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RESUMO

MORAES, Eduardo José Rocha de. Avaliagao do papel do TREM-1 soluvel na
apresentacao e complicagdées clinicas da hanseniase. 2019. 68 paginas.
Trabalho de Concluséo de Curso (Bacharelado em Medicina) - Universidade Federal

de Sergipe. Aracaju, 2019.

A hanseniase é uma doenca infecciosa crbnica, de evolucido lenta, causada pelo
Mycobacterium leprae (M. leprae). Consiste em importante problema de saude
publica no Brasil e no mundo, n&o apenas por sua epidemiologia, mas também pelo
grau de acometimento do individuo e pelo estigma social que carrega. A literatura
sugere que menos de 1% dos individuos infectados pelo bacilo evolui com a doenga
e que a susceptibilidade ou resisténcia a doenca depende de fatores genéticos e da
resposta imune do paciente. Quando ha um desajuste da resposta imunoldgica e
esta se torna extremamente intensa e descontrolada, ocorrem as reacdes
hansénicas (RH). A RH é foco de possivel acometimento nervoso, ou de
agravamento de areas ja acometidas que contribuem diretamente para o surgimento
de incapacidade fisica. O receptor ativador expresso em células mieldides-1 (TREM-
1) € um receptor da superficie celular, expresso principalmente em neutréfilos e
monocitos e envolvido na amplificacdo da resposta inflamatéria e estando
relacionado a gravidade e prognéstico de doencgas inflamatérias. Considerando os
potenciais efeitos do TREM-1 nas reagdes inflamatdrias e na infecgéo intracelular, o
objetivo desse estudo foi avaliar o papel do TREM-1 na apresentacédo e
complicacbes clinicas da hanseniase. Foram incluidos 76 individuos: 23
Paucibacilares (PB), 28 Multibacilares (MB) e 25 contatos domiciliares (HHC).Os
pacientes foram atendidos no ambulatério de dermatologia do Hospital Universitario
da Universidade Federal de Sergipe (Aracaju, Brasil). O sangue total foi coletado em
tubos com heparina (10 Ul/ml) e centrifugado para coleta de soro. As amostras de
soro foram armazenadas em freezer a -80°C. Os niveis de TREM-1 soluvel (sTREM-
1) no soro foram medidos por imunoabsorcao enzimatica (ELISA).Foi observado que
pacientes MB apresentaram niveis mais elevados de sTREM-1, quando comparados
aos PB e aos HHC (p < 0,05). Niveis mais elevados de sTREM-1 foram também

observados na forma clinica Virchowiana (HV) e em pacientes com incapacidade



fisica e aqueles com episddios reacionais. Nossos resultados relataram, pela
primeira vez, que os niveis elevados de sTREM-1 estdo associados a forma HV e,
principalmente, a RH e ao comprometimento neurologico. Assim, essa molécula
pode ser um importante biomarcador para o monitoramento da RH e incapacidade

fisica na infecgédo por hanseniase.

Palavras-chave: Hanseniase. TREM-1 soluvel. Imunopatogénese. Reacgéo
hansénica. Incapacidade fisica.



ABSTRACT

MORAES, Eduardo José Rocha de. Evaluation of the role of soluble TREM-1 in
the presentation and clinical complications of leprosy. 2019. 68 pages. Trabalho
de Conclusédo de Curso (Bacharelado em Medicina) - Federal University of Sergipe.
Aracaju, 2019.

Leprosy is a chronic, slowly evolving infectious disease caused by Mycobacterium
leprae (M. leprae). It's an important public health problem in Brazil and in the world,
especially regarding to the epidemiology and the physical disability, creating a social
stigma for the patients. The literature suggests that less than 1% of bacillus-infected
individuals develop with the disease and that the susceptibility or resistance to the
disease depends on genetic factors and the patient's immune response. When there
is a mismatch of the immune response and it becomes extremely intense and
uncontrolled, leprosy reactions (LR) occurs. LR is the focus of possible nervous
involvement, or aggravation of already affected areas that contribute directly to the
appearance of physical disability. The receptor activator expressed in myeloid-1 cells
(TREM-1) is a cell surface receptor, expressed mainly in neutrophils and monocytes,
involved in the amplification of the inflammatory response and being related to the
severity and prognosis of inflammatory diseases. Considering the potential effects of
TREM-1 on inflammatory reactions and intracellular infection, the aim of this study
was to evaluate the role of TREM-1 in the presentation and clinical complications of
leprosy. We included 76 individuals: 23 Paucibacillary (PB), 28 Multibacillary (MB)
and 25 household contacts (HHC). The patients were attended at the dermatology
clinic of the University Hospital of the Federal University of Sergipe (Aracaju, Brazil).
The whole blood was collected in tubes with heparin (10 IU/ ) and centrifuged for
collection of serum. Serum samples were stored in a freezer at -80°C. Soluble
TREM-1(sTREM-1) serum levels were measured by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). It was observed that MB patients had higher sTREM-1 levels when
compared to PB and HHC (p<0.05). Higher levels of sTREM-1 have also been
observed in Lepromatous Leprosy (LL) clinical form and in patients with physical
disability and those with reactional episodes. Our results reported, for the first time,
that high levels of STREM-1 are associated with the LL form and, mainly, in LR and



neurological disability. Therefore, this molecule can be an important biomarker for the

monitoring of LR and physical disability in leprosy infection.

Keywords: Leprosy. SolubleTREM-1. Immunopathogenesis. Leprosy

reaction. Physical disability.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A hanseniase (ou doenga de Hansen) é uma doenga infecciosa cronica, de
evolugdo lenta, causada pelo Mycobacterium leprae (M. leprae). O M. leprae € um
bacilo intracelular, que acomete principalmente células da pele e nervos periféricos
(células de Shwann), levando a alteragcdo de sensibilidade e incapacidade fisica
(RIDLEY, 1966; SIMON et al., 2011). Consiste em importante problema de saude
publica no Brasil e no mundo, n&o apenas por sua epidemiologia, mas também pelo
grau de acometimento do individuo e pelo estigma social que carrega (EIDT, 2004;
RIBEIRO; SILVA; OLIVEIRA, 2018).

2.1 CONTEXTO HISTORICO E EPIDEMIA DA HANSENIASE

Acredita-se que a origem da hanseniase possa ter ocorrido em regides da
Asia ou da Africa, tendo registros de sua existéncia ha mais de 4300 a.C. no Egito e
ha mais de trés mil anos na india, na China e no Jap&o. No ano 150 d.C., Aretacus e
Galeno se referiam a Hanseniase como “elephas” ou “Elefantiase” uma vez que a
pele do doente em seu carater espessado passara a assemelhar-se a pele do
elefante. Também ja se referiam a face do paciente como “facies leonina”, termo
atualmente de uso semiolégico na descricdo do aspecto da face, resultante da
infiltracdo tecidual na resposta imune ao patdgeno. Da Grécia, a doenga teria se
espalhado por toda a Europa sendo o bacilo carregado por soldados e comerciantes
daquele tempo, atingido sua maior prevaléncia entre os séculos X e XV. Foi durante
a ldade Média, periodo de grande poder da Igreja Catdlica, que esta estabeleceu
como medida de profilaxia da doenga o rigoroso afastamento entre o doente e as
populacdes sadias, obrigando-os a vestirem-se de forma caracteristica e soarem
sinetas ou matracas para avisar de sua aproximacgao. Os lazarentos — assim
chamados pelo martirio que viviam — passaram a ser abrigados nos leprosarios ou
lazaretos que se somavam em quase 20 mil instituigdes durante o século Xll na
Europa, evidenciando a magnitude epidemiolégica desta doenca. Com a melhora
das condi¢cdes socio-econdmicas vivida pelos europeus nos seéculos seguintes,

houve uma importante diminuicdo da prevaléncia da hanseniase no territorio,
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enquanto os indices se mantinham, em especial, na Africa e na Asia (OPROMOLLA,
2000).

A chegada da hanseniase nas Américas ocorreu entre os séculos XVI e
XVIl, com as grandes navegagdes, uma vez que n&o ha registros ou evidéncias que
demonstrem a existéncia da doenca entre os povos amerindios (pré-colombianos).
No Brasil, a primeira notificacdo de hanseniase ocorreu em 1600 no Rio de Janeiro.
Apesar de muito se associar a chegada da doenca no pais com o comeércio de
escravos de origem africana, a interiorizacdo do bacilo no territério ocorreu
provavelmente através dos proprios europeus e seus descendentes, uma vez que
escravos que apresentassem lesdes de pele dificilmente seriam comercializados
naquela época, além de ndo atenderem aos rigorosos critérios para a sua entrada
no territério (OPROMOLLA, 2000). O preconceito, que arraigava a sociedade, por
vezes se Oficializava pelas maos do Estado: Em S&o Paulo, por volta de 1836 se
proibia a chegada de doentes vindos de outros lugares. Ja em Minas Gerais se
proibia o exercicio de determinadas profissdes pelo paciente com hanseniase. Com
o discurso da profilaxia, se justificava o isolamento e a exclusdo do individuo em
leprosarios, o que ressoa em preconceito na contemporaneidade. Atualmente, é
recomendado pelo Ministério da Saude a utilizagdo do termo hanseniase, em
detrimento dos termos lepra ou leproso, com o intuito de diminuir o estigma
carregado pela doenca (EIDT, 2004).

Em 1991, apds a implementagdo do uso da poliquimioterapia (PQT) no
tratamento da hanseniase, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu
como meta a eliminagéo da hanseniase como problema de saude publica, até o ano
2000. O que seria alcangado ao atingir uma prevaléncia de doenga conhecida menor
que 1/10.000 habitantes. No Brasil foram tomadas medidas de agéo dentro do Plano
Nacional de Eliminagdo da Hanseniase promovendo a implantacdo da
poliquimioterapia, diagnodstico precoce e tratamento dentro da atengao primaria em
saude (APS). Apesar dos esforgcos, em 2005, o Brasil figurava entre os nove paises
do mundo a nao atingir a eliminagdo da hanseniase como problema de saude
publica (Além do Brasil: Angola, india, Madagascar, Mocambique, Nepal, Republica
Centro-Africana, Republica Democratica do Congo e Tanzania) quando se
estabeleceu um novo prazo para o ano 2010. Apesar da importante redugao dos

indices epidemioldgicos nos ultimos 12 anos, a hanseniase ainda nao deixou de ser
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um importante problema de saude publica no pais, tendo-se o prazo estendido até o
ano de 2020 (RIBEIRO; SILVA; OLIVEIRA, 2018).

Entre os anos de 2005 e 2015 houve uma redugéao significativa dos casos
novos de hanseniase em numero absoluto de, respectivamente, 38.410 para 26.395
casos (Tabela 1). Concomitante a esta redug¢do, houve também diminui¢cdo na taxa
prevaléncia de 1,48 casos por 10.000 habitantes em 2005 para 1,01, em 2015.
Assim, aproximando-se da meta estabelecida pela OMS (Tabela 2).

Apesar disso, ao longo dos anos manteve-se constante a distribuicdo da
doencga nas regides geograficas brasileiras, apresentando-se em ordem decrescente
nas regides Centro-Oeste, Norte, Nordeste, Sudeste e Sul. Sendo que nestas duas
ultimas apresentam indices abaixo dos exigidos pela OMS. As diferentes taxas de
doenca em cada regido estdo associadas ao processo historico de formagao
populacional e ao desenvolvimento socioeconédmico de cada regido (RIBEIRO;
SILVA; OLIVEIRA, 2018). Em Sergipe, estado brasileiro localizado na regiao
Nordeste, a histéria epidemioldgica da hanseniase segue os padrdes regionais e do
pais como um todo. Houve diminui¢do da taxa de prevaléncia entre 2005 e 2015,
com elevacédo entre 2015 e 2017 (Tabela 3). Além disso, pode-se observar uma
reducdo inicial dos casos novos em pacientes menores de 15 anos; sendo que no
ano de 2015 estes representavam 4,9% dos casos registrados naquele ano,
enquanto que em 2017 passou a 5,8% do total. A observagéo dos numeros de casos
em menores de 15 anos € importante por ser método direto de aferigdo da existéncia

de focos ativos de transmisséo da doenca (LANA et al., 2007).
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Tabela 1 — Numero de novos casos de hanseniase por ano em cada regiao global,

no Brasil e no mundo

2005 2010 2015 2017
Africa 42 814 25 345 21219 20 758
Américas’ 41780 37 740 28 806 29 101
Mediterraneo Oriental 3133 4 080 2167 3 551
Europa 0 41 18 24
Sudeste Asiatico 201 635 156 254 156 118 153 487
Pacifico Ocidental 7117 5028 3617 4 052
Brasil' 38410 34 894 26 395 26 875
Mundo 296 479 228 488 211 945 210973
'Os dados contidos em “Brasil” encontram-se também contabilizados em “Américas”, portanto “Brasil”
nao devera ser levado em consideracédo na contagem de “Mundo”.
Fonte: ORGANIZACAOMUNDIALDA SAUDE (OMS), 2018.
Tabela 2-Taxa prevaléncia de hanseniase segundo regido residente por ano no
Brasil a cada 10.000 habitantes
2005 2010 2015 2017
Regido Norte 4,02 3,47 2,00 3,10
Regido Nordeste 2,14 2,46 1,58 2,15
Regido Sudeste 0,60 0,62 0,34 0,42
Regi&o Sul 0,53 0,43 0,29 0,29
Regido Centro-Oeste 3,29 3,60 2,89 3,59
Brasil 1,48 1,56 1,01 1,35

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL.
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Tabela 3—-Epidemiologia da hanseniase em Sergipe ao longo dos anos.

Taxa Prevaléncia Nuamero Absoluto de  Casos Novos em <15

(1/10 000 habitantes) Casos Novos anos
2005 1,90 660 63
2010 1,19 381 27
2015 0,95 364 18
2017 1,30 361 21

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL.

2.2 BIOLOGIA DO MYCOBACTERIUM LEPRAE E ASPECTOS CLINICOS DA
HANSENIASE

O Mpycobacterium leprae foi identificado, em 1873, pelo médico Gerhard
Armauer Hansen, sendo atualmente classificado taxonomicamente como
pertencente a classe Schizomycetes, a ordem Actinomycetales, a familia
Mycobacteriaceaee ao género Mycobacterium. Trata-se de um bacilo que mede de 1
a 8 micrometros de comprimento e entre 0,2 e 0,5um de didmetro. Sdo parasitas
intracelulares obrigatorios, que majoritariamente ocupam macrofagos e células de
Schwann; gram-positivos e alcool-acido resistentes pela coloragao de Ziehl-Nielsen.
Sua parede celular é estruturada a partir do entrelagamento entre peptideoglicanos e
cadeias polissacarideas que ancoram o0s acidos micolicos, que garantem carater
hidrofébico a parede. Externamente a parede celular, existe uma capsula lipidica
que contém o glicolipideo fendlico 1 (PGL-1) responsavel pela alta especificidade da
resposta imune durante a infeccédo e pela protegcao do bacilo contra radicais livres e
enzimas lisossomais produzidos pelos macréfagos (LASTORIA; ABREU, 2014;
OPROMOLLA, 2000).

Ha relatos de M. leprae encontrados em animais, como tatus e macacos, no
solo, na agua. Entretanto, os seres humanos sao o reservatoério do bacilo de maior
destaque, sendo considerados a principal fonte de infeccdo. Acredita-se que os tatus
também apresentam importante papel na transmissao do M. leprae para humanos.

Os tecidos de maior producdo e liberacdo bacilar pelo individuo doente sao as
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secregdes nasais e os noédulos hansénicos multibacilares ulcerados. Enquanto que
as principais portas de entrada do bacilo no individuo saudavel sdo a mucosa nasal
e falhas da integridade epitelial, a exemplo de traumas ou procedimentos. Outros
meios de transmissdo relatados como possiveis na literatura sdo o sangue, o leite
materno, picadas de insetos, além da transmisséo vertical. Entretanto a exposicao
singular ao bacilo ndo é suficiente para a infec¢do e nem para que esta resulte em
doencga, sendo necessarias exposi¢des continuas, longas e cotidianas para que ela
ocorra. O risco de infeccdo encontra-se aumentado em individuos com
comprometimento da fungdo imunoldgica, condigbes socioecondémicas precarias,
auséncia de saneamento, comorbidades, ou que vivem em areas de intensa
endemia (BHAT; PRAKASH, 2012; LASTORIA; ABREU, 2014).

A hanseniase tem sua patogénese influenciada por inumeros aspectos
relacionados ao hospedeiro, ao ambiente, a exposicdo e ao préprio patdgeno,
podendo resultar em diferentes formas clinicas (MENDONCA et al., 2008). Apos o
contato com o bacilo, o individuo pode nao desenvolver a doenga, desenvolvé-la e
ter a cura esponténea, manifestar uma forma indeterminada ou ainda manifestar a
doenga plenamente. Para contemplar o espectro clinico da hanseniase, surgiu a
classificagao de Ridley & Jopling (1962, 1966) que divide a doenga em cinco formas:
Tuberculéide (HT), Dimorfa-tuberculdide (HDT), Dimorfa-dimorfa (HDD), Dimorfa-
virchowiana (HDV) e Virchowiana (HV); ha ainda a forma indeterminada (HI) que
corresponde a fase inicial da doenca. Essa classificagao é pouco utilizada na pratica
clinica, devido sua complexidade; porém é bastante utii em meios académicos e
cientificos, uma vez que leva em consideracao critérios clinicos, imunolégicos e
histopatolégicos (Figura 1). Para fins praticos, a OMS revisou em 1988 sua
classificagao simplificada, inicialmente proposta em 1982, que divide a hanseniase
em duas formas, quanto ao numero de lesdes existentes: em paucibacilar (PB) (<5
lesdes) e multibacilar (MB) (>5 lesbes). Sendo que individuos que apresentem
esfregaco cutaneo positivo serdo classificados como MB. A correspondéncia entre
as classificagbes pode ser feita ao se englobar os grupos HT e HDT como
paucibacilares, enquanto os multibacilares englobam os grupos HDD, HDV, HV e
alguns HDT (LASTORIA; ABREU, 2014).
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Infeccdo pelo M. leprae

Ndo desenvolve
a doenca

Hanseniase
Indeterminada (HI)

Cura
espontinea

HT HDT HDD HDV HV

L
v

Formas
Dimorfas

Th Th2

PB MB

Figura 1— Espectro das formas clinicas da hanseniase. Classificagdo operacional: PB (Paucibacilar) e
MB (Multibacilar). E formas clinicas: HI (Hanseniase Indetarminada), HT (Hanseniase Tuberculoide),
HDT (Hanseniase Dimorfa-tuberculdide), HDD (HanseniaseDimorfa), HDV (Hanseniase Dimorfa-
virchoviana) e HV (HanseniaseVirchoviana)

Fonte: JACOBSON; KRAHENBUHL, 1999

A forma HI é a manifestacéo inicial da doencga, caracterizada por maculas ou
manchas hipopigmentadas ou areas circunscritas na pele com alteracdo da
sensibilidade. As lesdes podem ser unicas ou multiplas, ndo sendo contagiosas.
Apresentam infiltrado mononuclear inespecifico a histopatologia e ndo apresentam
bacilos no esfregacgo da lesao (BHAT; PRAKASH, 2012).

De um lado o polo HT é paucibacilar, apresenta de uma a cinco lesdes
hipopigmentadas de tamanhos variados, geralmente com hipoestesia ou anestesia
local, além de hipoidrose ou alopecia. O esfregago € negativo, enquanto a
histopatologia mostra infiltrado mononuclear com formagdo de granulomas. Por
outro, o polo HV nédo apresenta a formagao de granuloma o que permite um intenso
crescimento da populagdo de bacilos com surgimento de varias lesdes de limites
imprecisos e aspecto ferruginoso. Devido a alta carga bacilar em todo o corpo, esta

€ a forma mais contagiosa da doenga, sendo que o0 contagio cessa com o inicio da
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PQT. Seu esfregago € altamente positivo e a histopatologia se apresenta com
extenso infiltrado de macréfagos com bacilos aglomerado e muito poucos linfocitos,

sendo os existentes em sua maioria do tipo CD8 (SANTOS, 2017).

Interpostas entre as formas polares da hanseniase, estdo as formas
dimorfas. A forma HDD apresenta geralmente mais que cinco lesdes, opacas ou
ligeiramente brilhantes e de tamanhos variados; com moderada diminuicdo da
sensibilidade e do crescimento capilar locais e um esfregagco de 1 a 3+. Entre as
formas HT e HDD, temos a forma HDT que apresenta entre cinco e dez lesbes
secas, escamosas, brilhantes, infiltradas e de tamanhos variados com marcante
diminuicdo da sensibilidade e do crescimento capilar locais e um esfregago negativo
ou de 1+. Enquanto, entre as formas HDD e HV, temos a forma HDV que geralmente
apresenta mais que cinco lesdes brilhantes e pequenas, podendo apresentar
algumas lesdes maiores, com ligeira diminuicdo da sensibilidade e do crescimento
capilar locais e um esfregaco de 3 a 5+ (BHAT; PRAKASH, 2012).

Durante a evolugdo da hanseniase pode ocorrer a infecgado e a leséo de
nervos periféricos como complicagao da doenca. O mecanismo de lesdo ainda é
obscuro, mas sabe-se que o bacilo apresenta tropismo pelas células neuronais e
pela bainha de mielina dos nervos periféricos, levando a uma intensa resposta
inflamatdéria a custa de células epitelioides ou macrofagos ricos em bacilos. A
intensidade da resposta inflamatéria e da lesdo neuronal depende
fundamentalmente da forma clinica e da fase evolutiva da doenga, podendo ocorrer
de forma insidiosa ou aguda (SANTOS, 2017). O acometimento agudo ocorre
quando ha mudanga na resposta imune, caracterizando as reagdes hansénicas
(RH). Sabe-se que cerca de 50% dos pacientes apresentam episddios reacionais e
que estes podem ocorrer antes, durante ou apos o tratamento, sendo mais comuns
com o inicio do tratamento especifico quando ha morte de bacilos com intensa
liberagao de antigenos micobacterianos (DE CARVALHO, 2013). Cada nova reagao
é foco de possivel novo acometimento nervoso, ou de agravamento de areas ja
acometidas, com perda nas capacidades sensitiva, autbnoma ou motora que
contribuem diretamente para o surgimento de incapacidade fisica e sequelas
responsaveis pelo forte estigma social atrelado a doencga e pela significativa redugao

na qualidade de vida do paciente.
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As RH podem ser classificadas como reacdo do tipo I, ou reacado reversa
(RR), e como reagao do tipo Il, ou eritema nodoso hansénico (ENH). A reacédo do
tipo | (RR) ocorre geralmente nas formas paucibacilares da hanseniase (HT, HDT e
HDD), caracterizando-se por induragao e eritema nas lesdes existentes, além de
edemas e neurite progressiva, com evolu¢do gradual e durando semanas. A reagao
do tipo Il (ENH) ocorre nas formas multibacilares (HDV e HV) caracterizando-se por
nodulos eritematosos que podem manifestar-se independentemente das lesdes pré-
existentes, concomitando com sintomas sistémicos inespecificos como febre e mal-
estar geral, podendo levar a neurite sensitiva e motora. Ambos os tipos de reagéo
nos casos mais graves podem levar a ulceracdo da lesdo, sendo uma porta de
entrada para patdgenos oportunistas. Aléem disso, o acometimento neuroldgico
causado por pela RH é progressivo, somatério e ndo regressivo; a perda da
capacidade sensitiva ndo permite a percepcao de estimulos danosos elevando o
risco de traumas locais de repeticdo com infeccio local que associada a alteracao
vascular causada pelo acometimento autondmico levam a amputagdo de
extremidades e importante incapacidade fisica (SCOLLARD et al., 2006).

2.3 RESPOSTA IMUNE NA HANSENIASE

Estima-se que menos de 1% dos individuos que entram em contato com o
M. leprae desenvolvem hanseniase. Qualquer doenca infecciosa € produto da
relacdo do padrédo genético e poder patogénico do patdégeno com o padrao genético
e resposta imunolégica do hospedeiro (SANTOS, 2017). Existem varias barreiras
que o bacilo deve ultrapassar antes de colonizar e penetrar o organismo do
individuo. Uma vez ultrapassadas, permite-se a ativagdo da resposta imune inata.
Que consiste em resposta imunolégica inespecifica com a participagdo de células
fagociticas, células natural killer (NK), sistema complemento, proteinas de fase
aguda e citocinas. A primeira interagdo imune ocorre através dos receptores de
reconhecimento de padrées (RRP) que identificam padrées e sequéncias
moleculares patogénicas. Importante tipo de RRP sao os receptores Toll-like (TLRs)
responsaveis pela capacidade de reconhecimento dos macrofagos e das células

dendriticas. Além dos TLRs, a lectina de ligagdo a manose (MBP) e NOD2 compdem
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os receptores de baixa especificidade no intra ou no extracelular. A ativacdo destes
receptores libera quimiocinas e citocinas indiretamente capazes de ativar fagdcitos e
o complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classes | e Il, regulando a
inflamacdo e modificando a capacidade da imunidade adaptativa mediada por
células em respostas Th1, Th2, Th17 ou T regulatérias. A ativagdo do TLR-2 esta
relacionada com a liberacdo de IL-12 e IL-23 que atuam na diferenciagcao de
macrofagos e células dendriticas. A secrecéo de IL-12 também ocorre quando ha a
apresentacdo de antigenos pelas células dendriticas, recrutando células T virgens
que se diferenciam em Th1 e produzem Interferon-y (IFN-y), que ativa a capacidade
microbicida de macrofagos para eliminagdo do bacilo e consequente controle da
doenga (DE JESUS et al., 2017; MENDONCA et al., 2008; SANTOS et al., 2017,
SIMON et al., 2011).

Cada subtipo de células T tem agdo e tipo de microorganismos alvo
diferentes. As células Th1 atuam contra microrganismos intracelulares, a exemplo
das micobactérias pela produgcao de fator de necrose tumoral (TNF-a) e IFN-y, que
por sua vez recrutam células T citotdxicas contra células infectadas. Ja as células
Th2 atuam através de resposta humoral especialmente contra agentes multicelulares
extracelulares, a exemplo dos helmintos. Enquanto as células Th17 agem na
resposta rapida a bactérias e fungos induzindo a formagao de granulomas pela
aglomeragcao de macrofagos, recrutando neutrofilos com a participagdo de
interleucinas como IL-1B e IL-21para o combate a bactérias, estando associadas as
formas PB da hanseniase. Na prevencao de atividade auto-imune, as células T
reguladoras (Treg) inibem a resposta imune a antigenos proprios e a resposta imune
no hospedeiro cronicamente colonizado (SANTOS et al., 2017; SIMON et al., 2011).

Quando ocorre o reconhecimento do M. leprae pelas células dendriticas e
consecutivamente a apresentagdo de seus antigenos associada a producdo de
citocinas e quimiocinas pode-se ativar a resposta Th1 (celular) e/ou Th2 (humoral),
sendo que a resposta de predominio se associa com a forma clinica de hanseniase
a ser manifestada pelo paciente. Pacientes que exprimem a forma HT apresentam
intensa resposta celular, que limita a doenca na quantidade de bacilos e nas
caracteristicas das lesdes com altos niveis de IFN-y, IL-2 e Linfotoxina-a e violenta
atividade fagocitica de macréfagos. Os granulomas comumente encontrados na
histologia tuberculéide s&o formados por macrofagos infectados e linfocitos, com

fibroblastos distribuidos ao redor da lesdo. A resposta Th1 é altamente inflamatdria,
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levando a dano tecidual, em especial, a danos neuroldgicos, que sdo mais intensos
e precoces nesta apresentagcdo. Na forma HV, houve predominio de liberagéo de IL-
4 e IL-6 pelas células fagocitarias, alimentando a resposta Th2, que nao exprime
resposta celular para a contencdo dos bacilos. As células Th2 secretam IL-4, IL-5 e
IL-13, promovendo a produgdo de imunoglobulinas pelos plasmdcitos ativados. A
atividade inibitéria da IL-10 e da IL-5 estimula células B que inibem a atividade
fagocitaria ja deficiente ao bacilo. Portanto, a resposta humoral geralmente esta
associada as formas MB de hanseniase. Nestas formas, o dano neuronal se deve
tanto a ocupacéao bacilar disseminada, quanto a capacidade da célula nervosa atuar
enquanto apresentadora de antigenos, ativando resposta inflamatéria imunomediada
(SIMON et al., 2011).

Quando ha um desajuste da resposta imunoldgica e esta se torna
extremamente intensa e descontrolada, ocorrem as reagcdes hansénicas. Como visto
anteriormente, as RH podem ser de dois tipos: RR e ENH. O RR é uma reacéo de
hipersensibilidade do tipo IV e ocorre com a exacerbagao da resposta Th1 com
intensa producéo de IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-a que potencializam a inflamacéo local,
levando a eritema e edema das lesdes e acometimento neuronal. Ja a ENH se
caracteriza enquanto reacao de hipersensibilidade do tipo Ill; em que a deposicao de
imunocomplexos nos capilares ativa o sistema complemento, a quimiotaxia e a
ativacdo imune a custa de altas concentracdes de IL-12, com expressao de IL-6, IL-8
e IL-10. Reagdes mais severas estdo associadas a atividade de IFN-y e TNF-a em
uma provavel reativacédo da capacidade microbicida dos macrofagos (SANTOS et
al., 2017; SIMON et al., 2011). Embora comprovada a relagao entre a resposta Th17
e as formas clinicas de hanseniase, Santos e colaboradores concluiram nao haver
relagdo preditiva entre a expressado de células Th17 e o desenvolvimento de RH,
apesar da associagao existente entre esta resposta e formas PB e mais brandas de
hanseniase (SANTOS et al., 2017).



26

240 PAPEL DO TREM-1 NA RESPOSTA INFLAMATORIA EM DOENCAS
INFECCIOSAS

O receptor ativador expresso em células mieloides-1 (TREM-1), do inglés
Triggering receptor expressed on myeloid cells-1, € um receptor da superficie
celular, expresso principalmente em neutréfilos e mondcitos, que esta envolvido na
amplificacdo da resposta inflamatéria (BOMFIM et al., 2017; MOLAD et al., 2015).
Em certas doengas associadas a inflamagdo, o TREM-1 também pode ser
encontrado como uma forma soluvel (STREM-1), que pode regular negativamente a
sinalizagdo do receptor TREM-1(CAO; GU; ZHANG, 2017). Embora a fonte celular
de sTREM-1 permanega pouco clara, o papel do sTREM-1 relacionado a algumas
doencgas infecciosas tem sido amplamente investigado. Em um estudo avaliando a
correlacdo entre sTREM-1 e Leishmaniose Visceral, os autores descobriram que
niveis elevados de sTREM-1 circulante foram correlacionados diretamente com a
gravidade da doenca, e altos niveis de sTREM-1 foram observados em pacientes
com LV nao sobreviventes (BOMFIM et al., 2017).

Pesquisas relatam o potencial uso do sTREM-1 como biomarcador para
infeccbes por patdogenos intracelulares e doengas inflamatorias, como a
leishmaniose (BOMFIM et al., 2017), a tuberculose pulmonar (FENG et al., 2018), a
artrite reumatoide (MOLAD et al., 2015) e a sepse (GIBOT et al., 2004). Além disso,
o sTREM-1 pode ser util como biomarcador para avaliar a gravidade da doenga e o
desfecho de pacientes com sepse (OKU et al., 2013). Além desses estudos em
algumas doengas bacterianas, ndo ha pesquisas avaliando o papel do TREM-1 na
hanseniase. Considerando os potenciais efeitos do TREM-1 nas reacdes
inflamatérias e na infeccdo intracelular, como relatado na leishmaniose e
tuberculose, é provavel que o TREM-1 também esteja envolvido na ocorréncia de

reagao hansénica e de incapacidade fisica na infecgéo pelo M. leprae.
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3.1.3.1.18 Contribution to the Field Statement

When you submit your manuscript, you will be required to briefly summarize
in 200 words your manuscript’s contribution to, and position in, the existing literature
of your field. This should be written avoiding any technical language or non-standard
acronyms. The aim should be to convey the meaning and importance of this research
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o« SCIENCE, ENGINEERING, and HUMANITIES: For articles submitted in
the domains of SCIENCE, ENGINEERING and HUMANITIES please apply
Author-Year system for in-text citations.
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3.1.4 Figure and Table Guidelines

3.1.4.1 CC-BY Licence

All figures, tables, and images will be published under a Creative Commons
CC-BY licence and permission must be obtained for use of copyrighted material from
other sources (including re-published/adapted/modified/partial figures and images
from the internet). It is the responsibility of the authors to acquire the licenses, to
follow any citation instructions requested by third-party rights holders, and cover any

supplementary charges.
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same order as they are referred to in the manuscript, the figures will then be
automatically embedded at the end of the submitted manuscript. Kindly ensure that
each table and figure is mentioned in the text and in numerical order.

For graphs, there must be a self-explanatory label (including units) along
each axis. For figures with more than one panel, panels should be clearly indicated
using labels (A), (B), (C), (D), etc. However, do not embed the part labels over any

part of the image, these labels will be added during typesetting according to Frontiers
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journal style. Please note that figures which are not according to the guidelines will
cause substantial delay during the production process.
Permissions may be necessary in the following scenarios:
« Republishing
« Modifying/adapting
o Partial Figures
It is the responsibility of the authors to acquire the licenses, to follow any
citation instructions requested by third-party rights holders, and cover any

supplementary charges.

3.1.4.3 General Style Guidelines for Tables

Tables should be inserted at the end of the manuscript. If you use a word
processor, build your table in word. If you use a LaTeX processor, build your table in
LaTeX. An empty line should be left before and after the table.

Please note that large tables covering several pages cannot be included in
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supplementary material on the online article abstract page at the time of acceptance.
The author will notified during the typesetting of the final article if this is the case. A
link in the final PDF will direct to the online material.

For additional information, please see our Editorial Policies: 3.5 Image

Manipulation.

3.1.4.4 Figure and Table Requirements

Legends

Legends should be preceded by the appropriate label, for example "Figure 1"
or "Table 4". Figure legends should be placed at the end of the manuscript (for
supplementary images you must include the caption with the figure, uploaded as a
separate file). Table legends must be placed immediately before the table. Please
use only a single paragraph for the legend. Figure panels are referred to by bold
capital letters in brackets: (A), (B), (C), (D), etc.

Image Size
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Figure images should be prepared with the PDF layout in mind, individual
figures should not be longer than one page and with a width that corresponds to 1
column or 2 columns.

o All articles are prepared using the 2 column layout: 2 column articles can
contain images 85 mm or 180 mm wide.

2.4.5. Format

The following formats are accepted:

TIFF (.tif) TIFF files should be saved using LZW compression or any other
non-lossy compression method.

JPEG (jpg)

EPS (.eps) EPS files can be uploaded upon acceptance

Color Image Mode

Images must be submitted in the color mode RGB.

Resolution Requirements

All images must be uploaded separately in the submission procedure and
have a resolution of 300 dpi at final size. Check the resolution of your figure by
enlarging it to 150%. If the resolution is too low, the image will appear blurry, jagged
or have a stair-stepped effect.

Please note saving a figure directly as an image file (JPEG, TIF) can greatly
affect the resolution of your image. To avoid this, one option is to export the file as
PDF, then convert into TIFF or EPS using a graphics software. EPS files can be
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Chemical Structures

Chemical structures should be prepared using ChemDraw or a similar
program. If working with ChemDraw please use Frontiers ChemDraw Template, if
working with another program please follow the guidelines given below:

Drawing settings: chain angle, 120° bond spacing, 18% of width; fixed length,
14.4 pt; bold width, 2.0 pt; line width, 0.6 pt; margin width 1.6 pt; hash spacing 2.5 pt.
Scale 100% Atom Label settings: font, Arial; size, 8 pt.

Assign all chemical compounds a bold, Arabic numeral in the order in which
the compounds are presented in the manuscript text. Figures containing chemical
structures should be submitted in a size appropriate for incorporation into the
manuscript.

Legibility
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Figures must be legible. Checkthefollowing:
o The smallest visible text is no less than 8 points in height, when viewed at
actual size.
« Solid lines are not broken up.
» Image areas are not pixilated or stair stepped.
» Textis legible and of high quality.

« Any lines in the graphic are no smaller than 2 points width.

3.1.5 Statistics

Frontiers requires that all statements concerning quantitative differences
should be based on quantitative data and statistical testing. For example, if a
quantitative statement is made regarding the abundance of a certain protein based
on a western blot, we request that the blot be scanned and the abundance assessed
quantitatively using the correct analytic software (e.g. ImageJ) and statistics in order
to support that statement.

Statistics should/must be applied for independent experiments. The number
of independent samples and the deviation parameters (e.g. Standard Error of the
Mean, Standard Deviation, Confidence Intervals) should be clearly stated in the
Methods or the Figure legends. In general, technical replicates within a single
experiment are not considered to be independent samples. Where multiple
comparisons are employed (e.g. microarray data or Genome-wide association
studies), any analysis should correct for false positive results. Descriptions of
statistical procedures should include the software and analysis used, and must be

sufficiently detailed to be reproduced.

3.2 EDITORIAL POLICIES AND PUBLICATION ETHICS

Frontiers’ ethical policies are a fundamental element of our commitment to
the scholarly community. These policies apply to all the Frontiers in journal series.
Frontiers has been a member of the Committee of Publication Ethics since January

2015 and follows COPE guidelines where applicable.
3.2.1 Authorship and Author Responsibilities
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Frontiers follows the International Committee of Medical Journal
Editors guidelines which state that, in order to qualify for authorship of a manuscript,
the following criteria should be observed:

o Substantial contributions to the conception or design of the work; or the
acquisition, analysis or interpretation of data for the work;

» Drafting the work or revising it critically for important intellectual content;

« Provide approval for publication of the content;

« Agree to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions
related to the accuracy or integrity of any part of the work are appropriately
investigated and resolved.

Contributors, who do not meet these criteria, but nonetheless provided
important contributions to the final manuscript should be included in the
acknowledgements section. It is the authors responsibility to get written approval by
persons named in the acknowledgement section. In order to provide appropriate
credit to all authors, as well as assigning responsibility and accountability for
published work, individual contributions should be specified as an Author
Contributions statement. This should be included at the end of the manuscript, before
the References. The statement should specify the contributions of all authors. You
may consult the Frontiers manuscript guidelines for formatting instructions. Please
see an example here:
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version.

The corresponding author takes primary responsibility for communication
with the journal and editorial office during the submission process, throughout peer
review and during publication. The corresponding author is also responsible for
ensuring that the submission adheres to all journal requirements including, but not
exclusive to, details of authorship, study ethics and ethics approval, clinical trial
registration documents and conflict of interest declaration. The corresponding author
should also be available post-publication to respond to any queries or critiques.

Requests to modify the authors list after submission should be made to the

editorial office using the authorship changes form.
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3.2.2Research Integrity

Material submitted to Frontiers must comply with the following policies to
ensure ethical publication of academic work:

i. Original content and duplicate publication: Frontiers only publishes original
content. Authors confirm the submission of original content in the Terms &
Conditions upon submission. Manuscripts submitted to Frontiers must not
have been previously published or be under consideration for publication
elsewhere, either in whole or in part. If an article has been previously
submitted for publication elsewhere, Frontiers will only consider publication if
the article has been definitively rejected by the other publisher(s) at the point
of submission to Frontiers.

ii. Redundant publication: Frontiers considers the submission and publication of
very similar articles based on the same experiment or study to be unethical.

iii. Fabrication and falsification: Frontiers opposes both the fabrication of data or
images (i.e. fake or made up data) and the falsification of data or images (i.e.
the intentional misrepresentation or deceptive manipulation of data).

iv. Plagiarism: Plagiarism occurs when an author attempts to present previously
published work as original content. Every manuscript submitted to Frontiers is
screened for textual overlap by the software CrossCheck, powered by
iThenticate. Manuscripts found to contain textual overlap are not considered
for publication by Frontiers. For more details on what constitutes plagiarism,
please see here.

We reserve the right to contact the affiliated institutions of authors, who have

not acted according to good research and publication practices.

3.2.3Translations

Frontiers accepts manuscript submissions that are exact translations of
previously published work. This should be clearly stated in the manuscript upon
submission. Permission from the original publisher and authors needs to be sought
and also stated in the manuscript, and the relevant documents should be provided as
supplementary data for verification by the Editor and the editorial office. The original

work from which the manuscript has been translated should be clearly referenced.
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originally published in (‘insert name here’). (‘Insert name here’) prepared this
translation with support from (insert name of funding source, if any).
Permissionwasgrantedby (‘Insertnamehere’).”

Please note that Frontiers may request copies of related publications if there

are any concerns about overlap or possible redundancy.

3.2.3.1Studies involving human subjects

Research involving human subjects is expected to have been conducted in
accordance with the World Medical Association’s Declaration of Helsinki. Studies
involving human participants must be performed in accordance with relevant
institutional and national guidelines, with the appropriate institutional ethics
committee's prior approval and informed written consent from all human subjects
involved in the study including for publication of the results. Conformation of this
approval is required upon submission of a manuscript to Frontiers; authors must
provide a statement identifying the full name of the ethics committee that approved
the work and confirm that study subjects (or when appropriate, parent or guardian)
have given written informed consent. For most article types, this statement should
appear in the Materials and Methods section. An example ethics statement:

This study was carried out in accordance with the recommendations of [name
of guidelines], [name of committee]. The protocol was approved by the [name of
committee]. All subjects gave written informed consentin accordance with the
Declaration of Helsinki.

Should the study be exempt from ethics approval, authors need to clearly
state the reasons in the declaration statement and in the manuscript. In order to
protect subject anonymity, identifying information should not be included in the
manuscript unless such information is absolutely necessary for scientific purposes
AND explicit approval has been granted by the subjects.

Readers who would like to draw the editors' attention to published work that
might require retraction should contact the authors of the article and write to the

journal, making sure to include copies of all correspondence with authors.

3.2.4 Support and Ethical concerns
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RESUMO

A hanseniase ¢ uma doenga infecciosa e cronica, causada pelo Mycobacterium leprae. A
literatura sugere que menos de 1% dos individuos infectados evolui com a doenca e que a
susceptibilidade ou resisténcia a doenga depende de fatores genéticos e da resposta imune do
paciente. O receptor ativador expresso em células mieloides-1 (TREM-1) é um receptor da
superficie celular, expresso principalmente em neutrofilos e mondcitos e envolvido na
amplificagdo da resposta inflamatoria e estando relacionado a gravidade e prognoéstico de
doengas inflamatorias. Considerando os potenciais efeitos do TREM-1 nas reagdes
inflamatorias e na infecgdo intracelular, o objetivo desse estudo foi avaliar o papel do TREM-
1 na apresentacdo e complicagdes clinicas da hanseniase. Foram incluidos 76 individuos: 23
Paucibacilares (PB), 28 Multibacilares (MB) e 25 contatos domiciliares (HHC). Os pacientes
foram atendidos no ambulatério de dermatologia do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Sergipe (Aracaju, Brasil). O sangue total foi coletado em tubos com heparina (10
Ul/ml) e centrifugado para coleta de soro. As amostras de soro foram armazenadas em freezer
a -80°C. Os niveis de TREM-1 solavel (sSTREM-1) no soro foram medidos por
imunoabsor¢do enzimatica (ELISA). Foi observado que pacientes MB apresentaram niveis
mais elevados de sSTREM-1, quando comparados aos PB e aos HHC (p < 0,05). Niveis mais
elevados de STREM-1 foram também observados na forma clinica virchoviana (HV) e em
pacientes com incapacidade fisica e aqueles com episodios reacionais. Nossos resultados
relataram, pela primeira vez, que os niveis elevados de STREM-1 estdo associados a forma
HV e, principalmente, a RH e ao comprometimento neuroldgico. Assim, essa molécula pode
ser um importante biomarcador para o monitoramento da RH e incapacidade fisica na
infecc¢ao por hanseniase.

Palavras-chave: Hanseniase; TREM-1 soluvel; Imunopatogénese; Reacdo hansénica.

Incapacidade fisica.

INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenga infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium leprae (M.
leprae) (1,2). O diagnostico da hanseniase baseia-se nas caracteristicas dos sinais clinicos
(lesdes dérmicas e neurologicas), com pacientes classificados como paucibacilares (PB) ou
multibacilares (MB) (3.4). Apesar da significativa redugdo na prevaléncia apds o uso
difundido da poliquimioterapia (PQT) (2), as novas taxas de deteccdo de casos se
estabilizaram nos Ultimos anos e a hanseniase permanece endémica em vdrias regides

localizadas, como India e Brasil (2,5 6).

A reacdo hansénica (RH) e a ocorréncia de alguma incapacidade fisica sao as complicagdes

clinicas mais importantes da infeccdo da lepra (3,6,7). Mesmo durante o curso ou apds o
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tratamento da doenca, 30% a 50% dos pacientes apresentam RH inflamatoria prejudicial ao
tecido ou podem ja ter déficit neurologico permanente (3). A RH pode apresentar uma
inflamagao neural intensa, dolorosa, e eventualmente resultar em perda permanente das
funcdes sensorial, autonomica e motora (3,6). RH sdo classificados em dois tipos: reacao
reversa (RR) ou RH Tipo I, e eritema nodoso hansénico (ENH) ou RH Tipo II. Além disso, a

RH requer tratamento prolongado com drogas toxicas, como corticosterdides e/ou talidomida

3).

Viarios estudos afirmaram a influéncia da resposta imunoldgica na suscetibilidade ou
resisténcia a infeccdo por hanseniase (8—12). As respostas celulares T helper 1 (Thl) e T
helper 17 (Th17) estdo associadas ao controle da multiplicagdo do M. leprae e, portanto, estao
envolvidas na apresentacao paucibacilar (PB) da hanseniase (7,8,13,14). No entanto, uma
resposta exacerbada de Thl e um elevado numero de células T citotoxicas CD8" estdo
associadas ao aumento da gravidade da doenca (7,15). Enquanto, as células T helper 2 (Th2) e
T reguladoras (Treg) estdo envolvidas com as apresentagdes multibacilares (MB) com
macrofagos em lesdes epidérmicas que estdo em grande parte infectadas (15-17). Os
mediadores de dano tecidual na RH sdo parcialmente conhecidos, com quantidades
aumentadas de citocinas Thl, como TNF-a, I[FN-y, IL-12 e IL-2, claramente demonstradas
tanto em RR como em ENH. No entanto, ainda ndo estd claro se o perfil inflamatorio
observado nas lesdes ou no sangue durante as reagdes ¢ a causa ou consequéncia dessas

reagoes.

O receptor ativador expresso em células mieloides-1 (do inglés: triggering receptor
expressedonmyeloid cells-1 - TREM-1) é um receptor da superficie celular, expresso
principalmente em neutrdfilos e mondcitos e envolvido na amplificagdo da resposta
inflamatoria (18,19). Em certas doengas associadas a inflamacao, o TREM-1 também pode ser
encontrado como uma forma solavel (sTREM-1), que pode regular negativamente a
sinalizagdo do receptor TREM-1 (20). Embora a fonte celular de STREM-1 permaneca pouco
clara, o papel do sSTREM-1 relacionado a algumas doengas infecciosas tem sido amplamente
investigado (18-20). Em um estudo avaliando a correlagdo entre STREM-1 e Leishmaniose
Visceral, os autores descobriram que niveis elevados de sTREM-1 circulante foram
correlacionados diretamente com a gravidade da doenca, e altos niveis de STREM-1 foram
observados em pacientes com LV ndo sobreviventes (18). Pesquisas relatam o potencial uso

do sTREM-1 como biomarcador para infec¢des por patdgenos intracelulares e doencas
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inflamatorias, como a leishmaniose (18), a tuberculose pulmonar (21), a artrite reumatoide
(19) e a sepse (22). Além disso, o STREM-1 pode ser util como biomarcador para avaliar a
gravidade da doenga e o desfecho de pacientes com sepse (23). Além desses estudos em
algumas doencas bacterianas, ndo ha pesquisas avaliando o papel do TREM-1 na hanseniase.
Considerando os potenciais efeitos do TREM-1 nas reacdes inflamatorias e na infec¢ao
intracelular, como relatado na leishmaniose e tuberculose, hipotetizamos que o TREM-1
também esteja envolvido na reagdo a hanseniase e na incapacidade neural na infecg¢ao pelo M.

leprae, além da forma de apresentacdo clinica da doenga.

Os sinais clinicos podem ser escassos na doenca inicial, levando a um diagnoéstico tardio ou
diagnostico erroneo. Geralmente, os pacientes costumam procurar suporte médico quando
comecam a apresentar alguma complicac¢do clinica, como a RH. A identificagdo de algum
biomarcador para auxiliar no prognoéstico da hanseniase e no diagndstico precoce da RH ¢
necessaria na situagdo atual da doenca. Portanto, este estudo teve como objetivo identificar
mediadores inflamatorios na apresentacao clinica da hanseniase e sua complicagdo, como RH
e incapacidade fisica. Nossos resultados relataram, pela primeira vez, que os niveis elevados
de sTREM-1 estdo associados a hanseniase virchoviana e, principalmente, & RH e ao
comprometimento neurologico. Assim, essa molécula pode ser um importante biomarcador

para o monitoramento da RH e incapacidade fisica na infec¢ao por hanseniase.

MATERIAIS E METODOS

Consideracoes Eticas

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Sergipe
(CAAE 0152.0.107.000-07). Todos os sujeitos assinaram um termo de consentimento livre e

esclarecido (TCLE) concordando em participar do estudo.

Participantes do Estudo e Coleta de Dados

Foram incluidos 76 individuos: 23 PB, 28 MB e 25 HHC (contatos domiciliares).
Considerava-se o HHC qualquer pessoa que vivesse em contato préximo e prolongado com os

pacientes com hanseniase, mas que ndo apresentasse relacdo genética. Aqueles eram
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comumente o conjuge do paciente. Os pacientes com hanseniase deste estudo foram atendidos
no ambulatério de dermatologia do projeto (DES)-MANCHA - Universidade Federal de
Sergipe, no Hospital Universitario (cidade de Aracaju, Brasil). Cada sujeito foi
completamente examinado para a classificacdo da forma clinica da hanseniase, reagdes
hansénicas e deficiéncias neurologicas. Cada paciente foi classificado como portador de uma
das formas clinicas caracterizada por Ridley-Jopling antes do tratamento pela
poliquimioterapia (PQT) para hanseniase, de acordo com os padrdes do Ministério da Saude e
Associagdo Internacional de Hanseniase (ILA). Como mencionado anteriormente, com base
na andlise histopatologica, os pacientes foram ainda classificados como: Hanseniase
Indeterminada (HI), Tuberculoide (HT), Dimorfa (HD) ou Virchoviana (HV). Os critérios de
exclusao foram individuos com algumas doencgas que afetam a resposta imune, como infec¢ao

por HIV e HTLV-I, diabetes e doengas neuroldgicas.

Dosagens de sSTREM-1 por ELISA

O sangue total foi coletado em tubos com heparina (10 Ul/ml) e centrifugado para coleta de
soro. As amostras de soro foram armazenadas em freezer a -80°C.Os niveis de sSTREM-1 no
soro foram medidos por kits de ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) especificos
(DuoSet, R & D Systems, Abingdon, UK). A absorbancia a 450nm foi medida usando um
leitor de microplacas (Epoch, BioTek, Luzern, Sui¢a), com uma corre¢do de comprimento de
onda ajustada em 570nm para subtrair o fundo. Uma curva padrdo foi gerada para cada

conjunto de amostras analisadas usando o protocolo recomendado pelo fabricante.

Analise Estatistica

As concentracdes de sSTREM-1 foram comparadas entre os diferentes subgrupos (PB, MB e
HHC) e de acordo com as formas clinicas da hanseniase, além da ocorréncia de RH e do grau
de incapacidade fisica. Média, mediana e desvio padrdo dos grupos foram calculados. Os
testes de D'Agostino e Pearson foram aplicados para analisar dados que exibiram distribui¢ao
normal. As diferencas estatisticas entre os grupos foram determinadas pelos testes U de
Mann-Whitney. As comparacdes de médias para um dado pardmetro foram feitas por testes t
ndo paramétricos. Todas as analises foram realizadas pelo software GraphPad Prism, versao 7.

Os resultados foram considerados estatisticamente diferentes com um valor de p <0,05.
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RESULTADOS

Caracteristicas clinicas e demograficas da amostra

Nao foram observadas diferengas estatisticas em relagdo a média de idade dos pacientes MB
(Média + Desvio Padrao; 43.6 = 15.9), PB (49.6 £ 18.9) e HHC (46.9 + 14.5). A propor¢ao de
homens com a forma MB (57,1%) foi, no entanto, significativamente maior do que a
apresentada com PB [26,1%; p-valor = 0,02; OddsRatio (OR) = 3,77] (Tabela 1). Como era
esperado, os pacientes com MB apresentaram maior namero de lesdes (6,58 + 2,85) do que os
PB (1,91 £ 1,59; p-valor <0,0001) e a ocorréncia de reagdo hansénica foi significativamente
maior em quem tinha a forma MB (71,4%) que PB (17,4%; p-valor = 0,0001; OR = 11.88).
Observamos também que a ocorréncia de incapacidade fisica ocorreu com maior frequéncia

em MB (60,7%)do que os pacientes PB (10,7%, p-valor = 0,03; OR = 3,53).

Tabela 01. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes e contatos domiciliares.

Variaveis (nl\i];S) (n 1;1323) (;—IE;;) Valorde p Odds ratio IC (95%)
Idade
(Variagio) 10 - 68 11-81 20-72
Média + DP 43.6+ 159 49.6+18.9°  469+145 022
nM(i/sg“l‘“" 16 (57.1%)" 06 (26.1%)" 09 (39.1%)  **0.02 3.77 1.14 to 12.48
0
N. de Lesoes 2-14 1-5 -
(Variag2o)
Média = DP 6.58 £2.85 1.91+1.59 - *<0.0001
Reaciio Hansénica o 0 ok
n (%) 20 (71.4%) 4 (17.4%) - 0.0001 11.88 1.53 0 5.16
Grau de IFn (%) N o
Degree 0 11 (39.3%) 16 (50%) -
%003 3.53 1.09 to 11.36
17 (60.7%) 7 (10.7%) -

Degree 1 and 2

MB = Multibacilar; PB = Paucibacilar; HHC = Controle Contactante; IC = Intervalo de Confianga; DP = Desvio Padrio;
IF = Inervalo de Confianga; * Unpairedtest; **Fisher exacttest
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Os niveis séricos de STREM-1 estdo associados a complicagdes clinicas na hanseniase

Inicialmente foram avaliadosos niveis séricos de sSTREM-1 de acordo com a classificagdo
operacional da hanseniase. Foi observado que pacientes MB apresentaram niveis mais
elevados de STREM-1 (246,2 + 162,9pg/ml), quando comparados aos PB (166,2 + 99,7pg/ml;
p-valor = 0,053) e aos controles contactantes (HHC = 153,9 + 110,3pg/ml; p-valor = 0,01)
(Grafico 1).

Similarmente, foram observados niveis mais elevados de sSTREM-1 em pacientes com a forma
clinica HV (296,3 + 231,3pg/ml) em comparacao com as demais formas clinicas HI (164,5 +
107,6pg/ml), HT (167,3 £+ 98,5pg/ml), HD (181 £ 121,4pg/ml) e com controles contactantes
(153,9 = 110,3pg/ml; p-valor = 0,03).

1000+ | p=0.01 | 000-
p = 0.053 p=0.03
P P
800+ 800-
) oy
E E
3 600 S 600
= =
A - - L]
& 400 E 400
E ] . o ] . bt
™ - . F . = . .
. * " l:. @ * w” * ‘:‘
200{ —*=— 5. " 200{ _: " woo
*ragae L — s - TET a
’ . RE S K
0 . . ' ol— . '
MB PB HHC HI HT HD Hy HHC
CLASSIFICACAO OPERACIONAL FORMAS CLINICAS

Grafico 1. Niveis séricos de STREM-1 em pacientes com hanseniase e controles contactantes
(HHC) de acordo com a classificagdo operacional (A): MB (Multibacilar) e PB (Paucibacilar).
E formas clinicas (B): HI (Hanseniase Indetarminada), HT (Hanseniase Tuberculoide), HD
(HanseniaseDimorfa) e HV (HanseniaseVirchoviana).

Uma vez que os pacientes com a forma MB apresentaram os maiores percentuais de

ocorréncia de reagdo hansénica (71,4%) e grau de incapacidade fisica 1 ou 2 (60,7%), € que os
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pacientes MB também apresentaram os maiores niveis séricos de sTREM-1, decidiu-se

comparar os niveis de STREM-1 com as complicacdes clinicas da hanseniase.

Foi observado que pacientes com incapacidade fisica apresentaram niveis mais elevados de
sTREM-1 (263,7 £ 169,9pg/ml), quando comparados com aqueles sem incapacidade fisica
(144,3 + 87,3pg/ml; p-valor = 0,001) (Grafico 2). Além disso, foram comparados também os
niveis de STREM-1 de acordo com o grau de incapacidade fisica (GIF). Pacientes com GIF 2
apresentaram niveis mais elevados de sSTREM-1 (356,1 + 15,1pg/ml), quando comparado com
paciente com GIF 1 (260,5 = 176,6pg/ml; p-valor = 0,03) e GIF 0 (144,3 +87,3pg/ml; p-valor
= 0,005). Em relagdo a ocorréncia de reacdo hansénica, foi observado que pacientes com
episodios reacionais apresentaram niveis séricos de sSTREM-1 (256,7 = 173,8pg/ml) mais

elevados do que aqueles sem reacdo hansénica (160,1 = 92,3pg/ml; p-valor = 0,02).

STREM-1 (pg/mlL)

1000 10007 | P = 0.005 ! 10007
. p=0o0t  P=0002  p=003 b2
800 800 800
3 Z
600 S 600 S 600
e =
4004 - E 4004 . E 4004
: : —— E :
- " @ L b,
200 :§.. . 200{ . —— 200 4.;:7 —
T —he— - i e
0 ..'. + 0 sy - T 0 ¢ T
NAO SIM 0 1 2 NAO SIM
INCAPACIDADE FiSICA GRAU DE INCAPACIDADE FiSICA REACAO HANSENICA

Grafico 2. Niveis séricos de STREM-1 em pacientes com hanseniase de acordo com a
ocorréncia de incapacidade fisica (A), com o grau de incapacidade fisica (B) e reacao
hansanica (C).

Para determinar os melhores valores de corte para o STREM-1 como biomarcador, foi
aplicado teste de curva ROC. Com isso, foram identificados os melhores valores de
sensibilidade e especificidade para discriminar pacientes com a ocorréncia de reagdo

hansénica e de incapacidade fisica. O ponto de corte identificado pelo teste para os maiores
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valores de sensibilidade e especificidade foi de 210 pg/ml. Com isso, foram comparadas
variaveis clinicas e demograficas dos pacientes com hanseniase que apresentaram niveis
séricos de STREM-1 acima e abaixo de 210 pg/ml. Foi observado que pacientes com niveis de
sTREM-1 >210 pg/ml apresentaram maior percentual da forma clinica HV (63,63%; p-valor
=0,05; OR =4,81); de ocorréncia de reagdo hansénica (54,16%; p-valor = 0,09; OR =2,81) e
incapacidade fisica (62,5%; p-valor = 0,004; OR = 5,83).

Tabela 2. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com hanseniase associados aos
niveis de STREM-1 acima de 210 pg/ml.

sTREM-1
Variavéis >210 pg/ml p-valor  Odds Ratio IC (95%)
n (0/0)

Masculino 11 (55%) 0.56 1.49 0.47 to 4.68
Classificacao o

operacional- MB 15 (65.22%) 0.09 2.81 0.86 t0 9.09
Forma clinica - HV 07 (63.63%) *0.05 4.81 0.89 to 25.8
Reagdo hansénica 13 (54.16%) 0.09 2.81 0.88 to 8.88
Incapacidade fisica 15 (62.5%) **0.004 5.83 1.71 to 19.91

MB: Hanseniase multibacilar. HV: Hanseniase virchoviana. IC: Intervalo de confianca. *p-
valor<0.05; **p-valor <0.01;

DISCUSSAO

Na hanseniase, a ocorréncia de episodios reacionais € o desenvolvimento de incapacidade
fisica representam as complicacdes clinicas mais severas da doenca. A infeccdo e lesdo de
nervos periféricos ¢ um sinal clinico relevante na doenga, embora os mecanismos
imunopatogénicos envolvidos nas lesdes ainda ndo sejam totalmente esclarecidos [4,8,9].
Nesse cendrio, a hanseniase pode evoluir para complicagdes clinicas limitantes denominadas

de reag¢des hansénicas (RH) e incapacidade fisica [8]. As RH sdo um fendmeno de inflamagao
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aguda que pode ocorrer antes, durante ou apds o tratamento. Na auséncia de intervencao
precoce, o paciente pode evoluir com sequelas graves que sdo responsaveis pelo forte estigma

social e comprometimento significativo da qualidade de vida.

Ademais, niveis séricos elevados de citocinas no paciente com a hanseniase desempenham um
papel importante na patogénese e podem estar associados as complicagdes clinicas da doenga.
As respostas das células T helper tipo 1 (Thl - mediadas sobretudo por IFN-y, IL-2 e TNF-a)
e Th17 (mediadas por IL-17A e IL-1P) estdo relacionadas com o controle da replicacdo e
dissemina¢do do M. leprae e esta presente na forma tuberculdide da hanseniase. Contudo,
estudos reforcam que respostas pro-inflamatorias exacerbadas podem aumentar o dano
tecidual, como ocorre nas RH [1,5,20-22]. Por outro lado, as respostas das células T helper
tipo 2 (Th2 — mediada por IL-4, IL-6 e IL-13) e T reguladoras (T reg — mediada sobretudo
pela citocina anti-inflamatoria IL-10 e TGF-B), estdo associadas as apresentacdes clinicas
multibacilares da hanseniase. Recentes estudos vém demonstrando o papel do sSTREM-1 nas
respostas inflamatorias e em infec¢des por patdgenos intracelulares como a leishmaniose (18),
a tuberculose pulmonar (21), a artrite reumatdide (19) e a sepse (22). Além disso, alguns
autores atestam que o STREM-1 pode ser util como biomarcador para a evolugdo clinica e o

desfecho de pacientes com sepse (23).

Este ¢ primeiro estudo a avaliar os niveis séricos de TREM-1 solavel em pacientes com
diferentes formas clinicas da hanseniase e seus controles contactantes. O presente estudo
estabelece associacdo com significancia estatistica entre niveis séricos elevados de sSTREM-1
e a forma MB da doenga, quando comparado aos PB e ao grupo controle contactante. Além
disso, niveis mais elevados de sTREM-1 foram também identificados na forma HV. Isto
sugere que o STREM-1, juntamente com outros parametros clinicos e laboratoriais, pode

servir como um biomarcador promissor para avaliar a gravidade na hanseniase.

Niveis mais elevados de STREM-1 foram também observados em pacientes com algum grau
de incapacidade fisica (1 ou 2) e naqueles com episodios reacionais. Isso sugere que o
STREM-1 pode estar diretamente relacionado as complicagdes clinicas da hanseniase. Além
do mais, foi observado que altos niveis circulantes de sSTREM-1, acima de 210pg/ml se

associa significativamente com a forma clinica HV e com a ocorréncia de incapacidade fisica.
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O sTREM-1 regula negativamente a sinaliza¢do do receptor TREM-1 via neutralizagdo de
ligante (18,19,20). Dessa forma, os niveis de STREM-1 aumentados, observados na RH e na
ocorréncia de incapacidade fisica, deve-se as respostas inflamatorias exacerbadas
desencadeada pelos altos niveis dessa molécula circulante no plasma. Portanto, ¢ possivel que
a liberagcdo de sSTREM-1 induzida pelo M. leprae potencialize a via inflamatoria e contribua
para a doenga, por prejudicar a sinalizagdao do receptor TREM-1. Essa resposta, vale ressaltar,
pode ser importante para o paciente, sobretudo pela ativagdo de neutréfilos que podem
fagocitar o bacilo durante a infeccdo. Assim sendo, no presente estudo, altos niveis de

sTREM-1 estdo associados a parametros clinicos de gravidade da hanseniase.

Em conclusdo, o sSTREM-1 sérico pode fornecer um novo biomarcador para o monitoramento
da hanseniase, para sua gravidade e prognostico, bem como para avaliagdo da atividade da
doenga e para resposta ao tratamento com PQT. A expressdo aumentada de STREM-1 na
hanseniase sugere que o TREM-1 possa desempenhar um papel na patogénese da doenga.
Apesar disso, sdo necessarios novos estudos, que avaliem sobretudo os mecanismos
imunolégicos e moleculares pelos quais o TREM-1 e o sTREM-1 podem afetar as

manifestagdes e progressao clinica da hanseniase.
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14. Cidade:

15. Estado:
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QUESTIONARIO

Estudo Imunoldgico e Genético na Hanseniase

3. Classificagao:
CASQO

2. Familia de Relagao

iNDICE (1) CONTROL E INDICE (2)

1. Ne Estudo: -

PARENTE da CASQO ()

HEREDOGRAMA

HISTORIA DA DOENGA PREGRESSA

36. Ja teve lesdo cutanea da Hanseniase anteriormente?

Se a resposta for NAQ, passe para a questio 44.

Sim(1) N&o(2) NS(3)  NA(99)

- mlql foi a data de .RA#QRES—KMB":N TAIS

U a idade de inicio?

16 Ja trabalhlou como (cagddanal acompanhou -0s?

Sirandy Nao (2) NS (HA(FNA(99)

1Z- Gaso a resposta se

a aEIrmaglva por quanto tempgo (aproximgdo)?

V0. TdsSU a rCspusta Seja

I miesbes oyEingps NA(99NA(99)

Prestimotguaritas 1500 ST

38: %Uﬁ.@ H:‘?@N!Fllﬁln AWM taneas caracteristicas de Hanseniase? Sim (‘l) MQQV?\ W&)lbe IHA?&Q‘,‘)J
10 Tnm |||-1 alnfnno na casaz - S:m (1) ac,{z)

56 *élrncajal\jguecnucaﬁéd élglll.u pald a 1T1alisciiiastc? OHHSH«] (1) I ,\U \7é) NSO I‘II"\\UU)
4. @é‘ﬁﬁéd@%é@gé@’@ afirmativa, vocé completou o tratamento? Sing(d) 1) ngd%k) NS (3) NA(99)

22. Biilssttm®empo durou o seu tratamento?

Sim (fesesNG0 (2)NA(99)

43; Base bro0 e 814 50 GPR G EmPO total?

Sim (1nesefgy (2NARE [8f 22 IRADD)

e A R S Y A T N A S A G e A,

DR T R
UutT Uuilud

gatdnidrigza’

Antg%‘le” Dur,qg&e@) ou DG}QR@@)) NA(99)

26. Caso a resposta seja afirmativa, ha quanto tempo parou? meses ou NA(99) [Se 24 for (2)]

27. Ha quanto tempo mora na mesma casa que o [caso indice]? meses ou  NA(99)

28. H& mais alguém [além do caso indice] com Hanseniase na familia? Sim (1) Né&o (2)

29. Caso a resposta seja afirmativa, quantos parentes? parentes ou NA(99) [Se 27 for (2)]
Pai/Mae (1) Irméos (2) Filho (a) (3)

30. Caso a resposta seja afirmativa, qual o grau de parentesco? SA(;I t?r iiwérzo(?a)) (6) Pré;rgﬂjﬁag)é?{)i) -I;i)?Jt(:Z) ((173)

NA (99) [Se 27 for (2)]

Sim (1) Nao (2) NA(99)
31. Esta(as) pessoa(as) RESIDEM na mesma casa que vocé? Reside na mesma casa, mas néo é parente
4)
32. Vocé ja recebeu BCG? Sim(1) N&o(2) NS (3
33. Vocé ja recebeu a segunda dose da BCG? Sim(1) Nao(2) NS(3)
34. Algum dos seus parentes recebeu a 22 dose da vacina BCG? Sim (1) N&o(2) NS(3)
. e . . o Pai/Mae (1) Irméos (2) Filho(a) (3)
?
35. Caso a resposta acima seja afirmativa, quais familiares? Avés (4)  Primos (5)  Sobrinho(a) (6)
Tio(7) Cobnjuge(8) NA(99) Outro(10)
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HISTORIA DA DOENGA ATUAL

45.

Observa-se lesdo cutanea ativa?

Sim(1) Nao(2) NS(3)  NA(99)

46.

Caso a resposta seja afirmativa, apresenta quantas lesdes?

lesbes ou NS(3%) NA(99)

47.

Caso a resposta seja afirmativa, ha quanto tempo apresenta essas lesao(des)?

(meses) ou  NS(3%) NA(99)

48.

Vocé esta tratando a Hanseniase ativa? Caso sim responder a questao 77

Sim (1) N&o (2) NA(99)

49.

Houve confirmagéo da Hanseniase por biopsia?

Sim (1) Nao(2) NS(3)  NA(99)

50.

Qual o nome do Hospital/lUBS que recebe atendimento?

ou NS (3) NA(99)

51. Qual a Forma Clinica? HI (1) HT (2) HDT (3) HD (4)
HDV (5) HV(6) Neural (7)  NA(99)
52. Qual o esquema terapéutico ou drogas utilizadas? PQT/PB (1) PQT/MB (2) NS (3)
NA(99)
53. Tem a marca da vacina BCG? Sim (1) Nao (2) NS (3) NA(99)
54. Apresenta sangramento ou formagao de crostas nasais? Sim (1) N&o (2) NS (3) NA(99)
. . . C Grau Zero (1) Grau 1 (2) Grau 2 (3)
55. Grau de incapacidade avaliado no exame neuroldgico: Grau3 (4) NA(99)
INFORMAGAO ADICIONAL
DETECCAO DE DOENGAS ALERGICAS - ASMA
56. Alguma vez na vida, vocé teve sibilos (chiado no peito)? Sim(1) N&o(2) NS(3) NA(99)
Se a resposta for NAO, passe para a questao 59.
57. Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve sibilos (chiado no peito)? . =
Se a resposta for NAQ, passe para a questio 59. Sim(1)  Nao(2) NS(3) NA(99)
Nenhuma(1) 1 a 3 crises(2)
58. Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos vocé teve? 4 a12crises (4) +de12(5)
NS(3) NA(99)
Nunca acordou com chiado (1)
59. Nos ultimos 12 meses, com que freqiiéncia vocé teve seu sono Menos de 1 noite por semana (2)

perturbado por chiado no peito?

1 ou mais noites por semana (4)
NS(3) NA(99)

60. Nos ultimos 12 meses seu chiado foi tdo forte a ponto de impedir que vocé conseguisse Sim(1) Nao(2) NS(3) NA(99)
dizer mais de duas palavras entre cada respiragao?

61.

Alguma vez na vida vocé teve asma?

Sim(1) N&o(2) NS(3) NA(99)

62.

Nos ultimos 12 meses vocé teve chiado no peito apds exercicios fisicos?

Sim(1) N&o(2) NS(3) NA(99)

63.

Nos ultimos 12 meses vocé teve tosse seca a noite, sem estar gripado

ou com infecgdo respiratoria?

Sim(1) N&o(2) NS(3) NA(99)
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DETECCAO DE DOENGCAS ALERGICAS — RINITE (13 A 14 anos)
OBS: Todas as perguntas s&o sobre problemas que ocorreram quando vocé néo estava gripado ou resfriado!

64. Alguma vez na vida vocé teve problema com espirros ou coriza

(corrimento nasal), quando n&o estava resfriado ou gripado?
Se a resposta for NAO, passe para a questao 67.

Sim(1) N&o(2) NS(3) NA(99)

65.

Nos ultimos 12 meses vocé teve algum problema com espirros,
coriza (corrimento nasal) ou obstrugdo nasal quando néo estava
gripado ou resfriado? Se a resposta for NAO, passe para a questao 67.

Sim(1) N&o(2) NS(3) NA(99)

66.

Nos ultimos 12 meses esse problema nasal foi acompanhado de
lacrimejamento ou coceira nos olhos?

Sim(1) N&o(2) NS(3) NA(99)

67. Nos ultimos 12 meses, quantas vezes suas atividades diarias foram Nada(1) U"? pouco(2)
atrapalhadas por esse problema nasal? Moderado(4) Muito (5)
NS(3) NA(99)

68.

Alguma vez na vida vocé teve rinite alérgica?

Sim(1) N&o(2) NS(3) NA(99)

DETECGAO DE DOENGAS ALERGICAS — DERMATITE ATOPICA

69.

Alguma vez na vida vocé teve manchas com coceira na pele,que
apareciam e desapareciam por pelo menos 6 meses?
Se a resposta for ndo, passe para a questao 73.

Sim(1) N&o(2) NS(3) NA(99)

70.

Nos ultimos 12 meses vocé teve essas manchas na pele (eczema)?
Se a resposta for ndo, passe para a questado 73.

Sim(1) N&o(2) NS(3) NA(99)

71. Alguma vez essas manchas com coceira afetaram algum dos seguintes
locais: dobras dos cotovelos, atras dos joelhos, na frente dos tornozelos,
abaixo das nadegas ou em volta do pescoco, orelhas ou olhos? Sim(1)  N&o(2) NS(3) NA(99)
72. Alguma vez essas manchas com coceira (eczema) desapareceram Sim(1) N&o(2) NS(3) NA(99)
completamente nos ultimos 12 meses?
Nunca nos ultimos 12 meses (1)
73. Nos ultimos 12 meses, quantas vezes, aproximadamente, vocé ficou Menos de 1 noite por semana (2)
acordado a noite por causa de coceira na pele? 1 ou mais noites por semana (4)
NS(3) NA(99)
74. Alguma vez vocé teve eczema? Sim(1)  N&o(2) NS(3) NA(99)
EXAMES COMPLEMENTARES
75. Baciloscopia Positiva(1) Negativa(2) NA(99)
76. Bidpsia (descrever)
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Lo 1° Exame 2° Exame 3° Exame
77. Parasitolégico de Fezes:
78. Ha quantos meses trata a Hanseniase ativa? (meses)
79. E Tabagista? Se a resposta for sim responda a questao seguinte Sim(1)  N&o(2)
80. Quantos cigarros diarios?
APENDICE B - Termo de Consentimento Livre Esclarecido para o Estudo

Da Resposta Imune
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CONSENTIMENTO INFORMADO PARA O ESTUDO DA RESPOSTA IMUNE

Nome do Projeto: Estudo Imunoldgico e Genético na Hanseniase

NOME DO PACIENTE: Registro.HU:
Ne: -

Investigador Principal: Amélia Ribeiro de Jesus, médica, Hospital Universitirio Rua

Claudio Batista S.N, Bairro Sanatorio, Aracaju, Brasil. Tel: (79)3218-1805.

Convite e Objetivo:

Vocé ¢ convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo entender porque as
pessoas tém Hanseniase. Este estudo incluird 90 pessoas com esta doenga que apresentam
formas diferentes de feridas na pele. Além das informagdes deste documento vocé pode
perguntar tudo sobre o estudo ao seu médico. Caso decida participar do estudo vocé sera

solicitado(a) assinar este formulario de consentimento.

Participacido voluntaria: A sua participagdo ¢ voluntaria. Vocé pode decidir ndo participar
do estudo em qualquer momento, sem perder os beneficios dos cuidados médicos prestados e
de seu tratamento. Caso, apOs aceite participar, resolva descontinuar sua participagdo, isto
sera feito sem qualquer prejuizo para vocé. Participando ou ndo do estudo vocé recebera o

medicamento utilizado para o tratamento da Hanseniase.

Finalidade do estudo: Este estudo vai estudar como o seu corpo se defende quando atacado
pela bactéria que causa esta doenca. Para isto estudaremos o seu sangue € uma parte do exame

de bidpsia de sua ferida na pele.

Procedimentos: Caso vocé concorde em participar do estudo, além de ser examinado por um
médico clinico, realizar bidpsia da lesdo, teste intradérmico e exame de secrecdo de sua
orelha, métodos que sdo necessarios para o diagnostico da doenga, vocé doard 40ml de sangue
(mais ou menos 3 colheres de sopa) para a pesquisa dos mecanismos de defesa do organismo.
A retirada do pedago da pele ou da ferida para diagnéstico da sua doenga serd feita com

anestesia para vocé ndo sentir dor e parte deste material podera ser utilizado para os estudos
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da defesa do seu corpo contra a bactéria que causa a doenca. Caso o diagndstico de

Hanseniase ndo seja confirmado, todo o material obtido para pesquisa sera destruido.

Duracéo do estudo: Apds a assinatura do termo de consentimento sua participagao no estudo
¢ de 5 anos, a contar do primeiro dia de tratamento, caso vocé tenha Hanseniase.
Periodicamente, vocé sera examinado para determinar a cura da doenga ou necessidade de

utilizacao de novo tratamento, que também lhe sera fornecido gratuitamente.

Confidencialidade: Qualquer informacgao obtida durante este estudo s6 sera do conhecimento
da equipe médica e do 6rgdo que protege o individuo em pesquisas (Comité de ética do
Hospital Universitario) Vocé e qualquer participante desse estudo nao sera identificado por
nome nas publica¢des dos resultados do estudo. Apenas os representantes do Comité de Etica

em Pesquisa poderdo ver sua ficha clinica.

Analises de riscos e beneficios: A retirada de seu sangue e de um pedaco da ferida sdo feitos
se vocé tiver ferida, ainda antes do tratamento, para confirmar o diagnostico da doenca. Dor
leve na retirada de sangue devido & puncdo com agulha pode ocorrer. Em casos raros a
retirada de sangue provoca sangramento ou mancha roxa na pele. Como anestesia local ¢
utilizada, a retirada de um pedaco da ferida nao ¢ acompanhada de dor. O tratamento que vocé
recebera ¢ igual ao que todos os pacientes receberdo participando ou ndo do estudo. A
participa¢do lhe trard como beneficio um acompanhamento clinico mais freqliente. Um
médico lhe visitara em sua casa para examinar também sua familia. Vocé deve retornar as

consultas médicas regularmente de acordo com marcagdo de seu cartdo do Ambulatério do

HU

Retorno de beneficios para o sujeito e para a sociedade: A Hanseniase ¢ relacionada a
reacdo do seu organismo contra a bactéria que causa a doenga e o conhecimento destas
reagoes do seu corpo pode contribuir nao sé para o entendimento da doenga como para o
aparecimento de novas formas de tratamento ou controle os sintomas e também formas de

previnir a doenga.

Custos: Vocé ndo terd custos com o tratamento. Vocé ndo recebera pagamento por sua

participagdo neste estudo.



67

Esclarecimentos: Caso vocé precise de atendimento médico durante o estudo, vocé pode
contactar um dos seguintes Médicos pelo telefone (79)3237-7353: Dra. Amélia Ribeiro de
Jesus, Dr. Emerson Ferreira da Costa ou Dr. Roque Almeida. Caso vocé queira saber alguma
coisa sobre seus direitos e de seu filho, como paciente, vocé pode procurar o Comité de Etica
do Hospital Universitario, cujo enderego encontra-se no inicio deste consentimento ou pelo

telefone (79) 3218-1805.

Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e vocé
concorda em participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. A vocé serd entregue uma

copia deste formulario para guardar.

Assinatura do participante Data Hora

Assinatura do pesquisador Data Hora

Assinatura da testemunha (apenas analfabetos) Data Hora
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre Esclarecido para o Estudo

Da Resposta Imune para Menores de Dezoito Anos
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA MENORES DE IDADE
(MENORES DE 18 ANOS)
ESTUDO DA RESPOSTA IMUNE

Nome do Projeto: Estudo Imunologico e Genético na Hanseniase

NOME DO PACIENTE: Registro.HU:
Ne: -

Investigador Principal: Amélia Ribeiro de Jesus, médica, Hospital Universitario Rua

Claudio Batista S.N, Bairro Sanatorio, Aracaju, Brasil. Tel: (79)3218-1805.

Convite e objetivo: Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo cientifico para
determinar as razdes porque pessoas desenvolvem Hanseniase. NOs perguntaremos a vocé
sobre a sua saude. Um médico fara exame fisico em vocé, incluindo boca e nariz. Isto nao
causara dor em vocé. Entdo, nds tiraremos um pouco de sangue (cerca de duas colheres de
sopa) de seu braco usando uma seringa e agulha descartaveis para realizar alguns exames que
ajudardo a explicar a doenga. NoOs também iremos fazer um teste na pele, onde nods
injetaremos uma pequena quantidade de liquido (duas gotas) no seu brago usando uma agulha
fina. Nos também vamos precisar remover um pequeno pedaco da pele ou do nariz para
confirmar se vocé tem a doenca. Isso sera feito por um médico no hospital, com anestesia
local para evitar dor. Nos esperamos através deste estudo esclarecer mais sobre a doenca,
entendé-la e assim poderemos preveni-la no futuro.

Vocé pode ndo participar deste estudo. Se vocé quer nos ajudar, por favor, assine ou coloque

sua impressao digital abaixo.

Assinatura ou impressdo do paciente Data Hora
Assinatura ou impressao do responsavel Data Hora
Testemunha Data Hora

Pesquisador Data Hora
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