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RESUMO
Introdugdo: A hanseniase ¢ determinada pela modulagdo da resposta imune do hospedeiro
frente a infeccdo pelo Mycobacterium leprae e alteracdes na expressdo gé€nica podem ser
determinantes do prognostico da doenga. Objetivos: Estabelecer e quantificar as relagdes causais
entre a expressao dos genes do receptor de vitamina D (VDR) e do peptideo antimicrobiano
catelicidina (CAMP) e seus efeitos sobre os niveis séricos de vitamina D, catelicidina e citocinas,
em pacientes com hanseniase antes e apos seis meses de poliquimioterapia (PQT) e de contatos.
Métodos: Analisaram-se amostras bioldgicas de 34 pacientes com hanseniase, constituidos por
paucibacilares (PB; n = 14) e multibacilares (MB; n = 20), antes e apds de seis meses de
tratamento, além de 18 controles e 25 contatos. Os niveis séricos de vitamina D, citocinas e
catelicidina foram quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), citometria
de fluxo e ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA), respectivamente. As analises de
expressdao génica foram realizadas utilizando reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real (RT-qPCR). Para avaliar o grau de associag@o entre as principais varidveis utilizou-se
a correlacdao de Pearson. Ao final, as relacdes causais diretas e indiretas foram estabelecidas por
regressdo linear em andlise de trilha. Resultados: Os efeitos diretos e indiretos dessas expressoes
génicas, para o grupo hanseniase antes do tratamento correlacionaram-se a citocina IL-2 para PB
e MB. Apoés o tratamento, as possiveis vias imunoldgicas indicam indu¢do da citocina IL-17F
para o grupo PB, e para MB, IFN-y, além das interagdes de IL-2, IL-6, IL-17A, IL-17F e IL-21.
Para o grupo controle, destaca-se a correlagdo direta entre a expressao génica de CAMP sobre
IFN-y, enquanto para os contatos nenhuma relagcdo direta ou indireta da expressdao de ambos
genes foi observada. Conclusao: Os resultados da analise de trilha sugerem que, tanto pacientes
PB quanto MB utilizam-se de via imunologica dependente da associacao da expressao génica de
VDR ¢ CAMP para regular os niveis séricos de IL-2; e que, apds os seis meses de PQT, essas
vias tornam-se mais complexas com a presenga de varias outras citocinas inflamatoérias dos

perfis Th1l e Th17, para eliminar o bacilo e controlar a hanseniase.

Palavras-chave: hanseniase; receptor de vitamina D; catelicidina; expressdes génicas;

deficiéncia de vitamina D; analise de trilha



ABSTRACT
Background: Leprosy is determined by the modulation of the host's immune response to
infection by Mycobacterium leprae and gene expression changes may be determinant of the
disease’s prognosis. Objectives: To establish and quantify the causal relationships between the
expression of the genes of the vitamin D receptor (VDR) and the cathelicidin antimicrobial
peptide (CAMP) and their effects on the vitamin D, cathelicidin and cytokines serum levels in
untreated leprosy patients before and after six months of multidrug therapy (MDT) and
household contacts. Methods: Biological samples from 34 leprosy patients, consisting of
paucibacillary (PB; n = 14) and multibacillary (MB; n = 20), before and after six months of
MDT, were analyzed, as well as 18 healthy controls and 25 household contacts. Vitamin D,
cytokines and cathelicidin serum levels were quantified by high performance liquid
chromatography (HPLC), flow cytometry and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
respectively. Gene expression analyzes were performed using real-time quantitative polymerase
chain reaction (RT-qPCR). A Pearson correlation matrix was calculated to assess the association
between the main variables. Finally, a path analysis was elaborated to verify causal relationships
involving VDR and CAMP gene expressions, having as direct and indirect effects the vitamin D,
cathelicidin and cytokines serum levels. Results: The direct and indirect effects of both gene
expressions for the untreated leprosy group correlated with the IL-2 to PB and MB. After six-
month of treatment, the probable immunological pathways suggest induction of IL-17F for the
PB, and, for MB, IFN-y, supported by other interactions between IL-2, IL-6, IL-17A, IL-17F and
IL-21. For the control group, there was a direct correlation between CAMP gene expression over
IFN-y, while for household contacts, no correlations were observed. Conclusion: Path analysis
showed that both PB and MB patients use an immunological pathway dependent on the
association of VDR and CAMP gene expression to regulate IL-2 serum levels; and that after six
months of MDT, these pathways became more complex, involving Th1l and Th17 cytokines to

eliminate the bacillus and control leprosy.

Keywords: leprosy; vitamin D receptor; cathelicidin; gene expressions; vitamin D deficiency;

path analysis
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Andlise comparativa dos niveis séricos de citocinas para 0s grupos
paucibacilar e multibacilar, antes e apos seis meses de tratamento, atendidos
entre 2014 e 2016.
Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (analise de trilha) entre as variaveis
independentes sobre a variavel basica IL-2 no grupo paucibacilar antes da
PQT, com correcao da multicolinearidade (k=0,849).
Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (analise de trilha) entre as variaveis
independentes VDR, CAMP e IL-21 sobre a variavel dependente IL-17F no
grupo paucibacilar apds seis meses da PQT, com corre¢do da
multicolinearidade (k=0,1002).
Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (analise de trilha) entre as variaveis
independentes IL-6 e catelicidina sobre a varidvel dependente IL-2 no grupo
paucibacilar apds seis meses da PQT, com correcdo da multicolinearidade
(k=0,084).
Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (andlise de trilha) entre as variaveis
independentes VDR e CAMP sobre a variavel dependente IL-2, no grupo

multibacilar sem tratamento PQT, apo6s correcdo da multicolinearidade
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(k=0,0849).

Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (analise de trilha) entre as variaveis
independentes VDR, CAMP e IL-2 sobre a varidvel dependente IFN- vy, no
grupo multibacilar apds seis meses de tratamento PQT.

Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (analise de trilha) entre as varidveis
independentes IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-6 sobre a varidvel dependente IL-2
no grupo multibacilar ap6s seis meses de tratamento PQT.

Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (analise de trilha) entre as varidveis
independentes IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-6 sobre a varidvel dependente IFN-
v no grupo multibacilar ap6s seis meses de tratamento PQT.

Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (analise de trilha) entre as variaveis
independentes IL-17F e expressdo génica de CAMP sobre a varidvel
dependente IFN-y no grupo controle saudavel.

Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (andlise de trilha) entre as variaveis
independentes expressdo génica de VDR, TNF-a e IL-21 sobre a varidvel

dependente IFN-y no grupo contatos.
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a.C
APCs
Apud
BAAR
BCG
CAMP
CD
CDs
CFzZ
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DD
DDS
DNA
DT

DV
ELISA
ENH
etal.
FHEMIG
FOXP3
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IB

IC
IFN-a
IFN-y
IgG
IgM

IL
IL-10
IL-2
IL-4
IL-5
IL-6
IL-9
IL-13
1I-17A/F

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

antes de Cristo

Células apresentadoras de antigenos

Expressdo em latim para “citado por”, “conforme”, “segundo”
Bacilo alcool-acido resistente

Bacillus Calmette-Guérin (Bacilo de Calmette-Guérin)
Cathelicidin Antimicrobial Peptide/Peptideo antimicrobiano catelicidina
Cluster de diferenciagdo

Células Dendriticas

Clofazimina

Caso-indice

Comité de Etica em Pesquisa

Dimorfo-dimorfo

Dapsona (diamino-difenil-sulfona)

Acido desoxirribonucléico

Dimorfo-tuberculoide

Dimorfo-virchowiana

Enzyme-linked immunosorbent assay (teste de imunoabsor¢do enzimatico)
Eritema nodoso hansénico

et alia, expressdo em latim para “e outros/as”

Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais

Fator de Transcriggo para diferenciagdo de células T reguladoras
Aplicativo computacional em Genética e Estatistica Experimental
Grau de incapacidade no diagnoéstico

Hospital Eduardo de Menezes

Hanseniase Indeterminada

indice baciloscopico

Intervalo de confianca

Interferon alfa

Interferon gama

Imunoglobulina G

Imunoglobulina M

Interleucina

Interleucina 10

Interleucina 2

Interleucina 4

Interleucina 5

Interleucina 6

Interleucina 9

Interleucina 13

Interleucina 17A /F



IMC Indice de Massa Corporal

INF-y Interferon gama

LAM Lipoarabinomannan (lipoarabinomanano)

LM Lipomannan (lipomanano)

LPS Lipopolissacarideos

M. leprae Mycobacterium leprae

MB Multibacilar/multibacilares

MH Mal de Hansen

MHC Major histocompatibility complex (Complexo maior de histocompatibilidade I, II e III)
MNC Minociclina

mL/pL Mililitro/microlitro

mRNA Acido ribonucleico mensageiro

ML Flow Mycobacterium leprae Flow (teste ML Flow, teste do Fluxo Lateral)
MS Ministério da Saude

OMS/ WHO Organizagdo Mundial da Satide/ World Health Organization
PAMPs Padrdes moleculares associados a patdgenos

PB Paucibacilar /paucibacilares

PBMCs Células mononucleares do sangue periférico

PGL-1 Phenolic glycolipid 1 (Glicolipidio fendlico-1)

PQT/MDT Poliquimioterapia/Multidrug therapy

PCR Reagdo em Cadeia da Polimerase

RFM Rifampicina

RRP Receptores de reconhecimento padrdo

RT-qPCR Reacdo da Transcriptase Reversa quantitativa, seguida de PCR
SINAN Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagido

SNP “Single Nucleotide Polymorphism” Polimorfismos de base tinica
TCD4" Linfocitos T - grupamento de diferenciacdo 4

TCDS8" Linfécitos T — Grupamento de diferenciacio 8

TCLE Termo de Consentimento Livre e esclarecido

TCR Receptor de célula T

TGF-B Transforming growth factor beta (Fator de transformagao do crescimento beta)
Thl Célula T auxiliar/helper tipo 1

Th2 Célula T auxiliar/helper tipo 2

Th17 Célula T auxiliar/helper tipo 17

TNF-a Tumor necrosis factor a. (Fator de necrose tumoral)

TT Tuberculoide-tuberculoide

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais

VDR Vitamin D receptor/ receptor da vitamina D

Vv Virchowiana-virchowiana

VIF Fatores de inflagdo da variancia

WER Weekly Epidemiological Record
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CONSIDERACOES INICIAIS: CONTEXTUALIZACAO

O projeto intitulado: Relagdes causais entre a expressio dos genes do receptor de
vitamina D e do peptideo antimicrobiano catelicidina sobre marcadores sorologicos de
pessoas com hanseniase antes e apés seis meses de tratamento poliquimioterapico, foi
desenvolvido dentro da linha de pesquisa “Imunologia das doencas infecciosas ¢ tropicais”, do
Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina Tropical
(PPGCS:IMT), sob a orientagdo do Prof. Dr. Ricardo Toshio Fujiwara e co-orientacdes da Profa.
Dra. Cristiane Alves da Silva Menezes e da Profa. Dra. Ana Thereza Chaves.

A escolha do tema desta tese deve-se ao fato de que a hanseniase ainda ¢ uma doenca
com elevada prevaléncia no Brasil, e, portanto, do ponto de vista clinico e cientifico, acredita-se
que o uso de biomarcadores bioquimicos, imunologicos € de genOmica comparativa sejam
estratégias de pesquisa que podem ser utilizadas para diagnostico precoce de novos casos da
doenca, prevencao da infeccdo em contatos domiciliares e sociais, € para monitoramento da
eficacia do tratamento poliquimioterapico, diante da complexa interacdo que se da entre o agente
etiologico Mycobacterium leprae e o hospedeiro humano.

Como forma de melhoramento da pergunta que se desejou responder no doutorado e, para
a estruturacao dessa pesquisa, foi realizada uma revisao sistematica da literatura sobre o tema de
expressao génica do receptor da vitamina D (VDR) e sua relagdo com a protegdo e a gravidade
na hanseniase. Essa revisdo seguiu a metodologia do Protocolo PRISMA-P 2015 (Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis), cuja pergunta central cadastrada na Plataforma
PROSPERO (International prospective register of systematic reviews) foi “Is there a
relationship between hepcidin levels or vitamin D receptors (VDR) and the severity of leprosy?

Os resultados dessa revisdo sistematica foram publicados no peridodico Microbes and
Infection, disponivel no endereco: http://dx.doi.org/10.1016/j.micinf.2017.03.001, e nos
alertaram para a dificuldade em se estabelecer conexdo de prote¢do ou gravidade da hanseniase e
a expressao génica diferenciada em células mononucleares do sangue periférico e em lesdes de
pele, bem como os polimorfismos presentes no gene do VDR (Anexo F). Os autores
consideraram que a complexidade de reprodutibilidade das técnicas gendmicas, diferencas
genéticas das populagdes estudadas, a interagdo do VDR com as demais proteinas (citocinas e
peptideos antimicrobianos) envolvidas na resposta imune do hospedeiro, e a efetiva relagao
causa/efeito entre eles levam a questionamentos que ainda precisavam ser esclarecidos.

Para tanto, observada essa lacuna do conhecimento, demos seguimento ao objetivo geral
da tese que foi avaliar a expressdo génica do receptor da vitamina D (VDR) e do peptideo

antimicrobiano catelicidina (CAMP) em pessoas com hanseniase, antes e apos seis meses de



poliquimioterapia (PQT), atendidos em um Centro de Referéncia em Dermatologia Sanitaria de
Minas Gerais. Os resultados desta pesquisa possibilitaram a produgdo de artigo cientifico
intitulado: Inflammatory immune response in leprosy patients is influenced by Vitamin D
receptor and Cathelicidin Antimicrobial Peptide gene expressions: a path analysis model.,
submetido em revista de relevante impacto internacional.

Como forma de cumprimento dos créditos solicitados pelo PPPGCS-IMT, foram
cursadas disciplinas obrigatorias e eletivas disponiveis para os cursos de Mestrado ¢ Doutorado
da UFMG, a saber: Semindrios em Doengas Infecciosas e Parasitarias (Andlise critica e
apresentacdo de resultados da pesquisa), Doengas Infecciosas e Parasitarias, Epidemiologia das
Doencas Infecciosas e Parasitarias, Conceitos em Imunologia, Estudo da Inflamacao em
Doencas Infecciosas, Topicos Avangados em Bioquimica e Imunologia I (Nutricdo Baseada em
Evidéncias: estudos Experimentais, Revisdes Sistematicas e Diretrizes), Ferramentas online para
a Parasitologia, Redacdo de Projetos e Trabalhos Cientificos e Topicos Avangados em
Bioquimica e Imunologia II: da molécula ao organismo; além da dispensa de 11 créditos
referentes ao Mestrado, cumprindo no total 37 créditos e, mantendo o conceito A em todas elas.

No Hospital Eduardo de Menezes, local da selecdo dos pacientes, pude participar do
acompanhamento nos atendimentos médicos em hanseniase, revisdo de prontudrios, coleta de
material bioldgico pela equipe de enfermagem e armazenamento para posterior realizacao de
experimentos relacionados a pesquisa, bem como a analise dos dados e interpretacdo dos
resultados referentes a pesquisa. Os pacientes incluidos no estudo foram atendidos entre os anos
de 2014 ¢ 2016, e foram classificados, apos avaliacao clinica, baciloscopica e histopatologica, de
acordo com os critérios de Ridley e Jopling (1966) e segundo a classificacao operacional para
tratamento PQT da Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

Ao final deste documento, estao consolidadas todas as colaboracdes internas e externas a
UFMG, bem como as participagdes com apresentacao prévia dos resultados da pesquisa em
semindrios, simpdsios, congressos nacionais € internacionais, € as publicagdes realizadas ao
longo dos quatro anos de dedicacdo ao doutorado.

Finalmente, a apresentacao desta tese de doutorado foi realizada de acordo com a
Resolucao n° 02/2013, de 18 de setembro de 2013; que regulamenta o formato dos trabalhos
finais e de qualificacdo, estabelecendo condi¢cdes para a marcacdo das defesas de teses e
dissertacdes do Programa de Pos-Graduagcdo em Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina
Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG.

Espero que a leitura deste volume seja agradavel como foi para mim a execu¢dao da

pesquisa e o relato da mesma de maneira dissertativa, didatica e explicativa.
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1. INTRODUCAO

A Organizacao Mundial de satide adotou a Estratégia Global para Hanseniase 2016-2020:
acelerando em direcdo a um mundo livre da hanseniase e os programas junto aos paises
endémicos tém sido exitosos desde entdo, pois acredita-se que mais de 14 milhdes de pessoas
foram curadas da doenca nos ultimos 20 anos pelo uso da poliquimioterapia (PQT). Essa
estratégia foi estruturada para fortalecer a parceria com os governos dos paises com maior
incidéncia de casos novos, interromper a doenga e suas complicagdes, cessar a discriminagdo e
promover a inclusdo de pessoas com hanseniase (OMS, 2017; WHO, 2019).

Embora esteja relacionada a reducdo de mais de 90% na taxa de prevaléncia, a cadeia de
transmissao ainda ndo foi quebrada, pois aproximadamente 200.000 casos novos de hanseniase
ainda sdo registrados anualmente em todo mundo. No ano de 2018, foi registrada prevaléncia de
2,74 casos novos por 100.000 habitantes, que foram reportados por 159 paises. Desses, 96%
estavam em apenas 23 paises, incluindo India, Brasil, Indonésia, Bangladesh, Republica
Democratica do Congo, Etiopia, Nepal e Nigéria. Isso se traduz na necessidade de compromisso
continuo com o controle, monitoramento e a pesquisa constante em hanseniase (WHO, 2019).

A hanseniase ¢ determinada por interagdes complexas entre o patdogeno invasor, a
resposta imune do hospedeiro, fatores genéticos e ambientais. Alteragdes na expressao ou
polimorfismo em marcadores genéticos, como genes do receptor de vitamina D (VDR) e
peptideo antimicrobiano da catelicidina (CAMP), foram associados a resisténcia ou
suscetibilidade ao M. leprae.

O VDR ¢ membro da familia de receptores nucleares e fator de transcrigdo, que age como
imunomodulador através de seu ligante, a vitamina D (Adorini e Penna, 2009; Carlberg e
Campbell, 2013). Esse receptor tornou-se cada vez mais reconhecido como regulador
pluripotente das fungdes biologicas por ter sido encontrado nos macréfagos, células dendriticas,
linfocitos T e B, principalmente apds sua ativacdo (White, 2008; Yehuda e Eli, 2010). Na
hanseniase, preconiza-se a suplementacdo de vitamina D e do calcio como medida profilatica
durante o tratamento das reacdes hansénicas tipo 1 (BRASIL, 2016), no entanto, a andlise do
perfil sérico de vitamina D ndo € pratica no monitoramento das pessoas com hanseniase, mesmo
sendo consenso de que a boa nutricdo seja importante para prognostico favoravel na cura da
hanseniase.

Por sua vez, o gene CAMP ¢ um alvo direto do VDR e ¢ fortemente regulado em vérias
células, como neutréfilos e macrofagos, por la,-25dihidroxivitamina D3 (1a-25(0OH).D3)

(Gombart, Borregaard e Koeffler, 2005; Wang et al., 2004), evidenciando um desempenho ativo



28

na prote¢do contra patdgenos intracelulares (Pinheiro et al, 2018). Altas concentragdes de
catelicidina sdo normalmente encontradas em locais de inflamagdo, atuando como uma defesa
primaria contra bactérias (Tecle, Tripathi e Hartshorn, 2010). Na infec¢do por M. leprae, existem
evidéncias que serdo apresentadas posteriormente, destacando o papel ativo das catelicidinas na
progressdo da doenga e como esse peptideo pode ajudar a monitorar o processo da resposta
imune em pacientes com hanseniase.

Nesse sentido, alguns compostos bioldgicos, como as proteinas, t€ém sido utilizados para
diagnosticar precocemente a infec¢do por M. leprae, impedir a gravidade da doenca e o
desenvolvimento de estados reacionais, aferir a eficacia da quimioterapia ou direcionar o
prognostico da cura da doenca (Cassirer-Costa et al., 2017; Chaves et al., 2018). Assim, embora
estudos anteriores tenham demonstrado baixa expressao ou polimorfismos em certos genes como
fator de risco para o desenvolvimento da doenga, ¢ necessario entender seus efeitos diretos na
resposta imune do hospedeiro na hanseniase.

Nesta perspectiva, foi proposta a quantificacao das relagdes causais e seus efeitos nas vias
de interacdo entre a expressdo do gene VDR e CAMP e a presenca de vitamina D sérica,
catelicidina e citocinas pro e anti-inflamatorias, em pacientes com hanseniase antes e apds seis
meses de PQT, em populagdao atendida no Centro de Referéncia Dermatologica em Minas
Gerais, Brasil. Esses achados podem permitir o direcionamento em pesquisas futuras sobre a
vitamina D nos mecanismos de resposta imune na hanseniase.

Assim, esta tese soma-se a diversas pesquisas, que nas ultimas décadas se beneficiaram
da disponibilidade de ferramentas da gendmica comparativa, da imunobiologia e da estatistica
para o estudo das correlagdes entre o agente etiologico da hanseniase e de seu principal

hospedeiro, o homem.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Hanseniase: aspectos gerais

A hanseniase ¢ uma doenca infectocontagiosa, ¢ de evolugdo lenta, que se manifesta
principalmente por sinais e sintomas dermatoneuroldgicos em decorréncia do padrao de resposta
imunologica frente a infec¢do causada por seu agente etioldgico, o Mycobacterium leprae
(Aratjo, 2003; Foss, 1999; Scollard et al., 2006). A evolu¢do da doenca estad diretamente
relacionada ao inicio tardio do tratamento podendo assim, evoluir para lesdes de nervos
periféricos, o que gera incapacidades fisicas e deformidades irreversiveis. O estigma relacionado
as incapacidades decorrentes da doenga coexiste com os prejuizos psicologicos e econdOmicos
percebidos pelas pessoas com hanseniase (BRASIL, 2016).

Em termos histéricos, a hanseniase ¢ uma das mais antigas doengas que se tem descrigao
a acometer o ser humano. Evidéncias arqueoldgicas na Africa e na Asia, de textos pré-historicos
em papiros Egipcios e outros documentos sagrados como os hinos sanscritos do Atharva Veda e
a Biblia Sagrada sugerem a ocorréncia da doenga nesses continentes, fazendo referéncias por
vezes controversas, a uma doenga conhecida como "lepra", com descri¢des de sintomas clinicos
semelhantes como perda de sensibilidade, aparecimento de manchas vermelhas, ulceragao e
deslocamento das articulacdes (Eidt, 2004; Robbins et al., 2009).

A hipoétese mais recentemente aceita sugere que a doenca tenha se originado no
subcontinente indiano, e se espalhou acompanhando as rotas migratérias humanas e de comércio
para a Europa ap6s o século IV d.C, ainda ndo sendo um sério problema de satde publica até a
idade média. A pesquisa genomica comparativa de achados pré-historicos identificou variantes
muito raras no genoma do M. leprae comprovando as raizes muito antigas na Asia e na Africa
(Robbins ef al., 2009; Taylor et al., 2009). Atribui-se a dissemina¢do da doenga a partir de 300
a.C., as tropas de Alexandre, o Grande, que trouxeram soldados contaminados de suas
campanhas na India e posteriormente, os romanos ¢ as Cruzadas espalharam a doenga por toda a
Europa. As colonizagdes espanhola e portuguesa, especialmente com o trafico de escravos
africanos, para as Américas, retratam um periodo importante para a classificagdo do nosso
continente como a nova area endémica mundial (Eidt, 2004). Ultimamente, todos os paises sul-
americanos diagnosticam hanseniase, sendo o Brasil o que apresentou as mais altas taxas de

incidéncia de casos novos em 2018 (WHO, 2019).
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2.2. Epidemiologia da hanseniase

A hanseniase persiste como uma doenca de grande desafio diagndstico e um sério
problema para os programas de satde publica nos paises em desenvolvimento como o Brasil.
Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a prevaléncia da hanseniase registrada no
final de 2018 foi de 184.212 casos (0,24 casos por 10.000 habitantes), com 208.619 casos novos
(2,74 casos novos por 100.000 habitantes) reportados por 159 paises, dos quais 96% foram
notificados em 23 paises, incluindo o Brasil (Figura 1). Do total de casos novos, 16.013 (7,7%)
eram criancas e adolescentes menores de 15 anos e 11.323 (5,4%) foram diagnosticados

tardiamente, com Grau 2 de incapacidades (WHO, 2019).

Casos novos de hanseniase
no mundo em 2018
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Figura 1. Distribuicio geografica de casos novos de hanseniase no mundo em 2018.
Fonte: Adaptado do Relatorio Epidemiologico da Organizagdo Mundial da Saude sobre
hanseniase (WHO, 2019).

Nesse mesmo ano, foram registrados 28.660 casos novos no Brasil, representando uma
taxa de deteccdo de 13,70 casos novos para cada 100.000 habitantes. A distribuicao ¢
heterogénea no Brasil, com maior concentragdo em estados da Regido Norte e Centro-Oeste e
em algumas regides metropolitanas do Nordeste (Figura 2). Do total de casos novos, 1.705
(5,9%) foram diagnosticados em menores de 15 anos e 2.109 (7,4%) tardiamente, com grau 2 de
incapacidade, alcangando um coeficiente de deteccdo de casos diagnosticados com grau 2 de

incapacidade de 10,08 casos por 1milhao habitantes em 2018 (BRASIL, 2019a).
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Figura 2. Taxa de detec¢cdo de casos novos de hanseniase por estados brasileiros em 2018.
Grafico gerado pelo software TABWIN (DATASUS, 2018). Padrdes de endemicidade: baixa
(menor que 2,00), média (2,00 a 9,99), alta (10,00 a 19,99), muito alta (20,00 a 39,99) e situacao
hiperendémica (maior ou igual a 40,00).

Fonte: Sistema de Informacao de Agravos de Notificagdo — SINAN, Ministério da Saude.

A Organizacdo Mundial da Sauade elaborou em 2016, a estratégia global para a
hanseniase: Aceleragdo rumo a um mundo sem hanseniase (2016-2020), em que destaca trés
grandes pilares a serem trabalhados para fortalecer o controle, a coordenagdo e a parceria com o
governo; combater a hanseniase e suas complicacdes e ainda, eliminar a discriminagao
promovendo concomitantemente, a inclusao (OMS, 2017).

Em concordancia com o plano mundial, o Brasil elabora a Estratégia Nacional para o
Enfrentamento da Hanseniase (2019-2022) que objetiva essencialmente assegurar compromisso
politico e recursos para os programas de hanseniase nas trés esferas de governo fortalecendo as
interfaces e parcerias governamentais € ndo governamentais para promover a deteccdo precoce
de casos de hanseniase (BRASIL, 2019b).

Tal estratégia visa ainda fomentar pesquisas basicas e operacionais sobre todos os
aspectos da hanseniase maximizando a base de evidéncias para orientar politicas, estratégias e
atividades e fortalecer o sistema de vigilancia e informagdo em saiide para monitoramento e
avaliacdo do programa, inclusive sistemas de informagdes geograficas. No ambito do
enfrentamento da hanseniase e suas complicagdes, pretende assegurar o inicio imediato, adesdo e

conclusdo ao tratamento além de qualificar as a¢gdes de prevencdo e manejo das incapacidades,
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promovendo e fortalecendo as equipes de estratégia da familia na formacdo e educacdo
permanente para reforcar a conscientizacdo dos pacientes e da comunidade sobre a hanseniase.
Em relagdo ao combate a discrimina¢do e promog¢do da inclusdo, planeja apoiar modelos de
desenvolvimento inclusivo fortalecendo a capacidade de participagdo ativa das pessoas
acometidas pela hanseniase além de promover o acesso a servigos e programas de apoio social e
financeiro (BRASIL, 2019b).

Para tanto, os municipios brasileiros foram divididos em trés grupos prioritarios para a
implementagdo das estratégias, a saber: 1. os municipios sem detec¢do de casos novos de
hanseniase, 2. municipios cuja taxa de deteccdo permanece menor de 10 casos por 100.000
habitantes, e 3. municipios que apresentaram taxa de deteccdo maior que 10 casos por 100.000
habitantes. Em termos praticos, a estratégia no Brasil projeta reduzir a taxa de casos novos de
hanseniase com grau de incapacidade 2 (GI2) no diagnoéstico para 5,5 casos/1 milhdo e em 44%
para criangas com GI2 além de, aspirar zero estigma e discriminacao dos individuos ja afetados
pela doenca (BRASIL, 2019b).

Em Minas Gerais, ao longo dos anos, observou-se redu¢dao do nimero absoluto de casos
novos de hanseniase, de 1.873 em 2009, para 1.035 casos notificados em 2018, perfazendo um
coeficiente de detecgcdo de 4,92 por 100.000 habitantes (Quadro 1). Contudo, 75,2 % dos casos
novos foram classificados como MB e desses, 11,9% ja apresentavam grau 2 de incapacidade no
momento do diagndstico. O niimero de contatos examinados de 87,7%, em 2018, sugere que a
vigilancia epidemiologica desse grupo tem sido realizada com o intuito de descobrir novos casos
da doenca entre aqueles que convivem ou conviveram com casos-indice e encontrar suas
possiveis fontes de infecgao (BRASIL, 2019c¢).

Embora a hanseniase ocorra em todas as idades, atenta-se para o numero de menores de
15 anos de idade em Minas Gerais (5,6%) (BRASIL, 2019c), indicando a precocidade da
exposi¢do ao agente etioldogico o que implica na necessidade de acdes de controle e
monitoramento que vao além das unidades basicas, como observado em alguns programas de
busca ativa em escolas de ensino fundamental ¢ médio no Brasil (Barreto et al., 2015; Santos et

al.,2015; Vieira et al., 2018).
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Quadro 1. Situacio operacional e epidemioldgica da hanseniase em Minas Gerais, entre
2009 a 2018.

INDICADORES /ANO 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018

Proporcio de municipios
silenciosos: sem diagnéstico
de casos novos no ano %(n)

58,6 | 593 | 585 | 592 | 64,5 | 64,5 | 644 | 65 | 64,7 | 67,6
(500) | (506) | (499) | (505) | (550) | (550) | (549) | (554) | (552) | (577)

Numero absoluto de casos

, 1.873 | 1.572 | 1.524 | 1.479 | 1.220 | 1.215 | 1.141 | 1.106 | 1.111 | 1.035
novos de hanseniase

Coeficiente de deteccao de
casos novos de hanseniase 9,35 8,02 7,78 7,45 6,2 5,86 5,47 5,27 5,26 4,92
(por 100.000 habitantes)

Proporc¢ao de casos novos em | 4,5% | 3,7% | 4,1% | 4,0% | 3,9% | 4,5% | 3,9% | 5,1% | 5,6% | 5,6%
menores de 15 anos % (n) (84) (51) (63) (60) (48) (55) (45) (56) (62) (58)

Proporc¢io de contatos de
casos novos de hanseniase
examinados entre os
registrados (%)

81,3 | 76,0 | 75,1 | 82,1 | 81,9 | 90,7 | 94,5 | 94,6 | 93,6 | 87,7

Proporcéo de casos novos de
hanseniase curados nas 88,9 90,1 88,9 88,4 87,9 88,4 89,4 87,1 86,8 87,3
coortes (%)

Proporcéo de casos novos de
hanseniase com grau 2 de
incapacidade no diagnéstico
(%)

9,8 12,3 | 10,1 12,3 10,5 | 10,9 | 12,4 | 14,0 | 12,0 11,9

Fonte: Adaptado de Coordenadoria Estadual de Dermatologia Sanitaria, SES/MG, 2019.

E importante observar que no mapa de detec¢do por municipios em MG (Figura 3), no
ano de 2018, nota-se que ao lado de cidades hiperendémicas como as do Vale do Jequitinhonha e
Mucuri, existem outros que estdo completamente silenciosos, zerados no numero de notificagcdes

de casos novos (BRASIL, 2019c¢).

Legenda:
[] zerados (577)
[] Baixo (18)
I Médio {119)
I Alto (69)
Bl Muito Alto (52)

Bl Hiperendémico (18)

Figura 3. Taxa de deteccao de hanseniase por municipio de Minas Gerais, 2018.

Fonte: Coordenadoria Estadual de Dermatologia Sanitaria, SES/MG - 2019
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2.3. O Mycobacterium leprae

O M. leprae foi descrito em 1873 por Gerhard Henrik Armauer Hansen, em Bergen, na
Noruega. Essa descoberta fez com que o patdgeno bacteriano fosse o primeiro a ser associado a
qualquer doenga humana. E um bacilo reto ou ligeiramente encurvado que se cora em vermelho
pela fucsina e ndo se descora pela lavagem em solugdo alcool-acido sendo assim, classificado
como um bacilo alcool-acido resistente (BAAR) (Bhat e Prakash, 2012; Cunha et al., 2015;
Eichelmann et al., 2013).

E uma bactéria com envelope celular extremamente complexo e com estrutura peculiar
rica em lipideos. Sua estrutura inclui membrana celular, parede celular composta
prioritariamente por peptideoglicanos (lipoarabinomanana-LAM) e 4cidos micdlicos (acidos
graxos de elevado peso molecular), e mais externamente, uma capsula rica em glicolipidio
fendlico I (PGL-I, do inglés Phenolic Glycolipid-I), o qual confere especificidade imunologica
ao M. leprae (Hunter; Brennan, 1983; Hunter e Brennan, 1990; Spencer et al, 2011). As
proteinas do envelope celular possuem um papel essencial na patogénese do M. leprae, como € o
caso das adesinas que participam da interagdo do bacilo com as cé€lulas epiteliais e endoteliais,
sitios que constituem as fontes primarias de infecgcdo, e também da interagdo com as células de
Schwann (Silva et al., 2013; Vidal Pessolani et al., 2003).

O bacilo ¢ intracelular obrigatorio e tem predilecdo por macrofagos de pele e células de
Schwann nos nervos periféricos. Nos tecidos infectados, os micro-organismos aparecem isolados
ou em feixes paralelos, dispondo-se no que convencionalmente se chama de globias. Além disso,
possui crescimento lento (aproximadamente duas semanas) em temperatura de 33-34°C, o que
favorece o seu metabolismo, e poderia explicar o seu tropismo por areas periféricas do corpo
(Bhat e Prakash, 2012; Franco-Paredes e Rodriguez-Morales, 2016).

O M. leprae ndo ¢ uma bactéria cultivavel em meio de cultura artificial, apesar de poder
ser mantido em culturas axénicas por algumas semanas, o que constitui um fator limitante nos
estudos bioldgicos e bioquimicos. Contudo, em macroéfagos humanos, o bacilo mantém a sua
viabilidade quando cultivado a 35°C por quatro semanas, mas perde sua viabilidade quando
exposto a 37°C por duas semanas (Gaschignard et al, 2016; Kim et al, 2019).
Consequentemente, o cultivo do bacilo ¢ feito in vivo e esta restrito a alguns modelos animais,
incluindo o tatu e camundongos, que tém sido utilizados para obtencdo do bacilo para fins
experimentais a partir de seu crescimento no coxim plantar de animais atimicos (nude),
fornecendo quantidades significativas de bacilos viaveis (Monot et al., 2005; Truman e

Krahenbuhl, 2001).
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Apesar de mais de cem anos de pesquisa, ainda ndo temos a compreensdo clara da
patogénese e da fisiologia dessa micobactéria. Por conseguinte, com o sequenciamento completo
do genoma do M. leprae, sabe-se hoje que o bacilo apresenta uma notavel conservagdo de seu
genoma. O estudo de quatro linhagens diferentes revelou uma identidade de 99,995% de
conservagdo, com 215 sitios polimorficos, principalmente os polimorfismos de nucleotideo tinico
(Singh e Cole, 2011). Analises de bioinformatica exibiram 1614 genes que codificam proteinas e
outros 50 que codificam RNAs estaveis (Gomez-Valero ef al., 2007). Aproximadamente 50% do
genoma ¢ ocupado por pseudogenes (genes que sofreram algum tipo de inativacdo), ligados
especialmente a vias do metabolismo energético (Marri, Bannantine e Golding, 2006; Singh e
Cole, 2011), e a outras vias fundamentais, o que pode ter promovido uma evolu¢do adaptativa no
bacilo levando-o de um modo de vida livre para um nicho intracelular (Monot et al., 2005;
Taylor et al., 2009).

A anélise da sequéncia do genoma do M. leprae melhorou a compreensao da fisiologia,
patogénese e genética da hanseniase, contribuindo para o desenvolvimento de métodos
diagnosticos, novos marcadores e ferramentas epidemioldgicas moleculares para monitoramento
da dinamica de transmissdo e as tendéncias de resisténcia a medicamentos (Cole et al., 2001;

CURTISS III et al., 2001; Eiglmeier et al., 2001).

2.4. Transmissao da Hanseniase

Os mecanismos de transmissao da hanseniase, ainda ndo sdao completamente conhecidos,
contudo, estudos recentes utilizando a analise de DNA por qPCR de amostras de bidpsias de
mucosas oral e nasal (Abreu et al., 2014; Araujo et al., 2016; Patrocinio et al., 2005), swabs
nasais (Cabral et al., 2013; Job et al., 2008) e da sorologia de pacientes e seus contatos de areas
endémicas, corroboram a indicacao de que a principal via de transmissao do M .leprae ocorre,
provavelmente, por disseminacao do bacilo por via aérea antes mesmo do aparecimento das
lesdes de pele (Marques et al., 2018; Turner, McGuinness e Leder, 2015). Sugere-se, portanto,
que as células epiteliais das vias aéreas possuam um papel central na interagdo inicial com o
bacilo e consequentemente durante o curso natural da doenca (Silva et al., 2013).

A hipotese de transmissdo respiratoria tem sido também validada por estudos que
demonstraram que certas moléculas de adesdo presentes na superficie do M. leprae, como a
hemaglutinina ligadora de heparina e a proteina semelhante a histona podem ligar-se em células
epiteliais alveolares e nasais e assim, tornam-se capazes de sustentar a sobrevivéncia bacteriana

(Chattree, Khanna e Rao, 2007; Silva ef al., 2015). O periodo de incubagdo ¢, em média, de dois
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a sete anos (Pinto et al., 2017). O M. leprae caracteriza-se por alta infectividade e baixa
patogenicidade, significando que muitos se infectam e poucos adoecem; 90 a 95% da populacao
geral tém boa resisténcia imunologica (natural) contra M. leprae (Araujo, 2003; Goulart, Penna e
Cunha, 2002).

O M. leprae ndo atravessa a pele integra e a infec¢do ndo se dissemina pelo toque. O
contato proéximo e continuo de uma pessoa doente da forma contagiosa e uma pessoa saudavel de
seu convivio pessoal ou social ¢ o determinante na transmissdo da hanseniase (Britton e
Lockwood, 2004). A consanguinidade também ja foi associada ao risco de adoecimento como
demonstrado em um estudo da Indonésia em que o risco estimado para hanseniase foi cerca de
nove vezes maior em familias de pacientes e quatro vezes maior em pessoas com relagoes diretas
com pacientes (Beers, Hatta e Klatser, 1999), assim como na India (Soebono e Klatser, 1991).
Os contatos diagnosticados em programas de vigilancia ativa nas escolas (Barreto et al., 2015) e
em programas de satde da familia, apresentam menor chance de complicagdes clinicas quando
comparados a contatos detectados de forma passiva refor¢cando a ideia de que a vigilancia nos
contatos ¢ uma estratégia poderosa no controle da hanseniase (Hacker et al., 2012; Sarno et al.,
2012).

Outros estudos relatam que a forma clinica e a carga bacilar do paciente também sao
critérios importantes na transmissao da doenca, demonstrando que contatos com maior risco de
contrair hanseniase sdo aqueles préximos a pacientes que exibem alta carga bacilar como o caso
das formas multibacilares (Moet et al., 2004; Moet et al., 2004), porém, individuos com infec¢ao
subclinica tém importante papel na cadeia de transmissdo, visto que eles podem carrear e
transmitir o bacilo, pois estariam sem diagnostico e tratamento adequados (Martins et al., 2010).

Os tatus silvestres (Dasypus novemcinctus) sdo descritos na literatura como fonte de
transmissao pela ingestdo da sua carne infectada, pois, esses animais sao hospedeiros naturais do
M. leprae e, portanto, sao considerados como um potencial reservatdrio ambiental para esse
micro-organismo (Oliveira, Deps e Antunes, 2019). Essa transmissdo zoonética a humanos foi
relatada no sul dos Estados Unidos, especialmente nos estados do Texas, da Lousiana e da
Flérida com sobreposi¢do entre areas com maiores taxas de casos de hanseniase e de tatus
infectados com M. leprae (Balamayooran et al., 2015; Sharma et al., 2015; Truman et al., 2011).

Na América do Sul, os tatus também sd@o comuns e em algumas regides do Brasil, os
moradores locais cacam e os comem como fonte proteica alimentar. Um estudo recente
demonstrou que os individuos que consumiam carne de tatu com maior frequéncia mensal
apresentavam niveis de anticorpos anti-PGL-I significativamente mais altos do que aqueles com
menor ingestdo mensal desse alimento (da Silva et al., 2018). No entanto, outro estudo realizado

em dezesseis comunidades rurais da regido amazOnica brasileira ndo conseguiu evidenciar
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correlacdo entre os casos novos de hanseniase, obtendo total de 3,4% entre os individuos que
desenvolveram a doenga e o consumo de carne de tatus selvagens. Dos 12 animais investigados,
apenas um apresentou histopatologia de pele compativel com hanseniase indeterminada, mas a
presenca do DNA do bacilo ndo foi confirmada pelo RLEP-PCR, um passo importante para
ligacdo entre a doenga humana e o consumo de tatus (Stefani et al., 2019).

Outros reservatérios ambientais temporarios, que poderiam participar como fonte de
transmissdo da doenga, foram observados em solo de regides onde a hanseniase é endémica e as
pessoas convivem proximas a animais como os tatus e os esquilos. No estudo em questdo, foram
identificados DNA de M. leprae em 16% das amostras dos solos de casas de pacientes com
hanseniase (Bangladesh), 10,7% nos buracos de tatus (Suriname) e, em 5% no habitat dos
esquilos vermelhos (Ilhas Britanicas) (Ti6-Coma et al., 2019). Na India, foram analisadas 160
amostras de solo coletadas ao redor de um hospital de atendimento de pacientes com hanseniase
e de uma aldeia de reassentamento de pacientes casos ativos e pds-cura. Utilizando como alvo o
gene RLEP, foi identificada a presenca de DNA viavel do M. leprae em 36% das amostras de
solo, 83% de amostras de esfregaco de pele e 100% das amostras de sangue dos pacientes,
sugerindo que a contaminagdo do solo possa ser originada da excre¢do de pessoas infectadas
pelo bacilo (Turankar et al., 2015).

Estudos mais recentes detectaram o mRNA de M. leprae em 76,7% (23/30) das amostras
de agua coletadas em cinco municipios do estado do Ceard, no nordeste do Brasil. O
georreferenciamento mostrou uma relagao entre as residéncias dos casos de hanseniase e a fonte
de agua que contém a bactéria sugerindo que o ambiente desempenha importante papel na

manuten¢do da hanseniase endémica na regido estudada (Arraes et al., 2017).

2.5. Aspectos do diagndstico da Hanseniase

O reconhecimento precoce da hanseniase e tratamento oportuno sdo elementos cruciais
para cessar a transmissao e prevenir as incapacidades que tanto limitam as pessoas acometidas
pela doenga. O diagnostico de hanseniase ¢ fundamentalmente clinico e epidemioldgico,
realizado através de anamnese clinica, exame geral e investigagdo dermato-neuroldgica para
identificar um ou mais sinais cardinais da doenca: 1. lesdes ou areas na pele com alteragcdo de
sensibilidade e/ou 2. comprometimento de nervos periféricos, alteragdes sensitivas e/ou motoras
e/ou autondmicas e, 3. a presen¢a de bacilos do M. leprae, que pode ser confirmada na
baciloscopia de esfregaco intradérmico ou na bidpsia de pele (BRASIL, 2016). A baciloscopia, o

teste de intradermorreacdo (Mitsuda), a histopatologia, os testes imunoldgicos (sorologia e



39

imunohistoquimica), genéticos (identificagdo molecular) e a eletroneuromiografia sdo
ferramentas auxiliares que podem complementar o diagndstico clinico (Lastéria e Abreu, 2014;
Lima et al., 2016).

Quanto a baciloscopia para avaliacdo da carga bacilar e também a morfologia dos bacilos,
0 Ministério da Saude (MS) preconiza realizar o raspado intradérmico em quatro sitios, com
preferéncia pela lesdo ativa ou com alteracdo de sensibilidade, além dos 16bulos auriculares e
cotovelo contralateral a lesdo. Quando a lesdo ndo puder ser localizada, deve-se realizar o
raspado intradérmico em ambos os lobulos e cotovelos (BRASIL, 2016). A baciloscopia
negativa ndo afasta o diagnostico de hanseniase e, se positiva, o indice baciloscopico (IB)
expressara o numero de bacilos em escala logaritmica entre 0 e 6 (Ridley e Jopling, 1962), sendo
o método quantitativo de escolha para determinar a leitura da baciloscopia para hanseniase
(Ridley e Jopling, 1966). Em relacdo a morfologia, esse teste verifica a viabilidade do bacilo

para determinar a evolucao ou a transmissao da doenca.

Escala Logaritmica de Ridley

(0) — Auséncia de bacilos em 100 campos examinados.

(1+) — Presenca de 1 a 10 bacilos, em 100 campos examinados.

(2+) — Presenga de 1 a 10 bacilos, em cada 10 campos examinados.

(3+) — Presenca de 1 a 10 bacilos, em média, em cada campo examinado.

(4+) — Presenga de 10 a 100 bacilos, em média, em cada campo examinado.
(5+) — Presenga de 100 a 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado.

(6+) — Presenca de mais de 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado.

O IB de um paciente ¢ calculado pela média aritmética dos IBs de cada sitio analisado,
somam-se os quatro sitios e divide-se o total por quatro. Do ponto de vista morfoldgico, o M.
leprae pode apresentar-se nas formas de bacilo integro, fragmentado ou granuloso, sendo o
integro considerado a forma viavel (BRASIL, 2016; Ridley e Jopling, 1966).

O teste de Mitsuda ¢ uma reagdo de hipersensibilidade tardia que indica o grau de
imunidade do individuo frente ao M. leprae ap6s injecdo intradérmica de 0,1mL desse antigeno
na face anterior do antebrago utilizando seringa de insulina (BRASIL, 2017). Quanto a
interpretacdo do teste, verifica-se uma reagdo precoce em 72 horas, caracterizada por eritema e
enduracdo local (rea¢do de Fernandez), e uma reacgdo tardia, denominada reagdo de Mitsuda, que
apos 28 dias, o local de administragdo do antigeno apresentara caracteristicas conforme foram
definidos no Congresso internacional de Toquio (1948) interpretados como resultados em: teste

de Mitsuda negativo, observando-se auséncia de qualquer sinal no local de inoculagdo antigénica
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ou nodulo menor que 5 mm de diametro; teste de Mitsuda positivo, com presenca de noddulo
maior ou igual a 5 mm de didmetro, indicativo de positividade para imunidade mediada por
célula frente ao patogeno (Bechelli, Souza e Quagliato, 1957; BRASIL, 2017).

No exame histopatologico de lesdes de pele ou nervo sdo realizadas bidpsias para
confirmagdo de casos clinicamente duvidosos ou para definir a classificagdo de acordo com o
espectro de formas clinicas (Ridley e Jopling, 1966). Nesse exame, a sensibilidade de detecgdo ¢
baixa, sendo necessarios cerca de 1.000 bacilos/cm3 de tecido para que seja possivel visualizar
um unico BAAR na lamina. A visualizagdo de bacilos integros, solidamente corados, indica que
eles sdo vidveis e sdo capazes de se multiplicar. Bacilos fragmentados ou poeira bacilar sdo
achados que indicam a morte do bacilo (Lyon-Moura; Pedrosa, 2013). Identifica-se o bacilo,
corado pelos métodos de coloragao Ziehl-Neelsen, mas sobretudo a coloracao de Fite-Faraco e a
de Wade. Para cada forma clinica da doenga tem-se a andlise de caracteristicas histologicas
peculiares que vao desde a presenca de granulomas epitelioides coesos com bainha linfocitaria
perivascular ou perineural até numerosos histidcitos vacuolados (células de Virchow) contendo
inimeros bacilos formando as globias (Piris, Lobo € Moschella, 2010).

Infelizmente, ocorre que nem sempre a baciloscopia e o exame histopatologico estao
disponiveis em muitos servigos de aten¢do basica de satde, limitando-se, muitas vezes, aos
centros de referéncia em dermatologia sanitaria dos estados brasileiros (BRASIL, 2010) .

Os testes sorologicos tém avangado para auxiliar no diagnostico da hanseniase e tém
como alvo a detec¢do de anticorpos especificos contra o M. leprae. Desde a década de 1980,
com a descoberta do glicolipideo fenolico-1 (PGL-1), um componente antigénico especifico do
M. leprae (Hunter; Brennan, 1983; Hunter e Brennan, 1990; Hunter, Gaylor e Brennan, 1986) e
o surgimento dos primeiros testes, abriu-se a possibilidade de detec¢do da infec¢ao subclinica e
do diagndstico precoce. No teste de imunoabsor¢cdo enzimatica ou do inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) utiliza-se o antigeno bruto ou proteinas especificas do M. leprae
e de outras micobactérias como M. tuberculosis para verificacdo de reagdo cruzada (Burgess et
al., 1988; Cho et al., 2001; Levis et al., 1986).

Niveis elevados de IgM anti-PGL-1 indicam presenca do antigeno em pessoas sem
tratamento, com carga bacteriana elevada, exposicdo recente a pacientes multibacilares, reagdo
hansénica ou resisténcia terapéutica. Pessoas paucibacilares ou individuos tratados com boa
resposta ao esquema terapéutico tendem a apresentar niveis baixos desses anticorpos no soro
(LYON et al.,,2008), porém, a sorologia ndo consegue distinguir infec¢do passada de uma atual,
nem pode ser usada como ferramenta Unica na distingdo entre infeccdo clinica ou subclinica

(Oskam, Slim e Biihrer-Sékula, 2003).
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A partir de 2003, foi desenvolvido o teste imunocromatografico ou teste de fluxo lateral
ou ML Flow, que se utiliza do antigeno PGL-1 do M. leprae para deteccdo rapida dos anticorpos
IgM no soro humano (Buhrer-Sekula ef al., 2003). Este teste foi utilizado em estudo realizado no
Brasil, no Nepal e na Nigéria com pacientes de hanseniase, como instrumento auxiliar na
classificagdo em PB e MB, reduzindo o risco de tratamento desnecessario e avaliando o uso do
exame baciloscopico (Biihrer-Sékula et al., 2007; Oskam, Slim e Biihrer-Sékula, 2003). Em
comparagdo com o teste de ELISA, o ML Flow mostrou-se de mais facil execugo, dispensando
laboratério, de mais baixo custo ¢ mais rapido, sendo possivel sua utilizagdo como ferramenta
auxiliar para classificacdo dos pacientes para fins de tratamento nas unidades bésicas de saude
(Grossi et al., 2008)

Provavelmente, um dos mais importantes avancos no diagndstico laboratorial da
hanseniase tenha sido o surgimento dos exames moleculares que utilizam técnicas de
identificacdo do material genético do M. leprae através da Reagcdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) convencional ou PCR quantitativa em tempo real (qPCR), a partir de biopsias de pele,
nervo, muco nasal ou sangue. Essas técnicas tém alta sensibilidade e especificidade diagndstica
(Martinez et al., 2006, 2009, 2011), porque amplificam sequéncias do genoma bacilar e assim,
auxiliam em casos de dificil diagnostico clinico, tais como baciloscopia negativa nos pacientes
PB, contatos domiciliares e sociais, histopatologia inconclusiva e na forma neural pura, quando
nao existem lesdes de pele (Martinez et al., 2014). Contudo, este tipo de ferramenta até entao, ¢
utilizada exclusivamente em pesquisa, com uso restrito em alguns servigos de referéncia no
Brasil.

Considera-se que a maioria das deformidades que ocorrem na pessoa com hanseniase
provém das sequelas da neuropatia hansé€nica. A eletroneuromiografia consiste no estudo da
fungdo dos nervos e dos musculos analisando a presenga de lesdes e a sua real localizagao,
verificando complementarmente as informacdes da patologia (axonal, desmielinizante, mista) se
aguda ou cronica. Assim, auxilia no diagnostico das formas neurais primarias da hanseniase, na
evolucdo da terap€utica nos estados reacionais e nos diagnosticos diferenciais diante de outras

neuropatias periféricas (Garbino ef al., 2013; Santos et al., 2017; Santos et al., 2018).

2.6. Classificacao da Hanseniase e formas clinicas

A classificagdo da hanseniase leva em considera¢do o amplo espectro de manifestagdes

clinicas segundo as peculiaridades clinicas, imunoldgicas e histopatologicas.
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A classificagdo de Madri (1953) adota critérios de polaridade, considerando as
caracteristicas clinicas da doenga, que foram acrescidos pelos aspectos bacterioldgicos,
imunoldgicos e histologicos da hanseniase, definindo os grupos polares, tuberculoide (T) e
virchowiano (V) ou lepromatoso (L); o grupo transitério e inicial da doenca, a forma
indeterminada (I); e o instdvel e intermediario, a forma borderline (B) ou dimorfa (D)
(MADRID, 1953).

A Classificagdo Operacional para fins de tratamento poliquimioterdpico (PQT),
implementada pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS) e adotada pelo Ministério da Saude
do Brasil (MS), baseia-se no nimero de lesdes cutaneas classificando em paucibacilares (PB),
pacientes que apresentam até cinco lesdes de pele e multibacilares (MB), pacientes que
apresentam mais de seis lesdes de pele. A baciloscopia de esfregaco intradérmico pode ser
utilizada como exame complementar para a classificagdo dos casos PB e MB. A baciloscopia
positiva classifica o caso como MB, independentemente do nimero de lesdes, porém, o resultado
negativo nao exclui o diagnostico da doenca (BRASIL, 2016).

A Classificacao segundo Ridley e Jopling (1966) ¢ a mais utilizada em pesquisas e leva
em consideragdo a imunidade dentro de um espectro clinico de resisténcia do hospedeiro, a
saber: formas clinicas polares tuberculoide-tuberculoide (TT) apresentando doenca localizada,
vigorosa resposta imune celular, poucos bacilos e lesdes limitadas; virchowiana-virchowiana
(VV), extrema suscetibilidade ao M. leprae, em que a proliferacao disseminada do bacilo resulta
em lesdes de pele difusamente distribuidas e estd associada a forte resposta humoral com
anticorpos anti- M. leprae. Na subdivisao dimorfa (D) em dimorfa-tuberculoide (DT), dimorfa-
dimorfa (DD) e dimorfa-virchowiana (DV) observam-se formas imunologicamente instaveis
com evolucao progressiva de DT para DV com redugdo da resposta imune mediada por célula
acompanhada por lesdes de pele e nervos mais numerosos, aumento da carga bacilar e dos niveis
de anticorpos (Goulart, Penna e Cunha, 2002; Ridley e Jopling, 1966).

A Figura 4 ilustra o espectro de classificagdo imunoldgica da hanseniase segundo
Ridley-Joplin (1966), caracterizando a doenga em cinco formas clinicas distintas e apresentando
a resposta imune segundo a expressdo de algumas citocinas. Como exemplo, na forma TT, no
padrao de resposta tipo Thl, a IL-2 exerce agao como fator de crescimento autocrino para células
T auxiliares helper, fazendo ativacdo de macrofago mediada pelo IFN-y (imunidade mediada por
célula). De outra maneira, na forma VV, a IL-4 estimula a proliferacdo de linfécitos Th2 e a
diferenciagdo de células B para a producdo de anticorpos (imunidade humoral). Na resposta
imune da hanseniase, observa-se ainda que, em relacdo as ao padrdo Thl, a IL-12 representa
poderoso estimulo para células T helper, enquanto no padrao Th2, a IL-10 suprime a agdo dos

macrofagos (Fonseca et al., 2017; Goulart, Penna e Cunha, 2002).
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Figura 4. Representacio esquematica do espectro da resposta imunolégica da hanseniase.
Classificagao segundo Ridley-Jopling (1966), separando as formas clinicas em Tuberculoide-
Tuberculoide (TT), Dimorfo-Tuberculoide (DT), Dimorfo-Dimorfo (DD), Dimorfo-Virchowiano
(DV) e, Virchowiano-Virchowiano (VV), e no esquema da classificagdo operacional da
OMS/MS: Paucibacilar (PB) e Multibacilar (MB). A resposta imune do hospedeiro (Thl e Th2)
e o indice baciloscopico correlacionado a cada subtipo de hanseniase.

Fonte: propria autoria.

2.7. Aspectos imunoldgicos na Hanseniase

O sistema imune humano atua numa rede bastante dinamica através da organizagdo de
componentes estruturais, moleculares e celulares com fungdes especificas e direcionadas para a
defesa do organismo. E fato que, em quase a totalidade das doengas infecciosas, a maioria das
pessoas promove a destruicdo desses micro-organismos ¢ impede a evolucdo da infec¢do. Por
outro lado, se ineficiente, seja a resposta imune inata (disfuncdes das células fagociticas e
deficiéncia das proteinas do complemento) ou a imunidade adaptativa (deficiéncia na fun¢do das
células T ou B para producdo de anticorpos), observa-se a auséncia de protecdo, e por vezes, a
evolucdo negativa das doengas infecciosas (Fonseca et al., 2017; Kosgei ¢ Yun-Peng, 2015;
Walker e Lockwood, 2006).

Diante da exposi¢do ao M. leprae, acredita-se que mais de 90% dos individuos

apresentem resisténcia natural e, portanto, ndo desenvolvem a doenca (Pinheiro ef al., 2018), ou
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até mesmo, dada a infeccdo, a doenga permaneca em estagio de laténcia, no qual o sujeito
permanece assintomatico por longo periodo que pode variar de dois a cinco anos dependendo do
organismo (BRASIL, 2016).

A atividade de células como os macrofagos e as subpopulagdes de linfocitos T serdao
determinantes para apresentag¢do clinica na hanseniase. Os macrofagos e as células dendriticas
apresentam receptores de reconhecimento padrao (PRRs, do inglés Pattern Recognition
Receptors) que sdo responsaveis por reconhecer os padrdes moleculares associados aos
patogenos como o M. leprae (PAMPs, do inglés Pathogen Associated Molecular Patterns). Apds
o reconhecimento do patogeno pelos macréfagos e as células dendriticas durante a imunidade
inata, essas cé€lulas sdo ativadas, e induzem a produgao de citocinas pro ou anti-inflamatdrias. As
primeiras influenciam na diferenciacdo de linfocitos T auxiliares helper 1 (Thl), enquanto as
anti-inflamatorias estimulam a diferenciagao de linfocitos T auxiliares helper 2 (Th2). Dessa
forma, o sistema imune inato contribui para a definicdo do tipo de estratégia a ser usada pela
resposta imune adaptativa do hospedeiro no combate a infeccao (Foss e Motta, 2012; Sadhu et
al.,2016; Santos et al., 2017).

Os PRRs como os receptores das proteinas do complemento CR1 (CD35) e CR3
(CD11b/CD18) sao responsaveis por reconhecer o PGL-1 (Tabouret ef al., 2010); os receptores
de lectina tipo C (CD209) reconhecem os LAM (Teles et al., 2010); e os receptores scavenger
dos macrofagos (CD36) se ligam a fosfolipideos oxidados da parede celular do M. leprae, além
de outros PRRs, como os receptores do tipo Toll (TLRs) por exemplo, o TLR-2 (Krutzik et al.,
2003; Sieling et al., 2008), sao responsaveis por identificar os padrdoes moleculares associados
aos patdgenos (PAMPs) localizados principalmente na parede celular do M. leprae como o
LAM, os lipopolissacarideos, a manose € o PGL-1 (Lastoéria e Abreu, 2014).

Os TLRs ativados direcionam a resposta inata por fagocitose inibindo a atividade
microbiana, pela acdo de peptideos antimicrobianos como a catelicidina pela via dependente de
vitamina D (Kim et al., 2018), bem como desencadeiam a liberagao de citocinas como o fator de
necrose tumoral-o. (TNF-a do inglés: Tumor Necrosis Factor), fator estimulador de coldnias de
granulécitos e macrofagos (GM-CSF— do inglés Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating
Factor), a interleucina IL-12, e a diferenciag¢ao das células dendriticas, possibilitando assim, que
o sistema imune inato contribua para o desenvolvimento de uma efetiva resposta imune
adaptativa (Krutzik et al., 2005).

Na resposta imune inata, a catelicidina tem acdo antibacteriana, antifiingica e antiviral,
além de ser potente imunomoduladora. A catelicidina atua juntamente com as defensinas
destruindo micro-organismos e atuando como ponte entre as imunidades inata e adaptativa

(Vandamme et al., 2012). A observagdo da presenca desses peptideos antimicrobianos naturais
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derivados da pele humana contra infecgdes bacterianas sustenta a hipdtese de que estes peptideos
sejam parte de um tipo de sistema de defesa primaria (Chen et al., 2007; Zheng et al., 2007).

Na hanseniase, a presenca de niveis séricos suficientes de vitamina D (25-
hidroxivitamina D3) durante a diferenciacdo de macréfagos induzida por IL-15 e IL-10,
aumentou a expressido do mRNA do peptideo antimicrobiano catelicidina, levando a uma
resposta antimicrobiana mais efetiva contra o M. leprae (Kim et al., 2018). Por outro lado, niveis
séricos acentuadamente reduzidos de catelicidina foram observados em Iemenitas com
hanseniase, tratados ou ndo, em comparacao a individuos saudaveis, sugerindo estreita relacao
da catelicidina com a infeccdo causada pelo M. leprae, principalmente para pacientes
multibacilares (Matzner et al., 2011).

Na fase cronica, a resposta imune montada contra o M. leprae pode ser regulada por
varios mecanismos supressores do hospedeiro, entretanto 0os mecanismos presentes nos pacientes
com as formas mais graves parecem ndo ser suficientes para controlar a doenca. Uma
possibilidade para explicar tal fato pode ser o balango entre a resposta efetora e mecanismos
imunorreguladores, em pacientes com as formas mais graves, ocorrer de maneira diferenciada
daquele observado nos outros pacientes (Talhari, Talhari e Penna, 2015).

A caracteristica principal das bactérias intracelulares como ¢ o caso do M. leprae, ¢ a
capacidade de sobreviver dentro dos macrofagos utilizando-se de mecanismos como a inibi¢ao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) pelo PGL-1 ¢ a
expressao da enzima superoxido-dismutase que impede a acdo da ROS e RNS, o que num
primeiro momento parece ser paradoxal, ¢ também util para o hospedeiro, por induzir forte
resposta inflamatoria sob estimulo de linfocitos TCD4", através da expressdo de antigeno
associado ao MHC classe II (do inglés: Major Histocompatibility Complex ou complexo
principal de histocompatibilidade classe 1) e a secrecao de IFN-y, que ativa macrofagos levando
a producdo aumentada de oOxido nitrico (NO) e destrui¢do das bactérias. Além disso, os
macrofagos também incitam os linfocitos TCD8" através da expressdo de antigenos associados a
moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe I (MHC I), estimulando o
mecanismo de defesa através da citotoxicidade para destruicdo dos macréfagos que se encontram
infectados (Abdel-Hafez, Mohamed e Abd-Elghany, 2009; Cemerski et al., 2002; Tjabringa et
al.,2003).

Os individuos que apresentam a forma clinica no polo tuberculoide (TT), exibem um
perfil de citocinas relacionadas a resposta de linfocitos Thl, com citocinas inflamatorias (IL-1,
IL-2, IL-12, IFN-y, e TNF- a) (Sieling e Modlin, 1994) e correlagdo negativa com o indice

baciloscépico (IB) enquanto os individuos na forma polar virchowiana (VV) apresentam perfil
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de citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) (Modlin, 1994) e correla¢do positiva
com o IB (Moubasher et al., 1998; Walker ¢ Lockwood, 2006; Yamamura et al., 1991).

Assim, sugere-se que os pacientes TT, tenham um padrao de resposta imune mediada
pelas células T parcialmente eficientes, com produgdo de citocinas que contribuem
principalmente para a maturagdo e ativacdo de macrdfagos, e juntamente com os linfocitos
ativados formam granulomas, e predominio de linfocitos TCD4" no centro e linfocitos TCD8" na
periferia (Foss, 1999; Goulart e Goulart, 2008; Walker e Lockwood, 2006), para o controle da
multiplicagdo dos bacilos e a sua posterior eliminacgdo. Ja os pacientes VV, parecem possuir um
perfil de citocinas que induz a redugdo da resposta inflamatoria, com inibicdo macrofagica e
perfil caracteristico da resposta humoral, com elevados titulos de anticorpos IgM, IgG, IgE e
IgA, padrdes imunologicos que, somados a outros fatores, seriam insuficientes para conter o M.
leprae permitindo assim, a progressao da doenca e a disseminagdo bacilar (Kumar, Parkash e
Girdhar, 2014; Macedo, de et al., 2018; Margal et al., 2018; Santos et al., 2018).

Por muitos anos, a principal interpretagdo da resposta de defesa do hospedeiro foi
baseada na caracterizacdo do paradigma imune estabelecido entre os linfocitos Thl e Th2.
Estudos mais recentes com novas abordagens de interpretacdo das vias imunoldgicas
identificaram novos subtipos de linfocitos T como Th9, Th17, Th22 e Tregs (Quaresma et al.,
2015; de Sousa, Sotto e Simdes Quaresma, 2017). Os linfocitos Th17, que expressam as
citocinas IL-17, IL-21, IL-22 e IL-23, desempenham papel importante ndo sé6 em doencas
autoimunes, onde foram descritos pela primeira vez, mas também em muitas doengas infecciosas
no homem e em modelos experimentais (Saini et al., 2016, 2018; Saini, Ramesh e Nath, 2013).

Na hanseniase, as citocinas IL-17A/F estariam envolvidas na imunopatogénese do
eritema nodoso hansénico (ENH), caracteristico de formas multibacilares (Polycarpou, Walker e
Lockwood, 2017; Saini et al., 2016), atrai neutrofilos para defesa contra patogenos, além de estar
associada a outros mecanismos imunologicos que ajudam a controlar doencas como a
leishmaniose e a tuberculose (Santos ef al, 2017). Nesses casos, a talidomida reduz os
componentes inflamatorios da resposta Thl17, enquanto aumenta simultaneamente outros
componentes envolvidos na resposta imune celular (Martiniuk ez al., 2012).

Estudo brasileiro realizado na regido centro-oeste observou maior expressao de I[L-17 em
lesdes de pacientes com episodios reacionais do tipo 2 em comparacdo aos pacientes com reacao
do tipo 1 ou aos pacientes que se apresentavam sem lesdes, sugerindo portanto, um papel
significativo das populagdes de células Th17 na imunopatogénese das reagdes hansénicas (Costa
et al., 2018; Santos et al., 2017).

Contudo, estudo desenvolvido na regido nordeste brasileira avaliou a presenga das células

Th17 em lesdo de pele de pacientes com hanseniase, assim como, analisou os niveis séricos da
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citocina IL-17A e em células mononucleares periféricas (PBMCs) de pacientes com e sem
reacdo hansénica. Os resultados indicaram altas concentragdes séricas de IL-17A em pacientes
PB em comparagao aos pacientes MB, sugerindo ainda, que essas células estariam associadas a
uma resposta inflamatéria eficaz nas formas de PB, porém, ndo sendo preditivas de reacdes
inflamatorias em pacientes MB (Santos. et al, 2017). Estudo semelhante observou altas
concentragdes de citocinas do padrao Th17 em cultura de PBMCs de contatos assintomaticos e
na borda da lesdo de pele de pacientes do polo TT, quando comparadas aos pacientes VV (Saini,
Ramesh e Nath, 2013).

Esses achados enfatizam que o balanco de citocinas representa elemento chave no
estabelecimento e manutencdo de diferentes formas clinicas da Hanseniase. Assim, avaliar a
producgdo de diferentes citocinas com caracteristicas inflamatorias e reguladoras produzidas por
subpopulagdes de leucocitos da imunidade inata e adaptativa representa estratégia pertinente
para caracterizagao imunopatogénica dos pacientes com diferentes formas clinicas de doencas

infecciosas como no caso da hanseniase.

2.8. Manifestacgoes clinicas da Hanseniase

A hanseniase apresenta quadro clinico variado, relacionando-se ao tipo de resposta
imunologica do hospedeiro frente a capacidade de multiplicacao bacilar. Essas manifesta¢des sao
precedidas de um longo periodo de incubagao, podendo variar, desde maculas hipocromicas e
placas eritematosas na pele a nddulos cutaneos, com ou sem acometimento neural (Lastoria e
Abreu, 2014). O M. leprae acomete as fibras sensitivas, motoras e autonOmicas do sistema
nervoso periférico. Na pele, o bacilo invade tanto as fibras sensitivas como as autonOmicas,
levando a diminui¢ao da sensibilidade cutanea, hipoidrose ou anidrose. Quando ocorrem lesdes
das fibras motoras, a resposta muscular aos estimulos eferentes do sistema nervoso fica
diminuida ou abolida, levando a paralisia e a atrofia muscular (Franco-Paredes e Rodriguez-
Morales, 2016; Talhari, Talhari e Penna, 2015).

No grupo indeterminado observam-se maculas hipocromicas, Uinicas ou em pequeno
nimero, de limites imprecisos, com ligeira diminuicdo da sensibilidade, hiperestesia ou
anestesia, anidrose e alopecia, mas sem espessamento neural. A baciloscopia ¢ negativa e a
reagdo de Mitsuda € positiva ou negativa, indicando a tendéncia de evolugdo para o polo TT ou
VV (Lastéria e Abreu, 2014; Lyon, 2013).

Na forma tuberculoide, a doenca ¢ limitada pela boa resposta imunocelular do

hospedeiro. As lesdes cutaneas, isoladas e assimétricas, sdo placas eritemato-hipocromicas ou
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eritematosas, bem delimitadas, frequentemente com bordas externas discretamente elevadas ou
com microtubérculos e centro normal. A placa apresenta anestesia térmica, dolorosa e tatil com
alteracdo importante da sensibilidade. Alopecia e anidrose podem estar presentes pelo
comprometimento dos anexos cutdneos e espessamento de filete nervoso dérmico (Lastoria e
Abreu, 2014; Lyon, 2013).

O grupo dimorfo apresenta manifestagdes diversas, por sua instabilidade nas respostas
imunocelulares do hospedeiro frente ao Mycobacterium leprae. As lesdes cutaneas dos DT se
assemelham ao TT, porém sdo mais numerosas ¢ menores; bordas pouco delimitadas surgerindo
lesdes satélites decorrentes de reagdes tipo 1, o espessamento dos nervos tende a ser irregular,
ndo tdo intenso, contudo, mais numeroso. O teste de Mitsuda € positivo, a baciloscopia ¢
negativa e a histologia predominando granulomas tuberculoide (Araujo, 2003; Lastoria e Abreu,
2014). As lesdes cutaneas dos DD mostram caracteristicas entre as formas TT e VV, sendo
pouco simétricas, € o acometimento nervoso ¢ moderado; sdo sugestivas de placas eritematosas,
ferruginosas, infiltradas, edematosas e brilhantes, com bordas externas caracteristicas e internas
bem definidas com centro oval hipopigmentado. As lesdes cutaneas dos DV lembram as dos
virchowianos, tendendo a ser numerosas e nao tao simétricas (Lyon, 2013).

No polo VV, as lesdes cutaneas, multiplas e simétricas, caracterizam-se por placas
eritematoviolaceas, com bordas mal definidas, geralmente sem anestesia e podendo ter
espessamento neural. E negativa para o teste Mitsuda e positiva para BAAR. E comum a
presenca de edema dos membros inferiores € com a multiplicacao bacilar, formam-se nédulos e a
facies leonina, com infiltracdo e queda dos supercilios (madarose), podendo incorrer em
comprometimento das mucosas, olhos, testiculos e ossos, além da perda dos dentes incisivos
centrais superiores, perfuracdo do septo nasal e manifestagdes viscerais (Aratjo, 2003; Lastoria e
Abreu, 2014; Lyon, 2013).

Do ponto de vista do espectro imunoldgico da hanseniase, o individuo pode ainda
manifestar clinicamente os estados reacionais antes, durante e apds o tratamento com a PQT, ou
até mesmo depois de considerado curado, em razdo da hipersensibilidade aos antigenos do M.
leprae. Esses fenomenos sao chamados de episddios reacionais ou reagdes hansénicas do tipo 1
ou do tipo 2, e, sdo alteracdes do sistema imunoldgico que se exteriorizam como manifestacdes
inflamatorias agudas e subagudas e ocorrerem mais frequentemente nos casos MB (BRASIL,
2016; Teixeira, Silveira e Franca, 2010). Por volta de 50% dos pacientes com hanseniase
desenvolvem os episodios reacionais durante o tratamento e 30% deles apds a alta por até 5 anos.
Os pacientes que apresentam IB maior ou igual a 2 tem maior risco de apresentar esses processos

inflamatorios reacionais (Kumar, Dogra e Kaur, 2004).
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A reagdo do tipo 1 ocorre especialmente em DT, porém alguns pacientes da forma TT
podem exibir reagdes locais de hipersensibilidade tardia. Tende a surgir mais precocemente,
depois de iniciado o tratamento, entre o segundo ¢ o sexto més, e cursa com infiltracdes de
células TCD4+ de lesoes de pele e nervos, levando a inflamagdo granulomatosa destrutiva dos
nervos. Normalmente, relaciona-se a resposta imunocelular, para melhora (reagdo reversa) ou
piora (reacdo de degradagdo), cujas lesdes podem se tornar hiperestésicas, eritematoedematosas,
descamam e, as vezes, geram ulceras. Cursam com edema das extremidades e neurite, com
minimas manifestagdes sistémicas nos individuos TT, mas importantes nos proximos ao polo
VV (Geluk, 2018; Grossi, 2013).

A reacdo do tipo 2 manifesta na forma VV e em alguns dimorfos, principalmente os DV,
em geral associada a infecgdes intercorrentes, traumatismos, estresse fisico, cirtrgico ou
psiquico, imunizagdes, gravidez, parto, puberdade, uso de iodetos, dentre outros. Tem correlagdao
com a deposi¢ao de imunocomplexos nos tecidos ou com a imunidade humoral frente a
antigenos bacilares, que acompanham alteracdes iniciais da imunidade celular com aumento das
citocinas séricas, como o TNF-o ¢ o IFN-y (Geluk, 2018; Grossi, 2013). E também designada de
eritema nodoso hansénico (ENH) com surgimento de nodulos inflamatorios subcutaneos
simétricos, em qualquer regido, as vezes com necrose por obliteracdao vascular (eritema nodoso
necrdtico), e sintomas gerais, como febre, mal-estar, mialgias, edema e artralgias, podendo
ocorrer comprometimento hepatorrenal (Lastoria e Abreu, 2014; Polycarpou, Walker e
Lockwood, 2017).

O diagndstico e o tratamento imediatos melhoram significativamente a recuperacao
desses estados inflamatorios na doenga, reduzindo assim os riscos de incapacidades permanentes
quando empregados até os seis meses apos o inicio dos sintomas. Somente assim sera possivel

prevenir que a neuropatia seja permanente (Geluk, 2018).

2.9. Tratamento e poliquimioterapia na Hanseniase

O tratamento da hanseniase ¢ considerado estratégico no controle epidemioldgico da
doenga, uma vez que leva a interrupc¢ao da transmissdo logo apos seu inicio. A partir de 1981, a
OMS recomendou o tratamento poliquimioterapico (PQT) em substitui¢do a monoterapia com a
Dapsona, o que reduziu as chances de resisténcia medicamentosa. No Brasil, adota-se as
recomendacdes constantes na Portaria n° 149 de 3 de fevereiro de 2016 (BRASIL, 2016), que

aprovou as diretrizes para vigilancia, atengdo e eliminagdo da hanseniase como problema de
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saude publica, definindo os critérios para tratamento conforme a classificagdo operacional e
normas da OMS (Quadro 2).

O tratamento da hanseniase ¢ ambulatorial, utilizando-se esquemas terapéuticos
padronizados, de acordo com a classificacdo operacional. A associacdo desses antimicrobianos
pode ocasionar efeitos adversos e a impossibilidade de administracdo, devendo o paciente ser
encaminhado pelas estratégias de sade da familia, aos centros especializados para defini¢do do
esquema substitutivo ou de outros medicamentos (BRASIL, 2016; Gongalves, 2013; Gongalves,

Mantellini e Padovani, 2010).

Quadro 2. Apresentaciao das cartelas de medicacdo na poliquimioterapia para pacientes

paucibacilares e multibacilares.

Faixa Cartela PB Cartela MB
Adulto | Rifampicina (RFM): capsula de 300 mg (2) Rifampicina (RFM): capsula de 300 mg (2)
Dapsona (DDS): comprimido de 100 mg (28) Dapsona (DDS): comprimido de 100 mg (28)
- Clofazimina (CFZ): capsula de 100 mg (3) e
capsula de 50 mg (27)
Crianca | Rifampicina (RFM): capsula de 150 mg (1) e | Rifampicina (RFM): cépsula de 150 mg (1) e
capsula de 300 mg (1) capsula de 300 mg (1)
Dapsona (DDS): comprimido de 50 mg (28) Dapsona (DDS): comprimido de 50 mg (28)
- Clofazimina (CFZ): capsula de 50 mg (16)

Fonte: Ministério da Saude, 2016.

Os individuos PB sdao submetidos a doses supervisionadas mensais, durante 6 meses de
Dapsona (DDS) na dose de 100mg (1 comprimido) e Rifampicina (RFM) na dosagem de 600mg
(2 comprimidos de 300mg) com doses didrias autoadministradas de dapsona de 100mg por dia
(BRASIL, 2016). Os individuos MB s3do manejados com esquemas de tratamento diferente
envolvendo o acréscimo da Clofazimina (CFZ) e aumento no tempo de duragdo da terapéutica
que nesse caso serao de 12 meses com doses supervisionadas a cada 28 dias de Rifampicina
(600mg, 2 comprimidos de 300mg), clofazimina (300mg, 3 comprimidos de 100mg) e dapsona
(100mg, 1 comprimido de 100mg) e dose didria autoadministrada de clofazimina (50mg, 1
comprimido) e dapsona (100mg, 1 comprimido) (BRASIL, 2016).

A rifampicina ¢ um composto semissintético que tem agao inibitoria da RNA polimerase
dependente de DNA nas células procariotas, bloqueando enfim, a sintese de RNA mensageiro e a
produg¢do de proteinas essenciais para a multiplicacdo bacteriana (Lester, 1972). Apos a
administracdo da rifampicina, em poucos dias, ndo havera bacilos vidveis em lesdes cutaneas ou
mucosa nasal na andlise por microscopia. Alguns efeitos adversos podem ocorrer como alteracao
da cor da urina, plaquetopenia, disturbios gastrointestinais, sindrome pseudogripal, insuficiéncia

renal, diminuicdo da eficdcia dos anticoncepcionais orais, alteragdes hepaticas e hematoldgicas
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(BRASIL, 2016). A primeira dose de rifampicina ¢ capaz de diminuir em até 99,9% as cepas
viaveis do M. leprae de um individuo infectado reduzindo a viabilidade do bacilo e
principalmente, a sua integridade morfoldgica (BRASIL, 2016; Bullock, 1983).

A dapsona ¢ um medicamento bacteriostatico cujo mecanismo de acdo ¢ basicamente
impedir a sintese do acido folico bacteriano pela competicdo com o acido paraminobenzoico por
uma enzima denominada di-hidropteroato sintetase (Modderman et al., 1983; Zuidema, Hilbers-
Modderman e Merkus, 1986). Os efeitos adversos mais comuns desse medicamento sdo anemia
hemolitica, hepatite medicamentosa, meta-hemoglobinemia, gastrite, agranulocitose,
eritrodermia, dermatite esfoliativa, distarbios renais e a sindrome sulfona caracterizada por um
quadro grave acompanhado de febre, dentre outros sinais e sintomas (BRASIL, 2016).

Outra medicacdo do esquema padrdao ¢ a clofazimina de agdo bacteriostatica e anti-
inflamatéria cujo mecanismo de agdo consiste na inibi¢do da replicacdo e crescimento
bacteriano, uma vez que o farmaco se liga nas sequéncias contendo a base guanina do DNA do
M. leprae (Arbiser, Moschella e Boston, 1995). Os efeitos adversos descritos na literatura sao
hiperpigmentagdo da pele, ictiose e distirbios gastrointestinais como dor abdominal e
diminuigdo da peristalse (BRASIL, 2016).

Existem esquemas substitutivos para tratamento da hanseniase que estdo disponiveis para
casos especiais relacionados a transtornos mentais, uso de alcool e/ou outras drogas, situacdes
como resisténcia medicamentosa e intolerancia aos farmacos tradicionais da PQT. Os
antibidticos mais comuns incorporados sdo a ofloxacina (OFX), minociclina (MNC) e nos casos
de resisténcia aos antibioticos tem-se utilizado a claritromicina nos servicos de referéncia
(BRASIL, 2016).

Em relagao ao tratamento dos episddios reacionais da hanseniase, esse deve ser realizado,
no nivel ambulatorial, tdo logo o diagnoéstico do tipo de reagdo seja definido, sendo utilizada
terapia anti-inflamatéria que pode estar associada a PQT, sob prescri¢cao e supervisao médica.
Essas ocorréncias devem ser consideradas como situagdes de emergéncia e encaminhadas as
unidades de saude do nivel secundario e terciario, para tratamento nas primeiras 24 horas. Nos
pacientes com reagdo do tipo 1 ¢ utilizada a prednisona na dose de Img/kg/dia ou dexametasona
0,15mg/kg/dia em caso de doentes hipertensos ou cardiopatas, enquanto para a reagdo do tipo 2,
o tratamento ¢ feito com Talidomida na dose de 100 a 400mg/dia conforme a gravidade do caso.
Quando ha comprometimento neural nas reacdes ou contraindica¢des, como a gravidez, lesdes
oculares reacionais, edema inflamatorio de maos e pés, glomerulonefrite, dentre outros, sdo
utilizados esteroides tais como a prednisona na dose de Img/kg/dia (BRASIL, 2016) .

Algumas observacdes sdo importantes quanto a manutengdo do estado nutricional dos

individuos com hanseniase em fun¢do dos efeitos colaterais das medicagdes. E importante
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considerar que a dapsona ¢ gastrotoxica, porém, sua absor¢do ndo ¢ alterada substancialmente
pela presenca de alimentos. A rifampicina tem sua absor¢do reduzida quando ingerida com
alimentos, portanto, deve ser ingerida apds 2 horas de uma refei¢do completa, mantendo sua
biodisponibilidade e eficacia bactericida inalterada. Faz-se necessario, portanto, orientar sobre o
uso da medicagdo (dose diaria ou supervisionada), preferencialmente no periodo da tarde, até
duas horas apds o almogo. Aten¢do também deve ser dada, caso ainda persistam sintomas
dispépticos, as medicagdes para alivio sintomatico deverdo ser prescritas como cimetidina,

ranitidina, omeprazol, metoclopramida (BRASIL, 2016).

2.10. Genética da Hanseniase

2.10.1 Aspectos gerais

Ao longo de séculos, as doencas infecciosas constituem importante causa de morte na
maior parte do mundo. Considera-se que o aumento da expectativa da vida humana, se deva nao
somente ao ajuste do nosso sistema imunologico, mas também ao estabelecimento de praticas
basicas de higiene, imunizagdo, boa nutri¢do, novos medicamentos ¢ ao forte componente
genético proprio do hospedeiro humano, que contribui para a variabilidade individual da
qualidade da resposta imune inata ou adaptativa, frente aos micro-organismos causadores de
doencas (Alter et al., 2011; Casanova e Abel, 2018).

Em relagao a histéria da humanidade, nenhuma doenga gerou estigma social tdo intenso
quanto a hanseniase, convencionalmente associada a conceitos erréneos como pecado, impureza
e puni¢ao, contudo, a natureza infecciosa da hanseniase confirmou-se com a identificagdo do
bacilo causador em 1873. Contudo, achados clinicos indicaram que o contato com o bacilo ndo
era suficiente para o individuo desenvolver a doenga, ¢ que a hanseniase ocorria com maior ou
menor frequéncia em diferentes populacdes, manifestando-se de maneiras bem distintas em cada
pessoa infectada (Fitness, Tosh e Hill, 2002; Moraes et al., 2006; Prevedello e Mira, 2007).

H4 um grande conjunto de evidéncias indicando a influéncia genética na prote¢do ou
susceptibilidade da hanseniase. Entre eles podem ser citados os estudos de agrupamento familiar,
prevaléncia em grupos étnicos, andlises de segregacdo, abordagens de genes candidatos e
varreduras do genoma do M. leprae para demonstrar o papel de regides especificas, genes ou
polimorfismos de nucleotideo tnico - SNPs (do inglés, Single Nucleotide Polymorphism) na

progressao da doenga (Beiguelman, 2002; Fernando e Britton, 2006; Prevedello e Mira, 2007).
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Com o sequenciamento completo do genoma do M. leprae, demonstrou-se que existe
importante reducdo evolutiva e a perda de genes. No entanto, nota-se a manutencdo de um
conjunto minimo de genes que implica numa diversidade genética do patdgeno muito pequena.
Esse fato, sugere que a evolugdo da doenga dependa, em sua maior parte, da susceptibilidade
genética do hospedeiro. Neste contexto, acredita-se que um conjunto diferente de genes
modifiquem a susceptibilidade a hanseniase ndo s6 em termos do controle da infecg¢do per se,
mas para a definicdo das formas clinicas de apresentacdo da doenca bem como, a gravidade dos
episddios reacionais (Fitness, Tosh e Hill, 2002; Pereira et al., 2009; Zhang et al., 2009).

O gene do VDR (do inglés, Vitamin D Receptor) esta localizado no cromossomo 12 e
abrange quase 134 milhdes de pares de bases do DNA, de 4 a 4,5 % do total de DNA das células
e, provavelmente contém aproximadamente 1200 genes que fornecem instrugdes para produzir
proteinas. O VDR encontra-se na regido 12ql2-ql4, contendo nove regides codificantes,
incluindo uma regido promotora passivel de splicing alternativo, € por isso considerada como
éxon 1 (Kohama et al., 2000). Além disso, possui varios SNPs localizados em sitios de enzimas
de restricdo, gerando RFLPs (do inglés, Restriction Fragment Length Polymorphisms). As
variantes polimorficas mais estudadas sdo as que ficam proximas a regido 3’UTR para as
enzimas Taql, Apal, Bsml, comumente relacionadas a atividade funcional do VDR e a sua

expressao génica como demonstrado na Figura 5.

Cytogenetic: GRCN38.p12 (GCF_000001405.38) Resolution: 550
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Figura 5. Organizacio gendomica e mapa de restricio do gene do receptor de vitamina D
(VDR). Apresentacao das regides de polimorfismo Fokl (Exon 2), Bsml, Apal, Taql (Exons 8/9).
Fonte: Adaptado de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp, e KOHAMA et al.,2000.

Estudos de associacdo correlacionam a ocorréncia e a gravidade da hanseniase a esses
polimorfismos especificos do gene do VDR, que se mostrou crucial na via antimicrobiana da

resposta imune no combate a micobactérias. Os estudos de associacdo do VDR com protegdo ou




54

gravidade na hanseniase (Quadro 3) foram destacados em uma revisdo sistemdtica do nosso

grupo de pesquisa em 2017 (Oliveira et al., 2017), e posteriormente outras publicacdes

acrescentaram informacdes sobre esse assunto nas populagdes brasileira e indiana (Araujo et al.,

2018; Pepineli et al., 2019; Singh et al., 2018).

Quadro 3. Estudos de associacao do gene VDR com protecio ou gravidade na hanseniase.

Referéncia/
Populacio
estudada

Evento comparativo do gene do
VDR em pessoas com hanseniase

Resultados de protecdo ou gravidade na hanseniase

Roy et al., 1999/
India

Polimorfismo Taql em pacientes
das formas clinicas TT e VV

Susceptibilidade para hanseniase TT (genétipo tt) e
hanseniase VV (genotipo TT)

Fitness et Polimorfismos Taql, Apal, Bsml | Susceptibilidade para hanseniase VV (genétipo tt)
al.,2004/ em pessoas com hanseniase quando associados valores negativos do teste Mitsuda
Malawi com positivos de indice baciloscopico.

Goulart et Polimorfismo Taql em pessoas com | Susceptibilidade para hanseniase VV (alelo T e gendtipo
al.,2006/ hanseniase PB ¢ MB TT)

Brasil

Velarde-Félix et
al.,2009/México

Polimorfismo Taql em pacientes
com a forma clinica VV

Nao foram encontradas associacdes entre  0S
polimorfismos para prote¢do ou gravidade na hanseniase.

Marques, 2010/ | Polimorfismos Taql, Fokl e | Protecdo para os individuos controle (gendtipos CT,
Brasil rs4760658 em pacientes PB ¢ MB Fok/rs4760658/Taq: haplotipos C/C/C e T/T/T e
Fok/Taq: hapotipos T/T)

Sapkota et Polimorfismos Taql, Fokl e Bsml | Ndao foram encontradas associagbes entre  0s
al.,2010/ em pacientes com reagdo do tipo 1 e | polimorfismos para protegdo ou gravidade na hanseniase.
Nepal eritema nodoso hansénico.
Teles et Expressdo do mRNA em lesdes de | Expressdo reduzida do mRNA do VDR em lesdes de pele
al.,2013/n30 pele de pacientes nas formas | de pacientes na forma clinica VV em relacdo a TT e
especificada clinicas TT e VV, e pacientes com | reacdo reversa.

reagdo reversa.
Neela et Polimorfismos Taql, Fokl e Apal | Susceptibilidade para hanseniase per se (Apa: gendtipos
al.,2015/ em pacientes PB e MB AA, Aa, aa); hanseniase TT (Fok: gendtipos ff e alelo f);
India hanseniase PB (Taq/Fok/Apa: haplétipo TFa) e

hanseniase MB (haplotipo Tfa)

Mandal et Expressio do mRNA em células | Expressdo reduzida de 5 a 10% em pacientes com reagdo
al.,2015/ mononucleares do sangue periférico | do tipo 1 comparados aos nio infectados.
India em pacientes com reacdo hansénica

do tipo 1 e reagdo do tipo 2.
Araujo et Polimorfismos Taql (T61968C ou | Ambos polimorfismos estdo intimamente associados ao
al.,2018/ rs731236 e uma variagdo sindénima | desenvolvimento da hanseniase. O genotipo TCAA
Brasil A61894G em pacientes com | favorece a susceptibilidade a doenca.

hanseniase PB e MB.
Singh et Associacdo de expressdo do VDR, | Expressdo reduzida do VDR foi menor nos grupos TT,
al.,2018/ polimorfismos Fokl1 e Taql do gene | DT, DV e VV em relagdo aos controles. O gendtipo ff de
India do VDR e niveis séricos de | Fokl e o tt de Taql foram associados a hanseniase per se.

vitamina D em pacientes nas formas
clinicas TT, DT, DV e VV da
hanseniase.

O haplétipo t-F-a poderia ser usado como marcador
genético para identificar individuos com alto risco de
desenvolver hanseniase.

Pepineli et al.,
2019/
Brasil

Polimorfismos Bsml, Apal, Taql e
Fokl em pacientes PB e MB.

Nao foram encontradas associagdes entre 0s
polimorfismos e o desenvolvimento da hanseniase, o
haplétipo bAt formado pelos polimorfismos Bsml, Apal
eTagql foram associados a prote¢do da hanseniase per se e
a forma clinica Multibacilar, enquanto o haplotipo BAt
foi um fator de risco para hanseniase per se para pessoas
maiores de 40 anos.

Nota: Busca na literatura de estudos até novembro de 2019. Fonte: Adaptado de OLIVEIRA ef al., 2017.
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Em consondncia com o que sera apresentado posteriormente, os estudos acima
referenciados, estudaram o gene do VDR com relagdo a expressao reduzida de mRNA em lesdes
de pele, sangue total e células mononucleares do sangue periférico, assim como, os
polimorfismos de SNPs localizados em sitios de enzimas de restricdo, Taql, Fokl, Bsml e Apal.
Esses polimorfismos estdo correlacionados a geragdo de instabilidade do RNAm e por
consequéncia, alteracdes significativas na producdo de proteinas como as citocinas € 0s
peptideos antimicrobianos. Essa condicdo geraria um desequilibrio nos perfis de resposta
imunoldgica no combate ao bacilo, condi¢ao fundamental para definir as manifestagdes clinicas
e a gravidade da hanseniase (Araujo ef al., 2018; Pepineli et al., 2019; Singh et al., 2018).

Em relagdo a hanseniase, o polimorfismo 7ag/ ja foi associado a risco e gravidade nas
populagdes brasileira, mexicana, africana e indiana (Fitness et al., 2004; Goulart, Ferreira e
Goulart, 2006; Roy et al., 1999; Velarde Félix et al., 2009). As demais variantes Apa € Bsm,
também ja foram associadas as doengas infecciosas, como a tuberculose. Estudos funcionais
utilizando macréfagos infectados pelo M. tuberculosis, sugerem que a presenga dos
polimorfismos Bsm e Taq e do haplotipo formado por Bsm/Apa/Taq exerca influéncia negativa
no potencial fagocitico (Selvaraj, 2011; Selvaraj et al., 2004).

Apesar dos estudos relatando correlacdes da expressdao génica ou polimorfismos do gene
do VDR a hanseniase, muitas dessas associagdes nao puderam ser replicadas, presume-se que
por fatores que afetem a qualidade dos estudos tais como, tamanho amostral e nimero reduzido
de individuos por forma clinica da doenca, caracteristicas genéticas das populagdes testadas, o
tipo de material bioldgico utilizado para os experimentos e a metodologia empregada para a
investigacdo, implicando em grande numero de variagdes que podem influenciar na

heterogeneidade das respostas entre diferentes populagoes.

2.10.2 Vitamina D e VDR na Hanseniase

2.10.2.1. Aspectos gerais

Do ponto de vista nutricional do hospedeiro, a hanseniase ¢ uma doenca oportunista em
populacdes carentes que nao dispdem de uma alimentagdo equilibrada em relagdo ao balanco de
nutrientes ou a insuficiéncia de alimentos. Esse desequilibrio pode deixar o individuo mais
vulneravel ao desenvolvimento de doengas infectocontagiosas e prejudicar a destrui¢do dos

agentes patogénicos. Apesar disso, poucos estudos avaliam aspectos nutricionais de individuos
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com doengas tropicais negligenciadas, levando a uma caréncia de informagdes sobre a conducdo
da terapia nutricional desses pacientes (Dwivedi et al., 2019; Werneck, Hasselmann e Gouvéa,
2011).

Estudo desenvolvido em érea endémica da Bangladesh mostrou que a escassez de
alimentos foi identificada como fator de risco para desenvolvimento da hanseniase porque as
familias de baixa renda tiveram dificuldade em manter dieta diversificada, consumindo baixa
ingestdo de alimentos nutritivos, como carne, peixe, leite, ovos, frutas e legumes que sdo fontes
de nutrientes essenciais para resposta imune competente frente ao M. leprae (Wagenaar et al.,
2015). Da mesma forma, outro estudo conduzido na Indonésia, constatou que renda instavel,
anemia, inseguranca alimentar, menor diversidade dietética e dificuldade de estocar alimentos,
estdo fortemente associados a risco aumentado de ter hanseniase, enquanto ter cursado ensino
superior e ter casa propria foram descritos como fatores de prote¢do (Oktaria ef al., 2018).

Nessa perspectiva, entende-se que as vitaminas e os seus metabdlitos sdo essenciais para
grande numero de processos fisiologicos e bioquimicos, cumprindo diversas fungdes como
hormonios e antioxidantes. Entre as vitaminas que estdo mais estudadas nos ultimos anos esta a
vitamina D, pois ja se conhece que ela influencia de maneira muito especifica o prognostico de
diversas doengas, pois, ao nivel molecular ¢ requerida para ativar vias imunologicas a partir da
ligacdo ao receptor nuclear (Maggini et al., 2007; Mora, Iwata e Andrian, 2008; Wintergerst,
Maggini e Hornig, 2007).

Assim, a partir de observacdes cientificas sobre a associa¢dao da vitamina D em diversas
patologias como as do metabolismo do calcio e da formagao Ossea; doengas autoimunes como
esclerose multipla, doenga inflamatoria intestinal, artrite reumatoide; e nas infecciosas como
tuberculose, pneumonia, hepatite C, Chagas e esquistossomose (Kearns et al., 2015; Marques et
al., 2010; Oliveira Junior et al., 2019), inferiu-se que a vitamina D, apds ligar-se ao seu
receptor, teria propriedades imunorreguladoras cujos mecanismos fisioldgicos precisavam ser
explorados inclusive no controle da resposta imune do hospedeiro contra o M. leprae

(Lagishetty, Liu e Hewison, 2011; Sarkar ef al., 2016; White, 2008, 2013).

2.10.2.2 Moduladores do sistema imune

A vitamina D3 (VD3), também chamada de colecalciferol, ¢ um pré-hormoénio produzido
na pele quando a radiacdo ultravioleta B (UVB) do sol (comprimento de onda de 270-300nm)
desencadeia a conversdo do 7-desidrocolesterol (7-DHC). Alternativamente, ela pode ser obtida

pela dieta provindo de alimentos de origem animal, principalmente peixes gordurosos de aguas
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frias e profundas, como o salmio e o atum, através da ingestdo de suplementos vitaminicos.
Outra fonte dietética de vitamina D ¢ o ergosterol (vitamina D2), proveniente de alimentos
vegetais. Dados da literatura mostram que a VD; apresenta baixa poténcia bioldgica quando
comparada & VDs3. O colecalciferol e o ergosterol sdo transportados no sangue por uma
glicoproteina, a proteina ligadora da vitamina D (DBP, do inglés vitamin D binding protein)
(Bikle, 2014; Gongalves Castro, 2011).

Como ilustrado na Figura 6, ao alcangarem o figado, as vitaminas D, e D3 sofrem
hidroxilagdo no carbono 25, por enzimas da superfamilia do complexo do citocromo P450
(CYP450) localizadas no reticulo endoplasmatico. A enzima 27-hidroxilase (CYP27Al),
converte a VD em 25-hidroxivitamina D3 - 25(OH)VDs (ou calcidiol), que € a principal forma
circulante no sangue. A seguir, a 25(OH)VD3 acoplada a DBP ¢ transportada a varios tecidos
cujas células contétm a enzima la-25-hidroxilase (CYP27B1), convertendo-a em 1,25-di-
hidroxivitamina D3 (1,25(OH)>VD3), o seu metabdlito fisiologicamente ativo (Mora, Iwata e
Andrian, 2008).

Além do figado e dos rins, a VD3 pode ser metabolizada por células da prostata, da
mama, do colon, do cérebro, placenta, endoteliais e, do sistema imune. As células T e B ativadas
s6 podem executar a etapa final de conversao de 25(OH)VDs em 1,25 (OH).VDs. No entanto,
macrofagos e células dendriticas (CD) derivadas de monocitos e CD dérmicas, expressam o0s
dois conjuntos de enzimas necessarias para a conversao de VD3 em 1,25 (OH).VDs. Ao final do
processo, nos rins € no intestino, a enzima 24-hidroxilase, cataboliza o 1,25 (OH)2VD3; em seu
metabolito inativo, o acido calcitroico, que ¢ entdo excretado pela bile (Bikle, 2014; Mora, Iwata
e von Andrian, 2008; Moran-Auth et al., 2013).

Os efeitos biologicos da 1,25(0OH)> VD3 sao mediados pelo seu receptor (VDR), um fator
de transcricao, que pertence a familia de receptores hormonais nucleares. O VDR ¢é expresso em
quase todas as células humanas e parece participar, de maneira direta ou indireta, de regulagao
de cerca de 3% do genoma humano. Como varios outros membros dessa familia, o VDR age por
meio da heterodimerizacdo com uma das trés isoformas do receptor do retinoide X (RXR).
Assim, em sua estrutura, ele apresenta dominios especificos para o acoplamento da
1,25(OH)2VDs, heterodimerizagdo com o RXR, ligacdo ao DNA e ativacdo da transcricao
(Mora, Iwata e von Andrian, 2008).
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Figura 6. Visdo geral do metabolismo da vitamina D e sua ligacio ao receptor nuclear
(VDR). Destaque para sua fungdo imunologica (autdcrina ou pardcrina) nos macrdofagos, células
dendriticas e células T e B quando ativadas. A vitamina D3 (VD3) ¢ adquirida na dieta ou
sintetizada na pele e hidroxilada no figado a 25(OH)VD;s; pela enzima 25-hidroxilase
(CYP27A1), a principal forma de circulagdo. Nos rins passa por outra hidroxilacao, catalisada
pela la-25diidroxilase (CYP27B1), tornando-se 1,25(OH)>VDs, o metabolito fisiologicamente
mais ativo, que tem multiplos efeitos sistémicos. Para a manuteng¢ao do equilibrio intracelular, a
1,25(0OH)>,VDs ¢ catabolizada pela 24-hidroxilase (CYP24A1) em seu metabolito inativo, o
acido calcitroico, que € excretado na bile.

Fonte: autoria propria.

A vitamina D através de sua forma ativa, a 1a,25(OH)2VD3 age como modulador do
sistema imune, melhorando a fagocitose e a fusdo lisossomica de macrofagos infectados (Figura
7). E ainda capaz de ativar mondcitos, estimular a imunidade celular e suprimir a imunidade
humoral, regulando a expressdo excessiva de citocinas inflamatoérias e aumentando o potencial
oxidativo dos macrofagos (Baeke ef al., 2010; Cantorna, 2006; Veldman, Cantorna e DeLuca,
2000). Além disso, a 1a,25(OH)2VD3 age sobre neutrofilos, monocitos, células Natural Killer
(NK) e células epiteliais, levando a produ¢do de potentes peptideos antimicrobianos (catelicidina

e defensinas). A expressao destas moléculas leva a protecdo do trato respiratdrio contra infecgdes
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(Cannell et al., 2006), aumenta a eficiéncia das barreiras epiteliais e melhora as respostas celular

e humoral (Maggini et al., 2007; Wintergerst, Maggini e Hornig, 2007).
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Figura 7. Mecanismos de imunomodula¢ao da vitamina D através da ligacdo de sua forma
bioativa. O 1a,25(0OH)>VDs sistémico ou produzido localmente exerce seus efeitos em varios
tipos de células imunes, incluindo macrofagos, células dendriticas (CDs), células T e B.

Fonte: Adaptado de MORA; IWATA; von ANDRIAN, 2008

Os macréfagos e as células dendriticas expressam constitutivamente o VDR, enquanto
nas cé¢lulas T, a expressao do receptor para a vitamina D se d4 somente apos a sua ativacdo. Nos
macrofagos e monocitos, a 1,25(OH).VDs influencia positivamente seus proprios efeitos,
aumentando a expressdo do VDR e da enzima la-25-hidroxilase (CYP27B1). Certos sinais
mediados pelos receptores Toll (TLR) também podem aumentar a expressio do VDR. A
1a,25(OH)2 VD3 também induz a proliferagdo de mondcitos e a expressao de interleucina-1 (IL-
1) e do peptideo antimicrobiano catelicidina por macréfagos, contribuindo assim para resposta
imune inata frente a algumas bactérias, como por exemplo, o M. leprae (Passos-Vazquez et al.,
2014). 1,25(OH)>VD3 diminui a maturagdo das CDs, inibindo assim, a regulacdo positiva da
expressao de MHC classe 11, CD40, CD80 e CD86 (Baeke et al., 2010; Mora, Iwata e Andrian,
2008).

Além disso, diminui a produgdo de IL-12 pelas CDs, enquanto induz a produgdo de IL-
10. Nas células T, o 10,,25(OH)2 VD3 diminui a producao de IL-2, IL-17 e interferon-y (IFN-y) e
atenua a atividade citotoxica e a proliferagdo de células TCD4" ¢ TCD8". 1,25(0OH),VDs

também pode promover o desenvolvimento de FOXP3", (do inglés: forkhead box protein 3)°,
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aumentando a producdo de células T reguladoras (Treg) que suprimem a resposta Thl e
interferem nas fungdes microbicidas dos macrofagos, impulsionando a resposta imune para
tentar controlar a proliferagdo bacteriana através producdo de anticorpos e citocinas Th2: IL-4,
IL-5, IL-10, IL-13 (Passos-Vazquez et al., 2014). Finalmente, 1,25(OH),VDs bloqueia a
proliferacio de células B, a diferenciacdo de células plasmaticas e a produgdo de

imunoglobulina. (Bikle, 2014; Moran-Auth et al., 2013; Prietl et al., 2013; Zavala et al., 2018).

2.10.3 — Peptideo antimicrobiano catelicidina na Hanseniase

A competéncia da barreira cutanea para ajudar a defender o organismo humano contra os
agentes patogénicos depende tanto da resposta imune inata quanto da adquirida. A imunidade
inata na pele ¢ um sistema primario de protecdo efetivo contra infeccdes e os peptideos
antimicrobianos (AMP, do inglés: Antimicrobial Peptides), desempenham um importante papel
na defesa contra os agentes patogénicos agindo como moléculas efetoras para eliminar bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e virus (Antal et al., 2011; Schauber e Gallo, 2008;
Silva et al., 2018).

As catelicidinas s@o uma classe notavel de peptideos antimicrobianos. O simbolo oficial
para o gene do peptideo antimicrobiano catelicidina ¢ CAMP (localizagdo cromossomal:
3p21.31), que codifica o peptideo LL-37 (37 aminoacidos), gerado pela clivagem extracelular da
proteina de 18-kDa hCAP18 por serino-proteases (Figura 8). Esse peptideo possui potente
atividade antibacteriana, antifungica e antiviral (Kahlenberg e Kaplan, 2013; Schauber e Gallo,
2008; Zelechowska, Agier e Brzezifiska-Blaszczyk, 2016). Quando em solugio, o peptideo LL-
37 forma uma alfa hélice, e devido a sua carga positiva, permite associar preferencialmente com
membranas fosfolipidicas carregadas negativamente, resultando em interacdo e formacgao de
poros transmembranas (Lee et al, 2011), penetragdo e lise bacteriana. Esse peptideo ¢
normalmente encontrado em locais de inflamagao, liberando espécies reativas de oxigénio e o.-
defensinas dos neutrdfilos (Zheng et al., 2007) para a defesa primaria contra bactérias, como ¢ o
caso da infeccdo pelo M. leprae e M. tuberculosis (Diirr, Sudheendra e Ramamoorthy, 2006;
Kahlenberg, Michelle e Kaplan, 2013; Lyrio ef al., 2015; Yamshchikov et al., 2010).

O peptideo LL-37 despertou o interesse da comunidade cientifica porque, além de suas
propriedades antimicrobianas, nas células epiteliais e linfocitos, ele estimulard a resposta celular
do hospedeiro, resultando na liberacdo de citocinas, quimiocinas, e outras proteinas no sitio da
inflamacdo, além de auxiliar na angiogénese (Grigat ef al., 2019; Joly et al., 2004; Turner et al.,

1998). Quanto as suas fun¢des imunomoduladoras, a catelicidina aumenta a migragdo celular
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através do estimulo de quimiocinas a monocitos, macrofagos, células Natural Killer (NK),
células epiteliais da pele e linfocitos modulando a resposta de citocinas pro e anti-inflamatorias,
como a producao de IFN do tipo-1 ou fazendo a regulagdo negativa da expressao de 1L-12, 1L-4,

IFN-y e, TNF-a (Kahlenberg, Michelle e Kaplan, 2013; Vandamme et al., 2012).

Localizac¢io

3p21.31

(30 residuos) (103 residuos) (37 residuos)

Sinal J Dominio N-terminal J Dominio C-terminal J

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES

Figura 8. Localizacdo cromossomal do gene do peptideo antimicrobiano catelicidina
(CAMP). Geracao do peptideo LL-37 apos clivagem extracelular da proteina de 18-kDa
(hCAP18) por serino-proteases.

Fonte: autoria propria.

Estudo realizado com populacdo saudavel norte-americana observou correlagdo positiva
entre baixos niveis séricos de 25(OH)Vitamina D (<32ng/mL) e a concentracdo plasmatica do
gene de catelicidina hCAP18, sugerindo que a transcrigdo do gene de CAMP nessas pessoas
poderia estar comprometido, uma vez que esse gene ¢ regulado pela forma bioativa de VD, o
1,25(0H)2VD3 e seu receptor de nuclear VDR (Dixon et al., 2012).

Na infeccdo por M. leprae, existem evidéncias recentes que sugerem papel ativo da
catelicidina na progressdo da doenca e acredita-se que esse peptideo possa ajudar a monitorar o
processo de resposta imune em pacientes com hanseniase, especialmente em condigdes de niveis
reduzidos de vitamina D (Lyrio et al., 2015; Matzner ef al., 2011; Teles et al., 2013).

Neste contexto, estudo com amostras de lesdes de pele de pessoas com hanseniase
virchowiana revelou que mondcitos infectados com M. leprae tinham niveis reduzidos de LL-37.
Nesses pacientes, a expressao diferenciada do microRNA (hsa-mir-21) teria inibido a expressao
dos genes que codificam peptideos antimicrobianos dependentes de vitamina D, o CAMP e o

DEFBA4A (sigla do inglés, gene beta-defensin 44) (Liu et al., 2012).
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No Iémen, niveis séricos reduzidos de LL-37 foram observados em pacientes com
hanseniase, porém, essa redug¢do foi mais acentuada em pacientes ndo tratados quando
comparados aos que ja estavam em tratamento ha mais de um ano. Além disso, os pacientes ndo
tratados apresentaram correlagdo inversa entre os niveis séricos de vitamina D e LL-37 (Matzner
etal.,2011).

Nessa perspectiva, observou-se que o gene da catelicidina € expresso constitutivamente
nos queratinocitos humanos normais, reforcando o conceito de que o queratindcito ¢
fundamental ndo apenas como barreira mecéanica, mas como local ativo da imunidade inata
(Schroder, 2010). Essa condigdo parece ser propicia, especialmente para pessoas com
hanseniase, uma vez que o acometimento cutaneo ¢ sinal da infec¢ao pelo M. leprae. Todas essas
fungdes descritas anteriormente complementam o papel da catelicidina como antimicrobiano
direto e ressaltam sua agdo crucial no mecanismo imunoldgico de defesa contra o M. leprae.

Com base no exposto em relagdo a importancia da vitamina D e de seu receptor, além do
papel da catelicidina e das citocinas sobre a resposta imune do hospedeiro no cenario da infecgao
pelo M. leprae, foi proposto este trabalho que busca elucidar o comportamento e a interacao

destas moléculas antes e ap6s seis meses de tratamento da hanseniase.
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JUSTIFICATIVA
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3 - JUSTIFICATIVA

A hanseniase ¢ uma doenga que prevalece como problema de saude publica no Brasil,
apesar de todos os esforcos para sua elimina¢cdo no mundo (BRASIL, 2019a). Estima-se que, por
ano, mais de 200 mil pessoas sejam infectadas, com altas taxas de prevaléncia geralmente
associada a condi¢des precarias de saude e educagdo, especialmente nos paises em
desenvolvimento impactando negativamente na situagdo econdmica do individuo e por
conseguinte, do proprio pais (OMS, 2017; WHO, 2019).

Diante do contexto nutricional de que as vitaminas e seus metabolitos sdo essenciais para
um numero de processos fisiologicos e bioquimicos, € de que a vitamina D influencia de maneira
muito especifica o prognostico de diversas doengas, pois ao nivel molecular ¢ requerida para
ativacdo de importantes vias imunoldgicas a partir da ligagdo ao receptor nuclear presente nas
principais células do sistema imune (Maggini et al., 2007, Mora, Iwata e Andrian, 2008;
Wintergerst, Maggini e Hornig, 2007).

Além disso, quanto a influéncia direta dos padrdes genéticos sobre as respostas
imunologicas frente a infec¢ao pelo M. leprae (Camargo et al., 2018; Panda et al., 2019; Pepineli
et al., 2019; Santos et al., 2019; Santos et al.,, 2017), delineou-se essa pesquisa para a
identificacdo das relagdes de causa e efeito entre os marcadores soroldgicos moleculares,
imunologicos e genéticos especialmente relacionados a expressao dos genes do VDR e de
CAMP. Acredita-se que este estudo, ao investigar os contatos possa contribuir para o diagndstico
precoce e tratamento adequado; ao analisar pessoas recém diagnosticadas e apoOs seis meses de
tratamento possa monitorar os efeitos da PQT e suas consequéncias para a resposta imune frente
ao bacilo e, assim sendo, sugerir estratégias profilaticas para acompanhar os pacientes de maior
risco na hanseniase.

O monitoramento de genes que estdo relacionados a resposta imune inata e adaptativa
quer sejam em estudos de associagdo ou aqueles ligados a desfechos clinicos na hanseniase,
como os genes estudados nesta tese, cujas vias estdo interligadas e diretamente relacionadas a
resposta inicial do hospedeiro frente a infeccao pelo M. leprae, podem ser decisivos para o

controle ou progressao severa da doenca.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdo dos genes do receptor da vitamina D (VDR) e do peptideo
antimicrobiano catelicidina (CAMP) e sua relagdo com niveis séricos de vitamina D, catelicidina
e citocinas em individuos sauddveis, pessoas com hanseniase antes e apos seis meses de
poliquimioterapia (PQT) e de contatos atendidos em um Centro de Referéncia em Dermatologia

Sanitaria do estado de Minas Gerais.

4.2 Objetivos especificos

1. Investigar os niveis séricos de 25(OH)Vitamina D3, do peptideo antimicrobiano
catelicidina e de citocinas dos perfis Thl, Th2 e Th17 de individuos saudaveis, pessoas
com hanseniase antes e apoOs seis meses de tratamento poliquimioterapico e, contatos de
casos-indices de hanseniase;

2. Avaliar a expressao dos genes do receptor de vitamina D (VDR) e do peptideo
antimicrobiano catelicidina (CAMP) de individuos saudaveis, pessoas com hanseniase
antes e apos seis meses de tratamento poliquimioterapico e, contatos de casos-indices de
hanseniase;

3. Identificar e descrever as interagdes que envolvem expressdao dos genes VDR e CAMP e os
demais biomarcadores séricos, € demonstrar os efeitos dessas interacdes nos diagramas

causais de analise de trilha para cada um dos grupos estudados.
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5 - POPULACAO E METODOS

5.1 Tipo de estudo, local de coleta e processamento das amostras

Este ¢ um estudo de natureza observacional, com abordagem quantitativa (descritiva e
analitica), cujo delineamento do tipo caso-controle foi conduzido a partir da coleta de dados e
amostras biologicas de individuos saudaveis (grupo controle), pessoas com hanseniase antes e
apos seis meses de poliquimioterapia, e de contatos de casos-indice de hanseniase, atendidos no
Ambulatorio de Dermatologia Sanitaria do Centro de Referéncia em Dermatologia Sanitaria do
Hospital Eduardo de Menezes da Fundacao Hospitalar do Estado de Minas Gerais - FHEMIG.

Os experimentos que serdo descritos foram realizados no Laboratorio de Imunologia e
Gendmica de Parasitos do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e
nos Laboratérios de Imunologia Clinica e de Toxicologia Clinica do Departamento de Anélises

Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais.

5.2 Delineamento do estudo

5.2.1 Sujeitos da pesquisa e questoes éticas

Neste estudo caso-controle, a populagdo foi compreendida por pessoas com hanseniase
virgens de tratamento e apds seis meses de tratamento poliquimioterapico, na faixa etaria de 18 a
65 anos, atendidos no Hospital Eduardo de Menezes — FHEMIG, entre os anos de 2014 e 2016,
contatos de casos-indice de hanseniase e individuos controles.

O critério para selecdo da amostra foi por conveniéncia, desde que apds o diagnostico
clinico fosse confirmada a forma clinica da hanseniase pelo laudo do exame histopatoldgico e da
baciloscopia. Pacientes imunossuprimidos, com outras doengas infecciosas ou autoimunes, com
surto reacional no momento da coleta, recidiva ou interrupg¢ao do tratamento nao foram incluidos
nessa pesquisa. Para compor o grupo controle, foram selecionados individuos com bom estado
geral de saude e que ndo apresentavam sinais e sintomas clinicos da hanseniase, respeitando-se
critérios de pareamento como faixa etdria, sexo e etnia. Para o grupo de contatos, seguiu-se a
determinagdo das diretrizes para vigilancia, aten¢do e eliminacdo da hanseniase como problema

de satude publica (BRASIL, 2016), cuja definicao para contato domiciliar de hanseniase ¢ toda e
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qualquer pessoa que resida ou tenha residido com o doente de hanseniase, independentemente do
tempo de convivio.

Este estudo foi realizado em concordancia com as normas de pesquisas envolvendo seres
humanos, contidas na Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude do Brasil, “Diretrizes e
normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos”. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG sob parecer CAAE n°. 14887414.0.0000.5149
para pessoas com hanseniase (Anexo A) e sob parecer CAAE n°. 54988016.0.0000.5149 para
contatos de casos-indice de hanseniase (Anexo B). No Anexo C consta o Parecer
consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da Plataforma Brasil com a aprovagio geral
para desenvolvimento da pesquisa. Todos os individuos incluidos neste estudo participaram de
forma voluntaria e foram esclarecidos quanto aos objetivos € métodos do estudo. Apds a leitura e
a concordancia em participar, foram incluidos na pesquisa os que assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido — TCLE (Anexo D e Anexo E) em duas vias, ficando uma

com o voluntario da pesquisa e outra com o pesquisador responsavel.

5.2.2 Calculo do tamanho da amostra

O Ambulatério de Dermatologia Sanitaria do Hospital Eduardo de Menezes atende, em
média 80 casos novos de hanseniase ao ano. Como este estudo ¢ descritivo e analitico, para
serem encontradas diferengas estatisticamente significativas, com resultados precisos e de
validade para as inferéncias decorrentes das andlises, foi realizado o calculo amostral cujo
objetivo principal ¢ determinar a quantidade de elementos necessarios para compor a amostra, a
fim de se obterem resultados validos, mas nao mais do que o suficiente através de ferramentas
estatisticas. Considerando-se os dados de artigos mais recentes sobre hipovitaminose D e
expressao do gene do VDR em pessoas com hanseniase, considerando 10% a 20% de reducdo na
expressdo (Mandal et al., 2015; Singh ef al., 2018), para um nivel de confianca de 95%, e
margem de erro de 5%, estimou-se pelo programa OpenEpi (versao 3.01), o tamanho da amostra
de 25 individuos para os grupos a serem estudados (OpenEpi, 2006). No entanto, como na
pratica clinica, nem sempre ¢ possivel obter toda a amostra em fun¢do da livre demanda, recusa
em participar da pesquisa e agendamentos do sistema de satde, a op¢do foi por constituir uma

amostra por conveniéncia.
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5.2.3 Critérios de inclusao e exclusdo

Os critérios de inclusdo para formacao dos grupos foram:

1.  Individuos maiores de idade, na faixa etaria de 18 a 65 anos.

2. Pessoas com hanseniase paucibacilar ou multibacilar, virgens de tratamento e ap6s 6 meses
de tratamento poliquimioterapico (PQT);

3.  Individuos em boa condi¢do de saude e sem o diagnostico de hanseniase para formagao do
grupo controle,

4. Contatos de casos-indices de hanseniase.

Os critérios de exclusdo considerados para essa pesquisa foram:

1.  Pessoas com hanseniase apresentando episddios reacionais no diagndstico e apoOs seis
meses de poliquimioterapia, talidomida e/ ou corticoterapia (prednisona); em uso de
imunoterapia, imunobioldgicos e andlogos que poderiam afetar a atividade do sistema
imunologico.

2. Individuos portadores de outras doencas cronicas ou agudas com excecdao da hanseniase,
que pudessem alterar os parametros clinicos e imunologicos referentes as analises
laboratoriais da pesquisa: diabetes, cardiopatias, pneumopatias, nefropatias, hepatopatias,
doencas inflamatorias cronica de origem autoimune, doengas dermatologicas, infec¢des
cronicas (Tuberculose, Leishmanioses visceral ou cutanea ou Doenca de Chagas),
infec¢des agudas (Dengue, Zika virus, Chikungunya, Sarampo, Rubéola, Herpes Zoster

dentre outras).

5.2.4 Variaveis sociodemogrdficas e clinicas analisadas nos grupos hanseniase, controle e

contatos

Os principais dados gerais e clinicos coletados para essa pesquisa foram: género
(feminino e masculino), idade (em anos), etnia (branco, negro, pardo, indigena), nivel
educacional (sem escolaridade, ensinos fundamental, médio, técnico e superior), a forma clinica
segundo classificagdo de Ridley e Jopling (1966): Tuberculoide-Tuberculoide (TT), Dimorfo-
Tuberculoide (DT), Dimorfo-Dimorfo (DD), Dimorfo-Virchowiano (DV), Virchowiano-
Virchowiano (VV), classificagdo operacional: paucibacilar (PB) e multibacilar (MB)
fundamentada nos critérios da Organizacdo Mundial de Satde (OMS), indice baciloscopico (0,

1,2,3,4,5 e 6), lesdes de pele < 5 ou > 5 lesdes, grau de incapacidade fisica (0, 1 e 2), injaria de
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nervos (0, 1, 2, 3, 4 e 5), episddios reacionais (ndo, tipo 1 e tipo 2), terapia medicamentosa (PQT
PB ¢ PQT MB), e¢ o desfecho da doenga (cura, abandono do tratamento, ndo descrito no

prontuario e recidiva), informagdes coletadas do prontuario do paciente em 2018.

5.2.5 Coleta de material biologico

Amostras de sangue periférico de pessoas com hanseniase antes (HANS Tzero) e apds
seis meses de PQT (HANS T6M), individuos saudaveis (Controles) e contatos de casos indices
(Contatos) foram coletadas em tubos a vacuo com gel e ativador de coagulo e, em tubos
Vacutainer® EDTA K2, contendo anticoagulante acido etilenodiaminotetracético - EDTA
(Vacuum II EDTA K3 a 15%) (Becton-Dickinson-BD, EUA). Os tubos com sangue, sem
anticoagulante, foram centrifugados por 10 minutos a 1.500rpm, para a separagdo do soro e apos
a coleta armazenados em eppendorf para posterior dosagem de vitamina D, peptideo
antimicrobiano catelicidina (CAMP) e de citocinas. Do tubo de sangue colhido em EDTA foram
retiradas aliquotas e transferidas para tubos eppendorf contendo volume igual de TRIZOL® (1:1)
para posterior extragdo de RNA. Esses tubos foram imediatamente mantidos ao abrigo de luz e

armazenados em freezer a -80°C, na FAFAR e no ICB/UFMG.

5.3 Métodos

A metodologia da pesquisa envolveu a coleta de dados sociodemograficos e de amostras de
sangue dos participantes, que foram processadas para prosseguir com os experimentos como

ilustrado no fluxograma abaixo.
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Fluxograma de coleta de dados sociodemograficos e de amostras de sangue, os experimentos e

técnicas empregados durante a pesquisa para obtencao dos resultados.

5.3.1 Dosagem sérica de 25(OH)Vitamina D (Colecalciferol)

Para as andlises referentes a dosagem de 25(OH)VDs3, amostras de soro armazenadas em
tubos tipo eppendorf da cor ambar foram utilizadas na determinacdo pela técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE, no inglés HPLC, high liquid performance
chromatography) no cromatédgrafo liquido de alta resolugao da marca Thermo, modelo Finnigan
Surveyor, com amostrador automatico, (Autosampler Plus), bomba quaternaria e detector (Plus
UV- Visivel), e coluna cromatografica Purospher® STAR RP-18 endcapped, (Sum),
LiChroCART® 150mm x 4,6mm, de fase reversa, (marca Merck Millipore), instalados no
Laboratorio de Toxicologia Clinica do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas da
Faculdade de Farmacia da UFMG.

A curva de calibragdo foi realizada em metanol (MeOHS5, J.T.Baker®, Atlanta, GA), de
acordo com metodologia previamente descrita na literatura (Hymeller e Jensen, 2011). Para tal
foram preparadas cinco concentragdes crescentes do padrio de 25-hidroxicolecalciferol
(25(OH)D3) (=98% HPLC- Sigma Life Science®) de 15ng/mL a 95ng/mL, em triplicata. O
procedimento baseou-se em adicionar diretamente no tubo de uso do amostrador automatico,
volumes diferentes das solugdes correspondentes a mistura de 25(OH)Ds, do padrado interno 1-a.-
hidroxivitamina D3 (la(OH)D3)(=97% HPLC - Sigma Aldrich®, Darmstadt, Germany) e
MeOHSS5, para a obtengao das solugdes padrao de trabalho. O volume de 50uL de cada uma das
solugdes padrao foi colocado no carrossel do cromatdgrafo para iniciar o procedimento de curva
padrao.

O preparo da amostra passou por dois processos, sendo o primeiro de saponificacdo e o
segundo de extracdo. O primeiro foi com o intuito de quebrar as ligacdes ésteres presentes na
matriz lipoproteica e isolar os metabdlitos da vitamina D, e o segundo a fim de extrair os analitos
desejados para a fase organica.

Em tubos Falcon de 50mL devidamente identificados foram adicionados 500uL de soro,
ou da solug¢do de 25(OH)D3 em MeOHS8S5 e adicionados 950uL de agua tipo ultrapura (tipo 1),
50uL. de MeOHS8S5 e 250mL de solucdo padrao de uso 1a(OH)D; (200ng/mL). A saponificagdo
foi realizada adicionando-se 500uL de MeOHS85, 1000uL de 4cido ascorbico 20% (Affymetrix,
USBioAnalyzed, Ohio, USA) e 450uL de KOH 50% (Anidrol, Sdo Paulo, Brasil). Os tubos
Falcon foram colocados em banho-maria 80°C por 20 minutos e imediatamente resfriados em

banho de gelo por aproximadamente 5 minutos.
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A extracdo foi realizada ap6és o banho de gelo, adicionando 5,0mL de heptano
(AppliChem Panreac®, Dublin, Ireland), em cada tubo Falcon, agitando por 2 minutos em
agitador tipo vortex e centrifugando por 10 minutos a 1500rpm (Centrifuga de rotor para 4 tubos
- Sigma, Osterode, Germany), em temperatura de 25°C. A parte superior, fase organica, foi
recolhida e transferida para tubos de ensaio médio, limpos e secos. Repetiu-se o processo de
extragdo com a mesma quantidade de heptano e novamente a parte superior foi recolhida
padronizando um volume semelhante para todas as amostras. Os tubos de ensaio contendo a fase
organica foram colocados em banho-maria a 40°C e evaporados em atmosfera de nitrogénio. Os
extratos foram retomados com 85ul. de MeOH85 e homogenizados por 1 minuto em agitador
vortex. As solucdes foram transferidas para os tubos de amostra e colocados no amostrador
automatico. O volume injetado no sistema de CLAE foi de 50uL, para cada solugao.

A linearidade foi analisada por regressdo linear obtida a partir da equacao da reta e do
coeficiente de determinacao (R?). Para a avalia¢do desse parametro foram construidas trés curvas
de calibracdo em MeOHS85, nas concentracdes de 15ng/mL, 35ng/mL, 55ng/mL, 75ng/mL e
95ng/mL para o metabdlito da vitamina D3, estabelecendo-se o coeficiente de determinagdo do
metabolito R*= 0,9954 e a equacdo dareta de y = 0,0371x - 0,1444.

Para a analise dos resultados foram considerados os valores de referéncia adotados pelas
Sociedades Brasileiras de Patologia Clinica e de Endocrinologia e Metabologia (SBPC/ML e
SBEM), cujo posicionamento esta pautado nas verificagdes de caracteristicas clinicas individuais
e a idade do individuo: valores acima de 20ng/mL sdo o desejavel para populagdo saudavel (até
60 anos); valores entre 30 e 60ng/mL s3o o recomendado para grupos de risco como: idosos,
gestantes, lactantes, pacientes com raquitismo/osteomaldcia, osteoporose, pacientes com historia
de quedas e fraturas, causas secundarias de osteoporose (doengas e medicagdes),
hiperparatiroidismo, doencas inflamatorias, doencas autoimunes, doenca renal crdonica e
sindromes de ma absor¢do (clinicas ou pos-cirtrgicas); valores acima de 100ng/mL: risco de
toxicidade e hipercalcemia (Ferreira et al., 2018). Para as analises comparativas entre os grupos
experimentais foram considerados validos os valores entre 5 a 100ng/mL. Valores abaixo ou

acima desse intervalo foram desconsiderados.

5.3.2 Determinacgdo dos niveis séricos do peptideo antimicrobiano catelicidina

As andlises do peptideo antimicrobiano catelicidina (CAMP) foram realizadas no
Laboratério de Imunologia Clinica da Faculdade de Farmacia/UFMG. Os niveis séricos de

CAMP foram determinados pelo ensaio de imunoabsor¢do enzimatica — ELISA (do inglés



73

Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay). Esse método se baseia em reagdes antigeno-anticorpo
detectaveis através de reagdes enzimaticas. Nesse método, considera-se que o ELISA ¢ indireto,
pois um antigeno aderido a um suporte sélido ¢ preparado para permitir a deteccdo de anticorpos
especificos. Se houver anticorpos no soro em teste ocorrera a formacao da ligacdo antigeno-
anticorpos que posteriormente ¢ detectada pela adicdo de um segundo anticorpo dirigido contra
imunoglobulinas da espécie onde se busca detectar anticorpos, a qual ¢ ligada a peroxidase. Este
anticorpo anti-IgG, ligado a enzima denomina-se conjugado. Ao adicionar-se o substrato
apropriado para a enzima (isto ¢, H>O» dissolvida em uma substancia quimica) ocorre uma
reacdo que pode ser observada pela mudanca de cor, devido ao desdobramento da H>O». Para
essa técnica foi utilizado o kit Cloud-Clone Corp. (Houston, Texas, USA), contendo uma placa
de 96 pocos revestidos com anticorpos anti-CAMP.

Foram seguidas as instrugdes constantes no manual do fabricante considerando-se o
limite de detec¢do de 47,4ng/mL e o coeficiente de variacdo inter-ensaios de <12%. A
absorbancia foi lida a 450nm usando o leitor de microplacas SpectraMax Plus384 (Molecular
Devices, EUA) e o SoftMax Pro Software para calculo das concentragcdes em ng/mL. Os ensaios
foram realizados em duplicata e as concentragdes foram calculadas a partir de curva padrao com

valor maximo de 10.000ng/mL (dilui¢des 3x).

5.3.3 Avaliacdo do padrio de citocinas plasmaticas por citometria de fluxo - técnica de

Cytometric Bead Array (CBA)

Os niveis séricos de citocinas foram avaliados usando o kit LEGENDplex Human Th
Cytokine Panel (13-Plex) (BioLegend, San Diego, CA, EUA). As citocinas avaliadas e a
concentracdo minima detectavel (CMD), em pg/mL estao apresentadas dentro do parénteses: IL-
2 (1,3), IL-4 (1,1), IL-5 (1,3), IL-6 (1,1), IL-9 (1,2), IL-10 (0,9), IL-13 (1,1), IL-17A (1,8), IL-
17F (1,3), IL-21 (2,3), IL-22 (2,2), [FN-y (1,4) e TNF-a (0,9). A CMD ¢ o limite teorico de
detec¢do aplicando algoritmo de ajuste de curva de cinco pontos.

Essa técnica emprega mistura de esferas de poliestireno com intensidades de
fluorescéncia varidvel, recobertas com anticorpos especificos para as citocinas humanas,
permitindo a avaliacdo simultanea de diversas moléculas soliveis no mesmo ensaio, mesmo em
pequenos volumes de amostra. Todos os reagentes foram mantidos a temperatura ambiente (20-
25°.C) e as amostras de soro centrifugadas a 1000xg por 10 minutos, posteriormente deu-se
sequéncia aos passos sugeridos pelo fabricante iniciando com a pipetagem de 25uL de amostra

para os respectivos pocos segundo o grupo de estudo.
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Para aquisi¢ao dos dados das amostras, foi utilizado o citometro de fluxo LSRFortessa X-
20 que possui o software BD FACSDiva®. Apds os ajustes de tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC) para o posicionamento adequado das esferas de captura, procedeu-se o ajuste da
intensidade de fluorescéncia em FL3 ¢ a analise do deslocamento das esferas em fungdo da
intensidade de fluorescéncia em FL2 através de graficos bidimensionais de FL2 versus FL3. Os
valores correspondentes a intensidade média de fluorescéncia FL2 na escala logaritmica foram
utilizados como a unidade de andlise semiquantitativa para cada citocina avaliada e os valores
obtidos foram expressos em intensidade média de fluorescéncia (MIF) e/ou picogramas por
mililitro (pg/mL) através do programa LEGENDplex Data Analysis 8.0. Para cada tubo

processado foram adquiridos no minimo 8.000 eventos na regido selecionada R1.

5.3.4 Extragdo de RNA de sangue total

Para o isolamento do RNA de sangue total foi utilizada a técnica de extracdo por
TRIzol®, seguindo o protocolo do fabricante (Invitrogen Life Technologies, California, USA).
Como no protocolo, a propor¢do de TRIzol para amostra era de 3:1, os volumes dos reagentes
foram ajustados, uma vez que as amostras foram estocadas na propor¢ao de 1:1. Sendo assim,
apos descongelada, a amostra foi homogeneizada por pipetagem para cima e para baixo varias
vezes e centrifugada por 10 min a 12.000xg a 4 °C. O sobrenadante transparente foi transferido
para novo tubo e sobre ele foram adicionados 200ul. de cloroféormio para lise das células,
procedendo a incubagao por 2-3 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, procedeu-se mais
uma centrifugacao a 12.000xg por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi entdo separada e S00uL.
de isopropanol foram adicionados sob homogeneizacao, seguida por incubagdo a temperatura
ambiente por 10 min. O préximo passo incluiu centrifugagdo a 12.000xg por 10 min, a 4 °C, com
descarte do sobrenadante. O RNA total precipitou produzindo sedimento branco tipo gel no
fundo do tubo, que foi lavado com 1mL de etanol a 75% e centrifugado a 7.500xg por 5 min a
4°C, e descarte do sobrenadante com micropipeta. O sedimento foi entdo seco e ressuspenso em
40uL de dgua ultrapura e incubado em banho-maria na temperatura variando de 55-60 °C por 10-
15 minutos. Finalmente, as amostras foram armazenadas a -80°C para as etapas posteriores.

A qualidade e a quantificacdo da concentragdo do RNA extraido foi verificada nos
seguintes aspectos: pureza da amostra (razao 260/280: entre 1,8 a 2,0) e integridade da amostra
(razao 260/230 = entre 2,0 a 2,2). O valor quantificado de RNA na razdo ng/pL foi obtido pelo
espectrofotometro NanoDrop® 2000/2000c da Thermo Scientific (EUA) selecionando um

comprimento de onda de 260nm em que os acidos nucléicos absorvem a luz.
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Inicialmente, as superficies superior e inferior Opticas do aparelho foram limpas com 1puL
de 4gua deionizada; em seguida, fechou-se a alavanca permitindo que o pedestal superior
entrasse em contato com a agua deionizada, seguido por limpeza com papel. No software
NanoDrop®, selecionou-se o aplicativo 4cido nucléico, calibrando o aparelho com pequena
quantidade de agua deionizada selecionando a fun¢do branco (blank). Apds esse momento,
realiza-se a mensuragdo do RNA (1,0uL de volume) na superficie otica inferior, selecionando no
software a fungdo Measure ¢ obtendo a concentragdo em ng/ul. com registro em banco de dados
para os procedimentos posteriores. O RNA foi submetido a uma etapa adicional de purificacdo e
tratamento com TURBO® DNAse (2U/uL), de acordo com o protocolo do fabricante Ambion®
- TermoFisher Scientific (USA). Para padronizagdo, todos os volumes foram ajustados para
1000ng de RNA por amostra para utilizacdo nas proximas etapas. O RNA purificado foi
armazenado a -80°C.

Para confirmar a auséncia de DNA gendmico concomitante nas amostras de RNA, uma
aliquota contendo 1ug de RNA total de cada extragdo foi submetida a reagdo de cadeia de
polimerase convencional (PCR) em volume total de 20uL, durante 40 ciclos e com primer do
gene de B-tubulina, utilizando como comparativo amostras humanas que sabidamente continham

DNA gendmico.

5.3.5 Sintese de DNA complementar utilizando a transcriptase reversa

O DNA complementar foi sintetizado a partir do RNA extraido do sangue total (1000
ng), utilizando um kit de transcricdo reversa High-Capacity cDNAReverse Transcription
(ThermoFisher Scientific - Life Technologies Corp., Carlsbad, CA, EUA). Para cada amostra,
foram empregados componentes na preparagdo do Mix para reacdo de transcricdo reversa,
utilizando assim para um total de 10uL foi preparada usando 2pL de 10xRT buffer, 0,8uL de
25X dNTPs Mix, 2pL de 10X Random Primers e 1uL de MultiScribe® Reverse Transcriptase
(50 U/uL) e 4,2pL de nucleasse free RNA. Aliquotas de 10pL do master mix foram adicionados
em cada tubo e adicionados o volume de 10uL de amostra de RNA pipetando delicadamente
para homogeneizar e evitar a formacdo de bolhas que pudessem interferir na reacdo. Para
padronizagdo da concentragdo de RNA de cada amostra, 1000ng foram definidos para a reagao
de transcri¢do e os volumes ajustados até um volume final de 20pL. As amostras permaneceram
no gelo até a transferéncia para o termociclador SimpliAmp® Applied biosystems (Thermo
Fisher Scientific) para proceder a sintese de cDNA. As condicdes de ciclagem usadas para a

promogado de transcri¢do reversa estdo descritas a seguir: 1°. ciclo: 25°C por 10 min, 2°. ciclo:
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37°C por 120min, 3°. ciclo: 85°C por 5 minutos, 4°. ciclo: 4°C para conclusdo da reagdo. O

produto resultante desta reacdo foi imediatamente armazenado a -20°C.

5.3.6 Verificagao da sintese de cDNA — PCR convencional

Para verificacdo da sintese de cDNA das amostras dos grupos, realizou-se reagdo de PCR
convencional, com primers que amplificassem um fragmento conhecido de DNA. Para tanto,
procedeu-se a técnica utilizando dois primers de proteinas B-tubulina, que sabidamente amplifica
DNA gendmico (gDNA) e de B-2-microglobulina que somente amplifica DNA complementar
(cDNA). Se as amostras amplificassem PB-tubulina, possivelmente ndo poderiam ser utilizadas
para fazermos a leitura em RT-qPCR, pois a expressao de mRNA dos genes alvos ndo estaria
correta. O Mix da reagdo foi preparado utilizando 4pL de tampao GoTaq (5X), 2uL ANTP 10
mM, 0,5uL de primer Forward (0,25uM) + 0,5uL de primer Reverse (0,25uM), 0,25uL Tag
Polimerase, 11,75ulL de agua ultra-pura, perfazendo um total de 19uL. Para o teste do cDNA
fora acrescido 1puL (50ng/uL) de amostras de cDNA ao Mix preparado anteriormente em cada
microtubo. As amostras foram colocadas no termociclador estabelecendo-se 6 ciclos com
fungdes de tempo e temperatura, conforme se segue:

- 1° Ciclo com temperatura de 94°C e tempo de 5 minutos (desnaturagdo inicial);
- 2° Ciclo com temperatura de 94°C e tempo de 30 segundos (desnaturagdo);
- 3° Ciclo com temperatura de 60°C e tempo de 30 segundos (anelamento);
- 4° Ciclo com temperatura de 72°C e tempo de 30 segundos (extensao);
- Repeticao por 35 vezes dos ciclos 2°, 3° e 4°;
- 5° Ciclo com temperatura de 72°C e tempo de 10 minutos (extensao final).
Concluido o processo, preparou-se as amostras para testar a qualidade da amplificagcdo da

molécula de DNA em gel de agarose a 2%.

5.3.7 Eletroforese de cDNA em gel de agarose a 2%

A eletroforese ¢ um método que se utiliza de campo elétrico para a separagdo de
moléculas conforme seu tamanho, forma ou carga. No caso do experimento, a eletroforese do
cDNA ¢ uma etapa realizada para se visualizar e analisar a qualidade da amplificacdo da
molécula, empregando-se o gel de agarose a 2%, que ¢ a matriz na qual ¢ aplicada a amostra e

que permite realizar a separacdo. O DNA apresenta carga negativa e migra em dire¢do ao polo
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positivo (anodo) e assim, nota-se no gel de agarose, os fragmentos de DNA que se pretende
separar, migrando para o polo positivo. A separacdo ¢ visualizada correndo-se em uma das
canaletas do gel, um padrdo de corrida de 50pb ou 100pb.

A Agarose ¢ um polissacarideo neutro extraido da parede celular de determinadas algas e
sua estrutura quimica possibilita a formagdo de gel altamente resistente, mesmo em baixas
concentragdes. O gel possui estrutura macrorreticular (com aspecto de rede, formando malhas),
que pode ser ajustada simplesmente pela variagao da concentragdo de agarose (quanto mais alta a
concentragdo, menor o tamanho dos poros). Isso permite a passagem das moléculas, atuando
como peneiras moleculares, e fornece as condi¢des ideais para a realizacdo da eletroforese.
Adicionou-se 2g de agarose a solugdo tampao TBE 1X, com aquecimento em micro-ondas para
completa dissolucdo do gel e esfriamento para posterior preparo do suporte do gel selando as
laterais para evitar o seu extravasamento. ApoOs resfriamento parcial acrescentou-se 2,5uL
brometo de etidio homogeneizando levemente e adicionando o gel no suporte suavemente para
evitar a formagao de bolhas. Um pente com o numero de canaletas de acordo com as amostras a
serem verificadas foi inserido no gel aguardando a solidificagdo. Transferiu-se o suporte com o
gel na cuba de eletroforese e adicionou-se o tampao TBE 1X até cobertura total at¢ 1mm acima.
Aplicou-se cada amostra de cDNA nas canaletas formadas no gel, reservando 2 pogos para

utilizacao de um padrao de corrida de 50pb ou 100pb.

5.3.8 Padronizacgdo da técnica de RT-qPCR para andlise da expressdao dos genes de VDR e
CAMP em sangue total humano

5.3.8.1 Otimizagdo de primers

Para fins de andlise da expressdo génica do receptor da vitamina D (VDR) e do peptideo
antimicrobiano catelicidina (CAMP) foram utilizadas as instalagdes no laboratério de
Imunologia e Gendmica de Parasitos do Departamento de Parasitologia do ICB/UFMG.

O desenho dos oligonucleotideos iniciadores (primers) foi feito por pesquisadores
experientes do laboratdrio, observando os critérios de tamanho do amplicon, temperatura de
anelamento, conteudo e posicdo de guanina/citosina (G/C: 45-55%), repeticdes de base Unica,
complementaridade da ligacdo primer-molde para evitar grampos de interagdes intra-
moleculares ou de auto- ou cross-dimeros, de forma que a especificidade e a eficiéncia fossem

adequadas ao proposito das andlises. Além disso, os primers utilizados foram desenhados em
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jungdes exon-exon dos genes avaliados, para garantir a amplificagdo apenas de cDNA. Para
evitar amplificagdo ndo especifica, além da temperatura e comprimento ideal dos primers,
realizamos o “BLAST — Basic local alignment search tool” dos iniciadores contra o banco de
dados NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de sequéncia ndo-redundante para evitar
desenhar primers que pudessem amplificar regides inespecificas.

Como ndo ha na literatura um gene de referéncia ou gene constitutivo que responda de
forma  universal para  todas as  amostras  humanas, foram  desenhados
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e avaliados quanto a integridade
(http://www.idtdna.com/calc/analyzer/) frente as amostras, os seguintes primers: NM_001101.4 -
Homo sapiens actin beta (ACTB), mRNA; NM 000194.2 - Homo sapiens hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1), mRNA; NM_001069.2 - Homo sapiens tubulin beta 24
class Ila (TUBB2A), mRNA; NM _000994.3 - Homo sapiens ribosomal protein L32 (RPL32),
mRNA; NM 001256799.2 - Homo sapiens glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), mRNA; e NM _004048.2 - Homo sapiens beta-2-microglobulin (B2M), mRNA.

A partir dos resultados dos testes de eficiéncia, os primers utilizados no RT-qPCR foram:
receptor de 1,25-di-hidroxivitamina D3 (VDR - XM 006719587.3) Forward: 5’-
CTTCCCTGCCTGACCCTGGAGACTTT-3 ‘e Reverse: 5’-
AATAGTGCCTTCCGCTTCATGCTTCGGTCTG-3> (151pb); Peptideo antimicrobiano de
catelicidina (CAMP - NM 004345.4) Forward: 5'-CCOAGGTCCTCAGCTACAAG-3'e
Reverse:  5'-GTCTGGGTCCCCATCCATCG-3"' (128pb); p-2-microglobulina (B2M -
NM _004048.2)  Forward: 5'-CACTGAATTCACCCCCACTGA-3'; e  Reverse: 5'-
CTGCTTACATGTCTCGATCCCA-3' (104pb). Os primers foram avaliados por RT-qPCR, para
verificar a contaminag¢ao por DNA genomico. Os valores do ciclo de quantificagdo (Cq) para os
genes alvos foram determinados e comparados com o gene de referéncia f-2-microglobulina
(B2M). A anélise da curva de melting foi realizada para determinar a integridade da amplificagao
e descartar a formacao de dimero de primer. A porcentagem de eficiéncia dos primers das curvas
padrdo foi determinada na ordem de 97,5% para f2M, 103,1% para VDR e 93,2% para CAMP,
ndo ultrapassando 10% de variagdo entre eles. Os demais genes constitutivos testados nao
responderam com porcentagens de eficiéncia que pudessem ser utilizados na comparagdo aos
genes alvos.

Para a otimizacdo e validagdo dos primers dos genes alvo, foram realizados testes com
concentracdo fixa dos iniciadores (2mM) e a concentracdo de cDNA foi varidvel (80ng, 40ng,
20ng, 10ng e 5ng). Apos a corrida, foram analisadas as curvas-padrdo, os valores de slope e de
R?, para posteriormente calcular a eficiéncia de cada par de primer. Verificou-se desempenho

satisfatorio do primer para VDR e de CAMP na avaliagdo de amostras de cDNA na
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concentragdo de 20ng. A p-2-microglobulina foi escolhida como gene de referéncia por
apresentar eficiéncia de amplificacdo semelhante aos iniciadores VDR ¢ CAMP.

A RT-qPCR foi preparada em volume final de 10uL, sendo 1pL dos primers (Forward
2mM + Reverse 2mM), S5uL de SYBR Green PCR Mastermix e 4uL de ¢cDNA (5ng/ul) das
amostras testadas. Para amplificacdo, os seguintes parametros foram utilizados: desnaturagao
inicial de 95°C por 10 minutos, anelamento por 40 ciclos de desnaturacdao a 95°C por 15seg e
extensdo de 60°C por 1min. A analise quantitativa foi realizada em placa de 96 pogos em sistema
de PCR em tempo real de 7500 (Applied Biosystems®, Carlsbad, CA, EUA) e seu desempenho,
interpretagdo e nomenclatura estdo de acordo com as diretrizes do Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments — MIQFE (Bustin ef al., 2009). Ao final
de cada reagdo foram analisadas as curvas de dissocia¢do para cada par de primer, e apenas um
pico foi observado. Para a otimizacdo da reacdo foram testadas diversas concentragdes de
primers (ImM, 2mM e 4mM), mantendo-se fixa a concentracdo de cDNA (20ng). A
concentracdo ideal dos primers foi determinada avaliando a curva de amplificacdo, e foi
escolhida a menor concentracdo de iniciador que permitiu a maxima amplificacdo (2mM).

Para cada amostra, os valores de ciclo de quantificagdio de VDR e CAMP foram
normalizados usando a férmula AC=CqVDR ou CAMP - Cqp2M. Para determinar os niveis de
expressao relativa, foi utilizada a seguinte formula: AACq = amostra ACq(1) - calibrador
ACq(1), sendo o grupo controle saudavel usado como calibrador. O valor usado para plotar a
expressdo relativa de VDR ou CAMP foi calculado usando o método 2(44€9 (Livak e
Schmittgen, 2001; Schmittgen e Livak, 2008). Os valores foram expressos no grafico com escala

logaritmica na base 10, para melhor visualizagdo da comparagdo entre os grupos estudados.

5.4 Analises estatisticas

Os dados quantitativos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism versdo
7.0 (San Diego, CA, EUA). Os grupos estudados perfizeram um total de 77 individuos, que
foram distribuidos da forma que se segue: Hanseniase (n=34) [PB (n= 14), MB (n=20)],
Controles (n=18) e Contatos (n= 25). Inicialmente, o teste Shapiro-Wilk foi utilizado para
verificar a normalidade dos conjuntos de dados (indicado para pequenas amostras) e a analise de
outliers pelo método ROUT (Robust Regression and Outlier Removal).

Quando a normalidade foi confirmada, os dados foram analisados por ANOVA One-Way
e o teste post-hoc de Tukey para comparar médias entre dois ou mais grupos. Para os dados ndo-

paramétricos utilizou-se os testes de comparacdo multipla de Kruskal-Wallis e o teste post-hoc
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de Dunn, adotando-se o nivel de significancia de p<0,05 para as interpretagdoes dos resultados
que seriam obtidos.

Na andlise multivariada, utilizou-se matriz de correlagdo de Pearson para encontrar as
principais relagdes entre as varidveis basicas (y) (expressio de mRNA dos genes VDR ou
CAMP) e as explicativas (X1, X2, X3, Xn) (niveis séricos de 25(OH)Ds, catelicidina e das
citocinas), existentes, nos tempos antes e apos seis meses de PQT, para os individuos controle,
pessoas com hanseniase e contatos. Ao se estabelecer os coeficientes de correlagdo linear de
Pearson e a existéncia entre as varidveis analisadas nos dois tempos avaliados, ainda ndo se
podia afirmar sobre a relagdo causa e efeito nem sobre a interferéncia de outras variaveis que
também se relacionavam com a mesma varidvel bésica pois a correlagdo analisada de forma
isolada apenas discrimina sentido e magnitude da relacdo entre as duas variaveis.

As andlises cujo nivel de significancia foi menor que 5% (p<0,05) e os valores do
coeficiente de correlagdo (r) maiores que 0,70, foram selecionadas para avaliacdo da relacao
causal entre as variaveis basicas (y) e as explicativas (X1, X2, X3, Xa), pela andlise de trilha (Path
Analysis) através do modelo de regressao linear multipla, desenvolvida por Wright (1921). Os
calculos dos coeficientes de correlacdo simples e parcial foram estabelecidos com uso do
programa estatistico GENES (Aplicativo computacional em estatistica aplicada a genética)
(Cruz, 2013).

Para o diagndstico de multicolinearidade (interferéncia de uma terceira variavel no
coeficiente de correlagdo linear simples que envolve apenas duas), que pode ocorrer em analises
estatisticas cuja correlagdo entre duas variaveis independentes ¢ alta, utilizou-se o programa
estatistico GENES. Essa interferéncia pode ser identificada pela analise da matriz de correlagao,
dos fatores de inflacao da variancia (VIF) e da andlise de autovalores e autovetores da matriz de
correlagdo daquelas variaveis selecionadas nessa pesquisa. Quanto aos fatores de VIF, eles
representam o quanto da varidncia do coeficiente de correlagdo esta inflacionada quando
comparada ao que seria se a variavel ndo estivesse correlacionada com nenhuma outra variavel.
Assim conforme  (Neter et al, 1996), se houver qualquer VIF>10 ha indicios de
multicolinearidade, que precisa ser corrigida, obtendo-se pelo método da regressdo em crista,
uma constante k no intervalo 0<k<I.

Na andlise de trilha e demais estatisticas multivariadas extraidas do modelo de regressao
linear multipla, busca-se explicar a ocorréncia do desfecho (y) por meio do relacionamento entre
variaveis independentes (X1, X2, X3, Xn), atribuindo fatores de ponderacdo (peso) para cada uma
das variaveis, visto que, esses sdo representados pelos coeficientes de regressao angular (b, by,
b3, bs) observados na formula: y= a+ b; x; + b2 x> + b3 x3 + by x4 +e, em que a letra a representa

o coeficiente de regressdo linear, b o coeficiente de regressdo angular, e e representa todas
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aquelas variaveis ndo englobadas no modelo, mas que atuam no desfecho, isto ¢, o erro consiste

naqueles valores que o pesquisador ndo consegue prever no modelo de previsdo (Fontelles,

2012).

Se o pesquisador almeja encontrar uma potencial relagdo de causa e efeito entre um
conjunto de variaveis, deve-se implementar o estudo da analise de trilha, no entanto é necessario
associar esse método com os achados na literatura especifica, buscando informagdes sobre as
inter-relagdes entre as variaveis pesquisadas.

Quanto as representagdes visuais da analise de trilha, sdo necessarias a formulagdo de
uma tabela identificando os principais elementos da relagdo entre as variaveis e do diagrama de
trilha (diagrama causal). A tabela deve conter elementos importantes para interpretagdo da
analise de trilha, tais como:

1. A identificacdo das variaveis independentes (X1, X2, Xn) que se relacionam com a variavel
basica (y);

2. As vias de associacdo, identificando os efeitos diretos (relacdo da variavel independente
com a varidvel basica sem interferéncia das demais variaveis) e indiretos (efeito
relacional entre determinada varidvel denominada xi, por exemplo, passando pela
interferéncia de outra variavel independente, x», e influenciando a variavel dependente
y);

3. Os estimadores, que sdo combinacgdes de letras e nimeros, representam os coeficientes de
trilha na qual (p)xs), por exemplo, identifica o efeito direto da variavel x1 sobre y; ja a
representacao (pyx2 rxix2) corresponde ao efeito indireto da varidvel independente x; sobre
a variavel basica y passando pela via de influéncia de uma segunda variavel
independente, X, conforme exemplo. Assim para obter a estimativa do efeito indireto
multiplica-se o valor do efeito direto (p)x2) pelo pela correlagao de interesse (7x1x2) (Alwin
e Hauser, 1975).

4.  As estimativas sdo representacdoes numéricas (coeficientes de trilha) obtidos por meio da
resolucao de sistemas lineares de equagdes normais quando se calcula o efeito direto ou
seu resultado pode ser o efeito indireto (McDonald, 1996).

O diagrama causal permite demonstrar, por meio de estimativas e estimadores, os efeitos
direto e indireto das varidveis independentes sobre a varidvel dependente, além do efeito
residual, também sobre a varidvel dependente, estabelecendo de maneira clara a relagdo entre as
varidveis. A representacdo das setas presentes no diagrama de trilha, bem como o valor que
acompanha cada uma delas, devera ser interpretado da seguinte maneira:

1. Setas unidirecionais (—) e seus respectivos valores direcionados a variavel bésica (0) sdo o

efeito direto da variavel independente sobre a varidvel dependente;
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2. Setas bidirecionais («>) e seus respectivos valores representam a correlagdo entre duas
variaveis independentes;

3. A combinagdo de setas bidirecionais e unidirecionais (—, <»), isto €, o produto de seus
valores, indica o efeito indireto de uma determinada varidvel independente atuando em
conjunto com outra variavel independente e influenciando no desfecho da variavel

principal, dependente (0).

A interpretacao da andlise trilha segue os critérios de (Singh e Caudhary, 1979):

1. A variavel explicativa (x) influencia a varidvel basica (y) apenas indiretamente, com valor
causal apenas no conjunto, se o efeito direto em modulo (| p ,»|) da varidvel (x) for menor
que o efeito residual (p&) que por sua vez ¢ menor que o efeito total (efeito da correlacao
7 yx) resumido por |p | < pe <7y

2. Ou a variavel explicativa (x) pode influenciar a variavel basica (y) inferindo relagdo
causal, se o efeito direto em modulo da varidvel (x) for maior que o efeito residual (pe)

estabelecido por | p | > pe.

O célculo estatistico da analise de trilha com estimadores e estimativas dos coeficientes e
das representacdes graficas (diagramas de trilha) foram processados empregando-se o programa

GENES (Software for Experimental Statistics in Genetics) (Cruz, 2013).
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6. RESULTADOS

PARTE 1. Caracterizacao geral e clinica dos individuos dos grupos controle, hanseniase
antes e apos seis meses de tratamento, e contatos atendidos no Servico de Dermatologia

Sanitaria do Hospital Eduardo de Menezes/FHEMIG, entre os anos de 2014 e 2016.

A populacao deste estudo foi constituida por 77 individuos, compreendida pelos grupos
controle, hanseniase antes e apds seis meses de tratamento e contatos de casos-indices. Em sua
maioria, 44 (57%) eram do sexo masculino, 67 (87%) tinham idade variando entre 18 e 60 anos,
54 (70%) se declararam afrodescendentes e 38 (49%) cursaram pelo menos o ensino médio,

como exposto na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas gerais de individuos controles, pessoas com hanseniase e de contatos
atendidos no Servico de Dermatologia Sanitaria do Hospital Eduardo de Menezes/FHEMIG,
entre os anos de 2014 e 2016.

. Hanseniase

Caracteristicas Controles Contatos
PB MB

Género
Masculino (57,1%) 10 (71,4) 11 (55,0) 15 (75,0) 8 (32,0)
Feminino (42,9%) 4 (28,6) 9 (45,0) 3 (25,0) 17 (68,0)
Total: 77 14 20 18 25
Meédia de idade em anos 492141235 30,3410,5 30+12,15
(média + desvio padriao)
Faixa Etaria
18 a 60 anos 27 (79,4) 18 (100) 23 (92,0)
> 60 anos 7 (20,6) - 2 (8,0)
Etnia
Branco 8(23,5) 6 (33,4) 8 (32,0)
Negro 5(14,7) 8 (44,4) 5(20,0)
Pardo 20 (58,8) 4(22,2) 12 (48,0)
Indigena 1(3,0) - -
Escolaridade
Sem escolaridade 1(2,9) - 1(4,0)
Ensino Fundamental 26 (76,5) 2 (11,2) 9 (36,0)
Ensino Médio 5(14,8) 4(22,3) 9 (36,0)
Ensino Técnico 1(2,9) 5(27,8) 3 (12,0)
Ensino Superior 1(2,9) 7 (38,9) 3 (12,0)
Total 34 38 25

Fonte: Dados da pesquisa
Considerando as caracteristicas clinicas da doenga (Tabela 2), 6 (17,6%) pessoas com

hanseniase foram classificadas como TT, 8 (23,5%) DT, 10 (29,4%) DD, 4 (11,8%) DV e 6
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(17,6%) VV; 24 (70,6%) dos pacientes apresentaram resultados negativos para o teste ML-Flow;
24 (70,6%) apresentaram indice baciloscopico (IB) zero; 20 (58,8%) apresentavam menos de
cinco lesdes de pele; 21 (61,8%) pacientes ndo apresentaram comprometimento neural; 24
(70,6%) nao apresentavam deficiéncia fisica; e cerca de 47% dos pacientes desenvolveram
episddios reacionais tanto do tipo 1 como do tipo 2. Embora 14 (41,2%) pessoas tenham sido
classificadas como PB, o esquema terapéutico adotado para tratamento para grande parte deles,
30 (88,2%) incluia rifampicina, dapsona e clofazimina ou outro regime substitutivo. Os outros
quatro pacientes PB foram tratados segundo preconizado pelo MS, com rifampicina e dapsona.
Em relagdo ao desfecho da doenca, segundo dados coletados no prontuario do paciente no ano de

2018, 25 (73,5%) do total de individuos tiveram alta por cura.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas das pessoas com hanseniase atendidas no Servico de
Dermatologia Sanitaria do Hospital Eduardo de Menezes/FHEMIG, entre os anos de 2014 e
2016.

Hanseniase (n= 34)
(PB: 14; MB: 20)

Formas clinicas n (%) Grau de Incapacidade n (%)
Tuberculoide-Tuberculoide 6 (17,7) 0 24 (70,6)
Dimorfo-Tuberculoide 8 (23,5) 1 5(14,7)
Dimorfo- Dimorfo 10 (29,4) 2 5(14,7)
Dimorfo -Virchowiano 4 (11,7 Injuria de nervos n (%)
Virchowiano - Virchowiano 6 (17,7) 0 21 (61,7)
ML-Flow n (%) 1 514,7)
Negativo 24 (70,6) 2 3(8,9)
Positivo 10 (29,4) 3 2(5,9)

5 3(8,9)
Indice Baciloscopico n (%)
0 24 (70,6) Episodios reacionais n (%)
la2 1(2,9) Nao 18 (52,9)
>2a3 2(5,9) Tipo 1 13 (38,2)
>3 a4 3(8,9) Tipo 2 3(8,9)
>4 4(11,7)
Lesoes de pele n (%) Poliquimioterapia n (%)
<5 20 (58,8) PQT PB (rifampicina/dapsona) 4(11,7)
> 5 14 (41.2) PQT MB (rifampicina/dapsona/ 30 (88.3)
clofazimina)

Fonte: Dados da pesquisa
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PARTE II — Correlacido entre niveis séricos de 25(OH)Vitamina D3 (VDs) e de catelicidina
dos individuos dos grupos controles hanseniase antes e apos seis meses de tratamento, e
contatos atendidos no Servico de Dermatologia Sanitaria do Hospital Eduardo de

Menezes/ FHEMIG, entre os anos de 2014 e 2016.

Os resultados em mediana e intervalos interquartis dos niveis séricos de Vitamina Dj
foram de 12,83 ng/dL (Q1=9,27-Q3=54,37 ng/dL) e 15,94 ng/dL (Q1=13,67-Q3=42,74 ng/dL)
nos grupos de pessoas com hanseniase antes e apoOs seis meses de tratamento, respectivamente. A
deficiéncia de VD3 (<20 ng/dL) foi observada para 67,1% dos individuos estudados e, os grupos
controle (10,97 ng/dL; Q1 = 8,40-Q3 = 19,04 ng/dL) e contatos (9,65 ng/dL; Q1 = 6,87-Q3 =
47,78 ng/dL) apresentaram os mais baixos niveis séricos de VD3 em relagcdo aos pacientes com

hanseniase, porém, sem diferenca estatistica significativa (Tabela 3).

Tabela 3. Niveis séricos de 25(OH)Vitamina D3 de individuos controles, pessoas com
hanseniase antes e apos seis meses de poliquimioterapia e de contatos atendidos no Servico de
Dermatologia Sanitaria do Hospital Eduardo de Menezes/FHEMIG, entre os anos de 2014 e
2016.

B et . Deficiéncia Insuficiéncia Suficiéncia
Niveis séricos de Mediana (ng/dL) (<20ng/dL) (20-30ng/dL) (>30ng/dL) Total
25(0OH)VD3 (Q1-Q3) n (%) n (%) n (%)
10,97
Controles (8,40-19,04) 12 (80,0) - 3 (20,0) 15
9,65
Contatos (6.87-47.78) 15 (71,4) - 6 (28,6) 21
Hanseniase antes 12,83
do tratamento (9,27-54,37) 8(53.3) ) 7(46,7) 15
Hanseniase apds 15.94
6 meses de (13.67-42,74) 12 (63,1) 1(5,3) 6 (31,6) 19
tratamento
Total 47 1 22 70

Fonte: Dados da pesquisa.

Quanto aos aspectos nutricionais, 14 (41,2%) pacientes utilizaram algum tipo de
suplementacdo nutricional, sendo que, 8 deles (23,5%) receberam associacdo de carbonato de
calcio com vitamina D e, 6 (17,6%) fizeram uso de compostos contendo ferro, vitamina B12 ou
outras composi¢cdes de vitaminas e minerais ndo especificadas nos respectivos prontuarios.
Quanto a exposi¢do solar ao trabalho, 11 pacientes (32,4%) tinham a informa¢do em prontuério
de alguma profissdo cujas atividades incluiam alguma forma de exposi¢do ao ar livre por pelo

menos parte do dia (Tabela 4).
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Tabela 4. Aspectos nutricionais relacionados a suplementagdo nutricional, formula de
suplementagdo e a exposi¢ao solar no trabalho de pessoas com hanseniase atendidas no Servigo
de Dermatologia Sanitaria do Hospital Eduardo de Menezes/FHEMIG, entre os anos de 2014 e
2016.

Suplementacio Nutricional n (%)
Nao 20 (58,8)
Sim 14 (41,2)
Formula de suplementagao

Nao 20 (58,8)
Carbonato de Calcio + Vitamina D 8 (23,5)
Soli;r;))ss(il;gzrsc;, Vitamina B12 e outras 6(17,7)
Exposicio solar no trabalho

N3io informada 2(5,9)
Sim 11 (32,4)
Nao 21 (61,7)
Total 34

Fonte: Dados da pesquisa

Para caracterizar os niveis séricos de 25(OH)Vitamina D3, o Grafico 1A ilustra os
resultados de mediana com o intervalo interquartil para todos os grupos (n=70). A maior parte
dos individuos apresentava status de vitamina D <20 ng/dL. A concentracdo sérica de
catelicidina foi avaliada por ELISA (n = 47). Os resultados dos niveis séricos de catelicidina
demonstraram uma redugdo significativa em pacientes com hanseniase antes (HANS TO) e apos
seis meses de PQT (HANS T6), em comparagdao com controles e contatos (Grafico 1B), nao se
observando diferenga estatistica significativa entre os grupos de pessoas com hanseniase
independente do tempo de tratamento. Contudo, observa-se correlagdo fortemente significativa
entre niveis mais baixos de VD3 e niveis mais baixos de catelicidina (Grafico 1C) para o grupo
de pacientes ndo tratados (r= 0,86, p= 0,0003), bem como, para o grupo de pacientes apds seis

meses de tratamento (r= 0,79; p= 0,002).
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Grafico 1. Correlacio entre os niveis séricos de 25(0OH)Vitamina D3 (VD3) e de catelicidina dos individuos dos

grupos controle, hanseniase antes e apos seis meses de poliquimioterapia e de contatos atendidos no Servico

de Dermatologia Sanitiria do Hospital Eduardo de Menezes/FHEMIG, entre os anos de 2014 e 2016. (A)

Niveis circulantes de VD3 foram monitorados por CLAE em controles (n= 15), contatos (n= 21) e pacientes com

hanseniase recém-diagnosticados (n= 15) e pds-seis meses de PQT (n= 19). Nao foram observadas diferengas

estatisticas significativas entre os grupos estudados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p <0,05). (B)

Niveis séricos de Catelicidina em pacientes com hanseniase antes (692,5+90,38 ng/dL) e apds seis meses de

tratamento (675,2+98,39 ng/dL), individuos controles (1539+155,2 ng/dL) e contatos (1462+250,8 ng/dL). Os dados

sdo médiastDP de n = 16, 8, 11, 12, como apresentado no grafico, respectivamente. Os niveis de catelicidina foram
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significativamente reduzidos nos pacientes com hanseniase TO ¢ T6 quando comparados aos controles (TO: p =
0,0008; T6: p = 0,0004) ou aos contatos (TO: p = 0,0131; T6: p = 0,0092) pelo teste de Tukey (p <0,05). (C) O
heatmap apresenta a correlacio entre os niveis séricos de VD; e catelicidina para os grupos. As concentragdes
séricas de vitamina D se correlacionaram fortemente (r > 0,70) com os niveis séricos de catelicidina (intensidade de
cor vermelha) em pacientes com hanseniase antes (r = 0,86; p = 0,0003) e ap6s seis meses de tratamento (r = 0,79; p
= 0,002). O gradiente de cor avermelhado indica o aumento das correlagdes fortes e o gradiente de coloragdo azul
demonstram as correlagdes fracas entre as variaveis. Os nimeros inclusos nas células sdo os coeficientes de
correlagdo de Pearson (r). As diferencas estatisticas significantes (p <0,05) foram representadas por * na
comparagdo entre os grupos, nos quais * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001; ns: ndo significativo. Controle: controle
saudavel; Contatos: contatos; HANS TO: pacientes com hanseniase ndo tratados; HANS T6: apos seis meses de

PQT; VDs: niveis séricos de 25(OH) vitamina Ds; CAT: niveis séricos de catelicidina.

PARTE III — Expressao dos genes do receptor de vitamina D (VDR) e do peptideo
antimicrobiano catelicidina (CAMP) dos individuos dos grupos controle, hanseniase antes e
apos seis meses de tratamento, e contatos atendidos no Servico de Dermatologia Sanitaria

do Hospital Eduardo de Menezes/FHEMIG, entre os anos de 2014 e 2016.

A técnica da reagdo da transcriptase reversa quantitativa seguida de PCR em tempo real
(RT-gqPCR) foi utilizada na deteccdo da quantificacao relativa da expressao dos genes VDR e
CAMP. Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (cicle threshold ou ciclo limiar),
sendo este o ponto correspondente ao nimero de ciclos onde a amplificagdo atinge dado limiar, o
que permite a analise quantitativa da expressdo dos genes VDR e CAMP. Os quadros com os
resultados de Ct (cicle treshold), ACt, 2*2' e Logio, obtidos pela expressdo génica relativa de
VDR e CAMP em RT-qPCR, para cada um dos grupos avaliados, estdo apresentados no
Apéndice 1.

A expressao do VDR foi significativamente menor no grupo de pacientes com hanseniase
PB nao tratados (HANS TO0), ap6s seis meses de PQT (HANS T6) e contatos, em comparacao ao
grupo Controle (HANS PBTO e Controles, p <0,0001; Logl0 <-2; HANS PBT6 e Controle,
p<0,0001, Logl0 <-2; Contatos e Controles, p <0,0001, Logl0 = -2) (Grafico 2A).
Comparativamente, para esses grupos, a expressao génica de VDR mostrou-se duas vezes menor
em relacdo ao grupo de individuos controle. Além disso, quando foi comparada a expressdo de
VDR para pacientes MB, foram observadas diferengas estatisticas significativas entre HANS
MBTO e Contatos (p= 0,0270); HANS MBT6 e Contatos (p= 0,0106); mas ndo em comparacao
ao grupo PB. Quando a comparacao foi realizada entre os tempos de tratamento para cada grupo
operacional, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos HANS PBTO e

HANS PBT6, ou HANS MBTO0 e HANS MBT6 (p> 0,05), entretanto, os valores mais baixos da
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expressdo génica estavam no grupo PB, independentemente do tempo de tratamento (reducao
entre de duas vezes a trés vezes). Diferentemente, os valores mais altos de expressdo foram
observados no grupo MB em comparac¢ao ao PB (HANS PBTO ¢ HANS MBTO, p= 0,0024); e
significancia estatistica limitrofe entre PBT6 ¢ MBT6 (p= 0,0543), ainda assim, inferiores aos
valores observados para o grupo controle.

Em seguida, quando a expressio génica de CAMP foi comparada entre os grupos
Controles, Contatos ¢ hanseniase antes e apds seis meses de PQT, foram observados resultados
significativamente mais baixos nos grupos hanseniase, mantendo-se a redugdo de expressdo
variando entre uma a duas vezes para os mesmos ou Contatos em comparacao ao Controles:
HANS PB TO0 e Controles (p <0,0001); HANS PB T6 e Controles (p = 0,0149); HANS MB TO e
Controles (p = 0,0013); Contatos e Controles (p <0,0001) (Grafico 2B). Embora ndo tenha sido
observada diferenca estatistica significativa entre PB ou MB nos tempos estudados, houve uma
tendéncia de aumento da expressdao do gene de CAMP apo6s seis meses de PQT em ambos os
grupos, € mais intensamente para MB. Contudo, uma condi¢do verificada para o grupo de
Contatos foi que a expressdo génica de CAMP era proporcionalmente semelhante ao grupo

hanseniase antes do tratamento, entre duas a trés vezes menor que o grupo Controle.
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Grafico 2. (2A) Expressao génica do receptor da vitamina D (VDR) e (2B) do peptideo antimicrobiano da
catelicidina (CAMP) dos individuos dos grupos controle, hanseniase antes e apods seis meses de

poliquimioterapia e de contatos atendidos no Servico de Dermatologia Sanitiria do Hospital Eduardo de
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Menezes/FHEMIG, entre os anos de 2014 e 2016. Os dados de RT-qPCR foram obtidos usando o cDNA de
individuos controles (n= 10), contatos (n= 28) e pessoas com hanseniase antes do tratamento (VDR; CAMP: HANS
PBTO n= 14; 14, MBTO n= 11; 14) e ap6s seis meses de PQT (VDR; CAMP: HANS PBT6 n= 12; 9, MBT6 n= 13;
14). A expressao relativa de VDR (A) e CAMP (B) foi normalizada pelo gene de B-2-microglobulina e o N-fold-
change (nimero de vezes) foi calculado pelo método 2¢24€9, O grupo controle foi utilizado como calibrador. Os
resultados para o grupo controle foram apresentados com a linha pontilhada marcada como zero no eixo y (escala
logaritmica na base de 10). As analises estatisticas foram feitas pelos testes de Kruskal-Wallis e para comparacdes
multiplas o teste de Dunn. *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001. O sinal de asterisco (*) apresentado acima das
medianas refere-se a comparagdo dos grupos em relacdo ao grupo controle (marcada como zero no €ixo y) € 0s
asteriscos apresentados abaixo referem-se a comparagdo entre os grupos. Pessoas com hanseniase antes (HANS

PBTO0, HANS MBTO) e apos seis meses de PQT (HANS PBT6, HANS MBT6).

PARTE 1V —Perfil sérico de citocinas dos individuos dos grupos controle, hanseniase antes
e apos seis meses de tratamento, e contatos atendidos no Servico de Dermatologia Sanitaria

do Hospital Eduardo de Menezes/FHEMIG, entre os anos de 2014 e 2016.

O desequilibrio na sintese e na fungdo das citocinas pro- e anti-inflamatorias ¢ fator
crucial para o direcionamento do curso clinico da hanseniase. Neste estudo, o perfil de citocinas
foi avaliado por analise de citometria de fluxo, em um painel de 13 interleucinas, cujos
resultados estdo consolidados no Apéndice 2. As interleucinas IL-5, IL-9, IL-10, IL-22 nao
apresentaram resultados para os grupos avaliados. Para as demais citocinas, analisando os
resultados por tempo de tratamento, observou-se que para os grupos PB e MB antes e ap0s seis
meses de PQT, os valores séricos de IL-6 (p=0,014), IL-13 (p=0,004), IL-17A (p=0,038), IL-17F
(p=0,009) e TNF-a (p=0,001) apresentaram diferenga estatistica significativa quando

comparadas aos grupos controle e contatos (Tabela 5).

Tabela 5. Analise comparativa dos niveis séricos de citocinas de pessoas com hanseniase, antes

e apods seis meses de poliquimioterapia, em comparagdo aos grupos controles e contatos,

atendidos entre 2014 a 2016.

Grupo hanseniase (antes e ap6s Valores de p

seis meses de PQT) IL-6 IL-13 IL-17A IL-17F TNF-o.
Antes x ap0s seis meses de PQT 0,0937 0,5864 0,1254 0,0395 0,0816
TAntes da PQT x {Controles 0,2145 0,0321 0,5148 0,3876 0,0821
TAntes da PQT x {Contatos 0,0020 0,0016 0,0138 0,0015 0,0001
Apos seis meses de PQT x 0.9123 0.0791 0.3199 02617 1,0000
Controles
TApés seis meses de PQT x 0,0435 0,0048 02314 02310 0,0162
JContatos

TControles x +Contatos 0,0720 0,3578 0,1254 0,0199 0,0067
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Nota: Os valores de p sdo apresentados para cada comparacdo das medianas (valores em pg/dL) entre todos os
grupos como apresentado no Apéndice 2. As setas para cima indicam valores de medianas maiores que os
observados no grupo comparativo.

Fonte: dados da pesquisa.

Ao compararmos apenas os pacientes PB ¢ MB, considerando o tempo de tratamento
dentro do grupo avaliado (Tabela 6), foi observado para PB, altos niveis de TNF-a (p= 0,02),
IL-17F (p= 0,046), IL-21 (p= 0,017), enquanto para os pacientes MB, a relevancia estatistica foi
observada em valores limitrofes (p= 0,055) para os niveis séricos de IL-6. Esses resultados foram
explorados mais detalhadamente através de analise da correlacdo de Pearson e, posteriormente,

por regressao linear na analise de trilha.

Tabela 6. Anélise comparativa dos niveis séricos de citocinas para os grupos paucibacilar e

multibacilar, antes e apos seis meses de tratamento, atendidos entre 2014 e 2016.

Grupo Tempo de Mediana
Paucibzll)cilar Poliquimli)oterapia Q1 (pg/mL) Q3 VEIREET
TNF-a Antes 7,31 14,25 19,29 0,020
Ap0s seis meses 2,17 2,17 4,13
IL-17F Antes 9,8 15,5 70,0 0,046
Apos seis meses 9,83 9,83 9,83
1L-21 Antes 2,1 15,4 76,8 0,017
Apos seis meses 2,07 2,07 2,07
Mu(;Jtli.ll)lzll)c()ilar Q1 Mediana Q3 Valor de p
1L-6 Antes 6,09 35,4 52,6 0,055
Apos seis meses 2,09 3,24 9,82

Nota: Para as variaveis em que o valor de p< 0,05, fez-se a comparacéo (Teste Kruskal-Wallis) entre os pares de

grupos. Antes da PQT (n=7) e apds seis meses de PQT (n=8). Fonte: dados da pesquisa.

PARTE V — Mapa de interacdes entre a expressio dos genes de VDR e CAMP e demais
marcadores sorologicos dos individuos dos grupos controle, hanseniase antes e apds seis
meses de tratamento, e contatos atendidos no Servico de Dermatologia Sanitaria do

Hospital Eduardo de Menezes/ FHEMIG, entre os anos de 2014 e 2016.

Para testar a hipotese de que existem correlagdes importantes e significativas entre a
expressdao dos genes de VDR e CAMP e demais marcadores soroldgicos: VD3, citocinas pro- e
anti-inflamatorias e de catelicidina em pacientes com hanseniase e nos demais grupos, utilizou-
se a correlacdo de Pearson para obtencdo dos coeficientes (r) que foram apresentados dentro de

cada célula, assim como, os valores de p constantes das matrizes de correlacio do Apéndice 3.
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Assim, apds identificar fortes associacdes (r > 0,7) entre as varidveis, os perfis de resposta imune
para os grupos foram apresentados nos graficos 3A a 3F.

Para pacientes PB antes do tratamento (Grafico 3A), observou-se correlagdes fortes entre
a expressdo de VDR e CAMP e, de ambos genes com os niveis séricos de catelicidina e 1L-2.
Além disso, observou-se que IFN-y se correlaciona fortemente com IL-4 e IL-17A e estes
ultimos entre si, bem como IL-2 com catelicidina sérica, além de IL-6 com IL-13 e IL-21. Ao
analisar os resultados de PB apos seis meses de tratamento (Grafico 3B), as interagdes de
citocinas se tornam complementares as anteriormente relatadas, podendo-se destacar conexdes
entre VDR e CAMP com TNF-o, IL-4, IL-17A, IL-17F, IL-21, além dos niveis séricos de
25(OH)VDs. Adicionalmente, muitas outras interagdes entre citocinas foram observadas para
complementar o padrao de resposta imune nos seis meses pos-PQT, como por exemplo, TNF- a
e as citocinas IL-4, IL-17A, IL-17F e IL-21; IL-4 com IL-17A, IL-17F e IL-21; IL-6 com IL-13
e catelicidina sérica; IL-17A com IL17F e IL-21, e entre as duas ultimas citadas.

No grupo de pacientes MB antes do tratamento (Grafico 3C), observou-se um perfil mais
amplo de correlacdes fortes do que antes observado para PB, com destaque para as interagdes
entre VDR e CAMP, e de ambos genes com as demais citocinas TNF-a, IL-2, IL-17A, IL-21;
além das numerosas interagoes entre as citocinas TNF-a, IL-4, IL-6, IL-17A, IL-17F e IL-21,
vitamina D e catelicidina. Apds seis meses de tratamento (Grafico 3D), o perfil de correlagdes
fortes redireciona a resposta imune frente a infec¢do por M. leprae, mostrando-se multifacetado
com interagdes entre VDR e IFN-y, IL-13, IL-21; CAMP e IFN-y, TNF-a, IL-6; além da
intricada rede de comunicagdo formada por IFN-y e IL-2, IL-4, IL-17A, IL-17F, IL-21; TNF-o e
IL-6; IL-4 e IL-2, IL-17A, IL-17F e IL-21; IL-17A e IL-17F e IL-21, e dessas ultimas entre si.

Em contrapartida, para o grupo controle (Grafico 3E), notam-se importantes interacoes,
entre a expressao dos genes avaliados, € do VDR com os niveis séricos de vitamina D, assim
como, de CAMP com as citocinas IFN-y, IL-17A e IL-17F. Ja para o grupo de contatos (Grafico
3F), verificaram-se correlacdes discretas entre a expressdo de mRNA do gene CAMP e os niveis
séricos de 25(OH)D3, assim como de TNF-a e IFN-y com IL-21 e, de IL-6 com IL-13.

Contudo, embora observadas correlacdes distintas para os grupos PB e MB,
especialmente entre os tempos de tratamento, ainda assim, ndo fora possivel concluir sobre as
relacdes de causa-efeito entre as expressdes génicas e os demais marcadores sorologicos. Assim,
para que se pudesse controlar o confundimento na relagdo entre esses biomarcadores e portanto,
estabelecer a dire¢do da influéncia de um sobre o outro, utilizou-se da regressao linear na analise
de trilha para demonstrar as relagdes de causa e efeito e ilustra-las em diagramas causais (Cortes,

Faerstein e Struchiner, 2016).
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Grifico 3. Mapa de calor (heatmap) ilustra a analise por correlacio de Pearson entre os biomarcadores dos
individuos dos grupos controle, pessoas com hanseniase antes e apés seis meses de poliquimioterapia e de
contatos atendidos no Servico de Dermatologia Sanitiria do Hospital Eduardo de Menezes/FHEMIG, entre
os anos de 2014 e 2016. Os grupos PB (n = 8) e MB (n = 6) antes do tratamento (A e B); PB (n=7) e MB (n = 13)

apos seis meses de PQT (C e D), Controles (E) e Contatos (F) foram analisados. O indice de correlagdo (r) dentro
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das células foi usado para categorizar a forga. A escala de cores vermelhas indica as correlagdes positivas e, quando
maiores que 0,70 foram consideradas fortes. As correlagdes moderadas foram representadas no intervalo de
0<r<0,69. As correlagdes fracas ou negativas foram representadas pela escala de cor azul (r<0). Os grupos controle
saudavel (E) e os contatos (F) mostraram correlagdes proporcionalmente mais fracas entre os biomarcadores em
comparagdo aos grupos de hanseniase (A-D). Os quadros em branco significam que as analises estatisticas ndo
puderam ser feitas entre os marcadores em fungdo dos dados inexistentes ou numero de amostras insuficientes para
os calculos. Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. (VD: Vitamina D sérica; VDR:

receptor da vitamina D; CAT: Catelicidina sérica, CAMP: gene do peptideo antimicrobiano catelicidina).

PARTE VI - Analise de trilha enfatiza relacdo causa-efeito entre os genes VDR e CAMP e

demais marcadores sorolégicos durante a evolucio da hanseniase

A andlise de trilha foi utilizada como ferramenta estatistica para verificar a relagdo causa-
efeito entre o conjunto de variaveis ja conhecidas na literatura por serem importantes na
estruturacao das respostas imune inata e adaptativa contra o M. leprae. No entanto, as pesquisas
em ciéncias da satde sdo receosas em avangar além dos estudos de correlacao linear simples, o
que caracteriza uma grande limitagdo, pois quando existe relacdo entre diversas variaveis, e
concomitantemente entre alguns pares delas ha estreitas e fortes correlagdes, faz-se necessario
averiguar se essa magnitude nao ¢ efeito de uma terceira variavel. Para a conclusdo desta tese,
apos verificacao das correlagdes apresentadas no mapa de calor, avaliou-se, por regressao linear
de analise de trilha, a relacdo causa-efeito entre variaveis que mostraram poder estatistico apos
analise de correlacao de Pearson (p< 0,05 e r> 0,7), nos grupos controle, hanseniase antes e apos

seis meses de PQT e contatos.

Grupo paucibacilar (PB) antes e apos seis meses de tratamento poliquimioterapico

Em relacdo as varidveis que se correlacionaram para o grupo de pessoas com hanseniase
paucibacilar antes do tratamento, a tabela 7 apresenta os resultados da analise das estimativas
dos coeficientes de trilha destacando a influéncia direta da expressdo dos genes VDR (0,7389)
nos niveis circulantes de IL-2 e indiretamente do CAMP (0,6607) e da catelicidina sérica
(0,6548) via VDR, evidenciado pelos valores dos coeficientes maiores que o efeito residual do
modelo (0,2608). Os valores de r e p para cada analise constam nas matrizes de correlacdo de
Pearson e sdo requisitos basicos para que possa ser realizada a andlise de trilha. A andlise das

tabelas ¢é feita considerando o efeito residual e as estimativas diretas e indiretas, assim todas as

varidveis do modelo de causa e efeito tem significancia quando correlacionadas com a variavel
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dependente, porém, somente aquelas cuja estimativa direta ou indireta seja maior que o residuo

terdo relacao de causa e efeito.

Tabela 7. Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (andlise de trilha) entre as variaveis
independentes sobre a variavel basica IL-2 no grupo paucibacilar antes da PQT, com corregao da

multicolinearidade (k=0,849).

Variaveis independentes Vias de associacao Estimador Estimativa VIF
Efeito direto sobre IL-2 Dol 0,1734448 3,96
. . Efeito indireto via VDR DPo2712 0,65481915 2,82
Catelicidina sérica . .
Efeito indireto via CAMP D03 Vi3 0,04181046 2,70
Efeito total ro1 0,88481243
Efeito direto sobre 1L-2 Po2 0,73893962 4,22
VDR Efeito indireto via catelicidina Poiti2 0,15370001 2,64
Efeito indireto via CAMP D03 123 0,04247974 2,79
Efeito total 702 0,99790849
Efeito direto sobre I1L-2 Po3 0,04750845 4,11
CAMP Efeito indireto via catelicidina PoiFi3 0,15264251 2,60
Efeito indireto via VDR Po2723 0,66072373 2,87
Efeito total 703 0,86491158
R%0,1234 0,9319
Efeito Residual (pg) 0,2608
k 0,0849

Nota: R%1234: Coeficiente de determinagio ajustado do conjunto de varidveis; k: 0,849; VIF: Fatores de inflagdo da
variancia, IL-2; 0 (variavel basica); 1: catelicidina sérica; 2: expressdo génica de VDR; 3: expressdo génica de
CAMP, Interpreta-se: poi (efeito direto da catelicidina sérica sobre a IL-2); pooria: efeito indireto da catelicidina
sérica via VDR sobre IL-2, obtido multiplicando-se o efeito direto de VDR sobre IL-2 (Py2) pela correlagdo entre
catelicidina sérica € VDR (r12); roi: correlagdo entre IL-2 e catelicidina sérica, Utiliza-se a mesma regra para as
demais combinagdes do modelo.

Fonte: dados da pesquisa.

Essas relagdes diretas e indiretas sobre os niveis séricos de IL-2 estdo representadas no

diagrama causal da Figura 9 para o grupo hanseniase paucibacilar antes do tratamento.

Expressao
génica de
CAMP

Expressao
génica de
VDR

Niveis séricos

de Catelicidina

Figura 9. Diagrama causal da andlise de trilha explorando como variavel dependente os niveis séricos de IL-2 sob
influéncia direta da expressdo génica de VDR e indireta de CAMP e catelicidina sérica para o grupo hanseniase

paucibacilar antes do tratamento PQT.
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Nota: interpreta-se: setas unidirecionais (—) direcionadas a variavel dependente (IL-2) e seus respectivos valores
sera igual ao efeito direto da variavel independente sobre a variavel dependente, e se a estimativa do efeito direto for
maior que a estimativa do efeito residual, ha relagdo causal, como pode ser notado nas setas indicadas entre
expressdo génica de VDR sobre IL-2, Os efeitos indiretos sdo apresentados pelas setas precedentes a variavel causal

direta, que nesse caso sdo a expressao génica de VDR e os niveis séricos de catelicidina.

A andlise das estimativas dos coeficientes de trilha na tabela 8, ressalta a importancia da
expressao dos genes de VDR (0,3055) e CAMP (0,3312) influenciando direta e indiretamente os
niveis séricos da citocina IL-17F, para o grupo de pessoas com hanseniase apds seis meses de

tratamento, com efeito residual de 0,1824. Os graficos de multicolinearidade estao apresentados

no Apéndice 4.

Tabela 8. Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (andalise de trilha) entre as variaveis
independentes VDR, CAMP e IL-21 sobre a varidvel dependente IL-17F no grupo paucibacilar

apos seis meses da PQT, com correcao da multicolinearidade (k=0,1002).

Variaveis independentes Vias de associacio Estimador Estimativa VIF
Efeito direto sobre IL-17F Poi 0,3055 7,462
VDR Efeito indireto via CAMP Po2712 0,3278 6,279
Efeito indireto via IL-21 Po3TI3 0,3302 6,588
Efeito total ro1 0,9943
Efeito direto sobre IL-17F o2 0,3312 7,758
CAMP Efeito indireto v%a RVD PoIri2 0,3024 6,0407
Efeito indireto via IL-21 P03 723 0,3316 6,644
Efeito total 702 0,9985
Efeito direto sobre IL-17F Do3 0,3321 8,066
L1 Efeito indireto via RVD Doiti3 0,3038 6,095
Efeito indireto via CAMP Do2123 0,3307 6,3904
Efeito total 703 1
R%0,1234 0,9667
Efeito Residual (pg) 0,1824
k 0,1002

Nota: R%) j»34: Coeficiente de determinagdo ajustado do conjunto de varidveis; k: 0,1002; VIF: Fatores de inflagdo da
variancia, IL-17F; 0 (variavel dependente); 1: expressdo génica de VDR; 2: expressdo génica de CAMP; 3: niveis
séricos de IL-21, Interpreta-se: po1 (efeito direto da expressdo génica de VDR sobre a IL-17F); pooriz: efeito indireto
da expressdo génica de VDR via CAMP sobre IL-17F, obtido multiplicando-se o efeito direto de CAMP sobre IL-
17F (Py2) pela correlagdo entre VDR e CAMP (r12); ro1: correlacdo entre VDR e IL-17F, Utiliza-se a mesma regra
para as demais combinac¢des do modelo.

Fonte: dados da pesquisa.

Na tabela 9 estdo indicadas as associacdes complementares da influéncia dos niveis
séricos de IL-6 (0,3524) e catelicidina (0,597) sobre a citocina IL-2, representado pelos valores

dos coeficientes maiores que o efeito residual do modelo (0,2411).
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Tabela 9. Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (analise de trilha) entre as variaveis
independentes IL-6 e catelicidina sobre a varidvel dependente IL-2 no grupo paucibacilar apos

seis meses da PQT, com corre¢do da multicolinearidade (k=0,084).

Variaveis independentes Vias de associacao Estimador Estimativa VIF
Efeito direto sobre IL-2 Dol 0,3524 7,275
1L-6 Efeito indireto via Catelicidina Do2712 0,5970 6,191
Efeito total ro1 0,979
Efeito direto sobre IL-2 Doz 0,5970 6,191
Catelicidina Efeito indireto via IL-6 DoiT12 0,3524 7,275
Efeito total 702 0,9996
R%0,1234 0,9418
Efeito Residual (pg) 0,2411
k 0,084

Nota: R%1234: Coeficiente de determinacio ajustado do conjunto de variaveis; k: 0,084; VIF: Fatores de inflagdo da
variancia, 1L-2; 0 (variavel dependente); 1: Niveis séricos de IL-6; 2: Niveis séricos de catelicidina, Interpreta-se:
poi (efeito direto de IL-6 sobre a IL-2); poorio: efeito indireto de IL-6 via catelicidina sobre IL-2, obtido
multiplicando-se o efeito direto de catelicidina sobre IL-2 (Py2) pela correlagdo entre IL-6 e catelicidina (r12); 1o1:
correlagdo entre IL-6 e IL-2, Utiliza-se a mesma regra para as demais combinag¢des do modelo.

Fonte: dados da pesquisa.

Essas relacdes diretas e indiretas sobre os niveis séricos de IL-2 e IL-17F estdo
representadas nos diagrama causais da Figura 10 para o grupo hanseniase paucibacilar apos seis
meses de tratamento PQT, destacando uma rede de intercomunicagdo imunoldgica um pouco

mais complexa e elaborada em comparacao ao grupo hanseniase sem tratamento.

Expressdo génica

e
de VDR
Q
*-ib_,-J
10,3278 L
0,3024 0,3038
0,5970 9 S

Expressao génica
de CAMP

0,3302 —
Niveis séricos de
Catelicidina

Figura 10. Diagrama causal da analise de trilha explorando como variaveis dependentes os niveis séricos de IL-2 e
IL-17F, sob influéncia direta da expressdo génica de VDR e CAMP, e niveis séricos de catelicidina, IL-6 e IL-21
para o grupo hanseniase paucibacilar apds seis meses do tratamento PQT.

Nota: interpreta-se: setas unidirecionais (—) direcionadas as varidveis dependentes (IL-2 e IL-17F) e seus
respectivos valores serd igual ao efeito direto da varidvel independente sobre a varidvel dependente, e se a
estimativa do efeito direto for maior que a estimativa do efeito residual, ha relagdo causal, como pode ser notado nas
setas indicadas entre expressdo de VDR ¢ CAMP sobre IL-17F; setas reversiveis («<>) e seus respectivos valores

representam a correlacdo de duas variaveis independentes; a combinacdo de setas bidirecionais e unidirecionais (—
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e ¢>), isto ¢, o produto de seus valores serd igual ao efeito indireto de uma determinada variavel independente,
atuando em conjunto com outra variavel independente e influenciando no desfecho da variavel principal, neste caso

as citocinas IL-2 e IL-17F.

Grupo multibacilar (MB) antes e apos seis meses de tratamento poliquimioterapico

Para o grupo multibacilar antes do tratamento, a analise das estimativas dos coeficientes
de trilha, apresentou efeitos diretos e indiretos da interrelagdo da expressao dos genes de VDR
(0,4573) e CAMP (0,4987) e desses, respectivamente, sobre os niveis séricos de IL-2 (0,5001;
0,4586), maior que o efeito residual de (0,2074), como apresentado na tabela 10.

Tabela 10. Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (analise de trilha) entre as variaveis
independentes VDR e CAMP sobre a variavel dependente IL-2, no grupo multibacilar sem

tratamento PQT, apds corre¢do da multicolinearidade (k=0,0849).

Variaveis independentes Vias de associacio Estimador Estimativa VIF
Efeito direto sobre IL-2 Poi 0,45859517 6,99
VDR Efeito indireto via CAMP Po2¥i2 0,49872415 5,90
Efeito total ror 0,99628703
Efeito direto sobre IL-2 o2 0,50010023 6,99
CAMP Efeito indireto via VDR PoIri2 0,4573333 5,90
Efeito total 702 0,999928
R20,1234 0,9569
Efeito Residual (pe) 0,2074
k 0,0849

Nota: R%) j534: Coeficiente de determinagdo ajustado do conjunto de variveis; k: 0,0849; VIF: Fatores de inflagdo da
variancia, [L-2; 0 (variavel dependente); 1: expressdo gé€nica de VDR; 2: expressdo génica de CAMP; 3: niveis
séricos de IL-2, Interpreta-se: po: (efeito direto da expressdo génica de VDR sobre a IL-2); pori2: efeito indireto da
expressdo génica de VDR via CAMP sobre IL-2, obtido multiplicando-se o efeito direto de CAMP sobre 1L-2 (Py»)
pela correlagdo entre VDR e CAMP (r12); ro1: correlagdo entre VDR e IL-2. Utiliza-se a mesma regra para as
demais combinagdes do modelo.

Fonte: dados da pesquisa.

A figura 11 esboca o diagrama causal com as relacdes diretas e indiretas da expressdo
génica de VDR e CAMP sobre os niveis séricos de IL-2 no grupo hanseniase multibacilar antes
do tratamento, destacando o importante papel na condugdo da resposta imune em pacientes que

ainda a estao modulando frente a infecc¢ao pelo bacilo.
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Figura 11. Diagrama causal da analise de trilha explorando como a variavel dependente o nivel sérico de IL-2, sob
influéncia direta da expressdo génica de VDR ¢ CAMP para o grupo hanseniase multibacilar antes da PQT.

Nota: interpreta-se: setas unidirecionais (—) direcionadas a variavel dependente (IL-2) e seus respectivos valores
sera igual ao efeito direto da variavel independente sobre a variavel dependente, e se a estimativa do efeito direto for
maior que a estimativa do efeito residual, ha relagdo causal, como pode ser notado nas setas indicadas entre
expressdo génica de VDR ¢ CAMP sobre IL-2; setas reversiveis («>) e seus respectivos valores representam a
correlag@o de duas variaveis independentes; a combinagdo de setas bidirecionais e unidirecionais (— e <), isto ¢, o
produto de seus valores serd igual ao efeito indireto de uma determinada variavel independente, atuando em
conjunto com outra variavel independente e influenciando no desfecho da variavel principal, neste caso a IL-2.

Fonte: dados da pesquisa.

Na tabela 11, estdo apresentadas as andlises das estimativas dos coeficientes de trilha,
com destaque para os efeitos diretos da expressao dos genes de VDR (0,4263), CAMP (0,2627)
e, IL-2 (0,4786) sobre os niveis séricos de IFN- y, maiores que o efeito residual de (0,2126).

Tabela 11. Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (analise de trilha) entre as variaveis
independentes VDR, CAMP e IL-2 sobre a varidavel dependente IFN- vy, no grupo multibacilar

apos seis meses de tratamento PQT.

Variaveis independentes Vias de associacio Estimador Estimativa
Efeito direto sobre IFN-y Po3 0,4263
VDR Efeito indireto via IL-2 Doi i3 0,2438
Efeito indireto via CAMP Do2¥23 0,1087

Efeito total 703 0,77880649
Efeito direto sobre IFN-y Doz 0,2627
CAMP Efeito indireto via IL-2 Doi¥i2 0,3321
Efeito indireto via VDR D03 123 0,1764

Efeito total 702 0,77115192
Efeito direto sobre IFN-y Dol 0,4786
L2 Efeito indireto via CAMP Do2712 0,1823
Efeito indireto via VDR D03 713 0,2172

Efeito total o1 0,87804246
R%0,1234 0,9548
Efeito Residual (pg) 0,2126

Nota: R%) 1234 Coeficiente de determinagdo ajustado do conjunto de variaveis, IFN-y; 0 (varidvel dependente); 1:
expressao génica de VDR; 2: expressdo génica de CAMP; 3: niveis séricos de IFN-y, Interpreta-se: po1 (efeito direto
da expressdo génica de VDR sobre IFN-y); poaria: efeito indireto da expressdo génica de VDR via IL-2 sobre IFN-y,
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obtido multiplicando-se o efeito direto de IL-2 sobre IFN-y (Pg2) pela correlagdo entre VDR e IL-2 (r12); ro1:
correlagdo entre VDR e IFN-y, Utiliza-se a mesma regra para as demais combinagdes do modelo.
Fonte: dados da pesquisa.

Na tabela 12, estdo apresentadas as analises das estimativas dos coeficientes de trilha,
com destaque para os efeitos diretos das citocinas do perfil Th17: IL-17A (0,6173) e IL-17F
(0,4265), e efeitos indiretos de IL-21 (0,5006) e IL-6 (0,3689), sobre os niveis séricos de 1L-2,

maior que o efeito residual de (0,1678).

Tabela 12. Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (analise de trilha) entre as variaveis
independentes IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-6 sobre a variavel dependente IL-2 no grupo

multibacilar apds seis meses de tratamento PQT.

Variaveis independentes Vias de associacio Estimador Estimativa
Efeito direto sobre IL-2 Poi 0,61738899
Efeito indireto via IL-17F Po2¥i2 0,41513013
IL-17A Efeito indireto via IL-21 Po3Ti3 0,41513013
Efeito indireto via IL-6 Po4Vi4 0,03740041
Efeito total ro1 0,97602383
Efeito direto sobre IL-2 Ppo2 0,42658686
Efeito indireto via IL-17A PoIri2 0,60080794
IL-17F Efeito indireto via IL-21 P03 123 -0,08817399
Efeito indireto via IL-6 PosTi4 0,03479003
Efeito total 702 0,97401083
Efeito direto sobre IL-2 Po3 -0,11578944
IL-21 Efeito indireto via IL-17A Po17i3 0,50065157
Efeito indireto via IL-17F Do2123 0,32484713
Efeito indireto via IL-6 DoaT14 0,02563394
Efeito total 703 0,73534321
Efeito direto sobre IL-2 Po3 0,06259094
-6 Efeito indireto via IL-17A Doi i3 0,36891278
Efeito indireto via IL-17F Do2123 0,23711048
Efeito indireto via IL-21 Do4T14 -0,04742124
Efeito total ¥03 0,62119296
R20,1234 0,9718
Efeito Residual (pg) 0,1678

Nota: R%)1234: Coeficiente de determinacio ajustado do conjunto de varidveis; VIF: Fatores de inflagio da variincia,
IL-2; 0 (variavel dependente); 1: Niveis séricos de IL-17A; 2: Niveis séricos de IL-17F; 3: Niveis séricos de IL-21;
4: Niveis séricos de IL-6, Interpreta-se: poi (efeito direto dos niveis séricos de IL-17A sobre a 1L-2); poori2: efeito
indireto Dos niveis séricos de IL-17A via IL-17F sobre IL-2, obtido multiplicando-se o efeito direto de IL-17F sobre
IL-2 (Po2) pela correlagdo entre IL-17A e IL-17F (r12); ro1: correlagdo entre IL-17A e IL-2, Utiliza-se a mesma regra
para as demais combinac¢des do modelo.

Fonte: dados da pesquisa.

Na tabela 13, estdo apresentadas as andlises das estimativas dos coeficientes de trilha,

com destaque para os efeitos diretos das citocinas IL-17F (0,4563) e IL-21 (0,6461), e efeitos
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indiretos de IL-17A (0,4441) e IL-6 (0,2537), sobre os niveis séricos de IFN-y, maior que o
efeito residual de (0,2393).

Tabela 13. Estimativas dos efeitos diretos e indiretos (analise de trilha) entre as variaveis
independentes IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-6 sobre a variavel dependente IFN-y no grupo

multibacilar apos seis meses de tratamento PQT.

Variaveis independentes Vias de associacio Estimador Estimativa
Efeito direto sobre IFN-y Poi -0,1907

Efeito indireto via IL-17F Do2¥i2 0,4441

IL-17A Efeito indireto via IL-21 Do3 Vi3 0,5239
Efeito indireto via IL-6 Po4T14 0,1191

Efeito total ror 0,89638852

Efeito direto sobre IFN-y Po2 0,4563

IL-17F Efe%to %nd%reto V%a IL-17A Poiti2 -0,1856
Efeito indireto via IL-21 P03 123 0,3475

Efeito indireto via IL-6 Po4T14 0,0816

Efeito total 702 0,87352722

Efeito direto sobre IFN-y Po3 0,6461

L1 Efeito indireto via IL-17A Poi Vi3 -0,1547
Efeito indireto via IL-17F Po2723 0,3475

Efeito indireto via IL-6 PosTi4 0,0816

Efeito total 703 0,92055595

Efeito direto sobre IFN-y Po3 0,1994

IL-6 Efeito indireto via IL-17A Po17i3 -0,114
Efeito indireto via IL-17F Po2723 0,2537

Efeito indireto via IL-21 PosTi4 0,2646

Efeito total 703 0,60363648

R20,1234 0,9427
Efeito Residual (pg) 0,2393

Nota: R%)234: Coeficiente de determinagio ajustado do conjunto de variaveis; VIF: Fatores de inflagdo da variancia,
IFN-y; 0 (variavel dependente); 1: Niveis séricos de IL-17A; 2: Niveis séricos de IL-17F; 3: Niveis séricos de IL-21;
4: Niveis séricos de IL-6, Interpreta-se: po. (efeito direto dos niveis séricos de IL-17F sobre a IFN-y); pori2: efeito
indireto dos niveis séricos de IL-17A via IL-17F sobre IFN-y, obtido multiplicando-se o efeito direto de IL-17F
sobre IFN-y (Pg,) pela correlagdo entre IL-17A e IL-17F (r12); 1o2: correlacdo entre IL-17F e IFN-y, Utiliza-se a
mesma regra para as demais combinagdes do modelo.

Fonte: dados da pesquisa.

A Figura 12 esboca o diagrama causal da rela¢do direta da expressdo dos genes VDR
(0,4263), CAMP (0,2627), IL-2 circulante (0,4786), IL-17F (0,4563) e IL-21 (0,66461) sobre a
citocina circulante IFN-y, assim como, outras associagdes indiretas como dos niveis séricos de
IL-17A (0,4441) e IL-6 (0,2646) sobre IL-17F. Destacam-se também, a relacdo direta entre as
citocinas IL-17A (0,6173) e IL-17F (0,4266), e indireta de IL-21 (0,5006) e IL-6 (0,3689) sobre
os niveis séricos de IL-2, sistematizando a combinagdo das interagdes entre os biomarcadores

para os pacientes multibacilares apos seis meses de tratamento.
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Figura 12. Diagrama causal da analise de trilha explorando como a variavel dependente o nivel sérico de IFN-y, sob

influéncia direta da expressdo génica de VDR e CAMP e das citocinas IL-17F e IL-21, assim como, para IL-2 sob a
influéncia direta de IL-17A e IL-17F, para o grupo hanseniase multibacilar apds seis meses da PQT.

Nota: interpreta-se: setas unidirecionais (—) direcionadas as variaveis dependentes (IL-2 e IFN-y) e seus respectivos
valores sera igual ao efeito direto da variavel independente sobre a variavel dependente, e se a estimativa do efeito
direto for maior que a estimativa do efeito residual, ha relagdo causal, como pode ser notado nas setas indicadas
entre expressdo de VDR e CAMP e, IL-17F e IL-21 sobre IFN-y; setas reversiveis («>) e seus respectivos valores
representam a correlacdo de duas variaveis independentes; a combinagdo de setas bidirecionais e unidirecionais (—
e <), isto €, o produto de seus valores sera igual ao efeito indireto de uma determinada variavel independente,
atuando em conjunto com outra variavel independente e influenciando no desfecho da variavel principal, neste caso

a IFN-y.
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Tabela 14. Estimativas dos efeitos diretos ¢ indiretos (analise de trilha) entre as variaveis
independentes IL-17F e expressdo génica de CAMP sobre a variavel dependente IFN-y no grupo

controle saudavel.

Variaveis independentes Vias de associacio Estimador Estimativa
Efeito direto sobre [FN-y Poi -0,239
IL-17F Efeito indireto via CAMP Po2¥i2 0,7756

Efeito total ro1 0,53665879
Efeito direto sobre IFN-y Po2 0,9883
CAMP Efeito indireto via IL-17 Doi¥i2 -0,1875

Efeito total 02 0,800771127
R%0,1234 0,6631
Efeito Residual (pg) 0,5803

Nota: R?% 1234: Coeficiente de determinagdo ajustado do conjunto de varidveis; IFN-y; 0 (variadvel dependente); 1:
Niveis séricos de IL-17F; 2: Expressdo génica de CAMP, Interpreta-se: po» (efeito direto dos niveis séricos de IL-
17F sobre a IFN-y, ndo relacionados); poriz: efeito indireto dos niveis séricos de IL-17F via CAMP sobre IFN-y,
Utiliza-se a mesma regra para as demais combinagdes do modelo.

Fonte: dados da pesquisa.

Para o grupo controle saudavel (Tabela 14), observa-se que, mesmo que a correlagdo
direta entre a expressdo génica de CAMP e indireta de IL-17F via CAMP sobre o IFN-y tenha se
configurado na andlise de trilha, essas relacdes ndo se apresentam como circunstancias

especificas de infec¢do quando comparadas as demais relagdes de causa-efeito evidenciadas

anteriormente nos grupos hanseniase antes ou apo6s seis meses de tratamento (Figura 13).

Expressiao 0.9883
de CAMP '
7y \
0,7756 IFN-’Y
)
IL-17F

Figura 13. Diagrama causal da analise de trilha explorando como a variavel dependente o nivel sérico de IFN-y, sob
influéncia direta da expressdo génica de CAMP e, indireta da citocina IL-17F para o grupo controle.

Nota: interpreta-se: setas unidirecionais (—) direcionadas a variavel dependente (IFN-y) e seu respectivo valor sera
igual ao efeito direto da variavel independente sobre a variavel dependente, e se a estimativa do efeito direto for
maior que a estimativa do efeito residual, ha relagdo causal, como pode ser notado nas setas indicadas entre

expressdo de CAMP e IL-17F sobre IFN-y.

Para o grupo contatos (Tabela 15), ndo foram observadas vias de associagdo para as
variaveis que se destacaram anteriormente na correlagdo de Pearson, pois, na analise de trilha, os
valores das estimativas foram menores que o valor do efeito residual (0,6554), ndo configurando,

portanto, relacdes de causa-efeito nesse grupo.
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Tabela 15. Estimativas dos efeitos diretos ¢ indiretos (analise de trilha) entre as variaveis

independentes expressdo génica de VDR, TNF-a e IL-21 sobre a variavel dependente IFN-y no

grupo contatos.

Variaveis independentes Vias de associacio Estimadores Estimativas

Efeito direto sobre IFN-y Poi 0,3727

Efeito indireto via TNF-a Do2712 -0,1153

VDR o .

Efeito indireto via IL-21 D03 713 0,4003

Efeito total ror 0,6578
Efeito direto sobre [FN-y po2 -0,1976

TNF-0 Efeito indireto via VDR PoiTi2 0,2174

Efeito indireto via IL-21 D03 123 0,479

Efeito total 02 0,4987

Efeito direto sobre IFN-y Po3 0,6076

L21 Efeito indireto via VDR Dol Vi3 0,2456

Efeito indireto via TNF-a Po2723 -0,1558

Efeito total 703 0,6973

R%0,1234 0,5703

Efeito Residual (pe) 0,6554

Nota: As estimativas de efeitos direto ou indireto foram menores que a estimativa do efeito residual, portanto, ndo

ha relagdo causal entre as variaveis testadas e nenhuma via de associagdo foi evidenciada para o grupo contatos.

Fonte: dados da pesquisa.
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7. DISCUSSAO

A forma de apresentacdo dos resultados desta tese ¢ uma tendéncia atual dos estudos
bioldgicos utilizando a andlise de trilha para o entendimento de vias metabolicas e imunologicas
relacionadas as doengas infecciosas. Nesse sentido, esta tese inclui analises estatisticas que
auxiliam a visualizagdo de interacdo entre marcadores bioldgicos envolvidos no processo
inflamatorio da hanseniase.

Nessa linha de investigacdo, um estudo recente correlacionou os antigenos de M. leprae
(LAM e PGL-1), o receptor Toll-like 2 da imunidade inata e a citocina IL-10 ao surgimento de
episodios reacionais em pessoas com hanseniase (Antunes et al., 2019). Nessa perspectiva, os
resultados obtidos nesta tese, evidenciam potenciais mecanismos imunologicos implicados nas
relagdes causais da andlise de trilha, entre as expressdes génicas do receptor de vitamina D e do
peptideo antimicrobiano catelicidina e os marcadores séricos: 25(OH)VDs, catelicidina, 1L-2,
IFN-y, IL-6, IL-17A, IL-17F e IL-21, antes e apds seis meses de tratamento para hanseniase.

Inicialmente, os resultados destacaram as fortes interagdes e a interdependéncia dos niveis
séricos de vitamina D e do peptideo antimicrobiano catelicidina para as pessoas com hanseniase
antes (r= 0,86), e mesmo apds seis meses de tratamento (r= 0,79), situagdo nao observada para os
individuos controles e contatos (Grafico 1C). Essa condicdo vem de encontro ao descrito
anteriormente para hanseniase e tuberculose, destacando a vitamina D como molécula
fundamental para ativa¢ao de vias antimicrobianas que envolvem importantes elementos como a
catelicidina nas doencas infecciosas (Dixon et al., 2012; Passos-Vazquez et al., 2014; Selvaraj,
2011; Zavala et al., 2018).

Nessa linha de investigagdao, Matzner e colaboradores (2011), avaliaram pessoas com
hanseniase no I€men, antes e apos tratamento, evidenciando como nesta tese, redugdo expressiva
de vitamina D e catelicidina nos doentes quando comparados ao grupo controle. Lyrio e
colaboradores (2015) estudaram a interacao in vitro de M. leprae com os queratinocitos humanos
e observaram que apds exposi¢ao a bactéria, as células aumentavam a expressao de catelicidina
no sitio da infec¢do. Esse mecanismo imunoldgico dependente de vitamina D, foi estudado por
Kim e colaboradores, demonstrando que a adicdo de 25(OH)VD; durante a diferenciacdo de
mondcitos em macrofagos induzida por IL-15, aumentou a expressao do peptideo antimicrobiano
catelicidina, melhorando assim, a resposta antimicrobiana contra o M. leprae.

Com relagdo a deficiéncia de vitamina D, espera-se que a maior prevaléncia ocorra em
paises cuja baixa incidéncia solar ao longo do ano seja mais comum, o que ndo ¢ o caso do
Brasil. No entanto, a hipovitaminose D foi evidenciada para a maioria dos individuos avaliados

neste estudo, mesmo para os pacientes que relataram trabalhar em profissdes com exposi¢ao
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solar didria (32,4%); condicdo necessaria para manter a sintese cutdnea da vitamina D. Além
disso, ¢ importante considerar que a deficiéncia de vitamina D ¢ fortemente influenciada pela cor
da pele que se constitui numa barreira natural a penetragdo menor da radiacdo UVB (Correia et
al., 2014; Kechichian e Ezzedine, 2018). Talvez este fato reflita uma condigdo importante a ser
considerada nos pacientes com hanseniase, j4& que neste estudo, quase 73% da populagdo se
autodeclarou afrodescendente.

Em seguida, ao analisar as citocinas séricas, foram observadas importantes interagdes entre
as interleucinas pro- e anti-inflamatoérias (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-13, IL-17A, IL-17F
e [L-21), para pacientes com hanseniase PB e MB, especialmente apds seis meses do tratamento.
Pressupdem-se que a coexisténcia entre a expressdao e a circulacdo de citocinas de diferentes
padrdes Thl, Th2 e Th17 (Graficos 3A-3F), revele a estratégia do organismo em se reorganizar
para melhorar a resposta de multiplicacdo, diferenciagdo, quimiotaxia e envolvimento de células
de defesa e seus componentes para o controle da infeccao pelo M. leprae (Chaves et al., 2018;
Geluk, 2018; Madan, Agarwal e Chander, 2011; Sadhu et al, 2016). A despeito dessas
evidéncias, as interacdes observadas sinalizam a modulagdo da resposta imunologica como uma
estrutura cooperativa na imunoprote¢ao, por muitas vezes no ambiente restrito de vitamina D, de
catelicidina e com a resposta imune inata ndo mais competente para eliminar o bacilo. Nesse
cenario, alguns estudos apontam para a influéncia dos medicamentos utilizados no tratamento da
hanseniase, assim como, o destaque para fatores nutricionais na manuten¢cdo do bom estado de
saude durante a evolucao da doenca (Cassirer-Costa et al., 2017; Feenstra et al., 2011; Jeffery et
al., 2009; Saini et al., 2017; Wagenaar et al., 2015).

Por outro lado, os resultados observados para os individuos do grupo controle sugerem
outras formas de correlagdo entre os biomarcadores, com destaque para a expressao de VDR ¢ os
niveis séricos de vitamina D e, da expressio de CAMP com as citocinas IL-17A e IL-17F
(Grafico 3E), sugerindo alguma forma de estado de alerta inicial da resposta imune. Da mesma
forma, outras modestas interagdes foram observadas no grupo de contatos como IL-6 e IL-13,
TNF-a-e IL-21, além da correlacdo forte entre a expressdo génica de CAMP e vitamina D sérica
(Grafico 3F). Neste grupo, considera-se que os achados sejam importantes sinais de controle
imunoldgico para individuos que estdo expostos ao M. leprae no ambiente familiar e que podem
alertar para o inicio de evidéncias de doenca. Nessa perspectiva, Cassirer-Costa e colaboradores
(2017) verificaram que pacientes multibacilares antes do tratamento ja exibiam niveis séricos
importantes de citocinas inflamatérias e regulatérias como TNF-o e IL-6 em relagdo aos
individuos, sugerindo que a avaliagdo dessas citocinas poderia auxiliar na identificacdo de novos

casos entre contatos, na classificacdo de novos pacientes e para monitoramento da doenca.
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Em consonancia com os demais resultados e objetivando esclarecer sobre a influéncia da
expressdo dos genes do receptor da vitamina D e do peptideo antimicrobiano catelicidina,
observou-se, para o grupo hanseniase, independentemente do tempo de tratamento, redugdes
significativas de 1 a 3 vezes (N-fold change) na expressio de ambos os genes quando
comparados aos individuos do grupo controle (Graficos 2A e 2B). Esses resultados refletem
observacdes anteriores que mostraram que em doengas infecciosas, como tuberculose e a
hanseniase, o componente genético, especialmente os polimorfismos, podem estar associados a
transcri¢do reduzida, por alterar a estabilidade do mRNA (Araujo et al, 2018), de genes de
citocinas, peptideos antimicrobianos e de importantes proteinas envolvidas no mecanismo de
modulagdo da resposta imune (Dixon et al., 2012; Kechichian e Ezzedine, 2018; Mandal et al.,
2015; Matzner et al., 2011).

Assim, acredita-se que a expressao reduzida dos genes VDR e CAMP, em pacientes com
hanseniase antes e apos seis meses de PQT, sugere evidéncias adicionais para a proposicao de
que os eventos imunologicos, anteriormente descritos nesta pesquisa, ndo ocorrem isoladamente
e podem ter forte implicagdo durante a progressao da doenca (Oca, 2011), sinalizando, portanto,
a protecdo ou a suscetibilidade a hanseniase. Considera-se que expressoes génicas reduzidas e as
fortes interacdes entre os marcadores sorologicos testados possam ter contribuido efetivamente
para que quase 50% dos pacientes desenvolvessem reacdes inflamatdrias hansénicas durante o
primeiro ano de tratamento. Expressdes reduzidas dos genes de VDR e CAMP, bem como
polimorfismos ligados a eles, foram também previamente descritos na infeccdo por M.
tuberculosis (Larcombe et al., 2012; Panda et al., 2019; Selvaraj et al., 2004; Yamshchikov et
al., 2010) e, pelo M. leprae (Araujo et al., 2018; Matzner et al., 2011; Neela et al., 2015;
Pepineli et al., 2019; Singh et al., 2018).

Diante desses resultados, uma analise de trilha fundamentada em regressao linear estimou
os efeitos diretos e indiretos das expressdes génicas de VDR ¢ CAMP sobre os niveis séricos de
vitamina D, catelicidina e de citocinas. Utilizando-se de correlagdes cruciais entre as variaveis
supracitadas e o peso de cada uma delas determinado pelos coeficientes de trilha nos grupos
hanseniase, controle e contatos, os resultados mais relevantes apresentados nos diagramas
causais, ressaltaram a influéncia da expressdo génica de VDR e CAMP sobre os niveis
circulantes de IL-2 antes do tratamento para ambos pacientes PB ¢ MB e, apds seis meses de
tratamento IL-17F sérica para PB e de IFN-y sérica para MB. Além disso, destaca-se a
associacdo entre IL-6, IL-17A, IL-17F e IL-21 induzindo a sintese de IL-2, para os pacientes
multibacilares apos seis meses de tratamento.

Anteriormente, Davidson e colaboradores (2007), destacaram a importancia da IL-2 para

a ativacdo e diferenciacdo de varios tipos de células imunes, como as células T, correlacionando
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seu potencial clinico com o aumento das respostas imunes a doencas infecciosas. Em pacientes
PB, a IL-2 ¢ particularmente importante porque faz a mediagdo de linfocitos TCD4" que, por
estimulagdo, se diferenciam em linfocitos Thl ou Th17 (Davidson et al., 2007; Geluk, 2018).
Além disso, essa citocina desempenha papel crucial na indugdo da expressao de FoxP3+ ¢ a
produgdo de células Tregs (Chaves et al., 2018), importantes elementos a serem considerados
para controle das exacerbacdes dos processos inflamatorios decorrentes da eliminagdo do bacilo
na hanseniase.

Entretanto, apds os seis meses de tratamento, a citocina IL-17F eleva-se como parte da
via imunologica regulada pela expressio de VDR e CAMP para os individuos paucibacilares.
Esses resultados estdo em consondncia com os que foram observados por Almeida-Neto e
colaboradores (2015), na hanseniase apoOs tratamento, demonstrando a mediacao
imunorreguladora das citocinas da células Thl7. Nesse contexto, o estudo de Sadhu e
colaboradores (2016) reportou que a citocina IL-17, e suas isoformas, estdo envolvidas em
processos de remodelamento e reparo tecidual, eventos importantes no processo de regeneracao
da hanseniase.

Contudo, altas concentragdes dessas citocinas também foram percebidas como sinal de
processos inflamatorios nas formas mais graves da doenga (Costa et al., 2018; Saini et al., 2017),
associadas a reagao hansénica do tipo 1 (Chaitanya et al., 2012), assim como, superexpressao em
lesdes de pele e culturas celulares induzidas pelo M. leprae de individuos na forma tuberculoide
(Saini, Ramesh e Nath, 2013). Entende-se, portanto, que a citocina IL-17F, induzida pela
expressao génica de VDR e CAMP, nos pacientes paucibacilares apds seis meses de tratamento,
esteja envolvida no processo de modificagdo da resposta imune, regulando e modificando o
ambiente inflamatorio desencadeado antes da PQT. Destaca-se, no entanto, que a interacao entre
IL-6 e catelicidina sérica induzindo a citocina IL-2, ainda reflita um ambiente carente do
controle da carga bacteriana, pois sabe-se que estas citocinas refletem um ambiente pro-
inflamatorio e propicio ao recrutamento de células de defesa para os locais de infec¢do (Cortela
et al., 2015, 2018).

De forma mais complexa, para os pacientes multibacilares apds seis meses de tratamento,
verificou-se que a provavel via imunoldgica envolvendo os niveis séricos de IFN-y, ¢ dependente
ndo sO da ativagdo dos genes do receptor da vitamina D e do peptideo antimicrobiano
catelicidina, mas também da combinacdo dos niveis séricos de IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-6,
assim como, a inducdo destas Ultimas sobre a IL-2. O IFN-y ¢ responsavel por induzir as células
Th2, Th17, Natural Killer, B assim como, os macrofagos, neutrofilos e eosindfilos (Wang et al.,
2013; Yang et al., 2012), e acredita-se que, de certa forma, a indug¢do desse mecanismo ¢

favorecida pela propria disseminacdo e viabilidade do M. leprae, bem como, pelo efeito de
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fragmentos dos bacilos que ainda permanecem no ambiente celular. Consequentemente, a
interacdo entre IL-2 e IFN-y parece ser o elo para manter a resposta inflamatdria dos pacientes
multibacilares, especialmente apos seis meses de tratamento. Dessa maneira, salienta-se a
importancia da manutencdo do tratamento poliquimioterapico por tempo superior a seis meses
para pacientes multibacilares para que o organismo consiga entdo, estabelecer a homeostase.

Em suma, a andlise de trilha permitiu enfatizar os fatores causais diretos ¢ indiretos entre
os genes VDR e CAMP sobre marcadores soroldégicos no processo de monitoramento e
estruturacdo da resposta imunologica frente ao bacilo, antes e apos seis meses de PQT. Esses
resultados alertam que seis meses de poliquimioterapia, possam nao ser suficientes para o
tratamento de pacientes MB e, que pacientes PB possam merecer vigilancia apos esse periodo,
pois, o padrdao de resposta imunologica ainda permanece transitorio. Evidencia-se com esse
trabalho, que a modulacao da resposta imune € induzida por mecanismos genéticos que podem
influenciar na grande variagdo no espectro imunoldgico na hanseniase. Contudo, os achados sdo
observacionais e, portanto, sdo necessarias investigacdes experimentais para elucidar o intrigante

mecanismo imunologico dependente de vitamina D na hanseniase.
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8. CONCLUSOES

O estudo em questdo contribuiu para identificar pela primeira vez, as relagdes de causa e
efeito envolvendo variaveis associadas a provavel via imunoldgica dependente da expressio
génica do receptor de vitamina D e do peptideo antimicrobiano catelicidina em pessoas com
hanseniase antes e apds seis meses de poliquimioterapia. A partir dos resultados obtidos conclui-
se que:

1. existiram fortes e estreitas correlagdes entre os niveis séricos de 25(OH) vitamina D3
e catelicidina tanto para pacientes paucibacilares como multibacilares em comparacdo aos
individuos dos grupos controle e contatos;

2. evidenciaram-se ricas € complexas correlagdes entre os niveis séricos de citocinas
dos perfis Thl, Th2 e Thl7 para pacientes paucibacilares e, mais intensamente para os
multibacilares antes e apos a poliquimioterapia;

3. verificaram-se expressdes reduzidas de VDR e CAMP para ambos pacientes
paucibacilares e multibacilares, independentemente do tempo de tratamento, € de contatos,
quando comparados aos individuos do grupo controle;

4. as relagdes causais envolvendo a expressdao génica de VDR e CAMP, destacaram
possiveis mecanismos imunologicos de indug¢do da citocina IL-2 antes do tratamento para
paucibacilares e multibacilares, e de citocinas do perfil Thl e Thl7 apds seis meses de
tratamento, na tentativa de eliminagao do bacilo e controle da hanseniase.

5. para o grupo controle, o efeito total das variaveis CAMP e IL-17F foi capaz de
induzir a citocina IFN-y, a indu¢do de estado de alerta imunoldgico como mecanismo de
imunoprote¢ao para esses individuos.

6. no grupo contatos, as discretas interagdes entre as citocinas inflamatérias e a
correlagdo forte entre a expressdo génica de CAMP e vitamina D sejam importantes sinais de
controle imunologico para individuos que estdo expostos ao M. leprae no ambiente familiar e
que podem alertar para o inicio de evidéncias sobre a doenga, mesmo que na analise de trilha ndo
fora evidenciada relacdo causal entre as variaveis testadas.

7. aferramenta de andlise de trilha apresentou-se estratégia tangivel de investigacdo das
relacdes de causais e de exposi¢cdo dos efeitos diretos e indiretos existentes entre a expressao dos
genes de VDR e CAMP e demais marcadores soroldgicos para o entendimento dos mecanismos

de resposta imunologica da hanseniase.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Na hanseniase, este ¢ um trabalho pioneiro que aplica analise de trilha ao estudo das inter-
relacdes entre as expressdes génicas do receptor de vitamina D e do peptideo antimicrobiano e
demais marcadores soroldgicos. Cientificamente, este estudo oferece robustas contribuigdes no
conhecimento da hanseniase, explorando a relagdo entre varios componentes da resposta imune e
a integracao entre eles. Metodologicamente, integra procedimentos padronizados de laboratério e
métodos estatisticos, como a analise de trilha, com o objetivo de discutir sobre as relagoes de
causa e efeito entre componentes da resposta imune e assim, compreender sobre 0s mecanismos
imunologicos envolvidos na doenga. Traz novas ideias que fornecem recursos sobre a evolugao
da doenca e identifica etapas limitantes nas vias investigadas, seja de padrdo genético ou
fenotipico.

Deste modo, tendo em vista os resultados obtidos nesta tese, € como sugestao do trabalho,
acredita-se que incorporar a suplementagao de vitamina D ao esquema terapéutico desde o inicio
do tratamento medicamentoso para pacientes com hanseniase, possa auxiliar na indugdo de vias
imunologicas por ativar o processo de transcricao dos genes do receptor de vitamina D e do
peptideo antimicrobiano catelicidina, bem como as que levam a sintese de citocinas de células
Thl, Th2 e Th17, moléculas que participam da ativagao de macrofagos, recrutamento de células
T, remodelagdo e reparo tecidual e, na produ¢dao de proteinas antimicrobianas, com vistas a

resolu¢ao da inflamacgao e cura na hanseniase.
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descontrolada do bacilo e, com isso, muitas lesdes e uma intensa infiliracdo da pele e nervos. A pele contem
macrofagos cheios de bacteria, poucos linfocitos T CD4+ e CD8+ e nao possui granulomas organizados;
além disso, o paciente possui altos titulos de anticorpos especificos contra antigenos do M. leprae, porém
esses anticorpos ndao conferem a protecao da doenca. Nesses pacientes, verifica-se, ainda, aumento dos
niveis de IgG e IgE e de linfocitos B no sangue periférico. A imunidade celular exerce papel chave, uma vez
que, ela protege contra a disseminacao do bacilo, como acontece na forma tuberculoide. Por razdes nao
entendidas, essa imunidade ndo somente ndo protege os individuos que desenvolvem a forma tuberculoide,
como € exacerbada e esta diretamente envolvida em causar a patologia do nervo e pele. Varios estudos
buscam compreender os mecanismos envolvidos no controle e/ou desenvolvimento das formas graves da
hanseniase, na tentativa de encontrarem marcadores de evolugdao da morbidade, prognéstico e resposta
terapéutica, permitindo, assim, a estratificacdo de risco, identificacdo de pacientes que devam ser
acompanhados e que meregcam tratamento de forma diferenciada. A seguinte hipotese sera investigada:
existe associacdo entre mecanismos imunolégicos com a expressao clinica, prognostico e resposta
terapéutica na hanseniase. O projeto apresentado refere-se ao estudo imunolégico de pacientes com
hanseniase do Servico de Dermatologia do Hospital Eduardo de Menezes da Fundacao Hospitalar do
Estado de Minas Gerais.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Caracterizar 05 mecanismos imunoldgicos de pacientes infectados pelo M. leprae e a sua correlacdo com a
expressao clinica, prognostico e resposta terapéutica da hanseniase.

Objetivos Secundarios:

a) |dentificar marcadores fenatipicos dos leucocitos do sangue periférico de pacientes com diferentes formas
da doencga;b) Avaliar a presenca de gquimiocinas e citocinas plasmaticas dos pacientes com diferentes
formas clinicas da hanseniase; c) Avaliar a presenca das células reguladoras CD4+CD25+ nas diferentes
formas clinicas da hanseniase;d) Avaliar a presenca de polimorfismo de genes associados a
imunorregulacdo e correlaciona-los com as formas clinicas da hanseniase; e) Avaliar a expressao génica de
moléculas de sinalizacao intracelular e fatores de transcricdo associados aos inflamassomos em células da
imunidade inata (neutréfilos e mondcitos/macrdfagos) dos pacientes com diferentes formas clinicas da
hanseniase; f) Avaliar a presenca de celulas e moléculas imunomoduladoras em fragmentos de pele dos
pacientes com diferentes formas clinicas da hanseniase; g)Avaliar a associacdo entre o indice
baciloscopico e a presenca de bacilos no exame histopatolégico em relacdo ao déficit do teste de
sensibilidade
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térmica em lesdes cutaneas,; h) Correlacionar o estado imunolégico com dados clinicos e laboratonais dos
pacientes com diferentes formas clinicas da hanseniase; i) Associar o padrdo imunologico do paciente com
o tempo da resposta terapéutica, evidenciado pela melhora das manifestagdes dermato neurclogicas, e o
ritmo de decaimento do indice baciloscdpico; J) Correlacionar a patogenia, expressao clinica e resposta
terapéutica dos surtos reacionais tipos 1 e 2 da hanseniase com o estado imunolégico do paciente.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

De acordo com o projeto a grande maioria dos pequenos pracedimentos de biopsia de pele sdo muito
seguros, tendo baixo risco de sangramento ou infecgdo no local da biopsia. Todos os pacientes serdo
orientados a procurar o nosso Servigo caso ocorra febre ou dor, edema, rubor ou sangramento no local da
bidpsia. A coleta de sangue sera realizada por profissional de Enfermagem altamente capacitado para a
execugao do procedimento. O rniscos sao minimos e incluem edema, dor e hematoma no local de puncgao.
Todos os pacientes serao orientados quanto as condutas a serem tomadas diante desses eventos adversos.
Beneficios:

O estudo contribuira para melhor entendimento da imunopatogenia da hanseniase. A melhor compreenséo
deste processo auxiliara no manejo e acompanhamento de novos casos de hanseniase, uma vez que
pacientes que apresentem fatores preditivos de incapacidade fisica poderdo ser acompanhados mais de
perto e serem orientados desde o inicio sobre medidas para prevencdo de incapacidades.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Para realizar a pesquisa serdo coletadas amostras 5 mL de sangue periferico em EDTA para realizacdo da
contagem global e diferencial de leucocitos. Para as demais avaliagdes serdo coletados 30 mL de sangue
periférico em tubos Vacutainer® Sodium Heparin. Os niveis de citocinas e quimiocinas plasmaticas serdo
quantificados utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array (CBA), conforme sugerido pelo fabricante.
Analise de marcadores de superficie e intracitoplasmaticos sera realizada por reagbes de
imunofluorescéncia através da citometria de fluxo. As moléculas de superficie a serem analisadas serdo:
CD4, CD8, CD14, CD80, CD86, CD28, CD25, PD-1, LAG-3, TIM-3, ICOS, CTLA-4, HLA-DR, CD27, CCR6
VPAC1 e VPAC2. As moléculas intracitoplasmaticas a serem analisadas serao: IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17,

1

IFN-gama, TGF-G, TNF-alfa. A bidpsia sera realizada pelos médicos do Ambulatdrio de Dermatologia
conforme rotina ja estabelecida no Servico. O procedimento & habitualmente realizado através de punch

descartavel
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de 3 mm de didametro, sob antissepsia e com anestesia local com lidocaina a 2%. A imunofluorescéncia
direta para os marcadores intra e extracelulares sera realizada utilizando-se cortes de 5 micrometros de
espessura em laminas siliconadas. Apos a realizagao dos cortes em criostato e montagem das laminas,
serao realizadas as reacdes de imunofluorescéncia. Em uma das laminas de cada paciente, serao
adicionados controles de isotipos para descartarmos a ocorréncia de marcagao inespecifica. As imagens
serdo obtidas por microscopia confocal. Os pacientes receberdo informagdes basicas sobre o procedimento
antes de seu inicio, sendo submetidos a demonstragdes preliminares, para familiarizagao com os estimulos
aplicados, em seguida realiza-se 0 exame na lesio suspeita e logo apos a pele contralateral. Pelo método
dos limites, ja configurado no equipamento permitindo determinar os limiares de sensibilidade térmica
através de um estimulo continuo e progressivo a partir da temperatura de base do aparelho, que é
interrompido quando o paciente anuncia sua percep¢do. Serdo utilizados os dados dos prontuarios e das
fichas de notificacdo/ investigacdo de Hanseniase do SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo). Serdo incluidos no estudo 300 pacientes de hanseniase diagnosticados e acompanhados no
Servico de Dermatologia do Hospital Eduardo de Menezes da Fundacgdo Hospitalar do Estado de Minas
Gerais, ou referenciados ao mesmo, no periodo compreendido entre 2013 e 2014.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Documentos apresentados: Projeto de Pesquisa; Folha de Rosto Assinada pelo Diretor da Faculdade de
Medicina da UFMG; Parecer Consubstanciado Aprovado pelo Programa de Pos-Graduacao da Infectologia
e Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG; Carta de Aprovagdo da Camara do Departamento
de Clinica Médica da Faculdade de Medicina da UFMG; Carta de Anuéncia do Hospital Eduardo Menezes;
Parecer Consubstanciado do Hospital Eduardo Menezes; Carta de Anuéncia do Nucleo de Ensino e
pesquisa do Hospital Eduardo de Menezes; Carta de Anuéncia do Centro de Pesquisa Pesquisa René
Rachou/FIOCRUZ; TCLE.

Entre os documentos apresentados consta aprovacdoe do Gomité de Etica do Hospital Eduardo de Menezes
20/02/2013 (CAAE. 09805912.5.0000.5149). Esta aprovacdo refere-se ao estudo de avaliacao de fatores
associados a incapacidade fisica em casos novos de hanseniase, notificados em servico de referéncia de
Belo Horizonte, no periodo de 2005-2010.

Consideractes sobre o TCLE: redigido em forma de convite, linguagem acessivel, explicita os objetivos e
procedimentos, garante confidencialidade dos dados, direito a recusa, descreve os possiveis riscos e
beneficios.
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Recomendagdes:
Observacao: O projeto descreve que serdao coletadas amostras de 5 mL de sangue periférico em tubos
contendo EDTA para realizacdo de contagem global e diferencial de leucocitos. Para as avaliacGes

imunclogicas, serao coletadas amostras de 30 mL de sangue periférico em tubos Vacutainer® Sodium

Heparina. No TCLE consta: Sera colhida uma pequena amostra de sangue (10 mL) em tubos estéreis.

Foi devidamente atendida a solicitagdo de que no TCLE conste que serao coletadas 35 mL de sangue para
as dosagens bioguimicas e imunolégicas. Informar no TCLE que serdo assinadas duas vias e gque uma
delas, ficara sera entregue ao voluntario da pesquisa.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Somos pela aprovacdo do projeto "Caracterizacdo dos mecanismos imunologicos de pacientes infectados
pelo Mycobacterium leprae e a sua correlagdo com a expressao clinica, prognostico e resposta terapéutica

da hanseniase" do pesquisador Manoel Otavio da Costa Rocha.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
Consideragdes Finais a critério do CEP:

Aprovado conforme parecer.

BELO HORIZONTE, 12 de Marco de 2014

Assinador por:

Maria Teresa Marques Amaral
(Coordenador)
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ANEXO D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para pessoas com hanseniase

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa

TITULO: “Caracterizaco dos mecanismos imunologicos de pacientes infectados
pelo Mycobacterium leprae e sua comrelacdo com a expressao clinica, prognostico e
resposta terapéutica da hanseniase”.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa clinica, e antes de
aceitar & necessario que vocé leia e compreenda a seguinte explicacdo sobre o que
se propde a ser feito. Esta declaracdo descreve o objetivo, procedimentos,
beneficios, riscos e desconfortos do estudo.

DESCRIGAO DO ESTUDO: Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa
cientifica como voluntario (vocé pode escolher se quer participar ou nao). Para isso,
devera ler este documento todo e perguntar aos pesquisadores tudo o que ndo
entendeu antes de aceitar participar da pesquisa.Esta pesquisa ira estudar a
Hanseniase, uma doenca que acomete pele e nervos e que pode causar grandes
deformidades. O objetivo da pesquisa & entender melhor essa doenca, podendo
ajudar na prevencao, no tratamento das deformidades provocadas pela doenca e
melhora da qualidade de vida do paciente. Sera colhida uma pequena amostra de
sangue (35 mL) em tubos estéreis para as dosagens bioquimicas e
imunclogicas. Os exames de sangue tém como proposito a realizacdo do
hemograma e caracterizagao das celulas de defesa do organismo para auxiliar no
entendimento dos mecanismos imunolégicos envolvidos na doenca.Se vocé
concordar em participar, vocé estara ajudando diversos pesquisadores a entender
melhor a hanseniase e como se pode melhorar seu tratamento e a cura dos
doentes. Assim, podera ajudar muitas pessoas que, como vocé, hoje estdo com
essa doenca ou que podem vir a ficar doentes no futuro Vocé ndo terad nenhuma
despesa e nem recebera pagamento nenhum para participar da pesquisa; a
qualquer momento, vocé podera desistir de fazer parte dela, sem qualquer prejuizo.

“Depois de ter lido este documento todo e ter resolvido minhas dividas com um dos
pesquisadores, eu declaro que concordo com seus temmos e aceito participar desta
pesquisa.”

O TCLE sera assinado em duas vias e uma delas, sera entregue ac voluntario
da pesquisa.



BENEFICIOS: Os participantes terfio seu estado imunologico avaliado através do
hemograma e de outros exames a serem realizados. Além disso, a participacao
nesse estudo podera contribuir para o conhecimenio dos mecanismos envolvidos na
Hanseniase, podendo colaborar para a melhoria do tratamento desta doenca. Os
resultados das avaliacdes clinicas e laboratoriais serdo forecidos e explicados para
cada participante do estudo, incluindo os individuos saudaveis que constituirdo o
grupo controle.

RISCOS EM POTENCIAL: Os riscos para os participantes sdo minimos. Existe a
possibilidade de ocomrer desconforto pela picada da agulha no momento da retirada
do sangue; no entanto, a coleta sera realizada por profissional enfermeiro treinado e
experiente, que podera auxiliar o participante no caso de ocorréncia de algum
desconforto.

PERMISSAQ PARA A REVISAO DOS DADOS (CONFIDENCIALIDADE): Todas as
informacdes, incluindo dados clinicos e de exames complementares coletados do
prontudrio do paciente e gerados por este estudo, serdo tratadas de modo
confidencial e sigiloso, ficando restrtas aos pesquisadores e ao participante, se
assim desejar.

CONFIDENCIALIDADE: Os resultados de seus exames serdo analisados em sigilo
até onde & permitide pela lei. No entanto, o pesquisador, supervisor da pesquisa e,
sob certas circunstancias, o Comité de Efica em Pesquisa da UFMG e do Centro de
Pesquisas Reneé Rachou (CPgRR) - FIOCRUZ, poderdo ter acesso aos dados
confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicagdo dos dados ndo o
identificara. Ao assinar este formulario de consentimento, vocé autoriza o
pesquisador a fornecer seus registros para o orientador e para o Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG e do CPgRR-FIOCRUZ.

DESLIGAMENTO: A sua participacdo neste estudo € voluntaria e sua recusa em
participar do estudo ndo acarretara penalidades ou perda de beneficios aos quais
vocé tem direito. Vocé podera cessar sua participagdo a qualguer momento, sem
prejuizo para a continuidade de seu acompanhamento.

EQUIPE RESPONSAVEL:

Coordenador: Prof. Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha (UFMG) — (31) 3409-9547
Coordenadora_supervisdo clinica: Dra. Sandra Lyon (Médica Coordenadora do
Servico de Dermatologia no Hospital Eduardo de Menezes)

Pos-doutoranda: Dra_Ana Thereza Chaves (UFMG/FIOCRUZ) _ (31) 3349-7778

Colaboradores:

Profa. Dra. Juliana de Assis Silva Gomes Estanislau (UFMG) —

(31) 3409-3006

Dra. Silvia Helena Lyon (Hospital Eduardo de Menezes)  (31) 9202-9920
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Dra. Ana Clatidia Lyon (Hospital Eduardo de Menezes)_ (31) 9113-7776
Giovane Rodrigo de Sousa — (31) 9208-1702

Se precisar de mais informacdes sobre o frabalho que estd sendo realizado, vocé
devera entrar em contato com Professor Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha no CTR-
DIP Orestes Diniz, as tercas e sextas feiras pela manha, ou pelo telefone (31) 3409-
5547. Caso tenha alguma duvida sobre os seus direitos como paciente de pesquisa,
informacfes podem ser obtidas no Comité de Etica em Pesquisa (COEP) na Av.
Anténio Carlos, 6627 Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005 Campus
Pampulha Belo Horizonte, MG - Brasil 31.270-901 ou pelo telefone (31) 3409 45592,
ou no Comité de Etica em Pesquisa do Cenfro de Pesquisas René Rachou
(FIOCRUZ) pelo telefone (31) 3349-7825. Casc haja necessidade, podera ser
solicitada copia do projeto.

CONSENTIMENTO: Com base no exposto, estou ciente gue a minha participacdo é
voluntaria e sera restrita 4 doacio de amostras de sangue. Tive a oportunidade de
fazer perguntas e todas as minhas dividas foram respondidas a contento. Fui
informado de que poderei, a qualquer momento, me retirar do projeto de pesquisa,
por qualquer motivo, sem que isso acarrete qualquer prejuizo ao prosseguimento de
meu acompanhamento médico no Ambulatério de Referéncia em doenca de Chagas
do CTR-DIP.

Belo Horizonte, de de

Ass._ do paciente ou responsavel:

Ass. da testemunha:

Ass. do orientando

Ass. do pesquisador responsavel (orientador)
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ANEXO E — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para contatos de casos-indice de

hanseniase

TITULO: “Avaliacdo de aspectos clinicos, epidemiolégicos e sociais em
contatos de casos-indice de hanseniase em um Centro de Referéncia em

Minas Gerais, Brasil”.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa clinica, e antes de
aceitar & necessario que voce leia e compreenda a seguinte explicacéo sobre o que
se propde a ser feito. Esta declaraco descreve o objetivo, procedimentos,
beneficios, riscos e desconfortos do estudo.

DESCRICAO DO ESTUDO: Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa
cientifica como voluntario (vocé pode escolher se quer participar ou n&o). Para 1ss0,
devera ler este documento todo e perguntar aos pesguisadores tudo o que néo
entendeu antes de aceitar participar da pesquisa.

Esta pesquisa ira estudar a hanseniase, uma doenca que acomete pele e nervos e
que pode causar grandes deformidades. O objetivo da pesquisa & entender melhor
essa doenca, podendo ajudar na no controle, prevencéo e, identificagdo precoce
bem como evitar as deformidades provocadas pela doencga. Para isso, sera
realizado o exame clinico e testes que auxiliam no monitoramento da doenca. Estes
testes sdo chamados ML Flow e Mitsuda, permitem avaliar condices imunologicas e
sé0 usados como exames complementares na detecgéo precoce de casos novos e
na confirmacéo diagnostica. Também sera colhida uma pequena amostra de sangue
(35 mL) em tubos estéreis para as dosagens biogquimicas e imunoldgicas.

Se vocé concordar em participar, vocé estara ajudando diversos pesquisadores a
entender melhor como diminuir a transmissédo a hanseniase. Assim, podera ajudar
muitas pessoas.

‘Vocé ndo tera nenhuma despesa & nem recebera pagamento nenhum para
participar da pesquisa; a qualguer momento, vocé podera desistir de fazer parte
dela, sem qualquer prejuizo.

“‘Depois de ter lido este documento todo e ter resolvido minhas duvidas com um dos
pesquisadores, eu declaro que concordo com seus termos e aceito participar desta
pesquisa.”

O TCLE sera assinado em duas vias e uma delas, sera entregue ao voluntario
da pesquisa.

BENEFICIOS: A participac&o nesse estudo podera contribuir para o conhecimento
dos mecanismos envolvidos na hanseniase, podendo colaborar para a prevencéo e
deteccdo precoce. Os resultados das avaliagdes clinicas, dos testes sorologicos e
cutdneos serdo fornecidos e explicados para cada participante do estudo, incluindo
os individuos saudaveis que constituirdo o grupo controle.



RISCOS EM POTENCIAL: Os riscos para os participantes sdo minimos. Existe a
possibilidade de ocorrer desconforto pela picada da agulha no momento da coleta de
sangue e no teste de Mitsuda; no entanto, a coleta sera realizada por profissional
enfermeiro treinado e experiente, que podera auxiliar o participante no caso de
ocorréncia de algum desconfarto.

PERMISSAO PARA A REVISAO DOS DADOS (CONFIDENCIALIDADE): Todas as
informacdes, incluindo dados clinicos e de exames complementares coletados do
prontuario do paciente e gerados por este estudo, serdo tratadas de modo
confidencial e sigiloso, ficando restritas aos pesquisadores e ao participante, se
assim desejar.

CONFIDENCIALIDADE: Os resultados de seus exames serfao analisados em sigilo
até onde & permitido pela lei. No entanto, o pesquisador, supervisor da pesquisa e,
sob certas circunstancias, o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG podera ter
acesso aos dados confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicacéo
dos dados néo o identificara. Ao assinar este formulario de consentimento, vocé
autoriza o pesquisador a fornecer seus registros para o orientador e para o Comité
de Etica em Pesquisa da UFMG.

DESLIGAMENTO: A sua participacéo neste estudo & voluntaria e sua recusa em
participar do estudo ndo acarretara penalidades ou perda de beneficios aos quais
vocé tem direito. Vocé poderd cessar sua participaco a qualquer momento, sem
prejuizo para a continuidade de seu acompanhamento.

EQUIPE RESPONSAVEL:

Coardenador: Prof. Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha (UFMG) — (31) 3409-9547
Coordenadora_superviséo clinica: Dra. Sandra Lyon (Medica Coordenadora do
Servigo de Dermatologia no Hospital Eduardo de Menezes)

Poas-doutoranda: Dra_Ana Thereza Chaves (UFMG/FIOCRUZ) _ (31) 3349-7778
Mestranda: Edilamar Silva de Alecrim (UFMG/Hospital Eduardo de Menezes) (31)
3328-5057

Se precisar de mais informag¢des sobre o trabalho que esta sendo realizado, vocé
devera entrar em contato com Professor Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha no CTR-
DIP Orestes Diniz, as tergas e sextas feiras pela manhé, ou pelo telefone (31) 3409-
9547 . Caso tenha alguma divida sobre os seus direitos como paciente de pesquisa,
informacdes podem ser obtidas no Comité de Etica em Pesquisa (Coep) na Av.
Antonio Carlos, 6627 Unidade Administrativa Il - 2 andar - Sala 2005 Campus
Pampulha Belo Horizonte, MG - Brasil 31.270-901 ou pelo telefone (31) 3409 4592
ou no Comité de Etica em pesquisa na Av Dr Cristiano Rezende, 2213, Bom
Sucesso Belo Horizonte, MG- Brasil. CEP 30.622-020 ou pelo telefone (31) 3328
5084 . Caso haja necessidade, podera ser solicitada copia do projeto.
CONSENTIMENTO: Com base no exposto, estou ciente que a minha participacéo é
voluntaria e sera restrita aos exames realizados no Ambulatario de Dermatologia do
Hospital Eduardo de Menezes.

Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas duvidas foram
respondidas a contento. Fui informado de que poderel, a qualquer momento, me
refirar do projeto de pesquisa, por qualquer motiva, sem que isso acarrete qualquer
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prejuizo ao prosseguimento de meu acompanhamento médico no Ambulatorio de
Referéncia em dermatologia sanitaria do Hospital Eduardo de Menezes.

Belo Horizonte, de de

Ass. do paciente ou responsavel:

Ass. do orientando:

Ass. do pesquisador responsavel (orientador):
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ANEXO F - Manuscrito: Vitamin D receptor expression and hepcidin levels in the

protection or severity of leprosy: a systematic review

e
s Institut Pasteur
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Vitamin D receptor expression and hepcidin levels in the protection
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12. APENDICES

APENDICE 1. Resultados de Ct (cicle treshold), ACt, 222t ¢ Logo obtidos pela expressio

génica de VDR e CAMP em RT-qPCR.

Grupo Controle - calibrador
- e vor cawe

Ct Ct P Logio Ct PIFARACl Logio

1 27,2273 28,2449 2,9807 0,4743 29,03379 2,24984 0,35215
2 34,6686 36,8499 1,3305 0,1240 40,00000 0,19546 -0,70894
3 30,8455 33,5688 0,9138 -0,0391 32,30500 2,86153 0,45660
4 27,2273 30,2372 0,7492 -0,1254 29,60742 1,51172 0,17947
5 35,5026 38,5879 0,7110 -0,1481 37,68305 1,73611 0,23958
6 27,2273 29,2883 1,4462 0,1602 30,84546 0,64090 -0,19321
7 27,2273 28,6657 2,2267 0,3477 29,30500 1,86427 0,27051
8 30,8455 32,1367 2,4658 0,3920 34,68305 0,55047 -0,25927
9 32,7917 37,4190 0,2442 -0,6123 36,68305 0,53035 -0,27543
10 35,5026 40,0000 0,2672 -0,5732 38,68305 0,86805 -0,06145

Média 30,90655479 33,49984 1,0000 0 33,8829 1,0000 0

Sendo, Logo1=0
Grupo HANS PB/MB antes do tratamento
o | vor caur
clinicas Ct Ct 2-8ACt Loguo Ct 2-ACt Logi

DT 23,463 35,858 0,00112 -2,95042 31,988 0,02136 -1,67030
A% 25,883 33,939 0,02268 -1,64431 33,188 0,04978 -1,30295
A% 21,852 31,217 0,00916 -2,03833 32,2 0,00604 -2,21905
A% 24,109 34,410 0,00478 -2,32037 35,091 0,00389 -2,41004
DD 20,777 29,797 0,01162 -1,93463 29,008 0,02619 -1,58187
DT 21,375 32,986 0,00193 -2,71456 34,066 0,00119 -2,92442
DT 26,544 35,782 0,00999 -2,00035 36,657 0,00711 -2,14842
TT 22,406 35,547 0,00067 -3,17538 34,371 0,00197 -2,70598
DD 27,176 37,206 0,00577 -2,23881 33,908 0,07402 -1,13067
DV 37,124 37,802 3,77106 0,57646 40 1,07208 0,03023
TT 23,329 33,207 0,00641 -2,19293 33,156 0,00867 -2,06207
DT 21,898 32,602 0,00362 -2,44151 34,976 0,00091 -3,04093
DT 24,568 34,519 0,00609 221512 33,51 0,01600 -1,79595
DT 23,063 32,634 0,00793 -2,10059 32,006 0,01598 -1,79633
DD 25,080 29,759 0,23551 -0,62799 31,304 0,10526 -0,97776
DD 21,992 31,766 0,00689 -2,16161 32,871 0,00418 -2,37893
DD 35,958 37,139 2,66224 0,42525 37,653 2,43075 0,38574
DT 31,484 34,762 0,62194 -0,20625 33,139 2,49836 0,39765
DT 24,579 34,429 0,00654 -2,18429 31,442 0,06761 -1,17002
TT 25,317 34,260 0,01226 -1,91143 35,751 0,00569 -2,24497
DD 23,914 32,033 0,02171 -1,66336 29,315 0,18618 -0,73006
DD 21,919 31,116 0,01028 -1,98790 30,139 0,02639 -1,57857
DV 21,103 30,994 0,00635 -2,19692 31,435 0,00611 -2,21426
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\AY 28,524 35,973 0,03454 -1,46172 40 0,00276 -2,55876
Vv 29,948 34,638 0,23372 -0,63130 36,523 0,08252 -1,08343
DT 22,954 30,277 0,03769 -1,42377 27,723 0,28869 -0,53957
DD 26,180 31,886 0,11567 -0,93678 33,014 0,06898 -1,16128
DT 23,485 32,193 0,01442 -1,84093 31,456 0,03135 -1,50374
TT 23,399 32,405 0,01174 -1,93042 32,217 0,01744 -1,75852
DD 22,227 32,788 0,00400 -2,39846 39,129 0,00006 -4,19196
DT 26,206 35,500 0,00962 -2,01689 36,546 0,00607 -2,21660
TT 27,982 31,400 0,56475 -0,24815 31,873 0,53061 -0,27523
TT 21,762 30,371 0,01546 -1,81092 29,776 0,03043 -1,51666
Grupo HANS PB/MB apés seis meses de tratamento

e vor canr

clinicas Ct Ct 2-AACt Logo Ct 2-AACt Logio
DT 37,043 40,000 0,777 0,109 40,000 1,014 -0,006
\AY 29,981 35,122 0,171 0,767 40,000 0,008 2,120
T 31,650 34,679 0,739 0,131 40,000 0,024 1,618
DD 35,801 37,324 2,100 -0,322 40,000 0,428 0,368
TT 30,188 39,566 0,009 2,042 40,000 0,009 2,058
DT 39,566 40,000 4,466 -0,650 40,000 5,824 -0,765
DT 37,238 40,000 0,890 0,051 40,000 1,160 -0,064
DT 32,341 40,000 0,030 1,525 40,000 0,039 1,410
DD 35,567 40,000 0,279 0,554 40,000 0,364 0,438
DD 28,428 37,002 0,016 1,800 33,880 0,180 0,745
DD 30,244 33,650 0,570 0,244 38,115 0,034 1,473
DT 30,314 35,067 0,224 0,650 38,401 0,029 1,539
DD 34,156 38,062 0,403 0,395 40,000 0,137 0,863
DbV 32,739 40,000 0,039 1,405 40,000 0,051 1,290
v 33,890 34,925 2,946 -0,469 40,000 0,114 0,943
DV 31,658 35,950 0,308 0,511 40,000 0,024 1,615
DT 29,619 35,345 0,114 0,943 40,000 0,006 2,229
DD 29,359 34,997 0,121 0,917 35,197 0,138 0,861
DD 32,017 37,183 0,168 0,774 39,251 0,052 1,282
DD 32,341 40,000 0,030 1,525 40,000 0,039 1,410
DT 24,025 30,805 0,055 1,260 32,877 0,017 1,769
DD 25,505 30,864 0,147 0,833 30,128 0,319 0,496
DT 22,814 30,477 0,030 1,526 31,254 0,023 1,645
T 24,171 31,110 0,049 1,308 30,984 0,070 1,155
DD 22,952 30,205 0,040 1,403 30,127 0,054 1,264
T 22,144 29,721 0,032 1,500 29,156 0,061 1,215
DD 24,114 33,214 0,011 1,959 32,096 0,031 1,507
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p-microglobulina

N (normalizador) VDR CAMP

Ct Ct PR Logio Ct DAL Logio
Cl 23,797 40,000 0,000 4,097 31,851 0,030 1,529
c2 22,845 30,910 0,023 1,647 30,518 0,039 1,414
C3 24,559 35,356 0,003 2,469 35,187 0,005 2,303
C4 25,224 35,638 0,004 2,354 32,295 0,059 1,233
Cs 32,790 39,774 0,048 1,322 40,000 0,053 1,275
Co 21,396 33,199 0,002 2,772 29,187 0,036 1,450
c7 26,320 33,499 0,042 1,381 32,114 0,142 0,848
C8 25,837 32,640 0,054 1,267 36,726 0,004 2,382
9 20,657 28,848 0,021 1,685 31,528 0,004 2,377
Cl10 25,215 32,382 0,042 1,377 33,524 0,025 1,605
Cll 20,212 27,062 0,052 1,281 40,000 0,000 5,061
Cl2 22,454 37,036 0,000 3,609 35,263 0,001 2,960
Cl13 19,102 28,472 0,009 2,040 28,327 0,013 1,881
Cl4 29,721 31,173 2,207 -0,344 40,000 0,006 2,198
Cl15 22,173 29,102 0,050 1,305 33,320 0,003 2,460
Cle 22,741 33,139 0,004 2,349 30,427 0,038 1,418
C17 24,336 28,757 0,282 0,550 40,000 0,000 3,819
Cl8 25,047 37,158 0,001 2,865 40,000 0,000 3,605
C20 26,826 34,956 0,022 1,667 40,000 0,001 3,070
C21 24,661 33,694 0,012 1,939 34,562 0,008 2,084
C22 27,211 34,202 0,047 1,324 35,262 0,030 1,528
C23 22,733 33,758 0,003 2,538 40,000 0,000 4,302
C24 30,095 40,000 0,006 2,201 40,000 0,008 2,086
C25 28,623 40,000 0,002 2,644 38,597 0,008 2,107
C26 30,531 40,000 0,009 2,070 34,029 0,697 0,157
C29 29,806 32,383 1,011 -0,005 40,000 0,007 2,173
C30 22,070 28,234 0,084 1,075 28,171 0,115 0,940
C32 24,897 33,025 0,022 1,666 31,635 0,074 1,133
C34 31,185 40,000 0,013 1,873 40,000 0,017 1,758
C35 23,244 33,061 0,007 2,174 31,754 0,022 1,666
C37 24,661 32,490 0,027 1,576 34,867 0,007 2,176
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APENDICE 2. Consolidado da anilise estatistica dos resultados de leitura dos marcadores
sorologicos dos grupos de individuos controles, hanseniase antes e apods seis meses de
tratamento poliquimioterapico e contatos atendidos no Hospital Eduardo de

Menezes/ FHEMIG, entre os anos 2014 e 2016.

*Para as varidveis com valor-p < 0.05, fazer comparagdo entre pares de grupos

Variable GRUPO N N* Mean StDev Minimum Q1 Median Q3 Maximum
IL-13 CONTATO 25 0 2.198 0.640 2.070 2.070 2.070 2.070 5.270
CONTROL 18 0 3.55 4.81 2.07 2.07 2.07 2.07 21.61
HANSO 15 0 34.3 68.0 2.1 2.1 2.1 5.0 207.4
HANS6 19 0 11.07 22.28 2.07 2.07 2.07 12.50 96.67
Kruskal-Wallis Test on IL-13
H =13.35 DF =3 P = 0.004
(adjusted for ties) 200 *
GRUPO N Median Ave Rank Z *
CONTATO 25 2.070 31.9 -1.93 150
CONTROL 18 2.070 34.9 -0.89
HANSO 15 2.070 48.4 1.81 -
HANS6 19 2.070 44.8 1.30 T 100 M R
50
) *
x mm
o ko —_—
CONTATO CONTROL HANSO HANS6
GRUPO

IL-2 CONTATO 25 0 17.390 0.000000 17.390 17.390 17.390 17.390 17.390
CONTROL 18 0 17.390 0.000000 17.390 17.390 17.390 17.390 17.390
HANSO 15 0 16.54 4.73 0.00 17.39 17.39 17.39 22.04
HANS6 19 0 19.16 5.38 17.39 17.39 17.39 17.39 36.81
Kruskal-Wallis Test on IL-2
H = 3.18 DF =3 P = 0.365 40
(adjusted for ties) %
30 *
N 20 *
= . . . .
10
o *
CONTATO CONTROL HANSO HANS6
GRUPO
IFN-y CONTATO 25 0 4.51 6.74 1.88 1.88 1.88 4.66 33.36
CONTROL 18 0 5.83 6.09 1.88 1.88 2.44 8.50 21.31
HANSO 15 0 27.3 51.1 0.0 1.9 2.4 20.6 187.8
HANS6 19 0 8.61 15.72 1.88 1.88 1.88 3.48 65.49
Kruskal-Wallis Test on IFN-g
H=2.48 DF =3 P = 0.479 200
(adjusted for ties) *
150
>
> 100
=

CONTATO CCONTROL HANSO HANS6
GRUPO




IL-6 CONTATO 25 0 5.80 8.91 2.06 2.06 2.06 7.08 43.01
CONTROL 18 0 15.78 22.40 2.06 2.06 3.41 21.24 60.92
HANSO 15 0 32.7 38.8 2.1 2.1 21.6 45.2 121.1
HANS6 19 0 9.70 12.11 2.06 2.06 3.24 11.12 45.76
Kruskal-Wallis Test on IL-6
H=10.63 DF =3 P = 0.014
(adjusted for ties) 120 :
GRUPO N Median Ave Rank b4 100
CONTATO 25 2.060 29.2 -2.65
CONTROL 18 3.405 40.9 0.42 80
HANSO 15 21.570 51.2 2.36 ©
HANS6 19 3.240 40.3 0.30 4 60 %
Overall 77 39.0 "
M *
40
*
|
CONTATO CONTROL HANSO HANS6
GRUPO
TNF-o CONTATO 25 0 4.227 3.803 2.170 2.170 2.170 7.230 17.240
CONTROL 18 0 8.19 7.50 2.17 2.24 4.36 12.73 25.34
HANSO 15 0 21.17 31.88 2.17 5.47 12.21 21.70 130.44
HANS6 19 0 13.23 22.76 2.17 2.17 5.16 12.55 97.15
Kruskal-Wallis Test on TNF-a
H=17.15 DF =3 P = 0.001 140
(adjusted for ties) *
120
GRUPO N Median Ave Rank A
CONTATO 25 2.170 25.8 -3.59 D *
CONTROL 18 4.355 42.1 0.67
HANSO 15 12.210 54.4  2.96 o @
HANS6 19 5.160 41.3 0.51 Z
Overall 77 39.0 e
*
40
,| = g
CONTATO CONTROL HANSO HANS6
GRUPO
IL-17F CONTATO 25 0 16.72 26.04 9.83 9.83 9.83 9.83 137.83
CONTROL 18 0 51.1 82.0 9.8 9.8 9.8 47.0 311.7
HANSO 15 0 67.1 84.1 9.8 9.8 20.4 124.0 308.4
HANS6 19 0 25.0 44.4 9.8 9.8 9.8 9.9 201.6
Kruskal-Wallis Test on IL-17F
350
H=11.59 DF =3 P = 0.009
(adjusted for ties) 300 * *
GRUPO N Median Ave Rank A 250
CONTATO 25 9.830 31.0 -2.18
CONTROL 18 9.830 43.6 0.99 :20" % *
HANSO 15 20.430 50.3 2.17 5
HANS6 19 9.830 36.3 -0.60 = D .
Overall 77 39.0 *
100
50 . M
M
0 N
CONTATO CONTROL HANSO HANS6
GRUPO
IL-17A CONTATO 25 0 22.53 40.40 3.37 3.37 6.59 26.38 170.91
CONTROL 18 0 40.2 50.1 3.4 9.7 19.6 52.1 191.5
HANSO 15 0 49.3 63.9 3.4 14.8 28.3 63.2 256.9
HANS6 19 0 29.6 47.1 3.4 3.4 21.1 32.3 212.3
Kruskal-Wallis Test on IL-17A
H=28.40 DF =3 P = 0.038
(adjusted for ties 250 *
GRUPO N Median Ave Rank Z o0 *
CONTATO 25 6.590 30.0 -2.44 *
CONTROL 18 19.600 44.6 1.22 *
HANSO 15 28.320 49.1 1.94 < M
HANS6 19 21.150 37.6 -0.32 5 *
Overall 77 39.0 -

L

=

CONTATO

CCONTROL HANSO HANSG
GRUPO
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IL-21 CONTATO 25 0 6.97 9.22 2.07 2.07 2.07 9.57 31.19
CONTROL 18 0 17.36 20.27 2.07 2.07 2.07 39.26 55.31
HANSO 15 0 42.3 62.8 2.1 2.1 15.4 65.5 240.3
HANS6 19 0 18.47 26.24 2.07 2.07 2.07 30.36 84.40
Kruskal-Wallis Test on IL-21
H=6.86 DF =3 250 .
(adjusted for ties)
GRUPO N Median Ave Rank 7 20
CONTATO 25 2.070 31.5 -2.03
CONTROL 18 2.070 39.9 0.19 150
HANSO 15 15.360 47.8 1.70 -
HANS6 19 2.070 41.1 0.46 Z
Overall 77 39.0 100
X
50
. W =
o =
CONTATO CONTROL HANSO HANS6
GRUPO
IL-4 CONTATO 25 0 4.5100 0.000000 4.5100 4.5100 4.5100 4.5100 4.5100
CONTROL 18 0 4.994 2.008 4.510 4.510 4.510 4.510 13.040
HANSO 15 0 8.84 12.96 0.00 4.51 4.51 4.51 51.70
HANS6 19 0 11.99 19.56 4.51 4.51 4.51 4.51 78.60
Kruskal-Wallis Test on IL-4
80 *
H=4.49 DF =3 P =0.213
(adjusted for ties) w
60
50 * *
Y
=2
30
*
20 *
%
10 *
x
N ———
0 *
CONTATO CONTROL HANSO HANS6
GRUPO
CATELICIDINA CONTATO 8 17 1615 557 681 1071 1773 1945 2322
CONTROL 8 10 1462 709 664 756 1399 2180 2490
HANSO 12 3 867 669 417 455 589 972 2790
HANS6 11 8 688 354 285 362 645 1005 1356
Kruskal-Wallis Test on CATELICIDINA
H =13.14 DF =3 P = 0.004 3000
*
GRUPO N Median Ave Rank Z 2500
CONTATO 8 1772.8 29.1 2.54
CONTROL 8 1399.1 26.4 1.77
HANSO 12 589.3 16.0 -1.46 <
HANS6 11 644.6 13.1 -2.37 a8
Overall 39 20.0 Y 1500
5
© 1000
500
0
CONTATO CONTROL HANSO HANS6

GRUPO
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APENDICE 3. Matrizes das correlacées de Pearson para os grupos hanseniase paucibacilar

e multibacilar antes e apos seis meses de tratamento, grupos controles e contatos.

1. Matriz de correlagdo de Pearson para o grupo hanseniase paucibacilar antes do tratamento.

PB tempo 0 (Correlaciio de Pearson) - dados Normalizados

IFN-g | TNF-a | IL-4 IL-6 | IL-13 | IL-17A | IL-17F | IL-21 | Catelicidina | Vit D serica | VDR | CAMP | IL-2
IFN-g 0,0000 | -0,1051 | 0,9312 | -0,2987 | -0,2390 | 0,8470 | -0,1836 | -0,2958 | -0,2218 04882 | -0,2767 | -0,2229 | -0,2267
TNF-a -0,1051 | 0,0000 | -0,0466 | 0,0464 | -0,2556 | 0,1784 | -0,3409 | 0,5158 | 0,329 -0,6667 | 0,2352 | 02105 | 0,2633
IL-4 0,9312 | -0,0466 | 0,0000 |-0,4426 | -03618 | 0,9122 | -0,3029 | -0,3996 |  -0,2557 -0,2830 | -0,1385 | -0,1657 | -0,1036
IL-6 -0,2987 | 0,0464 | -0,4426 | 0,0000 | 0,8953 | -0,1329 | 0,2383 | 0,8246 | -0,1190 04476 | -0,2638 | -0,3702 | -0,2307
IL-13 -0,2390 | -0,2556 | -0,3618 | 0,8953 | 0,0000 | -0,1820 | 0,1508 | 0,5266 | -0,1288 -0,3360 | -0,1281 | -0,1782 | -0,1181
IL-17A 0,8470 | 0,1784 | 0,9122 | -0,1329 | -0,1820 | 0,0000 | -0,2123 | -0,0284 | -0,3287 -0,5017 | -0,2372 | -0,3447 | -0,1931
IL-17F -0,1836 | -0,3409 | -0,3029 | 0,2383 | 0,1508 | -0,2123 | 0,0000 | 0,0302 | -0,1072 -0,3282 | -0,2689 | -0,3208 | -0,2869
1L-21 -0,2958 | 0,5158 | -0,3996 | 0,8246 | 0,5266 | -0,0284 | 0,0302 | 0,0000 | -0,1232 04984 | -0,3648 | -0,4407 | -0,2980
Catelicidina | -0,2218 | 0,3299 | -0,2557 | -0,1190 | -0,1288 | -0,3287 | -0,1072 | -0,1232 |  0,0000 -0,3853 | 0,8862 | 0,8801 | 0,8848
Vit D serica | -0,4882 | -0,6667 | -0,2830 | -0,4476 | -0,3360 | -0,5017 | -0,3282 | -0,4984 |  -0,3853 0,0000 | -0,0285 | 0,0335
VDR 02767 | 02352 | -0,1385 | -0,2638 | -0,1281 | -0,2372 | -0,2689 | -0,3648 |  0,8862 -0,0285 | 0,0000 | 0,8942 | 0,9979
CAMP 20,2229 | 02105 | -0,1657 | -0,3702 | -0,1782 | -0,3447 | -0,3208 | -0,4407 |  0,8801 0,0335 | 0,8942 | 0,0000 | 0,8649
L2 02267 | 02633 | -0,1036 | -0,2307 | -0,1181 | -0,1931 | -0,2869 | -0,2980 |  0,8848 0,9979 | 0,8649 | 0,0000
p valores
IFN-g | TNF-a | IL4 IL-6 | IL-13 | IL-17A | IL-17F | IL-21 | Catelicidina | Vit D serica | VDR | CAMP | IL-2
IFN-g 0,8043 | 0,000772 | 0,4723 | 0,5686 | 0,0080 | 0,6634 | 0,4769 |  0,6326 03259 | 0,5480 | 0,6310 | 0,5893
TNF-a 0,8043 0,912745 | 09131 | 0,5413 | 0,6726 | 04086 | 0,1907 |  0,4699 0,1481 | 0,6117 | 0,6505 | 0,5287
IL-4 0,008 | 0,9127 02721 | 03785 | 0,0016 | 04659 | 03267 |  0,5800 0,5869 | 0,7670 | 0,7225 | 0,8072
IL-6 04723 | 09131 | 0,272096 0,0026 | 0,7537 | 0,5699 | 0,0118 |  0,7994 03734 | 0,5676 | 04137 | 0,5826
IL-13 0,5686 | 0,5413 | 0,378499 | 0,0026 0,6661 | 0,7215 | 0,1800 |  0,7832 0,5150 | 0,7844 | 0,7022 | 0,7806
IL-17A 0,0080 | 0,6726 | 0,001585 | 0,7537 | 0,6661 0,6138 | 09468 | 04717 03106 | 0,6085 | 04489 | 0,6468
IL-17F 0,6634 | 0,4086 | 0465880 | 0,5699 | 0,7215 | 0,6138 09434 | 08190 0,5254 | 0,5598 | 0,4830 | 0,4908
IL-21 04769 | 0,1907 | 0326701 | 0,0118 | 0,1800 | 0,9468 | 0,9434 0,7924 03143 | 04211 | 03223 | 0,4734
Catelicidina |  0,6326 | 0,4699 | 0,580015 | 0,7994 | 0,7832 | 0,4717 | 0,8190 | 0,7924 0,5219 | 0,0187 | 0,0207 | 0,0081
Vit Dserica | 03259 | 0,1481 | 0,586855 | 0,3734 | 0,5150 | 0,3106 | 0,5254 | 03143 |  0,5219 09637 | 09574
VDR 0,5480 | 0,6117 | 0,767050 | 0,5676 | 0,7844 | 0,6085 | 0,5598 | 0,4211 |  0,0187 0,9637 0,0066 | 0,0000
CAMP 0,6310 | 0,6505 | 0,722472 | 04137 | 0,7022 | 0,4489 | 0,4830 | 03223 |  0,0207 09574 | 0,0066 0,0120
IL-2 0,5893 | 0,5287 | 0,807163 | 0,5826 | 0,7806 | 0,6468 | 0,4908 | 0,4734 |  0,0081 0,0000 | 0,0120
2. Matriz de correlagdo de Pearson para o grupo hanseniase paucibacilar apds seis meses de tratamento.
PB tempo 6 (Correlacio de Pearson) - dados Normalizados
IFN-y | TNF-0, | IL-4 | IL-6 | IL-13 | IL-17A | IL-17F | IL-21 | Catelicidina | VitDserica | VDR | CAMP | IL-2
IFN-y 04161 | -0,2687 | -0,2560 | -0,2687 | -0,4331 | -0,2687 | -0,2687 |  -0,5241 -0,1495 | -0,3174 | -03067 | -0,2687
TNF-o | 04161 0,7750 | 04377 | 0,4635 | 0,9937 | 0,7750 | 0,7750 0,2684 20,4620 | 0,7348 | 07675 | 0,4635
L4 -0,2687 | 0,7750 -0,2203 | -0,2000 | 0,8228 | 1,0000 | 1,0000 |  -0,4755 09943 | 09985 | -0,2000
IL-6 -0,2560 | 04377 | -0,2203 09791 | 03538 | -0,2203 | -0,2203 1,0000 20,4620 | -0,3090 | -0,2873 | 0,9791
IL-13 -0,2687 | 0,4635 | -0,2000 | 0,9791 03890 | -0,2000 | -0,2000 | 0,9996 20,4620 | -0,2931 | -0,2438 | 1,0000
IL-17A | -0,4331 | 09937 | 0,8228 | 03538 | 0,3890 0,8228 | 0,8228 0,1663 -0,5182 | 0,7827 | 08190 | 0,3890
IL-17F | -0,2687 | 0,7750 | 1,0000 | -0,2203 | -0,2000 | 0,8228 1,0000 | -0,4755 09943 | 09985 | -0,2000
IL-21 -0,2687 | 0,7750 | 1,0000 | -0,2203 | -0,2000 | 0,8228 | 1,0000 -0,4755 09943 | 09985 | -0,2000
Catelicidina | -0,5241 | 0,2684 | -0,4755 | 1,0000 | 0,9996 | 0,1663 | -0,4755 | -0,4755 -0,4953 | -0,4999 | 0,9996
Vit D serica | -0,1495 | -0,4620 -0,4620 | -0,4620 | -0,5182 09563 | 08025 | -0,4620
VDR -0,3174 | 0,7348 | 09943 | -0,3090 | -0,2931 | 0,7827 | 0,9943 | 09943 |  -0,4953 0,9563 09899 | -0,2931
CAMP | -0,3067 | 0,7675 | 0,9985 | -0,2873 | -0,2438 | 0,8190 | 0,9985 | 0,9985 |  -0,4999 0,8025 0,9899 -0,2438
IL-2 -0,2687 | 0,4635 | -0,2000 | 0,9791 | 1,0000 | 0,3890 | -0,2000 | -0,2000 | 0,996 -0,4620 | -0,2931 | -0,2438
p valores
IFN-y | TNF-o | IL-4 | IL-6 | IL-13 | IL-17A | IL-17F | IL-21 | Catelicidina | VitDserica | VDR | CAMP | IL-2
IFN-y 04118 | 0,6067 | 0,6244 | 0,6067 | 03910 | 0,6067 | 0,6067 0,6488 0,8505 0,6027 | 06157 | 0,6067
TNF-o, 04118 0,0702 | 03853 | 0,3545 | 0,0001 | 0,0702 | 0,0702 0,8270 0,5380 0,1573 | 0,1298 | 0,3545
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IL-4 0,6067 | 0,0702 0,6749 | 0,7040 | 0,0443 | 0,0000 | 0,0000 0,6845 0,0005 | 0,0001 | 0,7040

IL-6 0,6244 | 0,3853 | 0,6749 0,0007 | 04915 | 0,6749 | 0,6749 0,0028 0,5380 0,6129 | 0,6393 | 0,0007
IL-13 0,6067 | 0,3545 | 0,7040 | 0,0007 0,4459 | 0,7040 | 0,7040 0,0179 0,5380 0,6322 | 0,6927 | 0,0000
IL-17A | 03910 | 0,0001 | 0,0443 | 04915 | 0,4459 0,0443 | 0,0443 0,8936 0,4818 0,1176 | 0,089 | 0,4459
IL-17F 0,6067 | 0,0702 | 0,0000 | 0,6749 | 0,7040 | 0,043 0,0000 0,6845 0,0005 | 0,0001 | 0,7040
IL-21 0,6067 | 0,0702 | 0,0000 | 0,6749 | 0,7040 | 0,0443 | 0,0000 0,6845 0,0005 | 0,0001 | 0,7040

Catelicidina | 0,6488 | 0,8270 | 0,6845 | 0,0028 | 0,0179 | 0,8936 | 0,6845 | 0,6845 0,6701 | 06667 | 0,0179

Vit D serica | 0,8505 | 0,5380 0,5380 | 0,5380 | 0,4818 0,1889 | 04070 | 0,5380
VDR 0,6027 | 0,1573 | 0,0005 | 0,6129 | 0,6322 | 0,1176 | 0,0005 | 0,0005 0,6701 0,1889 0,0012 | 0,6322
CAMP 0,6157 | 0,1298 | 0,0001 | 0,6393 | 0,6927 | 0,0899 | 0,0001 | 0,0001 0,6667 0,4070 0,0012 0,6927
IL-2 0,6067 | 0,3545 | 0,7040 | 0,0007 | 0,0000 | 0,4459 | 0,7040 | 0,7040 0,0179 0,5380 0,6322 | 0,6927
3. Matriz de correlagdo de Pearson para o grupo hanseniase multibacilar antes do tratamento.
MB tempo 0 (Correlacio de Pearson) - dados Normalizados
IFN-y | TNF-o | TL4 | IL-6 | TL-13 | TL-17A | IL-17F | TL-21 | Catelicidina | VitDserica | VDR | CAMP | TL-2
IFN-y -0,0207 | 03265 | -0,0829 | 0,0421 | 04271 | 0,1860 | -0,0032 0,3452 04512 | 05161 | 02219
TNF-a | -0,0207 -0,0807 | 0,8654 | 0,5965 | 0,7370 | 0,9684 | 0,9955 03118 0,7402 | 0,7880 | 0,2701
IL-4 0,3265 | -0,0807 -0,0495 | 0,7226 | -0,2277 | 0,0345 | -0,0463 0,9833 04236 | 04896 | 0,1780
IL-6 -0,0829 | 0,8654 | -0,0495 0,5673 | 0,5138 | 0,8847 | 0,8401 -0,3822 -0,8474 | -0,8057 | -0,1972
IL-13 0,0421 | 0,5965 | 0,7226 | 0,5673 0,1887 | 0,6340 | 0,6159 0,5795 -0,4586 | -0,5232 | 0,2476
IL-17A 04271 | 07370 | -0,2277 | 0,5138 | 0,1887 0,7625 | 0,7652 -0,3038 0,8603 | 08957 | 02738
IL-17F 0,1860 | 0,9684 | 0,0345 | 0,8847 | 0,6340 | 0,7625 0,9616 -0,2122 02976 | 03676 | 02156
IL-21 -0,0032 | 0,9955 | -0,0463 | 0,8401 | 0,6159 | 0,7652 | 0,9616 -0,2585 0,9083 | 09368 | 0,2900
Catelicidina | 0,3452 | -0,3118 | 0,9833 | -0,3822 | 0,5795 | -0,3038 | -0,2122 | -0,2585 0,1546
Vit D serica
VDR 04512 | 0,7402 | 0,4236 | -0,8474 | -0,4586 | 0,8603 | 0,2976 | 0,9083 0,0000 | 09972 | 0,9963
CAMP 0,5161 | 0,7880 | 0,4896 | -0,8057 | -0,5232 | 0,8957 | 0,3676 | 0,9368 0,9972 0,9999
1195) 0,2219 | 02701 | 0,1780 | -0,1972 | 0,2476 | 0,2738 | 0,2156 | 0,2900 0,1546 0,9963 | 0,9999
p valores
IFN-g | TNF-a | TL-4 | IL-6 | IL-13 | IL-17A | IL-17F | TL-21 | Catelicidina | VitDserica | VDR | CAMP | IL-2
IFN-g 0,9649 | 04748 | 08597 | 0,9286 | 0,3392 | 0,6896 | 0,9946 0,5694 0,7020 | 0,6547 | 0,6324
TNF-a 0,9649 0,8634 | 0,0119 | 0,1574 | 0,0588 | 0,0003 | 0,0000 0,6095 04695 | 04223 | 0,5580
IL-4 0,4748 | 0,8634 0,9161 | 0,0666 | 0,6234 | 09415 | 09214 0,0026 0,7215 | 06743 | 0,7026
IL-6 0,8597 | 0,0119 | 09161 0,1841 | 0,2381 | 0,0081 | 0,0180 0,5254 03563 | 04035 | 06716
IL-13 0,9286 | 0,1574 | 0,0666 | 0,1841 0,6854 | 0,1262 | 0,1409 0,3059 0,6967 | 06495 | 0,5924
IL-17A | 03392 | 0,0588 | 06234 | 02381 | 0,6854 0,0463 | 0,0450 0,6192 03406 | 02933 | 0,5524
IL-17F 0,6896 | 0,0003 | 0,9415 | 0,0081 | 0,1262 | 0,0463 0,0005 0,7319 0,8076 | 0,7604 | 0,6425
IL-21 0,9946 | 0,0000 | 09214 | 0,0180 | 0,1409 | 0,0450 | 0,0005 0,6746 02748 | 02276 | 0,5282
Catelicidina | 0,5694 | 0,6095 | 0,0026 | 0,5254 | 03059 | 0,6192 | 0,7319 | 0,6746 0,8039
Vit D serica
VDR 0,7020 | 04695 | 0,7215 | 0,3563 | 0,6967 | 03406 | 0,8076 | 0,2748 0,0472 | 0,0549
CAMP 0,6547 | 04223 | 0,6743 | 0,4035 | 0,6495 | 0,2933 | 0,7604 | 0,2276 0,0472 0,0076
L2 0,6324 | 0,5580 | 0,7026 | 0,6716 | 0,5924 | 0,5524 | 0,6425 | 0,5282 0,8039 0,0549 | 0,0076
4. Matriz de correlagdo de Pearson para o grupo hanseniase multibacilar apos seis meses de tratamento.
MB tempo 6 (Correlacdo de Pearson) - dados Normalizados
IFN-y | TNF-a | IL-4 W6 | I3 | IA7A | I7F | o2n | Celidd ] VED ypg came |12
IFN-y | 00000 | 04522 | 08906 | 06036 | 05070 | 08964 | 08735 | 09206 | -03632 | -03366 | 0,788 | 0,712 | 0,8780
TNF-o | 04522 | 0,0000 | 02863 | 0,7062 | 00312 | 02964 | 03047 | 03537 | -0,196 | -0,3888 | 0,1549 | 08201 | 03326
IL-4 | 08906 | 0283 | 00000 | 05889 | 0,1696 | 09452 | 09576 | 0,7685 | -0,1787 | -0,1976 | 04890 | 0,6662 | 0,9440
IL-6 | 06036 | 07062 | 05889 | 00000 | 02044 | 05975 | 05558 | 04095 | -0,0830 | -0,1001 | 02679 | 0,7676 | 06212
IL-13 | 05070 | 0,0312 | 0,1696 | 02044 | 00000 | 02892 | 0,1634 | 05735 | -04575 | -0,1555 | 0,9043 | 0,1595 | 0,2099
IL-17A | 08964 | 02964 | 09452 | 05975 | 02892 | 00000 | 09731 | 08109 | -0,0657 | -03641 | 05600 | 0,678 | 0,9760
IL-17F | 08735 | 03047 | 09576 | 05558 | 0,1634 | 09731 | 00000 | 07615 | -0,1271 | -03170 | 04765 | 0,6647 | 09740
IL-21 | 09206 | 03537 | 0,7685 | 04095 | 05735 | 08109 | 0,7615 | 0,0000 | -04536 | -0,3896 | 08468 | 06927 | 0,7353
C“:ﬁg“” 03632 | -0,1966 | -0,1787 | -0,0830 | -0,4575 | -0,0657 | -0,1271 | -0,4536 | 0,0000 | -0,7594 | -0,7014 | -0,1974 | -0,0800
s‘;‘rtlg 03366 | -0,3888 | -0,1976 | -0,1001 | -0,1555 | -03641 | -03170 | -0,3896 | -0,7594 | 0,0000 | -0,3463 | -0,4700 | -0,3545




148

VDR | 0,7788 | 0,1549 | 04890 | 02679 | 09043 | 05600 | 04765 | 0,8468 | -0,7014 | -03463 | 00000 | 04137 | 0,5094
CAMP | 07712 | 0,8201 | 06662 | 07676 | 0,1595 | 06786 | 06647 | 0,6927 | -0,1974 | -0,4700 | 04137 | 0,0000 | 0,6939
IL-2 0,8780 | 03326 | 09440 | 06212 | 02099 | 09760 | 09740 | 0,7353 | -0,0800 | -03545 | 0,5094 | 0,6939 | 0,0000
p
valores

IFN-y | TNF-o | TL-4 IL-6 IL13 | I-17A | IL17F | L2p | Catelicid | VitD VDR | CAMP | IL-2

ma serica
IFN-y 0,1208 | 446E-05 | 0,0289 | 00770 |334E-05 | 9,57E-05 | 8,14E-06 | 04232 | 03416 | 0,028 | 0,033 | 7,91E-05
TNF-o. | 0,1208 343E-01 | 0,0070 | 09193 | 3,25E-01 | 3,11E-01 | 2,36E-01 | 0,6726 | 02668 | 0,6308 | 0,0011 | 2,67E-01
L4 0,0000 | 0,3430 0,0342 | 05797 | 1,11E-06 | 2,79E-07 | 2,15E-03 | 0,7014 | 0,5843 | 0,1067 | 0,0180 | 1,25E-06
IL-6 0,0289 | 0,0070 | 342E-02 0,5030 | 3,10E-02 | 4,86E-02 | 1,65E-01 | 0,8596 | 0,7831 | 0,3999 | 0,0036 | 2,34E-02
IL-13 | 00770 | 09193 | 580E-01 | 0,5030 3,38E-01 | 5,94E-01 | 4,04E-02 | 03020 | 06679 | 0,0001 | 06204 | 491E-01
IL-17A | 0,0000 | 03255 | 1,11E-06 | 0,0310 | 0,3379 2,31E-08 | 7,70E-04 | 0,8887 | 03009 | 0,583 | 00152 | 1,25E-08
IL-17F | 0,0001 | 03114 |2,79E-07 | 00486 | 05938 |231E-08 2,49E-03 | 07860 | 03722 | 0,1173 | 0,184 | 1,94E-08
IL-21 | 0,0000 | 02358 |2,15E-03 | 0,1646 | 0,0404 |7,70E-04 | 2,49E-03 03066 | 02657 | 0,0005 | 00125 | 4,18E-03
C“:ﬁ';“‘d 04232 | 0,6726 | 7.01E-01 | 0,8596 | 03020 | 8,89E-01 | 7,86E-01 | 3,07E-01 0,1365 | 0,1204 | 0,7077 | 8,65E-01
s‘é‘r‘lg 03416 | 02668 | 584E-01| 07831 | 06679 |3,01E-01 | 3,72E-01 | 2,66E-01 | 0,1365 03613 | 02017 | 3,15E-01
VDR | 0,0028 | 06308 | 1,07E-01 | 03999 | 0,0001 | 583E-02 | 1,17E-01 | 5,11E-04 | 0,1204 | 03613 0,1812 | 9,07E-02
CAMP | 0,003 | 0,0011 | 1,80E-02 | 0,0036 | 06204 | 1,52E-02 | 1,84E-02 | 1,25B-02 | 0,7077 | 02017 | 0,1812 1,23E-02
IL-2 0,0001 | 02668 |1,25E-06 | 00234 | 04914 |1,225E-08 | 1,94E-08 | 4,18E-03 | 08646 | 03149 | 00907 | 0,0123
5. Matriz de correlagdo de Pearson para o grupo controle.
Grupo controle (Correlacio de Pearson) - dados Normalizados
IFN-y | TNF-a IL-4 IL-6 IL-13 IL-17A | IL-17F | qL2p | Catelicidi | VitD VDR CAMP
na serica

IFN-y 20,0145 | 06403 | 04859 | 00658 | 03968 | 05367 | 04361 | -0,0726 | -0,1440 | 04086 | 0,8008
TNF-a | -0,0145 0,1203 | 03104 | 04871 02766 | 02418 | 05980 | -0,1829 | 00727 | -02813 | -0,1986
IL-4 0,6403 | 0,1203 03720 | 02909 | 01432 | 02311 02973 | 04596 | -0,1147 | 04167 | 0,1222
IL-6 04859 | 03104 | 03720 0,0665 | 0,7089 | 06324 | 06336 | -04646 | -02373 | -02456 | 0,5849
IL-13 0,0658 | 04871 | 02909 | 0,0665 00139 | 04819 | 05496 | -04548 | 03542 | -02914 | -0,1689
IL-17A | 03968 | 02766 | 0,1432 | 0,7089 | 0,0139 0,6246 | 04790 | -03183 | -03359 | 00294 | 09698
IL-17F | 05367 | 02418 | 02311 | 06324 | 04819 | 0,6246 0,6341 | -0,6445 | 03790 | -02254 | 0,7848
IL-21 0,4361 0,5980 | 02973 | 06336 | 0549 | 04790 | 06341 20,2020 | 0,327 | -02566 | 03512
C“‘fll;c‘d‘ 20,0726 | -0,1829 | 04596 | -04646 | -04548 | -03183 | -0,6445 | -0,2020 0,5085 | -0,2424
S‘;‘r‘lg 20,1440 | 00727 | -01147 | 02373 | 03542 | -03359 | 03790 | 0,1327 0,9063 | -0,6351
VDR 04086 | -02813 | 04167 | -02456 | -02914 | 00294 | -02254 | -02566 | 0,5085 | 0,9063 -0,0153
CAMP | 08008 | -0,1986 | 0,222 | 05849 | -0,1689 | 09698 | 0,7848 | 03512 | -02424 | -0,6351 | -0,0153
p valores

IFN-y | TNF-a IL-4 IL-6 IL-13 IL-17A | IL-17F | IL-21 Catz’;“d‘ :2‘:13 VDR CAMP
IFN-y 09543 | 00042 | 00409 | 07953 | 0,1030 | 00217 | 00704 | 08644 | 07338 | 03149 | 0,0169
TNF-0, | 09543 06345 | 02101 | 00403 | 02665 | 03336 | 00088 | 06645 | 0,864 0,4997 | 0,6373
IL-4 0,0042 | 0,6345 0,285 | 02415 | 05709 | 03563 | 02308 | 02519 | 07868 | 03044 | 0,7731
IL-6 0,0409 | 02101 | 0,1285 07932 | 0,010 | 00049 | 00048 | 02461 0,5715 | 05577 | 0,1278
IL-13 07953 | 0,0403 | 02415 | 0,7932 09563 | 00429 | 00181 02575 | 03893 | 04837 | 0,6893
IL-17A | 0,1030 | 02665 | 05709 | 00010 | 09563 0,0056 | 00443 | 04422 | 04159 | 09449 | 0,0001
IL-17F | 00217 | 03336 | 03563 | 00049 | 00429 | 0,0056 0,0047 | 00845 | 03545 | 05915 | 00211
IL-21 0,0704 | 0,008 | 02308 | 00048 | 0,018 0,0443 | 10,0047 0,6314 | 07541 0,539 | 0,3936
C“tfll;“d‘ 0,8644 | 0,6645 02519 | 02461 0,2575 04422 | 0,0845 0,6314 02439 | 0,6004
s‘;‘rtlg 07338 | 08641 | 07868 | 05715 | 03893 | 04159 | 03545 | 0,7541 02778 | 0,5619
VDR 03149 | 04997 | 03044 | 05577 | 04837 | 09449 | 05915 | 05396 | 02439 | 02778 0,9714
CAMP | 00169 | 06373 | 07731 | 0,1278 | 06893 | 0,0001 | 00211 03936 | 06004 | 05619 | 09714
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Contatos (Correlagio de Pearson) - dados Normalizados

IFN-y TNF-o. IL-6 IL-13 IL-17A IL-17F 1L-21 Catelicidina | Vit D serica VDR CAMP
IFN-y 0,0000 0,4988 0,6929 0,3546 0,3385 -0,0270 0,6974 -0,3548 0,3308 0,6578 -0,1724
TNF-a 0,4988 0,0000 0,4419 0,1854 0,2233 0,6627 0,7884 0,2889 0,6093 0,5833 -0,1432
IL-4
1L-6 0,6929 0,4419 0,0000 0,8702 0,6252 0,0799 0,5288 0,5128 -0,1206 0,3046 -0,2199
1L-13 0,3546 0,1854 0,8702 0,0000 0,5551 -0,0551 0,2284 -0,3525 -0,1298 -0,1348
IL-17A 0,3385 0,2233 0,6252 0,5551 0,0000 0,1604 0,2310 0,1034 -0,1632 -0,0403 -0,1709
IL-17F -0,0270 0,6627 0,0799 -0,0551 0,1604 0,0000 0,3607 0,5301 -0,1291 -0,0840
1L-21 0,6974 0,7884 0,5288 0,2284 0,2310 0,3607 0,0000 -0,3799 0,7160 0,6588 -0,0830
Catelicidina | -0,3548 0,2889 0,5128 0,1034 0,5301 -0,3799 0,0000 -0,6829
Vit D serica | 0,3308 0,6093 -0,1206 -0,3525 -0,1632 0,7160 -0,6829 0,0000 0,2307 0,7670
Rec Vit D 0,6578 0,5833 0,3046 -0,1298 -0,0403 -0,1291 0,6588 0,2307 0,0000 -0,1703
CAMP -0,1724 -0,1432 -0,2199 -0,1348 -0,1709 -0,0840 -0,0830 0,7670 -0,1703 0,0000
p valores
IFN-y TNF-a 1L-6 1L-13 IL-17A IL-17F 1L-21 Catelicidina | Vit D serica | Rec Vit D CAMP
IFN-y 0,0111 0,0001 0,0820 0,0979 0,8980 0,0001 0,3885 0,4687 0,0056 0,5232
TNF-a 0,0111 0,0270 0,3750 0,2833 0,0003 0,0000 0,4877 0,1464 0,0177 0,5967
1L-4
IL-6 0,0001 0,0270 0,0000 0,0008 0,7041 0,0066 0,1938 0,7967 0,2514 0,4132
1L-13 0,0820 0,3750 0,0000 0,0040 0,7936 0,2720 0,4381 0,6318 0,6187
IL-17A 0,0979 0,2833 0,0008 0,0040 0,4437 0,2667 0,8075 0,7267 0,8822 0,5269
IL-17F 0,8980 0,0003 0,7041 0,7936 0,4437 0,0765 0,1766 0,6337 0,7572
1L-21 0,0001 0,0000 0,0066 0,2720 0,2667 0,0765 0,3532 0,0704 0,0055 0,7599
Catelicidina | 0,3885 0,4877 0,1938 0,8075 0,1766 0,3532 0,3171
Vit D serica | 0,4687 0,1464 0,7967 0,4381 0,7267 0,0704 0,3171 0,7693 0,2330
VDR 0,0056 0,0177 0,2514 0,6318 0,8822 0,6337 0,0055 0,7693 0,5282
CAMP 0,5232 0,5967 0,4132 0,6187 0,5269 0,7572 0,7599 0,2330 0,5282
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APENDICE 4. Grificos do traco da crista, representando a variacio nos valores dos

coeficientes de regressao com diversos valores de k.

Fonte: Programa Genes - Aplicativo Computacional em Genética e Estatistica

Grupo PB antes do tratamento PQT.

1.08

=17

Yalor de k

Analise de trilha com multicolinearidade valor de k= 0,084
Fonte: Programa Genes - Aplicativo Computacional em Genética e Estatistica

Grupo PB ap6s seis meses do tratamento PQT.

Logendz

CATELICIDINA
RYD
CAMP

Valor de k oK

-084971923828125 |

Processar |

Excel ‘

Valor de k

Analise de trilha com multicolinearidade: valor de k=0,1002

Fonte: Programa Genes — Aplicativo Computacional em Genética e Estatistica

Valor de k o

.100220685686384 ‘

Processar |

Excel \




Grupo MB antes do tratamento PQT.

1.16

-17

Yalor de k

Analise de trilha com multicolinearidade valor de k= 0,0849

Fonte: Programa Genes - Aplicativo Computacional em Genética e Estatistica

Mensagem Final

151

£ egenes

RYD
CAMP

Valor de k o

-084971923828125 ‘

Processar |

Excel |

Pra que nossa esperanca
Seja mais que vinganca
Seja sempre um caminho
Que se deixa de heranga

Ivan Lins



