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RESUMO

Desde a década de 1960, ha evidéncias da influéncia da arquitetura genética individual na
suscetibilidade a hanseniase. Polimorfismos em genes que codificam citocinas e receptores
envolvidos na resposta imune, como o receptor TLR1, capaz de reconhecer o patdgeno,
podem associar-se ao risco a doenga. O objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia do
polimorfismo G743A no gene TLR1 com a suscetibilidade a hanseniase em um estudo caso-
controle na Microrregido de Almenara, Minas Gerais. O cenario envolveu 0s municipios de
Almenara, Felizburgo, Jacinto, Jordania, Palmdpolis e Rubim. A amostra de casos foi
selecionada por consulta aos individuos diagnosticados com hanseniase registrados no
SINAN entre 2001 e 2014. Controles foram selecionados a partir dos contatos domiciliares
desses casos, incluidos os que residiam nos municipios selecionados, com idade igual ou
superior a sete anos e aceite na coleta de material biolégico. Contatos com histérico ou
suspeita de hanseniase e parentesco consanguineo com casos foram excluidos. A coleta de
dados envolveu visitas domiciliares com aplicacdo de questionario estruturado e coleta de
sangue, realizadas em 2011 e 2014. A extragdo do DNA utilizou o kit Qiagen Flexigene e a
genotipagem realizada por PCR em tempo real. O software Epi Info foi utilizado para a
construcdo do banco de dados, sendo as analises feitas nos softwares SPSS e R com o pacote
estatistico SNPassoc. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Minas Gerais. A amostra, composta por 234 casos e
233 controles, totalizou 467 individuos, com a maioria de adultos do sexo feminino. Apenas
entre os casos predominaram individuos do sexo masculino e uma maior proporgao de jovens.
Nas variaveis epidemioldgicas, houve um numero expressivo de individuos vivendo em
domicilios de até quatro cdmodos e com histdrico de helmintoses, principalmente entre os
casos da doenca. A forma multibacilar foi frequente nos casos, bem como as incapacidades
fisicas, os episddios reacionais e a auséncia de cicatriz vacinal de BCG. Entre controles,
muitos conviveram com mais de um caso de hanseniase em ambiente intradomiciliar e por
longos periodos. Na analise da associacdo do polimorfismo G743A com a hanseniase, foi
observada maior frequéncia do alelo 743A entre os casos da doenca. Porém, a andlise dos
gendtipos ndo encontrou resultado estatisticamente significativo do 743AA com a
suscetibilidade a hanseniase per se. Entretanto, o gendtipo heterozigoto 743GA esteve
associado a protecdo a hanseniase em mulheres, sugerindo que o polimorfismo G743A é um
fator de protecdo género-especifico. Novos estudos de epidemiologia genética, utilizando
outros genes envolvidos na resposta imune e um maior nimero de polimorfismos, sdo
necessarios para que se possa esclarecer o perfil genético de suscetibilidade a hanseniase.

Palavras-chave: Hanseniase/epidemiologia; Hanseniase/imunologia; Polimorfismo genético.



ABSTRACT

Since the 60s, there is evidence of the genetic architecture influence in susceptibility to
leprosy. Polymorphisms in genes encoding cytokines and receptors involved in immune
response, such as TLR1 receptor that can recognize the pathogen, may be associated with the
risk of disease. The objective of this study was to analyze the influence of the G743A
polymorphism in the TLR1 gene with susceptibility to leprosy in a case-control study in the
micro-region of Almenara, Minas Gerais. The scenario involved the cities of Almenara,
Felisburgo, Jacinto, Jordania, Palmopolis and Rubim. The case sample was selected in
consultation with individuals diagnosed with leprosy registered in SINAN between 2001 and
2014. Controls were selected from the household contacts of these cases. Including those who
lived in the selected cities, age greater than or equal seven years old and who accepted the
biological material collection. Contacts with a history or suspected leprosy and consanguinity
with cases were excluded. Data collection involved home visits with a structured
questionnaire and blood collection, carried out in 2011 and 2014. The DNA extraction used
the Qiagen kit Flexigene and genotyping performed by Real-Time PCR. The Epi Info
software was used to build the database and the analysis done in SPSS software and R with
the SNPassoc statistical package. This study was approved by the Ethics Committee of the
Federal University of Minas Gerais. A sample of 234 cases and 233 controls amounted to 467
individuals, most adult females. Only between cases predominated males and a higher
proportion of young people. In epidemiological variables, there was a significant number of
individuals living in houses with up to 4 rooms and helminths history, especially among the
cases. The multibacillary form was common in the case group as well as physical disabilities,
leprosy reactions and the absence of BCG vaccination scar. Among controls, many lived with
more than one case of leprosy in intradomiciliary environments and for long periods. The
association analysis of G743A polymorphism with leprosy revealed higher frequency of the
743A allele between cases, but the genotypes analysis did not found statistically significant
result of 743AA with susceptibility to leprosy per se, however, the heterozygous genotype
743GA was associated with protection in women, suggesting that the G743A polymorphism
is a gender-specific protection factor for leprosy. New genetic epidemiology studies using
other genes involved in the immune response and a greater number of polymorphisms are
needed so that one can clarify the genetic profile of susceptibility to leprosy.

Keywords: Leprosy/epidemiology; Leprosy/immunology; Genetic polymorphism.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase € considerada uma doenca infectocontagiosa desde 1875, quando se
Ihe atribuiu carater patolégico a partir da descoberta do agente etiologico Mycobacterium
leprae por microscopia de nddulos realizada por Gerhard Henrik Armauer Hansen. Contudo,
longe de ser uma doenca de etiologia puramente infecciosa, a hanseniase vem mostrando,
através de sua alta infectividade, baixa patogenicidade e auséncia de deteccdo do bacilo M.
leprae em algumas formas clinicas, que outros aspectos, além dos microbioldgicos, devem ser
considerados (ALTER et al., 2011).

Durante a década de 1960, estudos de associacdo familiar mostraram que a
hanseniase apresentava alta concordancia em parentes consanguineos, sendo a concordancia
ainda maior em gémeos, sobretudo os monozigoticos. Essas primeiras evidéncias apontaram
para a influéncia da composicdo genética dos individuos na determinacéo da suscetibilidade a
doenca (ALTER et al., 2011). A hip6tese da composicdo genética surge para melhorar a
compreensdo das respostas imunoldgicas precipitadas pela infeccdo, mas, ainda hoje, 0s
mecanismos fisiologicos que determinam o espectro clinico da doenca ndo sdo plenamente
conhecidos.

Sabe-se que a doenca, de acordo com a Classificacdo de Ridley e Jopling, se
distingue em cinco formas espectrais, de acordo com critérios clinicos, histopatoldgicos e
imunoldgicos, sendo elas: tuberculoide (TT), borderline-tuberculoide (BT), borderline-
borderline (BB), borderline-lepromatoso (BL) e lepromatoso (LL) (RIDLEY; JOPLING,
1966).

Para simplificar e operacionalizar o diagnostico e tratamento, a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), baseada em critérios clinicos e na carga bacilar, sugeriu o
agrupamento dos casos em dois grupos principais: 0s subtipos tuberculoide e borderline-
tuberculoide foram agrupados em paucibacilares (PB); os borderline-borderline, borderline-
lepromatoso e lepromatoso agrupados como multibacilares (MB) (TEIXEIRA et al., 2008).
As diferentes formas clinicas refletem diferentes tipos de resposta imune do hospedeiro ao
bacilo M. leprae, sendo os padrdes de resposta Thl e Th2 evidenciados nas formas polares
tuberculoide e lepromatosa, respectivamente.

A resposta Thl é mediada por células que promovem a formacéo de granulomas
repletos de macrofagos e células T e a producdo de citocinas que incluem, por exemplo,
interferon gama (IFN- y) e interleucina 2 (IL-2). Esses mecanismos sdo capazes de controlar a

replicacdo do bacilo, evidenciado pelo menor numero de lesdes, dano neuronal limitado e



18

auséncia de deteccdo do bacilo na pele e nos nervos. A resposta Th2 €, principalmente,
humoral, com liberacdo de anticorpos e de citocinas do tipo interleucina 4 (IL-4) e
interleucina 10 (IL-10) que, por ndo induzirem a formacdo de granulomas, possibilitam maior
replicacdo do M. leprae em macrofagos e células de Schwann com infiltrados inflamatorios
na pele e nos nervos e um grande ndmero de lesdes que podem rapidamente evoluir para
incapacidades fisicas (ALCAIS et al., 2005). As formas borderlines apresentam respostas
imunes instaveis que variam entre Thl e Th2 com caracteristicas clinicas intermediérias,
podendo evoluir para formas polares quando ndo ha o diagnostico precoce da doenca (ALTER
etal.,, 2011).

A instabilidade das respostas imunes do hospedeiro frente ao M. leprae também
determina a ocorréncia de episddios reacionais agudos que podem contribuir para 0 aumento
da disfuncdo neuronal. Essas reacdes sdo classificadas em reacdo do tipo 1, ou Reacdo
Reversa, e reacdo do tipo 2, também denominada Eritema Nodoso Hansénico. Elas ocorrem,
comumente, no curso da doenca e mesmo durante ou apds o tratamento. Ambas representam o
desbalanco entre a resposta Thl, caracteristica da Reacdo Reversa, e a Th2, propria do
Eritema Nodoso Hansénico (LOKWOOQOD et al., 2011).

Por trds de toda a complexidade de respostas do sistema imune do individuo
existem o0s genes relacionados as vias imunologicas. A definicdo de gene diz respeito a uma
sequéncia ordenada de nucleotideos em uma posi¢do particular do cromossomo que, em
grande parte, codifica produtos funcionais especificos (US NATIONAL LIBRARY OF
MEDICINE, 2016). No caso do sistema imune, tais produtos funcionais podem ser citocinas,
receptores, quimiocinas, entre outros. MutacBes' em genes essenciais para a funcéo imune
podem resultar em uma sequéncia de bases que ndo codifica produtos funcionais e,
consequentemente, perturbar a funcdo do gene, contribuindo para a suscetibilidade a doencas
(SPEICHER; ANTONARAKIS; MOTULSKY, 2010).

A mudanca de uma base por outra em determinado gene é uma forma muito
comum de mutacdo conhecida como polimorfismo de base Unica (SNP) e pode associar-se a
diferencas na resposta imune do hospedeiro ao bacilo M. leprae por alterar a expressao de
proteinas, produto funcional do gene (FRANCHESCHI et al., 2009). Os SNP podem alterar a
funcionalidade de determinado receptor e contribuir para a suscetibilidade a hanseniase ou aos

episodios reacionais, como € o0 caso de variantes no gene do receptor do tipo toll 1 (TLR1) nas

! Alteracdo na sequéncia de DNA que resulta em uma sequéncia diferente daquela encontrada na maioria da
populacdo. As mutagBes sdo variaveis em tamanho e podem afetar desde um par de bases a um grande
segmento do cromossomo (US NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2016).
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populacdes da China, Vietna e india. Em outros casos, a variante do gene pode contribuir para
a resisténcia do individuo a infeccéo pelo bacilo. Exemplo disso séo alguns polimorfismos da
interleucina 12 (IL-12) nos paises citados anteriormente (HAN; SILVA, 2014).

Num primeiro momento, a exposicdo ao Mycobacterium € um acontecimento
necessario para a infecgdo do individuo, mas o fator determinante na infeccdo e na sua
evolugdo para as manifestacGes clinicas dependera da suscetibilidade individual. Considerada
uma doenca poligénica, as formas clinicas da hanseniase resultam do efeito de um grande
numero de variantes genéticas de pequeno efeito. Neste caso, 0s genes tém entre si um efeito
cumulativo, onde se destacam poucas variantes de maior efeito (SPEICHER,;
ANTONARAKIS; MOTULSKY, 2010). Vérios genes de suscetibilidade ja foram
identificados; entretanto, o componente genético da hansenfase per se ou das formas clinicas
ainda ndo estd completamente elucidado. Sabe-se que a suscetibilidade a infeccdo é conduzida
pelos mecanismos iniciais de interacdo do M. leprae e seus alvos celulares, principalmente a
interacdo da bactéria com os macréfagos e com as células de Schwann (MIRA, 2006).

Em diversos tipos celulares, incluindo macréfagos e células de Schwann, sao
expressos receptores de reconhecimento de padrbes (PRR) capazes de reconhecer patdgenos e
precipitar cascatas de sinalizacdo que ativam genes codificadores de citocinas, quimiocinas e
moléculas coestimulatérias necessarias a resposta imune adquirida. Dentre essa classe de
receptores, temos a familia dos receptores do tipo toll (TLR) e o receptor nucleotide-binding
and oligomerization domain (NOD2), que fazem parte dos PRR da imunidade inata e
desempenham um papel essencial na defesa contra micro-organismos, inclusive micobactérias
patogénicas (HART; TAPPING, 2012).

Estudos de associacdo identificaram alguns SNP nos genes dos TLR capazes de
conferir suscetibilidade a infec¢éo bacteriana e manifestacdo de reacdes hansénicas. Dentre 0s
genes de TLR estudados, destacam-se variantes do TLR1 como importantes determinantes de
suscetibilidade a hanseniase em populacdes de Bangladesh, Brasil e Etiopia (SCHURING et
al., 2009; MARQUES et al., 2013). Este estudo parte da hip6tese de que variantes no gene
TLR1 contribuem para a suscetibilidade a hanseniase por alterarem o reconhecimento do
patdgeno, a sinalizagdo e a codificacdo de moléculas pré-inflamatdrias, uma vez que esses
receptores séo parte fundamental da primeira linha de defesa contra a infecgéo pelo M. leprae.

Apesar de polimorfismos genéticos associados a receptores terem sido estudados

em diferentes paises, a complexidade do tema refor¢a a necessidade de mais estudos que

2 De origem latina, esse termo significa por si ou por si s6 (PRIBERAM, 2006). Quando relacionado &
hanseniase, indica a doenga independente de suas formas clinicas.
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esclarecam o conjunto de variantes genéticas que influenciam a suscetibilidade a doenca e o
modo como o sistema imune interage com o bacilo e com outros sistemas, precipitando os
processos de inflamac&o e dano nervoso caracteristicos da patologia (LASTORIA; ABREU,
2014). Isto posto, propde-se neste projeto verificar a influéncia do SNP G743A do gene TLR1
com a suscetibilidade a hanseniase per se em individuos da Microrregido de Almenara, Minas
Gerais.

Amaral (2012) realizou um estudo de epidemiologia genética também na
Microrregido de Almenara com analise de associacdo baseada em familias e verificou a
associacao do SNP G743A do gene TLR1 com a hanseniase, obtendo resultados significativos
que serdo abordados no decorrer desta dissertagdo. O presente trabalho, assim como a
pesquisa mencionada anteriormente, é vinculado aos projetos do Nuacleo de Estudos e
Pesquisas em Hanseniase (NEPHANS) e busca confirmar se nova analise de associacao
realizada no mesmo cenério, mas de base populacional, sera capaz de encontrar resultados
semelhantes ao estudo anterior.

Percebe-se que ainda ha uma caréncia de pesquisas voltadas para o estudo de
variantes de suscetibilidade a hanseniase na populacdo brasileira. Do ponto de vista
epidemioldgico, o Brasil tem tido dificuldades no controle da transmisséo da hanseniase pelas
evidéncias de areas de hiperendemia, avancado grau de incapacidade fisica no diagndstico e
por ser o segundo pais no mundo com maior deteccdo de casos novos (WHO, 2014). Assim
sendo, distingue-se a hanseniase em nosso pais como um problema de saude publica.

Novos trabalhos de epidemiologia genética contribuirdo para identificar
marcadores genéticos da hanseniase, 0 que € um passo importante para o desenvolvimento de
métodos de predi¢do do risco de adoecimento que contribuirdo para a prevencao e o controle
da patologia, assim como a reducdo das incapacidades fisicas. Essas metas sdo compartilhadas
com a Estratégia Global Aprimorada para Reducdo Adicional da Carga de Hanseniase — Plano
2011 a 2015 — da Organizacdo Mundial da Saude (2010) na qual se pontua a necessidade de
um maior desenvolvimento e aperfeicoamento das técnicas diagndsticas com o fim de
identificar individuos e comunidades de alto risco para hanseniase e o incentivo e prioridade a
pesquisas com implica¢fes para a sadde publica. Além disso, a identificacdo de marcadores
geneéticos é um passo necessario para o processo de elucidagédo da fungéo bioldgica dos genes
e das redes de genes que determinaréo os fatores que influenciam a evolugéo da infecgéo para

o0 estado patolégico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Associar o polimorfismo G743A do gene TLR1 com a hanseniase per se na
populagéo de casos e controles da Microrregido de Almenara, Minas Gerais.

2.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar a populagdo de casos e controles quanto a: varidveis sociodemograficas;
condic¢des de moradia e convivio; informacdes epidemioldgicas;

b) Descrever os aspectos clinicos da hanseniase entre 0s casos;

c) ldentificar a ocorréncia do SNP G743A do gene TRL1 em casos e controles;

d) Verificar a associacdo do SNP G743A do gene TLR1 com a suscetibilidade a

hanseniase per se.
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3 RECORTES TEORICOS

3.1 Hanseniase — aspectos clinicos

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa causada pelo bacilo Mycobacterium
leprae. Nos ultimos anos, evidéncias da coexisténcia do Mycobacterium leprae com o bacilo
Mycobacterium lepromatosis na forma clinica lepromatosa da doenca e no Fenémeno de
Ldcio, reacdo hansénica grave, incomum e potencialmente fatal, tém sido observadas em
casos clinicos do México (VERA-CABRERA et al.,, 2011; HAN et al., 2012), Canada
(JESSAMINE et al., 2012) e Singapura (HAN; SIZER; TAN, 2012). Entretanto, ainda ndo ha
relatos da presenca do M. lepromatosis em individuos doentes em outros paises além daqueles
ja citados.

O bacilo M. leprae possui um tempo de multiplicacéo lento, podendo durar de 11
a 16 dias, caracteristica que contribui para a lenta evolucdo do processo de exposicdo,
infeccdo e adoecimento, que, a depender da relacdo estabelecida entre o parasita e seu
hospedeiro, dura de dois a sete anos, com relatos de periodos de incubacdo inferiores a um
ano e também de 10 anos (BRASIL, 2009). Ainda assim, alguns individuos infectados néo
desenvolverao a patologia. Bidpsias e swabs nasais apresentando o &cido desoxirribonucleico
(DNA) do bacilo, juntamente com a soropositividade para antigenos especificos do M. leprae
em moradores saudaveis de areas endémicas, sugerem o papel do portador saudavel na
transmisséo, corroborando para as caracteristicas de alta infectividade e baixa patogenicidade
da doenca (LASTORIA; ABREU, 2014).

O homem ¢é considerado a Unica fonte de infeccdo da hanseniase. Contudo, alguns
estudos apontam para o papel do tatu da espécie Dasypus novemcinctus como reservatério do
bacilo e fonte de infeccdo para pacientes dos Estados Unidos e México, o0 que ainda ndo esta
completamente elucidado (TRUMAN et al., 2011). Sabe-se que 0 nariz e a pele sdo as
principais rotas de infeccdo e transmissdo. A transmissdo ocorre atraves da eliminacdo do
bacilo pelas vias aéreas superiores altamente colonizadas de um individuo doente com a
forma multibacilar sem tratamento. Individuos com muitos bacilos chegam a liberar uma
média de cem milhdes de bactérias viaveis por dia (SILVA et al., 2013).

A provavel porta de entrada do bacilo também sdo as vias areas superiores,
mucosa nasal e orofaringe. Porém, a transmissdo requer um contato direto e frequente do
hospedeiro suscetivel com um doente ndo tratado e é facilitada pelo contato intradomiciliar,

sobretudo nos domicilios com poucos comodos e elevado numero de residentes. Outros
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fatores como a baixa condi¢do socioeconémica e a precariedade de recursos basicos de
sobrevivéncia e de acesso aos servicos de saude contribuem para o adoecimento em conjunto
com aspectos genéticos e imunoldgicos do hospedeiro (BRASIL, 2002).

A doenca pode atingir individuos suscetiveis de todas as idades e ambos 0s sexos,
ndo sendo comum em criangas devido ao seu longo periodo de incubagdo. No entanto, em
areas de hiperendemia com deficiéncia operacional no controle da doenca, a presenca de
focos ativos de infeccdo contribui para um ndmero consideravel de diagnosticos em menores
de quinze anos (LASTORIA; ABREU, 2014).

Apos a infeccdo, a depender da resposta imune desencadeada pelo hospedeiro,
poderd ocorrer a manifestacdo dos sinais e sintomas da doenca que, hum primeiro momento,
denota o surgimento de uma ou vérias lesdes cutaneas: manchas pigmentares ou discrémicas,
lesbes em placa, infiltracdes ou noédulos comumente encontradas na face, orelhas, bracos,
costas, nadegas e pernas, mas que também podem estar presentes na mucosa nasal e cavidade
oral. Uma caracteristica peculiar das lesdes hansénicas € a alteracdo de sensibilidade, que
pode estar diminuida, ausente ou aumentada (BRASIL, 2002) e abranger as sensibilidades
térmica, dolorosa e tatil (LASTORIA; ABREU, 2014).

Quando o tratamento ndo € iniciado a partir do aparecimento dos primeiros sinais,
lesbes nervosas podem surgir decorrentes de processos inflamatorios desencadeados pelo
parasitismo intracelular do M. leprae nas células de Schwann ou mesmo por respostas imunes
exacerbadas. Essa inflamacdo desencadeia dores, espessamento do nervo afetado e perda da
sensibilidade e for¢ca muscular nas areas de inervacao, processo denominado neurite. As areas
afetadas com maior frequéncia sdo as méos, pés e os olhos (BRASIL, 2002).

A neuropatia periférica da hanseniase atinge tanto os nervos sensoriais quanto o0s
motores e autondmicos com um padrdo de mononeuropatia Gnica ou maultipla. Com a
cronicidade da neurite, 0 comprometimento neural passa a afetar as glandulas sudoriparas e
sebéceas, prejudicando a capacidade de suar com consequente ressecamento da pele no local.
Além disso, também sdo comuns a dorméncia, retracdo do tenddo, diminuicdo da mobilidade
das articulagdes, disfuncio vasomotora e paralisia nas areas inervadas (LASTORIA; ABREU,
2014). Ainda hoje, o diagnostico da hanseniase € tardio e ocorre quando o dano nervoso ja
estd estabelecido, predispondo o individuo aos danos secundarios decorrentes de trauma,
pressdo anormal ou infecgdes que resultam em injurias frequentes em olhos, pés e maos,
contraturas articulares, bem como o aparecimento de fissuras e Ulceras que podem evoluir

para osteomielite, reabsorcéo 0ssea e deformidades graves (BRAKEL, 2000).
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O diagnostico da hanseniase é essencialmente clinico e epidemioldgico. Ele inclui
a anamnese, na qual sdo colhidas informacGes acerca da histdria e condigdes de vida do
paciente, procurando identificar a origem da infeccédo, avaliacdo dermatoldgica com inspecéo
da superficie corporal em busca de lesdes caracteristicas, avaliacdo neuroldgica, avaliacdo da
forca muscular, da mobilidade articular e da sensibilidade, investigacéo de estados reacionais
e diagnostico diferencial (BRASIL, 2002).

Conforme a Portaria n. 3.125, de 7 de outubro de 2010, que aprova as diretrizes
para vigilancia, atencdo e controle da hanseniase, o diagnéstico da doenca € confirmado
quando um ou mais dos seguintes sinais cardinais estdo presentes: lesdo e/ou area da pele com
sensibilidade alterada; nervo periférico acometido e com alteragBes sensitivas e/ou motoras
e/ou autondmicas, espessados ou nao; baciloscopia positiva (BRASIL, 2010d).

As principais patologias as quais as manifestacbes da hanseniase podem se
assemelhar e requerem diagndstico diferencial sdo: eczemaétides, pitiriase versicolor,
eritrodermias e eritemas difusos, psoriase, lUpus eritematoso, pelagra, sifilis, tinhas,
sarcoidose, tuberculose, xantomas, hemoblastoses, esclerodermias e neurofibromatose de Von
Recklinghausen (BRASIL, 2009).

Alguns exames laboratoriais prestam um servico de apoio Gtil em caso de duvidas
quanto a classificagdo da doenca, na instituicdo da poliquimioterapia (PQT), no diagnostico
diferencial ou mesmo na suspeita de recidiva, complementando o diagnostico clinico. O
exame de baciloscopia consiste na coleta de raspado intradérmico de lesBes, dos lobulos
auriculares e dos cotovelos no qual o indice baciloscépico € investigado a partir de
microscopia, ou seja, a quantidade de bacilos presentes nos campos examinados que varia de
0 a 6+. O resultado pode ser negativo, mesmo em casos confirmados clinicamente; por isso, a
auséncia de bacilos na microscopia ndo afasta o diagnostico da doenca (BRASIL, 2010b).

Assim como a baciloscopia, 0 exame histopatoldgico € utilizado para auxilio no
esclarecimento da forma clinica de hanseniase e diagnéstico diferencial. Ele baseia-se na
bidpsia da lesdo suspeita, fornecendo um quadro histol6gico com discriminacao das alteracdes
teciduais caracteristicas das diferentes formas clinicas, além de permitir também a detec¢édo
do bacilo (URA; BARRETO, 2004). Atualmente, exames de apoio ao diagndstico que
avaliam a resposta de anticorpos do hospedeiro a antigenos do M. leprae, naturais ou
sintéticos, como o Glicolipidio Fendlico-1 (PGL-1) e Dissacarideo natural-octil-HSA (NDO-
HSA), estdo sendo estudados e mostram resultados promissores, especialmente os testes

soroldgicos que tém sido apontados como potencialmente eficazes na deteccdo de individuos
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infectados ainda sem tratamento e na classificagdo operacional da hanseniase (FABRI et al.,
2015).

O diagndstico também pressupbe o conhecimento do conceito espectral da
hanseniase, em que a relacdo do curso evolutivo da doengca com o comprometimento cutaneo-
neural direcionara a classificagdo da forma clinica e a escolha da terapéutica medicamentosa.
Vérias classificacdes j& foram propostas até hoje. A primeira delas, a Classificacdo de Madri,
elaborada no Congresso Internacional de Leprologia em 1953, foi baseada em critérios
clinicos, bacteriologicos, imunoldgicos e histologicos. A partir desses critérios foi definida
uma forma inicial e transitoria classificada como indeterminada (1), grupos polares estaveis,
classificados como tuberculoide (HT) e virchowiana (HV), e um grupo intermediario
classificado como borderline ou dimorfo (HD) (SOUZA, 1997).

Em 1966, Ridley e Jopling propuseram classificacdo mais flexivel que permitiu
diagnosticar a hanseniase dentro de um espectro continuo entre os grupos polares. Nela, a
variacdo das formas clinicas vai do polo tuberculoide (TT) para as formas intermediéarias,
borderline-tuberculoide (BT), borderline-borderline (BB) e borderline-lepromatosa (BL), até
a forma polar lepromatosa (LL).

Para facilitar e fundamentar a escolha da PQT, a OMS definiu em 1981 uma
classificacdo operacional da doenca na qual as formas clinicas lepromatosa, borderline-
lepromatosa e borderline-borderline estdo categorizadas como multibacilar e as formas
tuberculoide e borderline-tuberculoide formam o grupo paucibacilar. Posteriormente, foi
especificado que os casos de hanseniase seriam classificados em paucibacilares quando
houvesse de uma a cinco lesdes, e em multibacilares naqueles com seis lesdes ou mais e
resultado de baciloscopia positivo. Entretanto, independente da disponibilidade e do resultado
da baciloscopia, a classificacdo dos casos segue o critério clinico (WHO, 2012).

Com o diagnéstico confirmado de hanseniase, o individuo € avaliado quanto a
presenca de incapacidades fisicas. Essa avaliacdo investiga a integridade da funcéo neural a
partir do teste de forga motora e do teste de sensibilidade em olhos, méos e pés, utilizando fio
dental sem sabor e o conjunto de seis monofilamentos de Semmes-Weinstein. Os graus de
incapacidade sdo divididos em: 0 ou nenhuma incapacidade fisica; 1 ou diminuigdo/perda da
sensibilidade nos olhos, méos e/ou pes; 2, que indica presenca de incapacidades graves como
lagoftalmo, ectropio, triquiase, entre outras (BRASIL, 2009).

O tratamento da hanseniase é realizado por PQT, uma associagdo de
medicamentos capazes de matar o bacilo e evitar que a doenca evolua. Com isso, j& nas

primeiras doses, o individuo doente deixa de eliminar o bacilo, rompendo a cadeia de
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transmissdo. Os medicamentos associados também tém a funcdo de evitar a resisténcia
medicamentosa do bacilo (BRASIL, 2002).

A escolha da PQT é feita com base na classificacdo operacional do doente.
Individuos paucibacilares realizam tratamento que pode variar de seis a nove meses. O
tratamento consiste em doses diérias autoadministradas de Dapsona (100 mg) e seis doses
supervisionadas de Rifampicina (600 mg) e Dapsona (100 mg), tomadas mensalmente na
unidade basica de satde ou domicilio. Para individuos multibacilares, o tratamento dura de 12
a 18 meses e consiste em doses diarias autoadministradas de Dapsona (100 mg) e Clofazimina
(50 mg) mais as doses supervisionadas mensais de Rifampicina (600 mg), Dapsona (100 mg)
e Clofazimina (300 mg) tomadas na unidade basica de satde ou domicilio. Independente do
tipo de tratamento, aqueles que comparecem para a Ultima dose supervisionada sdo
submetidos a exame dermatoneuroldgico e avaliacdo do grau de incapacidade fisica e
recebem alta por cura quando completam seis doses supervisionadas nos casos PB e doze
doses supervisionadas para os casos MB. Ao final do tratamento MB, a auséncia de melhora
clinica pode indicar necessidade de um segundo ciclo de 12 meses. Neste caso, € feito um
encaminhamento para avaliagdo em unidades de maior complexidade. Também ¢ indicado
para acompanhamento em unidade de referéncia os individuos paucibacilares com lesdo Gnica
que receberdo PQT por esquema alternativo (ROM - Rifampicina, Ofloxacina e Minociclina)
devido a intoleréncia a algum dos medicamentos do esquema padréo (BRASIL, 2002).

Nos ultimos anos, a atividade antimicobacteriana de medicamentos como a
Moxifloxacina, Rifapentina e Diarilquinolina em estudos com camundongos e humanos tém
resultado numa diminuicdo expressiva da carga bacilar em poucas semanas, levando a crer
que essas opc¢des sdo mais potentes que os medicamentos utilizados no esquema padréo.
Apesar de promissoras, a viabilidade do uso dessas opc¢des de tratamento requer ainda mais
estudos quanto a seguranca e ao tempo necessario de tratamento antes de serem utilizadas em
larga escala (WHO, 2012).

3.2 Hanseniase - aspectos epidemioldgicos e operacionais

H& mais de 25 anos, a introdugdo da poliquimioterapia surgiu como uma
estratégia de eliminacdo da doenca baseada na cura dos individuos que atuavam como focos
de transmissdo do M. leprae. Contudo, em areas endémicas muitos individuos entre a

populagéo estdo infectados e contribuem para a manutencéo da cadeia de infeccdo, mostrando
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que, além do tratamento medicamentoso dos doentes, o diagndstico precoce permanece uma
estratégia essencial para a reducdo do nimero de casos (BRASIL, 2010a).

A PQT e o diagndstico precoce tém sido apontados pela OMS como os fatores
gue mais contribuiram para a expressiva reducdo da prevaléncia global da hanseniase: de mais
de 5 milhGes de casos na década de 1980 para menos de duzentos mil em 2014 (WHO, 2015).
Embora a queda tenha sido expressiva, a reducdo da prevaléncia conhecida ndo é o fim do
problema hanseniase. A taxa de deteccdo de casos novos, indicador que prové uma medida da
transmissdo recente e prevaléncia oculta da infec¢do na populacdo, ndo tem tido uma reducéo
homogénea em todos os paises (WHO, 2012). O Mapa 1 mostra a distribuigdo das taxas de

deteccdo de casos novos de hanseniase no mundo em 2014.

Mapa 1 — Taxa de deteccdo de casos novos de hanseniase, dados reportados a Organizacdo
Mundial de Saude em janeiro de 2014
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Ao (per 100 SO0 poagnalatonn)

Fonte: World Health Organization (WHO), 2016.

O Mapa 1 aponta-nos que Brasil, Nepal e Sri Lanka foram os paises com maior
taxa de detecgéo de casos novos no mundo em 2014, todos eles com mais de 10 casos novos
por 100.000 habitantes. Esse quadro pouco tem mudado com o passar dos anos, inclusive, o
numero de casos novos detectados anualmente tem sofrido pouca alteragdo. Em 2014, apenas
treze paises contribuiram com 94% do numero total de casos novos em todo 0 mundo; mesmo
assim, entre esses paises a distribuicdo dos casos foi heterogénea. Brasil, india e Indonésia

juntos contribuiram com 81% dos casos novos no mundo com detecgdo anual que ultrapassa
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dez mil casos. Ja outro grupo de dez paises, nos quais se incluem Filipinas e Nigéria,
contribuiram com apenas 16% do total global (WHO, 2015).

Entre os anos de 2005 e 2014, o Brasil apresentou um declinio na tendéncia de
deteccdo de casos, mas ainda se destaca como 0 segundo pais no mundo com maior numero
de individuos com hanseniase. Foram 31.064 casos novos detectados em 2014. Dentre eles,
61,9% eram multibacilares, o que indica a presenca de casos mais avangados de hanseniase e,
indiretamente, a magnitude da infeccdo na comunidade. No mesmo periodo, o percentual
global de casos MB foi de 60,6% (WHO, 2015).

Para avaliar a continuidade da transmissdo da infeccdo na comunidade, ou seja,
um indicio da presenca de pessoas infectadas sem tratamento que contribuem para a
perpetuacdo da cadeia de transmissdo, é utilizado o indicador taxa de deteccdo em menores de
15 anos. Os resultados desse indicador revelam que em 2014 o Brasil foi o pais que
apresentou a maior propor¢do de deteccdo em menores de 15 anos nas Américas: 7,5%
(WHO, 2015). A medida de vigilancia consiste na busca e exame dos contatos domiciliares
dos casos de hanseniase. Entretanto, no pais a propor¢do de contatos examinados em 2010 foi
considerada regular — apenas 58%, conforme parametros do Ministério da Saude (MS)
(BRASIL, 2012).

A proporgdo de casos diagnosticados com grau 2 de incapacidade fisica € um
indicador operacional importante na avaliacdo da rapidez e precisdo do diagnostico pelos
servicos de saude e da vigilancia epidemioldgica da hanseniase. Em todo o mundo, 6,6% dos
individuos diagnosticados ja estdo com incapacidades fisicas graves. O Brasil possui resultado
semelhante com uma proporgédo de 6,55% de casos novos diagnosticados com incapacidade
grau 2 (WHO, 2015).

Outro dado importante de avaliacdo do problema hanseniase é a propor¢do de
individuos que séo diagnosticados e completam o tratamento, recebendo alta por cura, que é
expressa na taxa de cura. Esse indicador sugere a eficiéncia no manejo dos pacientes pelos
servigos de salde. A taxa de cura brasileira foi de 83% no ano de 2014 tanto para casos PB
guanto para 0s MB, ou seja, quase 20% dos individuos doentes em nosso pais ndo chegam a
completar o tratamento (WHO, 2015).

Os indicadores epidemiologicos e operacionais refletem a situacdo da hanseniase
como problema de satde publica no Brasil. O cenério interno, entretanto, apresenta diferencas
regionais, estaduais e municipais. Uma das caracteristicas da hanseniase é a variacdo
geogréfica. Como mostrado, a doencga apresenta uma distribuicdo consideravelmente diversa

entre os paises; mesmo a nivel local, dentro de um pais, as diferencas na detec¢do de casos



29

sdo claramente percebidas entre as comunidades. Algumas populagdes possuem maior risco
de adoecer e, consequentemente, ttm mais casos novos detectados, indicando que existem
fatores de risco que ainda ndo foram totalmente compreendidos e precisam ser elucidados
(WHO, 2012). No Brasil, as regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste sdo as que possuem 0S
mais altos coeficientes de deteccéo e, embora concentrem somente 17,5% da populagéo, séo
responsaveis por mais de 50% dos casos (BRASIL, 2008).

Apesar de mais relevantes do ponto de vista epidemioldgico, as regides Norte,
Nordeste e Centro-Oeste ndo sdo as uUnicas regifes brasileiras que apresentam risco
aumentado de hanseniase. De fato, todos os estados brasileiros apresentam alguma area de
alto risco; um estudo do Ministério da Saude verificou a presenca de 26 clusters no pais com
taxa média de deteccdo de casos superior a média nacional. Estes clusters se caracterizam por
varios conglomerados de municipios que apresentam uma caracteristica em comum: alta taxa
de ocorréncia da doenca e elevado risco para deteccdo de casos novos (BRASIL, 2008). O
Mapa 2 traz a distribuicdo espacial dos clusters de alto risco identificados a partir do

coeficiente de detec¢do de casos novos.

Mapa 2 — Analise de cluster da taxa de deteccédo
geral da hanseniase no Brasil no triénio 2011-2013

Risco Relativo
do Cluster

= y
- . o

Fonte: MS/SV/S/CGHDF-Sinan (WHO_ 2013}

A partir da analise do mapa revelam-se as areas geograficas de alto risco
distribuidas por todas as unidades federadas, inclusive Sul e Sudeste. Esses clusters reinem

municipios com pouca populacdo e alta concentracdo de casos. Hoje em dia, 0s estados da
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Amazonia brasileira destacam-se como o0s de maior risco para hanseniase e os da regido sul
como os de menor risco. Sabe-se que a epidemiologia da doenga possui como determinantes
as caracteristicas socioecondmicas populacionais, por isso o enfoque das politicas publicas
deve envolver uma atencdo integral e integrada entre as regides, estados e municipios. Nesse
sentido, o desenvolvimento socioecondmico, a melhoria da educacéo e a redugéo da pobreza e
da desigualdade naqueles locais devem ser levados em consideragdo e precisam repercutir
positivamente na incidéncia da doenca (BRASIL, 2008).

Medidas de vigilancia — como o exame de contatos; o tratamento e a cura dos
casos diagnosticados; a avaliacdo das incapacidades fisicas — sdo essenciais e prioritarias nas
areas de cluster que demandam intensificacdo dessas agdes. Para o alcance da meta de
eliminacdo da hanseniase é posta em destaque a estratégia de aumento da deteccdo precoce e
da cura dos individuos doentes (BRASIL, 2012). Contudo, antes que observemos uma
diminuicdo no nimero de casos da doenca, hd que se esperar um aumento da deteccdo de
casos novos, retrato da atuagdo dos servicos de salde na busca ativa de casos, na melhoria do
diagnostico e nas demais acdes de controle da hanseniase, a fim de evitar que uma reducéo do
coeficiente de deteccdo e da prevaléncia, fruto do pouco investimento nas estratégias de

eliminacdo, seja interpretada como avango (BRASIL, 2008).

3.3 Hanseniase - aspectos imunoldgicos

A complexidade e variedade das manifestacfes clinicas da hanseniase baseiam-se
na interacdo da micobactéria com o sistema imunolégico do hospedeiro. Com crescimento
lento e predilecdo por regides mais frias do corpo como a passagem nasal, num primeiro
momento, ao ser inalado, 0 M. leprae adere as células epiteliais nasais e mais eficientemente
nas células epiteliais alveolares, tornando-as reservatorios de bacilos (SILVA et al., 2013).

A cépsula externa e a parede celular do M. leprae sdo repletas de glicolipideos e
lipopolissacarideos de superficie reconhecidos pelo organismo como padrdes moleculares
associados aos patogenos (PAMP). Os PAMP permitem que as células do sistema imune
reconhecam o bacilo a partir de sua ligacdo nos receptores de reconhecimento de padréo
(PRR). Estes receptores atuam na identificagcdo e resposta as micobactérias: os receptores do
tipo Toll (TLR) e 0 NOD2 (MODLIN, 2010).

Apbs serem reconhecidos, os bacilos sdo endocitados e/ou fagocitados,
degradados pelo fagolisossomo ou proteossoma da célula, gerando fragmentos peptidicos que,

apos processados, sao apresentados na superficie da membrana celular em associacdo com o
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Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC) de classes | e 1l. O complexo antigeno e
MHC de classe |, expresso em todas as células nucleadas, é reconhecido pelo receptor de
linfocitos (TcR) e ativa os linfocitos T citotoxicos CD8*. O complexo antigeno e MHC de
classe Il, expresso pelas células apresentadoras de antigenos profissionais — células
dendriticas, macrofagos e células B — e ndo profissionais — fibroblastos, células do endotélio
vascular, entre outras —, é reconhecido pelo TcR dos linfécitos T auxiliar CD4"™ (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Na hanseniase, por um lado as células apresentadoras de antigeno podem destruir
0 bacilo e ativar linfécitos, mas por outro podem servir como habitat do M. leprae
(BRITTON, 1993). Ao ser endocitado pelo macréfago, o bacilo induz a produgdo de sinais
regulatérios positivos ou negativos através do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a),
interleucina 10 e 12 (IL-10 e IL-12) e fator de crescimento e transformacdo beta (TGF-p).
Essas citocinas tém funcdo oposta nos macrofagos uma vez que a liberagdo de TNF-a e IL-12
ativa a destruicdo do bacilo intracelular e induz a proliferacio de linfocitos T,
respectivamente, conferindo resisténcia a proliferacdo da micobactéria. Ja a liberacdo de TGF-
B e IL-10 desativa as funcdes do macrdfago, impede a digestdo do bacilo endocitado e
promove sua proliferacdo no interior da célula (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002). O
proprio bacilo pode ainda inibir a fusdo do fagolisossomo, escapar do fagossoma e ser
resistente a digestdo, persistindo no macréfago e levando a uma liberagdo constante de
citocinas que resultardo em estimulacdo crénica das células T e transformacdo do macréfago
em célula epitelioide. O macréfago infectado também pode se fundir a outros macréfagos e
formar células gigantes multinucleadas ou granulomas, localizados na pele e nervos e
caracteristicos da forma TT da doenca (BRITTON, 1993).

O bacilo da hanseniase também € capaz de se proliferar em células ndo -imunes
justificada pela reducdo significativa de seu genoma, que o tornou dependente das funcdes
celulares para a sobrevivéncia; neste caso, seu alvo priméario é a célula de Schwann.
Resultados de estudos de células de Schwann infectadas com um alto ndmero de bacilos
evidenciaram a capacidade do M. leprae de reprogramar o potencial nuclear e a plasticidade
natural das células adultas e torna-las semelhantes as células-tronco, capazes de migrar e se
diferenciar em tecidos mesenquimais, contribuindo para a disseminagdo da infeccdo em
outros tecidos e na formagéo do granuloma. Além disso, quando reprogramadas, as células de
Schwann produzem quimiocinas e fatores troficos que recrutam macrofagos e possibilitam
sua infeccdo (MASAKI et al., 2013).
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Apos a fase inicial da infeccdo, a evolucdo para as manifestacdes clinicas esta
estreitamente relacionada com o padréo de resposta imune desenvolvido pelo hospedeiro. Na
hanseniase tuberculoide, a ligacdo do TcR com o0 MHC de classe 1l resulta na liberacéo de IL-
2 que atua no recrutamento e proliferacdo das células natural Killers (NK) e linfécitos T
citotoxicos e no crescimento autocrino dos linfoticos T auxiliares. Os linfdcitos T liberam
IFN-y que age nos macrdfagos, capacitando-os a matar os bacilos e conter sua proliferacdo
por meio da producdo de reativos de oxigénio e nitrogénio. Os macrofagos por sua vez
liberam interleucina-1p (IL-1p), fator estimulador de colonia granuldcitos-macrofagos (GM-
CSF) e TNF-o. Esta imunidade mediada por células é capaz de conter a carga bacilar por
meio de uma resposta imune especifica com padrdo Thl e pode levar a cura ou a uma forma
branda da doenca (YAMAMURA et al., 1991; BRITTON, 1993; GOULART; PENNA,;
CUNHA, 2002).

Nas lesbes da hanseniase lepromatosa estdo presentes linfocitos T CD4",
macrofagos e, mais predominantemente, linfocitos T CD8" que liberam IL-4, IL-5 e IL-10,
tipico padrdo de resposta Th2. Essas citocinas estdo envolvidas com a imunidade humoral
uma vez que a IL-4 estimula a producdo de imunoglobulina E (IgE) e juntamente com a IL-
10, sdo responsaveis pelo estimulo as células B na producdo de anticorpos. A IL-4 também
estimula a producdo de TGF-B pelas células T CD4", um potente inibidor da atividade dos
macrofagos; é fator de crescimento para linfocitos T supressores; bloqueia os receptores de
IL-2 nos linfocitos T, impedindo sua proliferacédo; inibe a ativacao de macréfagos e mondcitos
pelo interferon gama (IFN-y); impede a destruicdo do patégeno intracelular por meio da
producdo reduzida de TNF-a, prostaglandinas e de 6xido nitrico nos macréfagos (SALGAME
etal., 1991; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002).

A cronicidade da liberacdo de IL-10 por macrofagos induz a multiplicacdo de
linfocitos T CD4" com perfil regulatorio e que, ao manter a liberacdo de IL-10, perpetuam a
supressao da resposta imune mediada por células. A inibicdo da destruicdo bacilar e a
supressao da resposta antigeno-especifica resultam na progressao da infeccdo (SALGAME et
al., 1991; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002). Esse substrato de células T CD4+ com
funcdo supressora tem sido denominado células T reguladoras ou Treg, que expressam
constitutivamente a molécula CD25 e o fator de transcricdo FoxP3. Esse efeito supressor €
mediado pela interacdo direta com as células T efetoras e liberacdo de citocinas anti-
inflamatdrias. Nota-se que este efeito imunossupressor ndo é sistémico, mas local, ou seja, em
sitios de multiplicagdo do patogeno. O papel das Treg difere a partir das diferentes formas

clinicas da hanseniase: por um lado, foi observado um alto nimero destas células na forma
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lepromatosa da doenca, o que evidencia seu efeito na manutengdo da multiplicacdo do bacilo
decorrente da expressdo aumentada de moléculas anti-inflamatorias, como IL-10; por outro
lado, esse mesmo efeito ndo tem sido observado na forma tuberculoide da doenca
(PALERMO et al., 2012).

O paradigma Th1/Th2 baseado nos diferentes padrbes de producdo de citocinas é
capaz de esclarecer as respostas desencadeadas pelas formas clinicas tuberculoide e
lepromatosa da doenca. Contudo, o padrdo nas formas borderlines ainda nao esta claro, com
evidéncias de um perfil misto de citocinas em alguns pacientes. Por isso, € necessario
compreender 0s mecanismos imunorregulatérios da producdo e/ou inibicdo das citocinas

dentro do espectro de formas clinicas da hanseniase (SCOLLARD et al., 2006).

3.4 Hanseniase - aspectos genéticos

A descoberta de um micro-organismo como agente causador das doengas
infecciosas trouxe um determinismo na causalidade incapaz de explicar varias caracteristicas
da infeccdo. A Teoria Microbiana de Pasteur destacou o conflito percebido na variabilidade
das respostas imunes entre os individuos infectados em uma mesma populagdo. A
investigacdo dessa variabilidade por Charles Nicolle, entre 1911 e 1917, foi essencial para a
descoberta do fenébmeno da infeccdo inaparente, ou seja, entre os infectados coexistiam
individuos sintomaticos e assintomaticos (ALCAIS; ABEL; CASANOVA, 2009). A hipdtese
da influéncia genética na precipitacdo da hanseniase foi entdo levantada a partir da observacéo
do grande nimero de individuos que, apesar do contato com o bacilo, ndo desenvolviam a
doenca e do amplo espectro de manifestacGes clinicas naqueles individuos doentes. Além
disso, devido a diversidade limitada de genes, é provavel que o M. leprae ndo tenha um papel
decisivo no desfecho clinico (ALCAIS et al., 2005).

O envolvimento de outros fatores relacionados a infeccdo e progressdo da
hanseniase realgcou-se a partir das observacdes de uma agregagdo familiar e étnica da doenca,
com uma concordancia entre pais e filhos bioldgicos que ndo era percebida quando os filhos
eram adotivos e ainda mais alta concordancia para a hanseniase entre gémeos monozigoticos
comparados aos dizigoticos. Verificou-se que a predisposicao as doencas infecciosas comuns,
como a hanseniase, envolvia um amplo nimero de genes num tipo de suscetibilidade
denominada poligénica, onde cada um contribuia com uma influéncia pequena num efeito
cumulativo (ALCAIS; ABEL; CASANOVA, 2009). Seguida & descoberta da suscetibilidade

poligénica, iniciaram-se estudos que traziam o conceito de genes de efeito principal nas
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doencas infecciosas, isto &, um (inico gene de maior importancia, mas com baixa penetrancia®
e expressdo fenotipica influenciada tanto por fatores ambientais como por outros genes de
menor efeito (LALOUEL et al., 1983).

Esses genes de efeito principal podem apresentar especificidade para uma
determinada populacdo, determinada doenca e fendtipos clinicos e imunoldgicos. Para a
hanseniase, alguns genes de efeito principal j& foram mapeados por estudos de ligacdo
genémica. Um deles foi o gene da Linfotoxina-a cuja variacdo resultou em risco aumentado
de hanseniase na populacdo do Vietnd, sobretudo antes dos 25 anos (MIRA et al., 2003).
Outras variantes na regido regulatoria compartilhada pelo gene da parkina (PARK2) e gene
corregulatorio da parkina (PACRG) também estiveram relacionadas ao fen6tipo da hanseniase
(SCHURR et al., 2006). Outros genes candidatos incluem os genes do complexo MHC de
classes I e 11, genes do transportador associado ao processamento de antigeno (TAP), gene do
TNF-0, IL-10, IFN-y e genes dos NOD e TLR (MIRA, 2006; MARQUES et al., 2014).

E provavel que exista uma arquitetura genética que possibilite a predicdo da
suscetibilidade ou resisténcia a hanseniase; por isso, torna-se importante a definicdo de uma
hierarquia de genes envolvidos no adoecimento (ALCAIS; ABEL; CASANOVA, 2009). O
envolvimento dos genes na suscetibilidade poligénica da hanseniase é mais bem
compreendido a partir de um modelo de dois estagios. Num primeiro momento, entende-se
que todos os individuos infectados compartilham um estdgio ndo sintomético da doenca,
fenotipo denominado hanseniase per se. Neste estagio, 0s genes implicados na hanseniase per
se ndo necessariamente influenciam a progressdo da doenca para alguma forma clinica. A
progressao para as diferentes formas clinicas envolve uma segunda gama de genes em um

segundo estagio (SCHURR et al., 2006). A Figura 1 exemplifica o0 modelo abordado.

® Penetrancia é um conceito estatistico que se refere a fragdo de casos com um dado genétipo que manifesta um
fenotipo especifico (SPEICHER; ANTONARAKIS; MOTULSKY, 2010).



35

Figura 1 — Modelo da Suscetibilidade Genética a Hanseniase
em dois estagios

Formas Clinicas

Hanseniase per se Genes do grupo 2
Genes do grupo 1 (ex: HLA-DRB1; NRAMP1)
(ex. PARK2)
Paucibacilar com
lesao unica
Infecgdo | Paucibacilar
Exposicdo ao (~5 -10%) (> 1 lesdo)
M. leprae \ , P
Assintomatico { Multibacilar
(~90-95%)

Faonte: Al TFR et al 2011

No primeiro estagio, os genes do grupo 1 contribuem para o estabelecimento da
doenca apos a exposicdo ao M. leprae e no segundo estagio os genes do grupo 2 conferem
risco para as manifestacdes de formas clinicas mais brandas, como a hanseniase paucibacilar,
ou mais severas como a multibacilar (ALTER et al., 2011).

A pesquisa sobre a genética humana das doencas infecciosas tem contribuido para
0 entendimento da resposta imune direcionada ao M. leprae a partir dos estudos de associagdo
baseados em populacdo ou familias e estudos funcionais que buscam identificar possiveis
genes candidatos e a influéncia de polimorfismos comuns em vias de resposta imunolégica
(ALCAIS et al., 2005). Apesar de a hipdtese genética das doencas infecciosas ser uma
mudanca no paradigma, ela ndo faz oposic¢do a teoria microbiana das doencas uma vez que no
curso da hanseniase o bacilo ndo é herdado, mas sim a predisposicdo a infeccdo e ao
adoecimento (SPEICHER; ANTONARAKIS; MOTULSKY, 2010).

3.5 Ainfluéncia do TLR na suscetibilidade a Hanseniase e seu papel nas vias imunoldgicas

Como genes candidatos que tém atraido grande atengdo por seu papel na detecgdo
das lipoglicanas, lipomananas e lipoarabinomanana das micobactérias e na ativagdo de
macrofagos durante a infeccdo pelo M. leprae, os genes da familia TLR ja foram investigados
e associados a suscetibilidade e resisténcia a infecgdo bacteriana em diferentes populagoes.

Em especial, estudos do gene TLR1, localizado no cromossomo 4pl14, mostraram que o SNP
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G743A, também identificado como rs4833095, uma variante missense’, esteve relacionado
com a suscetibilidade a hanseniase na populacdo indiana e brasileira (SCHURING et al.,
2009). Qutro polimorfismo, o rs5743618, também uma variante missense, teve o gendtipo
homozigoto 602S relacionado a diminuicdo da incidéncia de hanseniase e protecdo nas
populacdes da Turquia (JOHNSON et al., 2007) e india (WONG et al., 2010), resultado que
ndo se repetiu nas populagdes de Bauru e da Microrregido de Almenara em Minas Gerais,
Brasil (MARQUES et al., 2013).

A descoberta dos receptores do tipo Toll (TLR) teve inicio em 1989, quando
Charles Janeway propds que as células reconheciam patdgenos atraves de um padrdo, ou seja,
as células do hospedeiro dispunham de receptores que se ligavam a estruturas denominadas
PAMP. Dez anos apds a proposta de Janeway, ocorreu a descoberta do primeiro receptor de
reconhecimento de padrdo em droséfilas; nesta espécie, também conhecida como mosca das
frutas, cientistas identificaram um gene que codificava um receptor de membrana que
denominaram Toll. Posteriormente, estudos apontaram que mutagdes com prejuizo na fungéo
do Toll tornaram as drosofilas suscetiveis a infeccbes por fungos (CHRISTMAS, 2010).
Logo, foi descoberto um homdélogo do receptor em mamiferos e agora sabe-se que humanos
possuem pelo menos 11 tipos diferentes desse receptor e que a familia de TLR constitui uma
importante defesa contra infeccdo (TAKEDA; AKIRA, 2005).

Os TLR podem detectar um amplo numero de patégenos humanos, atuando na
resposta imune inata e adaptativa. Por constituirem a linha de frente na resposta a sinais de
perigo, os TLR sdo centralmente significantes (CHRISTMAS, 2010). Essa familia de
receptores € altamente especifica e reconhece os PAMP, expressados por patdgenos
microbianos, e os padrdes moleculares associados a danos (DAMP), moléculas enddgenas
liberadas no processo de morte celular ou necrose. Os PAMP incluem varios componentes da
parede celular como lipopolissacarideos (LPS), peptideoglicanos (PGN) e lipopeptideos,
flagelinas, DNA bacteriano e RNA (&cido ribonucleico) viral. Os DAMP por sua vez incluem
proteinas intracelulares como as proteinas heat shock e fragmentos proteicos da matriz
extracelular (TOLL-LIKE RECEPTORS REVIEW, 2012).

Os TLR estdo presentes em tecidos que envolvem a funcdo imune e também séo
encontrados nos pulmdes e no trato gastrointestinal (TOLL-LIKE RECEPTORS REVIEW,
2012). Sua estrutura consiste em proteinas com dominios extracelular, transmembrana e

citoplasmatico. O dominio extracelular é responsavel pelo reconhecimento do ligante e pela

* Substituicdo de um Unico nucleotideo na sequéncia do DNA que resulta na traducdo de um aminoacido
diferente com mudanga no produto proteico final (US NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE, 2016).
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transducdo de sinal. A porcdo citoplasmatica, também denominada de dominio TIR, €
responsavel pela sinalizacdo via moléculas adaptadoras como a MyD88, TIRAP/Mal, TRIF e
TRAM. Os diferentes tipos de adaptadores presentes no dominio TIR provém a especificidade
das vias de sinalizacdo mediadas pelos diferentes tipos de TLR (TAKEDA; AKIRA, 2005).

Figura 2 — Receptores do tipo Toll e vias de sinalizacdo mediadas pelo TLR

TLR1 TLR2 lTLRS 'TLRS 'TLR4 Cell membrane
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Fonte: ZHAO et al., 2014.

A sinalizacdo pelos TLR conduz a resposta inata aos patdégenos e ocorre pela
ativacdo do fator de transcri¢do nuclear kappa-B (NF-kB) e proteinas quinases ativadas por
mitdgeno (MAP) p38 e JNK com consequente aumento da expressdo de genes pro-
inflamatorios. Uma segunda via de sinalizacdo se da pela ativacdo do NF-kB e do fator
regulatorio do interferon, permitindo a inducdo adicional de varios genes como o interferon-f
(IFN-B) (O’NEILL, 2004). A expressdo de genes das moléculas coestimulatérias e citocinas
inflamatdrias vai instruir o desenvolvimento da imunidade adaptativa antigeno-especifica,
especialmente a resposta Thl (TAKEDA; AKIRA, 2005).
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4. MATERIAL E METODOS

A fim de averiguar a associa¢do do polimorfismo G743A do gene TLR1 com a
suscetibilidade a hanseniase, conduziu-se um estudo com abordagem quantitativa,
observacional e delineamento caso-controle, utilizando base populacional com dados obtidos
no projeto “Analise do processo de exposi¢do, infec¢do e adoecimento de contatos
domiciliares de casos de hanseniase por meio de marcadores de infeccdo e de suscetibilidade
genética ao Mycobacterium leprae”, realizado na microrregido de Almenara, Minas Gerais,
em 2011 e 2014 e vinculado ao Grupo de Pesquisa NEPHANS.

O projeto referido propunha o estudo de polimorfismos genéticos através de
estudos de associacdo genética com diferentes metodologias, sendo elas o Teste de
Desequilibrio de Transmissao (TDT) e o Caso-controle. O TDT foi o primeiro, realizado em
2012, com resultados reportados na Tese de Doutoramento Anélise da influéncia de fatores
genéticos na suscetibilidade a hanseniase na populacdo da Microrregido de Almenara,
Minas Gerais (AMARAL, 2012) ¢ no artigo “Toll-like receptor 1 (TLR1) N248S single
nucleotide polymorphism is associated with leprosy risk and regulates immune activation
during mycobacterial infection”, publicado na revista Journal of Infectious Diseases
(MARQUES et al., 2013). O presente estudo, portanto, ao utilizar o delineamento Caso-
controle, cumpre a segunda etapa do projeto ja citado.

4.1 A Microrregido de Almenara como Cenario de Estudo

O Vale do Jequitinhonha é uma mesorregido mineira composta por cinco
microrregifes, como apresentado no Mapa 3 a seguir. Dentre elas estd a Microrregido de
Almenara, que abrange 16 municipios: Almenara, Bandeira, Divisopolis, Felisburgo, Jacinto,
Jequitinhonha, Joaima, Jordania, Mata Verde, Monte Formoso, Palmépolis, Rio do Prado,
Rubim, Salto da Divisa, Santa Maria do Salto e Santo Ant6nio do Jacinto. Com economia
baseada em servicos e na atividade agropecuaria, esses municipios possuem um baixo indice
de desenvolvimento socioecondmico e populagdo que varia entre cinco e doze mil habitantes,
com excecdo de Almenara, principal cidade da Microrregido, com quase 39 mil habitantes e o
melhor desenvolvimento econdmico entre as demais cidades (IBGE — Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatistica).
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Mapa 3 — Mapa das Microrregides de Minas Gerais com destaque para a
Microrregido de Almenara

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).

Na Microrregido de Almenara, dos 16 municipios que a compdem, 14 estdo
presentes em cluster de alto risco de deteccdo da doenca, denominado cluster seis. S&o eles:
Almenara, Bandeira, Felisburgo, Jacinto, Jequitinhonha, Joaima, Jordania, Monte Formoso,
Palmopolis, Rio do Prado, Rubim, Salto da Divisa, Santa Maria do Salto e Santo Anténio do
Jacinto. O cluster seis, anteriormente denominado cluster 4, compreende municipios de Minas
Gerais, Bahia e Espirito Santo, todos com grande concentracdo de casos em areas com pouca
populacdo e altos coeficientes de deteccdo de casos novos (BRASIL, 2010a).

Uma pesquisa ecoldgica realizada por Amaral e Lana (2008) trouxe a média dos
coeficientes de deteccdo de cada municipio da Microrregido entre os anos de 1998 e 2006.
Como resultado percebeu-se que a deteccdo média nestas cidades foram as mais altas do Vale
do Jequitinhonha, sendo os municipios de Almenara, Felisburgo, Jacinto, Jordania,
Palmépolis, Rubim e Santa Maria do Salto aqueles com as mais altas médias de deteccdo
dentro da Microrregido. Com base na relevancia epidemioldgica, os municipios que
compuseram o cenario do presente estudo foram: Almenara, Felisburgo, Jacinto, Jordania,

Palmopolis e Rubim.
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4.2 Delineamento Caso-controle

Assim como outros estudos observacionais, o estudo de caso-controle mede a
associacdo entre exposicdo e doenca; entretanto, sua particularidade esta na selecdo dos
sujeitos, que se baseia na ocorréncia ou ndo de um desfecho (ASCHENGRAU; SEAGE,
2007). Nos estudos de caso-controle genéticos, procura-se, especificamente, inferir
causalidade entre a exposicdo a um marcador genético com o fenotipo de doenca ou sua
severidade (PACHECO; MORAES, 2009). A figura abaixo mostra o delineamento deste

trabalho com base nas caracteristicas de um estudo caso-controle.

Figura 3 - Delineamento Caso-controle
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o " ndo-expostos Auséncia do SNP
At NAO-DOENTE - rs4833095
(Controle)
X Populacao do Estudo
Col:tgg 124011 Microrregiao de Almenara
Selecao dos Participantes

Fonte: NADANOVSKY:; COSTA; RAGGIO, 2008. (Adaptado)

O caso-controle de base populacional é desenvolvido recrutando-se dois grupos de
individuos, aqueles que foram identificados com a doenga, denominados casos, e outros
selecionados da populagdo que deu origem aos casos, mas que ndo estdo doentes. Para ambos
0s grupos, o fator de exposicdo, juntamente com outras covariaveis, ¢ comparado a fim de
determinar uma medida da associacdo entre a exposicao e a doenca (PACHECO; MORAES,
2009).
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4.3 Os sujeitos de pesquisa: selecdo, recrutamento e coleta de dados

O metodo utilizado para a selecdo da amostra de casos e controles foi néo-
probabilistico, constituindo-se uma amostragem de conveniéncia.

O grupo de casos foi composto por individuos diagnosticados com hanseniase e
selecionados apds consulta ao banco de dados do Sistema de Informacéo Nacional de Agravos
de Notificacdo (SINAN), disponibilizado pela Coordenadoria Estadual de Dermatologia
Sanitaria da Secretaria de Estado da Saude de Minas Gerais (SES/MG). Nas situacdes em que
0 registro do caso ndo constava no SINAN, recorreu-se aos arquivos dos servigos de saude.

Foram priorizados aqueles que residiam na zona urbana devido ao quantitativo de
visitas e a dificuldade de deslocamento e dispersdo das residéncias localizadas na zona rural.
Ainda assim, individuos pertencentes aos distritos de Pedra Grande, Avai do Jacinto e Itapiru,
areas consideradas rurais, foram incluidos pela expressividade do ndmero de casos
registrados.

O grupo de controles foi composto por individuos que tiveram contato domiciliar
com os casos de hanseniase selecionados para o estudo. Considerou-se contato domiciliar
aqueles que residiram com o individuo doente na data do diagndstico ou até cinco anos antes,
compartilhando o mesmo domicilio ou terreno. Algo a ser pontuado na escolha dos controles
a partir dos contatos domiciliares de casos de hanseniase € que, no contexto das doencas
infecciosas, a avaliacdo do perfil genético de protecdo ou suscetibilidade requer que todos os
controles tenham sido expostos ao menos uma vez ao agente etioldgico sendo seria impossivel
afirmar que os controles ndo adoeceram simplesmente porque nédo tiveram contato com o M.
leprae. Apesar de ndo ser possivel afirmar categoricamente se alguém foi exposto ou nao,
uma das maneiras de aumentar a chance de exposicdo ao bacilo é utilizar os contatos
domiciliares dos doentes, garantindo que os controles sejam escolhidos na populagédo que deu
origem aos casos. O uso desta estratégia € uma maneira de conduzir um estudo de
epidemiologia genética das doencas infecciosas com menor probabilidade de viés e perda de
poder (PACHECO; MORAES, 2009).

Os critérios utilizados para a selecdo dos casos e controles seguem descritos no

quadro a seguir:



Quadro 1 — Critérios de selecdo de Casos e Controles

Critérios de Selecdo

CASOS

Critérios de Inclusao

Critérios de Exclusao

o Diagnéstico de Hanseniase entre Residir em outro municipio que néo
janeiro de 2001 e julho de 2014; os selecionados para o estudo;
o Residir em Almenara, Felisburgo, Idade inferior a sete anos;
Jacinto, Jordania, Palmopolis e Rubim Recusa em coletar sangue;
no periodo da coleta de dados; Coleta de sangue sem sucesso.
o Idade igual ou superior a sete anos;
o Aceite da coleta de sangue.
CONTROLES
Critérios de Inclusdo Critérios de Excluséo
o Residir com o caso de hanseniase em Ter residido com o caso hd mais de
mesmo domicilio ou terreno na época cinco anos antes da data de
do diagnostico ou até cinco anos diagnostico;
antes; Iniciar o compartilhamento do
o Auséncia de parentesco consanguineo domicilio ou terreno somente apds a
com 0 caso; data de diagndstico;
o Idade igual ou superior a sete anos; Residir  fora dos  municipios
o Nunca ter tido hanseniase; selecionados;
o Aceite da coleta de sangue. Possuir  problema  mental que

impossibilite o discernimento;
Parentesco consanguineo de até
terceiro grau;

Idade inferior a sete anos;

Recusa em coletar sangue;

Coleta de sangue sem sucesso.

Fonte: Elaboragdo propria.
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O recrutamento dos sujeitos e a coleta dos dados ocorreram no primeiro semestre

de 2011 e entre os meses de junho e julho de 2014. Antes da coleta de dados houve reunides
com profissionais de saude e gestores dos municipios selecionados no intuito de apresentar 0s
objetivos e a metodologia da pesquisa, planejar e articular a execugéo do estudo, assegurando
o sigilo das informagdes relacionadas ao caso de hanseniase.

A primeira abordagem era direcionada ao caso de hanseniase e realizada pelo
Agente Comunitario de Saude (ACS) que contatava todos cujo domicilio pertencia a
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microarea de sua responsabilidade e fornecia informagdes acerca das caracteristicas gerais do
estudo, solicitando autorizacdo verbal para a visita da equipe de pesquisadores, um pré-
requisito para essa visita.

Durante a visita, 0 caso era questionado acerca do contato domiciliar com outras
pessoas na mesma residéncia ou terreno na época do diagnostico ou até cinco anos antes. Os
contatos domiciliares informados eram visitados quando havia autorizagdo verbal para tal e no
caso de o contato ainda residir no municipio.

Todos os sujeitos eram informados acerca dos objetivos da pesquisa, das etapas da
coleta de dados e da garantia do anonimato e, posteriormente, convidados a participar
voluntariamente. Para aqueles que aceitaram, foi procedida a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A).

A identificacdo dos sujeitos realizou-se pela atribuicdo de codigos alfanuméricos
individuais com identificacdo de caso, domicilio e contato domiciliar. Para casos ou controles
aplicou-se um questionario semiestruturado especifico no qual havia questfes relativas a
informacdes sociodemograficas, de saude e epidemioldgicas (APENDICE B).

No questionario direcionado ao caso, campos voltados para as especificidades da
doenca foram preenchidos apds consulta das informacdes disponiveis no SINAN ou em
prontuario médico, quando disponivel.

Apos aplicagdo do questionario, procedeu-se a exame clinico dermatoneurolégico
nos contatos domiciliares sem historico de hanseniase a fim de investigar a presenca de sinais
sugestivos da doencga. O exame consistia na:

1. Avaliacdo e registro de queixas;

2. Avaliacdo dermatologica;

3. Avaliacdo neurologica por inspecdao e palpacdo dos nervos radial, ulnar, mediano,
fibular e fibular posterior;

4. Avaliacdo da forca muscular em pélpebras, masculos abdutor do quinto dedo, abdutor
do polegar, extensdo do punho, tibial anterior, extensor do halux e fibulares longos e
curtos;

5. Teste de avaliacdo da sensibilidade em mé&os e pés utilizando estesidmetro.

Os sinais suspeitos da doenca que incluiam queixas, alteragdes dermatologicas,
alteracdes percebidas na palpacdo dos nervos, na avaliagdo da forca muscular ou no teste de
sensibilidade com estesidmetro eram registrados em formulério préprio (APENDICE C),

encaminhado ao servico de salde de referéncia do municipio para confirmacéo diagndstica.
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Amostras de 4 mililitros (ml) de sangue total foram coletadas de casos e contatos
domiciliares, utilizando-se como referéncia protocolo préprio (APENDICE D).

Ao finalizar a visita, a equipe orientava todos da residéncia acerca da forma de
transmissdo da hanseniase, seus sinais e sintomas, tratamento e procura do servico de saude

local na ocorréncia de suspeita da doenca.

4.4 Variaveis de estudo

A variavel dependente foi a ocorréncia ou ndo da hanseniase per se entre 0s casos
e controles. As variaveis independentes foram a presenca do SNP G743A (rs4833095) do
gene TLR1 e o sexo.

A escolha do SNP G743A do gene TLR1 partiu da necessidade de se confirmar
associag0Oes reportadas em estudos com outras populagdes e diferentes metodologias presentes
nas bases de dados disponibilizadas pelo Portal de Periédicos da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (Capes).

As variaveis utilizadas na analise descritiva foram:

a) Variaveis sociodemogréficas:
- sexo (masculino, feminino);
- faixa etéria (anos);
- cor de pele autorreferida (branca, preta, amarela, parda, indigena, outros).
b) CondicGes de moradia:
- nimero de cdmodos no domicilio;
- nimero de dormitoérios no domicilio.
¢) Informacdes epidemiologicas:
- vacinacgao por BCG (cicatriz vacinal);
- histdrico de infecgdes parasitarias (esquistossomose e helmintoses).
d) Aspectos clinicos da hanseniase entre 0s casos:
- classificacdo operacional (paucibacilar, multibacilar);
- forma clinica de Madri (indeterminada, tuberculoide, dimorfa, virchowiana);
- bacilospia (positiva, negativa);
- grau de incapacidade fisica no diagnostico (grau O, grau 1, grau 2);
- ocorréncia de episodio reacional (reacdo reversa, eritema nodoso hansénico).

e) Caracteristicas de convivio com casos da doenga entre controles:
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- situagdo de contato (residia com o caso indice na data do diagnostico e reside
atualmente; residia com o caso indice na data do diagndstico; residia com o caso
indice diagnostico antes da data do diagndstico até cinco anos);

- caracteristica da convivéncia (dorme no mesmo terreno; dorme no mesmo domicilio;
dorme no mesmo comodo);

- contato domiciliar de mais de um caso de hanseniase.

4.5 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA das amostras de sangue total foi realizada no Laboratério de
Imunologia Celular e Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR/FIOCRUZ),
utilizando-se o Kit Qiagen Flexigene (numero da categoria 51206). Os detalhes do protocolo
de extracdo estdo especificados no APENDICE E.

Apo6s a extragdo, as amostras de DNA foram submetidas ao Espectofotdmetro
Nanodrop ND 1000 para quantificacdo dos acidos nucleicos e avaliagdo da pureza por
densidade Optica, estabelecendo como satisfatorio grau de pureza, ou relacdo 260/280 nm

(nanémetros), de aproximadamente 1,8.

4.6 Método de genotipagem

Apbs isolar o DNA das amostras, a genotipagem envolveu a discriminacgdo alélica
e foi realizada por meio da amplificacdo dos fragmentos de DNA pelo método Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real através do sistema TagMan®, utilizando ensaios
com dois primers cada e duas sondas correspondentes ao SNP de interesse. Para deteccdo das
variantes alélicas, a presenca ou auséncia do SNP era determinada a partir da mudanca nos
sinais de fluorescéncia da sequéncia-alvo amplificada e obtidos a partir dos corantes
fluorescentes VIC e FAM ligados a extremidade 5’ da sonda e de um quencher néo
fluorescente na extremidade 3°.

Num primeiro momento, a proximidade do quencher com o corante repdrter
impede os sinais de fluorescéncia; no entanto, a partir da clivagem exercida pela polimerase e
a amplificagéo da sequéncia-alvo complementar a sonda, ocorre o desligamento do quencher
ndo fluorescente, aumentando a fluorescéncia do corante repérter e indicando os alelos da

amostra.
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A Figura 4 abaixo apresenta o resultado da reacdo de PCR em Tempo Real,

demonstrado em gréfico de discriminacéo alélica.

Figura 4 — Exemplo de gréfico de discriminacéo alélica
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Fonte: LIFE TECHNOLOGIES, 2014.

Na Figura 4, os pontos azuis sdo as amostras cujo genotipo é homozigoto para o
alelo 2 (FAM); os pontos verdes sdo as amostras heterozigotas (FAM e VIC); os pontos
vermelhos, as amostras homozigotas para o alelo 1 (VIC). O ponto preto representa o controle
negativo, ou seja, reacdo utilizada para assegurar reagentes livres de contaminacdo por DNA.
Dando como exemplo o presente estudo, para 0 SNP N248S (rs4833095) teriamos nos pontos
azuis os homozigotos S/S, nos pontos verdes os heterozigotos N/S e nos pontos vermelhos os
homozigotos N/N.

As reacdes de PCR em Tempo Real foram realizadas no 7500 Real Time PCR
System disponibilizado pelo Laboratério de Parasitologia, localizado no Instituto de Ciéncias

Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.7 Analise dos dados

O banco de dados com as informacgOes referentes de casos e controles foi

elaborado apds a concluséo das Coletas de 2011 e 2014 e utilizou-se o Software Epi Info
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versdo 7.1.4. A fim de evitar inconsisténcias e garantir maior confiabilidade das informacdes,
foi realizada entrada dupla dos dados, revisao e correcdo de erros de digitagéo.

Para o presente estudo, foi utilizado o software Statistical Package for Social
Sciences (SPSS versdo 9.0) para as analises de estatistica descritiva. O teste de Qui-quadrado
(x2) foi realizado para avaliar a concordancia com o Equilibrio de Hardy-Weinberg, com
significancia estatistica indicada por p valor menor que 0,05 e o odds ratio foi calculado com
seu respectivo intervalo de confianca de 95% para avaliar o efeito do polimorfismo na
suscetibilidade a hanseniase per se ou suas formas clinicas. Para estas analises utilizou-se o
software R com o pacote SNPassoc. Para controlar possiveis varidveis de confuséo
decorrentes do ndo pareamento da amostra para sexo e idade, foi feita uma analise

multivariada por regresséao logistica, ajustada para idade e estratificada por sexo.

4.8 Aspectos éticos e financiamento

O presente estudo foi submetido & analise e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da UFMG (COEP-UFMG), em 2010, por meio do parecer
ETIC n. 454/10 (ANEXO A) e atende as determinacfes da Resolugdo 466/2012, do Conselho
Nacional de Salde, que da diretrizes e regulamenta a pesquisa com seres humanos.

O financiamento foi feito pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Minas Gerais (FAPEMIG) e pelo Ministério da Saude.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste estudo foram divididos em tdpicos de acordo com os objetivos
propostos, ou seja, primeiramente, uma andlise descritiva de casos e controles conforme
informagdes socioeconémicas, informagdes sobre o domicilio e variaveis epidemiologicas,
seguida das caracteristicas clinicas da doenga entre 0s casos e caracteristicas de contato com
casos da doenca entre controles. O Gltimo tdpico traz a analise da associacdo do SNP G743S

do gene TLR1 com a hanseniase per se.

5.1 Analise descritiva de Casos e Controles

A amostra deste estudo foi composta por 467 individuos, distribuidos em 234
casos e 233 controles distribuidos nos municipios de Almenara, Felisburgo, Jacinto, Jordania,
Palmépolis e Rubim, em proporc¢6es muito semelhantes.

5.1.1 Variaveis demograficas

A amostra compunha-se de 223 homens (47,8%) e 244 mulheres (52,2%). A idade
minima entre os participantes foi de 7 anos, conforme critério de inclusdo no estudo, e a
méaxima foi de 109 anos com mediana de 49 anos. As frequéncias absolutas e relativas das

variaveis sexo, idade e cor da pele estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Analise descritiva das variaveis sociodemograficas

Variaveis Casos Controles Total
Sexo n % n % n
Masculino 131 56 92 39,5 223
Feminino 103 44 141 60,5 244
Faixa etaria
7 a 14 anos 4 1,7 6 2,6 10

15 a 29 anos 39 16,7 34 14,6 73
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Tabela 1 (continuacdo) - Analise descritiva das variaveis sociodemograficas

30 a 54 anos 93 39,7 98 42,1 191
> 55 anos 98 41,9 95 40,8 193
Cor da pele
Branca 35 15 37 15,9 72
Preta 22 9,4 13 5,6 35
Parda 118 50,4 135 57,9 253
Indigena 1 0,4 1 0,4 2
Ignorado 58 24,8 47 20,2 105
Total 234 100 233 100 467

Fonte: Elaboragdo propria.

Conforme a Tabela 1, a frequéncia de homens € maior entre o grupo de casos em
relacdo ao grupo controle, sendo o sexo feminino mais representado nos controles. Entre os
casos de hanseniase na populacdo brasileira, é notavel o predominio de homens. Um estudo
do Ministério da Saude observou que os coeficientes de deteccdo entre os sexos no periodo de
2001 a 2007 foram de 28,94/100.000 habitantes para o sexo masculino e de 22,63/100.000
para o0 sexo feminino (BRASIL, 2008). Vale ressaltar que a varidvel sexo entre 0s casos da
doenca € influenciada por uma maior tendéncia da forma multibacilar em homens, ou seja, em
locais onde ha predominio da forma multibacilar ocorre, portanto, uma maior frequéncia do
sexo masculino entre os casos da doenca (WHO, 2012). Entretanto, essa observacdo é
empirica e possivelmente influenciada por questfes culturais.

Em doencas como a hanseniase, leishmaniose e leptospirose, as diferencas na
incidéncia entre 0s sexos sdo contrastantes, o que também é observado em outras espécies de
mamiferos. A hipoétese fisiologica propde que as interagdes dos hormonios sexuais com 0
sistema imune sdo a base para diferencas na suscetibilidade entre homens e mulheres: nas
situagbes em que a precipitacdo de respostas imunes mais eficientes relaciona-se a
patogénese, 0 sexo feminino é mais afetado uma vez que o estrogénio suprarregula as

respostas imunoldgicas. Em contrapartida, a testosterona parece ter efeito inverso, pois
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infrarregula as respostas imunes, 0 que propicia ao sexo masculino uma maior suscetibilidade
a infecgBes mais graves. Ao discorrer sobre a suscetibilidade entre géneros, hd que se levar
em consideracdo também a hipdtese comportamental. Ela estipula que a exposicao ao agente
etioldgico difere entre os sexos devido a diferencas de comportamento entre homens e
mulheres. Na realidade, ambas as hipoOteses cooperam mutuamente na suscetibilidade a
infeccdo no sexo masculino. E esperado, entretanto, que na terceira idade as diferencas entre
0s sexos diminuam devido a queda dos niveis de horménios femininos entre mulheres, uma
vez que os niveis de androgenos permanecem inalterados nos homens (GUERRA-SILVEIRA;
ABAD-FRACH, 2013).

A variavel faixa etéria, categorizada em intervalos de idade, revela que na amostra
a maioria € de adultos com idade superior a 29 anos. Ao se observar a distribuicdo da
incidéncia de hanseniase nas diferentes faixas etarias, percebe-se que entre 10 e 15 anos
ocorre um aumento na incidéncia da doencga. Entre 16 e 29 anos a ocorréncia da patologia vai
diminuindo até iniciar novamente um aumento e platd que se segue dos 30 aos 60 anos de
idade (MOET et al., 2004). Essa distribuicdo é exemplificada no grafico abaixo, que traz a

chance de hanseniase clinica em diferentes faixas etarias.

Gréafico 1 — Razdo de odds para hanseniase em contatos, por
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Fonte: MOET et al., 2006.

Neste estudo, observou-se que houve uma maior concentracdo de individuos na
faixa etaria de 7 a 29 anos no grupo de casos de hanseniase quando comparado ao grupo de
controles. A literatura aponta que hd uma relacdo entre o desenvolvimento de hanseniase
clinica e a idade da primeira exposicao ao bacilo; portanto, em areas hiperendémicas, como a

Microrregido de Almenara, cenario deste estudo, € comum que se observem casos da doenca
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em criancas e jovens. A incidéncia da hanseniase em individuos jovens denota a presenca de
transmissdo ativa da infeccdo na comunidade, ou seja, casos da doenca ainda néo
identificados e sem tratamento. Por isso, a importancia da investigacdo de sinais sugestivos da
doenca em contatos domiciliares, possibilitando o diagndstico precoce. Infelizmente, em
nosso pais, a proporcdo de exame de contatos, como ja citado, é de apenas 58%, 0 que
corrobora para a permanéncia da transmissao e ocorréncia de casos novos com deteccdo em
individuos menores de 15 anos (BRASIL, 2012).

A cor de pele mais referida entre casos e controles foi a parda, seguida pela branca
e preta. Apenas um caso e um controle referiram a cor indigena. Nota-se que a obtencéo de
informagao acerca da cor de pele ndo teve 100% de abrangéncia na amostra: em 22,5% dos
individuos este dado foi ignorado. Comparativamente, no Brasil, conforme o censo realizado
pelo IBGE em 2008, a maioria da populacdo se autodeclarou branca (49%), seguido por
35,3% que se declarou pardo ou moreno e 9,2%, negro ou preto (IBGE, 2008). Ha que se
pontuar que por ser uma varidvel autorreferida, a cor de pele é passivel de viés de informacéo.

Recentemente, estudos utilizando uma variedade de marcadores genéticos indicou
que individuos amostrados em todo o mundo formavam clusters que correspondiam as linhas
continentais, bem como aos grupos de raca autorreferida, como, por exemplo, africanos,
europeus e nativos americanos. Mas, dentro dos paises, a estratificagdo da populacéo a partir
de um contexto historico, politico e social torna a estrutura genética extremamente complexa.
Esta estrutura pode, inclusive, trazer como consequéncia a possibilidade de confusdo em
estudos de epidemiologia genética, principalmente os de caso-controle. Por isso, ha a

necessidade de ajuste para esta variavel (TANG et al., 2005).

5.1.2 Caracteristicas domiciliares

A anélise descritiva das condi¢cBes de moradia foram distribuidas nas variaveis
namero de cdmodos no domicilio e nimero de dormitérios. Na amostra, a média de cbmodos
por domicilio, tanto para casos como para controles, foi de 6. O nimero minimo encontrado
foi de um cébmodo e 0 maximo de 17. O nimero de dormitdrios variou entre um e 12 quartos,

com média geral de dois dormitorios no domicilio de casos e controles.
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Tabela 2 - Anélise descritiva das condi¢des de moradia

Variaveis Casos Controles Total
N° de comodos n % n % n
Até 4 43 18,4 24 10,3 67
>5 191 81,6 209 89,7 400

N° de dormitdrios

1 38 16,2 38 16,3 76
2 95 40,6 90 38,6 185
>3 101 43,2 105 451 206

Total 234 100 233 100 467

Fonte: Elaboragdo propria.

A Tabela 2 mostra que a maior parte dos sujeitos residia em domicilios com cinco
ou mais cébmodos. Entre os que moravam em domicilios com até quatro cdmodos, a maioria
era de casos (64,2%). Dos que residiam em domicilios com cinco cdmodos ou mais, 47,8%
eram casos de hanseniase e 52,2% eram controles. Quanto ao nimero de dormitérios, houve
pouca diferenca nas frequéncias entre casos e controles, observa-se que 56,8% dos casos e
54,9% dos controles moravam em residéncias com até dois quartos.

Conforme Brasil (2010a), a partir dos resultados dos estudos epidemioldgicos que
apontam as variaveis que influenciam a incidéncia da doenga, “sem ddvida, a dindmica
epidemioldgica da hanseniase é determinada pelas condi¢cBes socioecondmicas das
populagdes”. Domicilios com poucos comodos e/ou menos dormitérios podem sugerir um
aglomerado de pessoas em um espaco pequeno e também maior proximidade no contato
domiciliar entre os residentes. Apesar de os fatores genéticos e imunoldgicos influenciarem a
suscetibilidade individual a hanseniase, outros fatores relacionados as condicdes
socioeconémicas - em especial a precariedade das condi¢Ges de moradia, exemplificado pela
proporcao de casos de hanseniase da amostra que vivem em domicilios de até quatro coémodos
- também influenciam no risco de adoecer por propiciarem transmissao facilitada do M.

leprae entre os moradores uma vez que ha evidéncias de aumento do risco de transmisséo da
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infeccdo com o aumento da proximidade com alguém infectado (MOET et al., 2004). Além
disso, boas condicdes de moradia estdo associadas a reducdo no risco de hanseniase, efeito
observado, sobretudo, entre individuos jovens. Por isso, a condi¢cdo dos domicilios tem
demonstrado ser um fator ambiental importante na transmissédo do M. leprae (PONNIGHAUS
etal., 1994).

5.1.3 Variaveis epidemioldgicas: helmintoses e historico vacinal de BCG

Neste estudo, casos e controles foram questionados quanto ao histérico de
parasitoses, discriminadas em esquistossomose e outras helmintoses. O estado de Minas
Gerais possui a maior area endémica de esquistossomose do pais, sendo as regides Norte e
Leste do estado as mais afetadas, exatamente onde se localizam também o0s municipios da
Microrregido de Almenara. Sabe-se que as helmintoses, assim como a hanseniase, sdo mais
frequentes em populacdes pobres, podendo haver nessas comunidades a coexisténcia de
endemias (BRASIL, 2011). A Tabela 3 traz a analise descritiva de esquistossomose e outras

helmintoses em casos e controles.

Tabela 3 - Historico de helmintoses

Variaveis Casos Controles Total
Esquistossomose n % n % n
Sim 16 6,8 15 6,4 31
Né&o 218 93,2 218 93,6 436

Outras helmintoses

Sim 7 3 9 3,9 16
Né&o 227 97 224 96,1 451
Total 234 100 233 100 467

Fonte: Elaboracgdo propria.

No geral, a frequéncia de esquistossomose entre os sujeitos do estudo foi de,

aproximadamente, 6%, enquanto as outras helmintoses tiveram frequéncia de 3%. O historico
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de esquistossomose foi um pouco mais frequente nos casos, enquanto as demais helmintoses
foram mais frequentes no grupo controle. E necessério ressaltar que esses resultados devem
ser tratados com cautela, pois se constituem numa morbidade referida e ndo comprovada por
testes diagnosticos. o que traduz uma limitacdo no uso dessas informacdes.

Um estudo de revisdo sisteméatica verificou os efeitos da coinfeccdo de
tuberculose e doencas parasitarias relatados nas publicagdes cientificas, mostrando que a
coinfeccdo pode inibir determinados padrdes de resposta imune do hospedeiro, aumentar a
intolerancia a antibioticoterapia e prejudicar o prognostico da doenca. Além disso, a infeccédo
por parasitas, incluindo a esquistossomose, pode alterar a resposta imune protetora a
vacinacdo com o Bacillus Calmette-Guérin (BCG), comprometendo sua eficécia (LI; ZHOU,
2013). Este achado é relevante na medida em que a BCG é administrada a contatos
domiciliares de hanseniase com a finalidade de proteger contra a doencga. Entretanto, sdo
necessarios mais estudos que verifiquem o risco de hanseniase e mecanismos imunoldgicos
que conferem suscetibilidade atribuivel a coinfeccdo por helmintos.

O historico vacinal de BCG em casos e controles & mostrado na Tabela 4 através

das frequéncias absoluta e relativa do nimero de cicatrizes vacinais.

Tabela 4 - Histérico vacinal de BCG

Variavel Casos Controles Total
Cicatriz vacinal n % n % n
0 143 61,1 55 23,6 198
1 72 30,8 131 56,2 203
2 16 6,8 47 20,2 63
Ignorado 3 1,3 0 0 3
Total 234 100 233 100 467

Fonte: Elaboracdo propria.

Do total de individuos que constituiram a amostra, 42,4% nao possuiam cicatriz
vacinal, ou seja, possivelmente n&o receberam a vacina BCG. Houve diferencas na quantidade
de cicatriz vacinal entre casos e controles: entre os casos, mais da metade (61,1%) n&o tinha
cicatriz vacinal; entre controles esta situacdo foi frequente em 23,6% dos sujeitos. Nos

individuos vacinados, a presenca de uma cicatriz foi 0 achado mais frequente tanto em casos
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como em controles. Em trés individuos, a informacdo acerca da cicatriz vacinal estava
ausente.

A vacina BCG foi inicialmente desenvolvida com a finalidade de proteger contra
a tuberculose; posteriormente, estudos observaram efeito protetor também para a hanseniase
com eficécia de 80% para contatos domiciliares de casos da doenca. Verificou-se também que
o efeito de protecdo da BCG é aumentado na segunda dose da vacina. Apesar disso, o grau de
sua eficdcia e o numero de doses requerem mais estudos para completa elucidagéo
(BARRETO; PEREIRA; FERREIRA, 2006). E interessante notar que, entre 0s casos da
doenca que compunham a amostra do presente estudo, mais da metade ndo possuia cicatriz
vacinal, ocorréncia que remonta a auséncia do fator de protecdo contra a hanseniase derivado
da vacina BCG. Entre os individuos com duas cicatrizes vacinais, 25,4% eram casos da
doenca. Por isso, fica claro que nestes individuos algum fator pode ter contribuido para a
diminuicéo de eficécia da vacina.

O Ministério da Saude preconiza que todos os contatos domiciliares de casos de
hanseniase recebam a vacina BCG, independentemente da classificacdo operacional do
doente. Sdo vacinados 0s contatos sem cicatriz e 0s contatos com uma cicatriz, desde que o
intervalo entre a primeira dose da BCG e a segunda seja de, no minimo, seis meses. Apenas
0s menores de um ano com cicatriz vacinal e aqueles com duas cicatrizes vacinais nédo
recebem outra dose (BRASIL, 2010c).

5.2 Andlise descritiva dos casos

A andlise descritiva dos casos abrangeu varidveis que remontam aos aspectos
clinicos da doenca com foco na classificacdo operacional e forma clinica da doenca,
baciloscopia, presenca de incapacidade fisica no diagndstico e ocorréncia de episodio

reacional.

Tabela 5 - Formas clinicas e baciloscopia

Variaveis Frequéncias

Classificacdo Operacional n %
Paucibacilar 70 29,9

Multibacilar 153 65,4
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Tabela 5 (continuagdo) - Formas clinicas e baciloscopia

Ignorado 11 4,7

Forma Clinica de Madri

Indeterminada 48 20,5
Tuberculoide 22 9,4
Dimorfa 99 42,3
Virchowiana 47 20,1
Ignorado 18 7,7
Total 234 100
Variaveis Frequéncias

Baciloscopia n %

Negativa 112 47,9
Positiva 78 33,3
Né&o especificada 1 0,4
Né&o realizada 7 3

Ignorada 36 15,4
Total 234 100

Fonte: Elaboragdo propria.

A classificacdo operacional foi atribuida a 95,3% dos casos. Nota-se que, apesar
de ser informacdo essencial na escolha da poliquimioterapia, 4,7% dos casos tiveram esta
informacdo ignorada no banco de dados do SINAN. Entre a classificacdo operacional, a
multibacilar foi a mais frequente (63,7%).

A comparacédo da propor¢do de multibacilares entre paises mostra uma frequéncia
de 94,7% na Republica Dominicana, pais da América Central, e em Burquina Faso, pais
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africano, esta frequéncia foi de 32,1%. Ambos os dados sdo relativos ao ano de 2014. Neste
mesmo ano foram notificados no Brasil 31.064 casos novos de hanseniase; destes, 65,9%
eram multibacilares (WHO, 2015).

A proporcdo de casos paucibacilares e multibacilares de hanseniase reflete a
situacdo de transmissdo. Quando hd um grande risco de infeccdo recente em determinada
populagédo, predominam os casos paucibacilares (BRASIL, 2008). A frequéncia de casos
multibacilares pode sugerir a procura tardia dos servicos de salde para o diagndstico, uma vez
que essa classificacdo remonta a manifestacdo de seis ou mais lesdes cutaneas.

Além da classificagdo operacional, também foi verificada a forma clinica da
doenga nos casos conforme a classificacdo de Madri e se constatou que as mais frequentes
foram a dimorfa e a indeterminada, consideradas formas intermediarias da doenca. Nas
formas clinicas polares, a virchowiana foi a mais frequente. Como confirmacéo dos dados que
mostram maioria de multibacilares entre os casos, as formas virchowianas e dimorfas
estiveram presentes em 62,4% dos casos. Dentre os individuos diagnosticados, 7,7% tiveram
sua forma clinica ignorada.

A frequéncia maior das formas clinicas dimorfa e lepromatosa nos doentes pode
refletir a falha das respostas imunes frente a infeccdo pelo M. leprae. A resposta imune ao
bacilo é bastante heterogénea entre pacientes dimorfos e lepromatosos. Contudo, a inativacéo
ou silenciamento de células T reativas parece ser responsavel pela ndo responsividade nos
casos multibacilares. Em alguns pacientes, o acimulo de antigenos bacterianos, como o0 PGL-
1, pode inclusive levar a supressao de células T (BRITTON, 1993).

A ndo responsividade do sistema imune também esteve associada a variagdes
genéticas nos PRR. Um estudo de base familiar realizado no Vietna verificou a presenca de
cinco SNP do receptor NOD2 que contribuiam para a suscetibilidade a hanseniase
multibacilar (GRANT et al., 2012). Os determinantes genéticos e imunoldgicos da resposta
ineficiente a infeccdo pelo M. leprae resultam na intensa replicacdo do bacilo com
manifestacdes clinicas mais graves da doenca. Por isso, 0 diagnostico precoce é necessario
para evitar a ocorréncia de incapacidades fisicas nos doentes.

A baciloscopia € um exame que investiga a presenc¢a do bacilo em esfregagos de
raspados intradérmicos de lobulos auriculares, cotovelos e lesdes hansénicas. Por ser um
exame de facil execucgdo, pouco invasivo e de baixo custo, é frequentemente utilizado como
apoio no diagndstico da doenca para classificagdo operacional dos casos (BRASIL, 2010b).
Neste estudo, a baciloscopia foi realizada em 81,6% dos casos de hanseniase, sendo o

resultado negativo mais frequente (47,9%). Em um dos casos, a baciloscopia foi realizada;
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contudo, o dado referente ao resultado ndo foi especificado. Em 15,4% dos casos
diagnosticados, a baciloscopia ndo foi realizada ou teve essa informacéo ignorada no banco
do SINAN.

A baciloscopia positiva define o caso como multibacilar; entretanto, o resultado
negativo ndo exclui o diagnostico da doenga. Por isso, esse exame ndo € especifico para
confirmacédo diagndstica (WHO, 2012). No presente estudo, verifica-se que ndo foram todos
os individuos que realizaram a baciloscopia; nestes casos, o diagnostico foi puramente clinico.

A confirmacdo do diagnéstico através do resultado laboratorial ndo é
completamente fidedigna, pois resultados discordantes s&o comuns e o resultado positivo
pode apresentar proporces que variam entre 28 a 78% dos doentes, discordando,
principalmente, nas formas clinicas borderlines. Essa sensibilidade da baciloscopia € menor
que a esperada, mas, quando utilizada como apoio ao diagnostico, auxilia na classificacdo
correta dos casos multibacilares, evitando a escolha errénea do regime terapéutico e
consequente risco de recidiva (CAVALCANTI et al., 2012).

5.2.1 Incapacidades fisicas e episddios reacionais

A hanseniase é causa de prejuizos fisicos preveniveis que sdo secundarios ao dano
neuronal e estdo associados as limitagcdes nas atividades que envolvem o uso das méaos, dos
pés e dos olhos com consequente restricdo na participacdo social (BRAKEL et al., 2012). A
Tabela 6 traz a frequéncia de incapacidades entre 0s casos e a presenca de episddios

reacionais.

Tabela 6 - Incapacidades fisicas e episodios reacionais

Variaveis Frequéncias
Incapacidade fisica no diagndstico n %
Grau 0 108 46,2
Grau 1 91 38,8
Grau 2 14 6

Ignorado 21 9
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Tabela 6 (continuacdo) - Incapacidades fisicas e episddios reacionais

Presenca de Episddio Reacional

Né&o 25 10,7
Sim 37 15,8
Ignorado 172 73,5
Total 234 100

Fonte: Elaboracéo propria.

Conforme a Tabela 6, a avaliacdo do grau de incapacidade fisica foi realizada em
91% dos casos. Dos individuos avaliados, 50,7% ndo apresentavam incapacidades no
momento do diagnostico; entretanto, 49,3% j& apresentavam algum tipo de incapacidade. Os
sujeitos com alguma incapacidade no diagnostico subdividiram-se em 86,7% de individuos
com grau 1 e 13,3% com incapacidades grau 2. No Brasil, em 2014, do total de casos novos
diagnosticados nos servigos de saude, 6,5% ja apresentavam incapacidades grau 2, ou seja,
perda da sensibilidade protetora em maos, pés e olhos acrescida de complicagcdes, como lesGes
traumaticas e Ulceras, pé caido e reabsorgbes Osseas (WHO, 2015). A alta proporcdo de
incapacidades fisicas observadas entre os casos incluidos neste estudo revela que na
Microrregido de Almenara é frequente o diagnéstico de individuos que ja apresentam
incapacidades; a proporcdo de casos diagnosticados com incapacidade grau 2 foi de 9% em
2011, conforme dados do SINAN®.

A presenca de incapacidades fisicas relacionadas a hanseniase revela a falha dos
servicos de salde em diagnosticar precocemente a doenca. Por isso, a vigilancia das
incapacidades na atengdo primaria a saude inclui a investigacdo de perda da sensibilidade
protetora, da capacidade funcional e de complicagdes. Ela deve ser realizada no momento do
diagnostico e também ap6s o término da PQT no intuito de verificar o grau do
comprometimento neuroldgico e evitar a evolucdo para deformidades através da orientacdo
para a realizacdo do autocuidado e da reabilitacdo (BRASIL, 2002).

As reacdes hansénicas se manifestam por lesbes cutdneas e neuroldgicas,
localizadas ou sistémicas, que podem ocorrer antes, durante ou apds o tratamento da

hanseniase e necessita de intervencdo imediata uma vez que podem evoluir para complicagdes

® Proporcéo de casos novos diagnosticados com incapacidade fisica grau 2 construido a partir de informagdes
obtidas pelo Departamento de Informética do Sistema Unico de Saide (DATASUS), disponivel em:
<http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/tabnet/dh?sinannet/hanseniase/bases/Hansbrnet.def>.
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graves como osteomielite e ulceragdes, contribuindo para as incapacidades fisicas e prejuizo
da qualidade de vida do individuo (NERY et al., 2006).

Dos 234 casos incluidos neste estudo, 62 (26,5%) foram avaliados para a presenca
de reacdes hansénicas. Em virtude da importancia do diagnostico dos episodios reacionais e
seu manejo pelos servicos de saude, a fim de evitar as complicacbes possiveis, faz-se
necessario que todo individuo diagnosticado com hanseniase seja avaliado para a presenca de
reacOes antes, durante e ap0s o término do tratamento (NERY et al., 2006).

Entre os casos avaliados, 17,4% tiveram confirmac&o de episddio reacional. Os 37
casos com episddios reacionais subdividiram-se quanto ao tipo de reagdo, sendo 16 com
reacdo do tipo 1 ou reacdo reversa (43,2%); 10 com reagdo do tipo 2 ou eritema nodoso
hansénico (27,1%), e dois com as reac6es do tipo 1 e do tipo 2 simultaneamente (5,4%). Nove
casos avaliados (24,3%) tiveram o tipo de reacdo ndo especificado no banco de dados do
SINAN. Nos individuos com hanseniase na populacdo geral é observada maior frequéncia de
reacOes do tipo 1. Isto se deve ao fato de que enquanto a reacdo reversa pode afetar os
paucibacilares e multibacilares, a reacdo do tipo 2 afeta somente os multibacilares (ILEP,
2002).

De fato, 0s episddios reacionais sdo frequentes, afetando 25 a 30% dos casos da
doenca. Todos os individuos diagnosticados com hanseniase estdo em risco de ter reaces.
Contudo, esse risco difere a depender das manifestacdes clinicas; aqueles diagnosticados sem
dano neuronal e com apenas uma ou duas lesdes de pele tém risco diminuido (ILEP, 2002).
Outros fatores de risco que podem desencadear 0s episodios reacionais sdo gestacdo,
infeccOes, estresse fisico ou psicolégico (BRASIL, 2002) e soropositividade anti PGL-1
(ROCHE; BRITTON, 1991).

5.3 Analise descritiva de variaveis epidemiologicas para controles

As variaveis epidemioldgicas investigadas nos controles correspondem as
caracteristicas de contato com casos de hanseniase. Como ja mencionado na metodologia
deste trabalho, os controles foram selecionados apds visita ao caso, tendo sido considerados

contatos domiciliares dos casos, baseando-se no critério de inclusdo de ndo consanguinidade.
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Tabela 7 - Caracteristicas de convivéncia com casos da doenca

Variaveis Frequéncias
Situacdo de contato n %
Residir até cinco anos antes do diagnostico 151 64,8
Residir na data do diagndstico 38 16,3
Residir na data do diagndstico e atualmente 43 18,5
Ignorado 1 0,4
Total 233 100

Variaveis Frequéncias

Caracteristica do contato

Dorme no mesmo terreno 146 62,6
Dorme no mesmo domicilio 40 17,2
Dorme no mesmo cémodo 43 18,5
Ignorado 4 1,7

Contato de mais de um caso

Sim 24 10,3
Néo 162 69,5
Ignorado 47 20,2
Total 233 100

Fonte: Elaboragdo propria.

Observando a Tabela 7, podemos verificar que, quanto a situacdo de ser um
contato domiciliar de caso, a maior parte dos controles conviveu com caso da doenca na data
do diagndstico e até cinco anos antes, sendo que apenas 18,5% ainda conviviam com 0 caso

na data da coleta. Na variavel caracteristica do contato, 35,7% dos controles conviviam no



62

mesmo domicilio que o caso indice especificamente; 17,2% compartilhavam a residéncia e
18,5% compartilhavam também o dormitorio.

As condicdes de moradia e o tipo de contato com o individuo doente contribuem
como fatores de risco para a infeccdo por propiciarem convivio mais proximo entre 0s
residentes. E conhecido que a principal forma de transmissdo ocorre pela inalagio do bacilo
eliminado das vias aéreas de pacientes multibacilares sem tratamento. Portanto, individuos
que compartilnam o domicilio e, ainda mais, aqueles que compartilham o dormitério estdo em
maior risco de infeccdo (BRASIL, 2002). Um estudo verificou que a soropositividade anti-
PGL-1 entre contatos domiciliares de casos de hanseniase na Microrregido de Almenara foi
mais prevalente entre aqueles que residiam em domicilios com grande nimero de moradores e
poucos comodos e dormitdrios e naqueles com contato mais proximo e prolongado com casos
de hanseniase (CARVALHO, 2012).

Sabe-se que contatos domiciliares de casos multibacilares tém oito vezes mais
risco de infecgdo, enquanto contatos de hanseniase tuberculoide ou paucibacilar tém o risco
aumentado em quatro vezes (MOET et al., 2004). Contudo, o tempo necessario de exposi¢do
para o inicio da doenca ndo é conhecido. Na realidade, para a hanseniase ndo € possivel
determinar o tempo transcorrido entre a exposicao e o inicio da infecgdo: isto se deve a baixa
patogenicidade do bacilo e seu longo periodo de incubacéo.

Conforme a Tabela 7, 10,3% dos controles tiveram contato com mais de um caso
de hanseniase. Estudos realizados no Brasil e em outros paises verificaram que, em regides de
hiperendemia, 30 a 73% dos casos de hanseniase reportam contato domiciliar com outro caso
antes do aparecimento das lesGes, sendo que mais de 60% caracterizaram 0 contato como
diario (DEPS et al., 2006). Estudo de seguimento de 20 anos realizado no Sri Lanka verificou
que 20% dos casos de hanseniase reportaram adoecimento em mais de um membro da familia
(DISSANAY AKE, 2004). Portanto, podemos inferir que contatos domiciliares de mais de um
caso da doenca tém maior chance de desenvolver hanseniase por estarem expostos a uma
maior carga bacilar, mas, como evidéncia da influéncia que os fatores de suscetibilidade
individual exercem sobre a eficacia da resposta imune frente a infeccdo pelo M. leprae,

observa-se que o adoecimento ndo ocorre em todos 0s contatos.

5.4 Associagdo do SNP G743A com a hanseniase per se

O GT743A, também conhecido como rs4833095, é um polimorfismo de

nucleotideo unico do gene TLR1 que envolve a troca de uma guanina por uma adenina na
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sequéncia do DNA. Por isso, recebe a denominacdo N248S. Esta variante missense tem como
consequéncia a alteracdo do aminodcido asparagina para serina na posi¢cdo 248 da proteina,
diminuindo a expressdo do receptor TRL1 nas células do sistema imune (UCIECHOWISK et
al., 2011). Para analisar a associacdo do SNP G743 com a hanseniase per se, primeiramente
foi verificada a distribuicdo dos alelos e gendtipos na amostra estudada, seguida do teste de
qui-quadrado para avaliar o Equilibrio de Hardy-Weinberg. A Tabela 8 mostra a distribui¢do

dos alelos nos sujeitos deste estudo.

Tabela 8 - Frequéncia alélica e genotipica na amostra estudada

Gene TLR1

SNP G743A (rs4833095)
Alelos n %
A 340 48,4
G 363 51,6
Gendtipo X? Valor de p
G/IG 127 27,2
G/A 236 50,5 0,8 p>0,05
AlA 104 22,3
Total 467 100

Fonte: Elaboragdo propria.

Em uma visdo geral dos sujeitos, percebe-se que a ocorréncia do alelo G743 foi
mais frequente que o alelo polimdrfico A743. A distribuicdo dos alelos do SNP G743A nas
populacbes das Américas segue a proporcao de 52,7% para o alelo G743 e 47,3% para o alelo
A743. Com relacdo aos gendtipos na amostra, o mais frequente foi o heterozigoto G/A
seguido pelo homozigoto G/G e o A/A; esta distribuicdo também pode ser observada nas
populacdes da América na qual os gendtipos sao distribuidos da seguinte maneira: 47,3% para
0 gendtipo heterozigoto; 29,1% para o homozigoto G/G; 23,6% para o A/A. Com isso,
percebemos que as frequéncias alélicas e genotipicas da amostra estiveram de acordo com as

frequéncias observadas nas populag¢fes do continente americano (DELANEAU et al., 2014).
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5.4.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

O equilibrio de Hardy-Weinberg € um dos principios fundamentais da genética de
populagdes e estabelece que em um locus com dois alelos A e a, onde a frequéncia do alelo A
na populagdo é p e a frequéncia do alelo a é g, se considerarmos que essa popula¢do possui
apenas casamentos aleatorios, sem preferencialidade ou consaguinidade, e nenhuma sele¢éo
agindo sobre os alelos, a probabilidade de observarmos um individuo com o gendétipo AA, ou
seja, a frequéncia do alelo A, é p? e a probabilidade de individuos aa é g% A frequéncia de
individuos Aa é entdo 2pg, pois temos os heterozigotos Aa e os aA (SPEICHER;
ANTONARAKIS; MOTULSKY, 2010).

Como a populacdo que utilizamos ndo € infinita e também ndo assume todas as
premissas, pode ser que exista subdivisdo da populagio, migracao recente e selecio natural. E
esperado que a expectativa de equilibrio tenha alguma variancia e possa nao ser alcangada.
Por isso, primeiramente, é necessario testar os desvios do equilibrio. Para tal, foi utilizado o
teste de qui-quadrado (X?) a fim de comparar as frequéncias dos valores esperados e
observados dos genoétipos heterozigoto e homozigoto na amostra estudada por meio da
equacdo (p + q)> = p? + 2pq + q°. Resultados do teste X? encontram-se na Tabela 10.

Tabela 9 - Equilibrio de Hardy-Weinberg

Gene TLR1

SNP X? Valor de p

G743A (rs4833095) 0,478 p>0,05

Legenda: X” - qui-quadrado.
Fonte: Elaboracdo propria.

O teste X” revelou que a populacio encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg
para o polimorfismo G743A, evidenciado pelo valor de p maior que 0,05, o que possibilita

sua inclusdo na anélise de associag&o.
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5.4.2 Andlise do SNP G743A

A Tabela 10 apresenta analise descritiva das frequéncias alélicas e genotipicas

entre 0s grupos caso e controle.

Tabela 10 - Perfil alélico e genotipico em casos e controles

Gene TLR1
SNP G743A (rs4833095)

Variaveis Casos Controles
Alelos n % n %
G 188 51,8 175 51,5
A 175 48,2 165 48,5
Genotipos
G/G 59 25,2 68 29,2
G/A 129 55,1 107 45,9
A/A 46 19,7 58 24,9
Total 234 100 233 100

Fonte: Elaboracdo propria.

Verifica-se que a distribuicdo dos alelos entre casos e controles tiveram
proporces muito semelhantes, praticamente ndo havendo diferencas entre ambos. Em relacéo
a distribuicdo dos gendtipos, houve maior frequéncia do 743GG em controles que em casos
(29,2%). Os individuos heterozigotos estiveram mais representados no grupo de casos,
enquanto os homozigotos 743AA foram mais presentes no grupo de controles.

Podemos observar que a proporcdo dos diferentes alelos e genotipos entre casos e
controles teve bastante similaridade em sua distribuicdo. Por isso, foi realizado célculo das
frequéncias absoluta e relativa da presenca e auséncia do alelo polimdrfico do SNP G743A

entre 0S grupos.
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Tabela 11 - Frequéncia do alelo polimérfico do SNP G743A (rs4833095)

Casos Controles OR IC95%  Valordep

Alelos n % n %

A+ (G/A e AIA) 175 748 165 70,8 0,81 0,54-1,2 0,33
A- (G/G) 59 252 68 29,2

Total 234 100 233 100

Legenda: A+ - presenca do alelo polimdrfico; A- - auséncia do alelo poliméfico; OR: odds ratio.
Fonte: Elaboracéo propria.

Os resultados da distribuicdo sugerem que o alelo G248 esteve mais representado
no grupo controle, enquanto o alelo polimérfico A248 foi mais frequentemente encontrado
nos casos de hanseniase. Entretanto, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa.

A fim de verificar a associacdo dos genotipos com a hanseniase, foi calculada a
razdo de chances cujos resultados séo apresentados na tabela abaixo.

Tabela 12 - Analise da associacdo do SNP G743A estratificada por sexo

Gene TLR1
SNP G743A (rs4833095)
Sexo Genotipo Caso Controle OR? IC 95%" Valor
dep
n % n %
G/G 34 26 27 29,3 1 Referéncia
Masculino G/A 66 50,4 42 45,7 0,8 0,42-1,52 0,77
A/A 31 26,7 23 25 0,93 0,45-1,96
G/G 25 24,3 41 29,1 1 Referéncia

Feminino G/A 63 61,2 65 46,1 0,63 0,34-1,15 0,046

AIA 15 14,6 35 24,8 1,42 0,65-3,10

Legenda: OR: odds ratio; IC 95% - intervalo de confianga de 95%.
# Andlise de regresséo logistica
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®Valor ajustado para idade
Fonte: Elaboracéo propria.

Através dos resultados apresentados na Tabela 12, percebe-se que o odds para o
genoétipo 743AA foi de 0,43 nos homens (IC 95% 0,45-1,96) com um valor de p ndo
significativo (p > 0,05). Nas mulheres, o odds para o genétipo 743AA foi 1,42 (IC 95% 0,65-
3,10) com valor de p estatisticamente significativo (p = 0,046). Apesar de apresentar um valor
com significancia estatistica, o intervalo de confianca para o odds do gendétipo 743AA nas
mulheres apresentou valores muito dispersos e que perpassaram pelo valor 1, o que anula a
significancia da medida de associacao.

E importante destacar que nesses calculos foi utilizada como parametro a relagéo
de codominancia entre o genotipo e o fendtipo, a qual compreende que em individuos
heterozigotos ambos os alelos sdo expressos, perfazendo um fenotipo diferente do
homozigoto seja para o alelo G/G ou para o alelo A/A (MIKO, 2008). Ressalta-se, porém, que
como esta relacdo ndo foi capaz de explicar como se d& a relacdo gendtipo-fenotipo para o
SNP G743A do gene TLR1, outras relacbes necessitavam ser testadas.

A relacdo de dominancia completa entre gendtipo e fenotipo se refere a supressao
da manifestagcdo de um alelo pelo outro quando em heterozigose (MIKO, 2008). A fim de
verificar a associagdo com base na relacdo de dominancia completa, foi novamente avaliada a
associacdo dos gendtipos com a hanseniase. Entre homens e mulheres o gendtipo mais
frequente foi o heterozigoto, porém foi verificada uma maior frequéncia do genétipo G/A em
mulheres (61,2%) quando comparado com 0s homens (50,4%). Além disso, o resultado da
analise da medida de associacdo para o heterozigoto G/A nédo foi significativo para o sexo
masculino (OR 0,83; IC 95% 0,49-1,41; p = 0,048), mas o foi para o sexo feminino com o
valor de odds de 0,54, 1C95% de 0,32 a 0,91 e o valor de p = 0,02. Portanto, mulheres
heterozigotas 743GA tiveram menor chance de terem hanseniase.

A associacdo do SNP G743A no gene TLR1 com a protecdo a hanseniase
diferenciada pelo género ainda ndo havia sido reportada na literatura. Outros trabalhos,
contudo, ja haviam mostrado a associacdo positiva do SNP com a suscetibilidade ou protecédo
a hanseniase, independente do género. Um caso-controle realizado na india, utilizando 842
casos e 2.203 controles, encontrou maior frequéncia do alelo A743 entre os casos de
hanseniase na proporcdo de 54% para casos e 51% para controles (OR 1,12; 1C95% 0,97—
1,31). Resultado similar também foi encontrado no presente estudo, em que a presenca desse

alelo foi frequente em 75% dos casos e 72% nos controles. Em ambos os estudos, essa
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associacdo ndo teve significancia estatistica. Na andlise da frequéncia de gendtipos,
entretanto, foi encontrada associacdo do gen6tipo homozigoto 743AA com a suscetibilidade a
hanseniase per se nos pacientes indianos (OR 1,4; 1IC95% 1,06-1,70). O genotipo heterozigoto
foi associado a protecdo contra a hanseniase per se (OR 0,78; 1C95% 0,63-0,96) e o
homozigoto 743GG ndo foi associado a suscetibilidade ou protecdo nesta populacéo
(SCHURING et al., 2009).

No Brasil, estudo realizado em S&o Paulo verificou que a distribuicdo do alelo
polimorfico entre casos e controles foi estatisticamente significativa (OR 1,65; 1C95% 1,18-
2,30; p = 0,003). A analise do gendtipo mostrou que tanto o homozigoto 743AA quanto 0
heterozigoto 743GA estiveram associados a suscetibilidade a hanseniase per se (OR 1,58;
IC95% 1,10-2,24; p = 0,01 e OR 1,81; 1C95% 1,20-2,71; p = 0,004). A replicacdo deste
estudo em populacdes de Rondondpolis, Mato Grosso e Rio de Janeiro obteve resultados
muito semelhantes aos do trabalho realizado anteriormente (MARQUES et al., 2013).

Em 2011, foi realizado na Microrregido de Almenara um estudo baseado em
familias, incluindo trios familiares compostos de pacientes de hanseniase e seus pais
bioldgicos ou irmé&o bioldgico na auséncia de algum progenitor, num delineamento conhecido
como TDT. Os resultados mostraram que o alelo 743A foi mais transmitido dos pais afetados
para os filhos também afetados e esteve associado & suscetibilidade a hanseniase (p = 0,047)
(AMARAL, 2012).

Sabe-se que o aminoacido 248 do TLR1 localiza-se no sitio externo de ligacéo
(SCHURING et al., 2009) e foi demonstrado que individuos com o alelo A tém uma
expressdo muito reduzida de TLR1 na superficie dos leucocitos. E provavel que haja um
defeito no trafego celular que prejudica o transporte do receptor para a membrana da célula,
alterando sua expressao e, consequentemente, o reconhecimento do M. leprae e a sinalizacdo
de respostas imunes frente a infeccdo por micobactérias (UCIECHOWISK et al., 2011). A
analise dos niveis de citocinas de células obtidas de individuos saudaveis verificou que,
quando estimuladas por antigenos do M. leprae, a razdo do nivel de TNF para o nivel de IL-
10 estava significativamente mais baixo naqueles com o alelo 743A, o que remonta as
diferencas nos padrdes de resposta imune Thl e Th2. A liberacdo de TNF e seu papel na
contencdo da carga bacilar e evolugdo para a cura espontdnea ou para doengca com
manifestacbes mais brandas podem estar inibidos nos individuos com o alelo 743A
(MARQUES et al., 2013). Entretanto, como evidenciado pelos resultados deste estudo, a

dominancia completa nos individuos heterozigotos G/A pode auxiliar a compreender como a
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heterozigose é capaz de suprimir o efeito prejudicial do alelo 743A e conferir protegdo a
hanseniase per se.

Apesar de a associacgdo significativa entre o0 genotipo heterozigoto e a protecdo a
hanseniase ter sido encontrada neste estudo, deve-se pontuar que a auséncia de informacéo
acerca da cor da pele para todos os sujeitos impossibilitou a realizacdo de analise ajustada
para esta covariavel e, portanto, permanece como uma limitacdo. Essa limitacdo é relevante
na medida em que as populacbes latino-americanas representam diferentes misturas de
europeus, africanos e nativos americanos cuja proporc¢édo de ancestralidade depende do pais de
origem. O Brasil é, especialmente, um pais de muita miscigenacdo, sendo, portanto,
imprescindivel restringir o recrutamento de casos e controles a determinada area geogréfica
ou mesmo realizar o pareamento da amostra para determinada etnia. Ressalta-se que esse
pareamento nao é tarefa facil pela propria miscigenacdo da populacéo brasileira (TANG et al.,
2005).

Além disso, a falta de associacdo do genotipo 743AA com a suscetibilidade a
hanseniase pode decorrer do tamanho limitado da amostra, sendo que uma reducdo maior da
amostra proporcionada pela estratificacdo por sexo pode, inclusive, ser uma limitacdo ao
resultado significativo encontrado na associagdo do genétipo 743GA com a protecdo a
hanseniase no sexo feminino. Estudos futuros utilizando uma amostra de tamanho maior
podem contribuir para a elucidagdo da associacdo protetora do genotipo heterozigoto
especifica para sexo. E relevante pontuar que, apesar da variavel sexo ser quase sempre
tratada como fator de confusdo nos estudos epidemioldgicos, o uso de andlises estratificadas
da variavel neste tipo de estudo faz-se necessario uma vez que o sexo é determinante de risco
ja observado em varias doencas infecciosas (GUERRA-SILVEIRA; ABAD-FRANCH, 2013).

O estudo de caso-controle, em geral, é utilizado para as primeiras evidéncias de
associacdo de um gene candidato (KAZEEM; FARRALL, 2005). Porém, é ideal que os
resultados encontrados sejam confirmados por métodos alternativos, como o TDT
(EVANGELOQU et al., 2006). O estudo de TDT realizado na Microrregido de Almenara em
2011 mostrou associacdo entre o gendtipo 743AA e a suscetibilidade a hanseniase. Entretanto,
ndo foi capaz de encontrar a associagdo do genotipo heterozigoto com a protegcdo a doenga,
assim como fizeram outros estudos de caso-controle. Esses dados ressaltam que o caso-
controle € um delineamento ideal quando a doenca possui um longo periodo de incubagéo,
como a hanseniase; a populacéo do estudo é dinamica e é, principalmente, uma maneira eficaz
de compreender a relagdo entre a presenca de determinado polimorfismo genético e a doenca
(ASCHENGRAU; SEAGE, 2007).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo verificou que o alelo A do polimorfismo G743A, também
conhecido por rs4833095, foi mais frequentemente encontrado em casos de hanseniase.
Entretanto, a anélise de gendtipos ndo encontrou associa¢do deste SNP com a suscetibilidade
a hanseniase per se no delineamento caso-controle. Comparativamente, estudo anterior na
mesma regido geogréafica verificou associacdo significativa com a suscetibilidade a hanseniase
através de analise de associacdo baseada em familia no método TDT.

O presente estudo foi capaz de detectar a associagao entre o gen6tipo heterozigoto
G/A com a protecdo a hanseniase per se em mulheres, o que pode sugerir que o polimorfismo
G743A é um fator de protecdo especifico para género. Em geral, a literatura reporta que
pesquisas de epidemiologia genética replicados num mesmo cenario de estudo costumam ter
resultados semelhantes em sua maioria. No entanto, a replicagdo do estudo TDT trouxe uma
complementacdo dos resultados obtidos na primeira analise, em que na associacdo baseada em
familias foi verificado que o alelo A do polimorfismo estava associado a suscetibilidade a
doenca e na andlise de associacdo de base populacional foi verificado o genotipo heterozigoto
como fator de protecdo a doenca com a caracteristica de ser género-especifico. Percebe-se
que, apesar de o heterozigoto G/A associar-se a prote¢do, o homozigoto G/G néo teve relagéo
com a hanseniase per se, assim como estudos internacionais também obtiveram resultado
semelhante. Sdo necessarios novos estudos para elucidar como as alteracdes na expressdo do
receptor decorrente dos polimorfismos genéticos contribuem para a suscetibilidade ou
protecdo a doenga e, ainda, como essa associacdo pode diferenciar-se de acordo com o género.

Como ja relatado pela literatura cientifica, o estudo de caso-controle tem a
dificuldade na selecdo dos controles em areas de endemia uma vez que o efeito da prevaléncia
da doenca ndo é totalmente conhecido. A infeccdo pelo M. leprae é pré-requisito para a
infecgdo e progressdo para a doenga; porém, fatores intrinsecos e extrinsecos ao individuo
podem influenciar tanto a exposi¢do ao agente infeccioso quanto o desfecho, que pode ser
favoravel - a cura - ou desfavoravel - a doenca clinica. A analise das caracteristicas dos
sujeitos incluidos neste estudo mostrou uma grande frequéncia da doenga no sexo masculino e
em individuos jovens com grande parte dos casos de hanseniase vivendo em domicilios de até
quatro comodos, com historico de parasitoses e sem cicatriz vacinal de BCG. Predominaram
os casos multibacilares, sendo a baciloscopia positiva, as incapacidades fisicas e os episddios

reacionais achados frequentes no decorrer do diagnoéstico e tratamento.
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Apesar de o critério de auséncia da doenca e sinais clinicos sugestivos ser
fundamental para a selecdo de controles, ainda restam individuos que, apesar de saudaveis,
estdo infectados pelo M. leprae e permanecem sem manifestacdes clinicas. Por isso, para
averiguar a suscetibilidade a hanseniase per se, € preciso estabelecer critérios mais rigorosos
na selecdo de controles em areas endémicas, por exemplo, utilizando anélises de sorologia que
exclua individuos soropositivos para antigenos especificos do M. leprae, como o anti-PGL-1.
A analise das variaveis que denotavam exposi¢do ao bacilo mostrou que a maioria dos
controles teve um longo periodo de exposicao e mais de 10% foi contato domiciliar de mais
de um caso de hanseniase, levando a crer que varidveis ndo incluidas no modelo também
podem exercer influéncias sobre a suscetibilidade a infeccdo e constituirem fator de confuséo
para selecdo adequada dos controles em areas endémicas.

Também é importante pontuar que a auséncia de informacGes acerca da cor da
pele constituiu-se uma fragilidade deste estudo. A obtencdo dessa informagdo em novas
coletas se faz necessaria para que as analises sejam novamente realizadas, ajustando-se esta
variavel no intuito de evitar possivel confusdo pela estratificacdo populacional.

E conhecido que a arquitetura genética da hanseniase influencia no risco de
adoecimento. Todavia, como essa suscetibilidade é poligénica, faz-se preciso identificar as
variantes que contribuem para a suscetibilidade ou resisténcia a doenca na populacdo
brasileira, sobretudo nas areas de grande endemicidade. Mais estudos de epidemiologia
genética utilizando um numero maior de polimorfismos em genes relacionados a resposta
imune sdo necessarios e podem contribuir para a identificacdo de um perfil genético de

suscetibilidade a hanseniase.
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APENDICES

APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

U F m G UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
S ESCOLA DE ENFERMAGEM
samsLsase 1A Departamento de Enfermagem Materno-Infantil e Saude Publical

DLMRAL LIRAY

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(07 a 12 anos)

Vocé esti sendo convidado a participar da pesquisa “Analise do processo de exposicio,
infeccio e adoecimento de contatos domuciliares de casos de hanseniase por meio de
marcadores de infeccio e de sucetibilidade genética ao Myvcobacterium leprae” por morar em
uma regido que tem muitos casos de hanseniase.

A hanseniase € uma doenca, causada por uma bactéria, que causa lesdes na pele e nos nervos.
Quando ela nfo € tratada, essas lesdes podem deixar sequelas. Essa doenca é transmitida pelo contato
de uma pessoa doente e sem tratamento com outra pessoa, por meio da respiracio. Para que a
transmmssio ocorra, geralmente € preciso que haja um convivio frequente e prolongado dessa pessoa
com o doente.

Caso aceite participar do estudo. serd solicitado que vocé responda a um questionario aplicado
por pesquisadores tremados da Escola de Enfermagem da UFMG. com perguntas relacionadas a vocé
e a doenca.

Em seguida. sera realizado um exame da sua pele e dos nervos para identificar possivels sinais
ou sintomas sugestivos de hanseniase.

Por fim serdo coletados 05 mulilitros de sangue, por puncio venosa no braco, uma gota de
sangue no local da puncio e raspado da pele da orelha por um pequeno corte, utilizando material
estéril e descartivel para evitar ou dinunuir a ocorréncia de infecciio. Os riscos destes procedimentos
sdo mimmos e podem estar associados a coleta do material (pequeno hematoma, dor ou desconforto
rapido). Com os resultados deste estudo. espera-se obter formas mais eficazes de diagnostico,
tratamento e prevencio da doenca.

Os materiais e os dados coletados serio de uso exclusivo da equipe de pesquisadores apenas
para os obyetivos da pesquisa. Uma das preocupagdes esta na garantia de que o nome dos participantes
nio seja revelado e, para tanto, todo o material coletado sera identificado por etiquetas contendo
apenas siglas e mimeros, estabelecendo protecio ao sigilo das informacdes.

A participacio € voluntaria e a qualquer momento vocé podera desistir de participar e retirar a
autorizacio. A recusa nio trara nenhum prejuizo a sua relacio com o pesquisador ou com a instituicio.

Este estudo nfo trard nenhum custo para vocé e todos os procedimentos serfo realizados
gratuttamente. Wio havera pagamento pela participacio nesta pesquisa

Vocé recebera uma copia deste Termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador
principal e do Comité de Etica da UFMG, podendo tirar suas dividas sobre o projeto e sua
participacio a qualquer momento.

Vocé assinara este Termo declarando que entendeu os objetivos. riscos e beneficios de sua
participacio na pesquisa. concordando em participar.

Seu responsavel tambem assinara este termo. declarando que também entendeu os objetivos,
nscos ¢ beneficios de sua participa¢io na pesquuisa. autorizando sua participagao

Nome do Participante
Assmatura do participante
Nowe do responsavel

Assmatura do responsavel:

Comuré de FEuca em Pesqusa da UFMG
ffrot Dr. Francisco Carlos Felix Lana (COEP/UFMG)
Coordenador da Pesquisa : Av. Presidente Amdmio Carlos. 6627 - Unidade
Av. Alfredo Balena, 190 - Bauto Santa Eluﬂ{lu Admumsstrativa II - Sala 2003 - Belo Horzonte - MG
Escola d2 Enfermagem - Belo Honzonte - MG CEP- 31270-001 Tel- (31) 3300-4302

CEP. 30130-100 Tel (31) 3309-9862
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U F m G UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
S ESCOLA DE ENFERMAGEM
vervvsamast Huian Departamento de Enfermagem Materno-Infantil e Saude Publica)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(13 a 17 anos)

Vocé esti sendo convidado a participar da pesquisa “Amnalise do processo de exposicio,
infeccdo e adoecimento de contatos domiciliares de casos de hanseniase por meio de
marcadores de mnfeccio e de sucetibilidade genetica ac Mycobacterium leprae”™ por morar em
uma regido que tem muitos casos de hanseniase.

A hanseniase é uma doenca. causada por uma bactéria, que causa lesdes na pele e nos nervos.
Quando ela nio é tratada. essas lesdes podem deixar sequelas. Essa doenca € transmitida através do
contato de uma pessoa doente e sem tratamento com outra pessoa. por meio da respiracio. Para que a
transmissio ocorra, geralmente € preciso que haja um convivio frequente e prolongado dessa pessoa
com o doente.

Caso aceite participar do estudo, sera solicitado que vocé responda a um questiondrio aplicado
por pesquisadores treinados da Escola de Enfermagem da UFMG, com perguntas relacionadas a vocé
e a doenca.

Em seguida, sera realizado um exame da sua pele e dos nervos para identificar possiveis sinais
ou sintomas sugestivos de hanseniase.

Por fim serio coletados 05 mililitros de sangue, por puncio venosa no brago, uma gota de
sangue no local da puncio e raspado da pele da orelha por um pequeno corte, utilizando material
estéril e descartavel para evitar ou diminuir a ocorréncia de infeccio Os riscos destes procedimentos
sd0 minimmos e podem estar associados a coleta do material (pequeno hematoma, dor ou desconforto
rapido). Com os resultados deste estudo. espera-se obter formas mais eficazes de diagnostico,
tratamento e prevencio da doencga.

Os mateniais e os dados coletados serdo de uso exclusivo da equipe de pesquisadores apenas
para os obyetivos da pesquisa. Uma das preocupacdes esta na garantia de que 0 nome dos participantes
nio seja revelado e, para tanto, fodo o matenal coletado sera i1dentificado por etiquetas contendo
apenas siglas e niimeros, estabelecendo protecio ao sigilo das informacdes.

A participacio € voluntiria e a qualquer momento vocé podera desistir de participar e retirar a
autorizacio. A recusa nio trara nenhum prejuizo a sua relagio com o pesquisador ou com a instituicio.

Este estudo nio trard nenhum custo para vocé e todos os procedimentos serio realizados
gratustamente. Nio haverd pagamento pela participacio nesta pesquisa.

Vocé recebera uma copia deste Termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador
principal ¢ do Comité de Etica da UFMG. podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua
participacio a qualquer momento.

Vocé assmard este Termo declarando que entendeu os objetivos, riscos e beneficios de sua
participacio na pesquisa, concordando em participar.

Nome do Participante:

Assinatura do participante:

Nome do responsavel:

Prof. Dr. Francisco Carlos Félix Lana Comité de FEtica em Pesquisa da UFMG
Coordenador da Pesquisa (COEP/UFMG)

Av. Alfredo Balena. 190 - Bairro Santa Efigénia Av. Presidente Anténic Carlos, 6627 - Umdade
Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG Administrativa II - Sala 2005 - Belo Homizonte - MG

CEP: 30130-100 Tel: (31) 3409-9862 CEP: 31270-901 Tel: (31) 3409-4592



U F m G UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
—— ESCOLA DE ENFERMAGEM
cmmeasass e Departamento de Enfermagem Materno-Infantil e Saude Pablical

PLWRAL LIRS

TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO
(13 a 17 anos — cépia responsivel)
esta
sendo convidado a participar da pesquisa “Analise do processo de exposicio. mfeccio e
adoecimento de contatos donuciliares de casos de hanseniase por meio de marcadores de
infecgdo e de sucetibilidade genética ao Mycobacterium leprae” por morar em uma regifio que
tem muitos casos de hansenfase.

A hanseniase é uma doenca, cansada por uma bacténa, que causa lesdes na pele e nos nervos.
Quando ela nio é tratada, essas lesdes podem deixar sequelas. Essa doenca é transmitida pelo contato
de uma pessoa doente e sem tratamento com outra pessoa, por meio da respiracio. Para que a
transmissdo ocorra, geralmente € preciso que haja um convivio frequente e prolongado dessa pessoa
com o doente.

Caso concorde com a participacio do estudo. serd aplicado um questionario por pesquisadores
treinados da Escola de Enfermagem da UFMG, com perguntas relacionadas a participante e a doenca.

Em seguida. serd realizado um exame da pele e dos nervos para identificar possivels sinais ou
sintomas sugestivos de hanseniase.

Por fim, serio coletados 05 mulilitros de sangue, por pungio venosa no braco, uma gota de
sangue no local da puncio e raspado da pele da orelha por um pequeno corte, utilizando material
estéril e descartivel para evitar ou diminuir a ocorréncia de infeccio. Os riscos destes procedimentos
530 minimos e podem estar associados a coleta do material (pequeno hematoma. dor ou desconforto
rapido). Com os resultados deste estudo, espera-se obter formas mais eficazes de diagnéstico,
tratamento e prevencio da doenca.

Os materiais e os dados coletados serdo de uso exclusive da equipe de pesquisadores apenas
para os ohjetivos da pesquisa. Uma das preocupacdes estd na garantia de que o nome dos participantes
nio seja revelado e, para tanto, todo o material coletado sera identificado por etiquetas contendo
apenas siglas e mimeros, estabelecendo protegio ao sigilo das informagdes.

A participacio € voluntiria e a qualquer momento vocé podera desistir e retirar a autorizacio.
A recusa ndo trard nenhum prejuizo 4 sua relagio com o pesquisador ou com a instituigio.

Este estudo nio trara nenhum custo para vocé e todos os procedimentos serio realizados
gratuitamente. Nio havera pagamento pela participacio nesta pesquisa.

Vocé recebera uma cépia deste Termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador
principal ¢ do Comité de Etica da UFMG. podendo tirar suas dividas sobre o projeto e sua
participagio a qualquer momento.

Vocé assinara este Termo declarando que entendeu os olbyetivos, mscos e beneficios da
participacio na pesquisa e que autoriza, como responsavel, a participacio de

Nome do responsavel:

Assinatura do responsavel:

Prof. Dr. Francisco Carlos Felix Lana Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
Coordenador da Pesquisa (COEP/UFMG)

Av. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia Av. Presidente Antonio Carlos, 6627 - Unidade
Escola de Enfermagem - Belo Honzonte - MG Administrativa II - Sala 2005 - Belo Horizonte - MG

CEP: 30130-100 Tel: (31) 3409-9862 CEP: 31270-901 Tel: (31) 3409-4592
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U F m G UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
el ESCOLA DE ENFERMAGEM
uwmessiass LA Departamento de Enfermagem Materno-Infantil e Saude Pablica)

BUMRAL LIRAN

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa ~Analise do processo de exposiciio,
mnfeccio e adoecimento de contatos domiciliares de casos de hanseniase por meio de
marcadores de infecciio e de sucetibilidade genética ao Mycobacrerium leprae” por morar em
umaA regiio que tem mmitos casos de hanseniase.

A hanseniase é uma doenca, causada por uma bactéria. que causa lesdes na pele e nos nervos.
Quando ela nio € tratada, essas lesdes podem deixar sequelas. Essa doenga é transmitida pelo contato
de uma pessoa doente e sem tratamento com outra pessoa, por meio da respiracio. Para que a
transmissio ocorra, geralmente é preciso que haja um convivio frequente e prolongado dessa pessoa
com o doente.

Caso acerte participar do estudo. sera solicitado que vocé responda a um questionario aplicado
por pesquisadores tremnados da Escola de Enfermagem da UFMG, com perguntas relacionadas a vocé
e 4 doenca.

Em seguida. sera realizado um exame da sua pele e dos nervos para identificar possiveis sinais
ol sintomas sugestivos de hanseniase.

Por fim serfo coletados 05 mulilitros de sangue, por pungio venosa no braco, uma gota de
sangue no local da pungio e raspado da pele da orelha por um pequeno corte, utilizando material
estéril e descartivel para evitar ou duminuir a ocorréncia de infecgio. Os riscos destes procedimentos
sdo minimos e podem estar associados i coleta do material (pequeno hematoma, dor ou desconforto
rapido). Com os resultados deste estudo, espera-se obter formas mais eficazes de diagndstico,
tratamento e prevencio da doenca.

Os materiais e os dados coletados serio de uso exclusivo da equipe de pesquisadores apenas
para os objetivos da pesquisa. Uma das preocupacdes esta na garantia de que o nome dos participantes
nio seja revelado e, para tanto, todo o material coletado sera identificado por etiquetas contendo
apenas siglas e nimeros, estabelecendo protecio ao sigilo das mformacdes.

A parficipacdo € voluntina e a qualquer momento voce podera desistir de participar e refuar a
autorizacio. A recusa nio trard nenhum prejuizo a sua relagio com o pesquisador ou com a institnigio.

Este estudo nio trard nenhum custo para vocé e todos os procedimentos serio realizados
gratuitamente. Nio havera pagamento pela participacio nesta pesquisa.

Vocé recebera uma copia deste Termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador
principal e do Conuté de Etica da UFMG. podendo tirar suas dinadas sobre o projeto e sua
participacio a qualque;r momento.

Vocé assinara este Termo declarando que entenden os objetivos, riscos e beneficios de sua
participagio na pesquisa, concordando em participar.

Nome do Participante:

Assimatura do participante:

Prof Dr. Francisco Carlos Félix Lana Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
Coordenador da Pesquisa (COER/UFMG)

Av. Alfredo Balena, 190 - Baurro Santa Efizgéma Av. Presidente Antomio Carlos, 6627 - Umdade
Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG Administrativa IT - Sala 2005 - Belo Horizonte - MG

CEFP: 30130-100 Tel: (31) 3409-9862 CEP: 31270-901 Tel: (31) 3409-4592
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APENDICE B - Questionéario para Coleta de Dados

QUESTIONARIO CASO INDICE DE HANSENIASE

Colar etiqueta com o

numero do domicilio

Colar etiqueta com o

numero do caso indice

FORMULARIO DE CASO INDICE

IDENTIFICAGAO

Data da entrevista: _/_/ | Entrevistador: Municipio:

Unidade de satude/PSF:

Nome completo: Apelido:
Endereco atual (logradouro, nimero e bairro):

CEP: Latitude: Longitude:

Setor Censitario: Fone: () Celular: ()
E-mail:

ldade: Data de nascimento: / /

‘Sexo: ?7M ?2F ’Peso:

Escolaridade:

‘ Naturalidade:

‘ Estado:

DADOS DO DOMICILIO

NuUmero de pessoas que residem neste endereco:

’ Numero de comodos do domicilio:

NuUmero de dormitorios:

’ NuUmero de pessoas que compartilham o dormitdrio com o caso indice:

? Sim. Quantas pessoas?

Alguém que residia com o Sr.(a) até 05 anos antes de vocé ter hanseniase se mudou? ? N&o

Contatos (caso resida no mesmo municipio):

Nome:

Endereco: Telefone:
Nome:

Endereco: Telefone:
Nome:

Endereco: Telefone:
Nome:

Endereco: Telefone:

DADOS EPIDEMIOLOGICOS
Mais algum morador tem/teve hanseniase? ? Nao ? Sim. Quantos?

Além da hanseniase, o(a) Sr.(a) tem/teve outra(s) doenca(s)? ? Né&o

? DM. Ha quanto tempo?
? HAS. Ha quanto tempo?

? Lapus. H& quanto tempo?

? Sim. Especificar:

? Dislipidemia (colesterol e/ou triglicérides alto). Ha quanto tempo?

? Doengas reumatoides (artrite, osteoartrite, artrose, gota). Ha quanto tempo?

85



A Sra. Estd gravida? ? Ndo ? Sim ? Nao se aplica Quanto tempo de gestacao:

Ou com suspeita de gravidez? ? Ndo ? Sim

Faz uso de algum medicamento regularmente? (Perguntar sobre medicamentos listados)

? N&o ? Sim. Especificar:

1. . Dose diaria: . Tempo de uso:

2. . Dose diaria: . Tempo de uso:

3. . Dose diaria: . Tempo de uso:

4, . Dose diaria: . Tempo de uso:

5. . Dose diaria: . Tempo de uso:

6. . Dose didria: . Tempo de uso:

7. . Dose diaria: . Tempo de uso:

8. . Dose diaria: . Tempo de uso:

Cicatriz vacinaldeBCG: ? 0?2 1 ? 2 Data do diagnostico: / /

Data inicio tratamento: Esquema terapéutico: ? PB/6 ? MB/12 ? MB/24
/ / ? ROM ? Outros esquemas alternativos ? Ignorado
Data da alta: Tipo de alta: ? Cura ? Abandono ? Transferéncia
/ / ? Néo se aplica
INFORMAGOES CLINICAS
Presenca de lesfes na pele: ? Ndo  ? Sim. Quantas?

Presenca de nervos acometidos: ? Ndo  ? Sim. Quantos?

Classificacdo operacional: ~ ? Paucibacilar ? Multibacilar
Forma clinica (Madri): ?1 ?2T ?2D ?V ? Ignorada
Grau de incapacidade fisica — diagnostico: Grau de incapacidade fisica — alta:
?0 ?21 2?2 ?lIgnorado ?0 ?1 ? 2 ?Ignorado? N&o se aplica

Localizacdo da(s) incapacidade(s): Olhos:? D ? E Méos:? D ? E Pés:? D ? E

? Né&orealizada ? Ignorada ? Realizada.

Baciloscopia:
Resultado: IB:?0?1+7?2+7?3+?4+?5+7? 6+

? Néo ? Ignorada ? Sim.

Historia de reacao: ) ) . o
Qual? ? Tipo1l-RR ? Tipo2-ENH ? N&o especificada
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QUESTIONARIO CONTATOS
Colar etiqueta com o Colar etiqueta com o Colar etiqueta com o
numero do domicilio do numero do caso indice numero do contato

FORMULARIO DE CONTATO DOMICILIAR

IDENTIFICACAO

Data daentrevista [/ [/ Entrevistador: Municipio:

Unidade de satude/PSF:

Nome completo: Apelido:

Endereco atual (logradouro, nimero e bairro):

CEP: Latitude: Longitude:
Setor Censitario: Fone: () Celular: ()
E-mail:

Héa quanto tempo reside neste enderego?

Endereco anterior (rua, nimero e bairro):

Municipio: ‘ Estado:
Quanto tempo morou no enderego anterior? ? Néo se aplica
ldade: Data de nascimento: / / ‘ Sexo: ? M ?F ‘ Peso:

Escolaridade: ‘ Naturalidade: ‘ Estado:

DADOS DO DOMICILIO

NUmero de pessoas que residem neste endereco: ‘ Numero de cdmodos do domicilio:

Namero de dormitérios: ‘ NUmero de pessoas que compartilham o dormitério com o caso indice:

DADOS EPIDEMIOLOGICOS

O (A) Sr.(a) ja teve hanseniase? ? Ndo ? Sim Quando (ano):

O (A) Sr.(a) tem/teve outra(s) doenca(s)? ? Néo

? Sim. Especificar:

? DM. Ha quanto tempo?

? HAS. Ha quanto tempo?

? Dislipidemia (colesterol e/ou triglicérides alto). H& quanto tempo?

? Doengas reumatdides (artrite, osteoartrite, artrose, gota). Ha quanto tempo

? LUpus. H& quanto tempo?

? HIV. H& quanto tempo?

? Esquistossomose. Ha quanto tempo?

? Leishmaniose visceral. Ha quanto tempo?

? Ascaridiase. Ha quanto tempo?

? Outras helmintoses. Ha quanto tempo?

? Outras. Especificar: Ha quanto tempo?
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A Sra. Estagravida? ? Ndo ? Sim ? N&o se aplica Quanto tempo de gestacéo:

Ou com suspeita de gravidez? ? Ndo ? Sim

Faz uso de algum medicamento regularmente? (Perguntar sobre medicamentos listados)

? Ndo ? Sim. Especificar:

1. . Dose diaria: . Tempo de uso:
2. . Dose diaria: . Tempo de uso:
3. . Dose diaria: . Tempo de uso:
4. . Dose diaria: . Tempo de uso:
5. . Dose diaria: . Tempo de uso:
6. . Dose diaria: . Tempo de uso:
7. . Dose diaria: . Tempo de uso:
8. . Dose diaria: . Tempo de uso:

AVALIACAO DERMATONEUROLOGICA

Cicatriz vacinal de BCG: ? 0 ? 1 ? 2 | Sinais sugestivos de hanseniase: ? Ndo ? Sim. Especificar:

Avaliacdo dermatolégica: Avaliacdo neurolégica: Avaliacao de sensibilidade:
Manchas _ N ssgfnsagg;eciﬁ . | Sensibilidade alterada?
? Ndo ? Sim Quanta~s.—_ — 2 Ulnar ' " |? Nao ? Sim. Especificar:
Manchas com alteracéo de sensibilidade 5 SN . N
2 Ndo ? Sim Quantas: ? Radial ? Radial cutaneo o
'I ’ - ? Fibular ? Tibial posterior | ? Olho esquerdo ? Olho direito
Placas
? Ndo ? Sim Quantas: Forca muscular reduzida | 9 M3o esquerda ? Mo direita
Tubérculos ? N&do ? Sim. Especificar:

x . ? Pélpebras 7 Pé ? Pé direi
? ? : ? Péesquerdo ? Pédireito
.,Nao 7 Sim - Quantos: ? Abdutor do quinto dedo a
Nodulos 2 Abdutor do polegar
? Nédo ? Sim Quantos: ? Extensor do punho
Infiltragdes ? Extensor do halux
? Ndo ? Sim Quantos: ? Extensor longo dos dedos
Outras ? Tibial anterior
? N0 ? Sim Quantos: ? Fibulares
Especificar:

Diagndstico confirmado: ? N&o ? Sim ? Né&oavaliado ? N&o se aplica

INFORMACOES RELACIONADAS AO CASO INDICE

Grau de parentesco:

Situacéo de col  ? Residia com o caso indice na data do diagndstico e reside atualmente
? Residia com o caso indice na data do diagndstico
? Residia com o caso indice antes da data do diagndstico — até 5 anos antes

Ha quanto tempo reside com o caso indice? (meses ou anos completos):

Caracteristica de contato: ? Intradomiciliar ? Peridomiciliar

Convivéncia: ? Dorme no mesmo terreno ? Dorme no mesmo domicilio  ? Dorme no mesmo comodo




APENDICE C - Formulario de encaminhamento de caso suspeito de Hanseniase

FORMULARIO DE ENCAMINHAMENTO DE CASO SUSPEITO DE
HANSENIASE

Dados do nsnario

Nome:

Endereco completo:

Dados Clinicos

Avaliagio dermato-neurslogica (alteracdes):

Palpacio de nervos (alteracdes):

Avahacio de forea muscular (alteracoes):

Avaliacio de senzibilidade
/".- U /6;?1 J' r‘}ﬂ i -:‘_'T’JJ \'IC. cr*

¢

JJI "L'u"a‘ el
" VU e o) (o

DIREITA ESQUERDA DIREITO ESQUERDO

Mome de quem reahzou a avaliacdo:
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APENDICE D - Protocolo para coleta, transporte e armazenamento de sangue

Os procedimentos a serem executados para a coleta devem acompanhar a seguinte ordem:

1. GARROTEAMENTO: Os membros a serem puncionados deverdo ser garroteados em
regido mais proximal ao corpo em relacdo ao ponto de puncdo. O garrote devera ser retirado

assim que a veia for puncionada e o sangue comegar fluir para o interior do tubo.

2. ASSEPSIA: A assepsia do local da punc¢éo deve ser feita com algoddo embebido em etanol
70%. Devem ser realizadas duas etapas: na primeira, realizam-se trés movimentos de limpeza
no sentido oposto a inser¢do da agulha e, na segunda, trés movimentos no mesmo sentido da
inser¢do da agulha. A segunda etapa da limpeza ndo deve ser feita com a mesma regido do

algoddo utilizada na primeira etapa.

3. PUNCAO: A pungéo podera ser feita com a utilizagio de sistema de coleta a vacuo ou com
seringas de émbolo. Todo o material deve estar esterilizado. Deverdo ser coletados 4 mL de

sangue em tubo plastico proprio contendo EDTA.

4. IDENTIFICACAO DOS TUBOS: Ap0s a coleta, imediatamente sera afixada ao tubo uma
etiqueta contendo um cddigo que iré identificar o doador.

5. TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO: Os tubos deverdo ser imediatamente
armazenados em caixa propria contendo gelo quimico para serem transportados e

armazenados em freezer a temperatura de -20° C.
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APENDICE E - Protocolo de extracdo de DNA pelo Método Qiagen Flexigene
Extracdo de DNA humano com kit Qiagen
(Método Qiagen FlexiGene)
1. Objetivo:

* Descrig@o e instrugdo detalhada das agdes e procedimentos a serem desenvolvidos pelos
pesquisadores e colaboradores do projeto para extragcdo de DNA retiradas a partir de amostras
de sangue perifeérico.

* Descricdo dos métodos envolvidos no gerenciamento de reagentes e armazenagens das
aliquotas de DNA extraidas.

2. Materiais e equipamentos utilizados:
* Jaleco

* Luvas

« Oculos de protegao

* Canetas para escrita em plastico

* Centrifuga

* Micro-centrifuga

» Vortex

» Banho-maria

* Banho seco

* Micropipetas

* Tubos eppendorf 2,0mL ou 0,5mL

« Kit de extracdo de DNA Qiagen FlexiGene (N° Cat. 51206)

3. Responsabilidades:

Este procedimento deve ser realizado pelos membros da pesquisa que tenham sido
previamente treinados e acompanhados por outros alunos que ja desenvolvem esta técnica
com experiéncia.
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4. Procedimento Operacional:

Antes de qualquer experimento deve-se certificar de que todos o0s materiais que serdo
utilizados estejam disponiveis e deve-se realizar a assepsia dos materiais e equipamentos a
serem utilizados.

4.1. Etapa pré-operacional

Ressuspender o liofilizado Protease Qiagen seguindo os volumes de Buffer FG3 (buffer de
hidratagdo) indicado no proprio tubo de protease (0.3mL ou 1.4mL).

4.2. Etapa operacional:
1. Separar os tubos de sangue provindos da coleta;
2. Centrifugar o tubo de sangue a 2.500rpm por 10 minutos;

3. Com o auxilio de uma micropipeta, retirar 0 maximo de plasma possivel sem que se altere o
creme leucocitario;

4. Colher ImL de células (leucdcitos e hemacias), transferir para um eppendorf de 2mL;
5. Centrifugar o restante do sangue no tubo de coleta, a 2.500rpm por 10 minutos;

6. Ao tubo eppendorf adicionar 500uL de FG1 e homogeneizar com auxilio do vortéx até que
se observe o aparecimento de espuma;

7. Centrifugar o tubo eppendorf por 3 minutos a 11.000rpm;
8. Descartar o sobrenadante e secar bem em papel absorvente;
9. Adicionar mais 1mL de sangue ao tubo eppendorf e repetir as etapas 6, 7 e 8;

10. Adicionar mais 500uL de FG1 no tubo eppendorf e homogeneizar no vortéx até que o
pellet seja dissolvido. Caso o pellet ainda continue rosado, pode ser feita mais uma lavagem
com 500uL de FG1,

11. Adicionar 250uL de FG2 + 2,5uL de proteinase K em cada tubo;

12. Homogeneizar no vortéx ou por pipetagem até a total dissolugéo do pellet;
13. Levar ao banho-maria com temperatura de 60 a 65°C por 15 minutos;

14. Acrescentar 500uL de isopropanol P.A gelado (ou etanol P.A);

15. Homogeneizar por alguns segundos no vortéx. Nesta etapa observa-se 0 DNA sendo
precipitado na forma de um novelo, quanto maior o novelo, maior o rendimento da extracéo;
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16. Centrifugar por 3 minutos a 11.000rpm;

17. Descartar o sobrenadante e secar bem em papel absorvente;

18. Acrescentar 500uL de etanol a 70% gelado;

19. Homogeneizar e centrifugar por 3 minutos a 11.000rpm;

20. Descartar o sobrenadante e secar bem em papel absorvente por no minimo 10 minutos;

21. Ressuspender em 350uL de FG3 e dissolver todo o pellet usando o vortéx. Caso se
perceba a quantidade de DNA seja pouca, na etapa, na etapa 15, diminua a quantidade de FG3
para 200pL.

22. Caso persista o pellet, levar ao banho seco por 10 minutos a 65. O DNA pode ficar por
varias horas para que seja todo dissolvido; 23. Separar 50pL em tubo eppendorf de 0,5mL,
como aliquota, e o restante em tubo eppendorf de 2,0mL, como estoque;

24. Armazenar a -20°C.

OBS: Antes da etapa operacional para extracdo com kit Qiagen FlexGene, lavar 3 vezes com
solucéo de TRIS:NHA4CI (1:9) pH 7,65.

TRIS-HCI: 0,17M; pH 7,65; 100mL

* 0,17M= g =2,059¢ (Solucao filtrada e autoclavada)
121,114 x 0,1L

NHA4CI: 0,155M; 200mL

* 0,155M= g =2,059g (Solucdo filtrada)

53,49 x 0,2L



ANEXOS

ANEXO A — Aprovacado do Departamento de Enfermagem Materno Infantil

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

ESCOLA DE ENFERMAGEM

DEPARTAMENTO DE ENFERMAGEM MATERNO INFANTIL E SAUDE PUBLICA
Av. Prof. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia

CEP.: 30.130-100 - Belo Horizonte - Minas Gerais - Brasil

Tel.: 3248-9860 FAX.: 3248-9859 F-muail: emiia enfoufmg.br

PARECER

ASSUNTO: PROJETO DE PESQUISA

“ANALISE DO PROCESSO DE EXPOSIGAO, INFECCAO E ADOECIMENTO DE
CONTATOS DOMICILIARES DE CASOS DE HANSENIASE POR MEIO DE
MARCADORES DE INFECCAC E DE SUSCETIBILIDADE GENETICA AO
MYCOBACTERIUM LEPRAE"

INTERESSADO: PROF. FRANCISCO CARLOS FELIX LANA
RELATORA; PROF. LENICE DE CASTRO MENDES VILLELA

HISTORICO:

Recebi da Secretaria do Departamento de Enfermagem Materno-Infantii e Saude
Publica. em 07/03/2012, para emissao de parecer, o Projeto de Pesquisa "Analise do
processo de exposigao, infecgdo e adoecimenta de contatos domiciliares de casos de
hanseniase por meio de marcadores de infec¢do e de suscetibilidade genética ao
Mycobacterium leprae” de autoria do Prof. Francisco Carlos Felix Lana.

MERITO:

Trata-se de um projeto de pesquisa que tem como objetivo analisar uma coorte de
contatos domiciliares de casos indice de hanseniase, quanto ao processo de
exposi¢do, infecgdo e adoecimento por meio de marcadores de infecgcdo e de
sucetibilidade genética ao Mycobacterium leprae, na Regiao de Almenara / Minas
Gerais

O estudo tem como justificativa principal a necessidade da compreensao do processo
exposicao, infeccdo e adoecimento, uma vez que pode intervir precocemente no
controle da hanseniase Segundo os autores o conhecimento atual e as tecnologias
disponiveis ndo sdo suficientes para o diagnéstico precoce. pois sao baseadas em
parametros clinicos e para tanto se faz necessaric a manifestagcado de sinais

Apegvado em reunido da Cémara mehmché(szunrquesAMmdz

el A Prmntn e Fofeomanem Matern,



caracteristicos da doenga O desafio, portanto, & aprimorar e desenvolver novas
tecnologias integrando areas como biologia molecular, genética e imunologia. Na area
da biologia molecular destaca-se a utilizagdo da reagdo em cadeia de polimerase
(PCR) para detectar e quantificar o DNA do bacilo, bem como determinar sua
viabilidade, o que contribui para detecgdo precoce da hanseniase entre 0s contatos.
Em relagdo & genética & amplamente aceita a hipotese da influéncia da composigao
genética do individuo na suscetibilidade a doenga, tanto em relagdo ao seu
desenvolvimento quanto na evolugao para suas diferentes formas clinicas. Os
principais genes e regides genomicas relacionados 2 suscetibilidade a hanseniase sio
aqueles ligados a produgado de citocinas e outras moléculas importantes na wvia
imunolégica, como os genes dos receptores do tipo Toll (TLR) e NOD (do inglés
Nucieotide-binding oligomerization). Sugerem que a presencga de alelos desses genes
pode ser utilizada come um marcador para a suscetibilidade ou resisténcia a doenga e
um dos indicadores para o prognostico da infecgdo. Por fim, no campo da imunologia
referem-se ao teste sorologico capaz de detectar anticorpos contra o glicolipideo
fendlico-1 (PGL-I) que pode ser utilizado como um marcador de infecgdo que auxilia
na identificagdo de individuos expostos, com infecgdo subclinica, e com hanseniase
no seu estagio inicial. O aumento da produgdo de anti PGL-I pode estar relacionado
com a manifestacao clinica da doenca, portanto & importante o acompanhamento
periddico de todos os individuos que apresentam resultado anti PGL-| positivo.

A metodologia esta bem descrita e define o estudo como epidemiolégico de coorte
prospectiva, com amostra constituida por 110 contatos domiciliares, com idade
superior a sete anos de idade, que residem nos municipios de Aimenara, Jacinto,
Jordania e Rubim. Envolve a realizagao de exame dermatoneurolégico, analise de
sorologia anti PGL-l, de viabilidade do Mycobacterium leprae e de suscetibilidade
genética. A amostra foi selecionada a partir do estudo “Soropositividade anti PGL-| em
contatos domiciliares de casos de hanseniase na microrregido de Almenara” Além
disso, serdo incluidos os contatos domiciliares dos casos notificados desde 0 ano de
2011 ate a data de inicio da coleta de dados, que concordarem em participar do
estudo. Pretende-se utilizar um questionario semi-estruturado contendo questdes
relacionadas aos aspectos socio-demograficos, situacdo vacinal por BCG e
caracteristicas clinico-epidemiolégicas do caso-indice. Objetiva-se coletar amostras de
05 ml (cinco mililitros) de sangue total dos contatos para analise de suscetibilidade
genética e sorologia anti PGL-l. Para analise da viabilidade bacilar serd realizado
coleta de raspado intradérmico dos Iébulos auriculares. A técnica de PCR sera
utilizada para a analise de viabilidade bacilar e de suscetibilidade genética, e para a
analise anti PGL-I o teste ML Flow. Para caracterizacao da populagao de estudo serd
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