim, as esferas foram ressuspendidas em 200uL de

reagente F e imediatamente analisadas no FACS VERSE (BD Biosciences).

4.8 EXTRACAO E AMPLIFICACAO DE DNA DE MYCOBACTERIUM LEPRAE EM
AMOSTRAS DE RASPADO INTRADERMICO AURICULAR DE CONTATOS

A extragcdo de DNA foi realizada utilizando o kit DNeasy (Qiagen, Valencia, CA,
USA). As amostras de raspado intradérmico auricular, acondicionadas em alcool a
70% foram descongeladas em temperatura ambiente e em seguida centrifugadas a
2.000RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foram
adicionados 20 pL de solucdo de proteinase K (600mAU/mL), 200uL de tampéo
fosfato salino (PBS) 1X e 200pL de tampéao de lise AL (Qiagen).

Em seguida, o material foi incubado a 56°C por uma hora. ApGs a incubacéo,

foram adicionados 200uL de etanol 96°GL e a solucéo foi agitada em vortex por 10
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segundos. Todo o material foi transferido para uma coluna DNeasy acoplada a um
tubo coletor de 2mL. Posteriormente, foram centrifugadas a 6.000g por 1 minuto para
eliminag&o do liquido e reten¢&o de moléculas de DNA e eventualmente proteinas na
coluna. O tubo coletor com a solucéo eluida foi descartado.

Outro tubo coletor foi acoplado a coluna DNeasy e adicionou-se 500uL do
tampéao de lavagem AW1 — Qiagen. Novamente a coluna foi centrifugada a 6.000g por
1 minuto. O tubo coletor com o material eluido foi descartado. Logo em seguida, foi
adicionado o tampéo de lavagem AW2 — Qiagen e um novo tubo coletor adaptado a
coluna DNeasy, sendo centrifugado a 2.000g por 3 minutos, e descartado o tubo
coletor.

Ao final, a coluna foi acoplada em outro tubo coletor e 100uL do tampéo de
eluicdo AE — Qiagen foram adicionados sobre a mesma. O sistema foi incubado por 1
minuto a temperatura ambiente e em seguida foi realizada uma centrifugacdo a 6000g
por 1 minuto. Para maior eficiéncia na obtencdo do DNA esta etapa foi repetida. A
coluna DNeasy foi descartada obtendo-se DNA no tubo coletor.

A determinacédo da concentracdo de DNA no material eluido foi obtida por meio
do espectrofotometro NanoDrop 1000 spectrophotometer — Thermo Scientific. Apos a

dosagem do DNA o tubo foi congelado a -20°C até o momento do ensaio de qPCR.

4.8.1 Ensaio de PCR guantitativo em Tempo Real - qPCR

O ensaio de qPCR foi realizado utilizando o sistema de amplificacdo TagMan®
gPCR. O alvo de amplificacdo foi a regido génica 16S rRNA especifica do ML. A
sequéncia dos iniciadores (Primers) e a sequéncia da sonda que foram utilizadas no

ensaio foram descritas por Martinez e cols. (2009) e estdo apresentadas na Tabela 1:
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Tabela 1 - Sequéncia dos primers e sonda utilizados na q-PCR

Gene Descricio Primer / Sonda Sequéncia

ML16S tRNATaq-F 5-GCA TGT CTT GTG GTG GAA AGC-3°

16S 'RNA 168 tRNA
ML16S 'RNATaq-F 5-CAC CCC ACC AAC AAG CTG AT-3"

ML16S1RNATaq- 5"-CAT CCT GCA CCG CA-3"

Sonda

Fonte: Adaptado de Martinez et al. (2009).

Para a realizacdo da qPCR, o DNA obtido foi descongelado em temperatura
ambiente em um volume final de 25uL, contendo TagMan 2X Master Mix, 20ng de
DNA purificado, 500nM de cada primer e 500nM da sonda.

A solucéo foi preparada em duplicata e submetida a temperatura de 50°C por
2 minutos. Em seguida, a temperatura de 95°C por 10 minutos, e posteriormente 40
ciclos compreendendo a temperatura de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.
Foi utilizado o termociclador 7000 real-time PCR system (Applied BioSystems,
Carlsbad, CA, USA). A fluorescéncia emitida pela sonda foi analisada pelo software
ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA).

O resultado da gPCR foi dado pelo nimero de ciclos (Ct) em que a curva de
fluorescéncia acumulada ultrapassa a linha de corte e foram considerados positivos
os valores de Ct menores que 38,50, como definido pela curva ROC. O valor de Ct é
inversamente proporcional a quantidade de DNA presente na amostra. Entretanto,
neste trabalho, o valor de Ct foi convertido para 1/Ct, de modo a se obter uma
proporcdo direta do nivel de DNA amplificado na amostra. A linha de corte da
fluorescéncia emitida pela quebra da sonda, foi determinada automaticamente pelo

software.
4.9 ENSAIO MULTIPLEX PARA ANALISE DE ANTICORPOS
O ensaio Multiplex foi realizado com o objetivo de avaliar os niveis de

anticorpos anti-LID-1 (ML) e anti-antigeno soltuvel de ovos de S. mansoni (SEA) no
soro dos contatos domiciliares, participantes deste estudo. Foi utilizado o equipamento
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LUMINEX xXMAP MAGPIX (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA), com o emprego
de beads (esferas de poliestireno) magnéticas. Este ensaio foi realizado no laboratorio
de Imunologia de parasitas coordenado pelo Dr. Evan Secor no CDC/Atlanta.

Este ensaio foi realizado conforme descrito em Luminex Corporation (2012) e
adaptado de outros trabalhos descritos na literatura (VAN GAGELDONK et al., 2008;
AMBROSINO et al., 2010; ONDIGO et al., 2012; KERKHOF et al., 2015).

Inicialmente, foi realizada a diluicdo de 2uL dos soros controles positivos e
negativos em 800uL do tampéo B (PBS contendo PVA a 0,5%; PVP a 0,8%; Tween-
20 a 0,03%; Caseina a 0,5% e NaN3 a 0,02%), em uma microplaca de 96 pocos de
poliestireno (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). Apdés a adicdo desses dois
componentes, a placa foi selada com selante préprio, revestida com papel aluminio e
incubada durante a noite a temperatura de 4°C -10°C.

No dia seguinte, foram adicionados 50uL de esferas magnéticas (50
esferas/mL) juntamente com 50uL de soro dos participantes do estudo diluidos (1:400)
e transferidos para os pocos da placa. Apés 1h 30 min de incubacdo em um agitador
mecanico (700RPM), a placa foi cuidadosamente lavada 3 vezes com tamp&o PBS
contendo Tween 20 a 0,05% (PBST).

Em seguida, foram diluidos os anticorpos secundarios/anti-lgG e anti-lgM
(biotinilados) na seguinte propor¢cédo: 50ng/poco de IgG; 40ng/poco de IgG4 em
Tampéo A (PBS contendo BSA a 0,5%; Tween-20 a 0,05% e NaNsza 0,02%). Apés a
diluicdo, foram adicionados em cada pogo da placa, 50uL dos anticorpos anti-IgG e
anti-lgM por 45 minutos, temperatura ambiente, no agitador com velocidade de 700
RPM. Apo6s a incubacéo, as placas foram lavadas novamente por 3 vezes com PBST.
Para completar a reagdo, 50uL de estreptavidina conjugada a ficoeritrina (SA-PE)
foram adicionados e a placa incubada por 30 minutos, protegida da luz a temperatura
ambiente, sob agitacdo (700RPM). Em seguida, a placa foi lavada novamente, trés
vezes com PBST e adicionado 50uL de tampao A em cada poco, e incubada por 30
minutos, a temperatura ambiente, no agitador com velocidade de 700RPM e
posteriormente lavada mais uma vez com PBST. Foram adicionados 100uL de tampao
PBS em cada poco, e a placa foi agitada por aproximadamente 10 segundos e depois
analisada usando o software Bio-Plex, leitor MAGPIx-Luminex de acordo com o
protocolo do fabricante. Todo o procedimento foi realizado a temperatura ambiente,
com pouca luminosidade e todas as amostras foram testadas em triplicata. Os

resultados foram expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI). E os
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valores de corte (cut-off), foram utilizados para determinacdo de amostras positivas e

negativas.

4.10 COLETA DE FEZES E ENSAIO SOROLOGICO PARA SCHISTOSOMA
MANSONI

A infeccdo pelo S. mansoni e/ou outros geo-helmintos foi definida pela
presenca de ovos em qualquer uma das trés amostras de fezes analisadas pelo
meétodo de Kato Katz (K-K) (KATZ et al., 1972).

As amostras de fezes foram coletadas durante a consulta regular, apds a
assinatura do TCLE e, transportadas em potes contendo 10% de vapor de formaldeido
(Coproseco®), que preserva amostras de fezes por até 30 dias a temperatura
ambiente. O método K-K é considerado padrdo-ouro e envolve a analise de duas
laminas de uma amostra fecal. Embora Minas Gerais seja uma regido endémica para
a esquistossomose, a prevaléncia estd em declinio e as infec¢cdes podem apresentar
baixa intensidade. Portanto, o método K-K padrdo pode subestimar a prevaléncia.
Dessa forma, utilizamos uma variante dessa técnica para aumentar a sensibilidade do
teste. As amostras de fezes coletadas foram misturadas e homogeneizadas no
laboratorio. Seis laminas dessa mistura foram preparadas usando a técnica K-K. O
restante dessa amostra foi processado pelo método de Hoffman-Pons-Janer 46 (HPJ),
baseado em sedimentacéo espontanea (HOFFMAN; PONS; JANER, 1934). O nimero
de laminas aumenta muito a sensibilidade do método (OLIVEIRA et al., 2019).

O método HPJ é utilizado em numerosos laboratérios por ser de facil
execucao, baixo custo e eficaz no diagnéstico de infecgcbes por protozoarios e
helmintos, incluindo S. mansoni. O exame foi feito no laboratério multiusuario da
UFJF/GV, sob orientagao e treinamento da Dra. Lucia Alves de Oliveira Fraga.

Outras infec¢Oes parasitarias foram investigadas como a ancilostomiase,
ascaridiase, tricuriase e outras infec¢cdes causadas por protozoarios (amebiase,
giardiase, etc.) (COUTO et al., 2014). Entretanto no presente trabalho apenas os
dados do S. mansoni foram analisados por causa da imuno regulagéo. Para aumentar
a sensibilidade do diagndstico de infecgbes por S. mansoni, testes sorolégicos
também foram executados.

O teste soroldgico foi realizado utilizando a IgG4 especifica para antigeno de

verme adulto: soluble antigen preparation of adult schistosomes (SWAP), por meio do
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ensaio ELISA. Resumidamente a técnica consistiu em sensibilizar placas de 96 pocos
(Nunc-Maxisorb Nagle Nunc International, Rochester, Nova lorque, EUA) durante a
noite com 10pg/mL de SWAP em tampao carbonato-bicarbonato 0,1M (pH 9,5) e
bloqueado com PBS contendo albumina de soro bovino a 1% (BSA, Sigma). As
amostras de soro dos participantes foram diluidas 1:100 em PBS contendo 0,1% de
BSA e testadas em duplicata. O anticorpo ligado foi detectado por IgG4 anti-humano
obtido de camundongo conjugado com biotina (Sigma) seguido por estreptavidina-
fosfatase alcalina. O limiar da reatividade foi determinado pela média de absorbancia
mais 4 desvios padrao obtidos de amostras de soro de 2 voluntarios saudaveis que
haviam sido testados para infeccdo helmintica por testes parasitoldégicos e
moleculares. Esse ensaio foi realizado em colaboracdo com a professora Dra.
Deborah Aparecida Negréo-Corréa do laboratério de Imunohelmintologia, do
Departamento de Parasitologia da UFMG.

Em nosso estudo, além dos métodos KK, HPJ e reatividade de 1gG4 anti-
SWAP, utilizamos o histérico de esquistossomose obtido de prontuérios para
caracterizar o perfil de infec¢c@o por S. mansoni. Essa caracterizagao foi necessaria,
uma vez que, os participantes do estudo apresentaram uma baixa carga parasitaria.
Corroborando com os nossos achados, Resende et al. (2019) utilizaram métodos
parasitologicos tradicionais, sorolégicos e moleculares para identificar individuos
infectados com carga parasitaria muito baixa e que ndo seriam diagnosticados apenas
pelo método Kato-Katz.

4.11 ENSAIOS DE GENOTIPAGEM

Os dados relativos aos parametros genéticos fazem parte dos estudos do
NOSSO grupo de pesquisa, cujos procedimentos estdo descritos a seguir (DE SOUZA,
2021).

4.11.1 Coleta e preparo de material bioldégico para extracdo de DNA
Cerca de 3mL de sangue foram coletados dos participantes em tubos com

Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) para extracdo de DNA gendmico (gDNA)

e posterior genotipagem dos polimorfismos de base Unica (single nucleotide
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polymorphism ou SNPs). As amostras foram centrifugadas a 3000RPM por cinco
minutos para separacdo da camada de leucdcitos que foi retirada com o auxilio de
micropipeta e microponteira com filtro, livres de DNAse e RNAse. Os leucdcitos foram
armazenados em microtubos de 1,5mL, livres de DNAse e RNAse, identificados e
armazenados a -20°C. A extracdo do gDNA foi realizada com aliquota de 250uL da
camada de leucdcitos utilizando o lllustra® blood genomicPrep Mini Spin Kit, GE
Healthcare, de acordo com instrugdes do fabricante. A quantificagéo e a determinagao
do grau de pureza do gDNA extraido foram realizados no espectrofotometro Nano Vue
plus (GE®). A amostra foi previamente incubada a 56°C durante cinco minutos em
banho seco e homogeneizada posteriormente para garantir a solubilidade do gDNA.
Dois microlitros da amostra de DNA foram depositados no espectrofotdmetro
previamente calibrado com tampéo Tris-EDTA.

O grau de pureza foi determinado a partir das razbes dos valores de
absorbancia nos comprimentos de onda A260/A280 e A260/A230. A razdo A260/A280
representa a contaminacgdo por proteinas, e o valor desta razdo deveria estar entre
1,7 e 1,9. A razdo de A260/A230 deveria estar no intervalo entre 1,5 e 2,5. Valores
fora desses intervalos indicavam contaminacdo por compostos organicos e o gDNA
era descartado. O gDNA foi armazenado a -20°C devidamente identificado. No

momento de uso, o gDNA foi diluido para a concentracéo requerida nas reacoes.

4.11.2 Genotipagem dos SNPs selecionados

As amostras de gDNA extraidas foram diluidas para a concentracdo de
5,0ng/uL em agua ultra-pura, livre de DNAse e RNAse. As variantes de baixa
frequéncia (entre 0,01 e 0,05) e as variantes comuns (frequéncia > 0,05) de SNPs em
genes selecionados por sua associacdo com o reconhecimento de padrées
moleculares associados a patégenos (receptores do tipo Toll) e com o transporte do
ion Ferro através da membrana citoplasmatica (SLC11A1), foram genotipadas no
grupo de estudo. Para os ensaios de genotipagens de SNPs foi utilizada a metodologia
de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa (QPCR do inglés Quantitative
Polymerase Chain Reaction), baseada em fluorescéncia usando sondas TagMan
MGB e um par de iniciadores de PCR para detectar alvos SNPs especificos
(ThermoFisher®) validados. Estes ensaios foram desenvolvidos na plataforma do
sistema da 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems®).
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As sondas que distinguiam os dois alelos do SNP, marcadas com fluoréforos
VIC/MGB-NFQ (alelo um) ou FAM/MGB-NFQ (alelo dois), na concentracdo de 40x
foram diluidas duas vezes em tampéo TE (20,0uL de Tris 100mM e 2uL de EDTA
100mM). Em um microtubo, foram adicionados solugdo Master Mix TagMan®
GTXpress™ Master Mix (2x), sonda (20x), agua ultrapura, livre de DNAse e RNAse
com volumes calculados para o volume total de ensaios e de acordo com as
especificacdes do fabricante.

Seis microlitros desta mistura foram aliquotados em microplaca e adicionados,
em cada pogo correspondente a um teste individual, 20ng de DNA (4uL de gDNA a
5ng/uL). No equipamento Termociclador 7500 Fast, (Applied Biosystems®) foi definido
o programa de amplificacdo nos seguintes ciclos de temperatura: Pré qPCR: 60°C por
1 minuto e 95°C por 20 segundos, seguindo-se de 40 ciclos a 95°C por 3 segundos e
60°C por 30 segundos e uma etapa final de 60°C por 1 minuto. Os resultados da
amplificacéo e a determinacéo dos genotipos foram obtidos com auxilio da plataforma
Thermo Fisher Cloud.

Véarios SNPs foram analisados (rs4833095, rs3804099, rs1927914 e
rs17235416 dos respectivos genes TLR1, TLR2, TLR4, mas apenas o SNP rs1927914
do gene TLR4 apresentou significancia estatistica (Anexo C) (DE SOUZA, 2021).

Dessa forma, para este estudo especifico de acompanhamento de contatos,
consideramos 0 modelo genético de dominancia que pressupde que a presenca de
apenas um alelo “A” seja suficiente para manifestar um determinado fenétipo, no caso
a suscetibilidade a hanseniase. Baseado nessa informacdo, nossos dados
preliminares mostraram que individuos homozigotos portadores do genétipo G/G
adquirem fenétipo protetivo contra a hanseniase com cerca de trés vezes menos
chance (RC = 0,34) de manifestarem a doenca do que os demais (genoétipos A/G ou
A/A) (Anexo C).

Verificou-se que de uma amostra de 93 contatos do estudo de suscetibilidade
genética, o gendtipo A/A foi encontrado em 27 individuos (29%), A/G, 56 individuos
(60,2%) e G/G, 10 individuos (10,8%) (Anexo D).

4.12 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

O banco de dados foi organizado usando o software Epi Data 2.1a. Ao final da

etapa de coleta, os dados foram exportados e analisados com auxilio do software
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GraphPad Prism 8.0° (San Diego, CA, EUA), em que também foram elaborados os
gréaficos. As diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando p<
0,05.

No presente estudo foram utilizadas as seguintes estratégias de analise dos
dados: analise convencional, analise de assinaturas de citocinas e quimiocinas,
sobreposicao de curvas de assinaturas, confeccao dos diagramas de Venn e graficos

de radar.

4.12.1 Analise convencional

A andlise estatistica convencional foi utilizada para caracterizar os subgrupos
de contatos considerando a producédo de quimiocinas e citocinas em sobrenadantes
de culturas de PBMC in vitro. Os dados foram verificados se havia ou nao distribuicao
normal (Gaussiana), e foi aplicado o teste Shapiro-Wilk para verificacdo do padrao de
distribuicdo das variaveis, utilizando-se para dados paramétricos, o teste t de Student
e o teste de Mann-Whitney para dados nao paramétricos (Figuras 5, 7, 10 e 11).

4.12.2 Analise de assinatura de citocinas e quimiocinas

A andlise de assinatura de quimiocinas e citocinas foi realizada conforme
descrito em estudos anteriores (LUIZA-SILVA et al., 2011; COSTA-SILVA et al., 2014;
QUEIROZ, etal., 2019; SILVEIRA-NUNES et al., 2020). Esta analise tem sido utilizada
para detectar pequenas alteracbes dos niveis de quimiocinas e citocinas nao
evidenciadas por abordagens estatisticas convencionais.

A metodologia consiste em converter valores quantitativos de producéo de
guimiocina/citocina em dados categoricos. Os participantes do estudo foram
“categorizados” como ALTOS e BAIXOS produtores de quimiocina/citocina, utilizando
o valor da média ou mediana intrinseca (conforme os dados sejam paramétricos ou
nao paramétricos) como ponto de corte (cut-offf especifico para cada
guimiocina/citocina. A média ou mediana foi denominada intrinseca, pois os valores
foram obtidos de cultura de PBMC in vitro ndo estimulada ou estimulada com ML.

Para o célculo da média/mediana intrinseca, inicialmente fez-se o somatorio de
valores do conjunto total de dados, ou seja, soma de valores de cada

guimiocina/citocina para todos os contatos (CPB e CMB). Com base nesses valores,
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foi estabelecido o ponto de corte. Os individuos que possuiam niveis de
guimiocina/citocina maiores ou iguais a meédia/mediana intrinseca foram
categorizados como altos produtores (HIGH) para aquele marcador especifico. Os
individuos que possuiam niveis de quimiocina/citocina menores do que a
meédia/mediana intrinseca foram considerados baixos produtores (LOW) (Figuras 6A
e 12A).

Além disso, realizou-se a montagem e sobreposi¢ao de curvas ascendentes da
assinatura das quimiocinas/citocinas para identificar mudancgas no perfil global das
mesmas. Essa analise permitiu observar o comportamento e a hierarquia da producao
de quimiocinas/citocinas, e dessa forma, contribuiu para o estabelecimento do perfil
imunoldgico dos participantes do estudo. Utilizou-se a categoriza¢do funcional das
citocinas consideradas pro-inflamatoérias (IL-17, IFN-y, TNF-qa, IL-6 e IL-2) e citocinas
regulatorias (IL-4 e IL-10). Producbes relevantes foram consideradas quando a
porcentagem de individuos altos produtores de quimiocina/citocina foi maior a 50%
(Figuras 6B, 12B, 13, 14A, 15A e 16A).

4.12.3 Diagrama de Venn

Os Diagramas de Venn sado ferramentas muito utilizadas na bioinformatica e
tem como objetivo ilustrar as interacfes entre conjuntos de dados compartilhados. S&o
comumente representados como circulos que se cruzam parcialmente para descrever
conjunto de interse¢des (N) (LAM et al., 2016). Para a confec¢cado dos diagramas de
Venn para analise da coinfeccéo neste estudo (Figura 14B, Figura 15B e Figura 16B)
utilizou-se o software Bioinformatics & Evolutionary Genomics, disponivel em

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/.

4.12.4 Graficos de radar

Os gréaficos de radar foram utilizados para demonstrar a assinatura de
guimiocinas/ citocinas de contatos de pacientes com hanseniase apés cultura nao
estimulada e estimulada com M. leprae de acordo com o0s gendtipos do TLR4
rs1927914 (Figura 8).
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No grafico de radar, cada eixo representa a frequéncia (%) de individuos
considerados altos produtores de quimiocinas/citocinas. Os valores de cada eixo
podem ser unidos para formar uma area poligonal central que representa o balanco
geral dos resultados. O aumento ou diminuigdo da area poligonal central reflete uma
maior ou menor contribuicdo no perfil imunolégico em cada grupo, bem como o carater

de susceptibilidade genética dada pelo polimorfismo do gene do TLR4.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DA PRODUGCAO DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS POR CELULAS
MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DOS SUBGRUPOS DE
CONTATOS DE PACIENTES COM HANSENIASE APOS CULTURA IN VITRO.

Os resultados demonstraram que na cultura ndo estimulada, os CPB
apresentaram secrecao significativamente maior da quimiocina CXCL8 em relagdo
aos CMB. Por outro lado, na cultura estimulada observou-se uma maior producao das
guimiocinas CXCL8, CCL2, CXCL9 e CXCL10, pelo grupo CPB. Diferentemente com
relacdo a producdo de citocinas, ocorreu um aumento significativo de IL-6, TNF, IFN-

v e IL -17 no grupo de contatos de MB (Figura 5).
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Figura 5 — Secrecdo de quimiocinas e citocinas por células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) dos subgrupos de contatos de pacientes com

hanseniase apos cultura in vitro.
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Figura 5. Visdo panoramica de quimiocinas e citocinas secretadas por células mononucleares do
sangue periférico apds cultura in vitro. Andlise de CXCL8, CCL2, CXCL9, CCL5, CXCL10, IL-6, TNF-

a, IFN-y, IL-17, IL-4, IL-2, IL-10 foi realizada ap0s cultura in vitro de PBMC de CPB (=, n=10) e CMB (

B, n=27), na auséncia de estimulo endégeno (cultura ndo estimulada) e na presenca do antigeno do
M. leprae (cultura estimulada). Os resultados séo apresentados no format boxplot, indicando os valores
medianos (min-max) das concentracdes de quimiocinas e citocinas (pg/mL). A andlise comparativa
entre os subgrupos foi realizada pelo Teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas (p<0,05) estéo

indicadas por linhas de conexdo com (*) e cores ( , ).

5.2 ANALISE DE ASSINATURAS DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS SECRETADAS
POR CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DOS
SUBGRUPOS DE CONTATOS DE PACIENTES COM HANSENIASE APOS
CULTURA IN VITRO.

A analise complementar desses resultados, mediante conversdo em dados
categoricos de assinaturas de quimiocinas e citocinas, apontou diferencas adicionais
entre CMB e CPB néo detectadas na andlise das variaveis continuas (Figura 6).

Na cultura ndo estimulada, observou-se maior propor¢cdo de individuos CPB
considerados altos respondedores, ou seja, valores acima de 50% para CXCLS8, IL-6
e IL-2. Por outro lado, a maior propor¢cdo de CMB ocorreu em relacédo as citocinas
TNF-q, IL-10 e IL-17. Na cultura estimulada pelo M. leprae, ocorreu um aumento da
proporcdo de CPB em relacdo as quimiocinas CXCL9, CXCL10, CCL2, CXCL8 e
citocina IL-10. Ao contréario, a proporcdo de CMB com alta secrecao de quimiocinas
foi representada apenas pela CCL5. Entretanto, observou-se maior propor¢do com
relacdo a producédo de citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL -17 nesse

grupo (Figura 6).
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Figura 6 — Assinaturas de quimiocinas e citocinas secretadas por células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) dos subgrupos de contatos de

pacientes com hanseniase ap0s cultura in vitro.
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Figura 6. Assinatura de quimiocinas e citocinas em contatos ap6és cultura de PBMC in vitro e CPB ()
e CMB (mm). A analise da assinatura de quimiocinas e citocinas foi realizada conforme descrito em
materiais e métodos. Variaveis continuas expressas em pg/mL foram convertidas em dados categoricos
utilizando os valores da mediana intrinseca para a cultura ndo estimulada (CXCL8 = 6.014 pg/ mL;
CCL2 =3.481 pg/ mL; CXCL9 =400 pg/ mL; CCL5 =822 pg/ mL; CXCL10 =1.214 pg/mL; IL-6 = 10.938
pg/mL; TNF =5 pg/mL; IFN-y = 297 pg/mL; IL-17 = 6 pg/mL; IL-4 = 1 pg/mL; IL-10 = 54 pg/mL;IL-2=9
pg/ mL) ou cultura estimulada com M.leprae (CXCL8 = 4.319 pg/ mL; CCL2 = 3.114 pg/ mL; CXCL9 =
324 pg/ mL; CCL5 = 1.005 pg/mL; CXCL10 = 1.224 pg/mL; IL-6 = 10.847 pg/mL; TNF =4 pg/mL; IFN-
y =363 pg/mL; IL-17 = 6 pg/mL; IL-4 = 1 pg/mL; IL-10 = 55 pg/mL; IL-2 = 13 pg/mL) como cut-off. A
proporcao de participantes com niveis elevados de quimiocinas e citocinas foi calculada para cada
grupo de estudo e os dados apresentados através do diagrama de cores, sendo os quadrados coloridos
os altos produtores, sem cor baixos produtores e com o simbolo (#) dados faltosos (A) e curvas
ascendentes sobrepostas (B). A estatistica foi realizada para calcular a frequéncia de “altos produtores
de quimiocinas e citocinas”. Proporgao de participantes com valores de quimiocionas e citocinas acima
do cut-off e superior a 50% foi destacada com negrito e sublinhado no diagrama de cores (A), bem
como através da linha tracejada e plano de fundo colorido nas curvas ascendentes (B).
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5.3 ANALISE DA PRODUCAO DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS POR CELULAS
MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DE CONTATOS DE
PACIENTES COM HANSENIASE APOS CULTURA IN VITRO DE ACORDO COM OS
ALELOS E GENOTIPOS DO TLR4 RS1927914.

Com o intuito de verificar uma associacdo entre o polimorfismo TLR4
rs1927914 e o perfil de resposta imune de contatos, o padrdo de sintese de
quimiocinas e citocinas por PBMC ap0s estimulo antigénico in vitro foi avaliado em
contatos apresentando diferentes perfis (A vs G e AA vs AG vs GG).

Como apresentado na Figura 6, os resultados demonstraram uma associa¢ao
entre o polimorfismo TLR4 rs1927914 e o perfil de resposta imune dos contatos

Por outro lado, o alelo A e o genétipo AA foram associados a maior secrecao
de quimiocinas e citocinas por PBMC, independentemente da condicdo de cultura,

conforme mostrado na Figura 6.



67

Figura 7 — Secrecdo de quimiocinas e citocinas por células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) de contatos de pacientes com hanseniase apos cultura

in vitro de acordo com alelos e gendétipos do TLR4 rs1927914.

Secrecdo de quimiocinas e citocinas por células monucleares do sangue periférico em contatos de pacientes
com hanseniaseapds culturain vitro de acordo com os alelos e gendtipos do TLR4 rs1927514.
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Figura 7. Visdo panoramica de quimiocinas e citocinas secretadas por células mononucleares do
sangue periférico apds cultura in vitro. Andlise de CXCL8, CCL2, CXCL9, CCL5, CXCL10, IL-6, TNF-
a, IFN-y, IL-17, IL-4, IL-2, IL-10 foi realizada apds cultura in vitro de PBMC de individuos com alelos A
(mmm) e G (C) e Gendtipos AA () AG () e GG (CJ), na auséncia de estimulo
endégeno (cultura ndo estimulada) e na presenga do antigeno do M.leprae (cultura estimulada). Os
resultados sé@o apresentados no format boxplot, indicando os valores medianos (min-max) das
concentracdes de quimiocinas e citocinas (pg/mL). A analise comparativa entre os subgrupos foi
realizada pelo Teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas (p<0,05) estéo indicadas por linhas de
conexao.

5.4 ANALISE DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS SECRETADAS POR CELULAS
MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DE CONTATOS DE
PACIENTES COM HANSENIASE APOS CULTURA IN VITRO DE ACORDO COM OS
ALELOS E GENOTIPOS DO TLR4 RS1927914

A analise complementar, mediante conversdao de dados continuos em
parametros categoricos, confirmou ainda mais esses achados. Verificou-se uma maior
producdo de quimiocinas, especialmente a CXCL8 e da citocina TNF nos individuos
que apresentam o gendtipo AA, independente da condicao da cultura, seja estimulada

ou ndo estimulada (Figura 8).
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Figura 8 — Secrecdo de quimiocinas e citocinas por células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) de contatos de pacientes com hanseniase apos cultura in

vitro de acordo com os alelos e genétipos do TLR4 rs1927914 — Gréfico de Radar.

Assinaturas de quimiocinas e citocinas em células mononucleares do sangue periférico em contatos de pacientes com hanseniase apos cultura in vitro
deacordo com alelos e gendtipos do TLR4 rs1927914.
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Figura 8. O Grafico de radar representa a frequéncia da assinatura de quimiocinas e citocinas em
contatos de pacientes com hanseniase com alelos A (mmm) e G (C—) e Gendtipos AA () AG (
) e GG (), apbs cultura ndo estimulada e estimulada com M. leprae. Cada eixo exibe a
proporcéo desses marcadores em relagéo aos gendtipos do TLR4 rs1927914. Os valores de cada eixo
sdo unidos para formar a area poligonal central que representa o balanco geral de quimiocinas e
citocinas. O aumento ou a diminuigdo das areas do poligono central refletem a contribuicdo maior ou
menor do equilibrio de quimiocinas e citocinas. As frequéncias iguais a 50% foram consideradas
relevantes.
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5.5 ANALISE DA FREQUENCIA DOS GENOTIPOS TLR4 RS1927914 EM
SUBGRUPOS DE CONTATOS DE PACIENTES COM HANSENIASE

A andlise do polimorfismo TLR4 rs1927914 ndo mostrou diferencas

significativas nas frequéncias alélicas e genotipicas entre CPB e CMB (Figura 9).

Figura 9 — Frequéncia de alelos e genotipos de TLR4 rs1927914 em subgrupos de

contatos de pacientes com hanseniase.

pacientes com hanseniase.
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Figura 9. (A) Representacao dos participantes do estudo em relacdo ao TLR4. (A) A Figura apresenta
a identificacdo dos contatos (ID) dos subgrupos de CPB (—==) e CMB (—=) em rela¢&o aos alelos
do TLR4 A (mmm) e G (C—J) e dos genotipos AA (EEEE) AG () e GG (C—). (B) A Figura
mostra a frequéncia dos alelos do TLR4 (A e G), gendétipos (AA, AG, GG) e frequéncia geral do alelo
A (AA e AG) e alelo GG, no subgrupo de CPB e CMB, respectivamente. A analise estatistica
utilizando o teste qui-quadrado (x?) ndo mostrou diferenca significativa entre os alelos e genétipos dos
respectivos subgrupos CPB e CMB.

5.6 ANALISE DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS SECRETADAS POR CELULAS
MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DOS SUBGRUPOS DE
CONTATOS DE PACIENTES COM HANSENIASE APOS CULTURA IN VITRO DE
ACORDO COM OS GENOTIPOS DO TLR4 RS1927914.

Em uma abordagem final do primeiro momento do estudo, foram obtidas
diferencas significativas na produgéo de algumas quimiocinas e citocinas de contatos
dos grupos CPB e CMB, como descrito a seguir.

Os resultados mostraram diferencas significativas entre os grupos CPB AA/AG
vs CPB GG e CMB AA/AG vs CMB GG, especialmente para os marcadores CXCLS,
IL-6, TNF e IL-17 na cultura estimulada (Figura 10).

E importante ressaltar a maior producéo de IL-17 do grupo CMB AA/AG em
relacdo ao grupo CPB AA/AG.
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Figura 10 — Secrecao de quimiocinas e citocinas por células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) dos subgrupos de contatos de pacientes com hanseniase

apos cultura in vitro de acordo com os genétipos do TLR4 rs1927914.

Secregdo de quimiocinas e citocinas em células mononucleares do sangue periférico em SUBGRUPQS de contatos
de pacientes com hanseniase apds cultura in vitro de acordo com os gendtipos do TLR4 rs1927914.
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Figura 10. Visdo panoramica de quimiocinas e citocinas secretadas por células mononucleares do
sangue periférico apds cultura in vitro. Andlise de CXCL8, CCL2, CXCL9, CCL5, CXCL10, IL-6, TNF-
a, IFN-y, IL-17, IL-4, IL-2, IL-10 foi realizada apds cultura in vitro de PBMC de individuos do grupo CPB
com alelos Apaac) (mmm) e GG (E=3) e individuos do grupo CMB com alelos Apaac) () e GG (
=), na auséncia de estimulo enddgeno (cultura ndo estimulada) e na presenca do antigeno do
M.leprae (cultura estimulada). Os resultados s&o apresentados no formato boxplot, indicando os
valores medianos (min-max) das concentracdes de quimiocinas e citocinas (pg/mL). A analise
comparativa entre os subgrupos foi realizada pelo Teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas
(p<0,05) estao indicadas por linhas de conexao.

5.7 ANALISE DA PRODUCAO DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS POR CELULAS
MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DOS SUBGRUPOS DE
CONTATOS DE PACIENTES COM HANSENIASE APOS CULTURA IN VITRO -
FOLLOW-UP.

Com o objetivo de fazer o acompanhamento dos contatos ao logo do tempo
(follow-up), foi realizada analise da producao de quimiocinas e citocinas por PBMC.

Os resultados demonstraram que na cultura estimulada, o grupo CMB
apresentou niveis significativamente mais elevados das quimiocinas CXCL9 e
CXCL10 e interessantemente, niveis mais elevados da citocina pro-inflamatoria IL-17
comparando com o grupo CPB.

Na cultura ndo estimulada, é relevante apontar para a maior producéo da IL-17

pelo grupo CMB (Figura 11).
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Figura 11 — Secrec¢éo de quimiocinas e citocinas por células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) dos subgrupos de contatos de pacientes com hanseniase

apos cultura in vitro - follow-up.

Secregdo de guimiocinas e citocinas por células mononucleares do sangue periférico em
SUBGRUPQS de contatos de pacientes com hanseniase apods cultura in witro.
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Figura 11. Visdo panoramica de quimiocinas e citocinas secretadas por células mononucleares do
sangue periférico apds cultura in vitro. Andlise de CXCL8, CCL2, CXCL9, CCL5, CXCL10, IL-6, TNF-

a, IFN-y, IL-17, IL-4, IL-2, IL-10 foi realizada ap0s cultura in vitro de PBMC de CPB (mm, n=10) e CMB (

mm,n=40), na auséncia de estimulo enddgeno (cultura ndo estimulada) e na presenca do antigeno do
M.leprae (cultura estimulada). Os resultados sédo apresentados no format boxplot, indicando os valores
medianos (min-max) das concentracfes de quimiocinas e citocinas (pg/mL). A analise comparativa
entre os subgrupos foi realizada pelo Teste de Mann-Whitney. Diferencas significativas (p<0,05) estéo

indicadas por linhas de conexdo com (*) e cores ( , ).

5.8 ANALISE DE ASSINATURAS DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS SECRETADAS
POR CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DOS
SUBGRUPOS DE CONTATOS DE PACIENTES COM HANSENIASE APOS
CULTURA IN VITRO — FOLLOW-UP.

A analise complementar desses resultados, mediante conversdo em dados
categoricos de assinaturas de quimiocinas e citocinas, apontou diferencas adicionais
entre CMB e CPB nao detectadas na andlise das variaveis continuas (Figura 12).

Na cultura ndo estimulada, observou-se maior proporcao de individuos CPB
considerados altos respondedores, ou seja, valores acima de 50% para CXCL10,
CXCL9, CCL5, IFN-y, IL-4, TNF. Por outro lado, individuos do grupo CMB tiveram alta
producao de citocinas IL-17 e IL-6.

Na cultura estimulada pelo M. leprae, houve modificacdo do perfil de resposta
em que ocorreu maior proporcao de individuos do grupo CPB com producao de
quimiocinas CCL5, CXCL8, CCL2 acima do cut off. Ao contrario, individuos do grupo
CMB tiveram alta secrecdo das quimiocinas CXCL9 e CXCL10 e de citocinas pro-
inflamatorias IL-10, IL-2, IL -17 e IL-6 (Figura 12).

E importante realgar que tanto na cultura ndo estimulada e estimulada ocorreu
uma maior propor¢ao de CMB com alta secre¢éo de IL-17 e IL-6, indicando um perfil

inflamatorio nesse grupo.
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Figura 12 — Assinaturas de quimiocinas e citocinas secretadas por células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) dos subgrupos de contatos de

pacientes com hanseniase apos cultura in vitro - follow-up.

Assinaturade quimiocinas e citocinas em células mononucleares do sangue periférico de SUBGRUPOS de contatos de pacientes com
hanseniase apds cultura in vitro.

(A) Padrdo de Quimiocinas e Citocinas (8) Assinatura ascendente de quimiocinas e citocinas

Cultura ndo estimulada | | Cultura estimulada com M. leprae

=
[«
=

CPB

Culturano estimulada

o

L I[ s |3 21523 3£92[§"355
uﬁgtﬁu}: j—j—&—l—’:

5 = 1 1

ove |2 2888 =z :zzd o3 g

= 8 0 Cc5 e

s
[=}
(=}

CMB

.
i

Cultura estimulada com Mieproe

=] auim
o
=]
o
CCL2  myel1n

9 g g = A T
I = (S, | s i

ﬁisﬁs‘iiiiiif

W 5050484848 544446544143 43 45405348 556050 4355455353 I\ ______________ o
F—— {

Q® n {0 F - 5w N B oo

cMB g 423 = zg3 378

5 o8 A L2 = 2 =

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Figura 12. Assinatura de quimiocinas e citocinas em contatos apds cultura de PBMC in vitro de CPB (
= ) e CMB (mm). A analise da assinatura de quimiocinas e citocinas foi realizada conforme descrito em
materiais e métodos. Variaveis continuas expressas em pg/mL foram convertidas em dados categoricos
utilizando os valores da mediana intrinseca para a cultura ndo estimulada (CXCL8 = 19.812 pg/mL;
CCL2 = 8.425 pg/mL; CXCL9 = 137.331 pg/mL; CCL5 = 162 pg/mL; CXCL10 = 11.536 pg/mL; IL-6 =
3.099 pg/mL; TNF =21 pg/mL; IFN-y= 1.488 pg/mL; IL-17 = 40 pg/mL; IL-4 = 9 pg/mL; IL-10 = 51 pg/mL;
IL-2 = 78 pg/mL) ou cultura estimulada com M.leprae (CXCL8 = 13.674 pg/mL; CCL2 = 7.585 pg/mL;
CXCL9 = 15.003 pg/mL; CCL5 = 818 pg/mL; CXCL10 = 5.376 pg/mL; IL-6 = 11.414 pg/mL; TNF = 83
pg/mL; IFN-y = 2.126 pg/mL; IL-17 = 56 pg/mL; IL-4 = 8 pg/mL; IL-10 = 79 pg/mL; IL-2 = 59 pg/mL)
como cut-off. A proporcao de participantes com niveis elevados de quimiocinas e citocinas foi calculada
para cada grupo de estudo e os dados apresentados através do diagrama de cores (A) e curvas
ascendentes sobrepostas (B). A estatistica foi executada para calcular a frequéncia de “altos produtores
de quimiocinas e citocinas”. Proporc¢ao de participantes com valores de quimiocionas e citocinas acima
do cut-off e superior a 50% foi destacada com negrito e sublinhado no diagrama de cores (A), bem
como através da linha tracejada e plano de fundo colorido nas curvas ascendentes (B).
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5.9 ANALISE DE ASSINATURAS DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS SECRETADAS
POR CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DOS
SUBGRUPOS DE CONTATOS DE PACIENTES COM HANSENIASE APOS
CULTURA IN VITRO — TEMPO 0 (T0) VS TEMPO 2 (T2).

Dando continuidade ao estudo do acompanhamento dos contatos ao longo do
tempo (TO e T2) foi realizada a analise comparativa da produgcdo de quimiocinas e
citocinas por PBMC.

Os resultados demonstraram que na cultura ndo estimulada, os individuos do
grupo CPB no T2 apresentaram maior proporcdo de producdo de quimiocinas
CXCL10, CXCL9 e CCL5 e de citocinas IFN-y, IL-4 e TNF. Quanto ao grupo CMB,
verificou-se maior proporcéo de producao de citocinas IL-17 e IL-6.

Na cultura estimulada, foi interessante observar que o grupo CPB no T2
apresentou importante produgao de quimiocinas CCL5, CXCL8, CCL2. Os resultados
detectados no grupo CMB indicaram maior proporcdo de producdo de quimiocinas
CXCL9, CXCL10 e das citocinas IL-10, IL-2, IL-17 e IL-6. Vale ressaltar que tanto no
TO quanto no T2, os CMB se destacaram pela maior producéo de citocinas IL-17 e IL-
6, indicando um perfil inflamatério neste grupo (Figura 13).



Figura 13 — Secrecao de quimiocinas e citocinas por células mononucleares do
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sangue periférico (PBMC) dos subgrupos de contatos de pacientes com hanseniase

apos cultura in vitro - Tempo 0 (TO) vs Tempo 2 (T2).

contatos de pacientes com hanseniase apds acompanhamento.
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Figura 13. Comparagao da assinatura de quimiocinas e citocinas em contatos apds acompanhamento.
A andlise da assinatura de quimiocinas e citocinas foi realizada no tempo zero (TO = barras coloridas)
e apods 2 anos de acompanhamento (T2 = curva ascendente preta), na auséncia de estimulo endégeno
(cultura ndo estimulada) e na presenca do antigeno do M.leprae (cultura estimulada) em PBMC de CPB
(mm) e CMB (mm). A estatistica foi executada para calcular a frequéncia de “altos produtores de
quimiocinas e citocinas”. Proporg¢ao de participantes com valores de quimiocionas e citocinas acima do
cut-off e superior a 50% foi destacada através da linha tracejada e plano de fundo colorido nas curvas
ascendentes.

5.10 ANALISE DE ASSINATURAS DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS SECRETADAS
POR CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DOS
CONTATOS DE PACIENTES COM HANSENIASE APOS CULTURA IN VITRO DE
ACORDO COM A RESPOSTA AO LID-1(+) E LID-1(-).

A presenca de uma infeccao por S. mansoni associada ou ndo aos parametros
imunolégicos do estudo (quimiocinas e citocinas) foi investigada. Os resultados foram
considerados agrupando individuos com resposta positiva ou negativa para LID-1,
bem como individuos com resposta positiva ou negativa para S. mansoni e por fim o
grupo de individuos apresentando resposta positiva tanto para LID-1, quanto para S.
mansoni e respostas negativas para ambos.

Na cultura ndo estimulada, os resultados mostraram que os individuos LID-1(+)
apresentaram maior producéo das quimiocinas CXCL10, CCL2, CXCL9, CCL5 e de
citocinas IFN-yTNF, IL-10 e IL-17. Por outro lado, na cultura estimulada observou-se
maior producéo de CXCL10, CCL2 e de IL-17, IFN-y e IL-10.

Portanto quando se comparou o perfil de resposta imune do grupo LID-1(+) vs
LID-1(-) considerando tanto cultura ndo estimulada quanto estimulada, verificou-se
gue os marcadores de maior interesse para distinguir esses dois grupos seriam o
CCL2 e IL-17 (Figura 14).
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Figura 14 — Assinatura de quimiocinas e citocinas em células mononucleares do
sangue periférico de contatos LID-1(+) e LID-1(-) de pacientes com hanseniase ap0s

cultura in vitro.

Assinatura de quimiocinas e citocinas em células mononucleares do sangue periférico de contatos LID-1(+) e LID-1 (-) de pacientescom
hanseniase apds culturain vitro .

IFN-y TNF
IL-10 1L-17

Culturanéo estimulada

(A) Assinatura de guimiocinas e citocinas (B) LID-1 (-} N LID-1 (+) Diagrama de Venn
100

=
§ g Biomarcadores ndo-seletivos
g
E T f_;}
58
§:7¢
z B
% 3% 504 CXCL10 CCL2|
i ER CXCLD CCLS
g8
59
g E
=3

w 3 o 3 - w ¥
LID-1 (=) LID-1 (+)

Biomarcadores Seletivos  Biomarcadores Seletivos

IL-4
L&
IL-2

LID-1{4)

0
L a8
(o111 |

CHCLE

100

Biomarcadores ndo-seletivos

=
B| 34 )
3| Iz
i ES
= EE
5| it
o TES 60 - -
gl 3% CXCL10 CCL2
EREE = IL-17 IFN-y
= 28 IL-10
2| g3
s| 2%
2| &%
5 = 0
(&)

E] = —— . e—
up-1(-) |3 2 3 T 9z
A a1 = = = LID-1 (-) LiD-1 (+)
o R T w w Biomarcadores Seletivos  Biomarcadores Seletivos
LID-1(+) % % =] 42 3 2

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Figura 14. Assinatura de quimiocinas e citocinas em contatos LID-1(-) e LID-1(+). (A) Curvas
ascendentes sobrepostas foram construidas para selecionar quimiocinas e citocinas com proporcédo de
contatos LID-1(-) (—3) e LID-1(+) (mmm), acima do cut-off e superior a 50% em cada grupo. (B)
Diagrama de Venn foi empregado para identificar o conjunto de quimiocinas e citocinas seletivamente
aumentadas no grupo LID-1(-) quando comparado com o grupo LID-1(+). Esses atributos foram
destacados em negrito.
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5.11 ANALISE DE ASSINATURAS DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS SECRETADAS
POR CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DOS
CONTATOS DE PACIENTES COM HANSENIASE APOS CULTURA IN VITRO DE
ACORDO COM A RESPOSTA AO SCHISTO(+)/SCHISTO(-).

Na cultura ndo estimulada, os resultados mostraram que o0s individuos
Schisto(+) apresentaram maior produgcdo das quimiocinas CCL5, CXCL8 e de
citocinas TNF, IL-2 e IL-6.

Interessantemente, na cultura estimulada por M. leprae, ocorreu maior
producado das quimiocinas CCL5, CXCL8 e da citocina IL-6. Esse resultado mostra a
importancia da selecdo dos componentes antigénicos utilizados em cultura de PBMC
in vitro, uma vez que ndo detectamos praticamente diferencas relevantes entre a
cultura estimulada e ndo estimulada, quando comparados os grupos infectados ou

nao pelo S. mansoni (Figura 15).
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Figura 15 — Assinatura de quimiocinas e citocinas em células mononucleares do

sangue periférico de contatos SCHISTO(-) e SCHISTO(+) de pacientes com

hanseniase apos cultura in vitro.

Assinatura de guimiocinas e citocinas em células mononucleares do sangue periférico de contatos SCHISTO (-) SCHISTO (+) de pacientes com
hanseniase apas cultura in vitro.
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Figura 15. Assinatura de quimiocinas e citocinas em contatos SCHISTO(-) e SCHISTO(+). (A) Curvas
ascendentes sobrepostas foram construidas para selecionar quimiocinas e citocinas com propor¢éo de
contatos SCHISTO(-) () e SCHISTO(+) (mmm), acima do cut-off e superior a 50% em cada grupo.
(B) Diagrama de Venn foi empregado para identificar o conjunto de quimiocinas e citocinas
seletivamente aumentadas no grupo SCHISTO(-) quando comparado com o grupo SCHISTO(+). Esses

atributos foram destacados em negrito.

SCHISTO (-} N SCHITO (+) Diagrama de Venn

Biomarcadores ndo-seletivos

——

CXCL9 CCL2
CXCL10 IFN-y
IL-17 1L-10

CCL5 CXCL8
TNF IL-2 IL-&

|—Y_) |—Y_)
SCHISTO |-} SCHISTO (4)
Biomarcadores Seletivos  Biomarcadores Seletivos

Biomarcadores ndo-seletivos

——

CXCL9
CXCLio
CCLZIFN-y
TNF IL-2
IL-10

CCL5CXCLE
IL-6

\_Y_)

SCHISTO (-]

\_Y_l
SCHISTO (+)
Biomarcadores Seletivos Biomarcadores Seletivos




83

5.12 ANALISE DE ASSINATURAS DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS SECRETADAS
POR CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DOS
CONTATOS DE PACIENTES COM HANSENIASE APOS CULTURA IN VITRO DE
ACORDO COM A RESPOSTA AO LID-1(+)/SCHISTO(+) E LID-1(-)/SCHISTO(-).

Na cultura ndo estimulada, os resultados mostraram que os individuos LID-
1(+)/Schisto(+) apresentaram maior producgéo das quimiocinas CXCL9, CCL5, CXCLS8
e de citocinas IFN-y, TNF e IL-6. Na cultura estimulada por M. leprae, ocorreu maior
producdo das quimiocinas CCL2, CCL5, CXCLS8 e das citocinas IL-17 e IFN-y.

Vale ressaltar que tanto na cultura n&do estimulada como na estimulada ocorreu
maior producao das quimiocinas CCL5, CXCL8 e das citocinas inflamatérias como IL-
17 e IFN-y para o grupo LID-1(+)/Schisto(+).

Esse resultado reforca o fato de que individuos que possuem anticorpo anti-
LID-1(+), apresentam um perfil inflamatério com predominancia das citocinas IFN-y,
TNF, IL-17 e IL-6 (Figura 16).
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Figura 16 — Assinatura de quimiocinas e citocinas em células mononucleares do
sangue periférico de contatos DN DP de pacientes com hanseniase ap0s cultura in

vitro.

Assinatura de guimiocinas e citocinas em células mononucleares do sangue periférico de Contatos DN DP de pacientes com
hanseniase apos cultura in vitro.
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Figura 16. Assinatura de quimiocinas e citocinas em contatos Duplo negativos (DN) - LID-1(-)
/ISCHISTO(-) e Duplo positivos (DP)- LID-1(+)/SCHISTO(+). (A) Curvas ascendentes sobrepostas

foram construidas para selecionar quimiocinas e citocinas com proporc¢éo de contatos DN (C—) e DP

(mmm), acima do cut-off e superior a 50% em cada grupo. (B) Diagrama de Venn foi empregado para
identificar o conjunto de quimiocinas e citocinas seletivamente aumentadas no grupo Duplo negativo
quando comparado com o grupo Duplo positivo. Esses atributos foram destacados em negrito.

5.13 DETECCAO DE DNA DE ML EM RASPADO DERMICO DE CONTATOS POR
MEIO DA gPCR.

A presenca de DNA de ML em amostras de raspado intradérmico do I6bulo da
orelha foi avaliada pela técnica de gPCR em 66 individuos no T1. Observou-se que

100% dos contatos nao apresentaram DNA de ML nas amostras de raspado dérmico.
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Vale considerar que a coleta de raspado intradérmico realizada nesse grupo de
contatos no T1 ocorreu aproximadamente um ano apos o TO. Dessa forma os
casos/pacientes ja haviam sido tratados e, portanto, uma provavel redugéo da carga
de exposicao dos contatos ao M. leprae, contribuiu para os resultados negativos da
gPCR.
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6. DISCUSSAO

J& é consenso na literatura que a estratégia de erradicar a hanseniase vai muito
além do que apenas o diagndéstico precoce, tratamento adequado e acompanhamento
da ades&o do paciente ao tratamento até o processo de cura. E necessario prevenir a
transmissdo da doenca, por meio de uma rede ativa e atuante de vigilancia
epidemioldgica, com o intuito de monitorar e identificar contatos de pacientes e
populagcées com alto risco de desenvolver a hanseniase (CARDONA-CASTRO et al.,
2005; SMITH et al., 2016; MIERAS et al., 2018; VAN HOOIJ et al., 2020).

Contatos domiciliares de casos de hanseniase podem apresentar infeccao
subclinica, e estarem envolvidos ativamente na disseminagéo e propagac¢do do ML
para individuos susceptiveis em regiées endémicas, contribuindo com isso para a
manutencéo da cadeia de transmiss&o da doenca (ARAUJO et al., 2012).

Diversos estudos ao longo dos anos evidenciaram que contatos proximos a
pacientes com hanseniase tém maior probabilidade de desenvolver a doenc¢a do que
a populacdo em geral, especialmente quando os pacientes possuem altas cargas
bacilares, como a forma MB (SALES et al., 2011; SMITH et al., 2017; STEINMANN et
al., 2020; PEDROSA et al., 2018).

Teixeira et al. (2020), analisaram os fatores de risco em 42.725 contatos
domiciliares de pacientes com hanseniase no Brasil, mostrando que esses individuos
podem ter risco aumentado de adquirir a doenca, especialmente em familias com
casos MB e contatos mais idosos.

Estudos tém apontado para a selecdo de um conjunto de biomarcadores
sorolégicos e celulares de infeccdo subclinica que resultem em um diagndstico
preciso, antes da manifestacdo clinica da doenca. Dessa forma, prevenindo o
surgimento de sequelas e deformidades fisicas, além de interromper a cadeia de
transmissdo da doenca. Ferramentas como analise de perfil de quimiocinas e citocinas
utilizadas em nosso estudo, tém sido propostas como estratégia. Porém, os resultados
ainda ndo apresentam respostas padronizadas que possibilitem seu uso regular no
monitoramento, necessitando de mais investigacdes (HASAN et al., 2004; GELUK et
al., 2012; NATH et al., 2015; QUEIROZ, et al., 2019).

Neste contexto, com o intuito de caracterizar o perfil imunologico e
parasitologico dos contatos de pacientes com infeccado pelo M. leprae, o presente

estudo analisou o perfil de quimiocinas e citocinas e a relagdo com o polimorfismo
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genético e a presenca de coinfeccdo. Por meio da citometria de fluxo, foram
analisados sobrenadantes de culturas de PBMC in vitro para sete citocinas (IL-2, IL-
4, 1L-6, IL-10, TNF-qa, IFN-y e IL-17) e cinco quimiocinas (CXCL8/IL8, CCL5/RANTES,
CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1 e CXCL10/IP-10).

Assim, analisando o perfil de resposta entre contatos de caso paucibacilar
(CPB) vs contatos de caso multibacilar (CMB) no tempo 0 (TO), importantes resultados
foram obtidos, destacando-se um perfil de citocinas pré-inflamatérias (IL-17 e TNF-a)
relevante nos individuos do grupo CMB. Por outro lado, no grupo CPB foi maior a
producédo de quimiocinas CXCL8, CCL2, CXCL9 e CXCL10.

Para verificar como esses resultados se comportariam em uma abordagem
categorica (Figura 7), diferente da analise continua (Figura 8), confirmamos os dados
obtidos anteriormente. O qual constatou-se no grupo CMB, alta secrecdo da
quimiocina CCL5, e uma importante producéo de citocinas pré-inflamatérias TNF-q,
IFN-y, IL-6 e IL-17. Nossos dados confirmam o que ja vem sido descrito na literatura,
da utilizacao de quimiocinas e citocinas como importantes biomarcadores na detecgéo
de infeccédo subclinica (GELUK et al., 2012; MARTINS et al., 2012; SAINI et al., 2013);
bem como na avaliacdo da efetividade do tratamento e na indicacdo de reacfes
hansénicas (MENDONCA et al., 2007; SCOLLARD et al., 2011; MADAN; AGARWA,
CHANDER, 2011; CASSIER-COSTA et al., 2017; QUEIROZ et al., 2019).

A resposta imune do hospedeiro frente ao bacilo determina a evolucao clinica
na hanseniase, que varia de uma forte resposta pro-inflamatoria (Th1/Th17) levando
ao controle bacteriano comum nos individuos PB e uma resposta imune anti-
inflamatdria (Th2) produzindo altos niveis de anticorpos, mas incapaz de controlar a
bactéria, encontrada nos pacientes MB (SAINI et al., 2013; NATH et al., 2015).

Uma das principais fun¢des das células Th17 é a neutrofilia, que ocorre através
da secrecdo da quimiocina CXCLS8, e por acao direta da IL-17 secretada no local
guando ocorre ativacao dos neutroéfilos recrutados. A remodelacao, reparo de tecidos
e producao de proteinas antimicrobianas sdo outros papéis importantes dessa citocina
(PELLETIER et al. 2010; SAINI et al., 2013, 2020; SADHU e MITRA, 2018).

Os estudos em relacédo a citocina IL-17 na hanseniase apresentam resultados
controversos, com alguns indicando baixa producéo no soro e baixa expressao in situ,
enguanto outros mostram uma expressao aumentada nas lesdes da hanseniase (DA
MOTTA-PASSOS et al., 2012; TROMBONE et al., 2012).
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Mais recentemente, Aaréo et al., (2016) observou maior participacédo da IL-17
na forma Tuberculéide (TT) da doenca. Sendo essa expressao explicada pelo
comportamento dessa citocina no polo de resisténcia da doenca. Nesse sentido,
varios relatos ao longo dos anos tém demonstrado que o aumento da producéo de IL-
17 desencadeia resposta inflamatdria associada a acéao de citocinas como TNF-a, IL-
6 e secrecdo de enzimas que induzem a producdo de intermediarios reativos de
oxigénio, como a INOS. Como resultado, tem-se a ativagdo de uma resposta
microbicida mediada por macréfagos na forma resistente da doenca, além de
estimular linfocitos Th1.

Segundo Saini et al. (2013), a expressédo de IL-17 e IFN-y em contatos
domiciliares saudaveis expostos a infec¢cdo pelo ML foi maior do que quando
comparado com os individuos doentes, sugerindo um papel importante dessas
citocinas como potencial biomarcador de infeccdo precoce. Além disso, os autores
relataram que a expressao dessas citocinas em lesdes de pele foi menor do que em
PBMC estimuladas por antigeno, o que pode estar relacionado as diferencas no
namero de células nas lesbes ou as respostas de memadria mais fortes nas células
circulantes. No entanto, os dados de Santana et al. (2017), demostraram uma
producdo significativa de IL-17 em soros de pacientes com hanseniase, quando
comparado com individuos controles do estudo, indicando o envolvimento de uma
resposta pré-inflamatoria.

Anteriormente, outros estudos relataram uma resposta protetora quando
observado aumento de IL-17 e IL-1B nos pacientes com a forma tuberculdide da
doenca. A citocina IL-1pB estaria regulando a polarizacdo de Th17 e sua interacdo com
IL-23, com isso amplificando as respostas da citocina Th17 (SADHU et al., 2016).
Além disso, estudo de Madam et al. (2011), verificaram niveis elevados de IL-13 em
pacientes multibacilares, enquanto que, estudo de Santos et al. (2017), indicou que
as citocinas IL-1B e IL-17A estdo associadas a forma PB e contribuem para o controle
da infecgéo pelo M. leprae.

Em relacéo a citocina IL-6, ja € consenso na literatura quanto as suas funcdes
préinflamatdrias, que afetam desde a imunidade até o reparo tecidual e metabolismo.
Também promove a diferenciacdo de células B, estimulando IL-17 e inibindo células
T reguladoras. Apresenta-se elevada na hanseniase, e tem sido demostrado niveis

aumento no desenvolvimento de Eritema Nodoso Hansénico (ENH) e também nas
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reacoes hansénicas do tipo 1 (BELGAUMKAR et al., 2007; STEFANI et al., 2009;
ARANGO DUQUE; DESCOTEAUX, 2014).

Um estudo realizado por Cassirer-Costa et al. (2017), com o objetivo de
identificar biomarcadores para o diagndstico precoce e para a discriminacao entre as
diferentes formas da doenca, analisou niveis séricos de varias citocinas, entre elas a
IL-6. Os resultados demostram que no polo VV houve maior expressao dos niveis
séricos de IL-6 em comparacao com pacientes do polo TT e individuos nao infectados,
sugerindo que a IL-6 pode desempenhar um papel importante na patogénese da
doenca.

Embora nossos dados estejam relacionados a um grupo de contatos
assintomaticos sem manifestagdes clinicas evidentes, considera-se a possibilidade de
uma infeccdo subclinica nesses individuos, especialmente naqueles do grupo CMB,
gue apresenta risco de adoecimento mais elevado devido a maior exposi¢ao ao bacilo,
além de apresentarem um perfil de citocinas pro-inflamatdrias coerente com uma
resposta imune adaptativa especifica ao M. leprae nas culturas estimuladas.

Com relacdo as quimiocinas, diversos estudos citam seu papel nas reacdes
hansénicas. No entanto, a literatura € escassa em relacdo aos contatos. No presente
estudo foi observado maior frequéncia de altos produtores de quimiocinas no grupo
CPB quando comparado ao grupo CMB.

A quimiocina CXCL10(IP-10), é secretada sob condi¢cbes pré inflamatoérias em
resposta ao IFN-y, por varios tipos de células, incluindo leucécitos, mondcitos,
neutréfilos ativados, células epiteliais, células endoteliais, células estromais e
queratinécitos (LUSTER; RAVETECH, 1987; LIU et al., 2011). Alguns estudos tém
mostrado que essa quimiocina esta envolvida na patogénese da hanseniase e que
niveis circulantes de CXCL10 sao elevados em pacientes com reacdo do tipo 1
(STEFANI et al., 2009; SCOLLARD et al., 2011).

Ferreira et al. (2021), ao analisarem a CXCL10 e seu papel no monitoramento
da resposta ao tratamento em pacientes com hanseniase, observaram que os
individuos que nao reduziram o indice baciloscopico apos a PQT apresentaram
diminuicao dos niveis séricos de CXCL10 (IP-10) no momento da alta por cura. O que
nao foi observado nos soros dos pacientes que apresentaram reducao da carga
bacilar ap6s 12 doses de PQT. Isso sugere que niveis mais altos de CXCL-10 sao
importantes para o controle da carga bacilar. Aléem disso, uma analise das respostas

imunes celulares contra antigenos do M. leprae revelou que células de pacientes que
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apresentaram reducédo do indice baciloscopico apos a liberacdo da PQT aumentaram
a producédo de CXCL10 em resposta ao M. leprae.

Recentemente Ti6-Coma et al. (2019), em um trabalho de assinaturas de RNA
no sangue total de pacientes com hanseniase identificaram e indicaram os genes
associados as quimiocinas MCP-1 (CCL2) e CXCL10 como biomarcadores para o
diagndstico precoce das reacfes hansénicas. Anteriormente, Medeiros et al. (2015)
em um estudo imuno-histoquimico mostrou que a quimiocina MCP-1 estava presente
em nervos acometidos pela hanseniase, sendo esta quimiocina também associada ao
depdsito excessivo de matriz extracelular, o que pode estar relacionado a danos nos
nervos.

Segundo Geluk et al. (2012), as quimiocinas MCP-1 (CCL2) e MIP-13 podem
potencialmente distinguir respostas imunes ao patégeno daquelas induzidas durante
a exposicao assintomatica ao ML. Outros resultados encontrados nesse estudo foram
relacionados a IP-10 (CXCL10), que foi correlacionada com a exposicdo ao M. leprae
e, portanto, com o risco de infeccdo e sua subsequente transmissao. Esses dados
corroboram com os de Van Hooij et al. (2016, 2018), em que a quimiocina IP-10
(CXCL10) foi indicada como marcador celular mais significativo para identificar
pacientes com hanseniase borderline-lepromatosa e lepro-lepromatosa, bem como,
borderline-tuberculbide e tubercoléide em populacdes de baixa a alta endemicidade.

Outra andlise importante do nosso estudo foi em relacdo ao polimorfismo do
gene TLR4 rs1927914, em que foi investigado o perfil de sintese de quimiocinas e
citocinas por PBMC em contatos apresentando diferentes alelos e genoétipos (A vs G
e AA vs AG vs GG), respectivamente. Em geral, o genétipo GG foi associado a menor
secrecdo de quimiocinas e citocinas por PBMC em culturas ndo estimuladas ou
estimuladas por M. leprae. Por outro lado, o alelo A e o genétipo AA foram associados
a maior secrecao de quimiocinas e citocinas por PBMC, independentemente da
condigéo de cultura.

Sabe-se 0 M. leprae e outras espécies de micobactérias, como M. tuberculosis,
Sao ricos em varios agonistas para membros da familia TLR, incluindo TLR1, 2 e 4
(HART; TAPPING, 2012). E que interagfes entre componentes bacterianos, fungicos
e virais e TLRs, ativam a via de NF-kB, conduzindo a produgéo quimiciocinas e
citocinas pro-inflamatérias, bem como as moléculas coestimuladoras necessarias
para a ativacdo de células T (MEDZHITOV et al. 1997, TAYLOR et al., 2012).
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Diferente dos nossos resultados, um estudo sorolégico conduzido por Santana
et al. (2017), indicou associacao entre o alelo T do marcador rs3804099 no gene TLR2
e a suscetibilidade a hanseniase. Nesse estudo, em relagdo ao gene TLR4
(rs1927914), os autores ndo encontraram associacdo significante (p=0,051).
Entretanto, foi observado que o alelo G pode ser um fator de protecdo contra o
desenvolvimento de reacdes hansénicas.

Resultados conflitantes em estudos genéticos podem ocorrer por diferentes
razdes. Uma delas seria a diversidade étnica, ou seja, frequéncias alélicas para TLR,
diferentes nas popula¢des, quando comparado a populacao brasileira. A literatura tem
apontado para a contribuicdo das variacbes nos genes dos TLR com a
susceptibilidade a hanseniase em diferentes popula¢des. Sendo que, variantes nestes
genes foram relacionadas com aumento do risco de hanseniase ou reacdes
hansénicas (MIRA et al., 2004; MISCH et al., 2008; WONG et al., 2010; MARQUES et
al., 2013; SANTANA et al., 2017). Enquanto alguns locus afetam a suscetibilidade
intrinseca a hanseniase (hanseniase per se), outros modulam fatores de risco para as
formas paucibacilares ou multibacilares da doenca ou para o desenvolvimento de
reacoes hansénicas (MIRA et al., 2004).

Outros polimorfismos em alelos TLR e a susceptibilidade a hanseniase também
tem sido descritos, como os do gene TLR1. Estudo de Marques et al. (2013),
documentaram uma associacao significativa entre o alelo S (N248S, rs48033095) com
a doenca em diferentes populacdes brasileiras, que foram analisados tanto
separadamente quanto em metandlise. Os autores destacam a importancia de se
considerar que outros alelos ou haplétipos no gene TLR1 possam contribuir para a
suscetibilidade a doenca na populacao brasileira.

Analisando os resultados do presente trabalho utilizando o rs1927914 do gene
TLR4 e parametros imunolégicos, verificou-se maior producdo de quimiocinas,
especialmente a CXCL8 e da citocina TNF nos individuos que apresentam o genétipo
AA, independente da condi¢cdo da cultura, estimulada ou ndao pelo ML. Além disso,
foram encontradas diferencas significativas entre os grupos CPB AA/AG vs CPB GG
e CMB AA/AG vs CMB GG, especialmente para os marcadores CXCL8, IL-6, TNF e
IL-17 na cultura estimulada. E importante ressaltar a maior producéo de IL-17 do grupo
CMB AA/AG em relagéo ao grupo CPB AA/AG.

Diante desse resultado hipotetiza-se a presenca de uma resposta inflamatéria

importante no grupo CMB AA/AG. Esse dado vem de encontro a literatura que
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confirma o maior risco de adoecimento dos contatos de pacientes MB. Sendo assim,
considerando o perfil inflamatorio desses individuos do grupo CMB associado ao perfil
genético (AA/AG) de suscetibilidade a hanseniase, reforca-se a hipotese de que esses
participantes possam estar apresentando uma infec¢ao subclinica.

Os dados apresentados corroboram com os achados de Santana et al. (2017),
em relacdo ao polimorfismo do gene TLR4, em que 0s autores observaram maior
producgéo de IL-1 e IL-17 entre portadores do alelo A no SNP rs1927914. A IL-1B3 é
essencial para a amplificacdo da resposta imune especifica das células T e seus niveis
tendem a diminuir apos a poliquimioterapia (MOUBASHER et al., 1998). Esta citocina
também é produzida em altas concentracdes em pacientes multibacilares (MADAN;
AGARWA; CHANDER, 2011).

Embora as analises de quimiocinas e citocinas por Santana et al. (2017)
tenham sidos realizadas no soro de pacientes com hanseniase, 0s autores verificaram
diferencas que apontam para um papel funcional para alguns marcadores. No caso
de TLR1, foram encontradas alteracGes significativas para IL-17 e MCP-1 para os
marcadores rs4833095 e rs5743551 e IL-12p40 para rs4833095.

Por outro lado, Libraty et al. (1997) utilizaram culturas de PBMC estimuladas
com o antigeno do M. leprae e mostraram aumento da producao da citocina IL12p40
nas células dos pacientes em relagédo aos controles, destacando o mecanismo no qual
o IFN-y regularia negativamente a IL-10 pela inducéo de IL-12.

Sampaio et al. (1991) verificaram maior producdo de IFN-y induzida pelo M.
leprae nos contatos multibacilares em comparacdo aos contatos paucibacilares. Além
disso, a porcentagem de individuos apresentando producao de IFN-y em resposta aos
estimulos do antigeno do M. leprae in vitro foi maior entre os contatos domiciliares e
ocupacionais, sugerindo alta frequéncia de sensibilizacdo. Esses dados reforcam a
presenca do IFN-y como citocina pré-inflamatéria em pacientes com hanseniase e
reafirmam a hipotese do presente trabalho de que os contatos de MB possam estar
iniciando uma resposta inflamatéria mediante a exposicdo a uma carga bacilar maior.

Em adicgédo, outros estudos também mostraram a participagdo das citocinas IL-
6 e IL-17 relacionadas ao gene TLR2. Neste caso, os portadores do alelo T produziram
niveis mais elevados dessas citocinas. Esse alelo também foi associado ao aumento
do risco de hanseniase na populacdo estudada (KRUTZIK et al., 2003; BOCHUD et
al., 2008; SANTANA et al., 2017).
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A partir das andlises do primeiro momento (TO) que mostraram um perfil
inflamatorio no grupo CMB, a proxima questdo foi verificar como estaria o perfil
imunolégico desses individuos apos dois anos de acompanhamento (T2). Os
resultados mostraram que na cultura estimulada o grupo CPB no T2 apresentou
importante producao de quimiocinas CCL5, CXCL8, CCL2. Ja no grupo CMB, houve
maior producéo de quimiocinas CXCL9, CXCL10 e citocinas IL-10, IL-2, IL-17 e IL-6.
Vale ressaltar que tanto no TO quanto no T2, os individuos do grupo CMB se
destacaram pela maior producdo de citocinas IL-17 e IL-6, indicando um perfil
inflamatorio neste grupo.

Entre as quimiocinas destaca-se a presenca de CXCL8 pelo grupo CPB no T2
em cultura estimulada. Em contrapartida, Queiroz et al. (2019; 2021) relataram niveis
similares dessa quimiocina entre casos-indice e seus contatos domiciliares, sendo
importante considerar que os dados desse estudo foram obtidos utilizando soro dos
participantes. Como afirmaram os autores, a auséncia de estimulacao das células com
antigenos do M. leprae pode ter influenciado na similaridade do perfil sérico de
citocinas e quimiocinas.

Entretanto, no presente estudo, utilizando sobrenadante de cultura de PBMC
estimulada com M. leprae, foram detectadas diferencas importantes entre os contatos
de PB e MB. Portanto, corrobora com os estudos que utilizaram estimulacao in vitro,
0s quais indicam a potencialidade de algumas quimiocinas e citocinas, tais como
CCL2 (MCP-1) e IFN-y na avaliagdo da infec¢do subclinica (GELUK et al., 2012).
Segundo esses autores, a produgdo de IFN-y induzida por proteinas especificas de
M. leprae pode identificar individuos altamente expostos ao M. leprae e, portanto, com
maior risco de desenvolver doenca e/ou transmitir a bactéria. Tais resultados estédo
em concordancia com os dados encontrados, que mostraram producao importante de
IFN-y em contatos de pacientes MB (CMB).

E importante ressaltar que estudos anteriores realizados por Hatta et al. (1995),
identificaram M. leprae em amostras de mucosa nasal em contatos de pacientes na
Indonésia. Esse resultado vem de encontro aos dados obtidos por Geluk et al. (2012),
reforcando a presenca de infeccdo subclinica associada a resposta de IFN-y
especifica para essa bactéria em contatos.

Martins et al. (2012), demonstraram reducao progressiva dos niveis de IFN-y

em resposta aos peptideos sintéticos especificos do M. leprae entre os contatos de
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pacientes multibacilares quando comparados com individuos menos expostos. Esses
autores sugerem que uma modulacéo da producao de IFN-y pode ocorrer devido ao
aumento da carga bacilar, durante a infeccdo ou a maior exposicdo ao M. leprae.
Esses achados reforcam que uma grande proporcao de pacientes com hanseniase
provavelmente adquire a infec¢do pelo M. leprae de individuos infectados, mas ainda
nao notificados ou mesmo daqueles que apresentam infec¢do subclinica.

Para atender ao objetivo relacionado aos niveis de anticorpos anti-LID-1 (ML)
e anti-antigenos de S. mansoni no soro dos contatos monitorados, investigou-se a
participacdo de coinfeccdo associada a hanseniase. Os resultados foram
considerados agrupando individuos LID-1(+)/LID-1(-), Schisto(+)/Schisto(-) e LID-
1(+)/Schisto(+) e LID-1(-)/Schisto(-).

Na cultura estimulada observou-se maior producdo de CXCL10, CCL2 e de IL-
17, IFN-y e IL-10. Quando se comparou o perfil de resposta imune do grupo LID-1(+)
vs LID-1(-) considerando tanto cultura ndo estimulada quanto estimulada, verificou-se
gue os marcadores de maior interesse para distinguir esses dois grupos foram o CCL2
e IL-17.

Quanto a analise do grupo Schisto(+)/Schisto(-), na cultura estimulada por M.
leprae, ocorreu maior producédo das quimiocinas CCL5, CXCL8 e da citocina IL-6.
Esse resultado mostra a importancia da selecdo dos componentes antigénicos
utilizados em cultura de PBMC in vitro, uma vez que nao foram encontradas diferencas
relevantes entre a cultura estimulada e ndo estimulada, quando comparados o0s
grupos infectados ou néo pelo S. mansoni.

Por fim, em relacdo ao grupo LID-1(+)/Schisto(+) e LID-1(-)/Schisto(-),
observou-se que tanto na cultura estimulada por M. leprae, como nédo estimulada
ocorreu maior producado das quimiocinas CCL2, CCL5, CXCL8 e das citocinas IL-17 e
IFN-y. Esse resultado reforca o fato de que individuos que possuem anticorpo anti-
LID(+), apresentam um perfil inflamatério com predominancia das citocinas IFN-y,
TNF, IL-17 e IL-6.

Sabe-se que os helmintos intestinais provocam forte resposta sistémica Th2 ou
regulam positivamente a atividade de células T reguladoras, que normalmente estao
associadas a imunidade Thl enfraquecida (COOPER et al., 2000; BORKOW et al.,
2000). A ativacdo e manutencéo de resposta imune do tipo Thl, fundamental para

uma resposta bem-sucedida contra micobactérias, pode ser prejudicada em pacientes
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coinfectados por forte resposta Th2 e/ou regulacédo positiva de Treg mediada por
vermes intestinais. Portanto, € possivel que a infeccédo por helmintos intestinais possa
facilitar uma infeccéo subsequente pelo M. leprae ou sua progresséao para formas mais
graves de hanseniase (GOULART et al., 2002; DINIZ et al., 2010).

A inducdo de mecanismos imunomoduladores tem sido usada para explicar
dados epidemioldgicos que relatam associacao inversa entre a exposicao a infecgdes
por helmintos e doengas inflamatérias crénicas humanas, incluindo hanseniase
(MAIZELS; MCSORLEY, 2016; MCSORLEY et al., 2014; OKTARIA et al., 2016). Os
helmintos sdo potentes indutores de mecanismos reguladores capazes de reduzir
processos inflamatorios e doencas autoimunes (MAIZELS; MCSORLEY, 2016; WEBB
et al., 2016).

Em relacdo a esquistossomose, Phillips et al. (2017), demonstraram
associacdo entre hanseniase e essa doenca, em Minas Gerais, por meio de dados
referentes a sobreposicdo geoespacial e temporal. Dados de casos novos
de infeccdes por M. leprae e S. mansoni no periodo de 2007 a 2014 foram obtidos do
sistema de informacédo de agravos de notificacdo no Brasil (SINAN). Os autores
verificaram risco relativo de 6,80 vezes mais chances da ocorréncia de hanseniase
em bairros com residentes diagnosticados com esquistossomose. As taxas de
incidéncia de hanseniase aumentaram com as taxas de incidéncia correspondentes
de esquistossomose e as tendéncias temporais de ambas as infec¢cdes foram
semelhantes.

Em um estudo recente do nosso grupo, foi detectada associacdo entre
hanseniase e esquistossomose. Foi confirmada a ocorréncia de um maior risco (aOR=
8,33) de desenvolver a doenca entre os individuos considerados contatos e infectados
pelo S. mansoni (DENNISON et al., 2021).

Interessantemente, dados de Diniz et al. (2010) mostraram associacdo entre
hanseniase multibacilar e helmintos transmitidos pelo solo. Nesse estudo,
demonstrou-se que os helmintos podem modular a resposta imune gerando uma fraca
resposta mediada por células e, portanto, favorecer a forma mais grave da doenca.
Os autores demonstraram que a frequéncia de células expressando citocinas
intracelulares Th2, como IL-4 e IL-10, em leucécitos de pacientes com hanseniase
coinfectados com helmintos intestinais foi maior do que a de pacientes nao infectados.
Curiosamente, embora a frequéncia de células expressando IL-4 e IL-10 intracelulares

estivesse elevada em culturas estimuladas por enterotoxina B de Staphylococcus
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(SEB) de pacientes lepromatosos, esses pacientes apresentaram o menor nivel de
IFN-y intracelular.

Por outro lado, no presente trabalho, considerando o grupo LID-1(+)/Schisto
(+),foi observada uma reposta inflamatéria com producédo de IFN-y e IL-17. Embora os
resultados ndo tenham mostrado associacao entre esquistossomose e hanseniase,
acredita-se que diferentemente do estudo de Diniz et al. (2010), a presenca de
resposta imune Thl nesse grupo seja sugestivo de infeccdo subclinica e de
apresentarem perfil coerente com a forma clinica PB. Tais estudos merecem maiores
investigacfes tanto no contexto das coinfec¢des quanto na apresentacéo clinica da
hanseniase.

Finalmente, os dados relativos a presenca de DNA de ML em amostras de
raspado intradérmico pela técnica de gPCR, foram negativos. Vale ressaltar que a
coleta de raspado intradérmico ocorreu aproximadamente dois anos apdés o
tratamento dos casos-indice. Portanto, uma provavel reducao da carga de exposicao
dos contatos ao M. leprae, pode ter contribuido para os resultados negativos da qPCR.

A deteccdo de DNA do ML em raspado intradérmico por meio da qPCR
favorece o diagnostico precoce, auxiliando na interrup¢éo da cadeia de transmisséo
(MARTINEZ et al., 2014).

Gama et al. (2018), observaram que 23,89% dos contatos assintoméaticos
apresentaram DNA bacilar em amostras de raspado intradérmico utilizando a qPCR.
e acrescentaram que apos acompanhamento de um ano, trés individuos foram
diagnosticados com hanseniase. Os autores concluiram que o método pode ser
utilizado para estimar o risco de progressdo para doenca entre 0s contatos
domiciliares, e consideram a qPCR como potencial método de triagem para um
protocolo quimioprofilatico. Sabe-se que a hanseniase tem um longo periodo de
incubacédo e que os sintomas clinicos séo dificeis de detectar nos estagios iniciais da
doenca. Portanto, resultados positivos de raspado intradérmico para gPCR sao
extremamente relevantes no acompanhamento de contatos.

Por ser um procedimento invasivo, a coleta de amostras de raspado
intradérmico no presente estudo foi limitada apenas a um sitio especifico (I6bulo da
orelha direita), acredita-se que uma maior frequéncia de positividade para gPCR
poderia ser alcancada se outros locais de coleta pudessem ser utilizados, como é

padrao para microscopia de esfregaco (BRASIL, 2010).
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E importante ressaltar que os estudos de acompanhamento de contatos com
uma abordagem voltada para andlise de parametros imunoldgicos e genéticos sao
limitados. Desta forma, mais estudos sdo necessarios para compreender a
participacdo das quimiocinas, citocinas, polimorfismo genético e coinfec¢do nesses

individuos e as possiveis alteracdes que possam confirmar uma infeccao subclinica.
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7. CONCLUSAO

Os resultados confirmaram que no grupo de contatos CMB houve maior
producdo de citocinas proé-inflamatorias, principalmente IL-17 e IFN-y. Enquanto o
grupo CPB apresentou maiores niveis de quimiocinas de modo geral, destacando
CXCL8 e CCL2.

Ao analisar os parametros imunologicos associados aos genétipos, concluiu-se
gue os individuos que possuem o alelo A (AA/AG) de modo geral apresentaram niveis
elevados de quimiocinas e citocinas. Sendo que a IL-17 se destacou, reforcando o
papel dessa citocina no contexto da hanseniase.

O estudo permitiu ainda constatar que os individuos com genoétipos de
susceptibilidade (AA/AG) e do grupo CMB, apresentaram maior producéo de citocinas
pré-inflamatérias. Embora os participantes desse grupo ndo tenham manifestado
sintomas clinicos da hanseniase, durante 0 acompanhamento, acredita-se que pelos
resultados apontados, existe alto risco de adoecimento.

Sabe-se que o tempo de acompanhamento pode nao ter sido suficiente nesse
estudo. A hanseniase é uma doenca de evolucao lenta, de um modo geral levando de
5 a 7 anos para o desenvolvimento de sintomas. Portanto, em relacdo a hipétese
inicialmente formulada de que alteragcbes qualitativas ou quantitativas de
biomarcadores em contatos de pacientes com hanseniase estivessem associadas a
doenca, foi relativamente confirmada.

Esses dados reforcam a importancia de mais estudos de acompanhamento em
contatos, afim de confirmar a utilizacdo de biomarcadores tais como citocinas,
guimiocinas, bem como fatores genéticos (polimorfismo no gene TLR4) como
ferramentas diagndsticas complementares.

Dessa forma, a integracdo de métodos imunoldgicos e moleculares para

deteccdo de infeccdo subclinica em contatos, torna-se relevante.
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ANEXO A — Questionarios

_ FORMULARIO DE ACOMPANHAMENTO  Nimero de Identificacio:
HANSENIASE, PARASITOSES E DEFICIENCIA DE MICRONUTRIENTES ‘

1. ( )Caso 2.( )Contato Domiciliar 3. ( ) Controle Negative Data: / /

2. Data de nascimento: / / 3. Idade (anos completos ).
5. Género:  1{ )Masculino 2( Feminino
6. Cor da pele(etnia)

I( )branca 2.( )pretad ( )amarclad ( )parda S ( )indigena 99( )Ndo respondeu/nio soube informar

7. Municipio: ( ) Zona rural ( ) Zona wbana ESF:
8. Enderego: n’ Complemento:
9. Telefones: (__) - (residencial)  ( ) - (Celular)

11. Entrevistador:
12, Examinador;

AVALIACAO DERMATONEUROLOGICA

39. Presenga de Lesdes na Pele? 0 ) Nio 1L( )Sim 2 Quantas
40a. Presenca de Lesdes foveolar? 0 ) Nao 1.( )Sim 2 Quantas

40b. Caracteristicas das Lesdes:

1. Manchas hipocrdmicas? 0.( )Ndo L.( )Sim 2 Quantas 3 ) Ignorado
2. Areas referidas hipo/anestésicas? 0. )Ndo 1. )Sim 2 Quantas 3 ) lgnorado
3. Placas (lesdes planas > lem)? 0.( )Ndo L.( )Sim 2 Quantas 3( )lIgnorado
4. Papulas (pequenas elevagdes < lem) 0.( )Ndo L. ( )Sim 2 Quantas 3.( ) Ignorado
5. Nodulos (lesdes palpaveis > lem) ? 0.( )Ndo L. )Sim 2 Quantas 3.( ) Ignorado
6. Infiltragdes difusas? 0.( )N3o 1.( )Sim 2 Quantas 3.( )lIgnorado
7. Espessamento Neural? 0.( )Ndlo 1.( )Sim 2 Quantas 3( )ignorado  4lLocal
41, Avaliagdo da face (Nariz):
1. Possui queixa? 0.( )Ndo 1.( )Sm Qual?
2. Ressecamento? 0.( )Nao 1.( )Sim
3. Ferida? 0.( )Nao 1.( )Sim
4. Perfuragio do Septo? 0.( )Ndo I.( )Sim
42, Avaliagdo da face (Olhos):
Possui queixa? 0( )Nao 1( )Sim Qual?

Olho Direito Olho Esquerdo
Fecha os olhos 8/ forga (mm)? 0.( )Ndo I( )Sim 0. ) Nio 1( )Sim
Fecha olhos ¢/ for¢a (mm)? 0.( ) Nio 1.( )Sim 0 ) Nio 1.( )Sim
Tnquiase (S'N)/ Ectrépico (SN)? 0 )Nio I )Sim 0( )Nio 1.( )Sim
Dimin. sensib. cornea (S'N)? 0.( ) Nio 1( )Sim 0 ) Nio 1( )Sim
Opacidade comea (SN)? 0( )Nio 1{ )Sim 0( )Nio 1( )Sim
Acuidade visual? ( )Naormal () Alterada ( ) Normal ( ) Alterada

43. Forga Membros Superiores (MSD= Membro Sup. Direito / MSE= Membro Sup. Esquerdo)
Abrir dedo minimo - Abdugdo do 5° (dedo ulnar)

MSD MSE

( )Forte | ( Diminuida | ( ) Paralisado | ( Forte | ( )Diminuida | ( ) Paralisado

Elevar o polegar- Abdugdo do polegar (nervo mediano)

MSD MSE

( )Forte | ( Diminuida | ( ) Pamlisado | ( Forte | ( )Diminuida | ( ) Paralisado

Elevar o punho - Extensdo do punho (nervo radial)

MSD MSE

( )Forte | ( iminuida | ( ) Pamlisado | ( Forte | ( )Diminuida | () Paralisado




FORMULARIO DE ACOMPANHAMENTO  Namero de Identificagio:

CADA FRAMENTO CORRESPONDE A UM NIVEL FUNCIONAL

4. Avnlﬁ' Sensitiva - Membros Suﬁ res - Marcar com caneta, conforme avaliagio com monofilamento
REPRESINTADO POR UMA COR

LEGENDA

Verde @
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b S
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45. Forga Membros Inferiores (MID=Membro Inf. Direito / MIE=Membro Inf. Esquerdo)

Extensdo do Hilux

MSD MSE
( )Forte | ( Diminuida | ( ) Paralisado ( )Forte | ( )Diminuida | ( ) Paralisado
Darsiflexio do pé

MSD MSE
( )Forte | ( Diminuida | ( ) Paralisado | ( )Forte | ( Diminuida | ( ) Paralisado

46. Avali Sensitiva Membros Infenores- Marcar com caneta, conforme avaliagio com monofilamento
CADA FILAMINTO CORSESMONDE A UM NIVEL FUNCIONAL
008 g - sernibilidade normat na m30 ¢ 1O Pé

o
°o 0~ o

! ’O
) o

47. Forma Clinica (Classificagdo de Madri)

L( ) Indeterminada  2( )Tuberculoide 3.( )Dimorfa 4. ) Virchowiana 88.( )Nio se Aplica 77.( ) Nio informado

3T

48. Classificagdo Operacional bascado no exame clinico:

1.( ) Paucibacilar

49. Grau de Incapacidade Fisica:
I{ )GrauZero 2( )Gmul 3

S0. Avaliagdo Concluida:
Se ndlo conc luida, por qué?

1( )Sim

) Grau 2

0.( ) Nio

0.2 g« sensibiiciace deninuids na mao e rormal fo pe
= GMicubdace para g Serburs (1alo beew)

0g- mﬂ:mmnmch
p-uﬂomﬁn‘n

g - mammamn
* forda da dhcriminacho e textura

» o

e
300
" ————

~~¢-= OEaCEO de prewdo profunda na mao
e nope

OO0 ® o o 00

2( )Multibacilar  88.( )Nio se Aplica 77.( ) Nio informado

77 )Ndo se Aplica

Observagdes:

S1.Classificagdo: 1.( )Caso 2 (

)Contato Domiciliar

3.( )Controle
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fle Numero de ldcnul‘wwio
IIANSENIASE, PARASITOSES E DEFICIENCIA DE MICRONUTRIENTES

L ( yCaso 2.( )Contato Domiciliar 3. () Controk Negativo Data: / !

2. Vocé ji teve Hanseniase? I.{ )N 2( )Sim

3. Data de nascimento: /[ 4. ldade (anos completes):
S.Género: | () Masculino 2( )Feminino

6. Cor da pele(etnia)

I Jbrasca 2.( )preta 3. ( )amarelad ( )pardaS.(  )indigena 99( ) Nio respondewniio soube informar
7. Municipio: ( )Zomarural ( )Zonaurbana ESF:

8. Enderego: n’ Complemento:

9. Tdefones: () - (residencial) €. . (Celular)

10. Ha quanto tempo vocd mora neste municipio? 1. (1 )<delano 2. () laSams 3. ( )>d&Sancs
1 1. Entrevistador:

12. Examinador:

CARACTERISTICAS SOCIOECONOMICAS

13. Até que série o sr(a) estudon?

1{ ) Ensino superior 2( ) Ensino m&io 3( ) Ensino Fundamental

4( ) nuxaestudou 88 ( ) Nioscaplica 99( ) Nio respondew/Nio soube informar
14. Qual seu estado civil?

1( ) Solteiro{a) 2( ) Casado(ayUnido Estivel 3 ) Separado/ Divorciado(a)

44 ) Vidvo(a) N ) Ndio respondeu/ Nio soube informar
15, Qual ¢ sua ocupagio / trabalho?

0.( yDolar  1( ) Trabalhador rural 2( ) Sevigos domésticos 3( )Estudantk

4. ) Servigos de nivel médio ou especializado (comércio, prefeitura,  agente de saide, téenico, professor)

S ) Aposentadoou Pensionista 6.( ) Desempregado 7( ) Outros (autdnomo)

88( ) Naoseaplica P ) Ndio respondew’ Nio soube informar
16. No caso de aposentado, isto se deve a complicagdes relacionadas com a Hanseniase (pergunta para caso indice)?

14 ) Ndo 2 ) Sim 884 ) Ndo se aplica 99 ) Ndo respondeu/ Ndo soube informar
16s. Se sim, quais complicaghes?

I{ )Faqueza 2( )Deformidade 3( )Doméncia 4 )Outros:

17. Qual a renda mensal familiar? (Saldrio Minimo = R$937.00)

14 ) menor que | Saldno Minimo 2( ) | a3 Saldnos Minimos

3 )entre 3 ¢ 5 Saldrios Minimos 44 ) mais que § Saldrios Minimos
99.( ) Nio respondeu/ Nio soube informar

18. Qual meio de transporte utilizado para ir a0 servigo de saide que vocd mais utiliza?

1. ( )Carro propro 2( ) Motocicleta
3. ( )Bicicleta 4.( ) Transporte piblico (dnibus, tixi)
5. )ape 6( ) Outros:

18a. Quanto tempo em minutos vocé gasta para chegar ao servigo de sadde que utiliza com mais frequéncia:

18b. Quanto tempo, em média, demora para conseguir marcar uma consulta?

18¢c. (Perguntar apenas para Caso confirmado) Quanto tempo kevou para a Hanseniase ser diagnosticada, considerando
o aparecimento dos primeiros sintomas da doenga?
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_ Numero de Identificagdo:

RELACAO FAMILIAR

19. Contando com vocé, quantas pessoas vivem na casa?

192, Quem sdio as pessoas que moram com vocd, em sua casa? Regstar o nome completo ¢ grau de parentesco das pessoas:
I

Nome; Grau de Parentesco:

Nome: Grau de Parentesco: Idade
Nome: Grau de Parentesco: Idade
Nome: Grau de Parentesco: Idade
Nome: Grau de Parentesco: Idade
88( ) Nioseaplica 99( ) Ndo respondeu/ Nio soube informar

20. Alguém na familia ja teve hanseniase (PASSADO)?
1.( ) Sim 04 ) Nio 99( ) Nbo respondew’ Ndo soube informar

21. E hoje, tem alguém que mora ou convive com vocd que tem hanseninse?

¥ )Sim 04 )Ndo  88( )Nioscaplica 99 ) Nio respondew’ Nio soube informar

22. Se sim, quantas?
¥ ) Uma 2 ) Duas 3 ) Trds 44 ) Quawo ou mais 88( ) Niaoseaplica 9 (
Nio resp /Nio soube informar

23, Qual(is) ofs) nome(s) da(s) pessoa(s) que mora(m) em sua casa ou convive(m) com vood que tem hanseniase :

24, Qual 0 seu grau de parentesco com ofs) caso?

B8( ) Ndoscaplica

CONHECIMENTO SOBRE A HANSENIASE

25.Vocl sabe como se pega a Hansenfase? 0( )Nio 1{ ) Sim

26. Se sim, explique como se pega a Hanseniase:  Pode assinalar mais de | opglo
I{ )peloar 2( ) peb contato 3 ) por goticulas 44 ) Outros
B8( ) Nioscaplica99( ) Nio responden’ Nio soube informar

27. Voct sabe quais s80 os sintomas da Hanseniase? 0( Nk K| ) Sim

27a. Se sim, quais siio os sintomas da Hanseniase? Pode assinalar mais de | opgiio
1{ IManchas pelocorpo  2( ) Doméncia’perda de sensibilidade no local da mancha 3
4( )Fenda S ) Deformidade em alguma parte do corpo 884

P ) Ndo respondew’ Nio soube mformar

28. Numero de Cicatrizes de BCG (verificar nos bragos)
0( )Nenhumacicatriz 1( )| cicatnz 2( )2Cicatnzes 3( )INboveifcado 4(
Caso marque n° 3: justificar 0 motivo:

) Nodulos
) Ndose aplica

) Outros:

INFECCOES PARASITARIAS

29. Vocé se lembra de alguma verminose que vocé teve no passado?
0( )Naio I{ )Sim 88( ) MNlosewplea 9( ) Niorespondew Nio soube informar

29a. Se sim, vocd poderia apontar o possivel verme? Pode assinalar mais de 1 opgdo 884

0( ) Lombriga 1 ) Schistose 2( ) Amarelio 3( ) Tenia 4( ) Oxiurus LX|

) Nio se aplica

) Giardia

6( )Amcba 7. )Outros (especificar). 99( ) Ndo respondew’ Ndo soube informar
30. Vocé ji& tomou remédio para verme? 0( ) Nio I{ )Sim 99( )Nio respondew’ Nio soube informar

31 Qual é a sua fonte regular de dgua?

1A )A;uacncmda 2( ) Lagoa, no, corrego 3 )Aguudcchuva 4( ) Pogo,cisterna

S, Outros (especificar ); 9( ) Nio respondew’ Nio soube informar

32, Qual tipo de dgua vocd usa para beber? )

L4 ) Agua da tomeira ndo filtrada 2( ) Agua(h torneim filtrada 3 )Agm da wmera fervida
44 ) Agua tmtada com comprimidos SO )AguaMincral 6( )Outros:

99.( ) Nao respondeu/ Ndo soube informar
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Numero de Identificagio:
33. Qual tipo de dgua vocd usa para cozinhar?
1 )Agua da tomeira ndo filtrada 2( ) Aguada torneim filtrada 3( ) Agua da omeira fervida
4( ) Agua tmtada com comprimidos 5( )AguaMineml 6( ) Outros:

99.( ) Nio respondeu/ Nio soube informar

34.Como & o sistema de esgoto da sua casa? | () Esgoto encanado 2( ) Esgoto sem encanamento
34 ) Nio hi sistema de esgoto. 4( )Fossa, S( ) Outros(especificar): 9( )Ndo
responden’ Ndo soube informar

35, Vocé higieniza (lava) suas frutas ¢ legumes antes de cozinhar ¢ servir?
04 ) Nio 1 ) Sm 994 ) Nio respondew’ Ndo soube informar

36. Como vocé higieniza as verduras ?

1{ )Lavaasfolhasem dgua datomewra  2( ) Lava as folhas ¢ mergulha no vinagre 3( ) Ndolavo
4( )Lavaas folhase mergulha na dgua contendo cloro (agua samitana)  5.(  YOutro (especificar);

99.( ) Nio responden’ Nio soube informar

37.Voct tem o hibito de lavar as mios antes das refeigdes?
14 ) Sempre 24 ) As vezes 3 ) Nio lavo 99( ) Ndo respondew’ Nio soube informar

38. Existe algum animal doméstico em sua casa?
0( ) Nio 1( ) Sim 9 ( ) Nio respondew’ Ndo soube informar
38a. Se sim, quakis)?

39. Vocé realiza algum tipo de atividade de trabalho ¢ou lazer em contato com dgua de rios, lagos, ribeirdo, corregos,
pogos ¢ ou outra fonte natural de dgua?
04 ) Nio K| ) Sim 99( ) Nio respondew’ Nio soube informar

39a. Se sim, que tipo de atividade?

ALIMENTACAO
40. Vocé mudou sua alimentagio ou dieta recentemente?
0( )Nio 1( ) Sim, para perder peso 2( ) Sim, virei vegetanano/reduzi 0 consumo de carne
3( ) Sim, para reduar ingestdo de sal 4.( ) Sim, para reduzir o colesterol S{ ) Sim, para ganhar peso
64 ) Sim, por mzdes médicas 7( )Outro 9( ) Nio soube informar
41. Com que frequéncia sua familia compra comida?
1 ) Frequentemente, mais do que uma vez por semana 2( ) Uma vez por scmana
3( )Umavez acada 2 scmanas 4( )Umavez acada3 semanas
S{  )Menos do que uma vez a cada 3 semanas 8( ) Recusou responder

9( ) Nio soube informar

42. Considere a frase a seguir: “A comida que eu comprei nio durou o tempo suficiente, ¢ eu nilo tive dinheiro parm
comprar mais.” Essa situagiio ¢ verdadeira, ou seja, aconteceu com voed ou sua familia nos dkimos 12 meses?

14 ) Frequentemente aconteceu 2( ) As vezesaconteceu

3( ) Nunca xonteceu 8( ) Recusou responder 9( ) Nao soube informar

43. Considere a frase a seguir: “(Eu/nés) nio pod eriamos nos dar a0 luxo de comer refeighes equilibradas.” Essa situagiio ¢
verdadeira, ou seja, aconteceu com vocd ou sun familia nos dltimos 12 meses?

1{ ) Frequentemente aconteceu 2( ) As vezesaconteceu

3( ) Nunca aconteceu 8( ) Recusou responder 94 ) Ndo soube informar

44. Nos altimos 12 meses, voc (ou outros adultos em sun casa) ji diminuiram suas refeighes ou deixaram de fazer algums
refeiciio porque nilo havia dinheiro suficiente para a comida?

1{ ) Froguentemente aconteceu 2( ) Asvezs aconteccu

3( ) Nunca xonteceu 8 ) Recusou responder 9( ) Nio soube informar

45, Nos altimos 12 meses, vood comen menos do que gostaria porque nilo havia dinheiro suficiente?
04 ) Nio 1{ ) Sm 8 { ) Recusou responder 9( ) Nao soube informar

46. Nos altimos 12 meses, vocd teve fome, mas niio comeun porque nito havia dinheiro suficiente para comprar comida?
04 ) Nio 1( ) Sim 8 ( ) Recusou responder 9( ) Nio soube informar
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Nimero de Identificacio;

AVALIACAO DERMATONEUROLOGICA

47. Presenca de Lesbes ma Pele? 04 I Nio I{ )Sm 2 Quantas
47a. Presenga de Lesdes foveolar? 04 ) Nio I )Sim  2.Quantas
47b, Camcteristicas das Lesbes:
1. Manchas hipocrdmicas? 0 Li ) 20uantas 3 )lignomdo
2. Amras referidas hipo/anestésicas? 0r Li{ ) 2 Quantss 3 ) Ignomdo
3. Placas (lesdes planas > lem)? 00 ) Li ) 2 Quantas _ 3( )lgnomdo
4. Papulas (pequenas devagdes < lem) 0( ) () 2 Quantss 3 )Ignomdo
5. Nodulos (lesbes palpdveis > lem) 7 0C ) () 2 Quantas 3( ) Ignorado
6. Infiltragbes difusas? 0 ) L ) 2 Quants 3( ) Ignorado
7. Espessamento Neural? 00 ) l () 2 Quantas 30 ) lgnomdo 4 Local
48 Avaliagho da face (Nariz):
I. Passui queixa? 0 )  L{ )  Qul?__ -
2. Ressecamento? 0( ) ()
3. Ferida? 0 ) (N
4. Perfuraglo do Septa?  0.( ) ()
49, Avaliagio da face (Olhos):
Possui queixa? 0( Nao I1{ )Sim Qual?

Olho Direite Olho Esquerdo
Fecha os olhos s/ forga (mm)? 0 MNdo 10 ) Sim Of INdo L{ )Sm
Fecha olhos ¢/ forga (mm)? 0( IMNdoe 14 )Sim 04 INdo L{ )Sm
Triquiase {S/N) / Ecrdpico {S/N)? 0( INie 14 )Sim 04 N0 L{ )Sm
Dimin, sensib, comea (S/N)? 0( JNdo 1{ )Sm  O( INio IL{ )Sm
Opacidade comea (S/N)? 0( )Ndo I( )Sim  O( )Nlo I1( )Sm
Acuidade visual? { YNormal ( )JAleada ({ JNormal ( ) Allerada

50. Forga Membros Superiores (MSD= Membro Sup. Direito / MSE= Membro Sup. Esquerdo)

Abrir dedo minimo - Abdugdo do 5° (dedo ulnar)

MSD

MSE

( Worte | ( Diminuida | ( )Pamlisado |( Worme |( )Diminuida | ( ) Pamlisado
Elevar o polegar- Abduglo do polegar (nervo mediano)

MSD MSE
( JForte | ( )Diminuida | ( )Pamlisado | ( )Fone [ )Dwminuida | () Paralisado
Elevar o punho - Extensdo do punho (nervo radial

M5D MSE
( Worte |{ (Diminuida |( )Pamhisado [{ ome |( )Dminuida | ( )Pamlisado
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_ Nimero de Identificaglo:
$1. Avaliagdo Sensitiva - Membros Superiores — Marcar com caneta, conforme avaliagio com monofilamento
e S e
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52 Forga Membros Inferiores (MID=Membro Inf. Direito / MIE=Membro Inf. Esquerdo)
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53 Avaliaglo Sensitiva Membros Inferiores— Marcar com cancta, conforme avaliagho com monofilamento
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54. Forma Clinica (Classificagio de Madri)
() Indeterminada 2( ) Tuberculbide 3( )Dimorfa  4( ) Virchowiana 88.( )Ndose Aplica
77( ) Ndo informado

55. Chssificagio Operacional baseado no exame clinico:

1{ ) Pawibacilar 2( ) Multibacilar 88( NioseAplica 77( )N informado

56. Grau de Incapacidade Fisica:

¥ ) Grau Zero 2 )Grau | 3 1Grau 2 74 INGo se Aplica
57. Avaliagdo Concluida; I( )Sm 0( )Nio

Se ndo concluida, por qué?

Observagdes:

58 Classificagio; |} ) Caso 2.4 JContato Domiciliar 3.( )Controle
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ANEXO B — Termo de compromisso CONEP

Wﬁﬂp MIMISTERIC DA SAUDE - Conselha Macional de Satida - Camissén Nazional de Etica em Pesquisa — CONER
n'r. FOLHA DE ROSTS PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANQS

1. Projeto de Pesquisa:
HANSENIASE, PARASITOSES E DEFICIEMNCIA DE MICRONUTRIENTES: NOVDS FARADIGMAS PARA COMBATER UMA DOENCA ANTIGA

2. Mamers dé Participantes da Pesquisa: 210

3. Area Tematica:

4, Area do Conhecimanto:
Grande Area 2 Ciénclas EIDlIf}gIEEE Grande Area 4, C-enu:as da Sadde

PE?W’?‘E Pl

5. Nome:

Lucia Alves de Civeira Fraga

5 CPF: 7. Enderago (Rua, n.*):

219.806.406-53 WEREADOR. EUZEBINHE CABRAL, 110 CENTRO apto 202 GOVERNADOR VALADARES MINAS
GERAIS 35{H0260

8. Mazionalidads: &. Talefone: 10, Cutm Telafons: 11, Emait:

BRAEZILEIRD {33 37254008 luciaalvesfiagaf@yahoo.com.br

Termo de Compremigse: Declaro gue conhegu & cumpire 0§ requisitos ta Rasoiugaa CNS 465/12 & suas complemantares. Comprometc-me a
utilizew as materiais e dados coletadas exclusivamanta para os fins previstos no prologels & a publicar os resuliedos sejam sles favoraveis ou nda.
Aceitn as responsabilidades pela condugio cientlfica de projeto acima. Tenho cigncia que essa fulha serd anexada ag projato devidamonte assinada
por todes o6 rasponsévais o fard parts integrante da documenilacio do meamo.

oweill 0 WD

Asgsinatura

14, Unidada-fOrgéu:
Departamenla de Parasitologia, Microoiogia ¢
Inunolodis) IFJF

1Z. Nome: 13, CHP.:
Universigada Federal dg Juiz de Fora UFJF

15. Telsfone: 16, Quiro Telefune:
(32) 2102-3213

Tarme pe Compromissa {do responsavel pela instituigso | Declare que conhegs e cumprirei 05 requisilos da Resalugdo CNS 466M 2 e suas
Complementaras e coma esta instituicdo tem condigbes para a desenvolvimenio desta projeto, autorizo sua execugdn.
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ANEXO C - Estimativas de razdo de chances considerando diferentes modelos
de heranca genética em relacdo aos SNPS rs4833095 (a), rs3804099 (b),
rs1927914 (c) e rs17235416 (d) dos respectivos genes TLR1, TLR2, TLR4 E
SLC11A1 analisados no presente estudo.

{a) Modelo Gendtipo Caso % Comtrole % 2 RC b Is p
Codominincia C/C 13 3J58 12 343 100 - - 0,72
C/T 21 42 9 18 514 136 052 354
T/T 0 184 5 143 088 024 3.2
Dominfincia cfC 19 388 12 343 1,00 - - 0,67
C/T-T/T 30 612 23 63,7 1.21 049 300
Recessividade C/C-C/T 40  El6 30 23,7 1,00 - - 0,62
T/T L 184 5 143 074 023 244
Sobredominfineda C/C-T/T 28 571 17 486 100 - - 0
/T 21 429 1% 514 141 059 3437
(b) Modelo Gendtipn  Caso % Comtrole % RC Ii s o
Codominfincia cfC 1T 347 10 286 1,00 - - 0,63
T 20 408 18 2l4 153 056 4,19
T/T 12 245 7 200 0992 029 335
Dominfincia C/C 1T 347 10 286 100 - - 055
C/T-T/T 32 653 25 714 133 052 340
Recessividade C/C-C/T 35 Tho 28 200 100 - - 0,63
T/T 12 245 7 200 077 027 2™
Sobredominfineia C/C-T/T 20 592 17 486 1,00 - - 0,34
CfT 20 408 18 5l4 154 064 368
(e} Modelo sCROLpo asn A aonteole TR k i s p
Codominfincia G/G 11 224 16 45,7 100 - - 0,06
G/A 20 408 12 343 041 014 1,18
AfA 18 36,7 7 2000 027 008 0,86
Dominincia G/G 11 224 16 457 100 - - 0,02
G/A-A A 3B TG 19 53 034 013 028
Recessividade G/G-G/A 31 63,3 28 =00 1,00 - - 0,05
AfA 18 36,7 7 200 043 016 1,18
Sobredominfincia G/G-A/A 20 5972 23 63,7 100 - - 05
G/A 20 408 12 33 0.7 031 186
(d) Modelo Ennnﬁlipn Caso % Controle % RC & Is p
Codominfincia 5/5 39 796 30 B5.7 100 - - 087
S/s LY 18.4 4 1.4 058 016 2.06
s/s 1 2 1 2.9 1.3 0058 2164
Dominfincia 5/8 39 796 30 237 1,00 - - 0.47
5/s-5/s 10 204 5 143 065 02 2.1
Recessividade S/s=/s 48 08 KF | 97.1 1,00 - - .81
5/s 1 2 1 29 141 009 2337
Sobredominfineia 5/5-s/s 40 8l6 31 BRE 100 - - 038
S/s L 184 4 114 057 016 2.04

S=T0TG e s = del



ANEXO D - Caracterizacdo da amostra em razao das variaveis genéticas

adotadas no estudo
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Casa (77) Contate (93) Controle (68) Taotal (235)

Crene SNP Gendtipo ] Y n e B %o n Yo
IL-10 sl 554286 AJA a9 11.7 12 119 10 14,7 il 13
GA 36 46,8 40 43 32 471 10E 45 4

GG 31 41.6 41 44,1 16 3B 2 a0 416

IL-10 sl B008T] AMA 12 156 17 183 12 17,6 41 17,2
ANG R 484 38 409 32 471 108 454

GG ry) 351 38 409 4 353 i 74

IL-10 1200872 GG 1 364 38 409 I3 EL R i) 74
TG 36 46.8 39 41,9 31 471 107 45

T'T 13 16,9 16 17.2 13 18,1 42 17.6

IL-10 rs3024490  AJA 2 15,6 17 18,2 11 16,4 40 16,9
AIC 3B 49.4 38 413 33 492 109 46,2

CiC 27 35,1 37 40,2 2 34,3 87 16,9

SLCI1AL rsl 7235416 del'del 1 1.3 i} 0 1 1.5 2 0.3
TGTG del 13 169 17 183 9 13,2 39 16,4

TLTG TG 63 218 T 817 38 85,3 197 518

TLR1 4833095 CIC 26 338 a5 269 13 i3g 74 3.1
CT 36 46.8 50 518 i 47.1 118 49 6

T 15 19.5 18 19.4 13 19,1 46 183

TLEZ 3804099 CIC 3 209 4 258 18 26,5 1] 3.3
CT 36 46,8 54 581 36 519 126 5.9

TT 18 234 15 16,1 14 20,6 47 19,8

TLEA red SEATI0 AJA 71 012 87 935 68 100 226 o3
AG 3 7.8 & 6,4 0 0 12 5

TLE4 rsl927914 AVA 18 234 27 % 18 41,2 73 10,7
AG 37 48 56 502 7 EL A 120 0.4

GG s 2186 10 10,8 13 18,1 45 18 9

TLR4 2149356 GG 1% 47 27 L I £l RE] 30,7
GT 36 46.8 56 60,2 18 412 120 50.4

T/T 22 18.6 10 10,8 13 19.1 4% 18.9

TLE4 2737190 A/A 1% 234 27 19 pit] 412 73 30,7
AG 37 4B 56 60,2 17 37 | 504

GG 22 28.6 10 10,8 13 12,1 4% 18,9




