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RESUMO

Associacao entre a hanseniase com os polimorfismos de IL-17 rs 2275913 e do MCP-1

rs1024611, Adriana Barbosa de Lima Fonseca, Aracaju, 2016.

A hanseniase € uma infec¢do cronica causada pelo Mycobacterium leprae o qual afeta pele e
nervos periféricos. Varios aspectos genéticos relacionados a patogénese e a variabilidade
fenotipica da resposta imune do hospedeiro precisam ser mais estudados em hanseniase uma
vez que polimorfismos de genes envolvidos na resposta imune ao patégeno podem estar
associados a manifestacao ou ndo da doenca e sua evolugao clinica. Trata-se de um estudo de
caso-controle que teve como objetivo analisar a possivel associagdo entre os polimorfismos
rs2275913 de IL-17 e rs1024611 de MCP-1 com a hanseniase. A amostra foi composta de 199
pacientes e 85 contactantes sauddveis ndo consanguineos coabitantes dos casos. Os
polimorfismos foram analisados utilizando a técnica de reagdo em cadeia de polimerase em
tempo real Tagman. Para andlise estatistica foi utilizado o software SPSS versdao 22.0 com
emprego do teste T de Student para amostras independentes, teste do qui-quadrado e teste
exato de Fisher quando apropriado e analise de agrupamentos. Houve diferenga na
distribui¢ao de genotipos GG de MCP-1 (p=0,015) e GG de IL-17 (p=0,031) entre doentes e
contactantes. Nao houve diferenga quando da comparagao da distribui¢do dos genotipos de
MCP-1 e IL-17 entre os doentes estratificados pelas formas clinicas paucibacilar e
multibacilar (p=0,46 3 p=0,14 respectivamente). A analise dos individuos doentes e
contactantes segundo as varidveis idades, sexo e gendtipos de MCP-1 e IL-17 permitiu
discriminar cinco grupos. Quando da andlise de agrupamento segundo frequéncia genotipica e
caracteristicas clinicas, os grupos 1 e 5 foram constituidos por doentes que apresentavam
somente o gendtipo GG de IL-17 e maior frequéncia dos gendtipos AG e GG de MCP-1
(p=0,0001). Possivelmente a presenga do genotipo GG de MCP-1 e gendtipo GG de IL-17

contribuiram para a manifestagdo da doeng¢a nos individuos estudados.

Descritores: Hanseniase. Resisténcia. Imunopatogénese. Imunogenética



ABSTRACT

Association between leprosy with polymorphisms of IL-17 rs 2275913 and MCP-1 rs1024611,

Adriana Barbosa de Lima Fonseca, Aracaju, 2016.

Leprosy is a chronic infection caused by Mycobacterium leprae which affects skin and
peripheral nerves. Various aspects related to genetic and phenotypic variability of the
pathogenesis of immune response need to be further studied. In leprosy several
polymorphisms of genes involved in the immune response of the host to pathogen were
associated with leprosy per se and its clinical course. This present case-control study aimed to
examine the possible association between polymorphisms rs2275913 of IL-17 and rs1024611
of MCP-1 with leprosy. The sample was composed of 199 patients and 85 healthy individuals
unrelated households of the cases. The polymorphisms were analyzed using the PCR
technique Tagman. For statistical analysis we used the software SPSS version 22.0 with
employment of the Student T test for independent samples, Chi-square and Fisher's exact test
where appropriate and analysis thereof. There were differences in the distribution of
genotypes of MCP-1 and IL-17 between leprosy and contactant controls (p = 0.015 and p =
0.031 respectively) with greater frequency of genotype GG in the leprosy patients. The
comparison of the distribution of genotypes between the groups stratified by multibacillary
and paucibacillary clinical forms, did not show any difference in the distribution of genotypes
of either MCP-1 or IL-17 in the patients with the operacional forms (p = 0.46 and p=0.14
respectively). The analysis of sick and healthy individuals according to the variables age, sex
and genotypes of MCP-1 and IL-17 allowed to discriminate five groups. Groups 1 and 5 were
composed of patients who had only the GG genotype of IL-17 while the GG genotype of
MCP-1 was more frequent in Group 1 which was composed of mostly patients (p = 0.0001).
Possibly the presence of genotype GG of MCP-1 and IL-17 GG genotype contributed to the

outcome of the disease in the studied subjects.

Keywords: Leprosy. Resistance. Immunopathogenesis. Immunogenetics
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1 INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenga causada por uma micobactéria intracelular obrigatoria, o
Mycobacterium leprae (M. leprae), de alta infectividade mas baixa patogenicidade, a qual
possui longo periodo de incubacdo e provoca lesdes na pele, mucosa do trato respiratorio
superior e nervos periféricos (RINALDI, 2005). A doenga ¢ complexa e a manifestagdo clinica
depende ndao apenas do agente infeccioso, mas, sobretudo, de fatores ambientais,
socioecondomicos € da predisposicao individual do hospedeiro influenciada por fatores

genéticos (TEIXEIRA et al., 2010).

Trata-se de uma doenga cronica, infectocontagiosa e de notificagdo compulsoria em
nosso pais. E transmitida principalmente pela via aérea superior de pacientes multibacilares
nao tratados e tem como porta de entrada mais provavel o trato respiratorio. Os continentes
asiatico e africano sdo considerados como o berco dessa doenga cujos relatos mais remotos

sao de 600 a.C. (BRASIL, 2014).

Em conformidade com os relatorios oficiais de 103 paises e territorios, a prevaléncia
global registrada da hanseniase no final do primeiro trimestre do ano 2014 foi de 180.464
casos (WHO, 2015). A doenga manifesta-se através de um amplo espectro clinico cujas formas
sdo influenciadas pela resposta imune do hospedeiro contra o bacilo. Tais manifestacdes
clinicas incluem os polos denominados de hanseniase tuberculéide (HT), com predominio de
uma resposta Thl especifica e controle da multiplicacio do M. leprae, ¢ hanseniase

virchowiana (HV), com uma resposta Th2 disseminada.

As complicacdes dessa doenga, conhecidas como reacdes hansénicas, geralmente sdo
decorrentes de fendmeno inflamatdrio agudo que pode ocorrer durante ou apods o tratamento.
Os danos neurolégicos que surgem no curso de tais reagdes podem causar deformidade

cronica irreversivel.

Além disso, mesmo apds o tratamento, os pacientes muitas vezes necessitam de
cuidados por apresentar reagdes hansénicas, ou até mesmo déficits neurologicos permanentes
(LOCKWOOD, 2004; GOULART, GOULART 2008; MEIMA, et al., 2008; SCOLLARD,
2008). Em virtude das deformidades e incapacidades fisicas comumente vistas nos casos
avancados, a hanseniase estd fortemente vinculada a estigmas de rejei¢ao e ostracismo social.
Esses estigmas prejudicam sobremaneira tanto o diagndstico quanto o tratamento uma vez que
dificultam a aceitagcdo da doenga por parte do individuo acometido e de seus familiares.

Alguns fatores justificam o dificil controle da hanseniase. A impossibilidade atual de
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cultivo in vitro do seu agente etioldgico, dificultando a realizacdo de estudos experimentais e
o desenvolvimento de vacinas; propaga¢do do bacilo que se da principalmente por via aérea;
alta infectividade e baixa viruléncia e patogenicidade, e periodo de incubagdo longo variando
de 2 a 5 anos, dificultando a identificacdo de individuos transmissores na populagdo; tropismo
pelas células do sistema nervoso periférico, o que possibilita sua multiplicagio em um
ambiente pouco permissivo a acdo de medicamentos e dos produtos da resposta imune

(BRASIL, 2014).

O individuo infectado, na dependéncia de sua resisténcia natural pode desenvolver
uma das formas da doenga, que tem uma expressdo espectral, refletindo os varidveis graus de
resposta imune dos pacientes. O controle de uma infeccdo depende da habilidade do
organismo produzir uma resposta imune eficiente que controle o agente infeccioso, mas nao
induza muito dano tecidual. Na hanseniase, a natureza espectral da doenca ¢ altamente
dependente do tipo de resposta imune que o individuo infectado desenvolve, tornando-se,
entdo, um sistema atraente de investigacdo do mecanismo de regulacdo de respostas imunes,
mecanismos de patogénese e a influéncia genética do hospedeiro (GULIA; FRIED;

MASSONE., 2010; MASSONE, et al., 2010).

Estudos sobre a resposta imune do hospedeiro ao M. leprae e seu papel na
determinacdo de susceptibilidade e respostas imunes inatas e adaptativas facilitam o
entendimento acerca das formas clinicas manifestas pelo individuo. A susceptibilidade ou
resisténcia ao M. leprae, assim como o comportamento clinico apresentado pelos pacientes
que desenvolvem a doenga, sdo influenciados por caracteristicas genéticas do hospedeiro. A
existéncia de polimorfismos (SNPs) genéticos, mutagdes pontuais no genoma que ocorrem em
mais de 1% das populagdes, explicam essa susceptibilidade/resisténcia a diversas doencas de
heranga complexa, incluindo as infecciosas. Estudos nos ultimos 30 anos sobre os
determinantes genéticos dessas respostas imune tem esclarecido a imunopatogénese da
hanseniase e sugerem fortemente que fatores genéticos influenciam a susceptibilidade a
hanseniase e sua evolugdo clinica (CASANOVA, et al., 2002; REMUS; ALCAIS; ABEL,
2003; ALCAIS, et al, 2005). No entanto, ainda ha muitas lacunas a serem elucidadas a

respeito dos fatores do hospedeiro que regulam a susceptibilidade a doenca.

O presente estudo objetiva criar um banco de informagdes fenotipicas e de acido

desoxirribonucléico (DNA) de doentes com hanseniase, seus controles e familiares, e realizar
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e estudos de associacdo de SNPs que foram associados a outras doencas causadas por agentes

infecciosos intracelulares com a hanseniase e suas manifestacdes clinicas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Aspectos epidemiologicos da hanseniase

A hanseniase ¢ uma doenca endémica em alguns paises da Africa, Asia e América
Latina, inclusive no Brasil. Apesar de tratavel, a deteccdo de casos novos indica transmissao
continuada da infec¢do na comunidade e, de acordo com dados da OMS, no primeiro trimestre

de 2014 foram detectados 180.618 casos novos em todo mundo (Figural).

Figura 1. Mapa representando as taxas de detec¢do de casos novos de hanseniase no mundo

por 100.000 habitantes, relatados a OMS, janeiro 2014

New case delection rates (per 100 000 population)
-0 [ Mot reportsd o JL
B 10100 [ Not applicable /

D
[ 0cases reported

Fonte: WHO, 2015.

Por outro lado, no Brasil, segundo dados disponibilizados pelo Ministério da Satide em
18/06/2015, foram detectados no ano de 2014 cerca de 31.000 casos novos de hanseniase, dos
quais cerca de 8% foram individuos com idade inferior a 15 anos. Considerando as regides
brasileiras, foram detectados 13.523 casos novos na regido Nordeste e, no que se refere as
unidades federativas, o coeficiente de prevaléncia de casos novos em Sergipe no ano de 2014
foi de 1,22/10.000 habitantes.

A proporcao de individuos recém-diagnosticados com deformidades grau 2 em paises

com registro de >100 casos novos ¢ um sensivel indicador que reflete tanto grau de
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conscientiza¢do da comunidade em relagdo a doenga, como também na capacidade do sistema
de satde em detectar precocemente casos novos a fim de prevenir o aparecimento de

deformidades.

2.2 Formas Clinicas e Imunopatogénese da Hanseniase

Em diversas doengas infecciosas apenas uma pequena propor¢do de individuos
expostos a um patdégeno torna-se infectado e desenvolve clinicamente a doenca.
Considerando-se a hanseniase, estima-se que cerca de 5% dos individuos infectados
desenvolverao clinicamente a doencga. Tal fato deve-se a diversos fatores tais como nutrigao,
diferencas genéticas da cepa e variabilidade individual. Essa variabilidade influencia tanto a
manifestacdo ou ndo da doenga per se quanto o subtipo da doenca a ser desenvolvida devido a
uma combinagdo de efeitos que controlam a quantidade e qualidade da interacao
hospedeiro/parasita e da resposta imune do hospedeiro (SHAW et al., 2001; SCOLLARD, et
al., 2006a).

A acdo coordenada do sistema imune envolve a mobilizagdo de mecanismos
inflamatorios, anti-inflamatérios ou moduladores da resposta imune. Entretanto, a falta de
controle sobre uma resposta inflamatéria exacerbada pode ser a maior causa de morbidade

(CARVALHO, et al., 2007).

2.2.1 O papel dos eventos iniciais da infeccdo por M. leprae na definicdo do desfecho

clinico

A resposta imune inata parece decisiva na definicdo do curso da infeccao por M.
leprae. Os bacilos de M. leprae sdo inicialmente reconhecidos por varios receptores imunes
inatos, incluindo os receptores Toll-like (TLRs). O bacilo M. leprae predominantemente ativa
o heterodimero TLR2/1, o qual medeia a ativagdo de célula para iniciar a destruigdo do M.
leprae. TLR2 e TLR1 sdo mais fortemente expressos nas lesdes da forma HT localizada em
comparacdo com a forma HV disseminada da doenga (KRUTZIK, et al., 2003; KRUTZIK, et
al., 2005; MAEDA, et al., 2005; MODLIN, 2010).

Citocinas como IL-15 e IL-10 sdo produzidas durante a resposta imune inata e sdo
conhecidas por regular a fun¢do de macréfagos. Elas sdo, no entanto, diferencialmente

expressas nas lesdes hansénicas. IL-15 ¢ expressa em lesdes de HT e induz a atividade
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antimicrobiana do macrofago e vias antimicrobianas mediadas pela vitamina D resultando em
fagocitose limitada de micobactérias e limitando sua capacidade de estabelecer a infecgdo
(JULLIEN, et al., 1997). Além disso, a vitamina D também regula o peptideo antimicrobiano
catelicidina o qual ajuda a eliminar o M. leprae e também tem sido detectado
predominantemente na forma de HT. Neste contexto, a célula apresentadora ativada induz a
diferenciagdo de células T para o fenétipo Thl que, por sua vez, ativa os macrofagos

infectados pela libera¢ao de IFN-y e GM-CSF.

Na HV, a IL-4 tanto diminui a expressdao de TLR2/1 quanto inibe respostas de citocinas
induzidas por essa via. Embora a IL-10 ndo tenha efeito sobre a expressdao de TLR2/1 pode
inibir fortemente a liberacdo da citocina TLR2/1-induzida (KRUTZIK, et al, 2005). A
ativacao de leucdcitos e de imunoglobulinas, tal como o receptor do membro da subfamilia A
2 (LILRA2), inibe a liberagdo de IL-12 TLR2/1-induzido, mas mantém a liberagdo de IL-10.
LILRA2 ¢ mais expresso em HV em relacao as lesdoes HT (PENNA, ef al., 2008) e as células
que expressam LILRA?2, identificadas nas lesdes virchowianas, pertencem a uma linhagem de
monocitos/macrofagos e expressam CD209. Essa molécula se liga a uma lectina tipo C
(lipoglycan mannosylated lipoarabinomanano (ManLAM), o principal componente da parede
celular de micobactérias. Da mesma forma, fosfolipidios oxidados também inibem TLR2/1-
induzida por IL-12, mas preserva a liberagdo de IL-10 (BLEHARSKI, et al, 2003).
Complexos imunes, que sao abundantes na forma HV, podem desencadear a diferenciagao dos

macréfagos para a producao de IL-10 (TRIPP, et al., 1995; MOSSER, EDWARDS, 2008).

A via fagocitica induzida em macrofagos por IL-10 ¢ mais evidente em pacientes
acometidos pela hanseniase que progridem para a forma clinica HV (TRIPP; BECKERMAN;
UNANUE. 1995; MOSSER, EDWARDS 2008). A IL-10-derivada do macrofago aumenta a
fagocitose de lipoproteina de baixa densidade e micobactérias, sem a capacidade de
desencadear a via antimicrobiana dependente de vitamina D. Essa divergéncia entre as vias
fagociticas e antimicrobianas provavelmente promove um ambiente intracelular que favorece

a sobrevivéncia de micobactérias.

A absor¢ao de lipidios inibe a resposta imune inata contra as bactérias por diminuir a
atividade antimicrobiana induzida por TLR e desviar o equilibrio de citocinas para induzir
mais IL-10 e menos IL-12 (CRUZ, et al, 2008). As biopsias de lesdes de HV exibem
macrofagos totalmente envoltos por goticulas lipidicas (LD). A aparéncia dessas células
repletas de lipidios levou ao patologista Rudolph Virchow (VIRCHOW, 1963) a chama-los de

macrofagos espumosos (RUSSELL, et al, 2009). Mecanismos adicionais, tais como a
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sobrevivéncia celular aprimorada pela reducdo da apoptose, também podem contribuir para o
aspecto espumoso caracteristico do macrofago das lesoes virchowianas (HALVORSEN, et al.,

2005).

O processo de absorcdo de lipideos se inicia no complexo Golgi-reticulo
endoplasmatico com a formagdo de vesiculas contendo lipidios, fosfolipidios, éster de
colesterol e colesterol. Esse processo ¢ estimulado pela perilipina e a proteina de diferenciagdo
adiposa relacionada (ADRP), que sdo marcadores moleculares para a formac¢dao de LD
(TANIGAWA, et al., 2008;). Além disso, hd um aumento na sintese de receptores LDL com
acimulo intracelular de colesterol endogeno (MATTOS, et al., 2014). Estudos recentes tém
associado a infeccdo por M. leprae e outros patdogenos intracelulares obrigatorios com uma
desregulacdo dos lipidos do hospedeiro € o acimulo de LD em alguns tipos de células
(D'AVILA, et al, 2006). No entanto, micobactérias ndo-patogénicas, tal como Mycobacterium

segmentalis, ndo induzem a formagao de LD (MATTOS, et al., 2011a).

Durante a infec¢do, o M. leprae estimula o metabolismo lipidico e expressao génica
nos macrofagos (CRUZ, et al., 2008). Tem sido demonstrado que a formacao de LD em
resposta as bactérias ¢ dependente da sinalizagdo TLR, principalmente através de TLR2 e
TLR6, uma vez que os macréfagos de camundongos deficientes em TLR ndo acumulam LD
em resposta a agentes patogénicos (D'AVILA, et al., 2006; MATTOS, et al. 2011b). Por outro
lado, a formagao de LD nas células de Schawnn depende apenas TLR6. Adicionalmente, o LD
¢ formado "in vitro" nos macréfagos por células mortas ou moléculas purificadas do M.
leprae, mas nao sao formados "in vitro" nas células de Schawnn, sugerindo diferentes

mecanismos de formagao de LD nessas células durante a infeccao (D'AVILA, et al., 2006).

E provavel que a formagdo LD forneca nutrientes importantes para a manutengdo dessa
bactéria no hospedeiro (CARDOSO, et al., 2011a). Isto é corroborado pelo fato de que o M.
leprae apresenta um genoma relativamente pequeno faltando varios genes do metabolismo
basico. Portanto, o patdgeno ¢ fortemente dependente do hospedeiro para fungdes metabolicas
basicas e, assim, induz o metabolismo lipidico do hospedeiro. A possibilidade de que os 4cidos
graxos sejam a principal fonte de energia para o M. leprae ¢ sugerida pela presenca de dois
genes de codificagdo lipase e fosfolipase em seu genoma, que sdo responsaveis pela

degradacao de lipidios do hospedeiro (HAGGE, et al., 2002; RUSSELL, ef al., 2009).

Além de ser uma fonte de nutrientes, LDs sdo precursores de eicosandides como
leucotrienos (LTs), prostaglandinas (PGE2) e lipoxina (LTB4), que s3o mediadores

inflamatorios ou inibidores potentes. Observou-se aumento da produgdo de PGE2 em
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macrofagos e células de Schwann infectados com o M. leprae, fato que se correlaciona com a
natureza imunossupressora ¢ uma mudanga para resposta Th2 em HV. Neste contexto, a
presenca de LD favorece a inibicdo da resposta Thl, que ¢ importante para a eliminagdo do
patoégeno e parece contribuir para a fisiopatologia da forma virchowiana da doenca (van der

MEER-JANSSEN, et al., 2010; MATTOS, et al., 2011a).

Portanto, o conhecimento dos eventos que levam a formag¢do de LD pode ajudar a
elucidar os mecanismos da fisiopatologia da hanseniase. Para essas andlises de etiologia da
LD, somam-se estudos de SNPs genéticos associados a TLRs e outras moléculas envolvidas
na formacao de LD, dado que caracteristicas genéticas podem ser associadas com infeccao e a

prevaléncia das formas clinicas da doenga (CARDOSO, et al., 2011a).

Além disso, as lesdes da HV caracterizam-se por um déficit expressivo em DCs, tanto
na derme quanto na epiderme (SIELING, et al., 1999; SIMOES-QUARESMA, et al., 2009).
DCs sao indutores mais potentes de respostas de células T que macréfagos e sua deficiéncia
poderia fornecer uma explicagdo simples para a resposta imune celular reduzida em lesdoes HV
(RIDLEY, JOPLING, 1966). DCs se diferenciam dos precursores mieldides e esse processo
pode ser interrompido por receptores inibitoérios ou fosfolipidios oxidados derivados do

hospedeiro (BLEHARSKI, et al., 2003).

Vale também ressaltar que os mondcitos periféricos de pacientes virchowianos nao se
diferenciam em CD1 + DC ap0s a ativagao de TLR (KRUTZIK, et al., 2005). Ao contrario de
outras micobactérias, M. leprae pode inibir diretamente a ativagdo e maturacdo de DC
(MURRAY, et al., 2007; SANTOS, et al., 2007). As maiores quantidades de IL-4 e IL-10
produzida pelas células apresentadoras podem contribuir para a indugdo da diferenciacao de
células T para os fendtipos Th2 e T regs, que mantém controle ineficaz da multiplicagdo de M.
leprae.

A resposta imune mediada por células ¢ um importante aspecto da resisténcia do
hospedeiro a infeccdo por micobactérias e sua regulacdo se deve ao equilibrio entre citocinas
tipo 1 incluindo IL-2, IFN-y, fator de necrose tumoral o (TNF-a) e IL-12 e as citocinas tipo 2
tais como IL-4, IL-6 e IL-10. A IL-12 induz a diferenciacdo das células T helper 1 (Thl) e o
IFN-y participa da resposta imune contra as micobactérias via ativacdo de macréfagos. A IL-
10, por sua vez, ¢ uma citocina contrarregulatoria que pode afetar os efeitos da IL-12. A
producdo de IL-10 durante a infeccdo bacteriana pode suprimir a producdo de mediadores

inflamatoérios e ajudar no desenvolvimento da imunidade Th2 (KANG et al., 2004).
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2.2.2 Classificacdo clinica e imunopatogénese da hanseniase

Existem diversas classificacdes descritas para a Hanseniase, sendo que a classificagao
clinico-histopatologica considera seis formas da doenga: indeterminada, tuberculdide,
virchowiana, ¢ as formas dimorfa (dimorfa tuberculdide, dimorfa dimorfa e dimorfa
virchowiana). A forma indeterminada constitui a forma inicial da doenga a qual se manifesta
com aparecimento de manchas hipocromicas ou eritemato-hipocrémicas ou, até mesmo, areas
circunscritas de pele aparentemente normal que apresentam disturbios de sensibilidade, queda
de pelos e auséncia de horripilacdo. As lesdes podem ser unicas ou multiplas, e tém
localizagdes e tamanhos varidveis. A biopsia apresenta infiltrado inflamatério mononuclear
inespecifico, com agrupamento de células inflamatérias em torno de foliculos pilosos e plexos
nervosos da derme. Nesses casos ndo ha comprometimento de troncos nervosos e,
consequentemente, os individuos acometidos ndo apresentam incapacidades e nao transmitem

a doenca (SCOLLARD, et al., 2006).

A forma tuberculéide ¢ caracterizada por maculas hipocromicas ou eritematosas,
difusamente infiltradas, de bordas bem delimitadas. Apresentam tendéncia ao aplainamento no
centro da lesdo, mantendo os limites externos bem nitidos e definidos. Podem surgir lesdes
Unicas ou em pequeno numero e, geralmente, apresentam distribuicdo assimétrica. A
histopatologia da lesdo evidencia infiltrado inflamatério rico em linfocitos € com formagado de
granulomas e pobres em bacilos. Os pacientes podem apresentar danos neurais manifestados
como alteragdes sensitivas, tais como hipoestesia e anestesia, e alteragcdes autondmicas, como,
por exemplo, hipoidrose e alopécia. E comum o acometimento de troncos nervosos proximo
as lesdes cutdneas. Existe ainda uma forma clinica especial, variante da Hanseniase
Tuberculoide, em que ndo hd acometimento cutaneo, denominada Hanseniase Neural Pura

(SCOLLARD, et al., 2006; ALTER, et al., 2008).

O TNF, além de ativar os macréfagos, induz a expressdo nas células do endotélio
vascular de moléculas de adesdo que tornam a superficie endotelial adesiva para leucocitos e
estimula células endoteliais e macrofagos a secretar quimiocinas as quais induzem a
quimiotaxia de leucdcitos (BELGAUMKAR et al, 2007). Estas fungdes estdo também

envolvidas na produgdo de granulomas que limitam com sucesso a disseminagdo da bactéria.

Na hanseniase virchowiana existe uma ativagdo da resposta Th2 com produg¢do da IL-

4 e IL-10. A ativagdo da resposta Th2 suprime a resposta Thl, impedindo a formagdo de
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granulomas e favorecendo a replicagdo da bactéria com continua infiltragdo de pele e nervos.
As lesdes tém limites imprecisos e uma tonalidade ferruginosa tipica. Quando ha uma
infiltracdo acentuada na face, com acentua¢do dos sulcos naturais ¢ conservagao dos cabelos,
configura-se a classica “fascies leonina” da hanseniase. A histopatologia da lesdo evidencia a
presenca de infiltrado inflamatoério com grande maioria de macréfagos espongidides ricos em
bacilos que coram pelo método de Ziehl Nielsen, com escassez de linfocitos na lesdo. Nessa
forma clinica os doentes tém cargas altas de bacilos pelo corpo, configurando a forma

multibacilar e mais contagiante da doenca. Felizmente o contdgio cessa com instituicdo do

tratamento especifico (ALTER et al,,2008). Os linfocitos T CD4" Th2 produzem citocinas
como IL-4, IL-13 e IL-10. IL-10 inibe os macrofagos e células dendriticas (DC) ativadas e
tem uma potente agdo inibidora nas células tanto da imunidade natural ou inata como nas
c€lulas da imunidade adquirida, tanto Thl quanto Th2 (SCRIBA; KALSDORF;
ABRAHAMS, 2008).

Entre os dois polos, o tuberculdide e o virchowiano, existem as formas intermediarias,
“borderline”, classificadas como hanseniase dimorfa. Os casos tipicos da forma dimorfa
(dimorfa dimorfa), apresentam placas com uma area central circular de pele hipocromica ou
de aparéncia normal, bem delimitada, e que se difunde na periferia, perdendo os seus limites
gradual e imprecisamente na pele circundante (lesdes “esburacadas”, “em favos de mel”, ou
“em queijo suico”). As bidpsias mostram um padrdo misto de lesdo, com areas ricas em
infiltrado inflamatorio e presenga de granulomas, com aspecto tuberculdide, e outras areas
com infiltrado rico em macrofagos intensamente infectados, com aspecto virchowiano. A
carga bacilar tende a ser alta, sendo uma forma contagiosa. Os nervos periféricos sdo
comprometidos com frequéncia e esse comprometimento € intenso e extenso. A forma dimorfa
pode apresentar tanto lesdes onde predomina o aspecto da forma tuberculdide (dimorfa

tuberculoide), quanto aquelas com aspecto da forma virchowiana (dimorfa virchowiana)

(BRITO et al., 2008).

Os sinais cardinais da hanseniase sdo lesdes cutaneas com alteracdo de sensibilidade,
nervos periféricos espessados e a presenga de bacilos alcool-acido resistentes visualizada
durante a biopsia de pele (VILLARROEL, et al., 2007). De acordo com a classificacdo da
Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS), considerando o resultado do exame de esfregago ou o
numero de lesdes no momento do diagndstico, os pacientes sdo classificados em dois grupos

operacionais: paucibacilares (PB) e multibacilares (MB).
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2.2.3 Aspectos clinicos e imunopatogénese das complicagdes hansénicas

2.2.3.1 ReacGes hansénicas

Os mecanismos responsaveis por desencadear as reagdes hansé€nicas ainda nio estdo
totalmente esclarecidos. Os mediadores do dano tecidual nessas reacdes sdo parcialmente
conhecidos; aumento dos niveis de citocinas Thl como IFN-y, IL-12 e IL-2 foram
demonstrados na reagdo reversa e eritema hansénico nodoso (BRITTON, LOCKWOOD,
2004; SCOLLARD, et al., 2006; MISCH, et al., 2010). Contudo ainda se faz necessario
esclarecer se o perfil inflamatério observado no local da lesio ou no sangue ¢ causa ou
consequéncia dessas reagdes.

Reacgao reversa (RR)

A reacdo reversa acontece em 30% dos pacientes e, além de representar a ativacao
subita de uma resposta inflamatdria aos antigenos do M. leprae, ¢ a principal causa de lesdo
neurologica na hanseniase. Ela ocorre habitualmente, embora ndo exclusivamente, nas
categorias dimorfas (DV, DT ou DD), muitas vezes apos o inicio do tratamento e refletem um
gatilho de uma resposta predominante Th2 em direcdo a uma resposta Thl (LOCKWOOQOD, et
al., 1993; BRITTON, LOCKWOOD 2004; MISCH, et al., 2010). Apesar de surgir em
qualquer fase da doenga, ha um risco maior de ocorréncia da RR nos dois primeiros meses de

tratamento (BRITTON, LOCKWOOD, 2004; SHEN, et al., 2009).

Edema das maos e pés e envolvimento neural, caracterizada por espessamento de um
ou mais nervos periféricos, manifestando como neurite silenciosa sem dor, mas
principalmente como uma neurite extremamente dolorosa, sdo frequentes mas preveniveis.
Alguns investigadores consideram também que estas reagdes podem se manifestar com apenas
comprometimento neurologico, sem alteracdo nas lesdes dermatologicas (KAHAWITA,

LOCKWOOD, 2008).

A reacdo reversa deve ser diferenciada de recaidas, especialmente em formas de
hanseniase dimorfa tuberculdide e HT. Geralmente considera-se que os casos de recaida
ocorrem dentro de um ano da conclusdo da multidrogaterapia (MDT). Ao contrario do que
ocorre na RR, a recaida ¢ insidiosa e pode ser acompanhada de eritema leve de algumas lesdes
antigas, geralmente com transtorno neurologico leve e sem grandes mudangas na condi¢do

geral do paciente (SIDDIQUI, ef al., 2002; van VEEN, et al., 2009).
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Tanto a resposta imune inata quanto a resposta imune adaptativa participam na
patogénese das lesdes de RR. As lesdes da RR estdo relacionadas a uma reacdo de
hipersensibilidade do tipo IV e estudos de imunofenotipagem identificaram que o nimero ¢ a
percentagem de células T CD4 " estdo aumentadas em lesdes de pele (STEFANI et al., 2003;
SCOLLARD, et al., 2006; STEFANI, et al., 2009). A via antimicrobiana dependente de
vitamina D esta ativada e IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 p40, IFN-y e TNF, IL-2 R (TUNG, et
al., 1987) e CXC quimiocina-10 (CXCL10 ou IP10) sdo detectados tanto no soro ou plasma
desses pacientes quanto nas lesdes cutaneas (STEFANI, et al., 2009). O padrao de expressao
de citocinas nas lesdes indica aprimoramento da resposta Thl ou relacionado a ativacao da
resposta imune inata e produtos inflamatorios.

Eritema nodoso hansénico (ENH)

ENH envolve niveis elevados de fator de necrose tumoral (TNF) (SARNO, et al.,
1991), infiltragdo de tecido por células T CD4" e neutrofilos (KAHAWIT; LOCKWOOD,
2008), deposicao de complexos imunes e ativacao do sistema complemento, resultando em

vasculite associada a complexo imune (BRITTON; LOCKWOOD, 2004).

O ENH afeta pacientes com respostas imune celular pobre mas resposta humoral
preservada e, portanto, surge em pacientes MB com altos niveis de imunoglobulinas anti-
M.leprae. Embora o ENH apresente a tendéncia de ocorrer mais tarde durante a MDT (ap6s o
sexto més de tratamento), ele pode preceder o diagndstico ou surgir apenas apos a conclusao

da MDT (KAHAWITA, LOCKWOOD 2008; LOCKWOQOD, et al., 2008; SHEN, et al. 2009).

No ENH, as lesdes preexistentes tendem a permanecer inalteradas, € ha um inicio
abrupto de nddulos eritematosos, habitualmente dolorosos. Os pacientes frequentemente
apresentam edema de face, maos e pés, estado geral de satde precario além de sinais e
sintomas gerais tais como febre, toxemia, ingurgitamento de linfonodos, dor muscular e dssea
(geralmente tibial), artrite, irite, iridociclite, orquite, epididimite, neurite, glomerulonefrite e
hepatoesplenomegalia. A neurite ¢ menos agressiva do que a observada na RR (KAHAWITA;
LOCKWOOQOD, 2008), apesar de ocorrer deterioracdo da fun¢do nervosa. Fenomeno de Lucio
e eritema multiforme tém sido relatados como variantes ENH grave (SCOLLARD et al,
1992; SCOLLARD et al., 2006). No Fenomeno de Lucio, ou necrético Eritema nodoso
hansénico, os nddulos cutaneos podem evoluir para pustulas e bolhas, com posterior ulceragdo

€ NECrosc.

O ENH pode persistir por anos como uma forma cronica e recorrente na maioria dos

pacientes (KAHAWITA; LOCKWOOD 2008). Também sdo descritos quadros de reacdes
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intermitentes com duragdo de uma a duas semanas intercalando periodos assintomaticos de
um a dois meses. Muito raramente, o ENH pode ser confundido com a recaida, a qual leva ao
aparecimento de novas lesdes de esfregaco e progressdo lenta inclusive com agravamento de

lesdes pré-existentes.

Imunologicamente, o ENH ¢ consistente com uma reacdo de hipersensibilidade tipo
III, geralmente iniciada pela deposi¢do de imunocomplexos e ativacdo do complemento. O
ENH ¢ considerado uma doenca mediada por complexos imune, com os niveis de
imunoglobulinas aumentados e baixos niveis de componentes do complemento (um sinal de
ativacdo do complemento) e a presenca de fator de crescimento derivado de plaquetas-BB
(PDGF-BB) (SCOLLARD et al. 2006; STEFANI, et al., 2009). As citocinas se assemelham
aquelas mencionadas para RR, embora em niveis mais elevados. Ademais, no ENH também
ha incremento nos niveis de IL-4, IL-5, IL-10, IL-6, IL-7 ¢ TNF (TUNG et al., 1987; SARNO,
et al., 1991; SMITH, et al., 2004).

As lesdes agudas existentes do ENH sdo caracterizadas por um infiltrado neutrofilico
sobreposto a um padrao cronico virchowiano. As lesdes do ENH se apresentam com depositos
de imunoglobulinas e complemento e algumas micobactérias constituintes (RIENECK, et al.,
1993). Além das citocinas, RNAms encontrados na RR, o aumento da expressao dos genes
que codificam IL-6, IL-8 e IL-10 e expressao sustentada de IL-4 e IL-5 observadas nas lesdes
do ENH sao consistentes com a quimiotaxia de neutréfilos e a producao de anticorpos
(SCOLLARD, et al., 2006; BELGAUMKAR, et al.,, 2007). As reacdes mais graves estao
associadas com aumento da producdo de TNF e IFN-y. Além disso, inje¢des de IFN-y podem
desencadear lesdes tipicas de ENH. Possiveis interpretagdes do papel do IFN- y no ENH pode
contribuir para a recuperacao temporaria da capacidade microbicida dos macrofagos durante o

tratamento da hanseniase (PARTIDA-SANCHEZ, et al., 1998; MOTTA, et al., 2010).

Os imunomoduladores que regulam a expressdo de gene do TNF-o podem ser
utilizados na terapia para ENH (SCOLLARD, et al., 2006a; PENNA, et al., 2008). A
talidomida ¢ eficaz no controle de sintomas cutaneos e sistémicos do ENH gracas a inibigao
do TNF (KAHAWITA, LOCKWOOD, 2008). A Talidomida pode ser usada na dose de 100 a
400 mg/dia e deve ser mantida até o controle clinico ser atingido. Devido a seus conhecidos
efeitos teratogénicos, o tratamento de talidomida deve ser evitado em mulheres em idade
fértil. Outras opgdes terapéuticas incluem pentoxifilina, clofazimina, azatioprina, metotrexato,

corticosterdides e os anticorpos monoclonais anti-TNF (HAGGE, et al, 2009). Os
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corticosterdides sdo recomendados para pacientes com nefrite, irite ou iridociclite,

orquiepidimite, fendmeno de Lucio ou reacdo em maos e pés.

2.2.3.2 Lesdo neurologica

A neuropatia estd presente em todas as formas de hanseniase. Com efeito, a lesdo
neurologica € a marca da infeccdo progressiva por M. leprae e envolve nervos mielinizados e
amielinicos (HAGGE et al., 2009; JOB). O principal fator determinante da lesdo neurologica
na hanseniase ¢ a capacidade unica do M. leprae se ligar e infectar as c€lulas de Schwann. O
M. leprae infecta as células de Schwann, porque tal bacilo contém uma proteina de 21k Da,
denominada proteina de ligagao a laminina do M leprae (ML-LBP,)), capaz de interagir com o
receptor de laminina-2 localizado na membrana da célula de Schwann (MISCH et al., 2010;
NG et al., 2000, RAMBUKKANA, 2001). A ML-LBP;; entdo medeia a entrada do M. leprae
na célula de Schwann (RAMBUKKANA, 2001).

A deformidade fisica na hanseniase ¢ definida como qualquer reducao nas fungdes
sensoriais ou motoras. A deformidade infelizmente ¢ uma complicacdo comum e consequente
ao curso natural da doenca devido ao envolvimento neuroldgico inerente a todas as formas de
hanseniase (KAHAWITA, LOCKWOOD, 2008). Pacientes afetados podem desenvolver mao
em garra, pé caido, paralisia facial, lagoftalmo e até mesmo cegueira, perda sensorial e

espessamento neural focal ou segmentar.

A neurite, seja silenciosa ou sintomatica, ¢ responsavel pela rapida deterioragao
funcional. Para evitar danos neurologicos irreversiveis, a identificagdo dos fatores de risco e
sinais de neurite indicam a necessidade de tratamento adequado e premente (van VEEN, et al.,
2008). Estudos epidemioldgicos indicam que os pacientes MB e aqueles com neurite tém um
risco maior de desenvolver deformidades (PIMENTEL, et al., 2004). Smith e colaboradores
descobriram que qualquer envolvimento neurolégico em pacientes MB, mesmo subclinico, ¢
um preditor de lesdes neurologicas permanentes (SMITH, et al., 2004). Atraso diagndstico,
neurite ou danos neurologicos ja presentes no momento do diagnoéstico, e a ocorréncia de RR

sdo importantes fatores de risco para o desenvolvimento de comprometimento neuroldgico.

A imunopatogénese do dano neural durante a hanseniase varia com o tipo de resposta
imune que o paciente apresenta. Os pacientes com forma tuberculdide apresentam
envolvimento dos troncos nervosos de inicio sibito e assimétrico enquanto pacientes com

forma virchowiana geralmente apresentam neuropatia simétrica e insidiosa. O dano neural ¢
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identificado clinicamente através de dor quando da palpacdo dos nervos afetados, parestesia

ou dorméncia, for¢a muscular reduzida e/ou imprecisdo do movimento.

Os principais nervos acometidos na hanseniase sdo radial comum, ulnar, mediano,
fibular e posterior da tibia (KAHAWITA; LOCKWOOD, 2008; SCHURING, et al., 2008;
SCOLLARD, 2008). Uma minoria dos pacientes pode apresentar neurite silenciosa. Fatores
de risco para lesdao neurolédgica incluem baciloscopia positiva, respostas positivas anti-PGL-I,
reacOes hansénicas e envolvimento neurologico anterior (PIMENTEL, ef al. 2004; SMITH, et

al. 2004; SCHURING, et al., 2008).

Medidas para a prevengdo de deficiéncias neurologicas incluem exame neurologico
sistematico durante o seguimento dos pacientes € o uso de corticoterapia assim que a neurite
seja identificada. Exames neurolégicos podem ser executados usando a escala de grau maximo
de incapacidade estabelecida pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS). A sensibilidade e os
valores preditivos negativos de tais exames sao em torno de 50% e 88%, respectivamente
(VILLARROEL, et al., 2007). Este exame deve ser realizado no inicio, meio ¢ fim da MDT,

ou a qualquer momento, caso o paciente apresente sintomas neurologicos.

A corticoterapia prolongada ¢ o tratamento de escolha para neurite. E possivel haver
regressdo do dano neural caso a duragdo da lesdo seja inferior a seis meses (RICHARDUS, et

al., 2003; van VEEN, et al., 2008).

Em pacientes no polo tuberculdide, a resposta Thl ¢ ativada e o desenvolvimento
expressivo da imunidade celular contribui para formagdo de granulomas tuberculdides e
necrose caseosa, os quais podem culminar com o aparecimento de abscessos e contribuir para

a destruicao dos nervos (SCOLLARD, et al., 2006).

H4 uma associa¢do entre a producdo de IFN-y e dano neural, com niveis de IFN- y
diretamente proporcionais ao nimero de nervos danificados. Isto poderia explicar a presenga
de lesdes neurais em pacientes com forma clinica tuberculdide. Por outro lado, pacientes com
a forma clinica virchowiana exibem resposta Th2 e a neuropatia esta relacionada a infec¢ao

dos nervos periféricos pelo M. leprae (BELGAUMKAR, et al., 2007).

A proteina 19 kDa do M. leprae, que ¢é reconhecida pelo TLR2/1 heterodimero,
provoca uma resposta robusta de citocinas proinflamatdrias e induz a apoptose das células de
Schwann (KRUTZIK, et al., 2003). Além disso, as células de Schwann expostas a neurdnios
necroticos "in vitro" produzem TNF e 6xido nitrico (LEE, et al.. 2006) e esses potentes

mediadores inflamatorios podem perpetuar a lesdo neuronal. Células infectadas em nervos
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periféricos sdo capazes de processar e apresentar antigenos, que podem torna-las alvos da
resposta imune. Em consonancia a esse fato, foi demonstrado que células T CDS8 " citotoxicas
podem ter como alvo células de Schwann humanas infectadas com antigeno de M leprae.
(MISCH, et al. 2010).

Como mencionado anteriormente, as reagdes hansé€nicas sdo a principal causa de
lesdes neuroldgicas na hanseniase. Na RR, uma hipersensibilidade do tipo tardia dirigida
contra antigenos de M. leprae liberados pelas células de Schwann desencadeia a agressao
neural e subsequentes danos. No ENH, por sua vez, a lesdo neuronal ¢ secundéria a deposicao
local de complexos imunes e consequente dano tecidual (KAHAWITA, LOCKWOQOD 2008;
SCHURING, et al., 2008; SCOLLARD, 2008).

2.3 Aspectos Imunogenéticos na hanseniase:

Em diversas doengas infecciosas apenas uma pequena propor¢ao de individuos
expostos a um patogeno torna-se infectado e desenvolve clinicamente a doenga.
Considerando-se a hanseniase, estima-se que cerca de 5% dos individuos infectados
desenvolverao clinicamente a doenca. Tal fato deve-se a diversos fatores tais como nutri¢ao,
diferencas genéticas da cepa e variabilidade individual. Essa variabilidade influencia tanto a
manifestacdo ou nao da doenga per se quanto o subtipo da doenca a ser desenvolvido devido a
uma combinagdo de efeitos que controlam a quantidade e a qualidade da interagao
hospedeiro/patégeno e resposta imune do hospedeiro (SHAW et al., 2001; SCOLLARD, et
al., 2006).

Virios procedimentos podem ser empregados para mapear e identificar genes de
susceptibilidade do hospedeiro a uma determinada doenga. Alguns dos procedimentos mais
utilizados sdo modelo animal, especialmente camundongos, a varredura de genoma e estudo
de genes candidatos. No uso do modelo animal assume-se que a histdria natural da doenga
infecciosa nesse modelo ¢ semelhante & que ocorre em humanos. Sua principal contribuicdo se
refere a identificagdo dos genes e das vias bioquimicas envolvidas na susceptibilidade a
doenga. Entretanto, a identificacdo das variagdes génicas especificas da relagdo
resisténcia/susceptibilidade pode ser prejudicada devido a possivel divergéncia dessas

variagoes entre as espécies (MARQUET; SCHURR, 2001).
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Na varredura de genoma, por sua vez, os diversos microssatélites espagados ao longo
de todo genoma ou os SNPs sdo utilizados para analise de ligacdo empregando familias com
membros afetados pela doenca em estudo (MARQUET, SCHURR, 2001; ALTER et al.,
2008). Entretanto, devido a amplitude das regides analisadas, frequentemente varios genes
candidatos sdo identificados tornando o procedimento muito laborioso e caro (ALTER et
al.,2008).

Os polimorfismos sdo variagdes genéticas que podem situar-se nas regides de
codificacdo de genes ou regides intergénicas podendo afetar, ou ndo, a sequéncia de proteinas
ou seus niveis de expressdo. Os SNPs também existem como maiores sequéncias de
nucleotideos, por exemplo, sequéncias repetitivas de DNA representadas por um numero
variavel de repeticdes consecutivas (SHA, et al., 2010).

O estudo de gene candidato testa as variantes génicas por associagdo com um fenotipo
(ALTER, ALCAIS, ABEL, 2008). Os genes sdo geralmente selecionados tendo como base o
conhecimento anterior ou forte suspeita da participagdo dos supostos genes na patogénese da
doenca e presenga de SNPs intra e/ou intergénicos de possivel significado biologico. As
variagdes dos genes candidatos podem ser estudadas por estudo de ligagdo, denominado
estudo de familia, e/ou por estudo de associacdo, o qual pode ser classificado como estudo de
caso-controle, TDT (Transmission desequilibrium test) ou FBAT (Family-based association
test) (MARQUET; SCHURR, 2001). Estudos genéticos tém sido realizados na area de
doencas de heranga complexa, como as infecto-parasitarias, autoimunes e neoplasicas,
incluindo estudos de varredura do genoma e estudos de associagdo com genes candidatos,
mostrando ligagcdo e associa¢ao de diversos genes de citocinas com estas doengas (WILSON;
DUFF, 1995).

A resposta imune contra agentes infecciosos ¢ um processo que requer a interacao das
respostas imunes inata e adaptativa. Cada uma das etapas que compdem estas respostas pode
estar afetada por SNPs genéticos, os quais determinam no individuo uma maior ou menor
susceptibilidade aos patdgenos e variagdes nos mecanismos patogénicos das doengas. Estudos
recentes em tuberculose, doenca de Chagas e leishmaniose, doengas essas causadas por
agentes intracelulares, também mostram uma associacdo entre SNPs de genes que codificam
citocinas, quimiocinas € seus receptores com as manifestagdes clinicas dessas doencas
(CASTELLUCCI, 2005; MENEZES, 2007, RAMASAWMY, 2006; FLORES-VILLANUEVA
et al., 2005; KIRKALDY et al., 2003).
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Em hanseniase, muitos estudos t€ém demonstrado a influéncia genética na aquisi¢do e
curso clinico da doenca, tanto no que se refere a forma clinica manifesta quanto ao surgimento
de reacdes hansénicas (ALTER, et al., 2008; GULIA, et al., 2010).

Alguns genes candidatos mais promissores ja estudados na hanseniase ou em outras

doengas por agentes intracelulares serdo descritos a seguir.

2.3.1 Padrdes moleculares associados a patogeno (PAMP)

Padrdes moleculares associados a patogeno (PAMPs) sdo estruturas microbianas que
sdo exclusivas de patdgenos e sdo reconhecidos pelos receptores de reconhecimento de
padrdes (PRRs) presentes nas células do sistema imunoldégico inato. A resposta imune inata ¢
importante para a defesa inicial contra patdgenos e também por orquestrar as respostas tardias
induzidas pelas células T.

O primeiro nivel de interagdo ¢ o reconhecimento do M. leprae pelas células do
hospedeiro pelos receptores de reconhecimento de padroes (PRRs - receptores Toll-like
[TLRs] e NOD2) e pelos receptores associados a adesdo do M. leprae propiciando adesdo e
sua entrada nas células de Schwann e macréfagos (receptor de manose C tipo 1, a2 laminina e
receptor complemento). Variagdes genéticas nesses receptores podem afetar drasticamente o
resultado da doenga, simplesmente por modular a ativacao de células, bloquear ou diminuir a
taxa de absorcao do M. leprae (CARDOSO, et al., 2011a).

Polimorfismos de receptores do tipo Toll (TLR)

Estudos realizados em pacientes com hanseniase indicam uma associagao entre o SNP
em TLRI, TLR2 e TLR4 com a susceptibilidade/resisténcia a essa doenga e em seus
resultados clinicos. Um SNP envolvendo mudanga de timina para guanina (1805T/G) em
TLR1 resulta em uma substituicdo ndo sindnima na posi¢do do aminoacido 602 (1602S), uma
posicao que reside na regido citoplasmatica proximal ao dominio do receptor transmembrana
(HAWN, et al., 2007). O alelo 1805G (I1602S) ¢ expresso em niveis inferiores na superficie da
célula onde fortemente regula a sinalizacdo de NF-kB (HAWN, et al., 2007) e est4 associada
com a produgdo diminuida de IL-1f3, IL-6 e TNF em células mononucleares de sangue

periférico estimuladas com M. leprae (MISCH, et al., 2008).

Wong e colaboradores (2010) realizaram uma andlise de associacdo com mais de 1.500
individuos usando estudo de caso-controle e familia ¢ observaram associagdes consistentes
entre variantes genéticas em ambos TLR1 e as regides de HLA-DRB1/DQA1 com prote¢do

para hanseniase (WONG, et al., 2010). A amplitude do efeito dessas associagdes sugerem que
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TLR1 ¢ HLA-DRB1/DQALI sdo os principais genes que contribuem para a suscetibilidade a
hanseniase (MISCH, et al., 2008).

Polimorfismos em TLR2 também tém sido associados a susceptibilidade a varias
doengas infecciosas, incluindo infec¢des micobacterianas (BOCHUD, et al., 2007). Uma
mutagdo de TLR2, Arg677Trp, tem sido associada significativamente a menor produgao de Il-
2, IL-12, IFN-y e TNF-a, niveis mais elevados de IL-10, em comparagdo com PBMC daqueles
com o gene TLR2 do tipo selvagem. Estes dados sugerem que esta mutacao TLR2 fornece um
mecanismo molecular que explica a resposta imune celular pobre dos pacientes HV (KANG,

et al.,, 2004).

Tanto o SNP 597C/T, o qual ndo afeta a sequéncia de aminodcidos (N199N) no
dominio extracelular de TLR2, quanto o SNP de microssatélite TLR2 também tém sido
associados a susceptibilidade a reacdes hansénicas. Bochud e colaboradores (2008), em um
estudo de seguimento durante 8 anos envolvendo pacientes acometidos por hanseniase na
Etidpia, demonstraram que o alelo 597T tinha um efeito protetor contra rea¢gdes hansénicas
(OR, 0,34 [95% ClI, 0,17 — 0,68]; p = 0,002 sob um modelo dominante). A funcao deficiente
de TLR4 tem sido geralmente associada com aumento da suscetibilidade a varias infec¢des
por micobactérias. Bochud e colaboradores (2009) observaram frequéncias mais baixas de
dois SNPs que estao associados a alteragdes de aminoacidos no TLR4 D299G (OR = 0,34, P <
0,001) e T399I (OR = 0,16, P < 0,001) entre os pacientes com hanseniase de origem etiope
(BOCHUD, et al., 2009). Por outro lado, um estudo menor ndo encontrou associacao de
protecdo de TLR4 D299G entre os pacientes de hanseniase no Malawi (FITNESS; TOSH;
HILL, 2002).

NOD?2

Os receptores Nod-like (NLR) sdo uma familia de PRRs citosolica que detectam
produtos microbianos de parede celular. O receptor dominio de oligomerizagdo da ligacao de
nucleotideo 2 (NOD2) ¢ ativado pela ligagdo a dipeptideos muramil (MDP), peptideos
existentes no peptideoglicano de diversas micobactérias (FERWERDA ef al., 2005;
FERWERDA, et al, 2007). Sugere-se que variantes genéticas NOD2 influenciam a
susceptibilidade a hanseniase e o desenvolvimento de RR e ENH (BERRINGTON, et al.,
2010).

Trés estudos recentes de associacdo genética, incluindo estudos de associagdo de

genética em larga escala (GWAS) examinaram o papel de SNPs no gene NOD2 na hanseniase
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(ZHANG, et al, 2009; BERRINGTON, et al, 2010; WONG, et al, 2010). O GWAS
realizado nas populacdes afetadas pela hanseniase na China, identificou dois SNPs no gene
NOD2, 159302752 e rs7194886, associados a suscetibilidade a hanseniase (ZHANG, et al,,
2009). O mesmo grupo também discorreu sobre as associa¢des da hanseniase com SNPs na
molécula adaptadora (RIP2), uma molécula de sinalizagdo via NOD2. Além disso, um
multimapeamento da regido do gene NOD?2 identificou cinco SNPs, incluindo rs7194886,

associado com hanseniase na India e no Mali (WONG, et al., 2010).

Alguns SNPs no gene de NOD?2 estdao associados com susceptibilidade ao ENH. Uma
analise genotipica, apOs ajuste para a etnia, sexo e idade, revelou que sete SNPs foram
significativamente associados com ENH (rs2287195, rs8044354, rs7194886, rs6500328,
rs17312836, rs1861759 e rs1861758). Tais SNPs foram associados a susceptibilidade em um
modelo dominante, no qual o SNP rs8044354 foi o mais significativo (OR=2,17 [IC=95%
1,26-3,88], p = 0,003) (BERRINGTON, et al., 2010).

Gene de Receptor de manose tipo 1 (MRC1)

O gene do receptor de manose do tipo C1 (MRC1), localizado na regido cromossdmica
10p 13, codifica o receptor de manose, o qual possui papel fundamental no reconhecimento e
ligacao de carboidratos na superficie da parede celular do M. leprae (SCHLESINGER, et al.,
1996).

Um GWAS revelou uma significativa ligagdo para varios marcadores microssatélites
no cromossomo 10p 13, entre as populagdes indianas com hanseniase (SCHLESINGER, et
al., 1996). Dessa forma, o alelo G de 396 foi identificado como fator de risco para a
hanseniase MB em um estudo de caso-controle em pacientes brasileiros. Em um estudo
funcional, células de rim embrionario humano (HEK293) a superexpressdao de MR com trés
haplotipos do exon 7 do MRC1 falharam em ligar e internalizar M. leprae viavel, sugerindo
que a interacdo MR-M. leprae pode ser modulada por uma molécula acessoria adicional, ainda
desconhecida (ALTER, et al., 2010).

Lectina de ligacdo de manose 2 (MBL2, 10g21.1) é um outro componente importante
da primeira linha de defesa contra infecgdes. MBL2 age como uma molécula PAMP
reconhecer partes de agicar como manose, N-acetil glucosamina, fucose e glicose presente na
superficie de uma grande variedade de agentes infecciosos, levando ndo apenas a sua
fagocitose (JACK; TURNER, 2003) como também a ativagdo do sistema complemento
(JACK, et al., 2001). MBL ajuda a aumentar a absorcao de M. leprae por fagocitos (JACK, et
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al., 2001; MIRA 2006; FERWEDA, et al, 2007) e deficiéncia de MBL (< 100 ng/mL) ¢
protetor contra o desenvolvimento da forma mais grave de hanseniase. O SNP G161A foi
associado com prote¢do de HV em uma populacdo de Nepal (SAPKOTA, et al, 2010). O
haplétipo LYPA (SNPs da regido 5' ndo traduzida correspondente a um C a substituicdo de
nucleotideos T no exon 1 posi¢do + 4, correlacionada com a expressao de MBL intermediario)
de MBL2 foi associado com susceptibilidade a hanseniase per si e a progressao para a forma
virchowiana e formas limitrofes da doenga em individuos da regido sul do Brasil (de

MESSIAS-REASON, et al., 2007).

2.3.2 SLC11A1 (Solute carrier Family 11 member 1)/ Proteina do macréfago associada a

resisténcia natural 1 (NRAMP 1)

Alguns estudos tém sugerido que SNPs génicos influenciam a capacidade dos
macréfagos de destruir os bacilos do M. leprae. O gene SLC11A1, chamado anteriormente de
NRAMP-1, esta localizado em um unico locus na regido do cromossoma 2q35 em humanos e
tem sido relacionado tanto a resisténcia inata quanto a relacionada ao macréfago (FITNESS,
2002; TEIXEIRA, et al., 2010). Esse gene codifica a proteina com o mesmo nome, localizada
no compartimento de endossoma tardio de macrofagos teciduais, sendo recrutada para o
fagossoma durante a fagocitose de microorganismos (MARQUET, et al., 2000; MIRA, et al.,
2003). Sua fungdo ¢é produzir uma bomba de efluxo de cations divalentes como Fe 2" ¢ Mn **
(BIGGS, et al., 2001; NEVO, NELSON, 2006), eliminando esses ions que sdo essenciais para
a sobrevivéncia do patégeno no macrofago. Isto também priva as bactérias da producao de
enzimas protetoras (catalase e superdxido dismutase), que poderia neutralizar componentes

reativos de oxigénio (NEVO; NELSON 2006).

Os polimorfismos NRAMP1/SLC11A1 anteriormente associados com susceptibilidade
a tuberculose nao foram associados a hanseniase per se entre os pacientes com hanseniase do
Mali. No entanto, na Africa Ocidental, um SNP de inser¢do/exclusdo de 4-bp ndo traduzidas
na regido 3' foi significativamente associado com formas operacionais de hanseniase.
Heterozigotos foram mais frequentes entre MB que casos PB (MEISNER, 2001).

Trés variantes do gene NRAMPI/SLCI1A1 (D543N, 3' UTR e INT4) foram
associados a hanseniase, mas nao a tuberculose, no sul de Sulawesi, Indonésia (HATTA, et al.,
2010). Além disso, nesse estudo, o SNP INT4 foi associado com a forma paucibacilar, mas
ndo a forma multibacilar da hanseniase (HATTA, et al., 2010). Teixeira e colegas estudaram

trés SNPs do gene NRAMP1/SLC11A1 (274C/T, D543N e 1729 + 55del4) e encontraram uma
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associacdo do gendtipo mutante TT de 274C/T com susceptibilidade a reacao hansénica tipo 2
em pacientes de Recife (TEIXEIRA, ef al., 2010). Ferreira e seus colegas descobriram uma
interacdo do SNP (GT) na regido promotora do gene NRAMPI com o teste de Mitsuda (uma
avaliag@o intradérmica da resposta imune ao M. leprae) em pacientes com hanseniase e seus
contatos. Respostas negativas a lepromina foram associadas com genotipos 22 e 23, que

representa também uma chance 7 e 8 vezes maior de desenvolver hanseniase, respectivamente

(FERREIRA, et al., 2004).

2.3.3 PARKIN (PARK2/PACRQG)

O produto da proteina PARK2, a Parkina, ¢ uma E3-ubiquitina ligase envolvida na via
de destruigao de proteinas dependente de ubiquitinagdo (de LESELEUC, et al., 2013). Alguns
GWASs identificaram uma regido cromossdmica 6q25 que abriga variantes na regiao
reguladora comum dos genes PARK2 e PACRG como fatores de risco para a suscetibilidade a
hanseniase (MIRA, et al, 2004) e uma regido cromossomica 10p 13 que confere
susceptibilidade as formas paucibacilares da hanseniase (SIDDIQUI, et al., 2001; MIRA, et
al., 2004).

PARK2 pode mediar a produgdao de IL-6 ¢ MCP-1/CCL2 por macrofagos € um
conjunto comum de trés SNPs upstream no promotor do gene PARK2 tem sido associado com
a producao de IL-6 e MCP-1/CCL2. Esse mesmo conjunto de SNPs foi recentemente descrito
como fator de susceptibilidade para hanseniase em pacientes vietnamitas e indianos (de
LESELEUC, et al., 2013). Embora a fungdo de PACRG na patogénese da hanseniase seja
ainda desconhecida, também tem sido associada ao sistema ubiquitina-proteassoma (de
LESELEUC et al., 2013; GIASSON; LEE, 2001).

Mira e colaboradores genotiparam 388 marcadores de microssatélites em todo o
genoma de 86 familias do Vietnd do Sul (MIRA, et al., 2003). A analise de ligagdo nos
subconjuntos dessas familias com as formas clinicas pacucibacilares e multibacilares da
hanseniase mostrou que uma regido no cromossomo 6q25-q27 foi associada a risco global de
hanseniase (MIRA, et al, 2003). Em outro estudo, o mesmo grupo mapeou um locus de
susceptibilidade de hanseniase no cromossomo 6q25-P26 em 200 familias vietnamitas e
encontrou uma associagdo significativa entre a hanseniase e 17 marcadores localizados em um
bloco de 80 kb na regido 5' regulatéria compartilhada pelo gene da doenga de Parkinson
PARK2 e PACRG. Tal achado foi confirmado em uma andlise expandida de casos de
hanseniase e controles no Brasil (BAKIJA-KONSUO, et al, 2011). Estudos de mapeamento
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de associagdo de alta densidade de SNPs PARK2/PACRG identificaram quatro SNPs
(rs1333955, rs7744433, rs2023004, rs6936895) associados a hanseniase. Um estudo de caso-
controle, incluindo 364 casos de hanseniase e 370 controles da India mostrou que dois destes
SNPs (rs1333955 e rs2023004) foram replicados por andlise multivariada entre ambos o0s

grupos étnicos (ALTER, et al., 2013).

2.3.4 Receptor de vitamina D (VDR)

O gene VDR, localizado na regido de 12q13.11, codifica uma proteina que se liga ao
metabdlito ativo da vitamina D, a 1,25diidroxivitamina D3. Essa ligacdo leva a ativacao de
monocitos, macrofagos e de linfocitos ativados e influencia a fungdo das células T (HAYES,
et al., 2003). A associacdo entre a fisiologia da vitamina D e doengas infecciosas ¢
corroborado por estudos genéticos com envolvimento de SNPs do gene VDR na
suscetibilidade a essas doencas (UITTERLINDEN, et al., 2004). Além disso, SNPs no VDR,
especialmente o SNP Taql, tém sido associados a hanseniase (MODLIN, 2010). A
genotipagem do SNP Taql do gene VDR (T/t), em conjunto com a realizagdo de testes de
Mitsuda, encontrou uma forte associagcdo entre o genotipo tt € hanseniase em uma populagao
brasileira (GOULART, et al., 2006). Entretanto, SNPs no gene VDR ndo foram associadas

com fenodtipos de hanseniase entre os pacientes nepalesas (SAPKOTA, et al., 2010).

2.3.5 MCP1/CCL2

A proteina quimiotatica de mondcito 1 (MCP-1) ¢ uma quimiocina cuja produgdo ¢
regulada por um gene localizado no cromossomo 17 na regido 17¢q11.2-g12. Essa quimiocina
¢ secretadas em resposta a inflamacao para regular o transito de células tais como mondcitos,
neutrofilos e linfocitos para o local da infecgdo (DESHMANE, et al., 2009). O SNP -2518
G/A (rs 1024611) do gene MCP-1 afeta a atividade transcricional da regido regulatoria distal e
producao de MCP-1 pelo mondcito (BEM-SELMA; BOUKADIDA, 2011).

Os monocitos de individuos portadores de um alelo G -2518 produzem mais MCP-1
do que os mondcitos de individuos homozigotos A/A. O efeito do alelo G parece ser dose
dependente, no qual células de individuos homozigotos para o alelo G no SNP -2518
produzem mais MCP-1 do que células de heterozigotos G/A. O SNP funcional -2518 do gene
de MCP-1 A/G ¢ conhecido por estar associado com o aumento do risco de doengas

inflamatorias, cancer e diabetes tipo 2 (BEM-SELMA; BOUKADIDA, 2011). O genétipo GG



35

do gene de MCP-1 também esteve associado a doencgas infecciosas como a leishmaniose
mucosa e tuberculose (RAMASAWMY et al., 2010; FLORES-VILLANUEVA et al., 2005).
Um estudo realizado no México, e posteriormente replicado com individuos coreanos,
sugeriu que individuos com o genotipo GG de MCP-1 produzem altas concentragdes dessa
quimiocina, a qual inibe a produgdo de IL - 12p 40, com consequente supressdo da resposta
Thl, aumentando a probabilidade de que a infec¢do pelo M. tuberculosis progrida para
tuberculose pulmonar ativa. O risco de desenvolver tuberculose foi 2,3 e 5,4 vezes maior em
portadores de gendtipos de MCP-1 AG e GG respectivamente do que nos homozigotos AA
(FLORES-VILLANUEVA et al., 2005). Por outro lado, em um estudo caso-controle,
corroborado por estudo de andlise baseado em familia, forneceu evidéncias para a associa¢do
entre o alelo de G -2518 de MCP-1 com niveis elevados de MCP-1 no plasma e em
macrofagos, e susceptibilidade a leishmaniose mucosa mas ndo cutanea causada por
Leishmania braziliensis (RAMASAWMY et al., 2010). Uma meta-analise indicou que o alelo
G foi associado com a susceptibilidade a tuberculose entre asiaticos e hispanicos, mas nao
entre os africanos (FENG, et al, 2012). Considerando que M. leprae pode residir e se
multiplicar dentro de macrofagos, niveis de adequados de quimiocinas podem desempenhar
um papel crucial no recrutamento eficaz de células T efetoras para o local da infeccao

(HUSSAIN, et al., 2011).

2.3.6 Polimorfismos de TNF

O fator de necrose tumoral (TNF) tem um efeito proinflamatorio e imunoestimulatorio
o qual interfere no metabolismo lipidico, coagulagdo, resisténcia a insulina e expressdo de
moléculas de adesdo em células endoteliais (SAPKOTA et al., 2010). O locus TNF/LTA situa-
se na classe III do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) no cromossomo 6p21.
Foram identificados varios SNPs neste gene, especialmente na regido promotora.

Virios estudos tém descrito associacdes genéticas de alelos de TNF com diferentes
tipos de hanseniase (ROY, et al., 1997; SARNO, et al., 2000; FRANCESCHI, et al., 2009;
GOULART; GOULART 2009). Por exemplo, Roy e colegas (1997) observaram uma
associagdo do SNP de TNF — 308 G/A com a apresentacdo de HV em uma populacdo indigena
(ROY, et al., 1997). Foi comprovado que o alelo A induz alta transcri¢do génica e niveis mais
elevados de TNF-a. Em uma populacao brasileira do Sul, observou-se uma maior frequéncia
de genotipo GG do SNP TNF-308G/A, juntamente com uma diminui¢do da frequéncia de

genotipos AA e GA entre os pacientes com hanseniase em comparagdo com o grupo controle
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(FRANCESCHI, et al., 2009). Estes dados sugerem que o gene do TNF-a ¢ ativamente
envolvido na resisténcia ao M. leprae. Estudos baseados em familia (FBAT) e estudos caso-
controle brasileiros mostraram um efeito protetor do alelo TNF-308A (rs1800629),
corroborando a associacdo deste alelo com protecdo contra a hanseniase (CARDOSO, et al.,

2011b).

2.3.7 MHC/HLA

Apesar da interpretacdo de estudos de ligacdo e associacdo do complexo HLA
demandar cautela em virtude do desequilibrio de ligagdo de longa distancia (LD), um nimero
substancial de estudos abordando o papel de qualquer HLA classe I ou alelos de classe II em
hanseniase foram conduzidos (LINCOLN, et al., 2005). Um GWAS de 71 familias com
multiplos casos sugeriu a ligacdo para regides do cromossomo 6p 21 (HLA-DQA LOD =
3.23), 17922 (LOD = 2,38) e 20p 13 (LOD = 1,51), no qual esse foi atribuivel quase
inteiramente para as familias contendo casos HV e BV (LOD = 1,36) (MILLER et al., 2004).
Um estudo prévio realizado nessa populacao, regido do cromossomo 17q (especificamente
17q12 e 17921.33) mostrou evidéncia de ligacdo das regides 17ql2 e 17q21.33 do
cromossoma para o subtipo tuberculdide (ZIr = 2,58) e hanseniase propriamente dita (ZIr =

2,67), respectivamente (JAMIESON, et al., 2004).

2.3.81L-12

Secretada por macréfagos e células dendriticas, a IL-12 é um potente indutor da
diferenciacdo de células Thl (TRINCHIERI, 1994). IL-12R ¢ composto de duas subunidades
de proteina (designadas Bl e P2), com expressdo de cadeia de B2 sendo um determinante
crucial das respostas Th1/Th2 (NAEGER, et al., 1999). Demonstrou-se que a expressao de IL-
12RpB2 ¢ maior em lesdes de HT que lesdes HV (KIM, et al., 2001).

Possivelmente a susceptibilidade a varias doengas micobacterianas pode ser
determinada pelo grau de expressao de IL-12R[B2, a qual pode ser regulada por SNPs IL12R(32
(OHYAMA et al., 2005; OHYAMA, et al., 2008). Ali et al., realizaram um estudo de caso-
controle incluindo 843 pacientes com hanseniase e 1502 controles saudaveis de uma mesma
area geografica na India seguido por um estudo de interagio de milltiplos genes anteriormente
associados SNPs IL-12B e IL-12RfB2. Tais autores encontraram uma associa¢do entre o IL-

12B SNP 152853694 com hanseniase (OR = 1,42).
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2.3.9 IFN- y

IFN-y é produzido por células T CD4" ativadas ou células T CD8" e ¢ fundamental
para o controle de patogenos intracelulares pela resposta imune inata e adaptativa
(SCHRODER, et al, 2004). SNPs em IFN-y ja foram avaliados em diversos estudos
epidemiologicos genéticos. O SNP + 874T/A ¢ um polimorfismo funcional. O alelo + 874T
induz maior liberacdo de IFN-y espontinea por PBMC e esta associado a prote¢do contra
doencas infecciosas, incluindo tuberculose e hanseniase (PACHECO, et al, 2008;

CARDOSO, et al., 2011a).

Em um estudo de caso-controle, no qual foram arrolados 2.125 sujeitos brasileiros do
estado de Sao Paulo e 1.370 individuos do Rio de Janeiro, os SNPs +874 T / A (rs2430561),
+2109 G/A (rs1861494) e rs2069727 mostraram efeito protetor para os portadores do SNP +
874T (OR ajustado= 0,75; p = 0,005) para ambas populagdes estudadas combinadas. Nao
surpreendentemente, combinando dados de tuberculose e hanseniase, os resultados indicam
que o SNP + 874T/A desempenha um papel na resisténcia a doengas micobacterianas
(CARDOSO, et al., 2011a).

Em um estudo de caso-controle realizado na China, incluindo 527 individuos
acometidos pela hanseniase e 583 individuos sauddveis, demonstrou-se uma associagao do

SNP rs3138557 do gene do IFN-y com hanseniase MB (WANG, et al., 2012).

2.3.10 IL-10

IL-10 ¢ uma citocina imunorregulatéria secretada pelas células da linhagem de
mondcitos/macrofagos e células T as quais suprimem a producdo de mediadores inflamatdrios

e apresentagdo de antigeno (CARDOSO, et al., 2011a).

Um estudo anterior, analisando o SNP na regido promotora do gene da IL-10, indicou
que haplotipos -819 C/- 592 C e - 1082A/-819 C/- 592C tém associacdes significativas com
hanseniase (CARDONA-CASTRO, et al, 2012). Pereira e colaboradores (2009), em um
estudo de caso-controle que envolvendo 374 pacientes e 380 controles e uma meta-analise,
incluindo 5 estudos (2702 individuos), também encontraram uma associacdo entre alelo -
819T com susceptibilidade a hanseniase. Andlises funcionais revelaram que individuos
portadores do alelo - 819T produziam menores niveis de IL-10, quando comparados aos ndo-

portadores em PBMC estimulados com antigenos de M leprae (PEREIRA, et al., 2009).
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Além disso, um estudo de caso-controle que teve como base uma populagdo composta
por 2447 amostras de diferentes regides da India encontrou associagdes de um grupo de genes
com suscetibilidade a hanseniase. Oito SNPs foram associados com hanseniase propriamente
dita, incluindo rs1800871, rs1800872 e rs1554286 de 1L-10; rs3171425 e rs7281762 de IL-
10RB; rs2228048 ¢ rs744751 de TGFBR2; e rs1800797 de IL-6). Esta associacdo foi
replicada para outros 4 SNPs (rs1554286 de IL-10, rs7281762 de IL-10RB, rs2228048 de
TGFBR2 e rs1800797 de IL-6) (ALI, et al., 2012). Tomados em conjunto, dados replicados na
populagdo brasileira e indiana sugerem fortemente o envolvimento do locus de IL-10 no

desfecho da hanseniase.

2.3.11 IL-17

Ha seis membros na familia de citocinas interleucina-17 (IL-17) quais sejam IL-17A
(habitualmente citada como IL-17), IL-17B, IL - 17C, IL - 17D, IL-17E (também conhecida
como IL-25) e IL-17F. Dentre todos os membros, a regulacao e func¢ao bioldgica das IL-17A e
IL-17F sdo os mais elucidados atualmente. Do ponto de vista funcional tanto IL-17A quanto
IL-17F mediam respostas pro-inflamatorias, diferindo apenas quanto ao tipo e local da
inflamag¢ao (JIN, DONG, 2013).

Células T especializadas, denominadas cé¢lulas Th17, sdo a principal fonte de IL-17A e
IL-17F em muitos mecanismos efetores de imunidade adaptativa. IL-17A e IL-17F assumem
importante papel protetor na defesa do hospedeiro contra certos patdgenos em barreiras
epiteliais € mucosas. Tais citocinas sdo fundamentais na defesa contra bactérias extracelulares
tais como Staphylococus aureus e Klebsiella pneumoniae, que infectam a pele e pulmao,
respectivamente. Por outro lado, IL-17A também atua na defesa por infec¢do causadas por
bactérias intracelulares tais como Mycobacterium tuberculosis, Listeria monocytogenes e
Salmonella typhimurium além da Candica albicans. Assim, caso haja defeito na produgdo de
IL-17A ou IL-17RA pode-se ter como resultado maior disseminagdo bacteriana, em virtude da
redu¢do de mediadores inflamatorios e recrutamento dos neutrdfilos (JIN; DONG; 2013;
SPARBER; LEIBUNDGUT-LANDMANN, 2015). Recentemente foi publicado uma
pesquisa que revelou que o SNP IL-17F (7488T > C) esta associado a suscetibilidade a
hanseniase (CHAITANYA et al., 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

A hanseniase, apesar de ser uma doenga tratavel e seu esquema terapéutico ser
fornecido gratuitamente pelos servicos de satde, ainda apresenta nimero elevado de casos
novos em nosso pais. Com efeito, o Brasil, a India e a Indonésia respondem por 81% de todos
os casos novos em todo o mundo (OMS, 2014). Considerando que o tratamento com a
poliquimioterapia e a detec¢do precoce de casos constituem os pilares para o controle dessa
doenga, a implementacdo de novas ferramentas diagnosticas assume um papel decisivo no

controle da hanseniase.

Desta forma, a identificagdo de SNPs que possam conferir susceptibilidade a
hanseniase adquire carater promissor nesse cendrio, pois a vigilancia de individuos mais
susceptiveis, membros de familias de casos da doenga pode ser uma medida promissora para
deteccdo e tratamento precoce da doenga, interrompendo a cadeia de transmissao. Além disso,
a identificacdo dos genes que interferem na relagdo resisténcia/susceptibilidade do hospedeiro
permitira melhor compreensdao da patogénese da doenga e facilitard o desenvolvimento de

novas estratégias preventivas e terapéuticas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

e Associar polimorfismos em genes candidatos com a hanseniase.

4.2 Objetivos especificos
e (Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismos dos genes de MCP-1
e [L-17 nos sujeitos doentes e contactantes nao familiares;
e Realizar a analise de agrupamento para verificar o efeito de todos os genes em

conjunto na ocorréncia da doenca.
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5 PACIENTES E METODOS

5.1 Delineamento do estudo e amostra estudada

Trata-se de um estudo de associacdo, do tipo caso-controle genético e de familias. Os
pacientes estudados foram provenientes de demanda espontdnea dos ambulatérios de
hanseniase (DES)MANCHA-SE do Hospital Universitario da Universidade Federal de
Sergipe e do Centro de Especialidades Médicas de Aracaju (CEMAR), com diagndstico

confirmado de hanseniase por critérios reconhecidos pelo Ministério da Saude (MS).

Os critérios para confirmagdo diagnostica foram a presenca de lesdes de pele
compativeis clinicamente com hanseniase, com alteracdo da sensibilidade e baciloscopia
positiva e/ou bidpsia sugestiva ou confirmatéria deste diagndstico. Os pacientes foram
classificados de acordo com as formas operacionais em paucibacilar, quando apresentavam
menos do que 5 lesdes cutaneas, ou multibacilar, aqueles que apresentavam mais de 5 lesdes
cutaneas. A excecdo a esses critérios foram os pacientes com a forma neural, os quais nao
cursam com lesdes cutaneas, mas apresentam lesdes neuroldgicas, com confirmagao
diagnostica faz-se por eletroneuromiografia. Foram eleitos como controles individuos co-
habitantes ndo consanguineos residentes na mesma casa ou vizinhanga proxima e contactantes
diretos dos pacientes, tais como cOnjuge, genro, nora, cunhado (a). Os controles foram
examinados clinicamente e considerados adequados para participagdo na pesquisa se auséncia

de queixas e lesdes sugestivas de hanseniase.

Além disso, foram coletados informagdes fenotipicas, heredograma e sangue para
isolamento de DNA dos casos e seus familiares assim como de seus controles. Todos os
participantes da pesquisa receberam uma explicagdo verbal a respeito da natureza da pesquisa,
assim como seus riscos e beneficios, e foram convidados a participar do estudo, sendo
solicitada a assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (apéndice 1).
Houve, entdo, uma avaliagdio com emprego de questiondrio clinico-epidemiologico
padronizado (apéndice II). Os sujeitos doentes foram examinados fisicamente para que se
fosse feita a descricao das lesdes e forma clinica da doenga apresentada e submetidos a exame
neurolégico simplificado estabelecido pelo MS para classificacdo do grau de incapacidade
fisica. Foram incluidos tanto pacientes ja tratados, em tratamento quanto aqueles cujo

tratamento ainda ndo tinha sido iniciado.
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O critério de inclusiao foi o diagndstico confirmado da hanseniase por baciloscopia
e/ou bidpsia e foram considerados como critérios de exclusiio: apresentar outra infeccdo ou
condi¢do clinica (tais como gravidez, HIV, HTLV-I, Diabetes mellitus) que pudessem
interferir na resposta imune e na forma clinica da doenga ou sua gravidade. Apds
caracterizacdo das formas clinicas da doenga, foi retirado sangue periférico para purificagao
de DNA e realizagdo do estudo genético. Além disso, todos os pacientes foram acompanhados
mensalmente para receber a dose supervisionada do tratamento e nessas visitas foram
aplicados questiondrios nos doentes para detectar sintomas de neurite e outros quadros

clinicos compativeis com rea¢des hansénicas e incapacidade fisica.

Do universo 510 individuos participantes dentre casos, controles e familiares, a
amostra final para fins de andlise da presente pesquisa foi composta por 199 individuos
doentes e 81 sujeitos sadios contactantes intradomiciliares dos pacientes. Apds o diagnostico,
os pacientes foram assistidos ambulatorialmente durante o tratamento contra a hanseniase e
foram avaliados quanto ao surgimento ou ndo de reacdes hansénicas (figura 2). A defini¢ao
diagnostica da ocorréncia de episddios reacionais foram: para reacdo hansénica tipo 1 o
aparecimento repentino de novas lesdes cutaneas associadas ou nao a neurite ou manifestacao
isolada de neurite; e como reacdo tipo 2 o surgimento de nddulos subcutaneos dolorosos
acompanhados ou ndo de neurite ou comprometimento sistémico como febre, artralgia ou

artrite e perda de peso.

Figura 2. Fluxograma do delineamento da pesquisa

Pacientes Controles
N=199 N=81
sim
Caracterizago clinica . | Evolugéol_.l Reagéo hansénlcal
dos pacientes

\.\ _
nao
MB AN PB

| } MCP-1 rs1024611
Coleta de sangue
Extracdo DNA/Genotipagem Tagman

!

Andlise dos dados

IL-17 rs 2275913

Fonte: Dados diagramados pela autora, 2010-2015.
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5.2 Genotipagem

5.2.1 Coleta de sangue e obtencdo de DNA genomico:

De todos os individuos foram coletados 8 mL de sangue venoso em tubo vacutainer
contendo Acido-Citrato-Dextrose (ACD). As amostras de sangue foram encaminhadas para
posterior analise no Laboratorio de Biologia Molecular do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Sergipe para purificacio de DNA genomico (gDNA) utilizando-se a
técnica de “coluna" (SAMBROOK ef al., 1989) descrita a seguir.

Para extracdo de DNA foi inicialmente feita a lise de eritrocitos, onde o sangue total
coletado foi dividido em dois tubos Falcom de 15 ml. Para perfazer o volume total de 15ml
em cada tubo, utilizou-se uma solugdo para lise de eritrocitos composta de Sacarose 1.6M;
Triton X-100; MgCl,.6 H,0 1M; Tris-HCl com pH7,5 IM. Em seguida tal material foi
centrifugado a 8.000xg durante 10 minutos e o sobrenadante foi descartado e o procedimento
repetido com o “pellet” resultante. Em seguida procedeu-se lavagem do sedimento de
leucocitos com Sml de dH,0 e desprezado o sobrenadante apos a centrifugagdo. Por fim, o
botdo de células brancas resultante foi levado para congelamento a -20°C.A extragdo do
gDNA, foi realizada utilizando-se o kit de extragdo de DNA PurelLink Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen) segundo instru¢des do fabricante. A quantificacdo e a pureza das amostras de
DNA foram realizadas por leitura da densidade oOptica em espectrofotdometro (260nm) em
aparelho Epoch Microplate spectrophotometer, sendo as amostras posteriormente aliquotadas

e congeladasa  -20°C e -70°C.

Os polimorfismos de MCP-1 rs1024611 e IL-17 rs 2275913 foram avaliados pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) semiqualitativa por método TagMam® (Life
Technologies). A técnica de PCR foi realizada no aparelho 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) de acordo com as instrugdes do fabricante.

A PCR com sondas TagMan” se baseia na atividade exonucleotidica 5° da Taq DNA
polimerase, a qual causa a ruptura da ligacdo da sonda que hibridiza com a cadeia
complementar, surgindo, assim, um sinal de fluorescéncia. Desta forma, sdo necessarias duas
sondas TagMan® que irdo diferir no local polimorfico, uma serd complementar do alelo
selvagem e, a outra, complementar ao alelo variante. Tais sondas sdo marcadas com dois
fluoréforos diferentes, um na extremidade 5°, o reporter, € outro na extremidade 3°, o
quencher. Enquanto as sondas se mantém inalteradas o “quencher” absorve a fluorescéncia

emitida pela sonda “reporter”. Por sua vez a sonda se liga ao seu alelo especifico e a
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fluorescéncia ¢ lida para o alelo presente na amostra. Quando ocorre a presenca dos dois
alelos, sdo lidos os dois tipos de fluorescéncia (Quadro 1).

Durante a PCR e na fase de pareamento, as sondas TagMan® hibridizam com a cadeia
complementar. Durante a fase de extensdo a sonda “reporter” ¢ clivada pela atividade 5’ da
Taq DNA polimerase, ocorrendo a liberagdo do fluoréforo e, consequentemente, incremento
do sinal de fluorescéncia. O aumento da intensidade da fluorescéncia ¢ diretamente

proporcional ao niamero de ciclos da PCR.

Quadro 1- Associacdo entre sinais da fluorescéncia e sequéncia da amostra

Sinal da fluorescéncia Gendtipo da amostra
Sinal VIC Homozigose para alelo 1
Sinal FAM Homozigose para alelo 2
Sinais VIC e FAM Heterozigose para alelos 1 e 2

Fonte: Adaptado da Applied Biosystem

5.3 Analise Estatistica

Os dados clinicolaboratoriais foram compilados em um banco de dados no programa
SPSS versdao 22.0.0. As varidveis categoricas foram descritas como frequéncia simples e
percentagem enquanto as variaveis quantitativas como média e desvio-padrao. Para analisar a
existéncia ou nao de associagdo entre os gendtipos e alelos com as varidveis forma clinica e
reacdo hansé€nica foi utilizado teste do qui-quadrado ou exato de Fisher quando mais
apropriado. Por sua vez, para a andlise multivariada, foi empregado o teste de agrupamento
step by step. O pressuposto basico para tal andlise ¢ que a distribuicdo dos gendtipos e alelos
permite discriminar os individuos da amostra em grupos com susceptibilidade a doenca e
caracteristicas distintas. Uma vez definido o nimero de agrupamentos procedeu-se a andlise
de associacdo dos agrupamentos e caracteristicas clinicas a fim de determinar as

particularidades de cada agrupamento.
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6 ASPECTOS ETICOS

Essa pesquisa envolve seres humanos, seguiu as instru¢des da resolucdo 196/96 e de
um projeto que foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade

Federal de Sergipe sob o nimero CAAE — 0152.0.107.000-07.
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8 RESULTADOS

8.1 Caracterizagdo da amostra

A amostra foi composta por 280 individuos com idade média de 46,7+17,1 anos, idade
minima 8 anos e maxima de 88 anos. Dentre os 280 individuos, 199 eram sujeitos doentes e
81 sujeitos sadios ndo consanguineos.

As caracteristicas demograficas dos individuos dos grupos doentes e sadios ndo
consanguineos estdo descritas na Tabela 1. Quando da andlise de tais caracteristicas, observou-
se que ndo houve diferenca estatistica no tocante a distribuicdo dos sujeitos em relacdo ao
sexo. Por outro lado, no que se refere a idade, também néo foi observado diferenca estatistica
nos grupos doentes e sadios ndo consanguineos considerando a classifica¢do diagndstica pauci
ou multibacilar. No grupo dos doentes houve predominancia dos sujeitos multibacilares
(66,8%) em relacdo aos paucibacilares (33,2%) e, no que tange a ocorréncia de reacao

hansénica, 46,7% dos doentes apresentaram reacao durante o periodo analisado.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas dos individuos da pesquisa

Variavel  Doentes’ (%) (n=199) Sadios niio consanguineos’ (%) (n=81) p
Idade’ 46,6(+17,9) 46,8(+15,0) 0,939
Sexo 0,09
Feminino  103(51,8) 51(62,5)

Masculino 96(48,2) 30 (37,5)

Fonte: Dados coletados pela autora, 2010-2015.
1.Valores expressos em n (%); Teste t para dados independentes
2.Valores expressos como média £DP; Teste do qui-quadrado.

8.2 Distribui¢do genotipica do SNP rs 1024611 de MCP-1 e rs 2275913 de IL-17 em

individuos com hanseniase e contactantes sadios nio consanguineos:

Ao analisar a distribuicdo de gendtipos entre os individuos doentes e sadios foi
identificada diferenca na distribuicdo genotipica de MCP-1 e IL-17 (p=0,015 e p=0,031
respectivamente). Em relagdo ao MCP-1, houve maior frequéncia do gendtipo GG nos doentes
e menor frequéncia do AG quando comparados aos sadios. Por outro lado, o gendtipo GG de
IL-17 foi o mais frequente nos doentes enquanto o gendtipo AA foi o menos evidenciado tanto

em doentes quanto em sadios (Tabela 2).
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Tabela 2 - Frequéncia genotipica dos SNPs de MCP-1 e IL-17 em pacientes e contactantes
sadios ndo consanguineos.

SNP Doentes' (%) Sadios' (%) n p
MCP-1 182 81 0,015
AA 86 (47,3) 31 (38,3)

AG 81(44,5) 49 (60,5)

GG 15(8,2) 1(1,2)

IL-17 187 80 0,031
AA 7(3.,7) 2(2,5)

AG 45 (24,1) 32 (40)

GG 135 (72,2) 46 (57,5)

Fonte: Dados coletados pela autora, 2010-2015.
'Valores expressos em n (%). Teste exato de Fisher.

A comparacao da distribuigao dos genotipos entre os doentes estratificados pela forma

clinica paucibacilar e mutibacilar ndo mostrou diferenga tanto na distribuigdo dos genotipos de

MCP-1 quanto na distribuicdo de gendtipos de IL-17 (Tabela 3).

Tabela 3 - Frequéncia dos gendtipos dos SNPs de MCP-1 e IL-17 em doentes pauci e

multibacilares
Genotipo PB n MB n p
MCP-1 63 119 0,458
AA 31(49,2) 55(46,2)
AG 27(42,9) 54(45,4)
GG 5(7,9) 10(8.,4)
IL-17 63 124 0,141
AA 1(1,6) 6(4,8)
AG 20(31,7) 25(20,2)
GG 42(66,7) 93(75)

Fonte: Dados coletados pela autora, 2010-2015.

Em relagdo a apresentagao de reagdo hansénica, foi possivel observar que houve

frequéncia semelhante dos genotipos AA, AG e GG do SNP 1024611 de MCP-1 nos

individuos que manifestaram ou ndo reagdo hansénica (p=0,445). Por sua vez, em relagdo a

IL-17, a frequéncia dos genotipos AA, AG e GG nos doentes que manifestaram ou ndo reagao

hansénica também foi similar (p=0,666) conforme Tabela 4.
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Tabela 4 - Frequéncia genotipica dos SNP de MCP-1 e IL-17 nos doentes que manifestaram

ou nao reagao hansénica

SNP Doentes Sem Reag:ﬁo1 n Doentes Com reag:ﬁol(%) n p
(%)

MCP-1 80 97 0,445

AA 33(41,2) 49(50,5)

AG 39(48,8) 41(42,2)

GG 8(10) 7(7,2)

IL-17 84 97 0,666

AA 3(3,6) 4(4,1)

AG 23(27,4) 21(21,6)

GG 58(68,9) 72(74,2)

Fonte: Dados coletados pela autora, 2010-2015.
'Valores expressos em n (%). Teste exato de Fisher.

8.3 Distribuicao alélica do SNP rs 1024611 de MCP-1 e rs 2275913 de IL-17 em

individuos com hanseniase e contactantes sadios nio consanguineos

Ao se avaliar a distribuicdo de alelos entre os individuos doentes e sadios foi

identificada diferenga na distribui¢ao dos alelos dos SNP de IL-17 (p=0,019) mas nao de

MCP-1 (p=0,28). Em relacdo ao MCP-1, tanto os doentes quanto os contatos sadios nao

consanguineos apresentaram maior frequéncia do alelo A em relagao ao alelo G. E importante

ressaltar que, para IL-17, o alelo G também foi o mais evidenciado tanto nos doentes quanto

nos sadios (p=0,019) (Tabela 5).

Tabela 5 - Comparacdo das frequéncias alélicas dos SNP de MCP-1 e IL-17 nos individuos
doentes em relag@o aos sujeitos sadios ndo consanguineos.

Alelos Citocinas Doentesl(%) (n=199) n Sadiosl(%) (n=81) n p

MCP-1 364 162 0,28
A 254 (69,8) 111 (68,5)

G 110 (30,2) 51 (31,5)

IL-17 374 159 0,019
A 59 (15,8) 36 (22,6)

G 315 (84,2) 123 (77,4)

Fonte: Dados coletados pela autora, 2010-2015.
"'Valores expressos em n (%). Teste exato de Fisher.
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Comparando-se a distribuicao alélica entre os doentes de acordo com a estratificacao
das formas clinicas paucibacilar e mutibacilar, ndo foi evidenciado diferenca em relagdo aos

alelos de MCP-1 e IL-17 (p=0,913 e p=0,229 respectivamente) segundo Tabela 6.

Tabela 6 - Comparacdo das frequéncias alélicas dos SNP de MCP-1 e IL-17 nos individuos
doentes pauci ou multibacilares

Alelos Citocinas PBI(%) n MBI(%) n p
MCP-1 176 238 0,913
A 139 (78,9) 165 (69,3)

G 37 (21,1) 73 (30,7)

IL-17 126 248 0,229
A 22 (17,5) 37 (15)

G 104 (82,5) 211 (85)

Fonte: Dados coletados pela autora, 2010-2015.
'Valores expressos n (%). Teste exato de Fisher.

Por outro lado, também nao houve diferenca na frequéncia da distribuicao dos alelos
dos SNP de MCP-1 e IL-17 nos doentes quanto a ocorréncia ou ndo de reacdo hansénica

(Tabela 7).

Tabela 7 - Comparacao das frequéncias alélicas dos SNP de MCP-1 e IL-17 nos individuos
doentes que manifestaram ou nao reagdo hansénica

SNP Doentes Sem Reac;ﬁol (%) n Doentes Com Rea(;ﬁol(%) n p

MCP-1 160 194 0,67
A 113 (70,6) 135 (69,6)

G 47 (29,3) 59 (30,4)

IL-17 158 194 0,44
A 29 (12,1) 29 (15)

G 139 (87.9) 165 (85)

Fonte: Dados coletados pela autora, 2010-2015.
'Valores expressos em n (%). Teste exato de Fisher.

8.4 Caracterizacdo dos doentes e individuos contactantes sadios nio consanguineos
conforme agrupamento genotipico do SNP rs 1024611 de MCP-1 e rs 2275913 de IL-
17

A andlise dos individuos doentes e contactantes sadios ndo consanguineos segundo as
variaveis idade, sexo e gendtipos de MCP-1 e IL-17 permitiu discriminar cinco grupos (Tabela

8).
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8.4.1 Caracterizagao do grupo 1

No que concerne a caracterizagdo genotipica, o genotipo AA do MCP-1 foi o mais
frequente (71,7%), o genodtipo AG exibiu frequéncia intermedidria (20%) enquanto o genotipo
GG foi o menos observado (8,3%). Todos os individuos que compdem esse grupo
apresentaram apenas o genotipo GG de IL-17.

Por outro lado, tal grupo foi constituido notadamente por sujeitos doentes (86,7%) e,
dentre esses, a forma multibacilar foi a predominante (61,7%). Além disso, 50,9% dos doentes

pertencentes a esse grupo evoluiram com reagao hansénica.

8.4.2 Caracterizacao do grupo 2

Do ponto de vista da frequéncia genotipica, o gendtipo AA do MCP-1 foi o mais
observado (94,7%), ndo houve ocorréncia do gendtipo AG e o genotipo GG foi observado em
5,3% dos participantes. Em relacdo ao IL-17, gendtipo AG do IL-17 foi o mais evidenciado
(84,2%) seguido pelo gendtipo AA (15,8%) e sem demonstracdao do gendtipo GG.

No que tange as caracteristicas clinicas, esse grupo foi composto predominantemente
por individuos doentes (68,4%) em relagdo aos sadios (31,6%) apesar da distribuicdo de
sujeitos com forma clinica paucibacilar (31,6%), multibacilar (36,8%) e sadios (31,6%) ter
sido semelhante. Considerando a manifestacao da reagdo hansénica, 39,5% dos individuos

doentes que compuseram o grupo 2 ndo a apresentaram durante sua evolucao.

8.4.3 Caracterizac¢ao do grupo 3

Considerando a frequéncia genotipica dos SNPs estudados, a frequéncia do genotipo
AG do MCP-1 foi mais expressiva (96,9%), seguida do gendtipo AA de modo menos
significativo (3,1%) e sem observacao do gendtipo GG. O genétipo AG do IL-17 (71,9%) foi
o mais frequente seguido pelo gendtipo AG (15,8%) e auséncia do genotipo AA.

Ademais, esse grupo foi composto por sujeitos sadios (56,3%) em discreta maioria e,
no que se refere aos doentes, a forma clinica multibacilar foi a mais frequente (34,4%), sem

manifestagdo de reagdo hansénica em seu curso clinico (22,6%).
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8.4.4 Caracterizagao do grupo 4

Em relacdo ao agrupamento genotipico dos individuos do grupo 4, o gendtipo AG do
MCP-1 foi observado em 82,5% dos participantes desse grupo, com menor ocorréncia dos
gendtipos GG (11%) e AA (6,3%). Considerando o IL-17, o gendtipo GG (68,3%) foi o mais
frequente enquanto os genotipos AG (28,6%) e AA (3,2%) foram menos comuns. A
caracterizacdo clinica do grupo 4 ¢ traduzida por discreta predomindncia de individuos
doentes (54%) os quais apresentaram distribuicio homogénea das formas clinicas pauci e
multibacilar (25,4% e 28,6% respectivamente) e evoluiram com reacao hansénica 31,7% dos

casos.

8.4.5 Caracterizagao do grupo 5

Ao analisar o grupo 5, observou-se distribuicdo homogénea dos genotipos AA e AG do
MCP-1 (51,4% e 48,6% respectivamente) e sem evidéncia do gendtipo GG. Dos genotipos de
IL-17, apenas o GG foi encontrado nesse grupo. Tal grupo foi composto apenas de individuos
doentes, com forma clinica mutibacilar em sua maioria (67,6%), que ndo diferiram em relagao

a manifestacdo de reacao hansénica (48,6%) ou nao (51,4%).
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Tabela 8 - Caracterizagcdo dos agrupamentos conforme frequéncias genotipicas dos SNP de
MCP-1 e IL-17 nos individuos doentes em rela¢do aos sadios

Variaveis Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo$5 p
(n=60) (n=38) (n=32) (n=63) (n=37)
Idade' 46+18,1 444194 47,5+£20,1 48,3+13,5 44,9+15,1 0,15
Sexo” 0,0001
Feminino 22(36,7) 25(65,8) O 63(100) 18(48,6)
Masculino 38(63,3) 13(34,2) 32(100) 0 19(51,4)
Grupo® 0,0001
Doentes 52(86,7) 26(68,4) 14(43,8) 34(54) 37(100)
Sadios 8(13,3) 12(31,6) 18(56,3) 29(46) 0
MCP-1° 0,0001
AA 43(71,7) 36(94,7) 1(3,1) 4(6,3) 19(51,4)
AG 12(20) 0 31(96,9)  52(82,5) 18(48,6)
GG 5(8,3) 2(5,3) O 7(11) 0
IL-17° 0,0001
AA 0 6(15,8) 0 2(3,2) 0
AG 0 32(84,2) 23(71,9) 18(28,6) 0
GG 60(100) 0 9(28,1) 43(68,3)  37(100)
Forma 0,0001
clinica’
15(25) 12(31,6) 3(9,4) 16(25,4) 12(32,4)
PB 37(61,7) 14(36,8) 11(34,4) 18(28,6) 25(67,6)
MB 8(13,3) 12(31,6) 18(56,3) 29(46) 0
Sadio
Reaciio’ 0,0001
Doente 20(35,1) 15(39,5) 7(22,6) 14(22,2) 19(51,4)
sem reacao
Doente 29(50,9) 11(28,9) 6(19,4) 20(31,7)  18(48,6)
com reagao
Sadio 8(14) 12(31,6) 18(58,1)  29(46) 0

Fonte: Dados coletados pela autora, 2010-2015.

'Valores expressos em média £DP. > Valores expressos em n (%). Anélise de agrupamento.
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9 DISCUSSAO

Embora a exposi¢do ao M leprae seja necessaria, ela por si s6 ndo ¢é suficiente para
desencadear a hanseniase. Considera-se que diversos conjuntos de genes podem influenciar a
susceptibilidade do hospedeiro a hanseniase em trés diferentes fases, quais sejam: a) o
controle de infec¢do propriamente dita, ou seja, hanseniase per se; b) apos o estabelecimento
da infeccdo influenciando na definicdo das diferentes formas clinicas da doenga; c) a
possibilidade de manifestar as reacdes hansénicas. Além de estudos observacionais que
corroboram a presenca de um componente familiar na susceptibilidade a hanseniase, diversas
analises de segregacdo complexa tém sido realizadas para hanseniase em diferentes
populagdes, com o intuito de identificar o modelo de ajuste mais adequado da heranca do
fenotipo.

A quimiocina MCP-1 ¢ uma proteina de baixo peso molecular relacionada ao
recrutamento de linfocitos € mondcitos € a processos inflamatdrios cronicos. O gene que
codifica a MCP-1 esté localizado na regido cromossomica 17q11.2 — ql2 e o SNP- 2518A/G
(rs1024611) pode influenciar a secrecao de MCP-1 (GONG et al., 2013). Apesar do seu papel
primordial na migragdo de células efetoras pouco se sabe sobre seus perfis das quimiocinas
em pacientes de hanseniase (de SOUZA et al., 2016).

No presente estudo houve diferenca na distribui¢ao dos gendtipos de MCP-1 entre os
grupos de doentes e coabitantes sadios ndo consanguineos tendo sido o gendtipo GG mais
frequente nos doentes em relagdo aos sadios (p=0,015). Embora ndo tenha havido diferenga na
distribui¢ao dos genotipos de MCP-1 conforme a forma clinica da hanseniase comparada aos
sadios, o gendtipo GG foi mais frequente nos doentes que apresentaram reagdo hansénica
(p=0,029).

Em relagao a tuberculose, doenca causada por micobactéria intracelular, um estudo
realizado no México envolvendo 445 doentes e 518 controles evidenciou que individuos com
tuberculose portadores do alelo G apresentaram os niveis séricos mais elevados de MCP-1 e
os niveis plasmaticos mais inferiores de IL12p40. Além disso, o risco de desenvolver
tuberculose foi 2,3 e 5,4 vezes maior em portadores de gendtipos de AG e GG de MCP-1
respectivamente do que nos homozigoto AA. Posteriormente esse estudo foi replicado com
individuos coreanos pelo mesmo grupo arrolando 129 individuos com tuberculose e 162
sujeitos sadios. Nessa pesquisa o risco de desenvolver tuberculose foi 2,8 e 6,9 vezes maior
em portadores de genotipos AG e GG de MCP-1 do que nos homozigotos AA. Diante de tais

achados os autores concluiram que, provavelmente, os individuos que possuem genotipo GG
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de MCP-1 produzem altas concentragdes dessa quimiocina, a qual inibe a producdo de IL -
12p 40, com consequente supressao da resposta Thl e maior probabilidade de que a infec¢ao
pelo M. tuberculosis progrida para tuberculose pulmonar ativa. (FLORES-VILLANUEVA et
al., 2005).

Por sua vez, um grupo de pesquisadores brasileiros realizou um estudo de caso-
controle, ratificado por andlise baseada em familia, o qual evidenciou associag@o entre o alelo
G -2518 de MCP-1 de niveis elevados de MCP-1 no plasma e em macrdéfagos com
leishmaniose mucosa. O genoétipo recessivo GG - 2518 de MCP-1 foi mais comum nos
individuos com leishmaniose mucosa (N = 67) do que nos individuos controle (N = 60) (OR=
1,78; 1C=95% 1,01 — 3,14; p = 0,045), do que em controles combinado com teste cutaneo de
sensibilidade tardia (DTH) positivo (N = 60; OR=4.40; IC=95% 1,42 — 13,65; p=0,010), e do
que em controles combinados com doentes acometidos por leishmaniose cutanea (N = 60;
OR= 2,78; 1C=95% 1,13 — 6,85; p = 0,045). No estudo baseado em familia (91 individuos
com leishmaniose mucosa e 223 casos com leishmaniose cutanea nas familias) confirmou a
associagao recessiva do alelo G com leishmaniose mucosa (Z = 2.679; P = 0,007). Niveis mais
elevados de MCP-1 ocorreram no tanto plasma (p = 0,03) quanto em macrofagos (P < 0,0001)
de individuos com gendtipo GG em comparagdo com individuos com genotipo AA. Tais
resultados sugerem que niveis elevados de MCP-1 aumentam risco de leishmaniose mucosa e
uma associacao entre o alelo G do promotor -2518 de MCP-1 e susceptibilidade a
leishmaniose mucosa apos infeccdo por Leishmania braziliensis (RAMASAWMY et al.,
2010).

Considerando que o alelo G do SNP rs1024611 de MCP-1 esté associado a maior risco
de tuberculose, ¢ possivel inferir que tal alelo também esteja associado a maior risco de
hanseniase fato que corrobora o achado dessa pesquisa de maior frequéncia do genotipo GG
em sujeitos doentes em relacdo aos sadios (p=0,015). No que tange a hanseniase, ha dados
conflitantes a respeito dos niveis séricos de MCP-1. Alguns pesquisadores analisaram a
expressdo das quimiocinas MCP-1, RANTES (CCLS5) e IL-8 (CXCLS8) em lesdes hansénicas
por hibridacdo in situ e, a despeito da elevagdo de todas as quimiocinas, ndo houve diferenca
no nivel de expressdo relacionada ao espectro da doenga. Entretanto, os niveis de MCP-1 e
RANTES foram elevados na reacdes reversas, indicando agdo dessas quimiocinas na migracao
e ativacao de mondcitos e células T nessas lesdes (KIRKALDY et al., 2002).

Embora alguns estudos tenham relatado niveis elevados de MCP-1 e interleucina-8
relacionados a forma virchowiana da hanseniase (LEW et al., 2002; HASAN, MAHMOOD,

ZAFAR, 2004), uma pesquisa envolvendo individuos brasileiros mostrou niveis elevados de
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apenas CCL3 (MIP-1 o) e eotaxina mas nao de CCL2, CXCL9 e CXCL10 em sujeitos
acometidos com hanseniase em relagdo aos sadios (MENDONCA et al, 2007). Em
contrapartida, niveis reduzidos de MCP-1 associados a uma resposta de TNFa baixa podem
contribuir para o crescimento desenfreado e disseminacdo das micobactérias encontradas na
forma virchowiana da doenca (HASAN et al., 20006).

No presente estudo, em relagdo a IL-17, o gendétipo GG foi mais observado nio apenas
sujeitos doentes (p=0,031) mas naqueles com a forma multibacilar da hanseniase (p=0,031).
No entanto, comparando a frequéncia dos gendtipos de IL-17 nos individuos sadios e nos
acometidos que tenham manifestado ou ndo reacdo hansénica, ndo houve diferenca na
distribui¢do genotipica entre os grupos.

Atualmente sabe-se que a resposta imune de alguns individuos com hanseniase ndo se
comportam segundo a dicotomia Thl e Th2 das células T helper e respectivas citocinas.
Habitualmente considera-se que os individuos com hanseniase virchowiana apresentam
reposta tipo Th2 com producdo de IL-4, IL-5¢ auséncia da acdo de IFN-y sobre o M. leprae.
Na hanseniase tuberculdide predomina a resposta Thl principalmente devido a agdo de IL-2 e
IFN-y. Entretanto alguns pacientes em ambos os tipos de hanseniase apresentam um padrao de
resposta presenca concomitante de IL-4 e IFN-y indicando um padrdo de resposta nao
polarizada denominada ThO.

As células Th17 surgiram como um terceiro subconjunto de células Th e seu papel
frente a algumas condigdes clinicas ¢ controverso. Enquanto s3o consideradas como
fundamentais na protecdo do hospedeiro contra infecgdes fungicas (LEIBUNDGUT-
LANDMANN, 2015), desempenham um papel primordial na génese de doencas autoimunes
como colite ulcerativa (CHEN ef al., 2010), doenga enxerto versus hospedeiro (ESPINOZA et
al., 2011) e asma (HAYASHI et al, 2013) e conferem susceptibilidade a tuberculose
(OCEJO-VINYALS et al.,, 2013) e cancer gastrico. Tais células sdo independentemente
reguladas pelas células T CD4" e caracterizadas como produtoras de citocinas da familia IL-
17. Ademais estimulam a producdo, por células epiteliais e endoteliais e monocitos, de
citocinas como IL-6 e TNF e de quimiocinas (PITTA et al., 2009).

O polimorfismo rs 2275913 de IL-17 estd localizado na posi¢do 152bp upstream do
sitio incial de RNA mensageiro de IL-17 (CHEN et al., 2010). Em uma coorte envolvendo
438 pares de pacientes e seus doadores ndo relacionados a transplantados através do programa
de doador de medula do Japao, o alelo de 197A de IL-17 do doador foi associado a um risco
maior doenga enxerto contra o hospedeiro aguda (OR= 1,46; intervalo de confianca de 95%

[IC], 1,00 a 2,13; p = 0,05). Além disso, células T do sujeitos sadios foram estimuladas in vitro
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e as que possuiam o alelo -197A produziram significativamente mais IL-17 do que aqueles
sem o alelo de 197A. Por sua vez, o alelo -197A apresentou maior afinidade as células T do
fator nuclear ativado (NFAT), um fator de transcri¢ao critica envolvido na regulacdo de IL-17.
Tais dados reforcam a importancia funcional do SNP rs2275913 e mostram que a maior
secre¢do de IL-17 por individuos com o alelo de 197A possivelmente esta associado a risco
aumentado para doenca enxerto contra o hospedeiro aguda e certas doengas autoimunes
(ESPINOZA et al., 2011).

Em uma metandlise na qual foram arrolados nove estudos, envolvendo 3.181 casos e
4.005 controles, foram encontrados portadores da variante -197A alelo associados com um
risco significativamente aumentado de cancer (GA/AA vs GG; OR = 1,27; IC=95%; p
heterogeneidade = 0,374) [WANG et al., 2015]. Recentemente foi publicado um estudo
espanhol de caso controle envolvendo 192 individuos com tuberculose pulmonar e 266
controles saudaveis doadores de sangue que sugere associacdo entre rs2275913 IL-17A
gendtipo GG com susceptibilidade a tuberculose pulmonar (OR = 1,59, IC 95%= 1,09-2,31, p
= 0.015) [OCEJO-VINYALS et al., 2013].

Em um estudo realizado na India, foram encontradas evidéncias para a presenga de
c€lulas Th17 de cultura de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) estimuladas
com antigeno e fragmentos de bidpsia de hanseniase tuberculdide. Isoformas de IL-17
mostraram significativamente maior expressao e liberacdo de sobrenadantes de cultura de
PBMC estimuladas com antigeno sonicado de M leprae e lesdes dérmicas de contatos
saudaveis e doentes com hanseniase tuberculoide em comparacao aqueles com hanseniase
virchowiana (p=0,003). Vale ressaltar ainda a associacdo de IL-23R e ndo IL-6R com células
Th 17 (SAINI, RAMESH, NATH, 2013).

No entanto em uma pesquisa envolvendo 75 mexicanos com diagndstico da
hanseniase, dos quais 62 tinham hanseniase virchowiana, € 69 controles saudaveis, ndo foi
observada associacdo de susceptibilidade a hanseniase com genotipos ou frequéncias alélicas
de IL-17A G-197A (rs227593) e IL-17F A7488G (rs763780), sugerindo que os SNPs de IL-17
ndao tem nenhum papel significativo na susceptibilidade genética para o desenvolvimento
dessa doenga na populagdo mestica mexicana (ESCAMILLA-TILCH, et al., 2014).

Os achados desse estudo mexicano estdo em dissondncia aos observados no estudo em
tela no qual o gendtipo GG foi o mais encontrado nos doentes (p=0,031), majoritariamente
naqueles com a forma multibacilar da doenga (p=0,031), assim como o alelo G foi o mais
frequente nos doentes (p=0,019). Por outro lado os achados descritos na pesquisa em foco

vao ao encontro aos relatados no estudo espanhol envolvendo individuos com tuberculose
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pulmonar cujos resultados evidenciaram associacdo entre rs2275913 IL-17A e gendtipo GG
com susceptibilidade a tuberculose.

Quanto a andlise de agrupamentos conforme caracteristicas clinicas e frequéncias
genotipicas, o grupo 1 foi composto eminentemente por doentes (86,7%) e o grupo 5 foi
constituido apenas de acometidos. Em ambos os grupos o genotipo GG de IL-17 foi o tnico
presente enquanto o gendtipo GG de MCP-1 foi o mais encontrado no grupo 1 e ausente no
grupo. Apesar da auséncia do genotipo GG de MCP-1 do grupo 5, sendo que esse genotipo €
associado a maior susceptibilidade a tuberculose, ¢ valido inferir que a presenca do genétipo
GG de IL-17 tenha contribuido para a maior susceptibilidade dos sujeitos do grupo 5 a
hanseniase.

Outro dado que corrobora para a provavel contribuicado do genotipo GG do IL-17 a
susceptibilidade a doenca ¢ a auséncia do alelo G de MCP-1 nos grupos 1 e 5 maior
frequéncia ao alelo G de IL-17 em ambos grupos cujas composi¢des foram primordialmente
de doentes.

A realizacdo de estudos funcionais ¢ fundamental para melhor esclarecimento dos
achados aqui descritos. Apesar das citocinas € quimiocinas serem proteinas de fase aguda
inespecificas, seu uso como marcadores biologicos associados ao titulos de PGL-I, principal
glicolipideo antigénico do M. leprae, juntamente com caracterizacao clinica e perfil genético

pode subsidiar maior robustez as ferramentas imunodiagndsticas.
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10 CONCLUSOES

e Foi observada associacdo entre o gendtipo GG de IL-17 com hanseniase per se;

e Foiobservada associacdo entre o genétipo GG de MCP-1 com hanseniase per se;

e A analise de agrupamentos confirmou a associacdo entre o gendtipo GG de IL-17 e
GG de MCP-1 com maior susceptibilidade & hanseniase;

e O gendtipo GG do IL-17 também esta associado a ocorréncia de reacdo hansénica.
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11 PERSPECTIVAS

e Realizar estudos funcionais para averiguar ocorréncia das associagfes encontradas

em individuos contactantes com gendtipos opostos desses genes;

e Verificar se as associagdes encontradas nesse estudo de caso-controle ocorrerdo nos

estudos de familia.
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APENDICE A - QUESTIONARIO

QUESTIONARIO

Estudo Imunologico e Genético na Hanseniase

1. N2 Estudo:

3. Classificagao:

2. Familia de Relagéo____

1 CASO "1 INDICE (1) (1 CONTROLE INDICE (2) (1 PARENTE do CASO (3)
IDENTIFICACAO
4. Se PARENTE: [ Pai/Mae (1) [JIrméaos (2) (] Filho(a) (3) [1Av6s (4) 1 Primos (5)
[1 Sobrinho(a) (6) [ Tio(a) (7) [1 Cbnjuge (8) 71 Nao se aplica (99)
Relagdo com caso indice:
5. Data de Nascimento / / (dd/mm/aaaa) 6. Idade: anos 7. Sexo: [F (1)71 M (2)

8. Raga: [1branca(1) [1negra(2) [lparda(3) [(lindigena(4)

9. Escolaridade: [1 Analfabeto (1)
[J Ensino médio (completo/incompleto) (3)

[J Ensino fundamental (completo/incompleto) (2)
(] Ensino superior (completo/incompleto) (4)

10. Ocupagao: 11. (1 Urbana (1) | Rural (2)
13. Telefone:

12. Endereco:

14. Cidade: 15. Estado:

FATORES AMBIENTAIS
16. Ja trabalhou como cagador ou acompanhou-os? 18im (1) [0 Nao (2) [1NS (3) 11 NA(99)
17. Caso a resposta seja afirmativa, por quanto tempo (aproximado)? meses [1 NS (3) 1 NA(99)
18. Que tipo de animal cagou? ou [1NA(99) [Se 16 for (2)]
19. Tem luz elétrica na casa? [1Sim (1) (1 Nao (2)
20. Tem &gua encanada? [1Sim (1) (1 Nao (2)
21. Tem rede de esgoto? [1Sim (1) (1 Nao (2)
22. Etilismo? 18Sim (1) [ Nao (2)
23. Caso a resposta seja afirmativa, tempo total? meses ou [ NA(99) [Se 22 for (2)]
24. Ex-Etilista? [18Sim (1) 1 N&o (2) ou [1 NA(99)
25. Caso a resposta seja afirmativa, ha quanto tempo parou? meses ou [ NA(99) [Se 24 for (2)]
26. Ha quanto tempo mora na mesma casa que o [caso indice]? meses ou [ NA(99)
27. Ha mais alguém [além do caso indice] com Hanseniase na familia? [1Sim (1) (1 N&o (2)
28. Caso a resposta seja afirmativa, quantos parentes? parentes ou [1 NA(99) [Se 27 for (2)]
1 Pai/Mae (1) L1 Irmé&os (2) (1 Filho (a) (3)
e . T1AVO (6) (4) [1Primo (a) (5) [1Tio(a)(7)
?
29. Caso a resposta seja afirmativa, qual o grau de parentesco? ~Sobrinho(a) (6) |1 Cénjuge (8) ' Outro (10)
11 NA (99) [Se 27 for (2)]
30. Esta(as) pessoa(as) RESIDEM na mesma casa que vocé? - Slm.(1) ' Ndo (2) © NA(99) s
1 Reside na mesma casa, mas ndo é parente (4)
31. Vocé ja recebeu BCG? [1Sim (1) [1Nao (2) [INS (3)
32. Vocé ja recebeu a segunda dose da BCG? [1Sim (1) [1Nao (2) [1NS (3)
33. Algum dos seus parentes recebeu a 22 dose da vacina BCG? -/ Sim (1) [/N&o (2) /NS (3)
. R . . . (1 Pai/Mae (1) [1Irmé&os (2) [1Filho(a) (3) [
?
34. Caso a resposta acima seja afirmativa, quais familiares? Avés (4) ~ Primos (5) ) Sobrinho(a) (6)
(1 Tio(7) 11 Conjuge(8) 1 NA(99) (1 Outro(10)
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HEREDOGRAMA

HISTORIA DA DOENGA PREGRESSA

35. Ja teve lesdo cutdnea da Hanseniase anteriormente?
~ . [1Sim (1) [INao(2) [INS(3) [1NA(99)
Se a resposta for NAO, passe para a questao 44.

36. Caso a resposta seja afirmativa, qual foi a data de inicio? OU aidade de inicio?

/ (mm/aaaa) anos (1 NA(99)

o . . lesbes cutaneas [ NA(99)

37. Caso a resposta seja afirmativa, apresentou quantas lesées?
38. Tem até hoje cicatrizes cutaneas caracteristicas de Hanseniase? [1Sim (1) [INao (2) [INS(3) [1NA(99)
39. Vocé recebeu tratamento para a Hanseniase? [1Sim (1) [INao (2) [INS(3) [1NA(99)
40. Caso a resposta seja afirmativa, vocé completou o tratamento? [1Sim (1) [1Nao (2) [INS (3) [1NA(99)
41. Quanto tempo durou o seu tratamento? meses 1 NA(99)
42. Desenvolveu algum tipo de Reagéao? [1Sim (1) [1Nao (2) [INS (3) [1NA(99)

43. Caso a resposta seja afirmativa, quando desenvolveu (em relagdo ao " Antes(1) © Durante(2) ' Depois(3) [ NA(99)

tratamento)?
HISTORIA DA DOENGA ATUAL
44. Observa-se lesao cutanea ativa? [ Sim (1) INdo (2) [1NS(3) I NA(99)
o . . lesbes ou INS(3*) [ NA(99)

45. Caso aresposta seja afirmativa, apresenta quantas lesées?

46. Caso a resposta seja afirmativa, ha quanto tempo apresenta essas *

leszo(Ges)? E (meses) ou [1NS(3*) [1NA(99)

47. Vocg esta tratando a Hanseniase ativa? Caso sim responder a questdo 77 | 1 gim (1) (1 Nzo (2) 1 NA(99)

48. Houve confirmagao da Hanseniase por biopsia? (JSim (1) (INao(2) [INS(3) [1NA(99)

49. Qual o nome do Hospital/UBS que recebe atendimento? ou NS (3) [1NA(99)

50. Qual a Forma Clinica? OHI(1)  OHT(2)  OHDT(3) OHD@4) O
HDV (5) [ HV(6) [INeural (7) [ NA(99)
OPQT/PB (1) OPQT/MB(2) NS (3) 0

51. Qual o esquema terapéutico ou drogas utilizadas? NA(99)

52. Tem a marca da vacina BCG? [JSim (1) [INao(2) [INS(3) [1NA(99)

. . . L [ Grau Zero (1) [Grau1(2) 0UGrau2(3) 0
53. Grau de incapacidade avaliado no exame neuroldgico: Grau 3 (4) (1 NA(99)

INFORMACAO ADICIONAL

DETECGAO DE DOENGAS ALERGICAS - ASMA

54. Alguma vez na vida, vocé teve sibilos (chiado no peito)? 71Sim(1) [1N&o(2) 1NS(3) [1 NA(99)
Se a resposta for NAO, passe para a questao 59.
55. Nos ultimos 12 (doze) meses, vocé teve sibilos (chiado no peito)? [1Sim(1) [1N&o(2) 1NS(3) [1 NA(99)

Se a resposta for NAQ, passe para a questdo 59.

71 Nenhuma(1) (11 a 3 crises(2)
56. Nos ultimos 12 (doze) meses, quantas crises de sibilos vocé teve? 14 a12 crises (4) 1+ de 12 (5)
11 NS(3) [ NA(99)

1 Nunca acordou com chiado (1)

57. Nos ultimos 12 meses, com que freqUiéncia vocé teve seu sono 1 Menos de 1 noite por semana (2)

perturbado por chiado no peito? 11 ou mais noites por semana (4)
[1NS(3) 11 NA(99)

58. Nos ultimos 12 meses seu chiado foi tdo forte a ponto de impedir que vocé conseguisse [1Sim(1) [1Nao(2) [1NS(3) [1 NA(99)

dizer mais de duas palavras entre cada respiragao?
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59. Alguma vez na vida vocé teve asma?

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

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

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

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

ou com infecgao respiratoria?

11Sim(1) 1 N&o(2) [1NS(3) 1 NA(99)

DETECGAO DE DOENGCAS ALERGICAS — RINITE (13 A 14 anos)
OBS: Todas as perguntas s&o sobre problemas que ocorreram quando vocé ndo estava gripado ou resfriado!

62. Alguma vez na vida vocé teve problema com espirros ou coriza
(corrimento nasal), quando n&o estava resfriado ou gripado?
Se a resposta for NAQ, passe para a questao 67.

11Sim(1) (1 N&o(2) [1NS(3) 1 NA(99)

63. Nos ultimos 12 meses vocé teve algum problema com espirros,
coriza (corrimento nasal) ou obstrugdo nasal quando nao estava

gripado ou resfriado? Se a resposta for NAQ, passe para a questio 67.

11Sim(1) 71 N&o(2) 1NS(3) [1 NA(99)

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

11Sim(1) 71 N&o(2) [1NS(3) [1 NA(99)

66. Nos ultimos 12 meses, quantas vezes suas atividades diarias foram
atrapalhadas por esse problema nasal?

71 Nada(1) 71 Um pouco(2)
71 Moderado(4) [ Muito (5)
[1NS(3) (1 NA(99)

67. Alguma vez na vida vocé teve rinite alérgica?

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

DETECGAO DE DOENGAS ALERGICAS — DERMATITE ATOPICA

68. 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 questdo 73.

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

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

1 Sim(1) 11 N&o(2) [ NS(3) (1 NA(99)

70. 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 pescogo, orelhas ou olhos?

1 Sim(1) 11 N&o(2) [ NS(3) (1 NA(99)

71. Alguma vez essas manchas com coceira (eczema) desapareceram
completamente nos ultimos 12 meses?

7Sim(1) 1 N&o(2) [ NS(3) [ NA(99)

72. Nos ultimos 12 meses, quantas vezes, aproximadamente, vocé ficou
acordado a noite por causa de coceira na pele?

1 Nunca nos ultimos 12 meses (1)
1 Menos de 1 noite por semana (2)
1 1 ou mais noites por semana (4)
[ NS(3) [ NA(99)

73. Alguma vez vocé teve eczema?

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

EXAMES COMPLEMENTARES

74. Baciloscopia " Positiva(1)  [1Negativa(2) NA(99)

75. Bidpsia (descrever)

76. Parasitologico de Fezes: 1° Exame 2° Exame 3° Exame
(meses)

77. Ha quantos meses trata a Hanseniase ativa?

78. E Tabagista? Se a resposta for sim responda a questdo seguinte

7 Sim(1) [ No(2)

79. Quantos cigarros diarios?

DADOS DA ENTREVISTA

DATA: / / (dd/mm/aaa)

ENTREVISTADOR:
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APENDICE B - 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: Amelia Ribeiro de Jesus, médica, Hospital Universitario Rua Claudio Batista S.N,
Bairro Sanatério, Aracaji,-Brazil., Tel: (79)3218-1805.

Convite e Objetivo:

Vocé ¢é convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo entender porque as pessoas tém
Hanseniase. Este estudo incluira 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 seré solicitado(a) assinar este formulario de consentimento.

Participacdo voluntaria: A sua participagdo ¢ voluntaria. Vocé pode decidir ndo participar do estudo em
qualquer momento, sem perder os beneficios dos cuidados médicos prestados ¢ de seu tratamento. Caso, apds
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 biopsia de sua ferida na pele.
Procedimentos: Caso vocé concorde em participar do estudo, além de ser examinado por um médico clinico,
realizar biopsia da lesdo, teste intradérmico e exame de secre¢@o de sua orelha, métodos que sdo necessarios para
o diagnostico da doenga, vocé doara 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 diagnostico da sua doenca
sera feita com anestesia para vocé ndo sentir dor e parte deste material podera ser utilizado para os estudos 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.

Duracio do estudo: Apods a assinatura do termo de consentimento sua participagdo 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 utilizagdo de novo tratamento, que também lhe sera fornecido
gratuitamente.

Confidencialidade: Qualquer informacdo obtida durante este estudo s6 sera do conhecimento da equipe médica
e do orgdo que protege o individuo em pesquisas (Comité de ética do Hospital Universitario) Vocé e qualquer
participante desse estudo ndo sera identificado por nome nas publicacdes dos resultados do estudo. Apenas os
representantes do Comité de Etica em Pesquisa poderio 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 a
pun¢do 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 pedago da ferida ndo é acompanhada de dor. O tratamento
que vocé recebera ¢ igual ao que todos os pacientes receberdo participando ou ndo do estudo. A participagio lhe
trard como beneficio um acompanhamento clinico mais freqliente. Um médico lhe visitarda em sua casa para
examinar também sua familia. Voc€ deve retornar as consultas médicas regularmente de acordo com marcagio 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 doenca e 0 conhecimento destas rea¢fes do seu corpo pode contribuir
ndo s6 para o entendimento da doenca como para o aparecimento de novas formas de tratamento ou controle 0s
sintomas e também formas de previnir a doenca.

Custos: Vocé nido tera custos com o tratamento. Vocé nio recebera pagamento por sua participagdo neste estudo.
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 sera 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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CONSENTIMENTO INFORMADO PARA O ESTUDO GENETICO

Nome do Projeto: Estudo Imunoldgico e Genético na Hanseniase

Nome do Paciente: REGISTRO.HU:
No: -

Investigador Principal: Amelia Ribeiro de Jesus, médica, Hospital Universitario Rua Claudio Batista S.N,
Bairro Sanatério, Aracaji,-Brazil., Tel: (79)3218-1805.

Este documento foi feito para explicar uma pesquisa e perguntar a vocé se concordaria de participar desta
pesquisa. Se vocé € o pai/mde de uma crianga menor de 18 anos a palavra vocé neste documento se refere a seu
filho. Vocé sera solicitado a ler e assinar este documento para dar a permissao ao seu filho para participar desta
pesquisa.

Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que tem como objetivo identificar pessoas que tém ou que
tiveram Hanseniase. Além disso, estudaremos todos os membros de sua familia para verificar se existe alguma
predisposi¢do genética para o desenvolvimento desta doenca. Apos Ihe ser explicado o que contém neste
questionario vocé pode perguntar tudo sobre o estudo a seu médico. Todas as familias dos pacientes com
Hanseniase diagnosticados no Hospital Universitario as Universidade Federal de Sergipe serdo convidadas a
participar do estudo. Caso decida participar do estudo vocé serd solicitado a assinar este formulario de
consentimento. Aproximadamente 2000 pessoas participardo deste estudo.

Participaciio voluntaria:

Sua participac¢@o ¢ voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou pode desistir da participagdo no estudo a
qualquer momento. Sua recusa em participar ou desistir de participar do estudo, ndo afetard de modo algum
qualquer tratamento que vocé pode estar recebendo no Hospital Universitario.

Finalidade do estudo: Este estudo visa determinar se familiares de pacientes com Hanseniase tém mais esta
doenca do que vizinhos que ndo tem Hanseniase. Adicionalmente, nos tentaremos demonstrar através de estudo
genético se existe uma associagdo entre alguns genes que sdo transmitidos aos seus filhos que influenciam no
desenvolvimento desta doenga.

Procedimentos: Caso vocé aceite participar do estudo um questionario sera feito para saber onde voc€ mora, sua
ocupagio, seus habitos e se vocé ja teve Hanseniase. Um médico examinara vocé para ver se existe qualquer
lesdo que indique se vocé tem ou ja teve Hanseniase. Realizaremos também um teste injetando uma pequena
quantidade de material da bactéria (duas gotas) na sua pele para verificar se vocé ja teve contato com a bactéria e
com a que provoca tuberculose. Caso seja detectada lesdo ativa na pele, vocé serd convidado a comparecer no
Hospital Universitario para realizar exames de rotina para o diagndstico da doenga, como a bidpsia / baciloscopia
da lesdo para ver a bactéria que causa a doenga. Se vocé€ concordar em retirar sangue para realizacdo dos estudos
de pesquisa genética para avaliar a susceptibilidade a Hanseniase, 10 ml de sangue serdo colhidos (equivalente a
1 colher de sopa). Este sangue sera utilizado para a obtencdo de seu DNA, material que transmite as
caracteristicas genéticas dos pais para os filhos. Este DNA sera armazenado no Laboratério de Biologia
Molecular do Hospital Universitario, sob a responsabilidade dos Professores Amélia Ribeiro de Jesus
(Coordenadora deste projeto) e Roque Pacheco de Almeida (Chefe deste Laboratorio), os quais garantirdo que
este seja utilizado apenas para estudos de Pesquisa em Hanseniase.

Confidencialidade: Qualquer informagdo obtida durante este estudo sera confidencial sendo apenas
compartilhada, com outros membros da equipe médica. Do Comité de Etica do Hospital Universitario. Embora
os resultados obtidos neste estudo sejam publicados, ndo havera na apresentagdo destes resultados meios que
possam identificar os participantes.

Analise de riscos e beneficios: A retirada de sangue pode causar dor no local da puncdo com a agulha e
raramente pode ocorrer sangramento ou formacdo de hematoma. O exame da sua pele, podera documentar que
vocé tenha Hanseniase. Neste caso vocé serd tratado com o mesmo remédio utilizado em todos os pacientes,
fornecido gratuitamente. A detec¢do da doenga na fase inicial trara vantagem para vocé. Este tratamento sera
acompanhado no Hospital Universitario e caso haja necessidade da realizagdo de exames, ou vocé apresente
complicagdes do tratamento, vocé sera internado no Hospital Universitario.

Retorno de beneficio para o sujeito e para a sociedade: O diagndstico precoce da Hanseniase podera ser feito
através do exame. Desde quando toda a familia vai ser examinada, se houver algum caso de outra doenga na
familia, uma orientacdo ou tratamento adequado vai ser oferecido. O melhor conhecimento sobre a Hanseniase
poderé contribuir no futuro para medidas de controle da doenca.
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Custos: Vocé ndo terd custos com a participagdo no estudo e caso necessite de tratamento para Hanseniase a
medicacdo lhe serd fornecida gratuitamente. Voc€ ndo recebera pagamento por sua participagao neste estudo.

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicagao relacionada aos procedimentos
realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dra. Amélia Ribeiro de Jesus, Dr. Roque Pacheco de Almeida,
responsaveis por este estudo (Tel.: (71)3237-7353 ou 3339-6234).Caso vocé queira saber alguma coisa sobre os
seus direitos ou de seu filho, como paciente, vocé pode procurar o Comité de Etica do Hospital Universitério,
cujo endereco consta no inicio deste consentimento, Tel: (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. Uma copia deste consentimento lhe serd entregue. Favor assinalar um
dos quadros abaixo para indicar se deseja ou nfo ter as suas amostras de sangue armazenadas para estudos
futuros, ressaltando que estas serdo utilizadas para finalidade de pesquisa e em estudos aprovados sobre
Hanseniase.

O ACEITO que amostras de meu sangue sejam armazenadas, para estudos futuros aprovados sobre
Hanseniase.

0 NAO ACEITO que amostras de meu sangue sejam armazenadas, para estudos futuros aprovados sobre
Hanseniase.

Assinatura ou impressdo do participante Data Hora

Nome/Assinatura do pesquisador Data Hora

Nome/Assinatura da testemunha (apenas analfabetos) Data Hora
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA MENORES DE IDADE (MENORES DE 18)
ESTUDO DA RESPOSTA IMUNE

Nome do Projeto: Estudo Imunologico e Genético na Hanseniase

NOME DO PACIENTE: Registro.HU:

Investigador Principal: Amelia Ribeiro de Jesus, médica, Hospital Universitirio Rua Claudio Batista S.N,
Bairro Sanatério, Aracaji,-Brazil., 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 saide. Um médico fard exame
fisico em vocé, incluindo boca e nariz. Isto ndo 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. Nos também iremos fazer um teste na pele, onde nds injetaremos uma
pequena quantidade de liquido (duas gotas) no seu braco usando uma agulha fina. N6s também vamos precisar
remover um pequeno pedago da pele ou do nariz para confirmar se vocé tem a doenga. Isso serd feito por um
médico no hospital, com anestesia local para evitar dor. Nos esperamos através deste estudo esclarecer mais
sobre a doenga, 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 impressdo

digital abaixo.

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

Pesquisador Data Hora



79

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA MENORES DE IDADE (MENORES DE 18)

ESTUDO GENETICO

Nome do Projeto: Estudo Imunologico e Genético na Hanseniase

NOME DO PACIENTE: Registro.HU: Ne:

Principal Investigador: Amelia Ribeiro de Jesus, médica, Hospital Universitario Rua Claudio Batista S.N,
Bairro Sanatério, Aracaju,-Brazil., Tel: (79)3218-1805..

Convite e objetivo: Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo de pesquisa. O propdsito deste estudo
€ determinar se vocé ou as pessoas que vivem na sua vizinhanca tem maior propensdo para ter doencas
infecciosas. A doenga que nos estudaremos é chamada Hanseniase, doenca que provoca uma mancha na pele.
Nos queremos entender se alguns dos seus genes (que sao caracteristicas que seus pais passam para VOCé e Seus
familiares) fazem vocé ter mais chance de ter esta doenca. N6s também queremos saber se coisas do seu dia a dia
fazem de vocé mais propenso as infeccdes.

Nos perguntaremos a seus pais sobre sua saude. Um médico fara exame fisico em vocé, incluindo sua
boca e nariz. Isto ndo causara dor em vocé€. Entdo, nos tiraremos um pouco de sangue (cerca de uma colher de
sopa) de seu brago usando uma seringa e agulha. Algumas vezes nés faremos um teste na pele, onde nds
injetaremos uma pequena quantidade de liquido (duas gotas) no seu brago usando uma agulha fina. Nos
esperamos que este estudo nos esclareca porque vocé e sua familia tém Hanseniase, entdo poderemos prevenir
isto no futuro.

Vocé pode nao participar deste estudo. Se vocé quer nos ajudar, por favor, assine ou coloque sua
impressdo digital abaixo.

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

Pesquisador Data Hora



