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RESUMO
A hanseniase é uma doenga negligenciada, de evolugéo lenta e com formas clinicas

muito diversas, tornando o diagndstico dificil e ainda muitas vezes inconclusivo e
tardio, permitindo o desenvolvimento de incapacidades e deformidades nos pacientes.
Esta doenca antiga e estigmatizante apresentou em 2021, 140.594 casos novos no
mundo, e o Brasil ocupa o segundo lugar. As acgdes de controle baseiam-se no
diagndstico, tratamento e vigilancia dos contatos. No entanto, esta doenga requer
abordagens mais inovadoras para um controle absoluto. Dessa forma, propde-se
definir biomarcadores imunolégicos para deteccdo de hanseniase subclinica,
utilizando os antigenos LID-1 e PGL-1. Este estudo foi realizado em larga escala por
meio de um ensaio multiplex com esferas denominado (MBA-Multiplex Beaded Assay
e Teste Rapido anti-PGL-1) para avaliar aspectos imunoldgicos nas comunidades
investigadas. Foi possivel monitorar prospectivamente os grupos estudados quanto a
presenga de anticorpos soroldgicos anti-LID-1 e anti-PGL-1. Bem como, investigar
outros biomarcadores por meio da analise de citocinas e quimiocinas pela técnica de
citometria de fluxo, em sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) in vitro. O desenho deste projeto permitiu uma abordagem
avangada para estudar o perfil imunolégico de individuos expostos a hanseniase
residentes em areas consideradas hiperendémicas no Leste de Minas. Neste estudo
foram selecionados 1.200 individuos, dos quais 79 testaram positivo para LID-1 [LID-
1 (+)] e do restante selecionou-se 76 individuos [LID-1(-)] com pareamento
considerando sexo e idade. O teste PGL-1 mostrou que 47 individuos apresentaram
resultado positivo [PGL-1 (+)], enquanto que 104 tiveram resultado negativo [PGL-1 (-
). Os resultados demonstraram que o grupo LID-1 (+) apresentou uma resposta
inflamatéria acentuada, com niveis elevados de IFN-y e CXCL10. Além disso, o grupo
PGL-1 (-) mostrou um aumento de CXCL10 associado a uma resposta inflamatéria
moderada. Na analise integrada dos grupos, LID-1 (+) vs PGL-1 (-) verificou-se um
perfil inflamatoério mais intenso com aumento de IFN-y, CXCL10, TNF, IL-17 e IL-2.
Esses achados enfatizam o papel de mediadores imunolégicos como CXCL10, IFN-y
e TNF, e destacam a relevancia de ensaios multiplex na detecgdo de perfis TNF
imunoldgicos especificos. O estudo contribui para o desenvolvimento de métodos
diagnésticos aprimorados que, ao serem validados, podem fortalecer a vigilancia
epidemiolégica e o manejo clinico da hanseniase em regides de alta endemicidade.

Palavras-chave: hanseniase; biomarcadores imunoldgicos; LID-1; PGL-1.



ABSTRACT

Leprosy is a neglected, slow-progressing disease with highly diverse clinical forms,
making diagnosis challenging and often inconclusive or delayed, allowing the
development of disabilities and deformities in patients. This ancient and stigmatizing
disease recorded 140.594 new cases globally in 2021, with Brazil ranking second.
Control measures are based on diagnosis, treatment, and contact surveillance.
However, this disease requires more innovative approaches for complete control.
Therefore, this study proposes to define immunological biomarkers for detecting
subclinical leprosy using the antigens LID-1 and PGL-1. The study was conducted on
a large scale through a bead-based multiplex assay (MBA-Multiplex Beaded Assay
and Rapid Test for anti-PGL-1) to evaluate immunological aspects within the
investigated communities. The study allowed for the prospective monitoring of the
groups based on the presence of anti-LID-1 and anti-PGL-1 serological antibodies, as
well as examining other biomarkers through the analysis of cytokines and chemokines
via flow cytometry in the supernatant of in vitro peripheral blood mononuclear cell
(PBMC) cultures. This project design enabled an advanced approach to studying the
immune profile of individuals exposed to leprosy who reside in hyperendemic areas in
Eastern Minas Gerais, Brazil. In this study, 1.200 individuals were selected, 79 of
whom tested positive for LID-1 [LID-1 (+)]; 76 LID-1(-) individuals matched by sex and
age were selected from the remainder. The PGL-1 test showed 47 individuals with
positive results [PGL-1 (+)] and 104 with negative results [PGL-1 (-)]. Results
demonstrated that the LID-1 (+) group exhibited a heightened inflammatory response
with elevated levels of IFN-y and CXCL10. The PGL-1 (-) group also showed increased
CXCL10 associated with a moderate inflammatory reaction. In the integrated analysis
of the LID-1 (+) vs PGL-1 (-) groups, a more intense inflammatory profile was observed,
with increased IFN-y, CXCL10, TNF, IL-17, and IL-2. These findings highlight the role
of immune mediators such as CXCL10, IFN-y, and TNF and underscore the relevance
of multiplex assays in detecting specific immune profiles. The study contributes to
developing improved diagnostic methods, which, once validated, could strengthen
epidemiological surveillance and clinical management of leprosy in high-endemicity
regions.

Keywords: leprosy; immunological biomarkers; LID-1; PGL-1.
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1 INTRODUGAO

A hanseniase é uma doenga crbnica, infectocontagiosa, cujo agente etioldgico
é o Mycobacterium leprae (M. leprae), bactéria intracelular obrigatéria com uma
predilegao por infectar nervos periféricos e pele, infectando, preferencialmente,
macrofagos e células de Schwann (Harboe, 1994). O tropismo especifico pelas células
de Schwann pode ser explicado pela ligagao a laminina 2 que compde a lamina basal
destas células, sendo, portanto, esta forma restrita aos nervos periféricos
(Rambukkana et al., 1997).

Muitos paises incluindo o Brasil tém bolsdes de hanseniase “hiperendémicos”
com > 40 casos novos/100.000 pessoas por ano (Barreto et al., 2014), sendo que a
verdadeira carga de infecgao tem sido grosseiramente subestimada (Barreto et al.,
2012).

Acredita-se que a transmissdo da hanseniase ocorre pelo convivio proximo e
prolongado entre um individuo suscetivel e um paciente infectado pelo bacilo por meio
da inalagéo de bacilos contidos na secregao nasal. A principal via de transmissao é a
mucosa nasal (Job et al., 2008; Klatser et al., 1993; Martins et al., 2010; Shepard,
1962). Outro fator importante na transmisséo da hanseniase é o tipo de forma clinica
e a carga bacilar do paciente (Martins et al., 2012). Vale ressaltar que o baixo poder
aquisitivo também esta associado a infecgao, mas a maneira como esse fator contribui
para transmissao € ainda desconhecido. Alguns fatores tém sido propostos e incluem
superpopulagéo, solo contaminado e desnutricdo (Cabral-Miranda; Chiaravalloti Neto;
Barrozo, 2014; Feenstra et al., 2011; Freitas; Duarte; Garcia, 2014). As infecgdes por
helmintos sdo predominantemente relacionadas a pobreza e condigdes sanitarias
afetando cerca de 2 bilhdes de pessoas em todo o mundo (World Health Organization,
2012). Portanto, a manutengéo do M. leprae na comunidade pode aumentar quando
as co-infecgdes estdo presentes. A sobreposicéo espacial de infecgdes por helmintos
e hanseniase pode dar suporte a essa hipotese e apoiar mais estudos e expandir
estratégias de controle (Feenstra et al., 2011).

O M. leprae causa uma infecgdo complexa com um espectro de diferentes
manifestagdes clinicas e respostas imunoldgicas (White; Franco-Paredes, 2015).

A hanseniase multibacilar (MB) & notavel por uma fraca resposta Th1 e pela
presenca de citocinas associadas ao perfil Th2. Acredita-se que os casos MB sejam

a fonte de infecgdes para outros individuos suscetiveis, enquanto os casos
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paucibacilares (PB) tém uma resposta Th1 caracteristica e sédo considerados menos
infectados (Nath; Saini; Valluri, 2015). Ainda ndo esta bem compreendido porque
alguns pacientes desenvolvem a forma PB e outros a forma MB, mas, acredita-se que
este fato esteja relacionado a suscetibilidade do hospedeiro, envolvendo fatores
imunoldgicos e genéticos (Cunha et al., 2023; Sapkota et al., 2010; Schreuder; Noto;
Richardus, 2016; White; Franco-Paredes, 2015)

Quando se trata de diagnostico é possivel afirmar que existe uma clara
necessidade de novos testes com valores mais acessiveis, altamente especificos e
sensiveis que sejam capazes de detectar infecgdo subclinica e, que poderiam ser
utilizados tanto para confirmar o diagndstico em pessoas com lesdo suspeita de
hanseniase bem como para rastrear contatos assintomaticos de pacientes
(Bahmanyar et al., 2016; Corstjens et al., 2016).

Os testes sorolégicos tém mostrado ser uma boa ferramenta para diagnosticar
infecgdes subclinicas, infecgdes ativas ou passadas, representando um meio eficaz
de vigilancia que permite o monitoramento da cobertura vacinal, a identificagéo de
doengas infecciosas emergentes e a avaliagao da eficacia de programas de controle
de doencas infecciosas (Amorim et al.,2016; Oguttu et al., 2014). Além disso, torna-
se um componente fundamental do controle da doenga, uma vez que permite
identificar os individuos em risco de adquirir hanseniase nas comunidades. Assim, o
uso da sorologia pode ser significativamente importante para a vigilancia.

Para a hanseniase, recentes avangos no desenvolvimento de ensaios
sorolégicos contra antigenos especificos, como o glicolipideo fendlico-1 (PGL-1) e o
(LID-1) disponibilizado pela IDRI Diagnostic tém ocorrido. Esses ensaios tém
contribuido para uma melhor compreensdao do risco de infeccdo em contatos
domiciliares (Cooley et al., 2016; Duvall et al.,2014; O'Hearn et al., 2016).

O (LID-1) é uma fusé&o de duas proteinas recombinantes conhecidas do M.
leprae (ML0405/ML2331) desenvolvido pelo Instituto de Pesquisa de Doengas
Infecciosas (IDRI/Seattle, EUA). Duthie et al., (2014) demonstraram que o teste para
a maioria dos pacientes com hanseniase multibacilar apresentou resultado positivo.
O antigeno especifico do M. leprae foi descoberto com a purificagdo do glicolipidio
fendlico-I ou PGL | (phenolic glycolipid-l) da parede celular e o reconhecimento de seu
agucar terminal, que é o alvo para anticorpos IgM em pacientes virchowianos, como
determinante imunodominante espécie-especifica. O agucar foi sintetizado e ligado

diretamente a uma soroalbumina bovina ou mediante uma ligacéo octyl (O) ou phenyl
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(P) para traduzir reagao imunoldgica em andlise de anticorpo. Ambos, PGL-I nativo e
0 acgucar sintético, mostraram-se capazes de reagir com IgM de modo altamente
especifico em pacientes com hanseniase. (Roche et al.,1999). Mais recentemente
Silva et al., (2021) avaliaram por meio dos testes PGL-1 e RLEP a presenga de
infecgdo pelo M. leprae em contato de pacientes com hanseniases. Os resultados
mostraram que os contatos domiciliares duplamente positivos (PGL-1 e RLEP)
apresentam presencga da doenga latente, e estdo provavelmente contribuindo para a
disseminacao e transmissao da doenga aos seus contatos proximos.

As reatividades soroldgicas contra o antigeno LID-1(lgG) bem como anti
antigeno PGL-1 ser&o utilizadas como marcadores de infec¢ao subclinica em nosso
estudo. Diante do exposto, o presente estudo pretende caracterizar o perfil
imunoldgico de individuos residentes em areas hiperendémicas do leste de Minas

Gerais, considerando aspectos da imunidade celular e humoral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA

Em 2022, foram registrados 174.087 casos novos de hanseniase,
correspondendo a uma taxa de detecgéo de 21,8 casos por 1 milhdo de habitantes.
india, Brasil e Indonésia reportaram mais de 10 mil casos novos de hanseniase cada.
O Brasil permanece em segundo lugar no ranking mundial em nimero de casos novos,
o que o classifica como um pais prioritério para hanseniase pela Organizagdo Mundial
da Saude (World Health Organization,2023).

Durante o periodo de 2013 a 2022 foram notificados 316.182 casos de
hanseniase no Pais. De 2013 a 2022 houve uma redugao de 28,9% no numero de
casos notificados. Nos anos pré-pandemia da covid-19 (2013 a 2019) houve uma
reducdo de 0,8%. No periodo de 2019 a 2022, a redugéo foi de 28,4%. Quanto ao
modo de entrada, 80,6% (n=254.918) sdo “casos novos”; 7,4% (n=23.432),
“transferéncias”; 7,0% (n=22.177), “outros reingressos”; e 4,7% (n=14.926), “recidivas”
(Figura 1). (Brasil, 2024).

Estudos epidemiolégicos indicam que a hanseniase permanece com alta
endemicidade, evidenciada pela identificacdo de um numero expressivo de casos
ocultos, frequentemente revelados durante campanhas intensivas de deteccdo ativa
de casos em nivel local (Blok; De Vlas; Richardus, 2016; De Sousa et al., 2020; Kumar
et al., 2013a; Leite et al., 2023; Rao; Suneetha, 2018; Salgado et al., 2016; 2018;
Smith et al., 2015)
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Figura 1 - Proporgéo de casos de hanseniase segundo o modo de entrada — Brasil,
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Fonte: Brasil (2024)
2.2 CLASSIFICACAO DAS FORMAS CLINICAS

A variabilidade clinica da hanseniase & essencialmente determinada pelo
tropismo do microrganismo pela pele, pelo tecido nervoso periférico e pela
suscetibilidade geneticamente determinada e individualmente variavel do paciente ao
M. leprae (Fischer et al., 2008). Nesse contexto, a classificagdo de Ridley & Joplin
(1966) envolve dois polos, Tuberculdide e Lepromatoso, entre os dois polos ha trés
formas intermediarias e dindmicas, quanto mais proximo da forma Tubercul6ide é
chamada Borderline tuberculdide (BT), a mais centralizada é conhecida como
Borderline borderline (BB), assemelhando-se ao polo Lepromatoso tém-se a forma
Borderline lepromatoso (BL). Outra forma que pode ser observada é a hanseniase
neural pura, que pode ndao acometer a pele e apresenta-se com raros bacilos, mesmo
em bidpsia de nervo (Cunha, et. al., 2006; Hungria et. al., 2016; Tiwari, et. al., 2017).
O espectro de formas clinicas da hanseniase segundo a classificagdo de Ridley &
Joplin (1966) esta ilustrado na Figura 2. No polo tubercul6ide, o hospedeiro apresenta
uma boa resposta imune celular ao M. leprae formando granulomas epitelioides e

secretando citocinas pro inflamatérias, combatendo eficientemente a infecgdo. Neste
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polo ha um pequeno numero de bacilos presentes nas lesdes. Ja os pacientes do polo
lepromatoso apresentam uma resposta imune do tipo humoral e secregéo de citocinas
anti-inflamatérias. Neste polo ha intensa proliferagao bacilar e multiplas lesées com a
presencga de macrofagos espumosos repletos de bacilos em seu interior. Os pacientes
“borderline” apresentam caracteristicas intermediarias, aproximando-se mais de um
polo ou outro de acordo com seu perfil de resposta imunoldgica ao M. leprae. (Misch,
et. al., 2010).

Figura 2 - Espectro de formas clinicas da hanseniase segundo a classificagéo de

Ridley e Jopling.
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Fonte: Adaptado de Misch et. al. (2010).

Figura 2: As formas clinicas da hanseniase apresentam dois polos, polo tuberculoide (TT) e
polo lepromatoso (LL), com as diferentes formas intermediarias “borderline tuberculoide” (BT),
borderline borderline” (BB) e “borderline lepromatosa” (BL). O padrdo de resposta Th1 é
observado nas formas TT, BT e BB, apresentando caracteristicas pro-inflamatérias, onde IFN-
y ativa os macréfagos (imunidade celular) levando a diminuigdo da carga bacilar e formagao
de granulomas. As formas LL e BL exibem um padrédo de resposta Th2, com caracteristicas
anti-inflamatdrias levando a produgado de anticorpos (imunidade humoral) apresentando alta
carga bacilar e formacédo de macréfagos espumosos.

Em 1982, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), instituiu as normas para
operacionalizagéo do tratamento da doenga. Com isso, estabeleceu-se a classificagdo
operacional de acordo com os seguintes parametros: pacientes apresentando até 05

(cinco) lesdes de pele é classificado como Paucibacilar (PB) e tendo 05 (cinco) ou
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mais lesdes de pele como Multibacilar (MB). O intuito da classificagéo operacional é
nortear o tratamento com a Poliquimioterapia (PQT). A baciloscopia auxilia no
processo desta classificagdo, onde um resultado positivo indica paciente MB, no
entanto baciloscopia negativa ndo descarta a possibilidade de hanseniase (Brasil,
2016).

Vale ressaltar que cerca de 95% dos individuos expostos ao M. leprae sao
resistentes a infecgdo ou a eliminam sem sintomas. Entretanto, 5% restantes podera
desenvolver a doenga em uma das formas clinicas dependendo da capacidade de

resposta imune mediada por células aos antigenos do M. leprae (Gongalves, 2013).

2.3 TRANSMISSAO E DIAGNOSTICO

A hanseniase € uma doenga infecciosa cronica e transmissivel que persiste
como um importante problema de saude publica no Brasil. A Organizagao Mundial da
Saude (OMS) propds uma nova estratégia global focada na interrupgédo da
transmissao e na eliminagao dos casos autdctones, com o objetivo de alcangar "zero
hanseniase" — ou seja, zero infecg¢des, zero incapacidades, e zero estigmatizagao e
discriminagéo associadas (World Health Organization, 2021b).

A transmisséo da hanseniase ocorre, predominantemente, por contato proximo
e prolongado entre um individuo suscetivel e um paciente infectado pelo bacilo
Mycobacterium leprae, geralmente por meio da inalagdo de bacilos presentes na
secrecdo nasal do infectado. A mucosa nasal é considerada a principal via de
transmissao (Job et al., 2008; Klatser et al., 1993; Martins et al., 2010; Shepard, 1962).
A proximidade continua com um paciente sem tratamento € o principal fator de risco
para a transmissdo da hanseniase, abrangendo ndo apenas contatos domiciliares,
mas também vizinhos e individuos com relagbes sociais proximas. Estudos indicam
que a maioria dos novos casos ocorre entre individuos com histérico de exposigao a
pacientes sem tratamento (Douglas et al., 2004; Moet et al., 2006).

Aspectos socioecondmicos e demograficos, como pobreza, baixo nivel de
acesso a informagdo e precarias condigbes de vida, também estdo associados a
prevaléncia da hanseniase, conforme indicado por Sousa et al. (2020), utilizando o
teste ML Flow.

O diagnéstico da hanseniase deve ser baseado, essencialmente, no quadro

clinico. Quando disponiveis, de qualidade e confidveis, os exames subsidiarios
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(baciloscopia e biopsia de pele) podem ser feitos. Na interpretacdo dos resultados
desses exames, especialmente a baciloscopia, os resultados devem ser
correlacionados com a clinica, pois hoje ainda ha muitas dificuldades e erros no
processo de coleta, fixagdo, envio, coloragdo, e mesmo na leitura de laminas de
baciloscopia ou bidpsia. (World Health Organization, 2017). Identificam a doenca
apenas em estagios avangados e ndo permitem o diagndstico de infec¢édo subclinica.
Além disso, a baciloscopia € invasiva e possui baixa sensibilidade para detectar casos
paucibacilares (Reibel; Cambau; Aubry, 2015).

A impossibilidade de cultivar o M. leprae in vitro complica ainda mais o
diagnéstico; atualmente, modelos de infeccdo em camundongos e tatus s&o utilizados
para obtengado do bacilo e para pesquisas genéticas (Martinez et al., 2011; Rosa et
al., 2020; Turankar et al., 2015).

O teste imunocromatografico rapido, que sera implementado no Sistema Unico
de Saude (SUS), detecta qualitativamente anticorpos IgM anti-M. leprae em soro,
plasma ou sangue total, com resultado visual em menos de 20 minutos (Brasil, 2023).
Esses testes sdo baseados na detecgéo de anticorpos contra o glicolipideo fendlico-I
(PGL-1), antigeno especifico de M. leprae. No entanto, em casos paucibacilares, os
titulos de anticorpos anti-PGL-I frequentemente s&o baixos, limitando a sensibilidade
do teste (Geluk; Duthie; Spencer, 2011).

Dado o cenario atual, ha uma necessidade urgente de testes diagnodsticos
acessiveis, especificos e sensiveis que possam identificar infecgdes subclinicas,
servindo tanto para confirmacéo diagndstica em pacientes sintomaticos quanto para
rastreamento de contatos assintomaticos (Bahmanyar et al., 2016; Corstjens et al.,
2016). Nesse contexto, o ensaio de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
baseado no conjugado NDO-LID surge como uma alternativa promissora. Este ensaio
utiliza o antigeno octy! disaccharide natural (NDO) associado a proteina recombinante
LID-1, uma fusédo dos genes ML0405 e ML2331, desenvolvida no Leprosy Infectious
Disease Research Institute (Duthie et al., 2014).

Estudos mostraram que o LID-1 tem alta sensibilidade e especificidade,
especialmente em casos multibacilares, e poderia substituir a baciloscopia como teste
de confirmagao, dada sua capacidade de diferenciar pacientes MB de PB com base
na deteccdo de anticorpos IgG1 especificos (Marcal et al., 2018). Além disso,
investigacdes sobre a resposta imunolégica a proteinas recombinantes do M. leprae

identificaram que LID-1 gera uma resposta imunoldgica robusta em ambas as
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respostas celular e humoral (Sampaio et al., 2011), o que a torna um biomarcador
fundamental para o diagnoéstico soroldgico da hanseniase.

A ampliagao do diagndstico precoce e a interrupcéo da cadeia de transmisséo
da hanseniase sao viabilizadas por ferramentas de alta sensibilidade, como a qPCR,
que detecta DNA bacilar em contatos assintomaticos (Gama et al., 2018). Estudos
recentes mostram que até 47,43% dos contatos de pacientes com hanseniase
apresentam DNA bacilar detectavel em raspados dérmicos (Pinheiro et al., 2023),
indicando que a gPCR também pode ser um método eficaz de triagem e
monitoramento para protocolos de quimioprofilaxia.

Portanto, a implementagcéo de novos métodos diagndsticos, tanto soroldgicos
(LID-1 e PGL-1) quanto moleculares (QPCR), é essencial para avangar no manejo
clinico e na vigilancia epidemiologica da hanseniase, promovendo o diagndstico
precoce e potencialmente controlando a transmissao em areas endémicas (Richardus
et al., 2017; Romero-Montoya; Beltran-Alzate; Cardona-Castro, 2017; Turankar et al.,
2015)

2.4 ASPECTOS IMUNOLOGICOS NA HANSENIASE

2.4.1 Imunidade inata

A imunidade inata, também conhecida como imunidade natural, € uma defesa
inespecifica que age imediatamente apds o contato inicial com um patdégeno. No
contexto da hanseniase, esse sistema imunolégico pode ser um fator determinante na
resisténcia de grande parte dos individuos ao desenvolvimento da doenga. No
entanto, as interagbes iniciais entre Mycobacterium leprae e o hospedeiro
permanecem insuficientemente compreendidas, especialmente com os avangos no
entendimento sobre o papel dos receptores de reconhecimento e fagdcitos na
deteccao de patégenos e na ativagdo da resposta imune adaptativa (Souza, 2014). O
fato de que a maioria das pessoas expostas ao M. leprae nao evolui para a doenga
pode ser, em parte, atribuido a uma resposta inata eficaz (Mazini et al., 2016).

Uma das principais caracteristicas de M. leprae é sua habilidade de sobreviver

em células do hospedeiro, como macroéfagos, células dendriticas e células de
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Schwann, utilizando diversos mecanismos que facilitam sua internalizacdo e
permanéncia nesses tipos celulares (Nath et al., 2015).

Os padrées de reconhecimento celular (PRRs), como os do tipo Toll (TLRs), do
tipo NOD e de lectina do tipo C, tém papel fundamental na detecgdo de padrdes
moleculares associados a patdogenos (PAMPs) durante a resposta inata ao bacilo M.
leprae (Modlin, 2010; Nath et al.,, 2015). A interacdo dos PAMPs com os PRRs
desencadeia sinais intracelulares que ativam a transcricdo de genes essenciais para
a ativacéo celular e o processo de fagocitose (Fonseca et al., 2017; Pinheiro et al.,
2018).

Estudos de Krutzik et al. (2003) mostraram que os complexos TLR2 e TLR1
estdo mais expressos em lesdes de hanseniase tuberculdide do que em lesbes da
forma lepromatosa. Esses achados sugerem que a expresséo e ativagao regulada de
TLRs no local da infecgdo desempenham um papel importante na defesa do
hospedeiro contra patégenos microbianos. Além disso, a ativagcdo do complexo
TLR2/TLR1 por lipopeptideos derivados de M. leprae promove a produgao de TNF-a,
uma citocina crucial para a resposta Th1 dos linfocitos T helper.

Diversas lipoproteinas de M. leprae foram identificadas como ligantes e
estimuladores potentes dos TLRs, com destaque para a ativagdo de TLR2. O
reconhecimento do bacilo por células dendriticas inicia uma cascata de sinalizagao
que leva a produgao de citocinas, como IL-1, TNF-a, IL-6 e IL-12. Essas citocinas néo
apenas regulam a resposta inflamatéria, mas também modulam o desenvolvimento
subsequente da imunidade adaptativa, direcionando-a para uma resposta do tipo Th1
ou Th2 através da ativagdo de linfécitos T (Fonseca et al., 2017; Krutzik et al., 2003;
Pinheiro et al., 2018; Suzuki et al., 2012).

2.4.2 Imunidade Adquirida - Celular e Humoral

A resposta imunolégica de um individuo apés o contato com Mycobacterium
leprae é fundamental para compreender o desenvolvimento e a progressdo da
hanseniase no organismo. Dessa forma, entender o papel dos mediadores
imunoldgicos na diferenciagéo celular e na coordenacdo da resposta imunoldgica &
essencial.

A imunidade adaptativa envolve a interagdo altamente especifica entre

linfécitos, células dendriticas, macréfagos e fatores soluveis, como anticorpos
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secretados pelas células B, sendo dividida em resposta celular (Th1) e humoral (Th2)
(Nath et al., 2015). A diferenciagao das células T CD4+ naive em células T auxiliares
efetoras ocorre através da ligagao do receptor de célula T (TCR) e de moléculas co-
estimuladoras, com a presenga de citocinas especificas produzidas pelo sistema
imunoldgico inato em resposta aos antigenos apresentados pelas células
apresentadoras de antigeno (APCs). As citocinas interferon-gama (IFN-g) e
interleucina-12 (IL-12) promovem a diferenciacdo das células Th1, que sdo cruciais
na produgao de IFN-g e na eliminacédo de patdgenos intracelulares. Em contrapartida,
a interleucina-4 (IL-4) direciona a diferenciagao das células T naive para a via Th2.

As células Th2 desempenham um papel fundamental na defesa contra
patdgenos extracelulares e na ativagéo das células B para a producgéo de anticorpos.
Tanto a diferenciagdo de células Th1 quanto de células Th2 depende da resposta
inicial do sistema imune inato aos antigenos microbianos, parasitarios ou alérgenos.
E conhecido que IFN-g e IL-4 atuam de forma antagonista. O modelo Th1/Th2,
introduzido por Mosmann & Coffman (1989), forneceu uma base para explicar
diversos fendbmenos da imunidade adaptativa. Citocinas do tipo Th1 foram observadas
em lesbes de pacientes com a forma tuberculéide (TT), enquanto uma resposta de
citocinas Th2 foi associada a forma lepromatosa (LL) (Modlin, 2002).

O paradigma Th1 / Th2 pode explicar as manifestagbes e histopatologia das
duas formas polares da hanseniase. Em forma TT, a resposta imune mediada por
células é forte e os bacilos raramente sdo observados e imunologicamente
observamos um perfil de citocinas predominantemente Th1 (IFN-y, IL-2 e IL-12) e a
expressdo dos fatores de transcrigdo envolvidos nas vias de sinalizagédo de citocinas
Th1, como STAT1, STAT4, JAK2 e NFjB, foram encontrados em niveis mais elevados
na hanseniase tuberculéide (Silva et al., 2015), enquanto no LL as manifesta¢des sdo
disseminadas, a resposta humoral domina e a carga de bacilos é alta, com
predominancia de citocinas do perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-6) (Froes Jr; Trindade; Sotto,
2020; Mi; Liu; Zhang, 2020; Sadhu; Mitra, 2018).
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Figura 3 - Paradigma imunoldgico da resposta T helper (Th) 1/Th2 nas formas

polares da hanseniase
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A produgdo de interleucina-2 (IL-2) promove a expansdo de células T
especificas ao antigeno, contribuindo para a redugdo da carga bacilar e,
eventualmente, para a cura. Em contraste, a resposta Th2 envolve citocinas como IL-
4, IL-5 e IL-10, que fortalecem a resposta humoral. A IL-4 induz a produgdo de
imunoglobulina E (IgE), enquanto IL-4 e IL-10 estimulam as células B e inibem a
ativagdo de macréfagos, resultando em infecgéo progressiva (Lastéria; Abreu, 2012;
2014).

A presenca de IL-10 nas lesdes inibe a produgao de citocinas Th1 pelas células
T CD4, reduzindo significativamente os niveis de IFN-y e IL-2, 0 que compromete a
resposta ao M. leprae (Lastoria; Abreu, 2014). A polarizagdo da resposta imune
induzida pelo M. leprae € um fator crucial na patogénese da hanseniase e na definicéo
de suas manifestagdes clinicas.

As células Th17, do subtipo CD4+, sdo importantes na resposta inflamatéria
autoimune, na eliminagdo de patégenos e na inflamacgéo tecidual (Bettelli; Oukka;
Kuchroo, 2007; Curtis; Way, 2009; Park et al., 2005)

A diferenciagédo das células Th17 depende de varias citocinas, como IL-6, IL-

21 e IL-1B, combinadas com concentragdes minimas de TGF-3, que favorecem o
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desenvolvimento das células Th17 enquanto inibem as células T reguladoras (Treg)
(Deenick; Tangye, 2007; Mcgeachy et al., 2007; Yang et al., 2008; Zhou et Al., 2007).
A IL-23 é essencial para a manutengao das células Th17 (Bettelli et al., 2006; Mangan
et al., 2006; Stritesky; Yeh; Kaplan, 2008; Veldhoen et al., 2006), e essas células
secretam citocinas como IL-17A, IL-17F e IL-22, que promovem inflamagao e dano
tecidual (Ouyang; Kolls; Zheng, 2008; Zheng et al., 2007).

Por outro lado, as células T reguladoras (Treg) desempenham um papel
supressor na regulagéo da inflamacéo e na manutengdo da tolerancia imunologica
(Bettelli et al., 2006; Sakaguchi, 2004, 2008). As Tregs exercem sua funcéo
imunossupressora principalmente pela secregao de IL-10, IL-35 e TGF-B (Kumar et
al., 2013b; Saini; Ramesh; Nath, 2014; Tarique et al., 2017). Alguns estudos indicam
que o aumento de Tregs em pacientes com hanseniase suprime a resposta
imunoldgica do hospedeiro. Citocinas imunossupressoras como IL-10 e TGF-B,
produzidas por células Th2 e Tregs, podem alterar a resposta ao M. leprae,
contribuindo para a modulagao da doencga (Saini; Ramesh; Nath, 2014; Tarique et al.,
2017).

2.4.3 Citocinas e quimiocinas

As citocinas e quimiocinas sdo biomarcadores essenciais que desempenham
papéis cruciais na mediagcao e modulacdo das respostas imunoldgicas. As citocinas
compreendem varias superfamilias, incluindo as quimiocinas (com fungéo
quimiotatica), interleucinas (IL), interferons (IFN), fatores estimuladores de colonias
(CSF), fatores de transformacéo do crescimento (TGF) e fatores de necrose tumoral
(TNF). Embora todas as citocinas sejam pequenas proteinas secretadas que
influenciam outras células, as quimiocinas se destacam como uma subclasse com
propriedades quimiotaticas especificas, atraindo leucécitos para locais de inflamagéo
(Borish; Steinke, 2003; Palomino; Marti, 2015).

Inicialmente, as quimiocinas foram identificadas pela sua associagdao com
respostas inflamatérias. Contudo, com os avangos no sequenciamento gendmico,
novos membros foram descobertos, ampliando o entendimento de suas fungbes. Em
humanos, ja foram descritas mais de 40 quimiocinas e cerca de 20 receptores

especificos (Mackay, 2001). As quimiocinas estdo organizadas em quatro principais
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familias, de acordo com o numero e o arranjo dos residuos de cisteina em sua
estrutura N-terminal, conforme ilustrado na Figura 4: C, CC, CXC e CX3C.

As quimiocinas da familia CC, nas quais as cisteinas sdo adjacentes, atraem
predominantemente mondcitos, basdfilos e linfécitos. Ja as quimiocinas da familia
CXC, onde as cisteinas sdo separadas por um aminoacido, sdo mais associadas a
atracdo de neutrdfilos (Charo; Ransohoff, 2006). Essas proteinas, com massa
molecular entre 7 e 15 kDa, coordenam a migragao de leucdcitos especificos, sendo
essenciais no direcionamento da infiltragdo celular em diferentes tipos de lesoes,
como as observadas na hanseniase (Kirkaldy et al., 2003; Palomino; Marti, 2015).

As quimiocinas podem ser classificadas como homeostaticas, envolvidas na
migracao celular para o desenvolvimento e manutengdo dos tecidos, ou pro-
inflamatdrias, induzidas em resposta imune durante infecgdes (Palomino; Marti, 2015).
A Figura 3 ilustra as quatro familias principais, diferenciadas pela disposigao dos
residuos de cisteina: na familia C ha apenas um par de cisteinas; na familia CC, as
cisteinas sdo adjacentes; na CXC, elas sdo separadas por um aminoacido; e na

CX3C, trés aminoacidos as separam (Guerreiro et al., 2011; Sahingur; Yeudall, 2015).

Figura 4 - Estrutura das quimiocinas.
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A formagao de granulomas é fundamental para conter e restringir infecgdes por
micobactérias. Nesse processo, as citocinas IFN-y (interferon-gama) e TNF (fator de
necrose tumoral) desempenham papeis centrais, pois promovem a ativagdo de

macrofagos e regulam a expressao de quimiocinas, como CCL2 (proteina quimiotatica
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de mondcitos, também conhecida como MCP-1) e CXCL10 (Interferon Gamma-
Induced Protein 10 - IP-10), que sdo essenciais para o recrutamento celular e a
resposta inflamatéria (Qiu et al., 2001; Roach et al., 2002). O CCL2, por exemplo, é
um quimiotatico potente e ativador de mondcitos que atrai linfocitos TCD4 e y-5. Além
disso, as células de Schwann produzem CCL2, o que facilita o recrutamento de
macrofagos apds lesdes nervosas experimentais (Fischer et al., 2008; Tofaris et al.,
2002).

Estudos revelam que pacientes com hanseniase borderline (BT) apresentam
expressao elevada de CCL2 e CCL5 em lesbes quando estdo em reagao hansénica,
em comparagado com aqueles que nao apresentam reacdes, sugerindo que essas
quimiocinas podem estar envolvidas na resposta imunoldgica exacerbada observada
nessas reagoes (Kirkaldy et al., 2003).

A quimiocina CXCL8 (IL-8) também se destaca na hanseniase, pois é
responsavel principalmente pelo recrutamento de neutrdéfilos, além de atrair mondcitos
e linfécitos T que expressam receptores especificos para IL-8, como CXCR1 e CXCR2
(Moser et al., 2004; Park et al., 2003). Altos niveis circulantes de CXCL8 e CCL2 séo
frequentemente observados em pacientes com hanseniase lepromatosa, o que
reforga seu papel no recrutamento celular e na manutengdo da inflamagdo em
infecgdes disseminadas (Hasan et al., 2004; Lew; Tada, 2002).

A CXCL10, também conhecida como IP-10, é outra quimiocina de relevancia,
atuando diretamente na resposta inflamatéria induzida pelo IFN-y. Ela é produzida por
macrofagos, células T e queratindcitos ativados, e promove a quimiotaxia de células
T para locais de inflamacéo tecidual, especialmente em resposta ao IFN-y. Esse
mecanismo € crucial, pois permite o recrutamento de células Th1 em areas de
inflamacao tardia, como observado em lesdes hansénicas (Kaplan et al., 1986). Em
reagdes hansénicas tipo |, niveis elevados de CXCL10 no soro foram documentados,
indicando um possivel papel como biomarcador para diagnéstico e monitoramento de
reagoes (Scollard et al., 2011; Stefani et al., 2009).

Estudos de Geluk et al. (2012) avaliaram a produgé@o de multiplas citocinas,
como IP-10 (CXCL10), MCP-1 (CCL2), IL-6, IL-1B e TNF-a, em hemoculturas
estimuladas com a proteina recombinante ML1601c (p11 e p16), observando
aumentos significativos nas concentragdes dessas citocinas em individuos de areas
endémicas para hanseniase. Especificamente, diferencas expressivas para IL-13 e

IL-6 sugerem que respostas imunes inatas podem variar entre individuos expostos,
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refletindo diferentes estagios de susceptibilidade ou resposta a infecgdo pelo M.
leprae.

Os dados disponiveis destacam a importancia das quimiocinas, especialmente
CXCL10, nos eventos associados as reagdes hansénicas e evidenciam uma lacuna
de informacgdes sobre a resposta imunolégica em contatos de pacientes hansenianos.
Neste contexto, o presente estudo contribui para expandir o conhecimento sobre o
papel de mediadores imunoldégicos, como IFN-y, TNF, IL-17 e CXCL10, na infecgado
subclinica, podendo indicar potenciais biomarcadores para diagndstico precoce e

monitoramento de hanseniase em estagios iniciais.
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3 JUSTIFICATIVA

A vigilancia epidemiolégica em areas de alta endemicidade é considerada uma
estratégia eficaz no controle da hanseniase, destacando-se a busca ativa de novos
casos como um método essencial para a detecgéo precoce da doenga, interrupcédo da
transmissdo e prevencdo de incapacidades decorrentes de diagnodsticos tardios
(Brasil, 2016; Hacker et al., 2012). Individuos que mantém contato préximo com
pacientes multibacilares (MB) apresentam um risco 5 a 10 vezes maior de desenvolver
hanseniase em comparagao a populacédo geral. Além disso, contatos mais expostos
que nao manifestam a doenga podem atuar como portadores assintomaticos,
potencialmente disseminando Mycobacterium leprae para individuos suscetiveis
(Araujo et al., 2016; Goulart; Goulart, 2008).

Em relagdo ao diagndstico, observa-se uma necessidade premente de novos
testes mais especificos e sensiveis, capazes de detectar infecgdo subclinica
(Bahmanyar et al., 2016; Corstjens et al., 2016). Testes soroldgicos tém se mostrado
promissores para o diagnéstico de infecgdes subclinicas (Amorim et al., 2016; Oguttu
etal., 2014). Os kits sorologicos, geralmente, detectam anticorpos contra o glicolipideo
fendlico-I (PGL-I), antigeno especifico do M. leprae, com maior produgéo de IgM
observada especialmente em casos MB. Paralelamente, proteinas recombinantes,
como a LID, tém sido investigadas devido ao seu potencial de aplicagdo em testes
sorolégicos, apresentando melhor performance diagndstica em comparagédo a
antigenos brutos (Gomes et al., 2008). A proteina LID, especificamente, tem sido
apontada como uma candidata promissora para o diagndstico precoce da hanseniase
(Duthie et al., 2014, 2016).

O NuPgHans/GV, grupo de pesquisa responsavel por este estudo, tem focado
nos ultimos anos no desenvolvimento de métodos para o diagndstico precoce da
hanseniase, especialmente utilizando técnicas moleculares e sorolégicas para
monitorar individuos expostos ao M. leprae (Cunha et al., 2023; Dennison et al., 2021;
Gama et al., 2018; 2019; 2020; Marcal et al., 2018; 2020; Pinheiro et al., 2023).

Neste estudo, enfatiza-se a importancia de introduzir abordagens inovadoras
para a identificagdo de biomarcadores em individuos residentes de areas
hiperendémicas, visando definir perfis imunoldgicos indicativos de infecgdo subclinica

com maior precisdo. Para isso, seréo analisadas alteracdes qualitativas e quantitativas
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de biomarcadores, como citocinas, quimiocinas e anticorpos, com o objetivo de

estabelecer associagdes robustas com infecgbes subclinicas.
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4 OBJETIVO GERAL

Definir biomarcadores imunolégicos para deteccdo de hanseniase subclinica,

utilizando os antigenos LID-1 e PGL-1.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a presenga de anticorpos sorolégicos anti—LID nos participantes das
comunidades investigadas.

2) Caracterizar o grupo de estudo por meio de pardmetros demograficos.

3) Avaliar a produgao de citocinas e quimiocinas em sobrenadantes de culturas
de PBMC in vitro estimuladas com antigenos de M. leprae.

4) Avaliar a presenga de anticorpos sorolégicos anti-PGL na populagédo
estudada.

5) Definir biomarcadores associados com infecg&o subclinica na hanseniase.
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5 MATERIAS E METODOS

5.1 DESENHO DO ESTUDO

A populagdo-alvo deste estudo é composta de individuos residentes nos
municipios de Governador Valadares, Tedfilo Otoni, Inhapim, Mantena e no distrito de
Limeira de Mantena, Minas Gerais.

Os participantes foram selecionados através de uma estratégia de amostragem
aleatéria, constando de 1200 individuos residentes em areas hiperendémicas
(incidéncia> 40 casos / 100.000 habitantes anualmente) e em municipios de alta
endemia (incidéncia 20-39,9 casos / 100.000 habitantes anualmente) de Minas Gerais.

Desses 1200 individuos, 79 apresentaram anticorpos anti proteina
recombinante do M. leprae LID-1 (+). Foram também incluidos 79 individuos controles,
ou seja, que ndo apresentaram anticorpos anti-LID considerados LID-1 (-) e pareados
de acordo com a faixa etaria e género. Entretanto, 03 desses individuos nao
participaram do estudo por questdes pessoais, ficando, portanto, 76 no grupo LID-1 (-
), constituindo um total de 155 individuos.

Na segunda etapa do estudo, foi realizado o teste soroldgico para identificar
anticorpos anti-glicolipideo fendlico (PGL-1), atualmente empregado para auxiliar no
diagndstico da hanseniase. Nessa etapa, foram avaliados 151 individuos, uma vez
que ocorreu uma perda de 04 participantes por diferentes motivos: mudanga de pais,
falecimento e insuficiéncia de amostra. Destes 151, 104 individuos ndo apresentaram
anticorpos anti-PGL-1 considerados PGL-1 (-) e 47 testaram positivos, sendo
considerados PGL-1 (+).

Dessa forma, foram construidos quatro subgrupos para as diferentes analises.
LID-1 (+)/ PGL-1(+) 30 individuos, LID-1 (+) / PGL-1 (-) 47 individuos, LID-1 (-) / PGL-
1 (+) 17 individuos, LID-1 (-) / PGL-1 (-) 57 individuos. (Figura 5)
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Figura 5 - Esquema do envolvimento dos participantes e desenho do estudo.
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Figura 5: 1200 individuos residentes em areas hiperendémicas foram selecionados
aleatoriamente para compor a amostra de estudo. Destes foram coletados sangue subcutéaneo
para realizagéo do teste multiplex (LID-1), 79 individuos LID-1(+) llll e 76 LID-1(-) 1l . A
coleta de sangue venoso foi realizada para obtengdo de PBMC e separagéo de soro. Em
seguida, as células foram utilizadas no ensaio de cultura in vitro para obtengdo de
sobrenadante e quantificacdo dos niveis de citocinas e de quimiocinas (CBA). Teste
sorolégico de fluxo lateral (ML Flow) foi utilizado para detectar anticorpos contra antigenos do
M. leprae (PGL-1), indicando 104 individuos PGL-1(-) lll e 47 individuos PGL-1(+) .
Andlises estatisticas foram realizadas contemplando todos os grupos do estudo.

5.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram recrutados individuos de ambos os sexos, residentes em areas
hiperendémicas no municipio de Governador Valadares e entorno. Para atender a
estratégia de buscar uma amostra heterogénea de participantes, definiu-se selecionar
no maximo dois individuos por familia.

Os individuos foram convidados a participar do estudo, através da Estratégia
de Saude da Familia (ESF) das comunidades avaliadas. As atividades foram

desenvolvidas de acordo com as estratégias abaixo:
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Primeiro momento:

| — Convite e Agendamento dos participantes, II- Atendimentos nas Estratégias
de Salde da Familia (ESF) nos respectivos locais de residéncia, Ill — Aplicagdo do
questionario sociodemografico (Anexo A), IV- Exame dermatoneurolégico, V-
Avaliagdo Antropométrica; VI — Coleta de sangue subcutdneo para o ensaio de
multiplex.

Segundo momento:

Ap6s a realizagdo do ensaio Multiplex, separou-se os individuos considerados
LID-1 (+) e realizado o pareamento com individuos LID-1 (-) para compor o grupo
controle. Assim, os grupos de estudo foram compostos de 79 individuos LID-1 (+) e
76 individuos LID-1 (-). As seguintes atividades foram realizadas: | — Aplicagdo de um
segundo questionario com aspectos clinicos (Anexo B), Il — Exame
dermatoneurolégico, Ill — Coleta de sangue venoso para a identificagdo de
biomarcadores imunolégicos. |V — Foi realizado o Teste sorolégico de fluxo lateral (ML
Flow) para detectar anticorpos especificos contra antigenos do Mycobacterium leprae

(PGL-1) no soro dos participantes.

5.3 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Os voluntarios receberam uma explicagédo da natureza e dos objetivos do
estudo, enfatizando a finalidade da pesquisa e assinaram o TCLE (Anexo C). O projeto
foi aprovado no comité de ética da UFJF/GV sob o numero (CAAE:
56863016.6.1001.5147).

5.4 CONFIDENCIALIDADE

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

os participantes da pesquisa.
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5.5 ENSAIO DE MULTIPLEX BEADED ASSAY (MBA) PARA ANTICORPO ANTI-LID1

Esse ensaio foi realizado para todos os participantes do estudo e encaminhado
para o laboratério do CDC - Centro de Controle de Doengas nos EUA, cujo estudo
esta vinculado a Emory University sob a responsabilidade da Dra. Jessica Fairley,
colaboradora deste Projeto (NIH/CNPg/Processo (CAAE: 56863016.6.1001.5147.) A
amostra de sangue foi coletada por meio de puncéo digital e adicionada em papel de
filtro especial (whatman). Ap6s secagem do sangue este material foi adequadamente
acondicionado para envio ao CDC nos EUA. No laboratério do CDC o sangue foi
apropriadamente removido do papel de filtro e apds centrifugacédo o soro foi utilizado
para realizagdo do ensaio Multiplex.

Resumidamente, o ensaio Multiplex foi realizado no Centro de Controle de
Doengas dos EUA CDC/ATLANTA de acordo com o protocolo estabelecido (Multiplex
Bead Assay) utilizando o equipamento MAGPIX BioPLEX Manager MP. Esferas de
poliacrilamida foram acopladas ao antigeno LID-1, uma proteina recombinante do M.
leprae, produzida pelo Infectious Disease Research Institute, Seattle, Washington
juntamente com outros 3 antigenos, ja incorporados na plataforma Multiplex. A
reatividade total de IgG para LID-1 foi avaliada através de analises na respectiva
plataforma. Niveis de anticorpos (IgG e IgG4) para os varios antigenos foram medidos
por fluorescéncia e valores positivos foram determinados utilizando-se um ponto de
corte de 3 desvios-padrdo acima da média dos controles ndo endémicos (Won et al.,
2017).

5.6 ESTUDOS IMUNOLOGICOS

Apo6s o resultado do teste sorolégico para ensaio de Multiplex Beaded Assay
(MBA) para anti-LID-1, foi realizada a coleta de sangue venoso dos individuos
positivos para LID-1 e dos individuos negativos para LID-1 que foram pareados por
sexo (M/F), faixa etaria e considerados controles.

A coleta de sangue foi realizada por profissionais qualificados da area de
saude, respeitando as técnicas de biosseguranga, tais como uso de luvas, material
estéril e descartavel. Foram coletados cerca de 30 mL de sangue utilizando tubos com

heparina, com EDTA e com ativador de coagulo, estéreis a vacuo e descartaveis
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(Vacutainer, Grand Island, NY, USA). As amostras de sangue foram transportadas
imediatamente para o Laboratério Multiusuario de Imunologia da UFJF/GV e Univale,
e realizada a técnica de separagdo das células mononucleares de sangue periférico
(PMBC) em centrifuga. Os perfis imunoldgicos foram descritos através de respostas
de quimiocinas (CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1 e
CXCL10/IP-10) e citocinas Th1, Th2 e Th17 (IFN-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-
17).

Resumidamente, o procedimento utiliza o sangue coletado heparinizado para
separagao das células por gradiente de densidade em Ficoll Hypaque (GE Healthcare,
Suécia). Apos centrifugacao a 1350 rpm, por 45 minutos, a temperatura ambiente, as
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram coletadas e lavadas duas
vezes com PBS (1250 rpm, por 10 minutos, a 4°C) e ressuspensas em meio RPMI
(Gibco Invitrogen Corporation 1640, EUA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB, Gibco Invitrogen Corporation, EUA), Lglutamina (Gibco Invitrogen
Corporation, EUA) a 2mM, penicilina a 100 U/mL e estreptomicina (Gibco Invitrogen
Corporation, EUA) a 100ug/mL (meio completo). Uma pequena aliquota desta
suspensao celular foi diluida em azul de Trypan 0.4% (1:20) (Bio WHITTAKER, EUA)
e contada em camara de Neubauer para a estimativa da concentracdo de células

viaveis.

5.7 OBTENGAO DE SOBRENADANTES DE CULTURA DE PBMC

As células mononucleares do sangue periférico obtidas do procedimento
anterior foram cultivadas em duplicata na concentragdo de 2x105 células/pogo, em
placas de 96 pogos (Falcon, BD) durante 05 dias para os pogos sem estimulo
(controle) e estimuladas com suspensao do bacilo de M. leprae, em uma proporgao
de 10 bacilos para cada célula. As células foram incubadas a 37°C em estufa contendo
5% de CO2 (Thermo Electron), em atmosfera Umida. Os sobrenadantes de cada

duplicata foram recuperados e mantidos congelados a -80 °C, até o uso.
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5.8 ANTIGENO

M. leprae, mortos por irradiagédo (3,48 x 108 bacilos/mL), foram gentilmente
cedidos pelo laboratério de hanseniase do Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru/SP e

utilizados na proporcéo de 10 bacilos para cada célula (PBMC) em cultura.

59 DETERMINACAO 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
quantificados os niveis de citocinas e de quimiocinas utilizando-se o método CBA da
Becton Dickinson-BD. Esse sistema emprega uma mistura de sete esferas de
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
avaliagdo simultanea de diversas citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, 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 padrées 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 pogos. Em seguida, a
cada poco da placa foi adicionado 18pL da mistura de esferas de captura, adsorvidas
com anticorpos monoclonais anti-IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, 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 incubagéo por 3 horas em temperatura ambiente,
ao abrigo da luz. Apos a incubacéo, as esferas de captura foram lavadas com 160uL
da solugéo F (“Wash buffer’, reagente presente no kit CBA). Em seguida, as placas
de 96 pogos foram centrifugadas a 200G, por 7 minutos a 18°C e, o sobrenadante

cuidadosamente descartado. Posteriormente, é adicionado o reagente de detecgéo
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(anticorpo secundario conjugado com phycoerythrin (PE)). Uma vez formado o
complexo sanduiche contendo as esferas de captura, o analito presente no
sobrenadante de cultura e o reagente de deteccdo, seguiu-se para a etapa final do
procedimento onde as esferas foram ressuspendidas em 200uL de reagente F e
imediatamente analisadas no FACS VERSE (BD Biosciences). (Figura 6)

Figura 6 - Protocolo de Coleta, Cultura de Células Mononucleares do Sangue
Periférico (PBMCs) e Ensaio CBA.

Coleta de Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMCs) Cultura de Células e Ensaio CBA
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
Figura 6. Diagrama ilustrando o protocolo para a coleta e cultura de células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs) e o ensaio CBA (Cytometric Bead Array). O sangue total é
misturado com PBS/EDTA, seguido de centrifugagao para a coleta das PBMCs, que sdo entédo
aliquotadas em criotubos e congeladas. As PBMCs sao posteriormente cultivadas em placas
de 96 pogos com meio RPMI suplementado por 5 dias em estufa de CO2, e o sobrenadante
¢ coletado para mensurag&o de quimiocinas e citocinas utilizando o ensaio CBA.
5.10 TESTE SOROLOGICO DE FLUXO LATERAL (ML FLOW / PGL-1)

Teste sorolégico de fluxo lateral (ML Flow) foi inicialmente descrito por Biihrer

Sékula et al., (2003) e posteriormente produzido comercialmente e aprovado pela
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ANVISA (BIOCLIN FAST ML FLOW). O kit BIOCLIN FAST ML FLOW (anticorpos IgM
anti-Mycobacterium leprae) é um ensaio imunocromatografico (teste rapido) para
determinagao qualitativa de anticorpos IgM em amostras de soro, plasma ou sangue
total (pungdo digital). Neste kit, um antigeno especifico de M. leprae (glicolipideo |
fendlico de M. leprae ou PGL-1) esta imobilizado na linha teste. O conjugado é
formado por anticorpos anti-IlgM humano ligado a nanoparticulas de ouro coloidal.
Quando uma amostra positiva € adicionada no teste, os anticorpos IgM presentes na
amostra sdo capturados pelos anticorpos anti-IgM conjugados ao ouro coloidal,
formando o complexo: IgM — anticorpos anti-IgM. A amostra continua a migrar ao longo
da tira-teste por capilaridade e ocorre a ligagao dos anticorpos IgM anti-M. leprae com
o antigeno PGL-Il imobilizado na linha teste, formando o complexo: PGL-I — IgM anti-
M. leprae. Com isso ocorre a formagcdo de uma banda vermelha nesta regido,
indicando um resultado positivo (amostra reativa). Amostras negativas nao possuem
anticorpos IgM anti-M. leprae. Desta forma n&o ocorre ligagado de anticorpos IgM ao
antigeno PGL-1 da linha teste e n&o ocorre a formagao da linha vermelha, indicando
resultado negativo (amostra nao reativa). A linha controle é constituida de proteina A
imobilizada. Nesta regido o excesso de conjugado € capturado por esta proteina,
independentemente se a amostra é positiva ou negativa, formando o complexo:
anticorpos anti-IgM — proteina A (Bioclin, 2023).

Considera-se um teste reagente a formagao de uma linha vermelha, em
qualquer intensidade, fraca ou forte, na regiao teste (T) e outra linha na regido controle
(C) nos primeiros 15 a 20 minutos. Considera-se um teste ndo reagente, a formacgéo
de uma linha vermelha na regido controle (C) e auséncia completa de linha vermelha
na regido teste (T). O resultado ndo deve ser interpretado apds os 20 minutos.
Considera-se um teste invalido, a auséncia completa de linha na regido controle com
ou sem linha vermelha na regido teste (T). Neste caso, deve-se realizar um novo teste
(Brasil, 2023).

5.11 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

5.11.1 Analise Estatistica

O banco de dados foi organizado usando planilha de Excel. Ao final da etapa

de coleta, os dados foram exportados e analisados com auxilio do software GraphPad
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Prism 8.0® (San Diego, CA, EUA), em que também foram elaborados os graficos. 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, confeccdo dos diagramas de Venn e

Heatmap.

5.11.2 Analise convencional

A andlise estatistica convencional das quimiocinas e citocinas foi realizada para
caracterizar os individuos dos grupos LID-1 (+) vs LID-1 (-); PGL-1 (+) vs PGL-1 (-);
LID-1(-)PGL-1(-),  LID-1(-)PGL-1(+), LID-1(+)PGL-1(-) e LID-1(+)PGL-1(+),
considerando a producéo desses biomarcadores em sobrenadantes de culturas de
PBMC in vitro. A normalidade da distribuigdo (Gaussiana) foi verificada, aplicando-se
o teste de Shapiro-Wilk para confirmar o padrao de distribuicdo das variaveis. Para
dados parameétricos, utilizou-se o teste t de Student, e, para dados ndo paramétricos,
o teste de Mann-Whitney (Figuras 6, 12, 18). Essa analise foi realizada com o software
Prism GraphPad (versao 8.01, San Diego, Califérnia, EUA).

5.11.3 Andlise de assinatura de citocinas e quimiocinas

Adicionalmente, a anadlise descritiva das assinaturas de biomarcadores foi
realizada conforme descrito previamente (Costa-Silva et al., 2014; Cunha et al., 2023;
Luiza-Silva et al., 2011; Margal et al. 2020; Queiroz et al., 2019; Silveira-Nunes et al.,
2020). Esse método tem sido empregado para detectar variagdes sutis nos niveis de
quimiocinas e citocinas que nao sao evidentes em analises estatisticas convencionais.

A metodologia consiste na conversao dos valores quantitativos de produgao de
quimiocinas/citocinas em dados categéricos. Os participantes do estudo foram
classificados como "ALTOS" e "BAIXOS" produtores de cada quimiocina/citocina,
utilizando-se a média ou mediana intrinseca (conforme o carater paramétrico ou néo
paramétrico dos dados) como ponto de corte especifico para cada marcador. A média
ou mediana foi considerada "intrinseca" por ter sido obtida a partir de culturas de

PBMC in vitro, tanto ndo estimuladas quanto estimuladas com M. leprae.
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Para o calculo da média/mediana intrinseca, inicialmente realizou-se o
somatdrio dos valores do conjunto completo de dados, ou seja, a soma dos valores
de cada quimiocina/citocina em todos os grupos (LID-1(+) vs LID-1 (-); PGL-1 (+) vs
PGL-1 (+); LID-1(-)PGL-1(-), LID-1(-)PGL-1(+), LID-1(+)PGL-1(-) e LID-1(+)PGL-1(+)),
Com base nesses valores, determinou-se o ponto de corte. Individuos com niveis de
quimiocinas/citocinas iguais ou superiores a média/mediana intrinseca foram
categorizados como altos produtores (high) para o respectivo marcador. Aqueles com
niveis abaixo da média/mediana foram classificados como baixos produtores (low).

Além disso, foram geradas e sobrepostas curvas ascendentes da assinatura
das quimiocinas/citocinas para identificar alteragdes no perfil global dessas moléculas.
Essa analise permitiu observar o comportamento e a hierarquia de produgao das
quimiocinas/citocinas, contribuindo assim para a caracterizacdo do perfil imunologico
dos participantes. A categorizagéo funcional incluiu citocinas pré-inflamatérias (IL-17,
IFN-y, TNF, IL-6 e IL-2) e reguladoras (IL-4 e IL-10). Consideraram-se produgdes
relevantes quando a porcentagem de individuos altos produtores de uma determinada
quimiocina/citocina superou o valor de 50% (Figuras 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17,
19, 20, 21, 22 e 23).

5.11.4 Diagrama de Venn

Os diagramas de Venn séo representagdes graficas amplamente empregadas
na bioinformatica e em outras areas cientificas para ilustrar as relagdes entre
conjuntos de dados. Esse tipo de diagrama utiliza circulos sobrepostos para indicar
os elementos compartilhados e exclusivos entre diferentes conjuntos. Cada circulo
representa um conjunto especifico, e as areas de sobreposigdo entre os circulos
refletem as intersegbes (N) entre esses conjuntos, ou seja, os elementos que sdo
comuns a mais de um conjunto (Lam et al., 2016).

No contexto da bioinformatica, os diagramas de Venn sao particularmente Uteis
para visualizar interagdes, identificar padrées e compreender a sobreposicdo de
dados entre diferentes grupos, como genes, proteinas ou outros biomarcadores em
distintos estados ou condigbes experimentais. Essa visualizagao facilita a identificagéo
rapida de areas de similaridade e exclusividade entre os conjuntos, sendo uma

ferramenta essencial para a analise exploratéria de dados complexos e volumosos.
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Para a construgéo dos diagramas de Venn utilizados neste estudo (Figura 7,13
e 19), foi empregado o software Bioinformatics & Evolutionary Genomics, uma
ferramenta online que permite a criagdo de diagramas personalizados para a analise
de intersegbes de conjuntos. A ferramenta estd disponivel em:

http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. A utilizagao deste recurso contribui

para uma visualizagéo clara das relagdes entre os conjuntos de dados analisados,
auxiliando na interpretagédo dos resultados e na identificagdo de padroes relevantes

para o estudo.

5.11.5 Volcano plot

Os estudos envolvendo a andlise de quimiocinas e citocinas geram
informagdes valiosas para a compreensao de fendbmenos bioldgicos em larga escala,
oferecendo importantes insights em diversos contextos de pesquisa na biologia.
Contudo, o grande volume de dados e a variabilidade presente nesses estudos
requerem uma exploracédo cuidadosa e uma interpretagéo adequada. A manipulacéo
desses dados exige conhecimento em ferramentas que permitem tanto a analise
quanto a representagao grafica dos resultados obtidos. Nesse sentido, o dominio de
representagdes graficas, como o Volcano plot (Figuras 8, 14, 20, 21), constitui um
diferencial significativo para o sucesso na interpretagao e comunicagao dos resultados
(Bailey, 2019; Li, 2012).

O Volcano plot é uma das representagdes mais classicas e amplamente
utilizadas para sumarizar e visualizar resultados de expressao diferencial em estudos
de larga escala. Esse grafico integra informagdes de fold change e significancia
estatistica, destacando os biomarcadores que apresentam maiores diferengas entre
os grupos analisados. O fold change € uma medida da magnitude de mudanga entre
dois grupos, calculada pela razdo entre a média (ou mediana) dos valores de
expresséo de um biomarcador no grupo experimental em relagado ao grupo controle.
Valores de fold change maiores que 1 indicam um aumento na expressao no grupo
experimental em comparacao ao controle, enquanto valores menores que 1 indicam
uma diminuigao.

Além disso, nas andlises categoricas, onde os dados foram organizados em
categorias (como "altos" e "baixos" produtores), o delta foi utilizado para avaliar a

diferenga nas proporgdes entre os grupos. Esse delta foi calculado pela diferenca
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entre as porcentagens de individuos em cada categoria para os grupos comparados.
Por exemplo, se 60% dos individuos no grupo experimental sdo altos produtores de
uma determinada quimiocina/citocina, em comparagdo com 30% no grupo controle, o
delta seria de 30 pontos percentuais. Essa analise de delta permite avaliar mudancgas
na frequéncia de expressao de biomarcadores entre categorias, proporcionando uma
visdo mais detalhada da distribuicdo das respostas biolégicas entre os grupos.

Neste contexto, o uso dessa linguagem e suas ferramentas associadas permite
ndo apenas a analise estatistica avancada, mas também a comunicagao visual clara
e eficaz dos dados, contribuindo de forma essencial para a interpretagéo e
disseminacdo dos achados de pesquisa (Graffelman; Van Eeuwijk 2005; R Core
Team, 2019; Wickham, 2016).

5.11.6 Analises de redes

A analise de redes é uma técnica estatistica grafica que facilita a visualizagéo
e interpretacdo das associa¢des entre multiplas variaveis em um conjunto de dados.
As redes sao compostas por estruturas graficas constituidas de nodos, que séo
representados por circulos e indicam variaveis especificas, como quimiocinas e
citocinas. Os nodos séo interligados por arestas, que sao linhas que representam as
relagdes entre as variaveis.

No presente estudo, a analise de redes foi utilizada para avaliar redes
integrativas de quimiocinas e citocinas, considerando apenas os coeficientes de
correlagao significativos (“r’) com valores de, obtidos a partir de analises de correlagédo
de Pearson e Spearman. A construcdo das redes foi realizada na plataforma de
software Cytoscape (disponivel em https://cytoscape.org), utilizando um layout
circular. Nesse layout, os nodos representam as quimiocinas e citocinas, enquanto as
arestas indicam as correlagbes fortes e significativas entre os pares de atributos. As
conexoes positivas sao representadas por linhas continuas, e as negativas, por linhas
tracejadas. Apenas correlagbes fortes, com coeficientes de correlagéo (r) iguais ou
superiores a 0,8 em valor absoluto (|r|=0,8), foram consideradas como representativas
da forga das associagdes entre as variaveis.

Essa abordagem permite identificar padrées complexos e interdependéncias

no conjunto de dados, sendo uma ferramenta poderosa para explorar e interpretar
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associagdes entre variaveis em estudos de salde e outras areas biologicas (Leme et
al., 2020) (Figuras 10, 11, 17, 22).
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZAGCAO DO GRUPO DE ESTUDO

Os participantes deste estudo residiam em: Governador Valadares, Inhapim,
Tedfilo Otoni, Mantena e distrito de Limeira Mantena. Considerando o género, 102
participantes sdo do sexo feminino (65%) e 53 do sexo masculino (44%), quanto a
faixa etaria, observou-se um maior nimero de individuos acima de 15 anos (86,2%).
Entretanto, verificou-se que 14 apresentaram idade inferior a 15 anos (13,7%), sendo
8 deles LID-1 (+). (Tabela 1)

Vale ressaltar que no grupo de 155 individuos observou-se uma amostra de 79
LID-1(+) e 76 LID-1 (-). Entretanto verificou-se uma importante redugao no numero de

individuos apresentando anticorpos anti PGL-1 (47 participantes).

Tabela 1 - Caracterizagdo do grupo de estudo

Caracterizagao do grupo de estudo

Faixa etaria Faixa
N° de dos individuos etaria
Cidade Bairro pessoas Sexo LID (+) e LID (-) | LID+ LID+ LID-
10 Feminino |0-15a: 2 0-15a: 1
o Altinépolis 18 8 Masculino |[15+: 16 9 [15+:8 9
s 15 Feminino | 0-15a: 0 0-15a: 0
% Atalaia 18 3 Masculino |[15+: 18 10 [15+:10 8
> 0 Feminino | 0-15a: 1 0-15a: 0
§ Azteca 2 2 Masculino | 15+: 1 1 [15+:1 1
£ 7 Feminino |0-15a: 5 0-15a: 3
[}
3 Ipé 18 11 Masculino | 15+: 13 8 |[15+:5 10
o 25 Feminino |0-15a: 3 0-15a: 2
Turmalina 35 10 Masculino | 15+: 32 18 |15+: 16 17
£ Cor. 3 Feminino | 0-15a: 1 0-15a: 1
E Januario 3 0 Masculino [15+: 2 2 |15+:1 1
< 6 Feminino |0-15a: 2 0-15a: 1
B Sto Antbnio 10 4 Masculino |15+: 8 5 |15+:4 5
S |Jdim 1 Feminino | 0-15a: 0 0-15a: 0
o Acécias 1 0 Masculino [15+: 1 1 [15+:1 0
F | Sao Jacinto 9 5 Feminino | 0-15a: 0 4 |0-15a:0 5
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4 Masculino |15+: 9 15+: 4
4 Feminino |0-15a: 0 0-15a: 0
Serra Verde 5 1 Masculino |15+:5 3 |15+:3 2
2 Feminino |0-15a: 0 0-15a: 0
Turma 37 2 0 Masculino [15+: 2 1 [15+:1 1
Limeira 15 Feminino | 0-15a: 0 0-15a: 0
de L. de
Mantena | Mantena 25 10 Masculino | 15+: 25 12 |15+:12 13
© 1 Feminino | 0-15a: 0 0-15a: 0
§ 13 de Junho 1 0 Masculino | 15+: 1 1 [15+:1 0
o 7 Feminino |0-15a: 0 0-15a: 0
= V. Nova 8 1 Masculino |15+: 8 4 [15+: 4 4
Total 155 102 Feminino | 0-15a: 14 79 0-15a: 8 76
53 Masculino | 15+: 141 15+: 71

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

6.2 ANALISE DA PRODUGAO DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS POR CELULAS
MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DOS INDIVIDUOS

DOS GRUPOS LID-1 (-) E LID-1 (+) APOS CULTURA IN VITRO.

Os resultados indicaram que os individuos do grupo LID-1 (+) apresentaram

um aumento significativo na produgdo da citocina IFN-y na cultura estimulada. Em

contraste, os participantes do grupo LID-1

(-) demonstraram uma produgéo

significativamente maior da quimiocina CCL5 em comparagédo com os individuos do

grupo LID-1 (+), tanto na cultura controle quanto na estimulada. Além disso, foi

observada uma maior produgao da quimiocina CCL2 nos individuos do grupo LID-1 (-

) na cultura estimulada (Figura 7).
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Figura 7 - Secregéo de quimiocinas e citocinas por Células Mononucleares do
Sangue Periférico (PBMC) dos individuos dos grupos LID-1 (-) e LID-1 (+) apos

cultura in vitro.

Secregdo de Quimiocinas e Citocinas por Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) de
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Figura 7. Visdo panoradmica das quimiocinas e citocinas secretadas por células
mononucleares do sangue periférico ap6s cultura in vitro. A analise de CXCL8, CCL2,
CXCL9, CCL5, CXCL10, IL-6, TNF, IFN-g, IL-17, IL-4, IL-2 e IL-10 foi realizada apds
cultura in vitro de PBMC de individuos LID-1 (-) (representados por [l , n=76) e LID-1
(+) (representados por lll, n=79), na auséncia de estimulo antigénico (cultura nao
estimulada) e na presenca do antigeno de M. leprae (cultura estimulada). Os resultados
sé@o apresentados em formato de boxplot, indicando os valores medianos (minimo-
maximo) das concentragdes de quimiocinas e citocinas (pg/mL). A andlise comparativa
entre os grupos foi realizada utilizando o Teste de Mann-Whitney, e diferengas
significativas (p<0,05) estdo indicadas por linhas de conexao com (*).

6.3 ANALISE DE ASSINATURAS DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS SECRETADAS
POR PBMC DOS INDIVIDUOS DOS GRUPOS LID-1 (-) E LID-1 (+) APOS
CULTURA IN VITRO.

A andlise complementar desses resultados, mediante conversdo em
dados categodricos de assinaturas de quimiocinas e citocinas, apontou
diferencgas adicionais entre individuos dos grupos LID-1 (-) e LID-1 (+) ndo
detectadas na analise das variaveis continuas.

Construiu-se o grafico de barras circulares de quimiocinas e citocinas,
indicando os altos produtores, ou seja, aqueles valores acima da mediana/cut-off.
Com relagdo ao grupo de individuos LID-1 (-), foi observado, na cultura nao
estimulada, maior proporgéo de individuos altos respondedores, ou seja, valores
acima de 50% para CCL2 e CCL5. Com relagédo as citocinas, a IL -17 apresentou a
maior propor¢do. Na cultura estimulada pelo M. leprae, ocorreu um aumento da
proporgao de individuos altos respondedores em relagdo as quimiocinas CCL2 e
CCL5 e as citocinas IL-17 e IL-10. Para os individuos do grupo LID-1 (+) foi observado,
na cultura ndo estimulada, uma maior proporgéo de individuos alto respondedores
para as quimiocinas CXCL8 e CXCL10, bem como para as citocinas IFN-y, IL-10 e IL
-2. Entretanto, na cultura estimulada pelo M. leprae, observou-se maior proporgao de
individuos altos respondedores com relagdo a produgdo de quimiocinas CXCLS,
CXCL9 e CXCL10, bem como de citocinas pré-inflamatérias IFN-y, TNF, IL-6 e IL-2.
(Figura 8).

Considerando a analise descrita acima, construiu-se o Diagrama de Venn onde
comparou-se o perfil de resposta imune do grupo LID-1 (-) vs LID-1 (+) considerando
tanto cultura ndo estimulada quanto estimulada. Os resultados mostraram que os
marcadores de maior interesse para distinguir os grupos: LID-1 (-) e LID-1 (+) foram
respectivamente CCL2, CCL5, IL17 e CXCL8, CXCL10, IFN-y e IL2.
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Figura 8 - Assinaturas de quimiocinas e citocinas apds cultura in vitro de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos dos grupos LID-1 (-) e
LID-1(+) — Grafico de Barras Circulares / Diagrama de Venn.
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Figura 8. Assinatura de quimiocinas e citocinas em individuos dos grupos LID-1 (-) [l e LID-
1 (+) @ apds cultura de PBMC in vitro. 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 do grupo LID-1 (CXCL8 = 13.133 pg/mL, CCL2 = 1.227 pg/mL,
CXCL9 = 3.460 pg/mL, CCL5 = 1.231 pg/mL, CXCL10 = 1.844 pg/mL, IL-6 = 2.909 pg/mL,
TNF = 2.24 pg/mL, IFN-g =29.04 pg/mL, IL-17 = 6.61 pg/mL, IL-4 = 4 pg/mL, IL-22 = 9 pg/mL,
IL-10 = 20 pg/mL) e cultura estimulada com M. leprae (CXCL8 = 13.133 pg/mL, CCL2 = 7.227
pg/mL, CXCL9 = 3.460 pg/mL, CCL5 = 1.231 pg/mL, CXCL10 = 1.844 pg/mL, IL-6 = 2.909
pg/mL, TNF-a = 2.24 pg/mL, IFN-g = 50.78 pg/mL, IL-17 = 6.61 pg/mL, IL-4 = 0.57 pg/mL, IL-
22 =11.44 pg/mL, IL-10 = 20 pg/mL, com cutoff off). A proporgéo de participantes com niveis
elevados de quimiocinas e citocinas foi calculada para cada grupo de estudo e os dados
apresentados através do grafico de barras circulares A e diagrama de cores B. A cultura
controle esta representada com imagens vazadas, enquanto a cultura estimulada por M.
leprae por imagens preenchidas. Os biomarcadores selecionados em ambas as culturas
foram destacados em negrito e sublinhados.



55

Este grafico avalia o "fold change" (mudanga relativa) das quimiocinas e
citocinas entre os grupos LID-1(+) e LID-1(-). Observa-se na cultura controle CCL5
para o grupo LID-1 (-) e na cultura estimulada pelo M. leprae CCL5 e CCL2 nos
individuos LID-1 (-) e a citocina IFN-y nos individuos LID-1 (+). No Volcano plot
utilizando o delta valor encontra-se na cultura controle somente o biomarcador CCL5
para o grupo de individuos LID-1 (-) e IL2 no grupo LID-1 (+). Na cultura estimulada
pelo M. leprae a quimiocina CCL5 permanece identificado nos individuos LID-1 (-).
(Figura 9).

Figura 9 - Assinaturas de quimiocinas e citocinas apds cultura in vitro de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos dos grupos LID-1 (-) e
LID-1(+) — Volcano Plot.
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Figura 9: Representa os dados em Volcano plot dos participantes LID-1(+) e LID-1 (-). A
posicdo horizontal (eixo X) de cada ponto indica a magnitude da mudanca nos niveis das
citocinas e quimiocinas. A posicéo vertical (eixo Y) representa o -log10 do valor de P (< 0,05)
que equivale a 1,33. Observa-se os resultados das diferengas relativa (Fold Change) dos
biomarcadores na cultura controle CCL5 para o grupo LID-1 (-) Jll e na cultura estimulada
pelo M. leprae CCL5 e CCL2 nos individuos LID-1(-)jille o IFN-g para o grupo LID-1 (+) [l .
No Volcano plot utilizando o delta valor encontra-se na cultura controle CCL5 para o grupo
LID-1 (-) il € 'L-2 no grupo LID-1 (+)H. Na cultura estimulada pelo M. leprae CCL5 nos
individuos LID-1 (-) |l -

6.4 ANALISE DE ASSINATURAS DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS SECRETADAS
POR PBMC DOS INDIVIDUOS DOS GRUPOS LID-1 (-) E LID-1 (+) APOS
CULTURA IN VITRO. COMPARACAO DAS ASSINATURAS ENTRE GRUPOS -
CURVA ROC

A analise da curva ROC foi realizada para estimar o desempenho de cada
citocina e quimiocina para categorizar individuos dos grupos LID-1 (-) e LID-1 (+), e
os indices de desempenho sdo determinados na Figura 10. A avaliagdo dos dados foi
aplicada para identificar os atributos com maior desempenho com base na andlise
combinada da area sob a curva ROC (AUC =0,70), com excelente sensibilidade e
especificidade, bem como uma valiosa razdo de verossimilhanga. Com base nesses
critérios, os biomarcadores CCL2, CCL5, TNF e IFN- y das culturas de M. leprae e CC
foram selecionados como os principais parametros para segregar LID-1 (-) de LID-1
(+) (Figura 10). Os resultados indicaram que os niveis de CCL2 apresentaram CUT-
OFF=0,73, p-valor=0,02, AUC=0.61, sensibilidade=34.18%, especificidade=34.18%,
LR =293, CCL5 apresentaram CUT-OFF=1,38, p-valor=0,05, AUC=0.59,
sensibilidade=43.59%, especificidade=84.42%, LR=2.79, TNF apresentaram CUT-
OFF=1.38, p-valor=0.02, AUC=0.62, sensibilidade=86.08%, especificidade=48.05%,
LR=1.65, IFN-y apresentaram CUT-OFF=1.86, p-valor=0.01, AUC=0.73,
sensibilidade=71.79%, especificidade=86.30%, LR=5.24.

As Curvas ROC foram construidas para demonstrar ainda mais o desempenho
das quimiocinas e citocinas selecionadas para agrupar os individuos (LID-1 (+) e LID-
1 (-)). O IFN-y com altos parametros de desempenho (AUC=0.73, p=0.01,
sensibilidade=86.30%, especificidade=86.30%). Vale ressaltar a importancia do IFN-y
como biomarcador de possivel infecgao subclinica. Interessantemente, o IFN-y ja é

utilizado no Kit QuantiFeron para auxiliar no diagnéstico da tuberculose latente.
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As quimiocinas mostraram um padréo contrario ao das citocinas. Nesse
sentido, apresentou-se como melhor biomarcador a quimiocina CCL2 para os
grupo LID-1(-) (AUC=0.61, p=0.02, sensibilidade=34,18%,
especificidade=88,31%).

individuos do

Figura 10 - Desempenho de biomarcadores selecionados para identificar os grupos
de individuos LID-1 (-) e LID-1 (+)
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Figura 10. Desempenho de biomarcadores selecionados para identificar individuos dos
grupos de LID-1 (-) e LID-1 (+). O desempenho das citocinas TNF, IFN-g e quimiocinas CCL5
e CCL2 secretadas por células mononucleares do sangue periférico apos cultura in vitro para
classificar LID-1 (-) e LID-1 (+) foi calculado pela andlise da curva de caracteristica de
operagao do receptor (ROC). A area sob a curva (AUC) indica a precisao global de cada
biomarcador usando limites especificos. Os indices de desempenho, incluiram sensibilidade
(Se), especificidade (Es), razdo de verossimilhanga (LR). Os graficos de dispersao ilustram
em detalhes o desempenho dos 4 principais biomarcadores para classificar os grupos,
incluindo CCL2 e CCL5 para identificar as diferencas entre LID-1 (-) vs LID-1 (+), e TNF e IFN-
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g para identificar as diferengas entre LID-1 (+) vs LID-1 (-). Indicando alta precisdo para o
biomarcador IFN-g (AUC = 0,73). As frequéncias de individuos classificados em cada grupo
séo fornecidas na figura. A linha pontilhada representa os pontos de corte selecionados pela
analise da curva ROC. CC indica cultura controle; M. leprae indica cultura estimulada.

Com o objetivo de transpor os achados laboratoriais para biomarcadores de
aplicagéo clinica, foi realizada analise translacional para determinar o desempenho de
quimiocinas e citocinas medidas no sobrenadante de PBMC estimuladas in vitro por
M. leprae de individuos LID-1 (-) e LID-1 (+). Para isso, foram construidas curvas
caracteristicas de operacéo do receptor (ROC) e a area sob a curva (AUC) foi usada
como um indicador de precisdo global. A andlise dos dados demonstrou que a
quimiocina CCL2 apresentou bom desempenho para classificar o grupo LID-1 (-) com
precisdo global (AUC=0.61). Em contrapartida, a citocina IFN-y demonstrou ser o
melhor biomarcador seletivo para o grupo LID (+) com AUC=0.73. Nossos dados
destacam a quimiocina CCL2 para o grupo LID-1 (-) com p valor 0.02, e em
contrapartida a citocina IFN-y associada ao grupo LID-1 (+) com p valor de < 0.0001.
(Figura 11A)

A construgéo do heatmap utilizando o Z-score (Figura 11B) confirmou o melhor
desempenho dos biomarcadores CCL2 para o grupo LID-1 (-) e a citocina IFN-y para
o grupo LID-1 (+).

A associagdo das citocinas TNF e IFN-y ficaram evidentes por meio da
construgdo do heatmap. Nesse sentido, a literatura confirma a produgdo de TNF e
IFN-y simultaneamente em varias patologias, com destaque para a esquistossomose

que vem sendo estudada pelo nosso grupo.
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Figura 11 - Andlise de desempenho de biomarcadores selecionados para identificar
os grupos de individuos LID-1 (-) e LID-1 (+) por meio de avaliagdo quantitativa e

qualitativa.
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Figura 11. Desempenho de quimiocinas e citocinas secretadas in vitro por células
mononucleares do sangue periférico estimuladas por M. leprae para agrupar individuos LID-
1 (-) e LID-1 (+). Os niveis de quimiocinas (CXCL8, CCL2, CXCL9, CCL5, CXCL10) e citocinas
(IL-6, TNF, IFN-g, IL-17, IL-4, IL-10 e IL-2) foram medidos no sobrenadante coletado apds
cultura de PBMC in vitro estimulada por M. leprae. (11A) A analise quantitativa foi realizada
por Cytometric Beads Array (CBA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Os resultados
s&@o expressos em pg/mL indicando os valores médios. Diferengas significativas com o p<0,05
para cada biomarcador sdo destacadas por retangulos continuos. Em negrito destaca-se o
valor de p < 0.0001 para a citocina IFN-g. (11B). As construgdes do Heatmap foram realizadas
usando formatagao condicional no Microsoft Excel Office versdo 2019. Uma chave de cores
foi empregada para identificar grupos de individuos com niveis distintos (baixos ou altos) de
quimiocinas e citocinas em cada grupos de individuos LID-1 (-) e LID-1 (+). Os biomarcadores
capazes de agrupar os individuos LID-1 (-) e os individuos LID-1 (+) sdo destacados por
retangulos continuos, respectivamente.

6.4.1 Resultados das redes.

Os resultados apresentados na Figura 12 evidenciam redes de correlagdes

entre os grupos estudados, baseadas na analise dos coeficientes de Spearman, e
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revelam a interagéo entre os biomarcadores analisados. No grupo LID-1(+), o numero
total de correlagdes observadas foi de 94, destacando uma correlagéo positiva entre
as citocinas IFN-y e CXCL9, IL-2, IL-17 e TNF na cultura controle. Na cultura
estimulada por M. leprae, foram identificadas 92 correlagdes, com correlagdes
positivas evidentes entre IFN-y e CXCL9, IL-2 e TNF, além de uma associagao positiva
entre IL-2, CXCL10 e CXCL9.

Em contraste, nos individuos do grupo LID-1(-), foram observadas 88
correlagdes na cultura controle e 98 na cultura estimulada. Tanto na cultura controle
quanto na estimulada, identificou-se uma correlagado positiva consistente entre as
citocinas IL-10, IL-6 e TNF. Notavelmente, ao analisar o numero de correlagdes fortes
(R > 0,8) entre os grupos, observou-se que o grupo LID-1(+) apresentou 16
correlagbes na cultura controle, das quais 63% ocorreram entre citocinas pro-
inflamatérias e 13% entre citocinas reguladoras. Na cultura estimulada, foram
identificadas 14 correlagdes fortes, com 57% entre citocinas pro-inflamatérias e 7%
entre reguladoras.

Por outro lado, o grupo LID-1(-) apresentou 12 correlagdes fortes em ambas as
culturas, sendo 50% entre citocinas pro-inflamatorias e 17% entre reguladoras. Esses
achados sugerem um perfil pré-inflamatério no grupo LID-1(+), caracterizado pela
predominancia de correlagbes entre citocinas e quimiocinas. A analise da frequéncia
dos biomarcadores indica uma participagdo mais expressiva de citocinas pro-

inflamatdrias no grupo LID-1(+) em comparagao com o grupo LID-1(-).
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Figura 12 - Andlise de desempenho de biomarcadores selecionados para identificar

os grupos de individuos LID-1 (-) e LID-1 (+) por meio de analises de Redes.
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Figura 12. Redes de correlagdes, matrizes de correlagbes e frequéncia compilada de
biomarcadores de quimiocinas e citocinas obtidos a partir de PBMCs de individuos LID-1 (-) e
LID-1 (+) apos estimulo in vitro com M. leprae. A andlise foi realizada em duas condigdes:
cultura controle (sem estimulo) e cultura estimulada por M. leprae. As redes foram construidas
com um layout circular baseado na excentricidade, considerando todas as correlacdes
significativas. As redes em azul representam as correlagdes para os individuos LID-1 (-)@ e
as redes em vermelho para os individuos LID-1 (+)‘. As cores das linhas (azul e vermelho)
indicam correlagdes positivas entre os biomarcadores inflamatérios. O tamanho dos nodos
reflete 0 numero de conexdes; nodos com mais conexdes sdo representados em tamanho
maior.

6.5 ANALISE DA PRODUCAO DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS POR CELULAS
MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DOS INDIVIDUOS
DOS GRUPOS PGL (-) E PGL (+) APOS CULTURA IN VITRO.

Os resultados revelaram que os individuos do grupo PGL-1 (-) exibiram uma
resposta notavel, com um aumento significativo na produ¢do da quimiocina CXCL10,
tanto na condigdo de cultura controle quanto na cultura estimulada. Esse
comportamento sugere uma ativagdo robusta e persistente de CXCL10 nesses
individuos, independentemente da presenca de estimulo, destacando o papel
potencial dessa quimiocina como um marcador de resposta diferencial no grupo PGL-
1 (-) (Figura 13).
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Figura 13 - Secregdo de quimiocinas e citocinas por Células Mononucleares do
Sangue Periférico (PBMC) dos individuos dos grupos PGL-1 (-) e PGL-1 (+) apds

cultura in vitro.

Secregdo de Quimiocinas e Citocinas por Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) de
Individuos PGL-1(-) @ PGL-1(+) apds Cultura in vitro
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Figura 13. 1° resultados PGL-1. Visdo panoramica de quimiocinas e citocinas secretadas por
células mononucleares do sangue periférico apds cultura in vitro. Analise de CXCL8, CCL2,
CXCL9, CCL5, CXCL10, IL-6, TNF, IFN-g, IL-17, IL-4, IL-2, IL-10 foi realizada apds cultura in
vitro de PBMC de individuos PGL (-) ( , n=104) e PGL (+) ( ,n=47) na auséncia de
estimulo antigénico (cultura ndo estimulada) e na presenca do antigeno do M. leprae (cultura
estimulada). Os resultados sdo apresentados no formato boxplot, indicando os valores
medianos (min-max) das concentragdes de quimiocinas e citocinas (pg/mL). A analise
comparativa entre os grupos foi realizada pelo Teste de Mann-Whitney. Diferencas
significativas (p<0,05) estdo indicadas por linhas de conexdo com (*).

6.6 ANALISE DE ASSINATURAS DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS SECRETADAS
POR PBMC DOS INDIVIDUOS DOS GRUPOS PGL-1 (-) E PGL-1 (+) APOS
CULTURA IN VITRO.

A analise complementar desses resultados, realizada por meio da conversao
das assinaturas de quimiocinas e citocinas em dados categoricos, revelou nuances
adicionais entre os individuos dos grupos PGL-1 (-) e PGL-1 (+) que nao foram
detectadas na analise convencional das variaveis continuas.

Foi construido um grafico de barras circulares para destacar os altos produtores
— individuos cujos niveis estavam acima da mediana ou do ponto de corte definido.
No grupo de individuos PGL-1 (-), observou-se, na cultura ndo estimulada, uma
proporgao elevada de altos respondedores (acima de 50%) para as quimiocinas
CXCL8, CXCL9, CCL5, CXCL10 e para as citocinas IL-6, IFN-y e IL-4. Ja na cultura
estimulada com M. leprae, houve um aumento significativo na proporgdo de altos
respondedores, especialmente para as quimiocinas CXCL9, CCL5, CXCL10 e para as
citocinas TNF, IFN-y, IL-17 e IL-2.

Em contraste, os individuos do grupo PGL-1 (+) apresentaram, na cultura néo
estimulada, uma maior proporcéo de altos respondedores apenas para a citocina IL-
2. Contudo, na cultura estimulada com M. leprae, destacou-se uma proporgao elevada
de altos respondedores para as quimiocinas CXCL8 e CCL2 (Figura 13).

Com base nessa analise, foi elaborado um Diagrama de Venn para comparar
o perfil de resposta imune dos grupos PGL-1 (-) e PGL-1 (+) nas condigbes de cultura
controle e estimulada. Os resultados identificaram os principais marcadores que
diferenciam os grupos: CXCL9, CCL5, CXCL10 e a citocina IFN-y no grupo PGL-1 (-),

reforgando sua importancia como potenciais indicadores de distingdo entre os grupos.
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Figura 14- Assinaturas de quimiocinas e citocinas ap6s cultura in vitro de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos dos grupos PGL-1 (-) e

PGL-1(+) — Grafico de Barras Circulares / Diagrama de Venn.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 14. Assinatura de quimiocinas e citocinas em individuos dos grupos PGL-1 (-) [l e
PGL-1 (+) apos cultura de PBMC in vitro. A andlise da assinatura de quimiocinas e
citocinas foi realizada conforme descrito em materiais e métodos. Varidveis continuas
expressas em pg/mL foram convertidas em dados categdricos utilizando os valores da
mediana intrinseca para a cultura ndo estimulada do grupo PGL-1 (CXCL8=706.7 pg/mL,
CCL2=11.605 pg/mL, CXCL9=0.9917 pg/mL, CCL5=80.495 pg/mL, CXCL10=21.570 pg/mL,
IL-6=18444.9 pg/mL, TNF=9008.2 pg/mL, IFN-g=4664.1 pg/mL, IL-17=1424.5 pg/mL, IL-
4=3374.9 pg/mL, IL-2=15.746 pg/mL, IL-10=4241.1 pg/mL) e cultura estimulada com M. leprae
(CXCL8=10.205 pg/mL, CCL2=17.513 pg/mL, CXCL9=1.110 pg/mL, CCL5=87.181 pg/mL,
CXCL10=25.514 pg/mL, IL-6=17516.0 pg/mL, TNF=8962.4 pg/mL, IFN-g =5111.1 pg/mL, IL-
17=1892.9 pg/mL, IL-4=3860.5 pg/mL, IL-2=24.346 pg/mL, IL-10=5417.3 pg/mL como cut-off.
A proporcéo de participantes com niveis elevados de quimiocinas e citocinas foi calculada
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para cada grupo de estudo e os dados apresentados através do grafico de barras circulares
A e diagrama de cores B. A cultura controle estd representada com imagens vazadas,
enquanto a cultura estimulada por M.leprae por imagens preenchidas. Os biomarcadores

selecionados em ambas as culturas foram destacados em negrito e sublinhados

O gréfico abaixo apresenta a avaliagao do "fold change" (mudanga relativa) das
quimiocinas e citocinas entre os grupos PGL-1 (+) e PGL-1 (-), destacando as
diferengas na expressao desses biomarcadores. Notavelmente, a quimiocina CXCL10
mostrou-se presente tanto na cultura controle quanto na cultura estimulada para o
grupo PGL-1 (-), sugerindo uma expressdo consistente independentemente do
estimulo.

No Volcano plot, que utiliza o valor delta, identificou-se na cultura controle uma
expressdo destacada das quimiocinas CXCL10 e CXCL9 nos individuos do grupo
PGL-1 (-), indicando uma resposta diferencial que pode ter implicagdes importantes
na caracterizagdo desse grupo. Esses achados reforgam o papel potencial dessas
quimiocinas como indicadores relevantes na distingdo entre os grupos PGL-1 (+) e
PGL-1 (-) (Figura 15).
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Figura 15 - Assinaturas de quimiocinas e citocinas apoés cultura in vitro de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos dos grupos PGL-1 (-) e
PGL-1(+) — Volcano Plot / Fold change e Delta
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 15. Representa os dados em Volcano plot dos participantes PGL-1(+) e PGL-1 (-). A
posicdo horizontal (eixo X) de cada ponto indica a magnitude da mudanca nos niveis das
citocinas e quimiocinas. A posicéo vertical (eixo Y) representa o -log10 do valor de P (< 0,05)
que equivale a 1,33. Os biomarcadores acima desse valor sdo considerados significativos.
Observa-se os resultados das diferengas relativa (Fold Change) dos biomarcadores na cultura
controle e na cultura estimulada CXCL10 para o grupo PGL-1 (-). | No Volcano plot utilizando

o delta valor encontra-se na cultura controle CXCL10 e CXCL9 para o grupo PGL-1 (-)

As Curvas ROC também foram construidas para demonstrar o desempenho
das quimiocinas e citocinas selecionadas para agrupar os individuos (PGL-1(-) e PGL-
1(+)). Os biomarcadores que apresentaram melhor desempenho para o grupo PGL-1
(-) foram IFN-y (CUT-OFF=1.56, p=<0.0001, AUC=0.76, sensibilidade=95.74%,
especificidade=72.12%, LR=3.43), IL-17 (CUT-OFF=0.84, p-valor=0.04, AUC=0.60,
sensibilidade=67.39%, especificidade=54.37%, LR=1.47) , IL-4 (CUT-OFF=1,10, p-
valor=0.01, AUC=0.62, sensibilidade=89.36%, especificidade=50.96%, LR=1.82) e
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IL-2 (CUT-OFF=1.07, p-valor=0.01, AUC=0.62, sensibilidade=72.34%,
especificidade=69.23%, LR=2.35). Diferentemente, os biomarcadores que
apresentaram resultado significativo para o grupo do PGL-1 (+) foram: CXCL8 (CUT-
OFF=0.90, p-valor=0.04, AUC=0.60, sensibilidade=63.04%, especificidade=59.8%,
LR=1.56) TNF (CUT-OFF=1.42, p-valor=0.0002, AUC=0.69 , sensibilidade=68.09%,
especificidade=89.42%, LR=6.43) e IL-10 (CUT-OFF=1.07, p-valor=0.01, AUC=0.62,
sensibilidade=72.34%, especificidade=69.23%, LR=2.35).

Com o objetivo de transformar os achados laboratoriais em biomarcadores
aplicaveis clinicamente, foi realizada analise translacional para determinar o
desempenho de quimiocinas e citocinas medidas no sobrenadante de PBMC
estimuladas in vitro por M. leprae de individuos PGL-1 (-) e PGL-1 (+). Para isso, foram
construidas curvas caracteristicas de operacdo do receptor (ROC) e a area sob a
curva (AUC) foi usada como um indicador de precisédo global. A analise dos dados
demonstrou que a citocina TNF e quimiocina CXCL8 apresentaram bom desempenho
para classificar o grupo PGL-1 (+) com precisao global (AUC=0.69, AUC=0.60,
respectivamente). Em contrapartida, a citocina IFN-y demonstrou ser o melhor

biomarcador seletivo para o grupo PGL-1 (-) com AUC=0.76 (Figura 16).
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Figura 16 - Desempenho de biomarcadores selecionados para identificar os grupos

de individuos PGL-1 (-) e PGL-1 (+).
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Figura 16. Desempenho de biomarcadores selecionados para identificar individuos dos
grupos de PGL-1 (-) e PGL-1 (+). O desempenho das citocinas TNF, IFN-g, IL17, IL4, IL10 e
IL2 e quimiocina CXCL8 secretadas por células mononucleares do sangue periférico apos
cultura in vitro para classificar PGL-1 (-) e PGL-1 (+) foi calculado pela analise da curva de
caracteristica de operagao do receptor (ROC). A area sob a curva (AUC) indica a precisdo
global de cada biomarcador usando limites especificos. Os indices de desempenho, incluiram
sensibilidade (Se), especificidade (Sp), razdo de verossimilhanga (LR). Os gréaficos de
dispersao ilustram em detalhes o desempenho dos 7 principais biomarcadores para classificar
0s grupos, incluindo IFN-g, IL17, IL4 e IL2 para identificar as diferengas entre PGL-1 (-) vs
PGL-1 (+), e CXCL8, TNF e IL10 para identificar as diferengas entre PGL-1 (+) vs PGL-1 (-).

A construgdo do heatmap utilizando o Z-score (Figura 17) confirmou o melhor
desempenho dos biomarcadores IFN-y para o grupo PGL-1 (-) e a citocina TNF e a

quimiocina CXCL8 para o grupo PGL-1 (+).
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Figura 17 - Andlise de desempenho de biomarcadores selecionados para identificar
os grupos de individuos PGL-1 (-) e PGL-1 (+) por meio de avaliagéo quantitativa e

qualitativa.
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Figura 17. Desempenho de quimiocinas e citocinas secretadas in vitro por células
mononucleares do sangue periférico estimuladas por M. leprae para agrupar individuos PGL
(-) e PGL (+). Os niveis de quimiocinas (CXCL8, CCL2, CXCL9, CCL5, CXCL10) e citocinas
(IL-6, TNF, IFN-g, IL-17, IL-4, IL-10 e IL-2) foram medidos no sobrenadante coletado apds
cultura de PBMC in vitro estimulada por M. leprae. (16A) A analise quantitativa foi realizada
por Cytometric Beads Array (CBA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Os resultados
s&o expressos em pg/mL indicando os valores médios. Diferengas significativas com o p<0,05
para cada biomarcador sdo destacadas por retangulos continuos. Em negrito destaca-se o
valor de p < 0.0001 para a citocina IFN-g. (16B). As construgdes do Heatmap foram realizadas
usando formatagdo condicional no Microsoft Excel Office versao 2019. Uma chave de cores
foi empregada para identificar grupos de individuos com niveis distintos (baixos ou altos) de
quimiocinas e citocinas em cada grupos de individuos PGL-1 (-) e PGL-1 (+). Os
biomarcadores capazes de agrupar os individuos PGL-1 (-) e os individuos PGL-1 (+) sdo
destacados por retdngulos continuos, respectivamente.

Os resultados apresentados na Figura 18 destacam as redes de correlagdes
observadas entre os grupos estudados. Nos individuos PGL-1(-), tanto na cultura
controle quanto na cultura estimulada, identificou-se uma correlagao consistente entre
as citocinas TNF, IFN-v e IL-17, caracterizando um perfil inflamatério robusto. Esse
achado aponta para a presenga de uma triade pré-inflamatéria especifica neste grupo,
a qual pode ter implicagdes significativas na modulagéo da resposta imune. O numero
total de correlagbes neste grupo foi de 102 na cultura controle, das quais 20 foram
fortes (R>0,8), com 60% entre citocinas pro-inflamatérias e 20% entre citocinas
reguladoras. Na cultura estimulada, foram observadas 100 correlagdes totais, sendo
12 fortes, com 58% entre citocinas pré-inflamatdrias e 17% entre reguladoras.

Interessantemente, essa mesma triade inflamatéria (TNF, IFN-y, IL-17) n&o foi
observada entre os individuos do grupo PGL-1(+), indicando uma diferenciagao clara
no perfil de resposta inflamatdria entre os grupos. Adicionalmente, no grupo PGL-1(+),
verificou-se uma correlagédo exclusiva entre IL-2 e a quimiocina CXCL10, sugerindo
um possivel mecanismo de regulacéo distinto e potencialmente menos inflamatério.
Esse grupo apresentou 76 correlagdes totais na cultura controle, sendo 14 fortes, com
50% entre citocinas pro-inflamatorias e 14% entre reguladoras. Apds o estimulo com
M. leprae, o nimero total de correlagdes observado foi de 86, das quais 12 foram

fortes, com 58% entre citocinas pré-inflamatdrias e 8% entre reguladoras.
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Figura 18 - Andlise de desempenho de biomarcadores selecionados para identificar
os grupos de individuos PGL-1 (-) e PGL-1 (+) por meio de analises de Redes.

| Redes de quimiocinas e citocinas obtidas por PBMCs de individuos PGL-1{-} e PGL-1(+) apds estimulo m vitro |
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Figura 18: Redes de correlagdes, matrizes de correla¢des e compilados das frequéncias de
biomarcadores de quimiocinas e citocinas obtidos a partir de PBMCs de individuos PGL-1 (-)
e PGL-1 (+) ap6s estimulo in vitro com M. leprae. A andlise foi realizada em duas condic¢des:
cultura controle (sem estimulo) e cultura estimulada por M.leprae. As redes foram construidas
usando um layout circular baseado na excentricidade, considerando todas as correlagdes
significativas. As redes em verde, representam correlagdes para os individuos PGL-1 (-) ) e
as redes laranja para os individuos PGL-1 (+) . As cores das linhas (verde e laranja)
representam a correlagao positiva entre os biomarcadores. O tamanho do n6 indica o nimero

de conexdes; quanto mais conexdes, maior o nod.

6.7 ANALISE DA PRODUCAO DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS POR CELULAS
MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DOS GRUPOS
INDIVIDUOS LID1(-)PGLA1(-), LID1(-)PGL1(+), LID1(+)PGL1(-) E LID1(+)PGL1(+)
APOS CULTURA IN VITRO.

Os resultados indicaram que os individuos do grupo LID1(+)/PGL(-)
apresentaram niveis significativamente elevados da quimiocina CXCL10 em
comparagao com os grupos LID1(-)/PGL(-) e LID(+)/PGL(+), destacando uma
resposta diferencial importante. Em relagao a citocina IFN-y, observou-se um aumento
significativo nos seguintes grupos: LID1(+)/PGL(-) vs LID1(-)/PGL(-), LID1(+)/PGL(+)
vs LID1(-)/PGL(-) e LID1(-)/PGL(+) vs LID1(-)/PGL(-) na cultura controle, sugerindo
variagdes importantes entre os perfis de resposta inflamatéria.

Na cultura estimulada, observou-se uma diferenca significativa na producéo de
CCL5 entre os grupos LID1(-)/PGL(-) vs LID(+)/PGL(+), LID1(-)/PGL(+) vs
LID1(+)/PGL(+) e LID1(-)/PGL(+) vs LID(+)/PGL(-), indicando uma resposta mais
complexa a estimulagdo antigénica. Adicionalmente, a quimiocina CXCL10
apresentou niveis significativamente mais altos no grupo LID1(+)/PGL(-) em
comparagao ao grupo LID1(+)/PGL(+).

Por fim, em relacéo a citocina IFN-y, houve uma diferenga significativa entre os
grupos LID1(-)/PGL(-) e LID1(+)/PGL(+). Observou-se também uma diferengca na
produgdo de IL-2 entre os grupos LID1(+)/PGL(-) e LID1(-)/PGL(-), indicando

respostas imunes distintas (Figura 19).
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Figura 19 - Secregao de quimiocinas e citocinas por Células Mononucleares do
Sangue Periférico (PBMC) dos grupos de individuos LID1(-)PGL1(-), LID1(-
)PGL1(+), LID1(+)PGL1(-) e LID1(+)PGL1(+) ap6s cultura in vitro.

Secregdo de Quimiocinas e Citocinas por Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) de
Individuos LID{-JPGLL(-), LID{-JPGLL{+), LID{(+)PGL1{-) e LID{+)PGLL(+) apds Cultura in vitro
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 19. Visdo panoramica de quimiocinas e citocinas secretadas por células
mononucleares do sangue periférico apds cultura in vitro. Analise de CXCL8, CCL2,
CXCL9, CCL5, CXCL10, IL-6, TNF, IFN-g, IL-17, IL-4, IL-2, IL-10 foi realizada apds
cultura in vitro de PBMC dos grupos de individuos LID1(-)PGL1(-) (n=57),LID1(-
PGL1(+) [llin=17), LID1(+)PGL1(-)  (n=47) e LID1(+)PGL1(+)|(n=30) na auséncia
de estimulo antigénico (cultura no estimulada) e na presenga do antigeno do M. leprae
(cultura estimulada). Os resultados sé@o apresentados no formato boxplot, indicando os
valores medianos (min-max) das concentragdes de quimiocinas e citocinas (pg/mL). A
andlise comparativa entre os grupos foi realizada pelo Teste de Mann-Whitney.
Diferengas significativas (p<0,05) estdo indicadas por linhas de conex&o regular (_ )
(Entre 0 1° e 2° grupo / entre o 3°e 4° ultimos grupo), linha de conexao tracejada (---)
(Entre 0 1°e 3°/ e entre 0 2° e 4° grupo).

6.8 ANALISE DE ASSINATURAS DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS SECRETADAS
POR CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMC) DOS
GRUPOS INDIVIDUOS LID-1(-)PGL-1(-), LID-1(-)PGL-1(+), LID-1(+)PGL-1(-) E
LID-1(+)PGL-1(+) APOS CULTURA IN VITRO.

A fim de acessar os biomarcadores com niveis acima da mediana ou ponto de
corte, construiu-se uma curva ascendente de quimiocinas e citocinas, indicando a
proporgao de individuos que apresentam esses valores elevados. Na cultura controle,
foram obtidos os seguintes resultados para cada grupo: no grupo LID1(-)PGL1(-),
observou-se a presenga de CCL2, CXCL9, CXCL10, CCL5, IL-6 e IL-17; no grupo
LID1(-)PGL1(+), foram detectados CCL5, IL-17 e IL-4; para o grupo LID1(+)PGL1(-),
foram identificados CXCL9, CXCL10, CXCLS, IL-6, TNF, IL-10, IL-4, IFN-y e IL-2; e,
por fim, no grupo LID1(+)PGL1(+), destacaram-se CCL2 e IL-2. Na cultura estimulada,
os biomarcadores observados foram os seguintes: no grupo LID(-)PGL1(-), CCL2,
CXCL5, IL-10 e IL-17; para o grupo LID1(-)PGL1(+), CXCL8, CCL2, CCL5 e IL-4; no
grupo LID1(+)PGL1(-), CXCL9, CXCL8, CXCL10, IL-6, TNF, IFN-y e IL-2; e no grupo
LID1(+)PGL1(+), CCL2. (Figura 20A)

A Figura 20B representa o Diagrama de Venn, que compara o perfil de resposta
imune entre os grupos. Na cultura controle, os biomarcadores comuns identificados
foram CXCL9, CXCL10 e IL-6 para os grupos LID1(-)PGL1(-) e LID(+)PGL1(-); CCL5
e IL-17 para os grupos LID1(-)PGL1(-) e LID1(-)PGL1(+); CXCL8, TNF, IL-10 e IFN-y
para o grupo LID1(+)PGL1(-); IL-4 para os grupos LID1(-)PGL1(+) e LID1(+)PGL1(-);
e CCL2 para os grupos LID1(+)PGL1(+) e LID1(-)PGL1(-). Na cultura estimulada, os
biomarcadores comuns aos respectivos grupos foram IL-10 e IL-17 para o grupo LID(-
)PGL1(-); CXCL9, CXCL10, IL-6, TNF e IFN-y para os grupos LID(-)PGL1(-) e
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LID(+)PGL1(-); CCL5 para o grupo LID1(-)PGL1(-) e LID1(-)PGL1(+); IL-4 para o
grupo LID1(-)PGL1(+); CXCL8 para os grupos LID1(-)PGL1(+) e LID1(+)PGL1(-); e
CCL2 para os grupos LID1(-)PGL1(-), LID1(-)PGL1(+) e LID1(+)PGL1(+). Ressalta-se
que os biomarcadores TNF e IFN-y foram comuns em ambas as condigbes de cultura

para o grupo LID1(+)PGL1(-), reforgando o carater pro-inflamatério desse grupo.
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Figura 20 - Assinaturas de quimiocinas e citocinas apoés cultura in vitro de células

mononucleares do sangue periférico (PBMC) dos grupos de individuos para LID1(-
JPGL1(-), LID1(-)PGL1(+), LID1(+)PGL1(-) e LID1(+)PGL1(+) — Curva Ascendente /

Diagrama de Venn.
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Figura 20A. Assinatura de quimiocinas e citocinas em individuos dos grupos de individuos
LID1(-)PGL1(-), LID1(-)PGL1(+), LID1(+)PGL1(-) e LID1(+)PGL1(+) apds cultura de PBMC in
vitro. A andlise da assinatura de quimiocinas e citocinas foi realizada conforme descrito em
materiais e métodos. Varidveis continuas expressas em pg/mL foram convertidas em dados
categodricos utilizando os valores da mediana intrinseca para a cultura ndo estimulada dos
quatro grupos cultura controle (CXCL8=36.42 pg/mL, CCL2=6.07 pg/mL, CXCL9=0.39 pg/mL,
CCL5=18.16 pg/mL, CXCL10=10.26 pg/mL, IL-6=13333.1 pg/mL, TNF=7278.3 pg/mL, IFN-g
= 3350.7 pg/mL, IL-17=891.4 pg/mL, IL-4=1901.5 pg/mL, IL-2=1.51 pg/mL, IL-
10=2540.2pg/mL) e cultura estimulada com M. leprae (CXCL8=75.29 pg/mL, CCL2= 7.37
pg/mL, CXCL9=0.73 pg/mL, CCL5=23.31 pg/mL, CXCL10=12.13 pg/mL, IL-6=13015.3
pg/mL, TNF-a=7200.4 pg/mL, IFN-y=3692.8 pg/mL, IL-17=15558 pg/mL, IL-4=1872.7 pg/mL,
IL-2=3.25 pg/mL, IL-10=3679.8 pg/mL) como cut-off. A proporgao de participantes com niveis
elevados de quimiocinas e citocinas foi calculada para cada grupo de estudo e os dados
apresentados por meio da curva ascendente. Foram utilizados para construgdo da curva
ascendente os quadrados vazados com linha tracejada para a cultura controle e para a cultura
estimula os quadrados coloridos com linha continua mantendo o padréo de cores. A Figura
20B indica o diagrama de Venn que foi empregado para identificar o conjunto de quimiocinas
e citocinas seletivamente aumentadas nos grupos: LID1(-)PGL1(-), LID1(-)PGL1(+),
LID1(+)PGL1(-), LID1(+)PGL1(+) sendo para cultura controle formas vazadas, cultura
estimula formas preenchidas. Os biomarcadores em ambas as culturas foram destacados em
negrito e sublinhados.

A Figura 21 demonstra o gréafico do volcano plot utilizando o "fold change"
(mudanga relativa) na produgéo das quimiocinas e citocinas entre os grupos. Observa-
se a presenga da citocina IFN-y aumentada no grupo LID1(-)PGL1(+) quando
comparado com o grupo LID1(-)PGL1(-), e permanece aumentada no grupo
LID1(+)PGL1(-) vs LID1(-)PGL1(-). Interessante notar que a quimiocina CXCL10
encontra-se diminuida no grupo LID(+)PGL1(+) em relagéo ao grupo LID1(+)PGL1(-)
na cultura controle. Na cultura estimulada a quimiocina CCL5 encontra-se diminuida
nos seguintes grupos, respectivamente: LID1(+)PGL1(+) vs LID1(-)PGL1(-);
LID1(+)PGL1(-) vs LID1(-)PGL1(+); LID1(+)PGL1(+) vs LID1(-)PGL1(+). Ressalta-se
que a citocina IFN-y encontra-se diminuida no grupo LID1(+)PGL1(+) vs o LID1(-
)PGL1(-). Nota-se que a citocina IL-2 apresenta-se aumentada no grupo
LID1(+)PGL1(-) vs LID1(-)PGL1(+), e a citocihna CXCL10 diminuida no grupo
LID1(+)PGL1(+) versus LID1(+)PGL1(-).
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Figura 21 - Assinaturas de quimiocinas e citocinas apos cultura in vitro de células

mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos dos grupos LID1(-
)PGL1(-), LID1(-)PGL1(+), LID1(+)PGL1(-), LID1(+)PGL1(+) — Volcano Plot/ Fold

change.
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Figura 21. Representa os dados em Volcano plot dos participantes dos grupos de individuos
LID1(-)PGL1(-), LID1(-)PGL1(+), LID1(+)PGL1(-) e LID1(+)PGL1(+) A posigao horizontal (eixo
X) de cada ponto indica a magnitude da mudanga nos niveis das citocinas e quimiocinas. A
posicao vertical (eixo Y) representa o -log10 do valor de P (< 0,05) que equivale a 1,33. Os
biomarcadores acima desse valor sdo considerados significativos. Observa-se os resultados
das diferencas relativa (Fold Change) dos biomarcadores na cultura controle IFN-g
aumentado LID1(-)PGL1(+) vs LID1(-)PGL1(-) e LID1(+)PGL1(-) vs LID1(-)PGL1(-); CXCL10
aumentada LID1(+)PGL1(-) vs LID1(-)PGL1(+); CXCL10 diminuida LID(+)PGL1(+) vs LID1(-
)PGL1(-). Na cultura estimulada a quimiocina CCL5 e a citocina IFN-g diminuidas no grupo
LID(+)PGL1(-) vs LID(-)PGL1(+); IL-2 aumentada e CCL5 diminuida no grupo LID1(+)PGL1(-
) vs LID1(-)PGL1(+); CCL5 diminuida no grupo LID1(+)PGL1(+) vs LID1(-)PGL1(+); CXCL10
diminuida no grupo LID(+)PGL1(+) vs LID1(+)PGL1(-).

A Figura 22 apresenta o Volcano plot utilizando o delta valor para identificar as
diferengas na expresséo de quimiocinas e citocinas entre os grupos estudados. Na
cultura controle, observou-se que as quimiocinas CXCL10, CXCL9 e TNF estavam
reduzidas no grupo LID1(-)PGL1(+) em comparagao ao grupo LID1(-)PGL1(+). No
grupo LID1(+)PGL1(-), CCL5 apresentou redugdo, enquanto CXCL8 estava
aumentada em relagéo ao grupo LID1(-)PGL1(+). Comparando LID1(+)PGL1(+) com
LID1(-)PGL1(-), houve uma diminuicdo de CCL5 e CXCL10, enquanto IL-2 estava
aumentada. Também foi observado que CCL5 estava reduzida e CXCL10 e IL-2
aumentadas no grupo LID1(+)PGL1(-) em relagéo ao grupo LID1(-)PGL1(+). No grupo
LID1(+)PGL1(+) em comparagao com LID(-)PGL1(+), CCL5 apresentou diminuicéo,
enquanto IL-2 aumentou. Por fim, tanto CXCL8 quanto CXCL10 estavam diminuidas
no grupo LID1(+)PGL1(+) em comparagdo com LID1(+)PGL1(-).

E importante destacar que os mediadores CXCL10 e IL-2 estavam aumentados
no grupo LID1(+)PGL1(-), caracterizado por um perfil pré-inflamatério, o que reforga
os resultados observados em andlises anteriores. Curiosamente, notou-se uma
reducdo de CXCL10 no grupo duplo positivo (LID1(+)PGL1(+)), onde era esperado
um perfil mais inflamatério, o que sugere uma resposta imune diferenciada nesse
grupo especifico.

Na cultura estimulada, observou-se um aumento de CXCL10 e IL-2 no grupo
LID1(+)PGL1(-) em comparagdo com os grupos LID1(-)PGL1(-) e LID1(-)PGL1(+), o

que reforga ainda mais o carater pré-inflamatério desse grupo.



Figura 22 - Assinaturas de quimiocinas e citocinas apos cultura in vitro de células

mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos dos grupos LID1(-
)PGL1(-), LID1(-)PGL1(+), LID1(+)PGL1(-), LID1(+)PGL1(+) — Volcano/ Delta
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Figura 22. No Volcano plot utilizando o delta valor encontra-se na cultura controle as
quimiocinas CXCL10, CXCL9 e TNF diminuidas no grupo LID1(-)PGL1(+) vs LID(-)PGL1(+);
CCL5 diminuida e CXCL8 aumentada no grupo LID1(+)PGL1(-) vs LID(-)PGL1(+); CCL5 e
CXCL10 diminuidas e IL-2 aumentada no grupo LID(+)PGL1(+) vs LID1(-)PGL1(-); CCL5
diminuidas e CXCL10 e IL-2 aumentadas no grupo LID1(+)PGL1(-) vs LID1(-)PGL1(+); CCL5
diminuida e IL-2 aumentada no grupo LID1(+)PGL1(+) vs LID1(-)PGL1(+); CXCL8 e CCL10
diminuidas no grupo LID1(+)PGL1(+) vs LID(+)PGL1(-). Na cultura estimulada IL-2 e IL-17
diminuidas no grupo LID(-)PGL1(+) vs LID(-)PGL1(-); CCL5 diminuida e IL-2 e CXCL10
aumentada no grupo LID1(+)PGL1(-) vs LID1(-)PGL1(-); CCL5 e IL-17 diminuidas no grupo
LID1(+)PGL1(+) vs LID1(-)PGL1(-); CCL5 diminuida e IL-2 e CXCL10 aumentadas no grupo
LID1(+)PGL1(-) vs LID1(-)PGL1(+); CCL5 diminuida e IL-2 aumentada no grupo
LID1(+)PGL1(+) vs LID1(-)PGL1(+); CCL5 e IL-2 diminuidas no grupo LID1(+)PGL1(+) vs
LID1(+)PGLA(-).

As Curvas ROC também foram construidas para demonstrar o desempenho
das quimiocinas e citocinas selecionadas para agrupar os individuos (LID1(-)PGL1(-),
LID1(-)PGL1(+), LID1(+)PGL1(-) e LID1(+)PGL1(+). Os biomarcadores que
apresentaram melhor desempenho para o grupo LID1(-)PGL1(-) vs LID1 (-)PGL1
(+),foram CXCL8 (CUT-OFF=1.20, p=0,04, AUC=0.66, sensibilidade=52.94%,
especificidade=82.14%, LR=2.95), IFN-g (CUT-OFF=1.10, p=0.0001, AUC=0.80,
sensibilidade=76.47%, especificidade=94.74%, LR=14.53), para o grupo grupo LID1(-
)PGL1(-) vs LID1 (+)PGL1 (-), foram IL-10 (CUT-OFF=1.28, p=0,03, AUC=0.66,
sensibilidade=58.82%, especificidade=87.72%, LR=4.79), CXCL10 (CUT-OFF=0.84,
p=0,04, AUC=0.61, sensibilidade=69.57%, especificidade=64.91%, LR=1.98), TNF
(CUT-OFF=1.25, p=0.001, AUC=0.68, sensibilidade=82.98%,
especificidade=92.98%, LR=11.82), IFN-y (CUT-OFF=0.98, p=<0.0001, AUC=0.82,
sensibilidade=82.98%, especificidade=92.98%, LR=11.82), IL-4 (CUT-OFF=0.88,
p=0.03, AUC=0.62, sensibilidade=55.32%, especificidade=78.57%, LR=2.58), para o
grupo LID1(-)PGL1(-) vs LID1 (+)PGL1 (+), IFN-y (CUT-OFF=1.13, p=<0.0001,
AUC=0.75, sensibilidade=70.00%, especificidade=94.74%, LR=13.3), IL-17 (CUT-
OFF=1.04, p=0.006, AUC=0.68, sensibilidade=86.67%, especificidade=50.88%,
LR=1.76), para o grupo LID1(-)PGL1(+) vs LID1 (-)PGL1 (+), foram CXCL8 (CUT-
OFF=1.20, p=0.04, AUC=0.66, sensibilidade=52.94%, especificidade=82.14%,
LR=2.95), IFN-y (CUT-OFF=1.10, p=0.0001, AUC=0.80, sensibilidade=76.47%,
especificidade=94.74%, LR=15.53), IL-17 (CUT-OFF=0.90, p=0.01, AUC=0.68,
sensibilidade=82.35%, especificidade=54.39%, LR=1.80), IL-10 (CUT-OFF=1.28,
p=0.03, AUC=0.66, sensibilidade=58.82%, especificidade=87.72%, LR=4.79), para o
grupo LID1(-)PGL1(-) vs LID1 (+)PGL1 (-), foram CXCL10 (CUT-OFF=0.84, p=0.04,
AUC=0.61, sensibilidade=69.57%, especificidade=64.91%, LR=1.98), TNF (CUT-



84

OFF=1.25, p=0.001, AUC=0.68, sensibilidade=89.36%, especificidade=64.91%,
LR=2.54), IFN-y (CUT-OFF=0.98, p=<0.0001, AUC=0.82, sensibilidade=82.98%,
especificidade=92.98%, LR=11.82), IL-4 (CUT-OFF=0.88, p=0.03, AUC=0.62,
sensibilidade=55.32%, especificidade=78.57%, LR=2.58) e para o grupo LID1(-
JPGL1(-) vs LID1 (+)PGL1 (+), IFN-y (CUT-OFF=1.13, p=<0.0001, AUC=0.75,
sensibilidade=70.00%, especificidade=94.74%, LR=13.3), IL-17 (CUT-OFF=1.04,
p=0.006, AUC=0.68, sensibilidade=86.67%, especificidade=50.88%, LR=1.76).
(Figura 23 A e B)



Figura 23 A - Desempenho de biomarcadores selecionados para identificar os
grupos de individuos LID1 vs PGL1.

Performace dos Biomarcadores Selecionados para identificar os grupos de individuos ( LID1vs PGL1)

Performance Indices

Biomarador Cuf-off
p value AUC Se Sp LR
ccL2 1.34 0.49 0.55 47.06 75.44 191
= CXCLO 1.08 0.25 0.59 61.7 63.46 168
== ceoLs 0.19 0.35 057 4118 80.70 213
E: E‘ CXCL10 0.65 0.32 0.57 76.47 56.95 1.89
aT IL-6 1.20 0.41 0.56 41.18 82.45 234
_s‘. % TNF 1.47 0.10 0.63 47.06 91.23 5.36
O IEN-y 110 0.0001 0.80 7647 24.74 1453
o
-4 0.99 0.19 0.60 5294 78.95
IL-2 1.04 0.70 0.53 70.59 59.65 174
Performance Indices
Biomarador Cuf-off
p value AUC Se Sp LR
CXCLB 071 0.54 0.53 44 68 75 178
CXCLe 083 0.40 0.54 6170 56.14 1.40
i CCLS 131 0.16 0.57 4468 8596 3.18
—=
2o
= 2 IL-6 0.54 0.64 0.52 57.45 51.63 121
5z
g8
S IL-17 1.16 0.62 052 76.60 4035 1.28
IL-10 0.99 0.83 0.51 3617 8070 1.87
IL-2 1.47 0.004 0.66 6170 7895 293
Performance Indices
Biomarador Cuf-off
p value Auc Se Sp LR
CXCLB 0.70 072 052 4333 75 173
CXCLS 114 0.16 0.59 6333 71593 215
3‘__ CCLS 0.40 0.53 054 4333 71593 154
E‘ ‘3’ CXCL10 1.09 074 0.52 50.00 73.68 190
z g IL-6 112 0.25 0.57 46.67 7855 221
g g THF 132 0.23 0.57 7333 4512 144
o
-4 -0.08 0.77 0.51 40.00 7895 190
IL-10 073 0.38 0.55 96.67 183 1.19
1-2 0.7 0.13 0.59 66.67 6491 190

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).



Figura 23 B - Desempenho de biomarcadores selecionados para identificar os
grupos de individuos LID1 vs PGL1

Performace dos Biomarcadores Selecionados para identificar os grupos de individuos { LID vs PGL)

Perf Indi
Biomarcador Cuf-off erformance Indices

p value AUC S8 Sp LR
CKCLB 0.77 0.04 0.66 5217 82.35 2.85
'_-t'- ccL2 130 0.09 0.63 8293 47.06 156
= =z CXCLS 1.25 0.48 0.56 74.47 41.18 1286
E‘E‘ CCLS 116 0.23 0.59 5319 8235 301
s
=s. % 1L~ 6
H TNE 1.30 0.007 0.72 83.62 70.59
[}
-4 1.02 0.65 0.53 51.06 76.47 217
IL-10 1.02 0.16 0.61 721.34 58.82 175
IL-2 1.25 0.11 0.62 55.96 75.47 2.80
Biomarcador Cuf-off Performance Indices
p value AUC Se Sp LR
= CXCLB 077 0.04 0.68 46.67 87.50 373
= [dab] 134 0.05 0.66 90.00 47.06 17
E‘ ':—"' CHCLS 61 0.98 0.50 86.67 2941 1.22
= g CCLS 116 0.64 0.54 36.67 82.35 207
E g CHCL10 077 0.41 0.57 56.67 82.35 3.21
= IL-6 0.15 =0.99 0.50 8333 2941 1.18
IL-17 -1.32 0.53 0.55 86.67 35.29 133
-4 -0.55 0.35 0.58 3333 9412 5.66
IL-10 102 0.11 0.64 8333 58.82 2.02
IL-2 0.96 0.29 0.59 66.67 58.82 161
Performance Indices
Biomarcador Cuf-off
p value AUC Se sp LR
CXCLe 117 0.33 0.56 60 68.09 1.88
= CCLS 129 0.12 0.60 a0 4468 162
j’ z CXCL1o 0.87 0.45 0.55 50 68.09 156
g_ = IL-6 111 0.60 0.53 46.67 72.34 168
28
E- = I-17 0.69 0.007 0.68 60 7234 216
G -4 117 0.02 0.64 S0 4894 176
IL-10 071 067 0.52 96.67 27 .66 133
I-2 118 0.003 0.69 652.69 63.09 250

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 23 A e 23 B Desempenho de biomarcadores selecionados para identificar individuos
dos grupos de LID1(-)PGL1(-), LID1(-)PGL1(+), LID1(+)PGL1(-) e LID1(+)PGL1(+). O
desempenho das citocinas e quimiocina secretadas por células mononucleares do sangue
periférico apds cultura in vitro para classificar foram calculados pela analise da curva de
caracteristica de operagao do receptor (ROC). A area sob a curva (AUC) indica a precisao
global de cada biomarcador usando limites especificos. Os indices de desempenho, incluiram
sensibilidade (Se), especificidade (Sp), razdo de verossimilhanga (LR). A tabela demonstra
em detalhes o desempenho dos biomarcadores dos diferentes grupos.

Os resultados apresentados na Figura 24 demonstram diferencgas significativas
nas redes de correlagdes entre os quatro grupos estudados, considerando as
respostas ao LID-1 e ao PGL-1. No grupo LID1(-)PGL1(-), observou-se um total de 86
correlagdes na cultura controle, das quais 12 foram fortes (50% entre citocinas pro-
inflamatérias e 17% entre citocinas reguladoras), e 92 correlagbes na cultura
estimulada, com 10 fortes (50% pro-inflamatérias e 10% reguladoras). Em contraste,
o grupo LID1(-)PGL1(+) apresentou 62 correlagdes na cultura controle, das quais 24
foram fortes (38% pré-inflamatérias e 25% reguladoras), e 74 correlagdes na cultura
estimulada, com 12 fortes (42% proé-inflamatdrias e 25% reguladoras).

Para o grupo LID1(+)PGL1(-), foram observadas 86 correlagdes na cultura
controle, com 18 fortes (67% pro-inflamatdrias e 17% reguladoras), enquanto na
cultura estimulada registrou-se um total de 84 correlagdes, das quais 14 foram fortes
(50% pré-inflamatérias e 14% reguladoras). O grupo LID1(+)PGL1(+) apresentou, na
cultura controle, 62 correlagbes, sendo 8 fortes (38% pro-inflamatoérias e 25%
reguladoras), e, na cultura estimulada, 76 correlagdes, das quais 20 foram fortes (65%
pro-inflamatérias e 5% reguladoras).

Destaca-se que o grupo de individuos LID1(+)PGL1(-), tanto na cultura controle
quanto na estimulada, exibe um perfil pré-inflamatério robusto, reforgando, através da
rede de correlagbes, a conexdo entre os mediadores IL-17, IFN-y e TNF.
Adicionalmente, observou-se uma conexao entre IL-10 e IL-6, o que pode indicar uma
tentativa de imunorregulagdo nesse grupo. E notavel também a conexao persistente
entre CXCL10 e IL-17 nos grupos LID1(+) e ausente no grupo LID1(-), sugerindo uma

diferenga no perfil de resposta imune associada ao status do LID-1.
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Figura 24 - Andlise de desempenho de biomarcadores selecionados para identificar
os grupos de individuos LID1(-)PGL1(-), LID1(-)PGL1(+), LID1(+)PGL1(-) e
LID1(+)PGL1(+) por meio de andlises de Redes.

Redes de quimiocinags e citocinas obtidas por PBMCs de individuos LID{-)PGL1{-), LID(-)PGL1(+}, LID{+PGL1{-] e I
LID(+)PGL1(+}

== Cullura Conlrole Cultura estimutada por M. leprae

LID{ PGLY (1)
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Fortae: 17

Comalaplas
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Foras: it
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Citosinih Ridusido s 105

Chooines Fro-infiama thrae: 3%
Choeina Fsguaderaa: 175

Comelagies Comslagpies
Tetain: 63 Tt 74
Fotas: 24 Fotig: 12

Chosine Pro- nfeimadias: 43%
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o
7
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 24. Redes de correla¢des de biomarcadores de quimiocinas e citocinas obtidos a partir
de PBMCs dos grupos de individuos LID1(-)PGL1(-), LID1(-)PGL1(+), LID1(+)PGL1(-) e
LID1(+)PGL1(+) apos estimulo in vitro com M. leprae. A andlise foi realizada em duas
condigdes: cultura controle (sem estimulo) e cultura estimulada por M. leprae. As redes foram
construidas usando um layout circular baseado na excentricidade, considerando todas as
correlagdes significativas. As redes em azul claro, representam correlagdes para os individuos
LID1(-)PGL1(-), azul escuro LID1(-)PGL1(+) e as redes vermelha para os individuos
LID1(+)PGL1(-) e vermelho claro LID1(+)PGL1(+). As linhas continuas representam a
correlagéo positiva entre os biomarcadores, e a linha tracejada uma correlagdo negativa. As
linhas coloridas (azul e vermelho) conectam de um modo geral biomarcadores com carater
pro-inflamatério.
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7 DISCUSSAO

A introdugéo de abordagens inovadoras para a identificagdo de biomarcadores
neste estudo revelou um conjunto de quimiocinas e citocinas fortemente associadas
ao perfil pro-inflamatério, com destaque para o IFN-y no grupo LID-1 (+). Esse achado
sugere que o IFN-y possui um potencial significativo para o diagndstico de individuos
com infecgdo subclinica por M. leprae. A relevancia deste biomarcador é sustentada
pelo sucesso do teste Quantiferon, utilizado amplamente para o diagnostico de
tuberculose latente, que se baseia na deteccdo de mediadores soluveis em estagios
iniciais de doencgas causadas por micobactérias. (Rothel; Andersen, 2014)

Vale reforgar a importancia dessa proteina recombinante (LID-1) no ensaio
multiplex que possibilitou a identificagdo de individuos com anticorpos anti - LID (LID+)
que posteriormente foram avaliados pelo CREDEN-PES confirmando o diagnostico
de hanseniase, para muitos dos participantes.

Estudos prévios tém apontado para a necessidade de selecionar
biomarcadores soroldgicos e celulares capazes de identificar infecgdes subclinicas
com precisdo, antes mesmo da manifestacdo clinica da doenga. O diagndstico
precoce é essencial para prevenir o surgimento de sequelas, deformidades fisicas e
para interromper a cadeia de transmissdo. Ferramentas como o perfil de quimiocinas
e citocinas utilizadas neste estudo representam estratégias promissoras, embora
ainda seja necessario padronizar as respostas para viabilizar seu uso regular no
monitoramento clinico da hanseniase (Geluk et al., 2012; Hasan et al., 2004; Nath;
Saini; Valluri, 2015; Queiroz, et al., 2019).

Os achados obtidos confirmam o que tem sido descrito na literatura sobre o uso
de quimiocinas e citocinas como biomarcadores para detecgao de infecgdo subclinica
(Martins et al., 2012; Saini et al., 2013). Em particular, os niveis elevados de IFN-y no
grupo LID-1 (+) reforcam as observacdes de Hungria et al. (2017), que identificaram
maior producgao de IFN-y em pacientes com a forma clinica PB (71-84%) e em contatos
(55%). Esse padrao indica que o IFN-y € um biomarcador promissor para identificar
respostas imunoldgicas associadas a estagios iniciais da infecgdo por M. leprae,
oferecendo uma ferramenta valiosa para o diagndstico precoce e para o controle da

hanseniase em areas endémicas.
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A resposta de anticorpos ao glicolipideo fendlico-lI (PGL-I), um componente
especifico da parede celular de M. leprae, tem sido amplamente estudada como
biomarcador na hanseniase. No trabalho de Grossi et al (2008), os autores verificaram
que O ML Flow mostrou grande correlagdo com a carga bacilar, tendo sido positivo na
totalidade dos pacientes com Indice Baciloscépico (IB)>2 e em quase todos os
pacientes com IB positivo menor que dois; foi capaz, ainda, de detectar anticorpos
especificos do M. leprae em mais de um tergo dos individuos com baciloscopia
negativa.

No entanto, a deteccdo de anticorpos anti-PGL-l isoladamente se mostra
insuficiente para identificar todos os casos da doenga. Embora o teste apresente alta
sensibilidade para pacientes multibacilares, pacientes paucibacilares geralmente nao
apresentam uma resposta detectavel de anticorpos, limitando a eficacia de PGL-1 na
identificacdo de todos os casos de hanseniase (Gurung et al., 2019; Van Hooij et al.,
2019). Outros antigenos especificos de M. leprae, como a lipoarabinomanana (LAM)
(Spencer et al., 2011), a proteina de fusdo recombinante LID-1 (DUTHIE et al., 2016;
MARCAL et al., 2018), a proteina de membrana principal-Il (MMP-Il) (Wang et al.,
2015) e outras proteinas recombinantes de M. leprae (Spencer et al., 2011; 2012)
também tém sido investigados como potenciais biomarcadores.

Os dados obtidos neste estudo reforgam as limitagdes do teste anti-PGL-l, pois
apenas 47 participantes assintomaticos residentes em area endémica apresentaram
teste positivo para PGL-1, enquanto 79 apresentaram anticorpos para LID-1 (+). Esse
achado sugere que o anticorpo anti-LID-1, da classe IgG, pode ser um marcador mais
sensivel para detecgdo precoce, em comparagdo com o anticorpo anti-PGL-I, que
pertence a classe IgM e apresenta menor sensibilidade para antigenos proteicos.
Assim, a busca por novos biomarcadores, incluindo proteinas de natureza proteica
como a LID-1, é essencial para aprimorar o diagndstico precoce da hanseniase e
possibilitar uma resposta mais eficaz no controle da doenga.

Araoz e colaboradores (2006) testaram 17 antigenos proteicos e observaram a
antigenicidade das células T para esses antigenos, confirmada pela produgéo de IFN-
vy em ensaios de sangue total. As respostas mais altas foram observadas em pacientes
com hanseniase paucibacilar e em contatos assintomaticos. O sucesso de ensaios
especificos de antigeno, baseados na produgdo de IFN-y para o diagndstico de
tuberculose humana, como dito anteriormente (Rothel; Andersen, 2014), oferece um

paradigma promissor para a busca de antigenos recombinantes no diagndstico da



92

hanseniase. Os dados de produgéo de IFN-y obtidos neste estudo podem contribuir
para consolidar um método de diagndstico precoce, utilizando anticorpos e outros
biomarcadores, como citocinas e quimiocinas, para a detecg¢éo de infecgdo subclinica.

A resposta imune do hospedeiro ao bacilo de M. leprae influencia a evolugédo
clinica da hanseniase, variando de uma resposta pro-inflamatéria (Th1/Th17) que
facilita o controle bacteriano em individuos paucibacilares (PB) até uma resposta
imunoreguladora (Th2), caracterizada por altos niveis de anticorpos, mas incapaz de
controlar a infeccé@o, observada em pacientes multibacilares (MB) (Nath; Saini; Valluri,
2015; Saini et al., 2013). De acordo com Queiroz et al. (2021), niveis elevados de
CCL2 estao presentes em contatos domiciliares (HHC), enquanto IFN-y é detectado
em niveis elevados em pacientes PB e MB, corroborando os dados deste estudo. Os
resultados confirmam que CCL2 é um possivel biomarcador no grupo LID-1 (-),
enquanto IFN-y é um indicador de infecgao subclinica no grupo LID-1 (+).

Interessantemente, os dados obtidos indicaram niveis mais altos de CCL2 e
CCL5 no grupo LID-1 (-), composto por individuos saudaveis sem anticorpos anti-LID,
enquanto estudos prévios mostram niveis reduzidos dessas quimiocinas em pacientes
com hanseniase lepromatosa, sugerindo um papel no crescimento e disseminacéo
bacteriana irrestrita (Hasan et al., 2006). Além disso, individuos com perfil PGL-1 (+)
apresentaram uma tendéncia de niveis elevados de CCL2 e CXCL8, enquanto niveis
aumentados de CXCL8 e TNF foram observados no grupo LID-1 (-) PGL-1 (+),
sugerindo uma resposta imunolégica diferenciada do grupo LID-1 (+) PGL-1 (-) que
apresentaram um perfil pré-inflamatoério.

Geluk et al. (2012) sugerem que as quimiocinas MCP-1 (CCL2) e MIP-1j3
podem distinguir respostas imunes ao patégeno de respostas resultantes de
exposigado assintomatica ao M. leprae. Neste estudo, o papel de IP-10 (CXCL10)
também se destacou, sendo associado ao risco de infecgdo e subsequente
transmisséo. Esses dados séo consistentes com os achados de Van Hooij et al. (2016;
2018), que identificaram CXCL10 como um marcador celular relevante para identificar
pacientes com hanseniase em diferentes formas clinicas. CXCL10, uma quimiocina
secretada em resposta ao IFN-y, desempenha um papel importante na patogénese da
hanseniase. Em nosso estudo, CXCL10 foi um biomarcador seletivo no grupo LID-1
(+), em conjunto com CXCLS8, IFN-y e IL-2, e se destacou no grupo LID-1 (+) PGL-1 (-

), reforgando o perfil pré-inflamatério desse grupo.
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Algumas limitacdes foram identificadas no estudo. Embora o numero de
participantes seja representativo, € essencial ampliar a amostra para validar os
biomarcadores identificados. O acompanhamento temporal dos participantes também
é fundamental, pois apds dois anos do inicio do estudo, aproximadamente 25
pacientes LID-1 (+) evoluiram para hanseniase e iniciaram tratamento. Considerando
a natureza crénica da hanseniase, é importante monitorar tanto os individuos LID-1
(+) sem manifestagdes clinicas quanto os individuos LID-1 (-) que residem em areas
endémicas. Identificar um biomarcador imunoldgico especifico com valor prognéstico
pode ser crucial para prever desfechos clinicos distintos. O acompanhamento
longitudinal dos participantes permitira identificar aqueles que desenvolveram a
doenga, facilitando a selegédo de biomarcadores com alto potencial para o diagnéstico

precoce da hanseniase.
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8 CONCLUSAO

Este estudo utilizou abordagens inovadoras para avaliar as respostas
imunoldgicas de individuos expostos ao M. leprae em uma area hiperendémica para
hanseniase. A analise detalhada dos perfis imunoldgicos dos grupos LID-1 (+) e LID-
1 (-), PGL-1 (+) e PGL-1 (-), e dos quatro grupos combinados, revelou perfis
inflamatdrios distintos com potencial de aplicagéo no diagndstico e monitoramento de
infecgdes subclinicas (Figura 25).

No grupo LID-1 (+), a presenga de niveis elevados de IFN-y e CXCL10 indicou
uma resposta inflamatéria acentuada, potencialmente associada a infecgdo
subclinica. Este perfil pro-inflamatorio reforga a utilidade de IFN-y como um marcador
imunoldgico para diagnéstico precoce, particularmente relevante em estagios iniciais
da infecgdo. Em contraste, o grupo LID-1 (-) apresentou uma resposta imunoldgica
mais baixa, sugerindo menor exposigdo ao patégeno ou um possivel perfil de
resisténcia ao bacilo.

Em relagdo aos grupos PGL-1 (+) e PGL-1 (-), o principal biomarcador
identificado foi a quimiocina CXCL10, que apresentou niveis elevados no grupo PGL-
1 (-), refletindo uma resposta inflamatoéria associada a exposicdo ao bacilo sem
progressao para infeccdo ativa. Em PGL-1 (+), observou-se uma resposta mais
atenuada e menos inflamatéria, o que sugere uma modulacdo da resposta imune.

Ao analisar os quatro grupos combinados — LID-1 (-) PGL-1 (-), LID-1 (-) PGL-
1 (+), LID-1 (+) PGL-1 (-) e LID-1 (+) PGL-1 (+) — foi possivel identificar padroes
imunoldgicos especificos. O grupo LID-1 (+) PGL-1 (-) destacou-se com um perfil
inflamatoério mais intenso, caracterizado por niveis elevados de CXCL10 e das
citocinas pro-inflamatérias IFN-y, TNF, IL-17 e IL-2. A inclusdo dos dados do grupo
PGL-1 (+) revelou uma redugao na produgao de IFN-y, sugerindo que a presenca do
anticorpo anti-PGL-1 pode estar associada a uma modulagéo da resposta inflamatéria.

Estudos adicionais sobre a resposta do hospedeiro ao M. leprae,
especialmente em individuos residentes em areas de alta endemicidade, séo
essenciais para validar o uso desses biomarcadores no diagnéstico precoce da
hanseniase. Nosso grupo de pesquisa esta atualmente realizando uma analise
detalhada dos perfis protedmico e transcriptémico de individuos LID-1 (+) que

evoluiram para hanseniase, visando compreender os mecanismos envolvidos na



95

progressao da infecgdo. A identificagdo de biomarcadores associados a esses
mecanismos sera crucial para aprimorar o diagndstico precoce da hanseniase,
particularmente em estagios iniciais ou em casos de infecgdo subclinica, quando os
sintomas ainda s&o pouco evidentes.

Esses achados enfatizam o papel de mediadores imunolégicos como CXCL10,
IFN-y e TNF, e destacam a relevancia de ensaios multiplex na detecgédo de perfis
imunolégicos especificos. O estudo contribui para o desenvolvimento de métodos
diagndsticos aprimorados que, ao serem validados, podem fortalecer a vigilancia

epidemiolégica e o manejo clinico da hanseniase em regides de alta endemicidade.

Figura 25 - Viséo Integrada

Visdo das Al Comuns e em Quirmni e Citocinas idas por PBMCs Cultivadas In Vitro de Pacientes com
Hanseniase, Classificados de Acordo com a Resposta aos antigenos LID-1 e PGL-1
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 24. Visdo integrada das alteragdes comuns e especificas dos biomarcadores por
PBMC cultivadas in vitro de pacientes com Hanseniase.
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PESQUISA DEMOGRAFICA DOS PARTICIPANTES
Peso: Altura: Circunferéncia do Brago:

ENTREVISTADOR: Por favor, leia qualguer texto em itdlico antes de cada questdo, bem como a prépria questdo. Leia as respostas somente
quando instruido. Nunca leia "ndo sei" ou "recusou-se a responder" como uma resposta. Por favor, leia a introdugdo em italico abaixo
para todos os participantes. Se houver uma seta seguida por um nimero de pergunta apos uma resposta, pule para essa pergunta. Circule
todas as respostas, a menos que haja um lugar para inserir um nlimero ou uma resposta a uma pergunta aberta.

Old meu nome é . Obrigado por participar neste estudo. Faco parte de uma equipe de
cientistas da Universidade Federal de Juiz de Fora - GV e da Emary University que investiga os efeitos da hanseniase no
corpo humano. Sua contribuigdo fornecerd conhecimentos valiosos que podem ajudar a reduzir a chance de as pessoas
adquirirem hanseniase. Vocé assinou um formuldrio de consentimento e, para lembrd-lo, tudo o que vocé disser aqui serd
mantido em sigilo. Sua participagdo é totalmente voluntdria e vocé pode mudar de ideia a qualquer momento. Seu nome
ndo serd mencionado em nenhuma apresentagdo / publicagdo relacionada a este estudo. A duragdo prevista desta
pesquisa é de 20 minutos e envolverd perguntas bdsicas sobre vocé, sua casa, suas atividades e sua dieta. Vocé ainda
concorda em participar? ( ) SIM () NAO

Hordrio de inicio da entrevista___: ___am/pm

Al.Em que municipio vocé mora:

A2. Liste todos os outros municipios em que vocé ja morou e por quanto tempo.:

A3.Em que bairro vocé mora?

A4_Esta drea érural ouurbana? 1.Urbana 2.Rural  88. Recusou a responder 99. Ndo sei

A5. Esta drea € coberta por um posto de satde da familia? 1. Sim 2.Nd3o  88.Recusou a responder 99. Ndo sei

A6. Nos Ultimos 2 anos, vocé passou um tempo em outros lugares (para trabalho ou outros motivos) por mais de 1 més
de cada vez?
1. Sim (especificar local e tempo de duragdo):

2. Nio
88. Recusou a responder 99. Ndo sei
A7.Qual a sua idade?
99. Ndo sei
A8.Qual é o seu sexo: 1. Masculino 2. Feminino 3. ndo bindrio 4. Prefere se autodescrever:

88. Recusou a responder

A9. Como vocé descreveria suaraga?

1. Negro 2. Branco 3. Pardo 4.Asiatico 5. Indigena 6.0utro:_
88. Recusou a responder 99. Ndo sei
A10. Quantas pessoas moram ha sua casa? 88. Recusou a responder 99. Ndo sei
A11. Vocé estd trabalhando atualmente? 1. Sim, tempo integral 2. Sim, meio periodo 3. Ndo (to A13)
88. Recusou a responder (to A13)
A12. Se sim, qual é a sua ocupagdo atual: (to A15)
A13. Se vocé ndo estd trabalhando atualmente, por que ndo?
1. Estd desempregado 2. Temporariamente em casa 3. Motivos de satde 4. Aposentado
5. Cuidando das criangas/dona de casa 6. Outros:

88. Recusou a responder

A14. Se vocé ndo estd trabalhando atualmente, que ocupagdo/profissdo (8es) vocé teve no passado?
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A15. Qual é o seu salirio médio mensal ou o de sua familia (renda mensal)
1. <de 1 saldrio minimo 2. 1-3 saldrio Minimo 3.3 a5 Saldrio Minimo 4.>5 Saldrio Minimo
A16. Quantas pessoas na casa esse saldrio da suporte (o saldrio sustenta quantas pessoasdacasa)? [___ ]
88. Recusou a responder 99. Ndo sei
A17. Qual o seu maior nivel de escolaridade?

1. Nenhum 2. Ensino fundamental 3. Ensino médio 4. Nivel Técnico

5. Nivel superior 6. Pés-graduacgdo 88. Recusou a responder 99. Ndo sei
A18.Vocé tem uma cicatriz da vacina BCG? VERIFICAR NO BRACO DO PARTICIPANTE
Sim 2. Ndo 88. Recusou a responder 99. Ndo sei

ares e Ambientais.

B1. Qual é a principal fonte de dgua potavel para os membros da sua familia? Por favor, indique apenas um.

11. Agua encanada para casa 12. Agua canalizada para o quintal
13. Tubo vertical de torneira publica 14. Cisterna

15. Pogo cavado protegido 21. Pogo cavado desprotegido

16. Bomba de dgua protegida 22. Bomba de dgua desprotegida
17. Coleta de dgua da chuva 18. Agua engarrafada

23. Carrinho com pequeno tanque / tambor 24. Caminhdo-tanque

25. Aguas superficiais 19. Outro:

88. Recusou a responder 99. N3o sei

B2. Qual é a principal fonte de dgua usada para cozinhar? Por favor, indique apenas um.

11. Agua encanada para casa 12. Agua canalizada para o quintal
13. Tubo vertical de torneira publica 14. Cisterna

15. Pogo cavado protegido 21. Pogo cavado desprotegido

16. Bomba de dgua protegida 22. Bomba de dgua desprotegida
17. Coleta de dgua da chuva 18. Agua engarrafada

23. Carrinho com pequeno tangue / tambor 24. Caminh3o-tanque

25. Aguas superficiais 19. Outro:

88. Recusou a responder 99. Ndo sei

B3. Qual é a PRINCIPAL fonte de dgua utilizada para o banho e para a lavagem das mdos?

11. Agua encanada para casa 12. Agua canalizada para o quintal
13. Tubo vertical de torneira pablica 14. Cisterna

15. Pogo cavado protegido 21. Pogo cavado desprotegido

16. Bomba de &gua protegida 22. Bomba de 4dgua desprotegida
17. Coleta de dgua da chuva 18. Agua engarrafada

23. Carrinho com pequeno tanque / tambor 24. Caminhdo-tanque

25. Aguas superficiais 19. Outro:

99. Eu ndo sei 88. Recusou-se

B4. Vocé lava as mdos antes das refeicdes?

1.Sempre 2. Algumas vezes 3. Nunca 4.0utro:

88. Recusou a responder 99. Ndo sei

B5. Vocé tem sabonete disponivel hoje para lavar as m3os em casa?

1.Sim 2.Ndo 88. Recusou a responder 99. Ndo sei

B6. Vocé trata sua dgua de alguma forma para tornd-la mais segura para beber?

1.Sim 2.N3o (toB8) 88. Recusou a responder (to B8) 99. Nio sei (to B8)

B7. O que vocé costuma fazer com a agua para torna-la mais segura para beber? Por favor, indique apenas um.
11. Ferve 12. Adiciona agua sanitaria / cloro 13. Usa um filtro de dgua

14. Desinfecgdo solar 21. Passa por um pano 22. Deixa repousar e assentar
23. Outros: 88. Recusou a responder 99. Ndo sei
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B8. Que tipo de banheiro os membros da sua casa usam com mais frequéncia? Por favor, indigue apenas um.
A Descarga

11. Vai para o sistema de dgua encanada 12. Vai para afossa séptica

13. Vai para a fossa 14. Vai para um lugar a céu aberto

18. ndo sabe para onde vai

Latrinas de fossa seca
22. Latrina de fossa com laje 23. Latrina de fossa sem laje / fossa a céu aberto

Sanitdrio de compostagem
31. Pogo duplo com laje 32. Fossa dupla sem laje
33. Outros banheiros compostaveis

41. Balde 42. Saneamento baseado em contéineres

51. Sanitdrio suspenso 95. Sem instalagdes

96. Outro:

88. Recusou a responder 99. Ndo sei

B9. Vocé compartilha esta instalagdo com outras familias?

1.Sim 2. N3o (to B11) 88. Recusou a responder (ir para B11) 99. N3o sei (ir para B11)

B10. Quantas familias usam este banheiro além dasua? [ _
88. Recusou a responder 99. Ndo sei

1

B11. Vocé lava todas as frutas e vegetais antes de cozinhar e servir?
1.Sim 2. Ndo (to B13) 88. Recusou a responder (ir para B13) 99. Ndo sei (ir para B13)

B12. Como vocé lava suas frutas e vegetais?

1. Lavo com dgua da torneira 2. Llavo em dgua com vinagre
3. Lavo com agua filtrada e uma baixa concentragdo de agua sanitdria 4. Eundo os lavo

88. Recusou a responder 99. Ndo sei

B13. Com que frequéncia as roupas de cama s3o trocadas em sua casa?*
1. Menos que quinzenal 2. Quinzenalmente ou com mais frequéncia
88. Recusou a responder 99. Ndo sei

B14. Vocé compartilha a cama ou outro espago de dormir com outras pessoas?*
1. Sim 2. Nao 88. Recusou a responder 99. Ndo sei

B15. Quantas pessoas por cdmodo ha em sua casa?’

1. 0-3 people 2. 4 or more people 88. Recusou a responder 99. Ndo sei
B16. Vocé morou em uma casa com piso de areia ou barro nos ultimos 10 anos?*
1. Sim 2. Ndo 88. Recusou a responder 99. Ndo sei
Ja morou em algum momento da sua vida? 1.5im 2. Ndo

B17. Vocé realiza alguma atividade de trabalho e / ou contato recreativo com a dgua de rios, lagos, cérregos ou outra
fonte natural de dgua? *

1.Sim 2. Ndo (to B20) 88. Recusou a responder (to B20) 99. Ndo sei (to B20)
Ja realizou em algum momento da sua vida? 1.5im 2. Ndo

B18. Em caso afirmativo, especifique que tipo de atividade.

1. Natagdo 2. Pesca 3. Tomando banho 4. Vadiar

5. Lavando roupas 6. Outros: 88. Recusou a responder




112

HMM-_
UfJf | CAMPUS GV @ MQORY | Institutional Review Board
UNIVERSITY | Rescarch Adminitration
B19. Com que frequéncia vocé realiza esse tipo de atividade?
1. Mais de uma vez por semana 2. Cerca de uma vez por semana
3.Uma ou duas vezes por més 4. Algumas vezes por ano
5.Raramente 88. Recusou a responder 99. Ndo sei
B20. Vocé trabalhou em uma area agricola (roga) nos ultimos 10 anos?*
1.Sim 2.Ndo 88. Recusou a responder 99. Ndo sei
J3 trabalhou em algum momento da sua vida? 1.5im 2. Ndo
B21. Vocé trabalhou em uma floresta/mata/roga nos Gltimos 10 anos?!
1.Sim 2. Ndo 88. Recusou a responder 99. Ndo sei
Ja trabalhou em algum momento da sua vida? 1.5im 2. Ndo
B22. Vocé j3 cagou nos ultimos 10 anos?!
1.Sim 2. Ndo (toB24) 88. Recusou a responder (to B24) 99. N3o sei (to B24)
J3 cagou em algum momento da sua vida? 1.5im 2.N3o
B23. Com que frequéncia vocé caga?
1. Mais de uma vez por semana 2. Cerca de uma vez por semana
3.Uma ou duas vezes por més 4. Algumas vezes por ano
5.Raramente 88. Recusou a responder 99. Ndo sei
B24. Existem animais de estimag3o em sua casa ou animais em sua propriedade?*
1. Sim (especificar): 2. Ndo 99. N3o sei 88. Recusou-
se
B25. Vocé ja teve contato com tatu?
1. Muito frequentemente 2. Freqiientemente
3.As vezes 4. Raramente
5.Nunca 99. Eu ndo sei 88. Recusou-se
B26. Em caso afirmativo, especifique o tipo de contato.
1. Visto a distancia 2. Caga 3. Manuseio de carcaga
4.Comer 5. Outros: 88. Recusou a responder
PARTE C. Infec¢des
C1. Vocé ja foi diagnosticado com uma infec¢3o por verme/verminose
1. Sim 2. N3o (to Part D) 88. Refused (to Part D)
99. N3o sei (to Part D)
C2. Se sim, vocé se lembra de qual verme
1. Lombriga 2. Schistose 3. Amareldo
4. Tenia ou solitaria 5. Oxiurus 6. Giardia
7. Ameba 8. Outros (especificar):
99. Eu ndo sei 88. Recusou-se
C3. Em caso afirmativo, vocé recebeu tratamento para este verme ou outros no passado?
1.5im 2. Ndo 88. Recusou a responder 99. Ndo sei
C4. Vocé ja teve hanseniase (lepra)? Se sim, tem quanto tempo?
C5. Vocé conhece alguem que tem ou que ja teve hanseniase (lepra)? Se sim, quem?
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PARTED. i¢do e Inseguranga Ali A

D1. Vocé mudou sua ingestdo de alimentos ou dieta recentemente?

1.Ndo 2.Sim, para perder peso

3.Sim, por razdes médicas 4. Sim, para ser vegetariano ou reduzir o consumo de carne

5.Sim, para reduzir a ingestdo de sal 6. Sim, para reduzir o colesterol

7.Sim, para ganhar peso 8. Outros:

88. Recusou a responder 99. Ndo sei

D2. Vocé esta tomando algum suplemento dietético?

1. Ndo, 2. Sim, regularmente (especifique):

3. Sim, mas ndo regularmente (especifique):

88. Recusou a responder 99. Ndo sei

D3. Com que frequéncia sua familia compra comida/faz compra em supermercado/mercearia?
1. Mais frequentemente do que uma vez por semana

2. Uma vez por semana 3. Uma vez a cada 2 semanas
4. Uma vez a cada 3 semanas 5. Menos frequentemente do que uma vez a cada 3 semanas
88. Recusou a responder 99. Ndo sei

D4. Nos tltimos 3 meses, vocé estava preocupado em ficar sem comida antes de poder comprar ou receber mais
comida?

1. Nunca 2. Quase todos os dias

3. Em apenas alguns dias 4. Em apenas um ou dois dias

88. Recusou a responder 99. Ndo sei

D5. Nos Ultimos 3 meses, vocé ficou sem comida antes de ter dinheiro para comprar mais? (nos ultimos 3 meses)
1. Nunca 2. Quase todos os dias

3. Em apenas alguns dias 4. Em apenas um ou dois dias

88. Recusou a responder 99. N&o sei

D6. Nos ultimos 3 meses , ficou sem dinheiro para comprar uma alimentagdo saudavel e variada?
1. Nunca 2. Quase todos os dias

3. Em apenas alguns dias 4. Em apenas um ou dois dias

88. Recusou a responder 99. Ndo sei

D7. Nos ultimos 3 meses , vocé teve que mudar sua dieta em apenas alguns tipos de alimentos porque ndo havia
dinheiro suficiente para comprar alimentos?

1.Nunca 2. Quase todos os dias
3. Em apenas alguns dias 4. Em apenas um ou dois dias
88. Recusou a responder 99. Ndo sei

D8. Nos tltimos 3 meses , vocé reduziu o tamanho das suas refei¢des porque ndo havia dinheiro suficiente para comprar
comida?

1.Nunca 2. Quase todos os dias
3. Em apenas alguns dias 4. Em apenas um ou dois dias
88. Recusou a responder 99. Ndo sei

D9. Nos ultimos 3 meses , vocé teve que ficar sem uma refeigdo porque ndo havia dinheiro suficiente para comprar
comida?

1. Nunca 2. Quase todos os dias
3. Em apenas alguns dias 4. Em apenas um ou dois dias
88. Recusou a responder 99. Ndo sei

D10. Nos ultimos 3 meses , vocé comeu menos do que achava que deveria porque ndo havia dinheiro suficiente para
comprar comida?

1.Nunca 2. Quase todos os dias
3. Em apenas alguns dias 4. Em apenas um ou dois dias
88. Recusou a responder 99. Ndo sei
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D11. Nos tltimos 3 meses, vocé sentiu fome mas ndo comeu porque ndo tinha dinheiro para comprar comida?

1. Nunca 2. Quase todos os dias
3.Em apenas alguns dias 4. Em apenas um ou dois dias
88. Recusou a responder 99. N3o sei
D12. Nos ultimos 3 meses, vocé perdeu peso porque ndo tinha dinheiro para comprar comida?
1. Néo 2.Sim, um pouco 3.Sim, some 4. Sim, muito
88. Recusou a responder 99. N3o sei

D13. Nos Ultimos 3 meses, vocé ndo conseguiu oferecer aos seus filhos / adolescentes uma alimentagdo saudavel e
variada por ndo ter dinheiro suficiente?

1. Nunca 2. Quase todos os dias
3.Em apenas alguns dias 4. Em apenas um ou dois dias
88. Recusou a responder 99. Ndosei  00. Ndo tem filhos

D14. Nos Ultimos 3 meses, alguma das criangas / adolescentes ndo comeu o suficiente porque ndo havia dinheiro
suficiente para comprar alimentos?

1. Nunca 2. Quase todos os dias
3.Em apenas alguns dias 4. Em apenas um ou dois dias
88. Recusou a responder 99. Ndosei  00. Ndo tem filhos

D15. Nos tltimos 3 meses, vocé j reduziu o tamanho das refeicdes de seus filhos / adolescentes porque n3o tinha
dinheiro suficiente para comprar comida?

1. Nunca 2. Quase todos os dias
3.Em apenas alguns dias 4. Em apenas um ou dois dias
88. Recusou a responder 99. Ndosei  00. N3o tem filhos

D16. Nos ultimos 3 meses, seus filhos / adolescentes alguma vez tiveram que ficar sem uma refeigdo porque ndo havia
dinheiro para comprar comida?

1. Nunca 2. Quase todos os dias
3.Em apenas alguns dias 4. Em apenas um ou dois dias
88. Recusou a responder 99. Ndosei  00. N3o tem filhos

D17. Nos ultimos 3 meses, seus filhos / adolescentes ja passaram fome porque vocé ndo conseguiu comprar mais
comida?

1.Nunca 2. Quase todos os dias
3.Em apenas alguns dias 4. Em apenas um ou dois dias
88. Recusou a responder 99. Ndosei  00. Ndo tem filhos

D18. Nos ultimos 3 meses, os seus filhos alguma vez ficaram sem comer um dia inteiro porque ndo havia dinheiro
suficiente para comprar comida?

1. Nunca 2. Quase todos os dias
3.Em apenas alguns dias 4. Em apenas um ou dois dias
88. Recusou a responder 99. Ndosei  00. N3o tem filhos

Obrigado por participar desta pesquisa. Seu tempo e contribuicdo aumentardo o conhecimento para combater infec¢es
em sua comunidade

Horario de término da entrevista___:___am/pm

References
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Identificando Fatores de Risco para a Transmisséo de Hanseniase Rel a Co-infecgd
Agua Contaminada e Subnutrigéo Utilizando o Novo Multiplex Sorologico e Ensaios
Metabolémicos de Alta Resolugé@o

Instrugdes para ENTREVISTADOR

Leia qualquer texto em italico em voz alta

Escreva o nimero do ID HMM em cada pagina do questionario

Leia as perguntas em voz alta, mas ndo leia as respostas

Siga o padrdo de salto especificado na coluna padrdo de salto

Circule o numero que coincide com a resposta do participante

Para perguntas com respostas abertas, escreva a resposta nas linhas designadas
Para perguntas que tenham varias respostas, confira tudo o que se aplica

£ 19N o W e

Introdugao

Ola meu nome & . Obrigado por participar deste estudo. Fago parte de uma equipe
de cientistas da Universidade Federal de Juiz de Fora — GV e da Emory University que investiga os efeitos
da hanseniase no corpo humano. Vocé assinou um formulario de consentimento, e para lembra-lo, tudo o
que vocé disser aqui sera mantido em sigilo. Sua contribui¢do é totalmente voluntaria e vocé pode mudar de
ideia a qualquer momento. Seu nome ndo serd mencionado em nenhuma apresentagcdo/publicagdo
relacionada a este estudo. A duragdo prevista desta pesquisa é de 10 a 15 minutos. Vocé ainda concorda
participar? () Sim ( ) Néo

Horario de inicio da entrevista 5 am/pm

ISEGAO A: Parte Geral

A1 Vocé notou alguma mudanga em sua salde desde a Ultima vez que participou deste estudo?

1. Sim 2. Nao 88. Nao Sabe 99. Se recusou a responder

A2 Vocé recebeu algum novo diagnéstico de doenga desde a ultima vez que participou deste estudo?
1. Sim 2.N&o (IR PARA QUESTAO A4) 88. Nao Sabe 99. Se recusou a responder

A3 Que novo diagnéstico vocé recebeu?

A4 Foi prescrito algum medicamento novo, desde a Ultima vez que participou neste estudo?
1. Sim 2. N&o (IR PARA QUESTAO A6) 88. Nao Sabe 99. Se recusou a responder

A5 Que novo(s) medicamento(s) vocé recebeu?

Pégina 1
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Vocé sentiu/experimentou os seguintes sintomas? (obs: pode ser assinalado mais de uma alternativa).

Dor nos nervos do corpo
Inchago nas maos ou pés

Dorméncia nas méos ou pés -
o
O Inchago no rosto
o
o
o

Formigamento

Dorméncia na pele

Caéibras

Sensacdo de picada ou agulhada na pele
Manchas ha pele

Fraqueza nas méos
Fraqueza nos pés
Perda de cilios ou pelos da sobrancelha

Ooooooao

88. Nao sabe 99. Se recusou

ISEGAO B: Status da vacinagdo COVID-19

Vocé recebeu alguma vacina aprovada contra COVID-19?

B1
1. Sim 2. N&o (IR PARA QUESTAO C1) 88. Nao Sabe 99. Se recusou a
responder
B2 Quantas doses da vacina contra COVID-19 vocé recebeu?
o Uma O Trés
0 Duas O Quatro
88. N&o sabe (IR PARA QUESTAO C1) /  99. Se recusou
B3 Marca da Vacina da Primeira Dose? (Verificar informagéo no cartdo de vacina, se estiver disponivel)
o0 Coronavac O Pfizer
O AstraZeneca O Janssen
88. Naosabe / 99. Serecusou o OQutra
(especificar:( )
B4 Data da Primeira Dose: (formato DD/MM/AA) _ _/ _ _/ _ __ _ 88.Né&o sabe
B5 Marca da Vacina da Segunda Dose?(Verificar informagédo no cartdo de vacina, se estiver disponivel)
o0 Coronavac O Pfizer
0 AstraZeneca O Janssen
88. Ndosabe / 99. Serecusou Qutra (especificar, )
00. N&o recebeu a segunda dose
B6 Data da Segunda Dose: (formato DD/MM/AA) _ _/ _ _/ __ __ 88. Nao sabe
B7 Marca da Vacina da Terceira Dose? (Verificar informacédo no cartdo de vacina, se estiver disponivel)
o0 Coronavac O Pfizer
O AstraZeneca O Janssen
88. Ndosabe / 99. Serecusou Outra (especificar. )
00. N&o recebeu a terceira dose
B8 | Data da Terceira Dose: (formato DD/MM/AA) _ _/ _ _/ ___ _ 88. N&o sabe
B9 | Marca da Vacina da Quarta Dose? (Verificar informagéo no cartéo de vacina, se estiver disponivel)
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o0 Coronavac O Pfizer
O AstraZeneca O Janssen
88. Ndosabe / 99. Serecusou Outra (especificar. )
00. N&o recebeu a quarta dose
B10 | Data da Quarta Dose: (formato DD/MM/AA) _ _/ __ [ _ _ _ _ 88. N&o sabe

SEGAO C: Historia Detalhada da Hanseniase - Contatos

C1 | Vocé ja teve contato com alguém que foi diagnosticado com hanseniase?
1. Sim 2. N3o (IR PARA SEGCAO D) 88. Nao Sabe 99. Se recusou a responder

C2 | Com quem vocé teve contato?

O Cénjuge O Vizinho
o Pai 0 Colega de trabalho
O Irm3o 0 Outro:
88. Ndo Sabe 99. Se recusou a responder

0 Outro membro da familia:

C3 | Vocé mora/morou com alguém que tem/teve hanseniase?
1. Sim 2. Nao (FINALIZAR A ENTREVISTA) 88. Ndo Sabe 99. Se recusou a responder

C4 | Por quanto tempo vocé morou com esssa pessoa?
1. Menos de 1 ano 2.Entre 1e5 anos 3.Entre 5e 10 anos

4. Mais de 10 anos 88. Ndo sabe 99. Se recusou

Horario de final da entrevista 1 am/pm

SEGAO D: Resultados dos testes

PARA PARTICIPANTES NEGATIVOS ANTI-LID-1 (CONTROLES)

D1 i 3
Resultado do exame realizado por pesquisador | o Les&es suspeitas observadas (continuar até D2)

0 N&o foram observadas lestes suspeitas

PARA PARTICIPANTES POSITIVOS ANTI-LID-1 (CASOS) OU CONTROLES COM LESOES

SUSPEITAS
Resultado de exame realizado por O LesBes suspeitas observadas
dermatologista o0 Nao foram observadas lesbes suspeitas
Resultado da avaliagdo da mancha de 0 Positivo O Néo realizou teste
D2 pele (indice baciloscopico) o0 Negativo

Resultado da avaliagio histopatolégica da O Positivo 0 Néo realizou teste
biépsia da lesdo O Negativo

O Positi 0 Né&o realizou teste
Resultado do gPCR o 'YD

O Negativo
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Vocé esté sendo convidado a participar de um estudo de pesquisa

0 que é um estudo de pesquisa?
O principal objetivo dos estudos de pesquisa é adquirir conhecimento. Este conhecimento pode ser usado para ajudar
outras pessoas. Os estudos de pesquisa nio pretendem beneficid-lo diretamente, embora alguns possam.

Eu tenho que participar ?
N#&o. Participar deste estudo é inteiramente sua escolha. Se decidir participar deste estudo, vocé pode mudar de ideia
mais tarde e retirar-se do estudo de pesquisa.

A participacdo no estudo é separada dos cuidados médicos. A decisdo de ingressar ou ndo no estudo de pesquisa ndo
afetara seu status como paciente.

O que é este documento?
Este documento é um termo de consentimento. Ele descreve os riscos do estudo, os procedimentos e quaisquer custos
para vocé.

Ao assinar este documento, vocé estd aceitando participar deste estudo e permite que suas informagdes de satide sejam
utilizadas.

O que eu devo fazer a seguir?
1. Ler este termo de consentimento ou pedir que seja lido para vocé.
Certifique-se de que o médico ou a equipe do estudo explique o estudo para vocé.
Faga perguntas (por exemplo, por quanto tempo, palavras desconhecidas, procedimentos especificos, etc.)
Se houver tratamento médico, saiba quais sdo parte da pesquisa e quais sdo dos cuidados padrio.
Reflita sobre a sua participagdo e converse com sua familia e amigos sobre isso.

uhwN

UNIVERSIDADE EMORY
TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DO ESTUDO DE PESQUISA

Titulo: Identificando Fatores de Risco para a Transmissado de Hanseniase Relacionados a Co-infec¢des, Agua
Contaminada e Subnutri¢do Utilizando o Novo Multiplex Soroldgico e Ensaios Metabolémicos de Alta Resolugdo

Principais Investigadores : Jessica K Fairley, MD, MPH, Emory University, Atlanta, GA, USA
Lucia Alves de Oliveira Fraga, PhD, Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), Governador Valadares, Brazil
Jose Ferreira, PhD, MPH, Faculdade Saude e Ecologia Humana (FASEH), Vespasiano, Brazil
Fonte de Financiamento: Instituto Nacional de Satide dos EUA (NIH) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnoldgico, Brazil (CNPq)

Se vocé for o responsdvel legal de uma crianca que estd sendo convidada a participar, o termo “ vocé” usado neste termo
de consentimento se refere a crianca.

Introducdo

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo de pesquisa médica. Este termo de consentimento foi elaborado
para dizer tudo o que vocé precisa saber antes de decidir se deseja fazer parte do estudo. A escolha é inteiramente sua.
Se vocé decidir participar, vocé pode mudar de ideia mais tarde e desistir de participar do estudo. A decis&o de participar
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ou ndo do estudo ndo fara com que vocé perca nenhum beneficio médico. Se decidir ndo participar do estudo, o seu

tratamento ira continuar.

Antes de tomar sua decisdo:
® Por favor, leia atentamente este termo de consentimento ou pega que ele seja lido para vocé
e Por favor, ouga o médico ou a equipe do estudo explicar tudo para vocé
e Por favor, faga perguntas sobre qualquer coisa que ndo esteja clara para vocé

Vocé pode tirar uma cdpia deste termo de consentimento. Fique a vontade para pensar se gostaria de participar. Vocé
pode discutir sua decisdo com sua familia e seus amigos. Ndo assine este termo de consentimento, a menos que vocé
tenha a chance de fazer perguntas e obter respostas que fagam sentido para vocé. Ao assinar este termo de
consentimento, vocé ndo abrirda mdo de quaisquer direitos legais.

Qual € o obijetivo deste estudo?

O objetivo deste estudo é testar membros da comunidade para exposigdo ou infecgdo (passada ou presente) a diversas
bactérias e parasitas patogénicos, incluindo a hanseniase, esquistossomose, outras infeccSes de helmintos e COVID-19.
Ao medir os anticorpos para estas infecgdes em sua comunidade, estaremos mais aptos a compreender os padrdes de
transmissdo e onde precisamos concentrar esforgos para reduzir estas infecgdes. Além disso, ao identificar as pessoas que
tém o anticorpo para a hanseniase, seremos capazes de acompanhé-las de perto para os sinais e sintomas da hanseniase
e investigar seus fatores de risco, como exposigoes ambientais, fatores nutricionais e outras infecgdes. Embora este teste
seja apenas para fins de pesquisa, se houver testes positivos para certas infecgdes, notificaremos o centro de salide da
familia que poderé encaminhé-los para testes e tratamento adequados, se necessario. Planejamos inscrever 1200
participantes em todo o estado de Minas Gerais.

0 que me pedirdo para fazer?

Este € um estudo de varios anos. Alguns participantes so precisarao ter uma visita de estudo, outros poderdo ser
acompanhados a cada 6 ou 12 meses durante 3 anos, dependendo dos resultados do exame de sangue inicial. No maximo,
vocé serd solicitado a responder um breve questiondrio e a dar uma amostra de sangue, seja por meio de uma picada no
dedo ou por meio de uma agulha. Vocé também poderéd ser solicitado a colher amostras de fezes para o diagndstico de
infecgdes parasitarias. Aqueles que apresentarem resultados positivos no teste de anticorpos para a hanseniase serdo
notificados e examinados quanto a doenga ativa.

A quem pertencem as informagGes e amostras do meu estudo?

Se vocé se juntar a este estudo, estard doando suas amostras e informagdes de estudo. Vocé ndo receberd nenhuma
compensagdo se suas amostras ou informag6es forem utilizadas para fazer um novo produto. Se vocé se retirar do estudo,
dados e amostras que ja foram coletadas ainda poderdo ser utilizados para este estudo.

Quais s&o os possiveis riscos e desconfortos?
Podem haver efeitos colaterais dos procedimentos que ndo sao conhecidos neste momento.
Os riscos e desconfortos esperados neste estudo sdo os seguintes:

Para a retirada de sangue:
1. Pequenos hematomas e sangramentos no local da retirada de sangue e da picada no dedo.
2. Desconforto e pequena dor durante a retirada de sangue.
Menos comuns:
1. Atonturaapds a retirada do sangue.
2. Desmaio e infeccdo em casos muito raros.

Para o questionario:
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1. Pequenos inconvenientes durante o preenchimento do questionario.

E possivel que os pesquisadores aprendam algo novo durante o estudo sobre os riscos de estar nele. Se isso acontecer,
eles Ihe falardo sobre o assunto. Entdo vocé pode decidir se quer ou ndo continuar neste estudo. Vocé pode ser solicitado
a assinar um novo formulario de consentimento que inclua as novas informagdes, caso decida permanecer no estudo. Ha
um risco de quebra de confidencialidade, mas todos os esforgos serdo feitos para garantir que isso ndo acontega,
armazenando informacg8es privadas em computadores protegidos por senha ou em gabinetes e escritérios trancados.

Vou me beneficiar diretamente com o estudo?

Este estudo ndo foi elaborado para beneficia-lo diretamente. Este estudo foi elaborado para aprender mais sobre a
frequéncia de diferentes infecgdes na comunidade e quantas pessoas correm o risco de contrair essas infecgdes, que
incluem hanseniase, infecgBes por vermes parasitas e outros. Os resultados do estudo podem ser usados para ajudar
outras pessoas no futuro.

Serei recompensado pelo meu tempo e esforco?
Vocé ndo recebera uma compensagdo por participar deste estudo.

Quais sdo minhas outras op¢des?

Se vocé decidir ndo entrar neste estudo, vocé ndo precisa participar.

Como vocé protegerd minhas informacdes privadas coletadas neste estudo?
Sempre que possivel, um ndmero do estudo, em vez do seu nome, serd usado nos registros do estudo. Seu nome e outras
informagoes de identificagdo ndo aparecerdo quando apresentarmos ou publicarmos os resultados do estudo.

Certos escritorios e outras pessoas que ndo os pesquisadores podem consultar os registros do estudo, por exemplo, os
escritérios da Emory ou os da UFJF-Campus Valadares que fazem parte do Programa de Protegdo ao Participante em
Pesquisa em Seres Humanos e aqueles que estdo envolvidos na administracdo do estudo. Isso inclui o IRB, Escritdrios de
Conformidade, Escritério de Protegdo em Pesquisa Humana e o Escritério de Pesquisa Clinica. Agéncias governamentais e
financiadores de estudos também podem consultar seus registros de estudo.

Um nimero de estudo, em vez de seu nome, serd usado nos registros do estudo sempre que possivel. Seu nome e outros
fatos que possam apontar para vocé ndo aparecerdo quando apresentarmos este estudo ou publicarmos seus resultados.

Faremos tudo o que estiver ao nosso alcance para impedir que outras pessoas saibam sobre sua participagdo na pesquisa.

Certificado de Confiden
Existe um Certificado de Confidencialidade do “National Institutes of Health” (Institutos Nacionais de Saude) para este
estudo. O Certificado de Confidencialidade nos ajuda a evitar que outras pessoas saibam que vocé participou deste estudo.
A Emory se baseard no Certificado de Confidencialidade para se recusar a fornecer informagdes do estudo que o
identifiquem. Por exemplo, se Emory recebesse uma intimag&o para registros de estudo, ela ndo forneceria informagdes
que o identificassem.

O Certificado de Confidencialidade ndo impede que vocé ou outra pessoa, como um membro da sua familia, fornega
informagSes sobre a sua participagdo neste estudo. Por exemplo, se vocé informar a sua seguradora de que esta neste
estudo e concordar em fornecer informagdes da pesquisa & seguradora, o investigador ndo poderé usar o Certificado para
reter essas informagcdes. Isso significa que vocé e sua familia também precisam proteger sua privacidade.

O certificado ndo impede a Emory de fazer as seguintes divulgagGes sobre vocé:
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e Fornecerinformagoes as autoridades estaduais de saude publica sobre certas doengas infecciosas,
® Dar aos oficiais de justi¢ca informag8es sobre o abuso de uma crianga, pessoa idosa ou pessoa com deficiéncia.
® Fornecerinformagdes para evitar danos a vocé ou a outras pessoas.

Fornecer ao patrocinador ou financiadores do estudo informagdes sobre o estudo, incluindo informagdes para uma
auditoria ou avaliagdo.

Armazenamento e compartilhamento das suas informacdes

Os dados n3o identificados deste estudo podem ser compartilhados com a comunidade de pesquisa em geral para o
avango da ciéncia e da satde. Os dados deste estudo podem ser colocados em bancos de dados publicos onde, além de
ndo ter identificadores diretos, os pesquisadores precisar&o assinar acordos de uso de dados antes de acessar os dados.
Removeremos ou codificaremos quaisquer informagdes pessoais que possam identifica-lo antes que suas informagoes
sejam compartilhadas. Isso garantird que, pelos padrdes cientificos atuais e métodos conhecidos, seja extremamente
improvavel que alguém seja capaz de identifica-lo a partir das informag8es que compartilhamos. Apesar dessas medidas,
ndo podemos garantir o anonimato de seus dados pessoais.

Seus dados [e espécimes] deste estudo podem ser Uteis para outras pesquisas feitas por pesquisadores da Emory ou em
outro lugar. Para ajudar na ciéncia, podemos fornecer seus dados e / ou espécimes n3o identificados a outros
pesquisadores. Se o fizermos, ndo incluiremos nenhuma informago que possa identifica-lo. Se seus dados ou amostras
estiverem rotulados com seu ID do estudo, ndo permitiremos que outros investigadores vinculem esse ID as suas
informagdes identificaveis.

Em Caso de Intercorréncias

Se vocé ficar doente ou for ferido por participar do estudo, a UFJF ou a Emory o ajudardo a receber tratamento médico.
Vocé deve informar ao médico do estudo imediatamente se vocé for ferido ou adoecer. Se vocé acredita que foi ferido
ouadoeceu por causa deste estudo, vocé deve contactar a Dra. Fraga pelo nimero (33) 32795982/5983. Vocé também
deve informar a qualquer outro profissional da satde que o atender que vocé estd participando de uma pesquisa
cientifica.

Se vocé se ferir ou adoecer como resultado direto da participac&o neste estudo, o patrocinador ira custear o tratamento
médico se:

(a) NZo for uma condigio médica que vocé jé havia antes de participar do estudo;

(b) Né&o for resultado do progresso natural da sua doenga ou condigo;

(c) Na&o for causada pela sua falha em seguir as orientacdes do estudo; e

(d) Né&o for provado ter sido causado diretamente por negligéncia de um empregado da Emory ou do
patrocinador. “Negligéncia” é a falha em seguir um dever de cuidado padréo.

Seu seguro sera cobrado por quaisquer custos de tratamento médico para sua lesdo ou doenga que o patrocinador ndo
pague. Sua seguradora pode ser informada de que vocé estd em um estudo de pesquisa. Se vocé ndo tiver seguro ou se
0 seu seguro néo cobrir, vocé tera que arcar com esses custos.

A Emory ndo reservou fundos para pagar vocé ou seu tratamento, caso vocé adoega ou se machuque por participar do
estudo. A Uinica excegdo a esta politica é se ficar provado que sua lesdo ou doenga foi causada diretamente por negligéncia
de um funciondrio da Emory ou patrocinador.
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Saida do Estudo

Vocé tem o direito de deixar o estudo a qualquer tempo sem penalidades.

Os pesquisadores também tém o direito de interromper sua participagdo neste estudo sem o sem consentimento devido
a qualquer razdo, especialmente se eles acreditarem que seja do seu interesse ou se vocé contestar quaisquer mudangas
que possam ser feitas no plano do estudo.

Informacéo de Contato
Contate a Dra. Lucia Fraga pelo nimero +(33) 32795982/5983
® se vocé tiver quaisquer duvidas sobre este estudo ou sua participagdo nele,
® se vocé tiver quaisquer duvidas, preocupagdes ou reclamagdes acerca deste estudo

Contate o Quadro de Revisdo Institucional da Emory (IRB) pelo nimero 404-712-0720 ou 877-503-9797 ou
irb@emory.edu:
& se vocé tiver quaisquer duvidas sobre seus direitos como participante de pesquisa;
® se vocé tiver quaisquer dividas, preocupagdes ou reclamagdes acerca da pesquisa.
® Vocé também pode informar 4 IRB sobre sua experiéncia como participante de pesquisa através do nosso
Formulério do Participante de Pesquisa em http://www.surveymonkey.com/s/6ZDMW75.

Consentimento

A SER PREENCHIDO APENAS PELO PARTICIPANTE
Favor escrever seu nome, assinatura e data abaixo se vocé concordar de estar no estudo principal. Assinando este
termo de consentimento, vocé n3o abrird mio de seus direitos legais. N6s |he forneceremos uma cdpia do termo
assinado.

Nome do participante

Assinatura do participante (18 anos ou mais e apto a consentir) Data Horério

Assinatura do Representante Legal com autoridade para decisdes de pesquisa Data Horario

Autoridade do Representante Legal ou Vinculo com o participante

A SER PREENCHIDO APENAS PELA EQUIPE DE PESQUISA

Nome da Pessoa a Conduzir o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Assinatura da Pessoa a Conduzir o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Data Horério
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Anuéncia do participante da pesquisa, crianca, adolescente ou legalmente incapaz)

O menor

sob sua responsabilidade, esta sendo convidado (a) como voluntario(a) a participar da pesquisa
“Hanseniase, parasitoses e deficiéncia de micronutrientes: novos paradigmas para combater uma doenca
antiga”. O tempo de duragdo desta pesquisa sera de 24 meses sendo inicio apds aprovagdo do Comité de Etica.
Nesta pesquisa pretendemos “Entender porque algumas pessoas, tendo contato com as pessoas que t€m
hanseniase podem desenvolver a doenca e outras n&o, além disso, vamos estudar se a presenca de
verminose e desnutricdo pode afetar o desenvolvimento da hanseniase podendo tornar esta doenga mais
grave”. O motivo que nos leva a estudar a doenca hanseniase, baseia-se nos nimeros elevados de casos novos nas
cidades. Nossos objetivos sdo realizar a vigilancia, o acompanhamento e o diagnéstico dos individuos que possuem
o micrébio da hanseniase e também seus contatos domiciliares. Estas agdes poderao contribuir para o controle mais
eficaz dessa doenca.

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos:

1. Serarealizado o exame clinico, por médicos e outros profissionais da salde previamente treinados. Durante
o exame clinico, sera aplicado um questionario, com perguntas a respeito da hanseniase e aplicada uma
entrevista para desenhar um grafico, chamado genograma, onde estardo indicados todos os membros da
familia e todas as pessoas que residem juntas.

2. Serao realizados testes no sangue para auxiliar no diagnéstico da doenga. Para estes testes iremos coletar
ndo mais que 3ml/Kg em 24 horas ou no maximo 50 mL de sangue da veia do seu braco. O sangue coletado
por profissional treinado sera levado aos laboratérios de imunologia e biclogia celular e genética molecular
para fazer testes que irdo mostrar como o seu organismo se defende contra o micrébio que causa a
hanseniase. Os testes serdo, por exemplo, medir substancias de defesa (tais como anticorpos, citocinas e
outras), verificar se o material genético (DNA) do micrébio que causa a hanseniase esta presente no sangue;
estudar no seu material genético se existem caracteristicas herdadas que estejam relacionadas ao
desenvolvimento ou ndo da hanseniase, bem como verificar as quantidade de micronutrientes (tais como
vitamina A, ferro, vitamina D).

3. Oraspado da pele sera coletado para ver se o micrébio esta presente. A coleta de raspado da pele sera feita
no lébulo da orelha, do cotovelo ou mancha na pele com a utilizagéo de um instrumento que raspa a pele.

4. Coleta de fezes para exame parasitolégico. Vocé sera instruido como as fezes devem ser coletadas quando
voceé recebe o frasco.

5. Se vocé ainda nédo teve uma bidpsia recente da pele para o diagndstico de hanseniase, uma sera realizada
para confirmar o tipo da doenca que vocé tem. Se o médico suspeita que vocé ndo tenha hanseniase, vocé
ndo vai precisar de uma biépsia da pele. Fazer uma bidpsia significa a remogdo de um pequeno pedago da
pele. Para fazer esta bidpsia da pele, vocé recebera uma injecdo para anestesiar a area. Depois de
anestesiar, sera feito um pequeno corte para retirar o fragmento de pele. Ndo devera ocorrer muito
sangramento.

Os riscos s&o poucos e podemos citar: na coleta de sangue vocé pode sentir leve dor local, podendo em
alguns casos levar a formacdo de manchas roxas no local da entrada da agulha. Estas manchas
desaparecerem em alguns dias. A coleta sera realizada de modo mais confortével possivel. A coleta de
raspado da pele pode trazer ardéncia e dor no local da coleta. Apoés algumas horas ou poucos dias a pele
cicatriza sem necessidade de qualquer medicamento. Para a biopsia da pele, algumas pessoas (menos de
uma em 10.000) s&o alérgicas a este tipo de injecdo (anestésico). Se vocé é alérgico, vocé pode ter alguns
dos seguintes sintomas: vermelhiadao no local de injec&o, coceira, erup¢éo ha pele, ou muito raramente
dificuldade para respirar. Infeccdo pode ocorrer mas néo € comum. Uma pequena cicatriz ird formar no
lugar da bidpsia. A cicatriz & geralmente muito menor do que o corte original, e as vezes é quase invisivel.

A participacdo do menor é voluntaria e a recusa em participar ndo acarretara qualquer penalidade ou
modificacéo na forma em que € atendido pelo médico ou equipe de saude. Para participar deste estudo
vocé gastara nada. Vocé ou o menor ndo terdo nenhum custo, nem receberdo qualquer vantagem
financeira. Se ocorrer danos provenientes desta pesquisa, vocé tem assegurado o direito & indenizacéo.
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Vocé pode perguntar o que quiser sobre este estudo e estara livre para participar ou recusar-se a
participar em qualquer momento. Os resultados dos exames clinicos e laboratoriais seréo informados e
explicados a seu responsavel. Caso os exames mostrem que vocé tem o micrébio da hanseniase vocé
serd encaminhado para tratamento médico adequado. O seu nome ou o material que indique sua
participacéo nédo serd liberado sem a sua permisséo e a do seu responsavel. Em caso de publicacédo dos
resultados da pesquisa vocé n&o sera identificado. Se vocé decidir por participar da pesquisa, vocé estara
em um dos trés grupos: 1) aqueles recém diagnosticados da doenga de hanseniase, 2) contatos saudaveis
de pacientes com hanseniase, ou 3) os participantes saudaveis, sem contato conhecido de um paciente
com hanseniase.

Este termo de consentimento de duas paginas encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que
uma serd arquivada pelo pesquisador responsavel e a outra seréd fomecida a vocé Os dados e
instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador responsavel por um periodo de
5 (cinco) anos, e apos esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores trataréo a sua identidade com
padrées profissionais de sigilo, atendendo a legislagéo brasileira (Resolugdo N° 466/12 do Conselho
Nacional de Saude), utilizando as informagdes somente para os fins académicos e cientificos.

Declaragao de consentimento

Eu, , portador(a) do
documento de Identidade ; responsavel pelo menor
,nascidoem __ / /  com idade de anos, residente
no endereco (Rua/Av) Ne°.
complemento Bairro .

Cidade (MG), fone de contato ( )
e( ) fui informado (a) dos objetivos da pesquisa “Hanseniase, parasitoses e

deficiéncia de micronutrientes: novos paradigmas para combater uma doenca antiga”, de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento posso solicitar novas informacdes e
modificar minha decis&o de participar se assim o desejar.

Declaro que concordo em participar. Recebi uma via original deste termo de consentimento livre e
esclarecido e me foi dada & oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

i de de 20 ;
Local e data
Nome Assinatura do responsavel Data
Nome Assinatura pesquisador Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
CEP -Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humano-UFJF
Campus Universitario da UFJF
Pro-Reitoria de Pesquisa
CEP: 36036-300
Fone: (32) 2102- 3788 / E-mail: cep.propesq@ufjf.edu.br
Nome do Pesquisador Responsével: Lucia Alves de Oliveira Fraga
Universidade Federal de Juiz de Fora — Campus Governador Valadares
Rua Israel Pinheiro, 2000 Bairro Universitarios (campus Univale I1)
Fone: (33) 88629849
E-mail: luciaalvesfraga@yahoo.com.br, luciaalves fraga@ufif.edu.br
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