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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa causada pelo bacilo Mycobacterium
leprae, de evolucao lenta, com diversas manifestacdes clinicas. Possui alto potencial
incapacitante que por sua vez esta diretamente relacionado ao poder imunogénico do
M.leprae. Alguns individuos expostos ao bacilo sdo susceptiveis ao desenvolvimento
de manifestacbes clinicas diversas que podem estar relacionados com a
susceptibilidade genética do hospedeiro. As diferentes influéncias de polimorfismos
em genes associados a imunidade inata podem justificar a variabilidade na
susceptibilidade a doenca e prevaléncia de certas formas clinicas. A pentraxina 3
(PTX3) possui uma importante funcdo na imunidade inata, através da interagdo com
particulas microbiana e na regulacédo da inflamacao. O polimorfismo rs1840680 tem
sido associado com alteracdes nos niveis de PTX3 e na susceptibilidade a infec¢bes
bacterianas. O objetivo do presente estudo foi investigar o papel do rs1840680 do
PTX3 na hanseniase. Trata-se de um estudo analitico transversal com grupos de
comparacao. A populacédo alvo foram pacientes diagnosticados com hanseniase e
contatos atendidos em um centro de referéncia na cidade de Petrolina-PE. A analise
genética foi realizada através de PCR em tempo real utilizando sondas Tagman®.
Foram avaliados 190 pacientes, sendo 148 pacientes portadores da hanseniase e 42
controles. A anélise mostrou que a maioria dos pacientes, no estudo, foram homens
de 51 a 60 anos, moradores de zona urbana, apresentando a classificacao
operacional multibacilar e forma clinica dimorfa. Um total de 32 pacientes (21,6%)
apresentaram reacao hansénica. Foi observado uma maior frequéncia do gendétipo
G/G no grupo com hanseniase, quando comparado ao controle (p=0,152). O gendtipo
G/G também foi mais prevalente no grupo com reacdo hansénica (p=0,071). O
polimorfismo rs1840680 no PTX3 pode desempenhar um papel na susceptibilidade e
desenvolvimento de reacdo hansénica em pacientes com hanseniase.

Palavras-chave: Imunologia; Biomarcador; Polimorfismo de uUnico nucleotideo;

Genes; Lepra.



ABSTRACT

Leprosy is an infectious disease caused by the bacillus Mycobacterium leprae, with a
slow evolution, with several clinical manifestations. It has a high disabling potential,
which in turn is directly related to the immunogenic power of M.leprae. Some
individuals exposed to the bacillus are susceptible to the development of several
clinical manifestations that may be related to the genetic susceptibility of the host. The
different influences of polymorphisms in genes associated with innate immunity may
explain the variability in disease susceptibility and prevalence of certain clinical forms.
Pentraxin 3 (PTX3) has an important role in innate immunity, through interaction with
microbial particles and in the regulation of inflammation. The rs1840680 polymorphism
has been associated with changes in PTX3 levels and susceptibility to bacterial
infections. The aim of the present study was to investigate the role of PTX3 rs1840680
in leprosy. This is a cross-sectional analytical study with comparison groups. The target
population were patients diagnosed with leprosy and contacts treated at a referral
center in the city of Petrolina-PE. Genetic analysis was performed by real-time PCR
using Tagman® probes. A total of 190 patients were evaluated, being 148 patients with
leprosy and 42 controls. The analysis showed that most patients in the study were men
aged 51 to 60 years, living in urban areas, presenting the multibacillary operational
classification and borderline clinical form. A total of 32 patients (21.6%) had a leprosy
reaction. A higher frequency of the G/G genotype was observed in the leprosy group,
when compared to the control (p=0.152). The G/G genotype was also more prevalent
in the group with leprosy reaction (p=0.071). The rs1840680 polymorphism in PTX3
may play a role in the susceptibility and development of leprosy reaction in leprosy
patients.

Keywords: Immunology; Biomarker; Single nucleotide polymorphism; genes;

Leprosy.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase é classificada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como
uma das vinte doencas tropicais negligenciadas (DTNs). Como outras DTNSs, sua
ocorréncia costuma estar relacionada as mas condi¢cdes socioecondmicas e de
acesso a saude, afetando uma grande quantidade de pessoas. Essas doencas
existem principalmente em paises com climas de caracteristicas tropicais (GOMEZ et
al., 2020; WHO, 2021).

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa causada pelo bacilo
Mycobacterium leprae. Possui evolucdo cronica e se manifesta especialmente por
meio de sinais e sintomas dermatoneuroldgicos, apresentando um largo espectro de
manifestagdes clinicas. Contudo a magnitude e o alto poder incapacitante mantém a
doenca, nos dias atuais, como um problema de saude publica (BRASIL, 2018).

O alto potencial incapacitante esta diretamente relacionado ao poder
imunogénico do Mycobacterium leprae. Entretanto, estima-se que 95% dos individuos
expostos ao bacilo sdo naturalmente resistentes a infeccao, porém, os 5% restantes
estdo susceptiveis ao desenvolvimento manifestacdes da doenca, a depender de
fatores relacionados ao individuo, tais como sexo, idade, susceptibilidade genética,
ou as coletividades e taxas de exposi¢éo ao bacilo (GOMEZ et al., 2020).

Andlises recentes tém sugerido que Polimorfismos de Unico Nucleotideo
(SNPs) presentes em diversos genes como citocinas fator de necrose tumoral (TNF
do inglés “Tumor Necrosis Factor”), linfotoxina-alfa (LTA do inglés “Lymphotoxin
alpha”) e genes associados a vias de ativacdo do sistema complemento, poderiam
modular a resposta imune do hospedeiro e estar associados a susceptibilidade e/ou
desenvolvimento de formas clinicas (MAZINI et al.,2016).

Diante disso, a pentraxina-3 (PTX3) € um membro da superfamilia da
pentraxina e esta envolvida no processo inflamatorio e na resposta imune inata contra
patogenos selecionados. PTX3 € uma molécula recentemente descoberta e seu
mecanismo de acdo ainda ndo esta totalmente elucidado. Embora os dados sobre os
niveis plasmaticos de PTX3 em algumas doencas inflamatdrias sejam consistentes,
faltam estudos de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) relacionado a hanseniase.
Esses elevados niveis plasmaticos de PTX3 estdo associados a gravidade e aos

desfechos de varias doencas, como Coronavirus 2019 (COVID-19) e enfisema, e
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resisténcia inata a K. pneumonia que poderiam ser usados como biomarcador
(ASGARI et al., 2021; ZHANG et al., 2021).

A biologia desta pentraxina longa e estes dados levantam a possibilidade de
que o polimorfismo do PTX3 possa representar uma nova ferramenta prognéstica, se
tornando um importante biomarcador, pois os polimorfismos de PTX3tém sido
divulgados como importantes fatores de risco em diferentes doencas infecciosas.
Ainda ndo ha dados disponiveis sobre a associa¢do entre os polimorfismos de PTX3 e
a suscetibilidade a hanseniase (ZENG et al., 2021).

Diante do exposto, o presente estudo ira investigar a associacdo do
polimorfismo rs1840680 no gene PTX3 com a susceptibilidade a hanseniase e
desenvolvimento de reacdo hansénica. Os resultados poderdo fornecer subsidios
para a compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos com a
susceptibilidade e progressdo da hanseniase com o potencial futuro do

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas utilizando a molécula estudada.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A HANSENIASE

Gerhard Henrick Armauer Hansen (1874), utilizando um microscopio de luz, foi
o primeiro estudioso a relatar “corpos” contendo a forma de bastonetes, semelhantes
a forma da bactéria presente em células de pacientes com hanseniase. Por
convencao, a bactéria ficou conhecida como bacilo de Hansen. Antes de todos os
estudos relacionados a doenca e descobertas, era considerada de natureza
hereditaria ou ambiental. Apds a descoberta por Hansen, foram realizadas diversas
tentativas de cultivar o patdgeno em uma imensidéao de variedade de meios artificiais,
porém sem sucesso, e naturais, com o objetivo de identificar suas caracteristicas
principais e tratamentos potenciais. Com uma técnica de coloracdo de tecido
aprimorada chamada Ziehl-Neelsen, tornou-se possivel detectar e visualizar bacilos
alcool-acido resistentes (BAAR) (HANSEN, 1875).

O bacilo de Hansen é um patogeno intracelular obrigatério, desta forma, nunca
foi possivel ser cultivado in vitro, por esse motivo torna-se importante a utilizacao de
técnicas moleculares para melhor caracterizacdo do organismo, mas pode ser
cultivado in vivo em animais experimentais. Shepard demonstrou, na década de 1960,
que ratos poderiam ser infectados, através do experimento de infeccdo da pata
traseira do animal. As definicbes deste modelo estdo relacionadas diretamente a
infeccdo local e a taxa de replicacédo lenta. Foram utilizados também os tatus, com
objetivo de aprofundar mais sobre a doenca, foram manipulados como peca
fundamental nas pesquisas médicas devido a sua temperatura corporal fria
(aproximadamente 34 °C). Nos anos de 1971, Kirchheimer e Storrs, em Louisiana
(EUA), relataram a primeira infeccao, em carater experimental, bem sucedida em tatu
com M. leprae (SHEPARD, 1962; KIRCHHEIMER, 1972; FONTES et al., 2017).

Nessa mesma época 0s pesquisadores nos EUA relataram que os tatus
estavam desenvolvendo as formas sistémicas e neurocutaneas da hanseniase se
expostos ao bacilo. A infeccdo natural desse animal da espécie Dasypus
novemcinctus foi relatada 6 anos depois dos estudos, e casos de nativos esporadicos
ja tinham sido identificados, nos quais os doentes relataram contato direto e indireto
com tatus, porém sem fator de risco associado, nessa época, a doenca era

reconhecida como uma zoonose nos EUA, com base em evidéncias de infecgcéo



16

natural generalizada de tatus com M. leprae e evidéncias de hanseniase decorrente
desse contato com tatus selvagens (STORRS, 1971; WALSH et al., 1981; TRUMAN,
2005; SHARMA et al., 2020; MOHAN et al.,2020).

A hanseniase € uma doenca que afeta principalmente a pele e nervos
periféricos. A bactéria responsavel pela patogenicidade da doenca reside
preferencialmente nos macréfagos da pele e nas células de Schwann nos nervos
periféricos, induzindo dermatose e/ou neurite, fato que pode explicar os
acometimentos de dano neural e das incapacidades fisicas permanentes associadas
a doenca. Os pacientes podem apresentar varias formas clinicas distintas de acordo
com sua resposta imune, caracterizacao histopatoldgica e carga bacteriana (RIDLEY;
JOPLING, 1966; SCOLLARD et al., 2006; MAYMONE et al., 2020).

Por ser uma doencga de extrema complexidade e de manifestagdes polimorfas
€ necessario que o diagndstico seja precoce, a classificacdo precisa e o tratamento
imediato, por parte dos profissionais de saude, ja que a hanseniase ainda é uma
doenca estigmatizada (WHO, 2020).

Embora as taxas de prevaléncia e incidéncia da hanseniase tenham sido
reduzidas significativamente como resultado das estratégias de controle
implementadas até os dias atuais pela OMS, novos casos ainda ocorrem em paises
endémicos. Todos 0s anos, aproximadamente, 200.000 novos casos de hanseniase
sao registrados no mundo inteiro. Um total de 202.185 novos casos foram notificados
em 160 paises em 2019, correspondendo a taxa global de deteccdo de novos casos
de 25,9 por um milhdo de habitantes (BRASIL, 2016; KUNDAKCI, ERDEM, 2019;
NAAZ, 2017).

No entanto, conhecendo a epidemiologia da doenca e revelado o genoma da
bactéria através do seu sequenciamento, no ano de 2001, pode-se observar a forma
gue o bacilo de instala no organismo humano, bem como a forma de se multiplicar,
porém, na atualidade, ainda existem muitos questionamentos sobre a genética
envolvida no bindbmio hospedeiro/parasita que nao foram totalmente elucidadas. As
respostas imunoldgicas contra um agente infeccioso variam entre as individualidades
do ser humano e entre caracteristicas de determinada populagdo. Embora uma
pequena quantidade dessas diferengas possa ser atribuida ao fator “meio ambiente”,
a contribuicéo dos fatores genéticos do hospedeiro esta cada vez mais documentada.

Alguns autores tem descrito que a suscetibilidade a hanseniase possui um forte
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componente genético (CASANOVA et al., 2002; NEDELEC et al.,2016; QUACH et al.,
2016; FAVA et al., 2017).

A obtencdo do sucesso relacionados as metas propostas para eliminacéao
dessa doenca depende da melhoria dos resultados de indicadores ajustados nas
instancias de gestdo em saude, quais seja a cura de todos os casos diagnosticados
precocemente, vigilancia de contatos, avaliacdo e monitoramento das incapacidades

fisicas, diagnostico e tratamento adequados (BRASIL, 2016).

2.2 AGENTE ETOLOGICO

O Mycobacterium leprae é um patégeno intracelular obrigatério que infecta
primordialmente células dos nervos e da pele, podendo gerar um quadro de
neuropatia periférica associado a um quadro de inflamacao cronica que pode resultar
em incapacidades fisicas irreversiveis, gram-positivo e nao cultivavel (KAPLAN &
COHN,1986; REA; MODLIN, 2010; LASTORIA; ABREU, 2014; MAYMONE et al.,
2020).

Essa bactéria pertence ao género Mycobacterium, ordem Actiomycetales.
Mostra-se em forma de bastonetes, reto ou ligeiramente encurvados, € estatico, nao
forma enddsporos, esporos ou capsula e € alcool-acido resistente (BAAR). Embora a
identificacdo desse microrganismo tenha sido feita no ano de 1873 por Gerhard Henrik
Armauer, ainda ndo é possivel manté-la em meio de cultura artificial, dificultando,
desta forma, o estabelecimento de estudos que elucidem varios aspectos da doenca
causada pelo bacilo (RESS, 1985).

2.3 TRANSMISSAO DA HANSENIASE

As vias de transmissdo de M. leprae ndo foram completamente
elucidadas. Porém, existem comprovacdes de um risco aumentado de transmisséo da
doenca para contactantes que vivem proximo de pacientes com hanseniase, por
contato com goticulas de saliva ou secre¢cbes do nariz. Desta forma, a doenca €
transmitida por meio de contato intimo e prolongado de uma pessoa suscetivel com
um doente acometido pela enfermidade sem tratamento. Normalmente, a fonte da
doenca é um individuo proximo que néo sabe que esta doente, exemplo, pessoas do

convivio domiciliar e/ou social etc. Estima-se que a maioria da populagdo possua
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imunidade natural contra o bacilo. E sabido que a susceptibilidade a bactéria possui
forte influéncia genética. Assim, familiares de pessoas com hanseniase possuem
maior chance de adoecer (ARAUJO, 2016; BRASIL, 2017; GAMA, 2018, LASTORIA;
ABREU, 2020).

2.4 CLASSIFICACAO OPERACIONAL E FORMAS CLINICAS

Os pacientes podem apresentar diversas formas clinicas diferentes de acordo
com sua resposta imune, caracterizacao histopatologica e carga bacteriana. Deve-se
utilizar a classificacdo operacional para os casos de hanseniase para finalizar o
diagnoéstico, com o0 objetivo de estabelecer o esquema terapéutico com
Poliquimioterapia (PQT), que se baseia ho numero de lesGes cutaneas de acordo com
0S seguintes critérios: Paucibacilar (PB) — casos com até cinco lesGes de pele e
Multibacilar (MB) — casos com mais de cinco lesdes de pele.

Além da Classificacdo Operacional, PB e MB, estabelecida pela OMS em 1982,
existe a classificacdo de Madri que é realizada por meio da clinica, onde a doenca é
categorizada segundo o0 aspecto, quantidade e gravidade das lesbes em:
Indeterminada, Tuberculoide, Dimorfa e Virchowiana. As formas clinicas Tubercul6ide
e Indeterminada séo classificadas como paucibacilares, enquanto a Virchowiana e
Dimorfa sdo classificadas como multibacilares (FINEZ, 2011).

No entanto, a doenca manifesta-se através de um largo espectro de formas
clinicas que sédo determinadas pela intensidade de uma resposta imune celular e
individual ao bacilo, chamada Thl em detrimento a resposta imune humoral voltada
ao polo Th217. Desta forma, usando critérios mais complexos de Ridley-Jopling, como
fatores clinicos, histologicos e imunoldgicos (Figura 1), podendo aperfeicoar ainda
mais nos diagnosticos, em um espectro maior de classificacdes, ou seja, classificadas
em pacientes TT (tuberculbide-tuberculéide) que manifestam uma forte resposta
imune celular (CIR) e uma baixa resposta imune humoral e um esfregaco cutaneo
negativo e sao diagnosticados como PB, enquanto pacientes LL (lepromatoso-
lepromatoso) apresentam CIR fraca e intensa resposta imune Humoral ou até mesmo
ausente e esfregaco cutaneo altamente positivo com diagnostico MB . No meio do
espectro esta um grande numero de pacientes limitrofes ou “boderline”, variando de

CIR fraca a forte e de esfregacos cutaneos negativos a positivos, sendo definido como
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grupo de acordo como maior proximidade ao polo resistente (Boderline Tuberculoide,
BT) ou susceptivel (Bolderline Lepromatoso, BL) (RIDLEY; JOPLING, 1966;
MARTINS et al, 2010; FROES et al., 2020).

Figura 1: Representacao esquematica do espectro clinico e imunopatolégico da

hanseniase.
Pauclhacihar {PB) Multihacklar { M)
Formas da
nLEn st ™ BT BB BL LL

Carga
Bacllar

Imuaidade ——
Humoral S ::—;_(o-',,/’j..—;’f_,/’_,:f;:w = 2
b <~ 335 anos —» | 44— X 4 10 anos —-
Imunidade
Celalar
Lesiies de pele 1 2 2 3 3
Daao Neural 1-2 1-3 2-3 23 1-3

1 - Leve; 2 — moderado e 3 — severo.
* tempo de aparecimento de sintomatologia clinica. Modificado de Ridley & Jopling 1966.

Fonte:Amanda Nogueira Brum Fontes, 2011.

2.5 DIAGNOSTICO

O diagnéstico da hanseniase é essencialmente clinico-epidemioldgico e deve
ser realizado baseando-se na analise epidemiologica e das situacfes de vida dos
individuos associada a exame fisico, na realizacdo dos exames dermatoneurolégico,
com foco na busca de lesbes com alteracdes de sensibilidade e/ou alteracbes
nervosas, e desta forma, nos contactantes, de forma preventiva e precoce, associado,
quando disponivel, exame laboratorial por meio da baciloscopia de raspado
intradérmico e bidpsia de pele, caso seja necessario para o correto diagndstico
(CASTRO; VERAS, 2019; LIMAM et al., 2010; BRASIL, 2016).

Além desses exames, para auxiliar no diagnéstico preciso, de forma que néo
exclua o exame clinico dermatoneuroldgico, tem-se Ensaio imunoenzimatico (ELISA
anti PGL1), histopatoldgico, anti LID, possuindo alta sensibilidade nos casos mais
graves da doenca (BRASIL, 2019) e Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) mais
sensivel e especifica. A PCR tem se mostrado muito eficaz no diagndéstico da doenca,
pois € capaz de identificar o DNA do Mycobacterium leprae de forma especifica e
sensivel em amostras biolégicas humanas, e tem ganhado destaque no auxilio do

diagnostico da doenca especialmente nos casos PB e nos contatos. Os testes
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moleculares ganham importancia diagnostica quando os casos PB séo identificados e
cresce o numero de casos de hanseniase neural pura apoés a utilizacdo da PCR como
método diagnostico. A auséncia de um exame padrdo ouro para o diagnostico e a
dificuldade de diferenciar doentes de ndo doentes, faz com que nos dias de hoje a
hanseniase seja diagnosticada a partir das evidéncias clinicas ((BARBIERE, 2019;
MARTINEZ, 2011).

No exame fisico considerado padrdo ouro para o correto diagnostico, o
dermatologico, que também avalia a sensibilidade recomenda-se a utilizacdo de
instrumentacdo adequada, ou seja, 6 monofilamentos: 0,05 g, 0,2 g, 29,4 g,10g e
300 g, nos pontos de avaliacdo de sensibilidade em méos e pés e do fio dental (sem
sabor) para os olhos, tendo como base o formulério adotado pelo Ministério da Saude
(MS), para atribuir ao paciente Grau de Incapacidade Fisica. Portanto, o grau 0
corresponde a auséncia de incapacidades; o grau 1 se trata da diminui¢do ou perda
da sensibilidade em olhos, maos e pés e o grau 2 a alteracbes motoras em olhos,
maos ou pés ou deformidades visiveis e esta relacionado a classificacdo da doenca,
tempo de evolucéo e ocorréncia de reacdes hansénicas (ROSA et al.,2016).

Segundo pesquisadores chineses, em uma pesquisa realizada Yunnan, China,
O diagndstico de hanseniase foi estabelecido com base em sinais e sintomas clinicos,
esfregacos de pele, biopsias de pele e exames neurofisiologicos. Os sintomas
predominantes, no estudo, foram sintomas cutaneos, seguidos por sintomas nervos,
incapacidade e reacdes hansénicas (CHEN; ZHA; SHUI, 2021).

Dessa forma, a hanseniase é estabelecida como doenca de notificacdo
compulséria em todo o territério nacional, existindo ac¢des exclusivas direcionadas
para a sua eliminacdo em todo ambito nacional, através do Programa de Controle da
Hanseniase, desenvolvido na Atencdo Priméria a Saude - APS, prestando assisténcia

a populacédo por meio de a¢les preventivas e curativas (BRASIL, 2016).

2.6 SINAIS E SINTOMAS

2.6.1 Hanseniase indeterminada (Paucibacilar)

Os pacientes acometidos desenvolvem esta fase da doenga no inicio. No

entanto, ela pode ser ou néo perceptivel. A lesdo na pele frequentemente é Unica,

com aspecto mais claro que a pele ao redor, € plana, possui bordas mal definidas e é
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seca (Figura 2). Possui hipoestesia ou anestesia térmica e/ou dolorosa, mas a tatil
geralmente é preservada, e sem dor a palpacdo ou espessamento dos nervos. A
biopsia de pele frequentemente ndo confirma o diagndstico e a baciloscopia é negativa
(BRASIL, 2017).

Figura 2: Manifestacfes de hanseniase indeterminada

Fonte: Ministério da Saude, 2017.

2.6.2 Hanseniase tuberculdide (Paucibacilar)

Esta forma que o sistema imune do hospedeiro consegue provocar uma
resposta e combater o bacilo de forma espontanea. Pode manifestar-se por elevada
placa Unica, totalmente anestésica, bem delimitada e de centro claro (Figura 3). Muito
esporadicamente, podendo apresentar um Unico nervo espessado com perda total de
sensibilidade no seu territério de inervacdo. Ao exame de baciloscopia com resultado
negativo e bidpsia de pele quase sempre ndo mostra presenca de bacilos. E
imprescindivel fazer uma correlagdo da clinica do paciente com o resultado da
baciloscopia e/ou bidpsia. Esses exames raramente SA0 necessarios para o0
diagnastico, pois sempre ha perda total de sensibilidade, associada ou ndo a alteracéo

de fung&o motora, porém de forma localizada (BRASIL, 2017).

Figura 3: Manifestacdes de hanseniase tuberculdide.

Fonte: Ministério da Saude, 2017.
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2.6.3 Hanseniase dimorfa (Multibacilar)

E caracterizada por apresentar um quantitativo maior de manchas de aspecto
avermelhado ou esbranquicado, com as bordas elevadas e mal delimitadas, ou por
lesBes caracteristicas parecidas a forma tuberculdide (Figura 4). Quase sempre ha
comprometimento da sensibilidade. Frequentemente existe danos assimétrico de
nervos periféricos, podendo ser visivel no exame clinico. Essa é a forma mais comum
da doenca (aproximadamente 70% dos casos). A baciloscopia da borda infiltrada das
lesbes (e ndo dos lébulos das orelhas e cotovelos como costumeiramente se faz),
guando bem coletada e corada, é frequentemente positiva, exceto em casos raros,

em que a doenga é caracterizada como neural pura (BRASIL, 2018).

Figura 4: Manifestacdes de hanseniase dimorfa.

a. Mancha avermelhada de bordas mal delimitadas, podendo ser totalmente anestésicas ou
hipoestésicas.

b. Espessamento do nervo tibial superior, na parte anterolateral da perna.

c. Diversas lesGes bem delimitadas com bordas elevadas e centro esbranquigados, perda total
da sensibilidade.

d. Mdltiplas lesdes esbranauicadas com bordas ndo definidas. sensibilidade diminuida.

Fonte: Ministério da Saude, 2017.

2.6.4 Hanseniase virchowiana (Multibacilar)

O paciente com diagnostico de classificacdo do tipo virchowiana apresenta
manchas visiveis, com aspecto cutaneo avermelhado, seco, com infiltrado, cujos
poros mostram-se dilatados. E a forma mais contagiosa da doenca. No decorrer da
doenca € comum aparecer papulas e nodulos escurecidos, endurecidos e

assintomaticos. Pode haver madarose parcial ou total, bem como de outros pelos. A
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face apresenta-se com infiltracdo, membros superiores e inferiores de coloracéo
arroxeada e edemaciados, apresentando pele e olhos secos (Figura 5). E muito
comum o relato de caimbras e formigamento nos membros superiores e inferiores,
algia nas articula¢des. Os nervos periféricos e seus ramos superficiais apresentam-se
simetricamente espessados. Por isso, € importante avaliar e buscar alteracdes de
sensibilidade térmica, dolorosa e tatil no territorio desses nervos (facial, ulnar, fibular,
tibial), e em areas frias do corpo, como cotovelos, joelhos, nadegas e pernas. Na
hanseniase virchowiana o diagnéstico pode ser confirmado facilmente pela

baciloscopia dos l6bulos das orelhas e cotovelos, pois é altamente positiva.

Figura 5: Manifestacdes de hanseniase virchowiana

Face infiltrada, varias papulas, madarose parcial e acometimento de nervo facial esquerdo;
Madarose total e nariz infiltrado;

Pele sem manchas, lisa, seca, avermelhada e edemacida;

Diversos nddulos e alguns com ulceracéo, duros, sem prurido ou algia.

coop

Fonte: Ministério da Saude, 2017.

2.7 REACOES HANSENICAS

Essas reacdes sdo em resposta ao aumento da atividade da doenca, com piora
do quadro clinico que podem ocorrer de forma insidiosa antes, durante ou ap6s o final
do tratamento com a PQT. Os pacientes virchowianos, com carga bacilar elevada,
muitas vezes apresentam reacfes de inicio tardio, apds o tratamento. As reacdes
geram inflamacao aguda resultante da acdo do sistema imunoldgico do hospedeiro,

gue atua atacando o bacilo, que podem ocasionar danos nos nervos periféricos, e
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esse dano ao nervo ocorre se a hanseniase permanecer sem diagnoéstico por longos
periodos ou quando os pacientes sofrerem respostas inflamatorias patoldgicas
denominadas do tipo 1 (BRASIL, 2017).

Ocorrem, por até, aproximadamente, 5 anos apés o tratamento adequado.
Acometem pacientes infectados com quantidades consideraveis de bacilos e séo
caracteristicas das formas multibacilares, incluindo a forma dimorfa e a forma
virchowiana. As reacdes hansénicas podem ser classificadas em reagao do tipo 1 ou
reversa e reacao do tipo 2 ou Eritema Nodoso Hansénico (ENH). Na reagéao hansénica
do tipo | a sua forma classica ocorre principalmente em pacientes com a forma dimorfa
da doenca e apresenta-se, principalmente, com piora abrupta das lesdes de pele
existentes. E causada pelo aumento na resposta imunoldgica contra o M. leprae,
desenvolvendo um processo inflamatério agudo, principalmente em pele e nervos. Na
reacao hansénica do tipo Il ocorre quando um grande nimero de bacilos M. leprae é
fragmentado e gradualmente decomposto. As proteinas dos bacilos mortos provocam
uma reacgéo imunologica. Uma vez que estas proteinas estao na corrente circulatoria,
a reacdo tipo Il podera envolver véarios 6rgdos do corpo, causando sintomas
generalizados. Trata-se de uma forma grave de complicacdo da hanseniase e pode
acometer até 50% dos pacientes com a forma virchowiana da doenca. Manifesta-se
em pacientes multibacilares, incapazes de montar uma resposta imunolégica celular
contra os antigenos do bacilo. O ENH consiste em depdsito de imunocomplexos e
caracteriza-se pela presenca de nddulos multiplos e manifestacdes sistémicas. As
lesbes cutaneas sdo representadas pelo aparecimento de nédulos subcutaneos
caracterizados histopatologicamente pela paniculite. Esta manifestacdo pode vir
acompanhada de outras complicacdes como febre, mal-estar, dores pelo corpo,
artralgias (BRASIL, 2021; KAMATH et al., 2014).

Os pacientes que apresentam reacdes hansénicas podem, em alguns casos,
desenvolverem multiplos episédios envolvendo varios 6rgdos (figado, baco,
linfonodos, rins, testiculos, suprarrenais). A deteccdo precoce e intervencdo desta
doenca é essencial para reduzir e, em ultima analise, prevenir as deficiéncias. No
entanto, tanto os mecanismos moleculares que desencadeiam o ENH quanto os

envolvidos na remissao permanecem obscuros (SCOLLARD et al., 2015).
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2.8 EPIDEMIOLOGIA

O Brasil esté entre os 22 paises com as mais altas cargas de hanseniase do
mundo, nesse contexto, o Brasil ocupa o segundo lugar entre os paises com maior
nimero de casos no mundo, atras apenas da india (Figura 6). J& Pernambuco é o
quarto estado brasileiro com maior nimero de notificacdo do agravo, sendo a
irregularidade do tratamento a maior causa do avangco da doenca devido a

desisténcia/abandono ou até mesmo por falta da medicacédo (WHO, 2018).

Figura 6: Numero de casos novos de hanseniase detectados no mundo, 2018.

Fonte: OMS, 2019

Segundo o MS, no Brasil, entre os anos de 2015 a 2019, foram diagnosticados
137.385 CN de hanseniase. Entre estes, 75.987 CN ocorreram predominantemente
no sexo masculino, o que corresponde a 55,3% do total. No mesmo periodo,
observou-se predominancia desse sexo na maioria das faixas etarias e anos. O maior
namero foi identificado nos individuos entre 50 a 59 anos, totalizando 26.156 CN
(BRASIL, 2021).

Apesar de muitos paises alcancarem metas estabelecidas pela OMS, onde
pode-se observar a redugdo dos casos de hanseniase nas ultimas décadas, no ano
de 2019 foram notificados 202.185 CN em 150 paises. No Brasil, foram notificados de
27.863 CN no mesmo ano, com taxa de deteccdo de 1,32 casos por 10.000
habitantes. Desse total, 21.850 pacientes apresentavam a forma MB Classificacao

que caracteriza o pais como de alta carga para a doenca, demonstrando uma taxa de
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deteccado de 13,25/100 mil habitantes, destacando-o como o primeiro em registro de
CN da doenca nas Américas (WHO,2019).

A epidemia do COVID- 19 tem influenciado no diagndstico e acompanhamento
de muitas doencas no territério nacional, ndo difere nos casos de hanseniase.
Contudo, analisando dados preliminares do ano de 2020, mostra-se que o Brasil
notificou 13.807 CN da doenca. As Unidades da Federacdo (UF) que apresentam
elevadas taxas de deteccao de CN, sdo MT, MA, PA e PE, com mais de 1.000 CN na
populacao, revelam que no Brasil, a distribuicdo de casos diagnosticados com a
doenca mostra um perfil heterogéneo (BRASIL, 2021).

Em 2020, na regido nordeste foram registrados 5.821/100.000 habitantes novos
casos da doenca, terceira regido que mais notifica. J& em Pernambuco foram
registrados 2.158/100.000 hab. CN com taxa de deteccédo de 22,5 para cada 100.000
hab., o que indica alta endemicidade da doenca no territério e prevaléncia oculta de
casos; ocupando a 52 colocacao no pais quanto a taxa de deteccdo geral de CN de
hanseniase, sendo estes distribuidos no territério das doze regionais de saude.

O municipio de Petrolina, situado no sertdo Pernambucano, mesorregido do
Vale do Séo Francisco é sede da VIl regido de salude e destaca-se nos indicadores
de deteccdo de hanseniase quando comparado a outros municipios do estado. Em
2020, foram notificados 229 casos e apresentou uma taxa de deteccao geral de 64,
63 para cada 100.000 habitantes na populacdo geral, municipio que mais notifica
dentre os municipios do estado, ficando atras apenas da cidade do Recife. Embora
essas analises sejam dadas preliminares, essas taxas de deteccédo se mantém estavel
no decorrer dos anos, segundo o MS/SINAN, que classifica 0 municipio como
hiperendémico para a doenga. Baseado nos indicadores criticos de cura, contatos
examinados, avaliacdo do grau de incapacidade e coeficiente de deteccao geral, o
municipio de Petrolina foi incluido nas areas prioritarias para Hanseniase no Programa
SANAR (Figura 7) (PERNAMBUCO, 2021; 2017).
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Figura 7: Distribuicdo geografica dos municipios prioritarios para tuberculose e

hanseniase. Pernambuco, 2015-2018.
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Fonte: SANAR/SEVS/SES-PE (2017).

A classificacdo de relacdo de endemicidade da doenca em uma regiao é
realizado através de calculos matematicos que resultam um valor numérico da taxa
de deteccdo de CN, mas pode ser levado em consideracdo ao fato de Petrolina ser
rodeada de regides de extrema pobreza, como também bairros periféricos da cidade,
além de ocultar sua prevaléncia pela falha de cobertura da assisténcia e da busca
ativa dos casos por parte das equipes de saude da familia e assim demorar a
diagnosticar os casos aumentando consequentemente os danos sociais, fisicos e
econdmicos para seus municipes. Caracteristicas estas que justificam as dificuldades
de controle da doenca dentro de um determinado territério (CARACIOLO, 2019).

A fim de eliminar a doenca, a OMS estabeleceu a meta de prevaléncia de
menos de um caso por 10.000 mil habitantes e incentivou os paises endémicos a
alcanca-la. Muitos paises conseguiram alcancar a meta de casos muito baixos que
podem ter interrompido a transmissao da doenca na comunidade. A implementacéo
de muitas estratégias encorajou a OMS a redefinir a meta para a hanseniase através
da sua eliminagéo que é definida como interrup¢éo da transmisséo. Essa organiza¢éo
ainda em estudo visa desenvolver Procedimentos Operacionais Padrao (POP) para
observar essa erradicacdo da transmissdo, nos quais o elemento fundamental para o
sucesso é 0 compromisso com a vigilancia pos-eliminagéo (WHO, 2016).

Diante disso, a OMS estabeleceu estratégia global de hanseniase 2021-2030
no qual menciona os objetivos de zero incapacidade e zero discriminacdo, essa

estratégia € fortemente intitulada Rumo a Zero Hanseniase que visa implementar
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roteiro individual ‘zero hanseniase’ em cada pais, bem todos os paises endémicos,
ampliar a prevencdo da hanseniase juntamente com a deteccao ativa e integrada de
casos, tratar a hanseniase e suas complicacdes, prevenir novas incapacidades,
combater o estigma e garantir que os direitos humanos sejam respeitados. As acoes
de interrupcdo da transmissdo e a eliminacdo da doenca estdo no centro dessa
estratégia (WHO, 2021).

2.9 TRATAMENTO DA HANSENIASE

As melhores estratégias de controle da hanseniase é o diagndstico precoce e
o tratamento imediato de todos os novos casos de doenga com PQT. O tratamento
multifarmaco desenvolvido na década de 1980 € uma quimioterapia eficaz e tem
desempenhado um papel crucial na reducdo mundial da carga da hanseniase,
reduzindo a transmissao entre humanos (RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011; SILVA
et al., 2021).

Desde a introducdo da PQT na década de 1980, a prevaléncia de casos
diagnosticados de hanseniase diminuiu 95%. Esse declinio levou a OMS a declarar a
eliminacao da hanseniase como um problema de saude publica, definida como uma
prevaléncia de menos de um paciente com hanseniase por 10.000 habitantes (SMITH
et al., 2015).

O tratamento recomendado pela OMS que curou milhdes de enfermos desde
1980, é efetivado através da associacdo de medicamentos PQT, que sdo elas
clofazimina, Dapsona e Rifampicina. Deve ser iniciado logo apo6s diagndstico, se nao
houver contraindicacbes como alergia a algum tipo de medicamento (BRASIL, 2017).

No ano de 2020, a OMS deparou-se com dificuldades em manter os estoques
do PQT para paciente MB ADULTOS, tem retardado a implantacdo de novo esquema
de tratamento para pacientes PB, incluindo o uso da clofazimina, com tratamento
realizado em seis meses (Nota Técnica N 4/2020-CGDE/DCCI/SVS/MS). No entanto,
ja foi aprovada a ampliacédo do uso da medicacao claritromicina para o tratamento de
pacientes diagnosticados com a doenga em situacao de resisténcia medicamentosa,

ao tratamento convencional (BRASIL, 2021).
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2.10 GENETICA E A HANSENIASE

Ha estudos que mostram que embora o fendétipo de susceptibilidade a infeccao
pelo M. leprae seja complexo e influenciado por condigdes ambientais e fatores do
parasita, muitos deles, tém sugerido que fatores do hospedeiro, imunoldgicos e
genéticos, sdo mais importantes neste contexto do que a capacidade de penetracao
e multiplicacado bacilar. A “polarizacédo” da doenca, responsavel pela diferenciacao
entre os subtipos clinicos, tem sido um foco de investigacdo devido as diferentes
respostas imunes nas formas PB e MB. Mas enquanto a doenca vem mostrando que
esta sob forte controle genético, poucos estudos epidemiolégicos ou genéticos focam
nestas diferencas entre subtipos (LASTORIA, 2014; GASCHIGNARD et al, 2016;
MAZINI et al., 2016).

Nos ultimos anos, varios genes foram associados com a hanseniase e com as
vias de resposta imune inata, e estes estudos convergem na principal hipétese de que
0s genes estdo envolvidos na susceptibilidade a doenca, tanto no desenvolvimento
da moléstia per si, quanto na evolugdo para as diferentes formas clinicas. Desta forma
€ necessario determinar o controle genético da resposta do hospedeiro a bactéria, e
desta forma observar a contribuicdo da genética do hospedeiro para a patogénese da
hanseniase (MISCH et al., 2010, MANRY et al., 2017).

Estudos buscam fornecer respostas para o controle genético da resposta do
hospedeiro ao M. leprae, as repostas tem demonstrado caminhos que determinam
que a contribuicdo genética do hospedeiro pode estar diretamente envolvida com
patogénese da hanseniase. A producdo da resposta imunoldgica do hospedeiro, em
detrimento a acdo de um agente infeccioso variam consideravelmente entre individuos
e etnias. Embora uma proporcao substancial dessas diferencas possa ser atribuida
ao meio no qual estao inseridos, a contribuicdo dos fatores genéticos do hospedeiro
estd cada vez mais documentada (NEDELEC et al., 2016; QUACH et al., 2016;
MANRY et al., 2017).

2.10.1 Polimorfismo de Unico Nucleotideo
A hanseniase € uma doenca infecciosa crénica que envolve varios fatores. Os

SNPs em genes relacionados ao sistema imunolégico do hospedeiro tém sido

sugeridos consistentemente como participantes na suscetibilidade a doenca. Diante
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desse cenario, alguns desses genes podem possuir mutacbes, chamadas de
polimorfismos de base Unica (SNPs), que ocorrem gquando apenas um nucleotideo:
adenina (A), timina (T), citosina (C) ou guanina (G), nas sequéncias genéticas, é
alterada (SRIPICHAI; FUCHAROEN, 2007).

Polimorfismos genéticos em inimeros genes como do toll-like receptor, do fator
de necrose tumoral alfa (TNFa), da lectina ligadora de manose (MBL2), do receptor
da vitamina D (VDR) ja foram descritos como associados as formas clinicas da
hanseniase (MENDES et al., 2017).

Estas influéncias imunolégicas e genéticas podem justificar a variavel
susceptibilidade a doenca e prevaléncia de formas clinicas de acordo com a
populacédo estudada (ALVARADO-ARNEZ, 2015; CHAPMAN; HILL, 2012; SASAKI,
2001).

2.10.2 PTX- 3 e Sistema Imune

O sistema imunolégico inato é a primeira linha de defesa contra patdgenos
invasores e danos nos tecidos. A imunidade inata age de forma padronizada e rapida
para reconhecer e eliminar esses microrganismos, enquanto a imunidade adaptativa
gera respostas antigeno-especificas por tempo mais prolongado. A imunidade inata é
composta por um braco celular e um braco humoral. Os protagonistas do braco
humoral compreendem o sistema complemento (C) e moléculas solaveis de
reconhecimento de padrdes (PRMs), como pentraxinas (PTXs), coletinas e ficolinas
gue estdo envolvidos na ligacdo e absorcdo de microorganismos, bem como na
ativacao celular em contato com patdogenos (GARLANDA et al,2018; MA et al., 2018).

As PTXs proteinas multifuncionais, sdo divididas em curtas e longas. As
pentraxinas curtas incluem proteina C reativa (PCR) e amil6ide sérica P (SAP),
enquanto PTX3, PTX4, pentraxina 1 neuronal (NP1) e NP2 pertencem a familia longa
(BOTTAZZI et al., 2010).

As pentraxinas, como a proteina C-reativa (PCR), a proteina amiloide sérica P
(SAP) e a pentraxina-3 (PTX3), desempenham varias fun¢des na imunidade inata e
inflamacéo, sendo capaz de ativar e regular o sistema complemento (através de C1q,
MBL e fator H - FH), interagir com particulas microbiana e regular a inflamacéo.

Contudo, as pentraxinas tém uma relacdo dupla com o complemento (ativacdo e
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inibicdo), que sdo baseadas na capacidade dessa proteina longa de interagir com
reguladores do complemento. (HAAPASALO; MERI, 2019).

A PTX3 atua como uma opsonina em infec¢cdes bacterianas e flangicas,
facilitando o reconhecimento e fagocitose, assim como é capaz de neutralizar
particulas virais. Estudos apontam um papel protetor da PTX3 contra varios tipos de
infeccbes fungicas, bacterianas e virais, incluindo Aspergillus fumigatus,
Paracoccidoides brasiliensis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
influenza virus, Staphylococcus aureus, Hepatite C Cronica Viral (HCV) (BOTTAZZI
et al., 1997; NAUTA et al., 2003; INFORZATO et al., 2013; FILIPE et al., 2018;
GORKA-DYNYSIEWICZ; PAZGAN-SIMON; ZUWALA-JAGIELLO, 2019; ZHANG et
al., 2018).

Uma vez ligado, a PTX3 recruta os componentes especificos do complemento
podendo ativar as diversas vias, como a via classica (NAUTA et al., 2003), via de
lectina (MA et al, 2009) e via alternativa do complemento (DEBAN et al., 2008), esse
recrutamento ira influenciar no tipo de resposta, aumentar a ativacdo do complemento
na funcdo da atividade antimicrobiana ou limitar a sua ativagao excessiva.

O sistema complemento é um dos principais mecanismos para que O
reconhecimento de patdgenos seja convertido em uma resposta imune efetiva contra
uma infeccédo inicial. Este € um sistema de proteinas plasméaticas que podem ser
ativadas diretamente por patégenos ou indiretamente através de anticorpos ligados a
patégenos, levando a uma cascata de reacbes que acontecem na superficie do
patdgeno e gera componentes ativos com varias funcdes efetoras. O sistema
complemento possui 47 proteinas e fragmentos de proteinas que participam das
defesas inatas e adquiridas ao opsonizar os patégenos e produzir uma série
apropriada de respostas inflamatérias que auxiliam no combate a infecces.
Relacionado a fisiopatologia da hanseniase, este sistema desempenha um papel
importante, seja através da facilitacdo da infeccao pelo seu papel de opsonizacéo ou
por seu papel pro-inflamatério como na exacerbacdo da reacdo hansénica. A
expressao alterada e deficiéncia funcional de componentes desse sistema modulam
a suscetibilidade a doencas, estabelecido através da resposta imune gerada, e
impactando na saude do individuo (RICKLIN et al., 2010).

As variabilidades genéticas em proteinas do complemento podem aumentar a
resisténcia contra patdgenos que dependem da fagocitose para iniciar a infeccao,

como as micobactérias. De fato, existem varios polimorfismos em genes relacionados
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ao sistema complemento descritos na literatura e que estédo associados a hanseniase,
entre eles: lectina ligadora de manose (MBL2), ficolinas (FCN1, FCN2e FCN3), a
serina protease associada a eles (MASP2 -manose-binding lectin serine protease 2)
e o receptor do complemento 1(CR1, também conhecido como CD35). Mutagfes
nessas moléculas podem influenciar as interacées e ter impacto na progressao de
doencas (FITNESS et al., 2004; DUPNIK et al., 2015; ANDRADE et al., 2017; BOLDT
et al., 2013).

A MBL é uma proteina sollvel responsavel pela ativacdo do sistema
complemento através da via da lectina. Além disso, a MBL esta envolvida na
opsonizacdo de microrganismos para fagocitose e ativacdo de macréfagos. Niveis
elevados dessa proteina podem facilitar a infeccdo de patdgenos intracelulares em
células hospedeiras conferindo uma suscetibilidade maior ao individuo afetado.
Alguns estudos mostraram que a deficiéncia de MBL indicou protecdo em doencas
como leishmaniose, tuberculose e hanseniase (TIYO et. Al., 2020)

Como a pentraxina 3 (PTX-3) € um receptor PMR, ela é gerada em locais de
inflamacéo local e é produzida por varias células mieloides (células dendriticas,
monaocitos, macrofagos, neutrofilos), epiteliais, endoteliais e mesenquimais
(fibroblastos e adipécitos), como sinais de resultados pro inflamatorio (GARLANDA et
al., 2016). Entre essas células mieloides, existem os neutréfilos que desempenham
um papel crucial na inflamacéo localizada devido a sua alta capacidade de serem
recrutados de forma rapida para os tecidos lesionados no processo de infec¢ao, e de
produzir mediadores que destroem ou inibem o crescimento microbiano (NATHAN et
al., 2006). A PTX3 esta localizada em granulos especificos dessas células e pode se
localizar em armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS), que € secretado em
resposta ao reconhecimento de fracdes microbianas e sinais inflamatorios
aumentando 0s seus niveis séricos. Porém, os neutréfilos que possuem deficiéncia
em PTX3 possuem atividade fagocitica defeituosa (JAILLON et al., 2007).

O gene PTX3 esta localizado no cromossomo 3, organizado em trés exons e
dois introns, e produz uma glicoproteina multimérica de 381 aminoacidos, composta
por uma regido N-terminal Unica e um dominio C-terminal homélogo a outras
pentraxinas, como a proteina C reativa (PCR) e o componente amiloide sérico P (SAP)
(BREVIARIO et al., 1992; BOTTAZZI et al., 2010; ZENG et al., 2021).

Dois SNPs no PTX3 (rs1840680 e rs2305619) tém sido associados com

alteracdes nos niveis de PTX3, o alelo A para ambos SNPs tem sido associado com
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niveis plasmaticos elevados de PTX3. Além disso, o alelo A tem sido associado com
maior susceptibilidade a infec¢des bacterianas e fungicas. O PTX3 é uma molécula
recentemente descoberta e seu mecanismo de acdo ainda ndo esta claro. Embora os
dados sobre os niveis plasméticos de PTX3 em doencas inflamatérias sejam
consistentes, faltam estudos de polimorfismos PTX3 associado a hanseniase
(CHIARINI et al., 2010; BARBATI et al., 2012; DIAMOND et al., 2012 CUNHA et al.,
2014; WOJTOWICZ et al., 2015; HE et al., 2017; SHENEEF et al., 2017).

Um estudo realizado no Brasil, relatou evidéncias de que a PTX3 é liberada
sistemicamente e no local das lesdes de ENH na hanseniase, e que os niveis foram
maiores em pacientes apresentando a forma clinica MB. Além disso, analises de
biopsia de lesGes da pele de pacientes diagnosticados, demonstraram aumento na
expressdo de PTX3 em lesdes de eritema nodoso hansénico. Esse estudo colabora
com a hipotese de que a PTX3 pode se tornar um novo alvo molecular na forma mais
avancada da doenca (MENDES et al., 2017). Portanto, é de fundamental importancia

que novos estudos sejam realizados para elucidar o papel da PTX3 na hanseniase.
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3 JUSTIFICATIVA

A hanseniase é uma doenca com alto poder incapacitante se ndo tratada
precocemente. Ainda ndo esta completamente elucidado o porqué alguns individuos
expostos ao bacilo possuem maior susceptibilidade ao desenvolvimento da doenca
ou no desenvolvimento de formas clinicas mais graves. Sabe-se que a resposta imune
do hospedeiro pode definir, pelo menos em parte, o curso clinico da hanseniase.
Sabemos que o genoma humano contém milhdes de varia¢des do tipo SNPs e que a
resposta imune é regulada geneticamente por essas variacdes. Portanto, o estudo
dessas mutacbes ao longo do genoma €é de fundamental importancia para a
determinacdo de fatores associados a suscetibilidade e gravidade de doencas.
Estudos confirmam que os polimorfismos de PTX3 tém sido importantes fatores de
risco em diferentes doencas infecciosas. Apesar da conhecida associacdo dos niveis
de PTX3 com a gravidade de muitas doencas e a relevancia desses SNPs para as
doencas, no gene PTX3, ndo ha dados disponiveis sobre a associacdo entre os
polimorfismos de PTX3 e a suscetibilidade a hanseniase. Portanto, os fatores
imunogenéticos do hospedeiro podem influenciar substancialmente a susceptibilidade
e o curso clinico da doenca. Este estudo abrira caminhos para o desenvolvimento de
novos pesquisas que possibilitara desenvolvimento de novas abordagens

terapéuticas relacionadas a hanseniase.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

o Investigar o papel do polimorfismo rs1840680 no gene PTX3 na
susceptibilidade e desenvolvimento de reacdo hansénica em pacientes com

hanseniase.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar os pacientes, assistidos em um centro de referéncia, com
hanseniase de acordo com suas variaveis clinicas;

o Determinar a frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo rs1840680
no PTX3 em grupo de pacientes com hanseniase;

o Comparar a frequéncia génica do polimorfismo rs1840680 no PTX3 em
pacientes com hanseniase e grupo de contactantes;

o Associar o polimorfismo rs1840680 no PTX3 com o desenvolvimento de

reacao hansénica,
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5 METODOLOGIA

5.1 DESENHO DE ESTUDO

O presente trabalho trata-se de um estudo do tipo analitico transversal com
grupos de comparacdo. Foram recrutados pacientes e contactantes diretos,
classificados como grupo caso e controle respectivamente, maiores de 18 anos,
encaminhados ao Servico Especializado de Infectologia de Petrolina (SEINPe) com
suspeita de hanseniase. O diagndstico foi realizado baseado em critérios clinicos e/ou
laboratoriais através de exame de baciloscopia. Os casos suspeitos que nao tiveram
confirmacgéo da doenca foram incluidos no grupo controle. Os contactantes diretos, do
grupo controle, incluem familiares que acompanham os pacientes nas consultas e que
possuem convivéncia prolongada com o diagnostico da hanseniase, porém, nao

possuem diagndstico devido a ndo apresentarem clinica para a doenca.

5.2 CRITERIO DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Como Critério de inclusado foram todos os pacientes que aceitaram participar
assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), diagnosticado com
Hanseniase (PB ou MB), e pacientes sem confirmacdo da doenca, e que possuiam
idade igual ou superior a 18 anos. Como critério de excluséo, todos os pacientes que
nao foram capazes de compreender as explicacdes e/ou esclarecimentos inerentes a
sua participacdo na pesquisa e pacientes residentes da zona rural que nao fazem

acompanhamento SEINPe.

5.3 METODO DE COLETA E PROCESSAMENTO DE DADOS

Apos a leitura e assinatura do TCLE os voluntarios foram submetidos a uma
puncdo venosa periférica, seguindo as normas de biosseguranca. Essa coleta foi
realizada na sala de procedimentos com instrumentacdo necesséria para a realizacao
da coleta. A cada paciente foi atribuida uma numeracéo, garantindo a privacidade e
sigilo dos dados. Os dados dos pacientes foram obtidos através de aplicacdo do
formulario e pesquisa em prontuarios (caderno de controle dos casos e prontuario

eletrdnico), caso necessério, para complementacdo dos dados. A analise desses
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dados clinicos e socioepidemioldgicos serdo apresentados na forma de gréaficos e
tabelas de frequéncias, e serdo tabulados em planilhas do Programa Microsoft Office
Excel®.

O material bioldgico (sangue) foi coletado por puncédo venosa a vacuo, em dois
tubos: um com anticoagulante (EDTA - do inglés Ethylenediamine tetraacetic acid)
para extracdo do DNA e outro sem anticoagulante para obtencédo do soro. O material
foi processado e congelado a -80°C no laboratério multiusuério de pesquisa do
HU/UNIVASF/EBSERH até o momento da extracdo de DNA gendmico.

5.4 ANALISE DOS POLIMORFISMOS

O DNA das amostras foi extraido a partir de sangue total (EDTA) com o kit
PureLink Genomic DNA (Invitrogen™) seguindo as instru¢cées do fabricante. Para
deteccao dos polimorfismos foi utilizada a metodologia do PCR em tempo real, através
de ensaios prontos utilizando o sistema de sondas de hidrélise TAQMAN® (Thermo
Fisher), que consiste em sondas marcadas com fluorocromos projetados
especificamente para complementar os alelos em estudo. As sondas utilizadas foram

rs1840680 (Applied Biosystems), para ensaios de genotipagem de SNPs. As reacfes

foram realizadas em um instrumento RT-gPCR QuantStudio™ 5 (Thermo Fisher) por

meio de ensaios de genotipagem pré-designados.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise dos dados foi utilizado o programa SPSS Statistics v.22.0 (SPSS,
Inc., Chicago, IL, USA). As variaveis continuas foram analisadas através do teste t-
student. Para as variaveis categoricas foi utilizado o teste qui-quadrado de Pearson e
pelo teste exato de Fisher. Os dados categodricos foram expressos em frequéncia
absoluta e percentagem. As variaveis continuas foram apresentadas como meédia e

desvio padréo. Foram considerados significativos os valores de p < 0,05.

5.6 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi submetida a apreciagédo na Plataforma Brasil - Comité de

Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco — CEP-
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UNIVASF, sendo aprovado sob o CAAE n° 11793019.4.0000.5196. Ressalta-se que
todos os procedimentos deste estudo estdo sendo conduzidos conforme os principios
éticos contidos na Resolugcdo 466/12 do Conselho Nacional em Saude que

regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos.
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6 RESULTADOS

No periodo de 2019 a 2021, foram recrutados 190 pacientes para as analises
do estudo, no municipio de Petrolina-PE. De acordo com suas variaveis clinicas,
sociodemogréficas e epidemiologicas os pacientes foram classificados em 148 casos
(PB e MB) e 42 controles (Tabela 1).

Dentre as caracteristicas, identificamos que para os casos, 56,1% (n=83) eram
do sexo masculino, possuindo uma média de idade de aproximadamente 52 anos,
residentes principalmente em zona urbana 74,3% (n=110), se autodeclarando da raca
parda 65,5% (n=97), considerados com baixo grau de escolaridade (67% (n=99)
classificados como analfabetos e possuindo ensino médio incompleto) e possuindo
uma renda mensal de até um salario minimo 77,6% (n=97).

Por outro lado, o grupo controle mostrou uma prevaléncia maior de mulheres
69,0% (n=29), com média de idade de aproximadamente 45 anos, autodeclaradas
pardas 54,8% (n=23), com nivel de escolaridade baixo (47,7 % (n=20) analfabetas e
com ensino fundamental incompleto) e com renda mensal de até um salario minimo
77,8% (n=28). Apenas as variaveis idade e sexo foram significativamente diferentes
entre os casos e controles.

Tabela 1. Distribuicdo dos registros sociodemograficos dos pacientes casos e
controles atendidos no Servico de Infectologia de Petrolina (SEINPE) e Unidade
Basica de Saude (UBS), Petrolina, Pernambuco, Brasil, 2019 a 2021.

Variavel Casos Controles Valor de p
(n=148) (n=42)
Idade (médiatDP) (52,30+£14,44) (44,83£13,79) 0,003
Sexo (%)
Masculino 83 (56,1%) 13 (31,0%) 0,005
Feminino 65 (43,9%) 29 (69,0%)
Zona (%)
Urbana 110 (74,3%) 29 (69,0%) 0,555
Rural 38 (25,7%) 13 (31,0%)
Raca (%)
Branca 22 (14,9%) 9 (21,4%)
Preta 27 (18,2%) 8 (19,0%) 0,350
Parda 97 (65,5%) 23 (54,8%)
Indigena 2 (4,8%) 2 (1,4%)
Escolaridade (%)
Analfabeto 26 (17,6%) 2 (4,8%)
Ensino Fundamental Incompleto 73 (49,3%) 18 (42,9%)
Ensino Fundamental Completo 6 (4,1%) 3 (7,1%)
Ensino Médio Incompleto 5 (3,4%) 2 (4,8%) 0,140
Ensino Médio Completo 27 (18,2%) 9 (21,4%)
Ensino Superior Incompleto 3 (2,0%) 3 (7,1%)
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Ensino Superior Completo 8 (5,4%) 5 (11,9%)
Renda mensal (%)
Até 1 salério-minimo 97 (77,6%) 28 (77,8%)
2 a 3 salarios-minimos 23 (18,4%) 5 (13,9%) 0,654
3 a 5 salarios-minimos 4 (3,2%) 2 (5,6%)
>5 salarios-minimos 1 (0,8%) 1 (2,8%)

Na analise clinica dos pacientes que possuem diagndstico da hanseniase
podemos observar que prevaleceram pacientes com classificacdo operacional
multibacilar 97,3% (n=144), possuindo classificacdo clinica do tipo dimorfa 83,8%
(n=124), contendo algum tipo de grau de incapacidade 53,8% (n=56), grau 1 ou 2,
apresentando reacdo hansénica tipo 1, 56,3% (n=18). Os pacientes que apresentaram
exame de baciloscopia positiva (n=117), apresentaram média do indice Baciloscopico
(IB) de 1,27+1,73.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes diagnésticas com hanseniase
Servico de Infectologia de Petrolina (SEINPE) e Unidade Béasica de Saude (UBS),
Petrolina-PE, 2019 a 2021.

Variavel Casos (n=148)
Classificacédo Operacional (%)

Paucibacilar 4 (2,4%)
Multibacilar 144 (97,3%)

Classificacdo Clinica (%)

Indeterminada 3 (2,0%)

Tuberculoide 4 (2,7%)
Virchowiana 17 (11,5%)
Dimorfa 124 (83,8%)

Grau de Incapacidade

Grau 0 48 (46,2%)
Grau 1 33 (31,7%)
Grau 2 23 (22,1%)

Reacbes Hansénicas

Tipo 1 18 (56,3%)
Tipo 2 14 (48,8%)
IB (médiazDP) 117(1,27+1,73)

Com relagéo a distribuicdo genotipica dos polimorfismos do PTX3 (rs1840680)
entre casos diagnosticados com a hanseniase e 0s controles, apesar de nao
revelarem diferenga estatisticamente significativa entre as caracteristicas analisadas,
podemos observar uma maior frequéncia do gendtipo G/G nos pacientes casos,
(41,9% vs. 28,6%; p=0,152), bem como maior frequéncia do alelo G entre os casos
(Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicdo genotipica e alélica do PTX3 entre os pacientes casos e
controles atendidos no Servico de Infectologia de Petrolina (SEINPE) e Unidade
Basica de Saude (UBS), Petrolina, Pernambuco, Brasil, 2019 a 2021.

Gendtipo/Alelo  Casos (n=148) Controles (n=42) Valor de p
rs1840680 GIG 62 (41,9%) 12 (28,6%) G/G vs. AIG+AIA
AIG 66 (44,6%) 22 (52,4%) 0,152
A/A 20 (13,5%) 8 (19,0%)
G 190 (54,3%) 46 (54,8%)
A 106 (45,7%) 38 (45,2%)

Em relacdo a distribuicdo genotipica relacionadas ao quadro de reacéo
hansénica, o gendtipo G/G também apresentou maior prevaléncia em pacientes que
apresentaram reagao hansénica (56,3% vs. 37,9%/ p=0,071) (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicdo genotipica do PTX3 de acordo com a presenca de reacéo
hansénica entre os pacientes casos atendidos no Servi¢o de Infectologia de Petrolina
(SEINPE) e Unidade Basica de Saude (UBS), Petrolina, Pernambuco, Brasil, 2019 a
2021.

Geno6tipo SIM (n=32) NAO (n=116) Valor de p
rs1840680 GIG 18 (56,3%) 44 (37,9%) GIG vs. AIG+A/A
AIG 11 (34,4%) 55 (47,4%) 0,071

AIA 3 (9,4%) 17 (14,7%)




42

7 DISCUSSAO

O poder patogénico da hanseniase é influenciado por diversos fatores como
condicao bioldgica do hospedeiro, caracteristica diretamente correlacionadas com a
resposta imune ao bacilo, condi¢des socioeconémicas e fatores ambientais no qual a
pessoa esta inserida. Em nosso estudo analisamos as caracteristicas
socioepidemiolégicas e clinicas, bem como a frequéncia genotipica do polimorfismo
presente no gene PTX3 dos pacientes e contactantes diretos atendidos em um servigo
especializado, no municipio de Petrolina-PE, e seu impacto no diagnostico.

Nossos resultados sdo consistentes com estudos anteriores que analisam o
sexo, idade e grau de incapacidade, em que é possivel observar que a hanseniase
atinge de forma desigual os homens, com idade superior aos 50 anos (RAMOS et al.,
2020; BRASIL, 2021), apresentando aumento das deficiéncias, em decorréncia de
apresentar elevado grau de incapacidade revelada no momento da avaliacéo clinica,
levantando a hip6tese de que o diagndéstico tardio se da por diversos fatores, entre
eles o fato que o homem com idade avancada néo acredita que 0s seus sintomas
sejam graves (HENRY et al, 2016), e ndo procuram o servi¢co de saude, pois possuem
menor preocupacao com a préopria saude e encontram dificuldades de acesso aos
servicos publicos (MARCIANO et al.,, 2018; ALMEIDA et al.,, 2012; OLIVEITA;
ROMANELLI, 1998). Um outro fator que contribui para um diagnéstico clinico tardio é
a falta de profissionais nos servigos de saude para a realizacdo de busca ativa de
pacientes contactantes ou de pacientes que residem em regides hiperendémicas
(PEREZ-SAN et al., 2020).

As dificuldades encontradas pelos pacientes ao longo do surgimento de
sintomatologia da doenga, ocasionam interferéncia na vida social e econdmica do
doente quando estes, ao serem diagnosticados de forma tardia, apresentam
incapacidades fisicas que negativamente trazem abalos psicossociais em decorréncia
do estigma atrelado a moléstia que ainda € culturalmente alimentado na nossa
sociedade (PASSOS; ARAUJO, 2021).

Da mesma forma, a frequéncia de pacientes com etnia auto-relatada "pardo”
foi maior em nossa pesquisa, que esta associado, segundo estudos, a maiores niveis
de privacao no Brasil, correlacionado a um aumento de até 40% no risco de doencas,
possuindo até o ensino fundamental incompleto (BRASIL, 2021), indicador de baixa

escolaridade, com renda mensal de até um salario minimo, que podem estar
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relacionados aos aspectos sociais e as condicdes de vida. Os baixos niveis de

educacdo impedem que as pessoas acessem melhores condicdes empregaticias e
melhores condi¢cdes econdmicas (LOPES; RANGEL, 2014; SOUZA et al., 2018).

Esses achados indicam claramente sobre a vulnerabilidade socioambientais desses
pacientes para determinacdo da ocorréncia da doenca no Brasil que ainda sao
mantidas, apesar dos esforcos que vém sendo empregados para elimina-la.

A classificacédo operacional e clinica de maior predominio no estudo corroboram
com estudos similares, sendo de casos multibacilares, com as formas clinicas dimorfa,
apresentando algum grau de incapacidade (COSTA; PINTO; SILVA, 2017) podendo
sugerir a ocorréncia de transmisséo ativa da doenca e, consequentemente, maior
potencial para incapacitar os individuos afetados.

Essa doenca vem afetando homens e mulheres, grupos etarios e classes
sociais de forma diferente, emerge das diferengas sociais e produz mais desarmonia
entre as populacbes afetadas. Além disso, também pode ser definida como
negligenciada, tanto pelas politicas publicas quanto pelos érgédos de saude, no que
diz respeito a incorpora-la em acdes prioritarias de investimento, visto que atinge as
populacdes mais marginalizadas e em situagao de extrema vulnerabilidade (PEREIRA
et al., 2019).

Estudos afirmam que os polimorfismos PTX3 estdo associados a
suscetibilidade a diversas doencas infecciosas, como aspergilose pulmonar em
pacientes com DPOC (QIAN et al., 2018), a Sindrome de Ativacéo Macrofagica (SAM)
em pacientes infectados com o coronavirus 2019 (COVID-19), sendo uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes diagnosticados (KERGET
et al.,2021). Ambos os estudos revelam que o genoétipo GG estdo associados a
elevados niveis séricos de PTX3 comparados a outros genétipos, corroborando para
a suscetibilidade a infecgbes e desenvolvimento subsequente de formas mais graves
das doencas, quando comparados a outros genotipos (QIAN et al., 2018; KERGET et
al., 2021). Esse mesmo gendtipo apresentou-se em valores superiores nos pacientes
do que nos controles no nosso estudo.

O PTX3 esta envolvido na ativacdo do sistema complemento, que estimula a
inflamacé&o, estando diretamente relacionada a gravidade da doenca, pois recruta
células inflamatdrias que serdo infectadas ainda mais pelo agente infeccioso, atuando

como facilitador da infeccdo (MA et al., 2018). Niveis elevados de PTX3 foram
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observados em infec¢des pulmonares bacterianas, virais e fungicas, e essa elevacao
foi fortemente associada a mortalidade (READING et al., 2008).

Esses niveis elevados na hanseniase podem provocar o desenvolvimento de
reacdo hansénica nos pacientes devido a esse recrutamento desenfreado, podendo
estar relacionado a degranulacdo de neutrofilos que armazenam PTX3 (SUSUKI et
al.,2008; LIU et al.,2014). Diante disso, muitos pacientes apresentam lesdes cutaneas
classificadas como ENH que é uma complicacdo imunoldgica e inflamatéria da
hanseniase MB e acomete aproximadamente 50% dos pacientes com esta
apresentacao clinica (VOOREND; POST, 2013). A principal caracteristica histologica
dessas lesdes cutaneas agudas € a presenca de neutrofilos (MENDES et al., 2017),
e a expressédo de mieloperoxidase (MPO) pelos neutrdfilos.

Um estudo prévio demonstrou que a PTX3 estava aumentando em pacientes
com hanseniase, além de serem encontrados niveis elevados de PTX3 em lesfes de
pele de pacientes com reacdo hansénica (MENDES et al., 2017). Esses achados
corroboram os resultados encontrados no presente estudo, em que o genoétipo G/G,
que esta associados a niveis aumentados de PTX3, foi mais prevalente no grupo de
pacientes com hanseniase e naqueles que desenvolveram reacdo hansénica.

Portanto, é possivel que a PTX3 desempenhe um papel importante na
susceptibilidade e desenvolvimento de reacdo em pacientes com hanseniase. Esse
papel pode estar relacionado a funcdo que a PTX3 desempenha na regulacdo do
sistema complemento (MA; GARRED, 2018), uma vez que estudos anteriores ja
descreveram que o sistema complemento desempenha uma funcdo importante na
fisiopatologia da hanseniase (DUPNIK et al., 2015), seja através da facilitacdo da
infeccdo pelo seu papel de opsonizacdo ou por seu papel pré-inflamatério
(GARLANDA et al., 2016) como na exacerbacao da reagédo hansénica.
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8 CONCLUSAO

O presente trabalho investigou pela primeira vez a distribuicdo genotipica do
polimorfismo rs1840680 do PTX3 em pacientes com hanseniase. Foi observado uma
maior frequéncia do gendtipo G/G em pacientes com hanseniase e naqueles que

desenvolveram reacdo hansénica.

9 CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados do presente estudo abrem caminho para uma investigagao mais
profunda do papel da PTX3 na hanseniase em futuros estudos com um tamanho

amostral maior e em outras populacoes, realizacdo de expressao génica.
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