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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa causada pelo bacilo
Mycobacterium leprae, que possui evolucdo lenta e progressiva, que pode
ocasionar lesdes neurais de modo permanente levando a incapacidades fisicas.
As variadas manifestacdes clinicas sao relacionadas a complexidade da
resposta imune presente no hospedeiro. A pentraxina-3 (PTX3), é uma proteina
gue tem como funcao a ativacdo do sistema complemento, e importante papel
em doencas infecciosas. Este trabalho teve por objetivo determinar a frequéncia
de polimorfismos no gene PTX3 e seus niveis plasmaticos em pacientes com
hanseniase, contatos e controles saudaveis. Tratou-se de um estudo analitico
retrospectivo transversal com grupos de comparacdo, a populacdo alvo foi
composta por pacientes com hanseniase atendidos na cidade de Juazeiro-BA e
Petrolina-PE, contatos e grupo de controles saudaveis. As medicfes de PTX3
foram realizadas em amostras de plasma por ELISA e para genotipagem e
deteccdo de polimorfismos, a metodologia de PCR em tempo real foi utilizada
pelo sistema de sondas TAQMAN®. Para a andlise dos dados utilizou-se para
os dados guantitativos, o teste de Spearman e para os dados categoricos, o teste
X 2 ou teste exato de Fisher. O nivel de significancia estatistica adotado foi p <
0,05. Os resultados evidenciaram que os polimorfismos da PTX3, rs1840680 e
rs2305619 nao esteve relacionado a suscetibilidade da hanseniase no grupo
estudado. Nossos achados apontaram que maiores niveis de Iindice
Baciloscépico no inicio (IB) estiveram associados a maiores niveis de PTX3 e
pacientes em episodio reacional apresentaram maiores niveis de PTX3 quando
comparados aos pacientes sem reacdo. Por tanto, a PTX3 é uma molécula de
reconhecimento de padrées que, pode promover a entrada do M. leprae nos
macréfagos a partir da sua opsonizacado, uma vez que ativa e coordena o sistema
complemento, esse sistema pode atuar na hanseniase colaborando com o
desenvolvimento da doenca.

Palavras-chave: Hanseniase; Polimorfismos; Inflamacdo; Biomarcadores;
PTXS.



ABSTRACT

Leprosy is an infectious disease caused by the Mycobacterium leprae bacillus,
which has a slow and progressive evolution, which can cause permanent neural
damage leading to physical disabilities. The varied clinical manifestations are
related to the complexity of the immune response present in the host. Pentraxin-
3 (PTX3) is a protein that activates the complement system and plays an
important role in infectious diseases. This work aimed to determine the frequency
of polymorphisms in the PTX3 gene and their plasmatic levels in leprosy patients,
contacts and healthy controls. It was a cross-sectional retrospective analytical
study with comparison groups, the target population consisted of leprosy patients
treated in the cities of Juazeiro-BA and Petrolina-PE, contacts and healthy
controls. PTX3 measurements were performed in plasma samples by ELISA and
for genotyping and detection of polymorphisms, the real-time PCR methodology
was used by the TAQMAN® probe system. For data analysis, the Spearman test
was used for quantitative data and the x 2 test or Fisher's exact test for categorical
data. The level of statistical significance adopted was p < 0.05. The results
showed that the polymorphisms of PTX3, rs1840680 and rs2305619 were not
related to susceptibility to leprosy in the studied group. Our findings showed that
higher levels of Bacilloscopic Index at baseline (BI) were associated with higher
levels of PTX3 and patients in a reactional episode had higher levels of PTX3
when compared to patients without reaction. Therefore, PTX3 is a pattern
recognition molecule that can promote the entry of M. leprae into macrophages
from its opsonization, since it activates and coordinates the complement system,
this system can act in leprosy collaborating with the development of the disease.

Keywords: Leprosy; Polymorphisms; Inflammation; Biomarkers; PTX3.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase € uma doenca infecciosa, crbnica, transmissivel com
evolucdo lenta e progressiva, causada pelo agente etiolégico Mycobacterium
leprae (M. Leprae) (Ministério da saude 2016,2017,2018). O bacilo possui
afinidade por células da pele, olhos e nervos periféricos, que ocasionam lesfes
neurais que podem ser permanentes, o que leva a incapacidades fisicas,
responsaveis pelo estigma e discriminacdo que estéo relacionadas a doenca
(BRASIL, 2019).

A hanseniase é classificada como uma das vinte doencas tropicais
negligenciadas (DTNs) que estdo comumente relacionadas as mas condi¢es
socioeconbémicas. Esse grupo de doencas afeta mais de 1 bilhdo de pessoas no
mundo e que produzem impactos sociais na vida das pessoas afetadas, o que
colabora com o ciclo da pobreza e desigualdade social (WHO, 2021).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2019 foram
reportados 202.256 casos novos da doenca no mundo em 118 paises, sendo
96% destes relatados pelos 23 paises que sado considerados prioritarios globais
por deterem maior porcentagem de casos novos, e 79% destes s&o, na india, no
Brasil e na Indonésia (OMS, 2021). Em 2021 houve reducéo consideravel para
140.594 casos novos reportados por 106 paises, o que pode ter relacdo com a
subnotificacao relacionada a pandemia de COVID-19. O Brasil ocupa o segundo
lugar na relacdo de paises com maior numero de casos de hanseniase no
mundo, atras apenas da India, e se classifica como um pais de alta carga para
a doenca.

A hanseniase é uma doenca que se caracteriza por uma variada
amplitude de manifesta¢des clinicas de acordo com a interacdo entre o sistema
imunologico do hospedeiro e o patdogeno ( MENEZES et al., 2019). As variadas
formas clinicas da hanseniase séo influenciadas pela complexidade da resposta
imune do hospedeiro. A resposta imune inata, é a primeira linha de defesa contra
M. leprae, sendo considerada um fator primordial para o desenvolvimento de
uma resposta contra o bacilo, por possuir componentes efetores essenciais para
combater o patdégeno e é capaz de direcionar a imunidade adaptativa (SOUZA,

2014). Essa primeira resposta é ativada quando estruturas conservadas na
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superficie de patégenos, os padres moleculares associados a patégenos
(PAMPs), séo identificados pelas moléculas de reconhecimento de padrbes
(PRMs) que podem se apresentar como moléculas soluveis ou associadas a
células. (BOTTAZZI et al., 2016)

A Pentraxina-3 (PTX3), € uma PRM sollvel, que possui a fungcdo de
modular a resposta inata envolvida na protecdo contra doencas infecciosas,
além de atuar na regulacdo da ativacdo do complemento, opsonizacdo de
patégenos e células apoptoticas (PORTE et al., 2019). Na hanseniase o sistema
complemento pode mediar a entrada do M. leprae em macréfagos sem promover
a ativacdo dessas células, levando a persisténcia do bacilo no seu interior
(SOUZA, 2014).

Em um estudo prévio, foi observado niveis elevados de PTX3 em
pacientes com hanseniase multibacilar, além de um aumento de seus niveis em
lesBes de pacientes com eritema nodoso hansénico, evidenciando pela primeira
vez um papel da PTX3 na fisiopatologia da doenca (MENDES et al., 2017).

O gene PTXS3, localizado no cromossomo humano 3, esta organizado em
trés exons e dois introns. Dois polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) no
PTX3 (rs1840680 e rs2305619) tém sido associados a alteragcdes em seus niveis
séricos. Varios estudos tém verificado uma associagdo entre a ocorréncia
desses SNPs com a susceptibilidade a diversas infeccbes bacterianas, virais e
fungicas (CHIARINI et al., 2010; CUNHA et al., 2014; JAILLON et al., 2014;
WOJTOWICZ et al., 2015; BOTTAZZI et al., 2016).

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi investigar pela primeira
vez, a frequéncia de dos polimorfismos rs1840680 e rs2305619 no gene PTX3 e
seus niveis plasmaticos, em pacientes com hanseniase provenientes de dois

municipios hiperendémicos no nordeste brasileiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Determinar e comparar a frequéncia de polimorfismos no gene PTX3 e seus
niveis plasmaticos em pacientes com hanseniase, contatos e controles

saudaveis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar os pacientes com hanseniase de acordo com as
caracteristicas clinico-epidemioldgicas;

o Determinar a frequéncia dos polimorfismos rs1840680 e rs2305619 no
PTX3 em individuos com hanseniase, contatos e controles saudaveis;

o Determinar os niveis plasmaticos de PTX3 em individuos com
hanseniase, contatos e controles saudaveis;

o Comparar a frequéncia dos polimorfismos rs1840680 e rs2305619 e os
niveis plasmaticos de PTX3 entre os grupos estudados;

o Verificar a associacdo dos niveis plasméticos de PTX3 com as

caracteristicas clinico-epidemioldgicas de individuos com hanseniase.
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3 REFERENCIAL TEORICO

31 AGENTE ETIOLOGICO E TRANSMISSAO

O Mycobacterium leprae € o principal agente causador da hanseniase em
humanos e também em animais, além do recente descoberto Mycobacterium
lepromatosis (TIO-COMA et al., 2020). Armauer Hansen, médico noruegués, foi
o primeiro a identificar o agente causador da hanseniase em 1873, o bacilo de
Hansen (HESS e RAMBUKKANA, 2019). O M. leprae é um patégeno
intracelular obrigatério que tem preferéncia por macréfagos da pele e células de
Schwann. O bacilo mede de 1,5 a 8 um de comprimento por 0,2 a 0,5 um de
largura, e é considerado alcool-acido resistente (BAAR), possui em sua parede
celular abundéancia de lipideos, e o principal deles € o glicolipideo fendlico | (PGL-
I) que é responsavel por sua especificidade imunolégica (LOBATO, 2014). O M.
leprae possui 0 menor genoma entre as micobactérias (3,3Mb), com 1.614 genes
que codificam proteinas e 1.300 pseudogenes, o que colabora com seu estilo de
vida estritamente associado ao hospedeiro. Além disso, o genoma é altamente
conservado devido seu tempo de geracao de 14 dias e auséncia de transferéncia
horizontal de genes com menos de 300 polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) ( BENJAK et al., 2018).

Especula-se que a transmissdo do M. leprae aconteca pelas vias
respiratorias por meio de contato préximo e prolongado de pessoa suscetivel
com doente sem tratamento (BRASIL, 2017). H& relatos de transmisséao vertical
durante a gravidez, exigindo maior atencao para esse grupo durante o periodo
gestacional. A pele com lesdo, também foi relatada como uma possivel via de
transmissdo dada a possibilidade do M. leprae sobreviver até 9 dias em meio
externo (MUNGROO; KHAN; SIDDIQUI, 2020).

A hanseniase é uma doenca multifatorial e a sua susceptibilidade é
influenciada por condicdes do hospedeiro, do bacilo e fatores ambientais
(FROES, TRINDADE e SOTTO, 2020). Em uma coorte de 100 Milhdes de
Brasileiros, se investigou a associacdo de fatores socioecondmicos e

demograficos com a incidéncia de hanseniase, os resultados forneceram fortes


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=HESS%20S%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=RAMBUKKANA%20A%5BAuthor%5D
https://www.nature.com/articles/s41467-017-02576-z#auth-Andrej-Benjak
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evidéncias de uma associacdo de indicadores de pobreza com a incidéncia de
hanseniase que incluia idade, regido de residéncia, localizacdo da casa da
familia, raca ou etnia, educacéo, renda e indicadores de condi¢cdes de vida.
Evidencias apontam que a maior parte da populacao dispde de imunidade contra
o bacilo cerca de 95% (SCOLLARD et al., 2006) e que a diversidade clinica da
doenca depende da resposta imune apresentada frente ao bacilo
(KRETZSCHMAR et al., 2018).

3.2 EPIDEMIOLOGIA DA HANSENIASE

Apés a introducdo da poliquimioterapia (PQT), em 1981, visando a
reducdo da prevaléncia de menos de 1 caso por 10.000 de populacao, alguns
paises alcancaram a diminuicdo no numero de casos com possibilidade de
interrup¢do da transmissdo comunitaria da hanseniase. Em 2021, houveram
140.594 casos novos reportados de hanseniase em 106 paises (Figura 1),
incluindo os importados, e destes nameros, 74,5% se encontram distribuidas
entre india, Brasil e Indonésia (Figura 1) (OMS, 2021; Ministério da Saude,
2023).

Figura 1: Representacdo casos novos da hanseniase no mundo no ano
de 2018.

Fonte: OMS, 2019.
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O Brasil possui 18.318 (92,4%) casos novos, com taxa de deteccéo geral
de 8,59 por 100 mil habitantes em 2021, o que o coloca como o segundo lugar
na relagdo de paises com maior numero de casos de hanseniase no mundo, e
esta atras apenas da india, classificando-se desse modo como um pais de alta
carga para a doenca. O Nordeste brasileiro esta entre as regibes de maiores
taxas de deteccao geral de novos casos (Ministério da Saude, 2023).

O estado da Bahia situado no nordeste brasileiro, apresentou em 2020
um coeficiente de deteccdo anual de 14,55/100.000 habitantes e notificou 2.164
casos novos de hanseniase segundo o Boletim Epidemiolégico de Hanseniase,
sendo entdo considerado de alta endemicidade de acordo com o parametro do
ministério da saude (entre 20,0 a 39,9/100.000 habitantes) (Ministério da saude,
2016). O municipio de Juazeiro localizado no oeste baiano possui 370 casos
notificados entre 2018 e 2020 com média de 123,33 casos por ano (AGUIAR et
al., 2021).

Pernambuco esta entre as Unidades federativas brasileiras com maior
ndmero de casos diagnosticados de hanseniase no Brasil (Ministério da saude,
2023), entre os anos de 2001 e 2020 registrou-se um total de 65.971 casos e
apresentou uma maior taxa de deteccdo de casos novos no ano de 2003, 49,43
cas0s/100.000 habitantes (AGUIAR et al.,, 2021). Petrolina, municipio
pernambucano, localizada a oeste da capital, destaca-se por ter uma taxa de
deteccdo geral de 66,2 por 100 mil hab. em 2019, considerada como
hiperendémico (maior que 40,0 por100 mil hab.) (SILVA, 2021).

E importante ressaltar que a pandemia de covid-19 impés dificuldades no
diagndstico e no tratamento de pacientes com hanseniase, o que contribuiu para
uma maior subnotificacdo dos casos (MENDONCA et al., 2022; DOS REIS et al.,
2022). O boletim nacional aponta para uma reducédo na taxa de deteccdo de
casos novos entre 2012 e 2021, com diminuigdo acentuada em 2021, o que pode
estar relacionada aos impactos provocados pela pandemia (Ministério da saude,
2023).
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3.3 FORMAS CLINICAS E CLASSIFICAGCAO

A hanseniase € uma doenca que se caracteriza por uma variada
amplitude de manifestacbes clinicas, de acordo com as caracteristicas
bacteriologicas e imunolégicas do hospedeiro (HUNGRIA et al., 2018). A
classificacdo de Madri de 1953, adota critérios de polaridade, que se baseiam
nas caracteristicas clinicas, bacteriol6gicos, imunoldgicos e histolégicos da
hanseniase (SOUZA, 1997), e divide-se em quatro formas de acordo com a sua
tendéncia de evoluir a um de seus polos. Os extremos seriam as formas
Tuberculoide e Virchowiana e, 0s grupos intermediarios, Indeterminado e
Dimorfo (ANDRADE, 2013).

e Hanseniase indeterminada (Paucibacilar)

Fase inicial da doenca, que pode ser imperceptivel em muitos casos,
geralmente afeta criancas menores de 10 anos ou contactantes de pacientes
com hanseniase multibacilar ndo diagnosticado. Normalmente a lesdo € Unica e
se apresenta com mancha clara, seca, sem alteracao de relevo e bordas mal

delimitadas (Figura 2) (Ministério da saude, 2021).

Figura 2: Manifestagfes de hanseniase indeterminada

Fonte: Dra. Tania Moreno
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¢ Hanseniase tuberculdide (Paucibacilar)

Caracteriza-se, mais frequentemente, por placa anestésica ou com
bordas elevadas, bem delimitadas e centro claro. Pode apresentar em menor
frequéncia apenas um nervo espessado com perda de sensibilidade na regiéo.
A baciloscopia tende a ser negativa e a biopsia de pele ndo demonstra bacilos,
nao sendo determinantes para o diagnoéstico (Figura 3) (Ministério da saude,
2021).

Figura 3: Manifestacdes de hanseniase tuberculdide
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Fonte: Dra. Tania Moreno

¢ Hanseniase dimorfa (Multibacilar)

E a forma mais comum de apresentacdo da doenca correspondendo a
mais de 70% dos casos. Caracteriza-se por apresentar diversas manchas de
pele que podem ser avermelhadas ou esbranquigadas, com bordas elevadas e
mal delimitadas, ou ainda pode manifestar multiplas manchas bem delimitadas
com borda externa pouco definida. Comumente ha comprometimento de nervos

periféricos de forma assimétrica (Figura 4) (Ministério da saude, 2021).
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Figura 4: Manifestacfes de hanseniase Dimorfa

Fonte: Dra. Tania Moreno

e Hanseniase virchowiana (Multibacilar)

A manifestacao desta forma nédo se da através de manchas visiveis, a pele
costuma apresentar com aspecto avermelhada, seca e infiltrada com poros
dilatados, poupando apenas as areas quentes como couro cabeludo, axilas e o
sobre a coluna lombar. Em estagios mais avangcados pode haver perda parcial a
total das sobrancelhas (madarose) e também dos cilios, além de outros pelos,
exceto os do couro cabeludo. Pode haver diminuicdo ou auséncia da sudorese,
poupando apenas areas ainda ndo acometidas pela doenca. Os nervos e seus
ramos superficiais se encontram especados simetricamente e € comum queixa
de caimbras, formigamentos e dores articulares. A baciloscopia tende a ser

positiva e Hanseniase virchowiana é a forma mais contagiosa (Figura 5)
(Ministério da saude, 2021).
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Figura 5: Manifestacdes de hanseniase Virchowiana.

Fonte: Dra. Tania Moreno

A classificacdo de Madri baseada no conceito de polaridade deu origem a
Classificacdo de Ridley & Jopling de 1966, revisada por Ridley em 1971, que
relacionava a hanseniase com seus aspectos clinicos, histopatol6gicos,
baciloscépicos, imunoldgicos e evolutivos. O espectro de classificacdo varia
entre as formas tuberculoide-tuberculoide (TT) passando pelas formas
boderlines (tuberculdide limitrofe (BT), limitrofe (BB), limitrofe lepromatosa (BL)),
indo até a forma de hanseniase lepromatosa-lepromatosa (LL) (Figura 6)
(RIDLEY; JOPLING,1966).
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Figura 6: Classificacdo clinica proposta por RIDLEY & JOPLING,1966: espectro

clinico e imunopatolégico.

Paucibacilar (PB) Multibacilar (MB)
Formas da
Ha Lase -
T T BT BB BL LL

Carga

Bacillar
Imunidade

Humoral
o <+ 3 i S anos —» | 4 8§ 4 10 anes —»

Lesties de pele 1 2 2 5 3
Dano Newral 1-2 1-3 2.3 23 1-3

Legenda: 1-leve, 2- moderado, 3- severo.
Fonte: FONTES, 2011.

Um Comité da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 1982, prop0s
uma classificacdo mais simplificada para fins operacionais e de tratamento
associada aos critérios clinicos da classificacdo de Madri (SOUZA, 1997),
segundo o numero de lesdes de pele e carga bacilar em: Paucibacilares (PB)
com até cinco lesbes cutaneas e baixa carga bacilar, com baciloscopia negativa,
e em Multibacilares (MB) com mais de cinco lesdes, alta carga bacilar e
baciloscopia positiva (WHO, 2006).

3.4 REACOES HANSENICAS

As reacBes hansénicas sdo manifestacdes inflamatdérias agudas e
subagudas do sistema imunolégico que podem surgir antes, durante ou depois
do tratamento com a poliquimioterapia - PQT, tanto em pacientes PB quanto em
MB e geralmente resultam de uma alterac&o subita do sistema imunolégico que
foi estabelecida entre os pacientes e o bacilo durante o curso anterior da doenca.
Pode ser desencadeada por gravidez, tratamento com PQT e comorbidades.
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Foram descritos trés tipos: tipo 1, tipo 2 e tipo 3 (MUNGROO; KHAN; SIDDIQUI,
2020).

A reacao do tipo 1 ou reacdo reversa € 0 tipo mais comum e é
caracterizada pela reativacédo de lesdes pré-existentes e/ou surgimento de novas
lesGes, com sinais de agudizacao como eritema, infiltragéo, formando uma placa
de superficie lisa, brilhante e com aspecto edemaciado. Pode estar associada a
inflamacdo aguda e dolorosa dos nervos (neurites), espessamento com
abscessos, levando a perda da funcdo motora e sensorial (ANDRADE; NERY,
2014; BRASIL, 2016).

A reacao do Tipo 2, em que o Eritema Nodoso Hansénico (ENH) é a
manifestacao clinica mais frequente, afeta principalmente os pacientes MB. Os
sintomas associados ao ENH incluem colisbes de nodulos cutaneos e
subcutaneos eritematosos dolorosos que podem ser observados em todo o
corpo, mas ocorrem principalmente nos antebracos, face e tronco. O ENH pode
estar associado a manifestacfes sistémicas, como: dores musculares e nas
articulacdes, febre, mal-estar, anemia, leucocitose, orquite, além disso pode
haver espessamento e dor de nervos (ANDRADE; NERY, 2014; BRASIL, 2016).

O fendmeno de Lucio’s, também denominado por alguns autores por
reacao do tipo 3 manifesta-se em pacientes multibacilares com carga bacilar alta,
ndo tratados e é caracterizado por manchas violaceas disseminadas com
ulceracdes superficiais que podem necrosar. As lesdes podem surgir devido a
infarto isquémico dérmico desencadeado por proliferacdo endotelial e trombose
em pequenos vasos e é clinicamente demonstrado por hemorragias, tromboses
e infartos cutaneos. Histologicamente, observa-se uma vasculite necrosante na
derme superficial, com extravasamento de hemacias intenso e presencga bacilos
na parede dos vasos. Os sintomas sistémicos neste fenémeno incluem febre,
linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, anemia e envolvimento do trato
respiratorio superior, resultando em epistaxe e danos aos 0SSOS hasais
(ANDRADE; NERY, 2014; BRASIL, 2016).
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4.5 DIAGNOSTICO

O diagnodstico da hanseniase baseia-se principalmente na avaliacédo
clinica, através de exames dermatoneurolégicos que incluem testes de
sensibilidade térmica, dolorosa e tatil; e quando disponiveis podem ser utilizados
exames complementares (baciloscopia e biopsia de pele) para correlacionar com
a clinica do paciente (BRASIL, 2017). Nao existe um padrédo-ouro para o
diagnostico na hanseniase, que pode ser explicada pelas caracteristicas do M.
leprae de ndo poder ser cultivado em meios sintéticos ou em cultura celular
(ALVES, 2014).

A avaliacgdo clinica é considerada o meio mais eficiente para o diagnéstico
de hanseniase, a partir do exame fisico detalhado. Os testes de sensibilidade
avaliam o grau de comprometimento neuroldgico, através do grau de
incapacidade que é determinado a partir do exame neurolégico dos olhos,
maos/pés e tem seu resultado expresso em valores que variam de zero a dois:
sem comprometimento neural séo classificados como grau O de incapacidade
fisica, o grau 1 de incapacidade ocorre quando ha diminuicdo ou perda de
sensibilidade nos olhos, méos e pés e grau 2 de incapacidade quando ha lesdes
mais graves nos olhos, méos e pés. Estas complicacbes podem desencadear
sequelas permanentes, pois comprometem a sensibilidade do individuo e o torna
mais susceptiveis a acidentes o que pode resultar em danos sociais e psiquicos
qgue interferem na qualidade de vida como um todo. (SOBRINHO, et al 2007;
RIBEIRO; LANA, 2015).

A baciloscopia de esfregaco intradérmico é um exame complementar ao
diagnostico de facil execucdo e de baixo custo que pode ser utilizado para a
identificacdo dos casos PB e MB de dificil classificagéo clinica, para diagndstico
diferencial com outras doencas e para casos suspeitos de recidiva (BRASIL,
2010); o resultado apresenta-se sob a forma de indice baciloscépico (IB), numa
escala que vai de 0 a 6+, a baciloscopia mostra-se negativa (IB=0) nas formas
tuberculdide e indeterminada, fortemente positiva na forma virchowiana e revela
resultado variavel na forma dimorfa (ARAUJO, 2003; Ministério da Satde,2010).
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Os exames sorologicos, a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e o
exame histopatologico através da biopsia de pele também podem complementar
o diagndstico, mas ndo sdo utilizados na rotina dos servi¢os de atencao primaria
e sim nos centros de referéncia. Para sorologia se utiliza para a deteccao de
anticorpos para PGL-1, o teste de fluxo lateral € um sistema simples e rapido,
com sensibilidade de até 97,4%. Outros testes também sdo usados para a
deteccdo de anticorpos anti-PGL-1: enzyme-linked immunosorbent assay -
ELISA, teste de hemaglutinacdo passiva (PHA), teste de aglutinagdo com
particula de gelatina (MLPA), dipstick e teste rapido de fluxo lateral. O teste ML
FLOW tem sido considerado o teste mais rapido e facilmente aplicavel, € um
teste imunocromatografico que detecta anticorpos IgM contra o antigeno PGL-1
do Mycobacterium leprae, em amostras de soro humano ou sangue total
(Ministério da Saude, 2021).

A PCR permite a diferenciacdo entre as formas MB e PB e taxa de
deteccao, foi de 100% e 79% respectivamente (MUNGROO; KHAN; SIDDIQUI,
2020). A técnica consiste na extracdo, amplificacédo e identificacdo de DNA do
M. leprae em amostras clinicas. Um novo teste de diagnéstico, o Kit NAT
Hanseniase, desenvolvido por pesquisadores da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz) que utiliza a técnica da PCR em tempo real, que permite a deteccao de
marcadores especificos do material genético de Mycobacterium leprae (Fiocruz,
2021). O exame histopatologico, através da biopsia de pele é utilizada
principalmente para confirmacdo de casos com dificuldade diagnédstica, a
especificidade diagnéstica varia entre 70% e 72%, entretanto a sensibilidade é
mais baixa, variando de 49% a 70%. (LYON; GROSSI, 2014; Ministério da
Saude, 2021).

3.6 TRATAMENTO

O tratamento atual da hanseniase recomendado pela OMS se faz através
da Poliquimioterapia unica (PQT-U) de trés medicamentos com: rifampicina,
dapsona e clofazimina para todos os pacientes com duracdo de 6 meses para

PB e 12 meses para MB. Essa recomendacao representa uma mudanga no
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regime medicamentoso que tem como vantagem a simplificagdo do tratamento
para as duas formas (ONU, 2018).

No Brasil, o Ministério da saude informa a operacionalizacdo da mudanca
no tratamento por meio da publicagdo da Portaria SCTIE/MS n° 71, de
11/12/2018, que se segue da seguinte forma (Quadro 1):

Quadro 1 Esquema de tratamento da Hanseniase.

Adulto Rifampicina: dose mensal de 600mg (2 capsulas de 300mg) com
administracdo supervisionada;

Clofazimina: dose mensal de 300mg (3 capsulas de 100mg) com
administracdo supervisionada e uma dose diaria de 50mg
autoadministrada;

Dapsona: dose mensal de 100mg (1 comprimido de 100mg)
supervisionada e uma dose diaria de 100mg autoadministrada.

Crianca Rifampicina: dose mensal de 450mg (1 capsula de 150mg e 1
capsula de 300mg) com administracao supervisionada;
Clofazimina: dose mensal de 150mg (3 capsulas de 50mg) com
administracdo  supervisionada e uma dose de 50mg
autoadministrada em dias alternados;
Dapsona: dose mensal de 50mg (1 comprimido de 50mg)
supervisionada e uma dose didria de 50mg autoadministrada.
Duragéo do Classificag&o Paucibacilar: 6 meses
tratamento Classificacdo Multibacilar: 12 meses
Fonte: Nota técnica N° 4/2020 (adaptado).

A ofloxacina e a minociclina também sdo drogas de escolha para a
hanseniase, no caso de resisténcia a rifampicina é recomendado o uso de
drogas de segunda linha como a (claritromicina, minociclina ou uma quinolona)
em combinacdo com clofazimina. Na resisténcia também a ofloxacina deve-se
utilizar por 6 meses de claritromicina, minociclina e clofazimina, seguidos de
claritromicina ou minociclina mais clofazimina por mais 18 meses (BRASIL,
2017).

Nos episddios reacionais o tratamento € recomendado o uso de
prednisona para reagbes do tipo 1, com dosagens de 20mg a 60mg, e a
clofazimina também pode ser usada em combinacao. Para as reacdes do tipo 2,
utiliza-se talidomida, entre 100mg a 400mg por dia. Nas reac¢des do tipo 3, sado
usados corticosteroides sistémicos como principal forma de tratamento
(MUNGROO; KHAN; SIDDIQUI, 2020).
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3.7 RESPOSTA IMUNE NA HANSENIASE

A imunidade inata atua logo apés o contato com o patégeno e €
inespecifica, fornece a primeira linha de defesa contra patdégenos e consiste em
mecanismos de defesa celulares e bioquimicos que entram em acdo mesmo
antes da infeccdo e que estdo prontos para uma resposta rapida a infeccdes
(ABBAS, 2015). Na hanseniase, essa primeira resposta pode ser responséavel
pela resisténcia da maioria das pessoas em desenvolver a doenca (SOUZA,
2014). A resposta imune inata € ativada quando os chamados padrdes
moleculares associados a patdégenos (PAMPS), que sao estruturas conservadas
na superficie de patégenos, sdo reconhecidos por um conjunto de moléculas
soliveis ou associadas a células conhecidas como receptores de
reconhecimento de padréo (PRMs) (BOTTAZZI et al., 2016).

Os macrofagos sdo as principais células envolvidas na patogénese da
hanseniase. Os macréfagos na hanseniase foram classificados em dois tipos, o
tipo M1 e o tipo M2. Macrofagos M1, epitelioides, presentes predominantemente,
em granulomas de pacientes TT, enquanto macrofagos M2 sdo espumosos e
exibem principalmente em granulomas LL. Células como os macréfagos podem
apresentar um amplo espectro de estados de diferenciacdo, continuamente
regulados por uma infinidade de sinais provenientes do microambiente em
conjunto com a dicotomia Th1-Th2 (PINHEIRO et al., 2018). Macréfagos M1 séo
estimulados e ativados por citocinas pro-inflamatérias, como interferon (IFN)-
Y, que tem propriedades antimicrobianas, inflamatoérias e de apresentacéo de
antigenos aprimoradas, ja as interleucinas (IL)-4 e IL-13, possuem
caracteristicas anti-inflamatérias e sdo responsaveis por ativar macréfagos M2,
estando associados a reparacdo tecidual e fibrose (ZIHAO MI; HONG LIU;
FUREN ZHANG, 2020). Em um estudo, onde se analisou modelos murinos, as
células Thl que produziram IL-2 e IFN-y induziriam o estado polar M1,
microbicida e relacionado a uma forma restrita da doenca e em contraste, as
células Th2 produziram IL-4 e IL-5, resultaram numa forma progressiva da
doenca por inibirem a fungé@o microbicida dos macréfagos (Figura 7) (ZIHAO Mil;
HONG LIU; FUREN ZHANG, 2020).

Os macroéfagos englobam particulas e microrganismos em fagossomos,

0s quais sofrem maturacdo e fusdo com lisossomos para lise dos patdégenos,
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sendo as principais células fagociticas. A fagocitose é favorecida por meio dos
receptores do sistema complemento do tipo lectina-C como CD209 e receptor de
manose. Na imunidade contra o M. leprae, os macréfagos atuam processando e
apresentando antigenos do bacilo e na producéo citocinas, além de promover a
destruicdo do M. leprae em resposta a ativacdo mediada por linfocitos T CD4+.
O M. leprae é capaz de impedir a fusdo entre fagossomos e lisossomos nos
macrofagos, permitindo sua evasdo dos fagossomos, 0 que possibilita sua
sobrevivéncia no interior desta célula, protegido de mecanismos microbicidas,
como anticorpos e sistema complemento (SOUZA, 2014).

O sistema complemento atua na inflamac&o, opsonizacdo e lise de
patdgenos através de um conjunto de proteinas séricas que sado ativadas em
cascata. S8o0 47 proteinas e fragmentos de proteinas que ativam, coordenam e
regulam uma cascata pro6 inflamatdria e proteolitica da resposta imune. Estudos
demonstram que variantes genéticas que reduzem a ativacdo do complemento
ou 0 seu reconhecimento através de elementos opsonizados podem aumentar a
resisténcia contra patégenos que dependem da fagocitose para iniciar a
infeccdo, como as micobactérias, contribuindo para diminuir a inflamacéo nas
lesBes de pele e nervos. Polimorfismos de genes do sistema complemento estao
associados a hanseniase como: MBL2, FCN1, FCN2, FCN3, MASP2 e CR1
(KRETZSCHMAR et al., 2018). Na patogénese da hanseniase, o sistema
complemento pode mediar a entrada do M. leprae em macré6fagos sem promover
a ativacdo dessas células, levando a persisténcia do bacilo no seu interior
(SOUZA, 2014).

Além do papel reconhecido das células imunes inatas na patogénese da
hanseniase, as células T tem grande influéncia na determinacdo do
desenvolvimento da doenca (ZIHAO MI; HONG LIU; FUREN ZHANG, 2020). O
paradigma Thl e Th2 é usado para explicar as diferengas entre os polos da
doenca, no qual a expressao de citocinas envolvidas com o perfil de células Thl
(IL-2, IL-12, TNF-a, IFN-y) estdo relacionadas a um melhor controle da
proliferacdo bacteriana e desenvolvimento de hanseniase tuberculoide. Por
outro lado, uma resposta imune tipoTh2 (IL-10, TGF-B, IL- 4, IL-5), envolve
citocinas que estdo relacionadas a resposta humoral mais dominante, e alta
carga bacilar, associada a forma virchowiana ou lepromatosa (Figura 7)
(TARIQUE et al., 2020; FROES et al., 2020; MI; LIU; ZHANG, 2020).
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Figura 7: representacdo esquematica dos mecanismos imunolégicos na

hanseniase.
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3.8 PENTRAXINA-3 (PTX-3)

As pentraxinas sdo proteinas evolutivamente conservadas que fazem
parte de uma classe de PRMs pertencentes a imunidade inata (GARLANDA et
al., 2015). As pentraxinas se classificam em curtas e longas, a proteina C reativa
(PCR) e o componente P amiloide sérico (SAP), sdo protoétipos das pentraxinas,
chamadas de curtas ou “classicas”, e sdo produzidas sob o estimulo da
interleucina (IL)-6 pelos hepatocitos. Ja a pentraxina- 3 (PTX3) é o prototipo da
subfamilia das pentraxinas conhecidas como longas, e séo rapidamente
produzidas em resposta a sinais pro-inflamatorios (por exemplo, TNF- a, IL-1 ),
agonistas de TLR e reconhecimento microbiano; é expressa por varios tipos de
células, mieloides (células dendriticas, mondcitos, macrofagos, neutrofilos),
epiteliais, endoteliais vasculares e linfaticas e mesenquimais (fibroblastos e
adipécitos) (GARLANDA et al., 2015). Depois de liberada, a PTX3 pode ser
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armazenada em armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) em formas
prontas para uso (JAILON et al., 2007). A PTX3 tem por funcdo assim como
outras PRMs de regulacdo da ativacdo do complemento, opsonizacdo de
patégenos e células apoptéticas e regulacao da inflamacéo (PORTE et al., 2019).

A PTX3 interage com diferentes ligantes, incluindo fragdes microbianas,
componentes do complemento e componentes da matriz extracelular, além de
modular todas as trés vias do complemento (GARLANDA et al., 2016). A PTX3
se liga a Cl1q, Ficolin-2, MBL, fator H, e desse modo modula a via classica, a via
lectina e via alternativa do complemento, apontando, dessa forma, a PTX3 como
uma importante participante da complexa rede de interacdes que controlam as
funcbes do sistema complemento (BRAUNSCHWEIG e JOZSI, 2011; MOALLI
et al., 2011). Como uma proteina de fase aguda, a PTX3 se liga a proteina C1q
da via cladssica do complemento, limita o dano tecidual em condicBes
inflamatorias regulando a depuracéo de células apoptoticas e desempenha um
papel na fagocitose de patégenos selecionados (DEBAN et al., 2008).

A funcéo da PTX3 nao se restringe em aumentar a fagocitose, mas pode
também atuar como um sinalizador para reconhecimento de padrbes
microbianos, ativando e aumentando a atividade antimicrobiana. Além disso, ao
interagir com uma série de ligantes e ajustar as respostas inflamatérias, a PTX3
tem varios papéis diferentes na resposta imune, podendo se comportar como um
biomarcador de gravidade em doencas infecciosas (PORTE et al., 2019).

A PTX3 é altamente conservada na sua evolucao. O gene PTX3 humano
estad localizado no cromossomo 325 e estd organizado em trés éxons que
codificam o peptideo sinal lider, o dominio N-terminal longo (aminoacidos 18-
178) e o dominio C-terminal da pentraxina (aminoacidos 179-381). A regido N-
terminal de PTX3 nao esta relacionada a nenhum dominio de proteina conhecido
diferente da regido C-terminal. (GARLANDA et al., 2018). Polimorfismos no gene
PTX3 foram associados a uma maior suscetibilidade a infec¢cdes, como
tuberculose pulmonar (OLESEN et al., 2007), Pseudomonas aeruginosa em
pacientes caucasianos com fibrose cistica (CHIARINI et al., 2010), Aspergillus
fumigatus em pacientes submetidos a transplante de células-tronco
hematopoiéticas (CUNHA et al., 2014), infec¢cbes fungicas em pacientes
transplantados de orgaos solidos (WOJTOWICZ et al., 2015) e infec¢des do
trato urinario (JAILLON et al., 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moalli%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21716666
https://www.nature.com/articles/6364410#auth-R-Olesen
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Dois polimorfismos no gene PTX3 (rs1840680 e rs2305619), localizados
em regides intronicas e possivelmente ligados a outros SNPs em regides
regulatorias do gene, tém sido associados a altera¢des nos niveis de PTX3 e na
susceptibilidade a doencgas infecciosas (BARBATI et al., 2012). Em um estudo
realizado no Egito, foi demonstrado que o gendtipo AA do rs1840680 estava
associado a niveis reduzidos de PTX3, em comparacdo aos gendtipos AG e GG,
e maior risco de desenvolvimento de tuberculose pulmonar (SHENEEF et al.,
2017). Em uma coorte realizada no municipio de Petrolina-PE, foi demonstrado,
pela primeira vez, um efeito protetor do gendtipo PTX3 AA (rs1840680) no
desenvolvimento de formas graves de COVID-19 (FEITOSA, et al., 2022). Outro
estudo observou que havia frequéncia significativamente menor da heterozigose
rs1840680 AG no gene PTXS3, indicando um potencial papel protetor desse
polimorfismo na progressao da Pneumonia comunitaria (ZENG Q et al., 2021).

Os estudos sobre o papel da PTX3 na hanseniase sdo escassos, um
anico estudo realizado no centro de referéncia para diagnostico e tratamento de
hanseniase da Fiocruz no Rio de Janeiro, foram analisados soros de 87
pacientes com hanseniase com ou sem rea¢cfes hansénicas, onde foi observado
um aumento de PTX3 em episddios reacionais como no Eritema Nodoso
Hansénico (ENH). Houve uma diminuicdo dos niveis dessa molécula com o uso
de talidomida, reforcando, portanto, um papel importante da PTX3 na
fisiopatologia da hanseniase (MENDES et al., 2017). Desta forma, torna-se de
fundamental importancia a realizacdo de estudos como 0 nosso, que possam
confirmar achados em outras populacfes de pacientes com hanseniase, de
modo a estabelecer a relacdo da PTX3 e dos polimorfismos do gene PTX3 com

0S mecanismos imunopatolégicos envolvidos na doenca.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DE ESTUDO

O presente trabalho trata-se de um estudo analitico retrospectivo
transversal com grupos de comparacao. Este desenho de estudo prestou-se a
avaliar a frequéncia de polimorfismos no gene PTX3 e seus niveis plasmaticos

em grupos de pacientes com a doenga e sem a doenga.

4.2 POPULACAO ALVO

A populacdo do estudo foi composta de pacientes diagnosticados
portadores de hanseniase atendidos no Centro de Saude Dr. Altino Lemos, no
municipio de Juazeiro-BA, no Servico de Infectologia de Petrolina- SEINPe, no
municipio de Petrolina - PE. Como grupo controle foram recrutados contatos dos
pacientes sem manifestacdo clinica de hanseniase, bem como individuos
saudaveis provenientes da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Estado

da Bahia (HEMOBA), localizado no municipio de Juazeiro-BA.

4.3 TIPO DE AMOSTRAGEM E DEFINICAO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Os pacientes foram incluidos no estudo como amostra de conveniéncia e
foi constituido por pacientes com hanseniase atendidos nos servicos de
referéncia citados acima que chegaram aos servi¢cos por demanda espontanea
ou encaminhados das Unidades de Saude da Familia. As amostras foram
coletadas de todos os pacientes que concordaram em participar da pesquisa,

durante o periodo de outubro de 2020 até novembro de 2022.

4.4 GRUPOS DE ESTUDO

e Pacientes com hanseniase;
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e Contatos de pacientes com hanseniase;

Controles saudaveis compostos por doadores do HEMOBA.

4.5 CRITERIOS DE INCLUSAO

Casos:

* Diagnostico de Hanseniase de acordo com histéria clinica e/ou

baciloscopia positiva;

Controles:

e Amostra de doador de sangue viavel, obtida a partir do “macarrao” da

bolsa de sangue;

e Contatos de pacientes com hanseniase, sem manifestacéo clinica.

4.6 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Casos:

e Amostras com quantidades insuficientes de material ou amostras

hemolisadas.
Pacientes que nédo possuiam informacdes clinicas no prontuario.

Controles:
e Amostras com quantidades insuficientes de material ou amostras

hemolisadas.

Doadores do Hemoba com sorologia positiva para Hepatite, Sifilis,

HIV/AIDS, HTLV e Doenca de Chagas.

e Contatos com alteracao clinica sugestiva de hanseniase.
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4.7 PROCEDIMENTOS DE COLETA E ARMAZENAMENTO DOS DADOS

As coletas de sangue dos pacientes e contatos foram realizadas apos
ciéncia e assinatura do TCLE (anexo 1) pelo voluntario, por meio da técnica de
puncao venosa periférica, de acordo com as normas de biosseguranca. Para
cada amostra coletada se atribuiu uma numeracao de registro para o devido
armazenamento das informacdes e assim garantir o sigilo dos dados. Os dados
foram obtidos por meio da aplicacdo de formulario (apéndice 1) e andlise de
prontuarios e foram inseridos em planilha que continham as seguintes variaveis:
nome, idade, sexo, raca, zona, escolaridade, renda mensal, forma operacional,
forma clinica, reacdo, grau de incapacidade, genoétipo e niveis de PTX3. A
andlise desses dados clinicos e socioepidemioldgicos foram apresentados na
forma de graficos e tabelas de frequéncias, e foram tabulados em planilhas no

Programa Microsoft Office Excel®.

4.8 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

O sangue foi coletado através de dispositivo a vacuo por pun¢ao venosa
em dois tubos, um contendo EDTA para o processamento do sangue e do
plasma e outro sem anticoagulante para a separacéo do soro. O sangue coletado
foi levado em caixa térmica no mesmo dia para o Laboratério de Pesquisa
Multiusuarios (LAMUPE) do Hospital Universitario da Universidade Federal do
Vale do Sédo Francisco (HU-UNIVASF/ EBSERH). Logo apds o processamento,

as amostras foram etiquetadas e armazenadas em freezer a -80°C.

4.9 ESTUDO GENETICO

O DNA genbmico foi obtido a partir de amostras de sangue periférico
utilizando kit de extracdo comercial (ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System

— Promega, Madison, EUA e PureLink Genomic DNA Mini Kit — Thermo Fisher,
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EUA), mediante instru¢cdes fornecidas pelo fabricante. O material genético obtido
foi armazenado em freezer (-20°C) no LAMUPE do HU-UNIVASF/EBSERH. O
rendimento da extracdo e qualidade do material extraido foi determinado por
meio de um Nanoespectrofotdmetro (Thermo Fisher). Para a genotipagem e
deteccdo de polimorfismos, a metodologia de PCR em tempo real foi utilizada
pelo sistema de sondas TAQMAN® (Thermo Fisher), que consiste em sondas
marcadas com fluorocromos projetados especificamente para complementar os
alelos em estudo. As sondas utilizadas foram rs2305619 e rs1840680 (Applied
Biosystems), para ensaios de genotipagem de SNPs. As reacOes foram
realizadas em um instrumento RT-gPCR QuantStudio™ 5 (Thermo Fisher) por

meio de ensaios de genotipagem pré-designados.

4.10 DETERMINACAO DOS NIVEIS PLASMATICOS DE PTX3

As medicbes de PTX3 foram realizadas em amostras de plasma
congeladas por ELISA comercial conforme especificado pelo fabricante R&D
Systems, Quantikine™ (Pentraxina Humana 3/TSG-14 Imunoensaio), através do
emprego da técnica de imunoensaio enzimético sanduiche quantitativo. Para a
mensuracao dos niveis de PTX3, foi utilizado leitora de microplacas ( Multiskan™
FC microplate Phometer) com o comprimento de onda de correcédo definido em

540 nm ou 570 nm e lavadora automatica de microplacas ( Multiwash+).

4.11 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com software Jasp 0.16.4.0 e os graficos
foram gerados pelo GraphPad Prism verséo 8.0 (GraphPad Software). Os dados
categoéricos foram expressos em frequéncia absoluta e percentagem. As
variaveis continuas foram apresentadas como mediana e o IQR. O nivel de
significancia estatistica adotado foi p < 0,05. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi
utilizado para verificar a distribuicdo normal de variaveis continuas. Diferencas
alélicas e genotipicas entre os SNPs foram avaliadas usando o teste de Kruskal-

Walllis, através do software estatistico GraphPad Prism versdo 8.0. Para as
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caracteristicas demogréficas e niveis plasméticos de PTX3, os dados
categoricos foram analisados pelo teste x 2 ou teste exato de Fisher, e as
variaveis quantitativas foram analisadas usando o teste de Spearman, teste t de

Student ou teste U de Mann-Whitney, conforme apropriado.

4.12 ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa foi submetida & apreciacdo na Plataforma Brasil - Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco — CEP-
UNIVASF, sendo aprovado sob o CAAE n° 11793019.4.0000.5196. Ressalta-se
gue todos os procedimentos deste estudo estdo sendo conduzidos conforme os
principios éticos contidos na Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional em Saude

gue regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos.
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5 RESULTADOS

Foram recrutados ao todo 335 voluntérios nos municipios de Juazeiro-BA
e Petrolina-PE, entre o periodo de 2019 a 2022, desses 280 eram pacientes com
diagnéstico de hanseniase e 55 eram contatos desses pacientes. Foram
recrutados também 178 controles saudaveis da Fundacdo de Hematologia e
Hemoterapia do Estado da Bahia (HEMOBA) em Juazeiro-BA.

De acordo com as caracteristicas sociodemograficas observou-se que
para 0s casos, a maioria, (58,2%, n=163) eram do sexo masculino, mediana de
52 anos, cor da pele autodeclarada parda (62,8%, n=176) com ensino
fundamental incompleto. A maioria possuia renda mensal de até 1 salario-
minimo (80,7%, n=226) e a maior parte residia em zona urbana (80,3%, n=225).
Nos contatos a maioria era do sexo feminino (70,9%, n=39), mediana de 42 anos,
autodeclaram-se pardas (58,1%, n=32), com ensino fundamental incompleto
(40%, n=22), renda mensal de até 1 salario minimo (74,5%, n= 41) e a maioria
residia em zona urbana (74,5%, n=41). Para os controles saudaveis a maior
parte era composta por voluntarios do sexo masculino (56,6%, n=106) com

mediana de idade de 35 anos (Tabela 1).

Em relacdo as caracteristicas clinicas dos pacientes com hanseniase
verificou-se que a maioria possuia classificacdo operacional multibacilar (93,2%
n=261), e a forma Dimorfa sendo a classificacdo clinica mais predominante
(67,1% n=188). A maioria dos pacientes apresentava algum grau de
incapacidade (37,4%, n=105). Em relacdo ao desenvolvimento de reacédo
hansénica, um total de 60 (21,4%) apresentou reacao tipo | e 47 (16,7%)

apresentou reacao tipo Il (Tabela 1).
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Tabela 1. Distribuicdo dos registros sociodemograficos e clinicos de pacientes,
contatos e controles de Petrolina e Juazeiro, entre 2019 e 2022.

Variaveis Casos Contatos Controles
(n=280) (n=55) (n=187)
Idade (mediana), 52 42 35
IQR, anos (43-62) (33-55) (27-35)
Sexo Masculino 163 (58,2%) 16 (29%) 106 (56,6%)
Feminino 117 (41,7%) 39 (70,9%) 81 (43,3%)
Zona Urbana 225 (80,3%) 41 (74,5%) -
Rural 55 (19,6%) 13 (23,6%) -
Raca Branca 42 (15%) 9 (16,3%) -
Preta 59 (21%) 11 (20%) -
Parda 176 (62,8%) 32 (58,1%) -
Indigena 2 (0,71%) 2 (3,6%) -
Renda Até 1 saléario 226 (80,7%) 41 (74,5%) -
De 1 a 3 salarios 42 (15%) 8 (14,5%) -
De 3 a 5 salarios 9 (3,2%) 2 (3,6%) -
Acima de 5 salérios 3 (1%) 2 (3,6%) -
Escolaridade A 42 (15%) 2 (3,6%) -
EFI 131 (46,7%) 22 (40%) -
EFC 20 (7,1%) 4 (6,8%) -
EMI 12 (3,5%) 2 (3,6%) -
EMC 58 (20,7%) 13 (23,6%) -
ESI 6 (2,1%) 3 (5,4%) -
ESC 14 (5%) 7 (12,7%) -
Classificagao MB 261 (93,2%) - -
Operacional PB 16(5,7%) - -
Classificacéo Indeterminada 5 (1,7%) - -
Clinica Tuberculdide 12 (4,2%) - -
Dimorfa 188 (67,1%) - -
Virchowiana 54 (19,2%) - -
Reacéo Sem reacéo 167 (58%) - -
Tipo 1 60 (21,4%) - -
Tipo 2 47 (16,7%) - -
Grau de 0 79 (28,2%) - -
Incapacidade 1 54 (19,2%) - -
2 51 (18,2%) - -
NA 96 (34,2%)

Legenda: A- Analfabetos, EFI-ensino fundamental incompleto, EFC- ensino fundamental

completo, EMI- ensino médio incompleto, EMC- ensino médio completo, ESI- ensino
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superior incompleto, ESC- ensino superior completo. MB- Multibacelar, PB- Paucibacelar.
NA- N&o avaliados.

A distribuic&o genotipica dos polimorfismos PTX3 rs1840680 e rs2305619
entre casos, contatos e controles sdo apresentadas na Tabela 2. Os
polimorfismos estudados estavam de acordo com o equilibrio de Hardy-
Weinberg. N&o houve diferenca significativa na distribuicdo alélica e genotipica

entre os grupos analisados (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo gendtipos PTX3 de acordo com 0S grupos.

Genobtipos Casos Contatos Controles Valor de p
(n=280) (n=55) (n=187)

rs1840680 G 355 (63,4%) 64 (58,2%) 244 (63,6%) 0,55
A 205 (36,6%) 46 (41,8%) 140 (36,4%)
GG 112 (40%) 17 (30,9%) 81 (43,3%)
AG 131 (46,7%) 30 (54,5%) 78 (41,7%) 0,48
AA 37 (13,2%) 8 (14,5%) 28 (14,9%)

rs2305619 G 298 (53,2%) 60 (54,5%) 201 (53,7%) 0,96
A 262 (46,8%) 50 (45,5%) 173 (46,3%)
GG 80 (28,5%) 15 (27,3%) 52 (27,8%)
AG 138 (49,3%) 30 (54,5%) 97 (51,9%) 0,66
AA 62 (22,2%) 10 (18,2%) 38 (20,3%)

Para mensuracdo dos niveis plasmaticos de PTX3, foram incluidos 80

pacientes com hanseniase, antes de iniciar o tratamento com a
poliquimioterapia, 40 contatos de pacientes com hanseniase e 40 controles
saudaveis do banco de sangue (HEMOBA). Foi observado que individuos
carregando o genotipo GG, possuiam maiores niveis de PTX3, quando
comparado a individuos com genotipo AG ou AA (p>0,05) (Figura 8).
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Figura 8. Distribui¢cdo dos niveis de PTX3 de acordo com os gendtipos de
PTX3.

a) b)
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Legenda: Figura 8a (AA-0,798 AG-0,999 GG-1,086) e Figura 8b (AA-0,81 AG-
1,083 GG-1,096).

Quando analisamos a distribui¢do dos niveis do indice baciloscépico (IB)
de inicio e os gendtipos da PTX3, foi possivel observar maiores niveis de IB para
individuos com genatipo GG para o0 rs1840680 (GG vs. AG, p=0,04). Em relacao
ao rs2305619, também foi possivel observar IB maior em individuos com

gendtipo GG apesar de ndo haver significancia estatistica (p=0,60) (Figura 9).
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Figura 9. Distribuicdo dos niveis de IB inicio entre os genotipos de PTX3.
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Legenda: Figura 9a (rs1840680) e Figura 9b (rs2305619).

Em relacéo aos niveis plasmaticos de PTX3 de acordo com os grupos de
estudo, classificacdo operacional, forma clinica, grau de incapacidade e a
presenca de reacdes, foi possivel observar niveis maiores de PTX3 no grupo de
casos em comparacao aos contatos (mediana 1,123 vs. 0,84, p=0,01). Também
foi observado niveis elevados de PTX3 em individuos com reacdo, quando
comparados aqueles sem reacdo (mediana 3,159 vs. 0,82, p=0,03). N&do houve
diferenca estatisticamente significativa para as demais variaveis (Figura 10).



Figura 10. Niveis plasmaticos medianos de PTX3 (pg/mL) em pacientes com
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hanseniase.
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Legenda: A. Niveis de PTX3 de acordo com os grupos de estudo (Caso, N-80,
Contato, N-40, Controle, N-40). B. Niveis de PTX3 segundo Classificacédo
operacional (Paucibacilares, N-5, Multibacilares, N-72, vazias-3). C. Niveis de
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PTX3 segundo grau de incapacidade (grau 0, N=79; grau 1, N=55; grau 2. N=
50). D. Niveis de PTX3 segundo reacdo (Sem reacado, N-155, Com reacao, N-6).
E. Niveis de PTX3 segundo forma clinica (Indeterminada, N-0, Tubercucoide, N-
5, Dimorfa, N-60, Virchowiana, N-6). A significancia estatistica foi determinada
usando o teste de Kruskal Wallis. Significancia foi considerada quando p<0,05.

Para analisar a relacdo entre os niveis plasmaticos de PTX3 e o indice
baciloscopico (IB) de inicio foi realizado um estudo de correlacdo. Uma linha de
regressao linear mostra a relacdo entre os niveis plasmaticos de PTX3 e os
niveis do IB de inicio. O grafico de dispersdo demonstra a média com intervalos
de confianca de 95%, apresentando um p valor de 0,059. Observou-se

correlacdo positiva dos niveis de PTX3 (Figura 11).

Figura 11. Relac&o entre os niveis plasmaticos de PTX3 (pg/mL) e Indice
baciloscépico (IB).

Concentracao de PTX3

IB INICIO

Legenda: Uma linha de regressdo linear mostra a relacdo entre os niveis
plasmaticos de PTX3 e os niveis do IB de inicio, apresentando um p valor de
0,059.
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6 DISCUSSAO

Fatores imunoldgicos e genéticos do hospedeiro podem influenciar a
susceptibilidade na hanseniase, determinando o risco de adoecimento. Estudos
prévios ja relatam um papel importante do sistema complemento na
susceptibilidade e curso clinico da hanseniase (JAGATIA; TSOLAKI, 2021;
BARTLOMIEJCZYK et al., 2014). A PTX3 é uma importante proteina de fase
aguda, envolvida na regulacéo do sistema complemento, que tem sido associada
a susceptibilidade a diversas doencas infecciosas, incluindo tuberculose
pulmonar (OLESEN et al.,, 2007; SHENEEF et al., 2017). O presente estudo
investigou a influéncia de dois polimorfismos no gene PTX3, bem como seus
niveis plasmaticos em individuos com hanseniase, contatos e um grupo controle

saudavel composto por doadores de sangue.

Os resultados deste estudo, reafirmam estudos anteriores que analisaram
dados epidemiologicos como o sexo, idade e raca em que se observa que a
hanseniase acomete principalmente individuos do sexo masculino na faixa etéaria
superior a 50 anos. Esse achado pode estar relacionado a pouca procura pelos
servi¢cos de saude, menos acesso a informagdes e déficit no autocuidado que os
individuos do sexo masculino nesta faixa etaria costumam apresentar (SOUZA,
et al., 2018; BRASIL, 2021; TRAUZOLA et al., 2022). Em sua maioria eram de
raca parda, com baixa nivel escolar e renda mensal de até um salario minimo;
em relacdo a escolaridade, os achados corroboram com o estudo realizado no
Vale do Jequitinhonha em que os resultados fortalecem a hipétese de que ha
uma possivel dificuldade dos servi¢cos de saude em ofertar acdes em saude que
consigam abranger os individuos com maior dificuldade de compreenséao das
informacdes devido a baixa escolaridade (LAGES et al., 2018). Esses achados
reforcam o impacto que o fator socioeconémico representa nos indicadores da
hanseniase, sobretudo por se tratar de uma doenca negligenciada que afeta

principalmente populagdes mais vulneraveis (RIBEIRO et al., 2022).

Em relacdo aos achados clinicos, os resultados corroboram com estudos

anteriores em que a maioria dos pacientes eram multibacilares e a forma dimorfa


https://www.nature.com/articles/6364410#auth-R-Olesen
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sheneef+A&cauthor_id=29120574
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se apresentava em maior nimero e a indeterminada em menor (GOIS;
CAMERA; SILVEIRA, 2020; MOREIRA et al., 2022). Esse dado referente a forma
indeterminada serve como indicador do atraso no diagndstico, o que reflete a
baixa deteccdo dos casos nos estagios iniciais da doenca (LIMA et al., 2010).
Somado a isso, o estudo evidencia maior nimero de individuos apresentando
algum grau de incapacidade (GIF) que € o problema principal consequente da
hanseniase em decorréncia da perda de sensibilidade por lesdo neural e esta
intimamente relacionada ao estigma, discriminagéo e restricdo na participacao
social, relacionados a doenca. O GIF é um importante indicador que evidencia
diagnéstico tardio e o que implica com aumento da circulacdo da doenca
(PERES et al., 2021; SANTOS; GNOTTI, 2020; OLIVEIRA, GAMBA; TELES,
2022).

O presente estudo analisou o papel de polimorfismos na PTX3 e seus
niveis plasmaticos na susceptibilidade da hanseniase e sua relacdo com
caracteristicas clinicas da doenca. N6s observamos que o0s niveis de PTX3
estiveram maiores no grupo de pacientes com hanseniase, quando comparados
com os contatos e grupo controle, ainda que ndo apresentasse significancia
estatistica. A PTX3 apesar de desempenhar papéis protetores em algumas
doencas, em outras pode colaborar com uma maior susceptibilidade ou piora do
quadro clinico (MAGRINI; MONTAVONI; GARLANDA, 2016). A PTX3 interage
com componentes da cascata do complemento e sintoniza a sua ativagéo a partir
da ligacdo a microrganismos selecionados, incluindo bactérias, fungos e virus, o
que leva a ativacdo de varios mecanismos efetores antimicrobianos
(GARLANDA et al., 2017). Estudos prévios demonstram que a ativacdo do
sistema complemento pode ter um efeito negativo, facilitando a opsonizacéo e
proliferacdo de microrganismos intracelulares, incluindo a hanseniase
(KRETZSCHMAR et al., 2018; BOLDT et al, 2020; ZHANG et al, 2013). A relacéo
da ativacdo do sistema complemento através da lectina ligadora de manose
(MBL) e sua relagdo com a susceptibilidade a hanseniase € relatada em varios
estudos (AMBROSIO; DE MESSIAS-REASON, 2005; CARMO et al., 2021).

Nossa hipotese que a PTX3 poderia facilitar a infecgdo pelo M. leprae é
corroborado por nossos achados, onde foi possivel observar uma relacéo entre

a PTX3 e maiores IBs. A PTX3 possui a capacidade de se ligar a subunidade de
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reconhecimento da via classica do complemento, além de desencadear a
resposta imune inata, a PTX3 também pode contribuir para a lesédo tecidual
mediada pelo complemento na doenca inflamatéria. A expressao de PTX3 é
induzida por citocinas inflamatérias em varios tipos de células, incluindo células
endoteliais e mondcitos. A expressdo de PTX3 aumenta precocemente durante
a inflamacéo (NAUTA et al., 2003). Um estudo prévio evidenciou que a PTX3 foi
secretada durante a infeccdo de trato urinario (ITU) por bactérias como:
Escherichia coli (E.coli), Klebsiella, Enterococcus, Pseudomonas, para ligar
esses microrganismos de modo a facilitar a fagocitose, o reconhecimento
microbiano e a maturacdo do fagossomo dos neutrofilos, bem como ativar a via
classica do complemento (QIU et al.,, 2021). Outro relato evidenciou que em
subunidades do complemento, niveis baixos de MASP-2 e niveis altos de MBL
aumentaram a suscetibilidade a hanseniase em geral e a hanseniase
virchowiana em particular (BOLDT et al., 2013). Em um estudo realizado em
Bangladeshi, foi possivel observar que os niveis de produtos de ativacdo do
complemento C4d e Bb estiveram significativamente aumentados no soro de
pacientes com hanseniase em comparacdo com controles endémicos (IDRISSI
et al., 2016).

Estudos anteriores envolvendo polimorfismos no PTX3 mostraram
associacao de SNPs com a suscetibilidade a diversas doencas infecciosas como
Pseudomonas aeruginosa em pacientes caucasianos com fibrose cistica
(CHIARINI et al, 2010), Aspergillus fumigatus em pacientes submetidos a
transplante de células-tronco hematopoiéticas (CUNHA et al., 2014), infeccdes
fungicas em pacientes transplantados de 6rgéos sélidos (WOJTOWICZ et al.,
2015) e infec¢des do trato urinario (JAILLON et al., 2014). Outros estudos
demonstraram o envolvimento de PTX3 na imunopatologia de algumas doencas
como um possivel papel da PTX3 formas graves de COVID-19, possivelmente
associado ao aumento da ativagcdo do sistema complemento e citocinas
inflamatorias (FEITOSA et al., 2022), também na suscetibilidade aumentada
a infeccdo pulmonar por Mycobacterium tuberculosis (OLESEN et al., 2007),
além disso, desempenha um papel importante no desenvolvimento de formas
graves de hepatite C cronica (CARMO et al., 2016). No presente estudo, nds nédo

evidenciamos diferencas nas frequéncias dos polimorfismos rs1840680 e
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rs2305619 entre os grupos analisados. E possivel que o tamanho amostral
reduzido de individuos contatos analisados, tenha contribuido para a auséncia
de associacdo observada. Por outro lado, foi observado que individuos
carregando o gendtipo GG, foi associado a maiores niveis de PTX3 em diversos
estudos (QIAN HE et al.,, 2017; KERGET et al., 2021, FEITOSA et al.,2021).
Essa relacdo foi corroborada por nossos achados que demonstram uma

correlacéo positiva dos niveis plasmaticos de PTX3 com um aumento no IB.

Nossos resultados evidenciaram também que os niveis plasmaticos de
PTX3 estiveram aumentados nos pacientes em episodio reacional. Um estudo
realizado por Mendes em 2017, apontaram para um aumento sérico de PTX3
antes e durante a reacao do tipo 2, o Eritema nodoso hansénico (MENDES, et al
2017). O objetivo principal do nosso estudo nao foi estudar reacédo hansénica, e
por isso o numero de pacientes incluidos com essa condi¢cdo (n=6), foi muito
reduzido. Porém, nossos achados reforcam que a PTX3 pode ter um papel
importante no desenvolvimento de reagdo hansénica. Outros estudos sao
necessarios para confirmar esses achados, pois nosso estudo apresenta essa

limitagdo em relagdo ao numero de pacientes em episodios reacionais.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Nosso estudo demostrou que individuos com hanseniase possuiam
caracteristicas sociodemograficas mais desfavoraveis. Evidenciou que o0s niveis
plasméticos de PTX3 estiveram aumentados nos pacientes com hanseniase e
pacientes com reacdo também tiveram maiores niveis, porém, os polimorfismos
da PTX3 (rs1840680 e rs2305619) n&o estiveram relacionados a suscetibilidade
a hanseniase nos grupos estudados. A PTX3 €& uma molécula de
reconhecimento de padrdes, inclusive microbianos, que ativa e coordena o
sistema complemento, sendo assim, esse sistema pode atuar na hanseniase
colaborando com o desenvolvimento da doenga, uma vez que promove a entrada

do M. leprae nos macréfagos a partir da sua opsonizacao.
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APENDICE

Formulario de registro de pacientes
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GPDIN
REGISTRO DE PACIENTES COM HANSENIASE
DATA DE COLETA: N° DO PACIENTE: CNS:
/ /
NOME COMPLETO:
DATA DE NASCIMENTO: IDADE: SEXO: ( ) MASC. ( ) FEM.
/ /

RACA: BRANCO () PRETO( ) PARDO( ) INDIGENA( ) [CASO( ) CONTROLE( )

ENDERECO:
ESTADO CIVIL: CASADO/UNIAO ESTAVEL ( ) CELULAR:
SEPARADO( ) VIUVO( ) SOLTEIRO( )

STATUS DO PACIENTE: NOVO/ EM TRATAMENTO( ) RETORNO APOS A INTERRUPCAO DO
TRATAMENTO( ) RECIDIVA( )

ANO DO INICIO DOS SINTOMAS: ANO DO INiCIO DO TRATAMENTO:

NUMERO DE LESOES CUTANEAS COM/SEM PESSOAS DOENTES NO DOMICILIO: S ( )N ( )
PERDA DE SENSIBILIDADE: <5 ( )>5( )

CLASSIFICACAO CLINICA: INDETERMINADA () TUBERCULOIDE ( ) DIMORFA () VIRCHOWIANA ()

CLASSIFICACAO OPERACIONAL: PB( ) MB( | GRAU DE INCAPACIDADE: 0( ) 1( ) 2( ) NA(
) )

REACOES: SR( ) T1( ) T2( |TRATAMENTO EXTRA: NERVOS AFETADOS:
)

RENDA MENSAL: ATE 1 SALARIO( ) DE 1 A3 SALARIOS( ) DE 3 A5SALARIOS( ) ACIMA DE
5 SALARIOS( )

ESCOLARIDADE: ANALFABETO( ) ENSINO FUNDAMENTAL INCOMPLETO( ) ENSINO
FUNDAMENTAL COMPLETO( ) ENSINO MEDIO INCOMPLETO( ) ENSINO MEDIO COMPLETO(
) ENSINO SUPERIOR INCOMPLETO( ) ENSINO SUPERIOR COMPLETO( )

ASSINATURA DO RESPONSAVEL:

MEDICO(A) RESPONSAVEL PELO DIAGNOSTICO:




UFPE - HOSPITAL DAS

CLINICAS DA UNIVERSIDADE C’@(morm

FEDERAL DE PERNAMBUCO - ¥ asil
HC/UFPE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Estudo imunogenético da hanseniase nos municipios de Petrolina-PE e Juazeiro-BA

Pesquisador: Rodrigo Feliciano do Carmo

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 5

CAAE: 66179617.7.0000.5196

Instituicdo Proponente: Fundacao Universidade Federal do Vale do Sao Francisco
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A CIENCIA E TECNOLOGIA - FACEPE

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 5.108.215

Apresentacédo do Projeto:

Trata-se de uma emenda do projeto de pesquisa Pesquisador Rodrigo Feliciano do Carmo e equipe,
submetido ao comité de ética e

deontologia em estudos e pesquisas — CEDEP da

Universidade Federal do Vale do S&o Francisco, o qual foi extinto.

A hanseniase é uma doengca complexa, causada pelo Mycobacterium leprae. Cinco principais formas
clinicas tém sido descritas e estdo associadas ao tipo de resposta imune do hospedeiro a infeccéo.
Evidéncias sugerem que a variabilidade genética do hospedeiro pode ser um fator crucial para o
desenvolvimento de formas clinicas mais leves ou agressivas durante a infeccdo. Polimorfismos de Unico
nucleotideo (SNPs) em genes relacionados a resposta imune do hospedeiro tém sido descritos na literatura
como um dos fatores associados a diferentes formas clinicas da doenca. Entretanto, ainda existe uma
grande lacuna de conhecimento em relacdo ao processo imunopatologico da doencga, que pode ser

responsavel pelo desenvolvimento de formas graves da hanseniase.

Objetivo da Pesquisa:
Obijetivo geral

Endereco: Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do
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Pagina 01 de 05



UFPE - HOSPITAL DAS

CLINICAS DA UNIVERSIDADE «f ) £lataforma

FEDERAL DE PERNAMBUCO - ¥ agrasil
HC/UFPE

Continuagéo do Parecer: 5.108.215

Identificar mecanismos imunolégicos e genéticos associados a hanseniase. Objetivos especificos

- Caracterizar os pacientes com hanseniase de acordo com suas variaveis clinicas; - Determinar a
frequéncia alélica e genotipica de polimorfismos em grupo de pacientes com hanseniase;

- Determinar a frequéncia alélica e genotipica de polimorfismos em grupo de individuos controles saudaveis;
- Determinar os niveis de expressédo de moléculas associadas a imunidade em pacientes com hanseniase;

- Determinar os niveis séricos de moléculas associadas a imunidade em pacientes com hanseniase.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Em relacdo aos riscos o pesquisador define: " A amostra para o estudo por imunoflorescéncia sera obtida
uma pequena parte do fragmento que sera retirado para o exame histopatoldgico requisitado pelo médico
para diagnoéstico e definicdo do tratamento do paciente. Este procedimento é importante para o diagnéstico
e classificacao da doenca e oferece riscos inerentes ao procedimento, dessa forma néo sera realizada uma
biopsia especificamente para esse estudo. Além disso, seré retirada uma Unica coleta de 10 ml de sangue
por puncédo venosa, por profissionais habilitados e treinados para tal, entretanto um risco de maior gravidade
para o paciente seria a ndo coleta por dificuldade em puncionar a veia do paciente e esse fato pode
representar um pequeno risco de ocasionar um pequeno hematoma no paciente no local da puncdo, mesmo

gue esse acontecimento seja muito raro de acontecer".

Em relacé@o aos beneficios o pesquisador informa que a pesquisa ira: "Fornecer subsidios para o desenho
de estratégias terapéuticas empregando as moléculas estudadas; fornecer subsidios para estabelecer o
melhor manejo clinico dos pacientes com hanseniase; formar novos pesquisadores na area de
imunogenética e pesquisa clinica; consolidar parcerias com outros centros de pesquisa para o estudo da
infeccéo pelo M. leprae”.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O pesquisador faz um breve relato sobre a doenca: "A hanseniase é uma doenga complexa e agressiva,
gue acomete milhares de pessoas no Brasil e no mundo. Fatores relacionados a resposta imune do
hospedeiro estdo associados com as diversas formas clinicas da hanseniase. Sabe-se que a resposta
imune do hospedeiro é regulada geneticamente, e que essa regulacdo pode sofrer
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variacfes devido a alteracdes em genes relacionados a imunidade. Estima-se que o genoma humano

contenha cerca de 1,42 milhdes de variacdes do tipo SNPs".

E justifica a importancia da pesquisa: "Portanto, o estudo dessas variagbes ao longo do genoma € de

fundamental importancia para a determinagéo de fatores associados a gravidade da doenca, permitindo

assim uma melhor compreensédo da patogénese da hanseniase e seu melhor manejo clinico. A principal

hip6tese desse estudo é de que fatores imunoldgicos e genéticos do hospedeiro possam influenciar o curso

clinico da doenca".

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Vide item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes"

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado.

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS 166037 22/10/2021 Aceito
do Projeto 4 E2.pdf 11:14:15
Outros Carta_resposta_2.pdf 22/10/2021 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
11:13:16 | Carmo

Outros Projeto_E2.pdf 30/09/2021 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
15:36:08 | Carmo

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 30/09/2021 |Rodrigo Feliciano do | Aceito

Assentimento / 15:35:19 [Carmo

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |Projeto_V2_ CEP.pdf 30/09/2021 |Rodrigo Feliciano do | Aceito

Brochura 15:35:04 |Carmo

Investigador

Outros Carta_resposta.pdf 30/09/2021 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
11:59:44 | Carmo

Declaracéo do Termo_FACEPE.pdf 11/08/2021 |Rodrigo Feliciano do | Aceito

Patrocinador 09:34:40 [Carmo

Outros Lattes_Rodrigo.pdf 11/08/2021 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
09:31:35 | Carmo

Outros Lattes_Renata.pdf 11/08/2021 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
09:31:16__|Carmo

Outros Lattes_Ingrid.pdf 11/08/2021 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
09:31:06__|Carmo
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Outros Lattes_AndreFernandes.pdf 11/08/2021 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
09:30:56__|Carmo

Outros Lattes_AnaClara.pdf 11/08/2021 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
09:30:34 | Carmo

Declaracéo de Termo_Andre.pdf 11/08/2021 |Rodrigo Feliciano do | Aceito

Pesquisadores 09:30:10 __[Carmo

Declaracéo de Termo_AnaClara.pdf 11/08/2021 |Rodrigo Feliciano do | Aceito

Pesquisadores 09:29:57 [Carmo

Declaracao de anuencia_ HEMOBA.pdf 01/07/2021 |Rodrigo Feliciano do | Aceito

Instituicdo e 12:39:36 |Carmo

Infraestrutura

Declaracao de confi_renata.pdf 05/10/2020 |Rodrigo Feliciano do | Aceito

Pesquisadores 15:27:56__|Carmo

Declaracéo de confi_ingrid.pdf 05/10/2020 |Rodrigo Feliciano do | Aceito

Pesquisadores 15:27:42 | Carmo

Outros questionario.pdf 24/03/2017 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
15:04:57 | Carmo

Orcamento orcamento.pdf 24/03/2017 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
15:03:53 | Carmo

Outros Confidencialidade_Rodrigo.pdf 24/03/2017 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
14:50:34 | Carmo

Outros Compromisso.pdf 24/03/2017 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
14:48:35 | Carmo

Outros anuencia_univasf.pdf 24/03/2017 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
14:46:58 | Carmo

Outros anuencia_petrolina.pdf 24/03/2017 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
14:46:41 | Carmo

Outros anuencia_juazeiro.pdf 24/03/2017 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
14:46:15 | Carmo

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 24/03/2017 |Rodrigo Feliciano do | Aceito
12:10:38 | Carmo

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

RECIFE, 16 de Novembro de 2021

Assinado por:
Ana Caetano

(Coordenador(a))

Endereco: Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do
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ANEXO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “Estudo imunogenético da hanseniase nos municipios de
Petrolina-PE e Juazeiro-BA”
CAEE N

Nome do(a) Pesquisador(a) responsavel: Rodrigo Feliciano do Carmo

Vocé esta sendo convidado(a) a participar desta pesquisa que tem como finalidade investigar a
relagdo de fatores imunolégicos e genéticos com a hanseniase. Ainda é desconhecido o porqué
de alguns pacientes com hanseniase desenvolverem formas graves da doenca de forma mais
rapida que outros pacientes. Esse estudo ajudara a uma melhor compreensédo de fatores
agravantes, podendo fornecer conhecimento para um melhor manejo dos pacientes infectados.
Sua participacdo € importante, porém, vocé ndo deve aceitar participar contra a sua vontade.
Leia atentamente as informacfes abaixo e faca, se desejar, qualquer pergunta para
esclarecimento.

Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo a sra (sr) permitird que o (a) pesquisador
(a) retire uma amostra de 10 ml de sangue da sua veia, por profissionais durante o seu
atendimento. Também ser4 obtida uma pequena parte do fragmento da pele (aprox. 0,5 cm) que
€ retirado para o exame histopatolégico de rotina requisitado pelo médico para orientar o
tratamento do paciente. Este procedimento € importante para que o paciente seja avaliado
quanto sua necessidade de tratamento, dessa forma ndo sera realizada uma biépsia
especificamente para esse estudo. Algumas perguntas serao feitas ao senhor (a), relacionadas
ao seu tratamento, através de um questionario.

Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com
Seres Humanos conforme Resolugdo No. 466/2012 do Conselho Nacional de Saude).

Riscos, desconfortos e beneficios: a participacdo nesta pesquisa nao infringe as normas
legais e éticas. A realizacdo da biopsia oferece riscos inerentes ao procedimento, e sera
realizado por um médico habilitado. A regido da puncdo podera ficar dolorida durante as
primeiras 24 horas apds o procedimento. Também sera retirada uma Unica coleta de 10 ml de
sangue por puncao venosa, por profissionais habilitados e treinados para tal, entretanto um risco
de maior gravidade seria a ndo coleta por dificuldade em puncionar a veia e esse fato pode
representar um pequeno risco de ocasionar uma pequena mancha roxa no local da puncéo,
mesmo que esse acontecimento seja muito raro de acontecer. Caso vocé venha a sentir algo
dentro desses padrbes, comunicar imediatamente ao pesquisador para que sejam tomadas as
devidas providéncias através do profissional de enfermagem presente no local. Nenhum dos
procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade. Ao participar desta pesquisa a sra (sr.)
ndo tera nenhum beneficio direto. Indiretamente, espera-se que a pesquisa possa trazer
informacgdes importantes sobre a influéncia de mudancgas genéticas na gravidade da doencga, de
forma que o conhecimento que sera construido a partir desta pesquisa possa fornecer subsidios
para o desenho de estratégias terapéuticas empregando as moléculas estudadas e fornecer
subsidios para estabelecer o melhor manejo clinico dos pacientes com hanseniase,
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Garantias éticas: a sra (sr.) ndo tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa,
bem como nada ser& pago por sua participacido. E garantido ainda o seu direito a indenizag&o
diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.
Vocé tem liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando em
qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo.
Confidencialidade: é garantida a manutencéo do sigilo e da privacidade dos participantes da
pesquisa, mesmo apés o0 término da pesquisa. Somente o(s) pesquisador(es) terdo
conhecimento de sua identidade e nos comprometemos a manté-la em sigilo ao publicar os
resultados.
E garantido ainda que vocé podera ter acesso aos resultados com o(s) pesquisador(es). Sempre
gue quiser podera pedir mais informac6es sobre a pesquisa com o(s) pesquisador(es) do projeto
e, para quaisquer davida ética, podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa.
Os contatos estao descritos no final deste termo.
Apoés estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar desta
pesquisa. Obs: N&o assine esse termo se ainda tiver duvida a respeito.
Eu, DECLARO,
que apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,
consinto voluntariamente a participagdo nesta pesquisa, declarando ainda que o termo foi
assinado em duas vias, uma ficando comigo e outra com o pesquisador.

, de de20

Assinatura do Participante da Pesquisa

Nome do Pesquisador responséavel pela aplicagdo do TCLE

Assinatura do Pesquisador responséavel pela aplicacdo do TCLE

Polegar Direito

Pesquisador Responsével: Rodrigo Feliciano do Carmo, Colegiado de Farmécia, Av. José de
S& Manigoba, S/N, E-mail: rodrigo.carmo@univasf.edu.br, Fone: (87) 2101-6862.

Demais pesquisadores da equipe de pesquisa: Talita Suzany Siqueira dos Santos e

Patricia Muniz Mendes Freire de Moura.

Em caso de dividas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar:

COMITE DE ETICA E DEONTOLOGIA EM PESQUISA — CEDEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO - UNIVASF

Av. José de S& Manicoba, S/N — Centro - Petrolina/PE — Prédio da Reitoria — 2° andar

Telefone do Comité: 87 2101-6896 - E-mail: cedep@univasf.edu.br
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