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RESUMO

AMARAL, E. P. Anadlise da influéncia de fatores genéticos na suscetibilidade a
hanseniase na populacdo da microrregido de Almenara, Minas Gerais. 2012.
122 f. Tese (Doutorado em Enfermagem) — Escola de Enfermagem, Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2012.

A hanseniase € uma doenca infectocontagiosa que apresenta um largo espectro de
manifestacbes clinicas. Essa grande variagdo € determinada pela resposta
imunologica do hospedeiro a infeccédo pelo Mycobacterium leprae, que por sua vez é
influenciada pela composicédo genética do individuo. A maioria dos genes e regides
gendmicas associadas com a suscetibilidade ou resisténcia a doenca estdo
relacionadas a producdo de citocinas e outras moléculas importantes das vias
imunoldgicas. No entanto, embora esta hipétese seja amplamente aceita, diferentes
estudos realizados com populacdes distintas apresentam resultados muitas vezes
discordantes ou controversos. Por esta razdo, torna-se necessaria a realizacdo de
estudos adicionais, com diferentes desenhos e populacbes, visando replicar e
validar os resultados ja encontrados. O objetivo deste estudo foi analisar a influéncia
de polimorfismos de base Unica (SNP) na suscetibilidade a hanseniase na
populacdo da microrregidao de Almenara, Minas Gerais. Para tal fim, utilizou-se um
estudo baseado em familias e a andlise foi realizada por meio do Teste de
Desequilibrio de Transmissdo (TDT). Foram analisados polimorfismos dos genes
TLR1, NOD2, LTA4H, IFNG e IL10. A amostra populacional foi composta por 125
ndcleos familiares de casos de hanseniase residentes nos municipios de Almenara,
Felisburgo, Jacinto, Jordania, Palmopolis e Rubim, totalizando 447 individuos.
Foram realizadas meta-andlises para se estimar as medidas de associacdo de
consenso entre os estudos disponiveis sobre os genes TLR1, IFNG e IL10. A analise
do desequilibrio de transmissdo identificou a associacdo estatisticamente
significativa dos SNPs rs4833095 e rs5743618 do gene TLR1 e a hanseniase per
se, com os alelos G e T, respectivamente, associados a suscetibilidade a doenca. A
andlise da transmissao desses dois marcadores também indicou que os haplétipos
G/IT e AIG (rs4833095/rs5743618) estavam associados a suscetibilidade e a
resisténcia a hanseniase, respectivamente. Nao foram encontradas associacfes
significativas entre os alelos e haplotipos dos demais polimorfismos estudados e a
doenca. Os resultados das meta-analises mostraram associa¢cfes estatisticamente
significativas para a combinacdo dos estudos sobre os SNP dos genes TLR1
(rs4833095 e rs5743618), IFNG (rs2430561) e IL10 (rs1800871). Os resultados
obtidos confirmaram o papel do gene TLR1 na regulacdo da resposta imunoldgica
ao M. leprae e apontaram para a necessidade de novos estudos sobre os demais
genes analisados para que se obter resultados conclusivos.

Palavras-chave: Hanseniase/epidemiologia; Hanseniase/imunolgia; Polimorfismo
Genético.



ABSTRACT

AMARAL, E. P. Analysis of the influence of genetic factors on the susceptibility
to leprosy among the population from the microregion of Almenara, Minas
Gerais. 2012. 122f. Thesis (Doctorate in Nursing) — Escola de Enfermagem,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2012.

Leprosy is an infectious disease that presents a large spectrum of clinical
manifestations. This variation is correlated to the level of the host immune response
to the Mycobacterium leprae, which in turn is influenced by the individual genetic
background. The majority of genes and genomic regions associated with
susceptibility/resistance to leprosy are related to the production of cytokines and
other important molecules in the immunological pathways. However, although this
hypothesis is widely accepted, different studies with distinct populations have often
discordant or controversial results. For this reason, it is necessary to perform
additional studies, with different designs and populations, aiming to replicate and
validate the results already found. The objective of this study was to analyze the
influence of single nucleotide polymorphisms (SNP) on the susceptibility to leprosy
among the population from the microregion of Almenara, Minas Gerais. For this
purpose, it was conducted a family based study and the analysis was performed
using the Transmission Disequilibrium Test (TDT). Genetic polymorphisms of TLR1,
NOD2, LTA4H, IFNG and IL10 genes were analyzed. The sample was composed of
125 nuclear families of leprosy cases from the cities of Almenara, Felisburgo, Jacinto,
Jordania, Palmopolis and Rubim, with a total of 447 individuals. Meta-analysis were
carried out to define consensus association estimates for the available studies about
TLR1, IFNG and IL10 genes. The analysis of transmission disequilibrium identified a
statistically significant association between the TLR1 rs4833095 and rs5743618
SNPs and the leprosy per se, and the G and T alleles, respectively, were associated
to the disease susceptibility. The analysis of the transmission of these markers also
indicated that the G/T and A/G haplotypes (rs4833095/rs5743618) were associated
to susceptibility and resistance to leprosy, respectively. No significant associations
were found between the alleles and haplotypes of the other polymorphisms and the
disease. Meta-analysis showed statistically significant results for the TLR1
rs4833095 and rs5743618, IFNG rs2430561 and IL10 rs1800871 SNPs. The results
confirmed the role of TLR1 gene on the regulation of immune response to the M.
leprae and indicate that other studies will be required for conclusive results to the
other genes analyzed.

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

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa, de evolucdo lenta, que se
manifesta principalmente por meio de sinais e sintomas dermatoneuroldgicos.
Quando permanece sem tratamento, pode evoluir com lesdes nos nervos periféricos,
que acabam acarretando incapacidades fisicas e deformidades. Estas, por sua vez,
resultam ndo apenas em prejuizos econdmicos e psicoldgicos aos doentes, mas
também séo responsaveis pelo preconceito que recai sobre eles (BRASIL, 2002).

A doenca é causada pelo Mycobacterium leprae e o0 homem € considerado
seu unico reservatoério natural com relevancia epidemioldgica. A forma mais provéavel
de transmissdo e infeccdo ocorre por meio de secrecdes provenientes das vias
aéreas superiores. Desta forma, o convivio frequente e prolongado entre individuos
suscetiveis e doentes com as formas contagiantes — sem tratamento — constitui um
importante fator determinante para a transmissao do bacilo (TALHARI; GARRIDO,
1997; PINTO NETO et al., 2002; ARAUJO, 2003). O bacilo possui alta infectividade,
mas baixa patogenicidade, sendo que a maioria dos individuos apresenta imunidade
natural a ele. Uma vez exposto ao M. leprae, a resposta do hospedeiro pode variar
de uma infeccdo subclinica seguida de cura até a evolucdo para as formas mais
graves da doenca ou, ainda, o desenvolvimento das formas mais brandas (FOSS,
1997; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; MENDONCA et al, 2008). O
desenvolvimento e o padrdo da hanseniase, bem como a ocorréncia e a intensidade
de episédios reacionais, sao influenciados por fatores como as condicbes
socioecondmicas, o estado nutricional, a vacinacdo com BCG e a taxa de exposi¢cao
ao bacilo (MORAES et al., 2006; MENDONCA et al., 2008). Entretanto, em ultima
instancia, o desfecho da infeccdo estd diretamente relacionado a resposta
imunoldgica do hospedeiro (FOSS, 1997; TALHARI; GARRIDO, 1997; GOULART;
PENNA; CUNHA, 2002; RADA; ARANZAZU; CONVIT, 2009; MODLIN, 2010).

A introducdo da poliquimioterapia (PQT), a partir do inicio da década de 80,
reduziu o tempo de tratamento e permitiu a cura da doencga, propiciando uma grande
diminuicdo de sua prevaléncia global. Entretanto, apesar da queda observada na
prevaléncia, os coeficientes de deteccdo permanecem elevados, contrariando a
premissa de que, com a expansdo da cobertura pela PQT e o tratamento dos
doentes, o potencial de transmissédo da doenca diminuiria e ela desapareceria
gradualmente (MARTELLI et al., 2002). Em 2011, foram registrados 219.075 novos
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casos da doenca no mundo, sendo que o Brasil foi responsavel por 33.955 desses
registros. No final daquele ano, apenas trés paises — entre eles o Brasil — ainda
apresentavam coeficientes de prevaléncia superiores a 1,00 caso/10.000 habitantes
(WHO, 2012a), conforme demonstrado na FIG. 1.
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FIGURA 1 — Mapa dos coeficientes de prevaléncia da hanseniase no mundo —

Inicio de 2011.
Fonte: Adaptado de WHO, 2012b. (Os dados da legenda foram traduzidos para o idioma portugués).

Atualmente, € amplamente aceita a hipétese de que a composicdo genética
do individuo influencia na suscetibilidade a doenca, tanto em relacdo ao seu
aparecimento — a hanseniase per se — quanto a sua evolucao para as diferentes
formas clinicas (MARQUET; SCHURR, 2001; ALTER et al., 2008; ALCAIS; ABEL;
CASANOVA, 2009). Diversos estudos sustentam esta hipotese, ja tendo sido
demonstrado que contatos domiciliares que apresentam rela¢cbes consanguineas
com o caso indice apresentam risco mais alto de desenvolver a hanseniase quando
comparados aqueles contatos que ndo apresentam essa relacdo (SUNDAR et al.,
1989; FINE et al., 1997; FITNESS; TOSH; HILL, 2002) e que a concordancia entre
gémeos monozigoticos em relagdo ao aparecimento da doenca e a sua intensidade
€ maior que entre gémeos dizigoticos (ABEL; DEMENAIS, 1988; HILL, 2001;
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MORAES et al., 2006; ALTER et al., 2008; MENDONCA et al., 2008). O
agrupamento de casos em conglomerados, familias ou comunidades com
antecedentes genéticos comuns reforca a hipotese da influéncia genética na
suscetibilidade a doenca (MORAES et al., 2006).

Devido ao importante papel desempenhado pela imunidade do hospedeiro no
espectro clinico da doenca, os principais genes e regides gendmicas relacionados a
suscetibilidade a hanseniase sao aqueles ligados a producéo de citocinas e outras
moléculas importantes na via imunoldgica (ALCAIS et al., 2005; PREVEDELLO;
MIRA, 2007; SOUZA; PEREIRA et al., 2007; MENDONCA et al., 2008; MISCH et al.,
2010, SARDINHA et al., 2011).

No entanto, diferentes estudos realizados com diferentes populacoes
apresentam, muitas vezes, resultados discordantes ou conflitantes. Estas
discrepancias poderiam ser explicadas, em parte, por equivocos no delineamento
dos estudos como, por exemplo, no dimensionamento e na selecdo das amostras.
Outra explicacdo poderia ser a existéncia de especificidades no perfil genético de
cada uma das populactes, relacionadas a resisténcia/suscetibilidade ao M. leprae,
resultantes das diferentes pressoes seletivas a que elas tém sido expostas ao longo
da historia. Desta forma, tornam-se necessarios estudos adicionais com diferentes
desenhos e em populacdes distintas, a fim de replicar os resultados e alcancar a sua
validacdo, evitando-se as a ocorréncia de associacdes espurias (PACHECO;
MORAES, 2009; SOUZA; PEREIRA, 2007; MENDONCA et al., 2008). A meta-
andlise constitui outra importante estratégia que pode ser utilizada para se definir
uma estimativa da medida de associacdo de consenso entre os diversos estudos
(PACHECO et al., 2008; CARDOSO et al., 2011).

Um estudo realizado pelo grupo do Programa Nacional de Controle da
Hanseniase (PNCH) identificou as &reas com as maiores concentracfes da doenga
(clusters) no pais (BRASIL, 2008). Dois destes clusters englobam cidades de Minas
Gerais, com destaque para o de numero 4, do qual fazem parte 73 municipios do
Estado. Entre estes, estdo os 16 que compdem a microrregido de Almenara.
Estudos anteriores (AMARAL; LANA, 2008) ja apontavam esta microrregido como
hiperendémica.

Diante disso, viu-se a oportunidade da realizagcdo de um estudo visando
analisar a influéncia de fatores genéticos na resisténcia/suscetibilidade a hanseniase

na populacdo da microrregido de Almenara, Estado de Minas Gerais.
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Conhecer melhor a imunopatogénese da hanseniase e o papel
desempenhado por fatores genéticos envolvidos na resisténcia/suscetibilidade do
individuo a infeccdo pelo M. leprae pode permitir o desenvolvimento de formas mais
eficazes de diagndstico, tratamento e prevencdo da doenca, por meio da predicédo

do risco de adoecer e/ou de desenvolver suas formas clinicas mais graves.



Objetives
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a influéncia de polimorfismos genéticos na suscetibilidade a
hanseniase na populagdo de municipios da microrregido de Almenara, Minas
Gerais, visando replicar resultados encontrados por outros estudos de mesma

natureza.

2.2 Objetivos especificos

a) Analisar a existéncia de associacéo entre polimorfismos de base Unica (SNP)
nos genes TLR1 (rs4833095 e rs5743618), NOD2 (rs8057341, rs2066843 e
rs751271), LTA4H (rs1978331 e rs17525495), IFNG (rs2430561) e IL10

(rs1800871) e a suscetibilidade a hanseniase.

b) Analisar a existéncia de associacdo entre os haplétipos dos genes TLR1
(rs4833095 e rs5743618), NOD2 (rs8057341, rs2066843 e rs751271) e
LTA4H (rs1978331 e rs17525495) e a suscetibilidade a hanseniase.

c) Realizar uma meta-andlise sobre a associacdo dos SNP nos genes de TLR1
(rs4833095 e rs5743618), IFNG (rs2430561) e IL10 (rs1800871) e a
suscetibilidade a hanseniase, incluindo os resultados obtidos neste estudo e
em outros estudos em andamento do nosso grupo de pesquisa em

populacdes distintas.



“O que sabemos é uma gota,

0 que ignoramos é um oceano”.

Isaac Newton

(Referoncial ‘Cedrico
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Hanseniase

3.1.1 Conceito, etiologia e transmissao

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa que atinge principalmente a
pele e os nervos periféricos. Em raras situacdes, pode vir a acometer 0Sso0S,
linfonodos, estruturas nasais e testiculos Ela apresenta um amplo espectro de
manifestacdes clinicas e histopatoldgicas, que podem variar de uma Unica lesdo de
pele com alteracdo da sensibilidade até um vasto comprometimento neural. Esta
caracteristica confere a doenca um grande potencial incapacitante, sendo
responsavel pelas deficiéncias e deformidades fisicas apresentadas por muitos de
seus portadores (TALHARI; GARRIDO, 1997; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002;
ARAUJO, 2003).

O agente causador da hanseniase é o Mycobacterium leprae, também
conhecido como bacilo de Hansen, em homenagem ao seu descobridor o médico
noruegués Gerhard Henrick Armauer Hansen (1841-1912). Trata-se de um parasita
intracelular obrigat6rio, que infecta principalmente macréfagos e células de Schwann
(KAPLAN; COHN, 1986). Ele possui a forma de um bastonete reto ou ligeiramente
curvado e nos exames histopatoldgicos pode ser visto isolado ou agrupado por meio
de uma substancia chamada gléia. E considerado um bacilo alcool-acido resistente
(BAAR), pois ndo se descora pela lavagem no alcool e acido apés ser corado pela
fucsina (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002).

Comparado a outras micobactérias como, por exemplo, o Mycobacterium
tuberculosis, o M. leprae apresenta uma grande reducdo evolutiva em seu genoma,
resultando na perda de genes em diversas categorias funcionais, entre elas
mecanismos essenciais a sua replicacado (COLE et al., 2001; MONOT et al., 2009).
Isto justifica sua dependéncia em relacdo a utilizagdo das estruturas presentes nas
células do hospedeiro e também o longo periodo necessario para sua multiplicacao,
que varia de 12 a 14 dias (van BEERS; WIT; KLATSER, 1996). Estes fatores
também explicam os fracassos na tentativa de cultivo in vitro do bacilo para estudos.

Embora ja se saiba que o tatu da espécie Dasypus novemcinctus pode ser
naturalmente infectado pelo M. leprae (SCOLLARD et al.,, 2006; TRUMAN et al.,
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2011), o homem ainda é considerado 0 Unico reservatério natural do bacilo com
relevancia epidemiolégica.

Os doentes sem tratamento, em especial aqueles que apresentam alta carga
bacilar, s@o considerados a principal fonte de infeccdo e a transmissao
provavelmente ocorre por meio de secre¢des das vias aéreas superiores (ARAUJO,
2003). Desta forma, o contato frequente e prolongado de individuos suscetiveis com
esses portadores favorece a infeccao (PINTO NETO et al., 2002; DOUGLAS et al.,
2004).

3.1.2 Diagnéstico

O diagndstico da hanseniase é feito através do exame fisico, em que se
busca identificar os sinais dermatoneurolégicos da doenca. A avaliacdo
dermatolédgica visa identificar lesdes na pele com alteracdes da sensibilidade
térmica, dolorosa e/ou tatil, tipicas da doenca. Ja a avaliacdo neuroldgica consiste
na inspecdo dos olhos, nariz, maos e pés, palpacdo dos nervos periféricos,
avaliacdo da forga muscular e da sensibilidade nos olhos, membros superiores e
inferiores. A palpacdo dos nervos periféricos tem o objetivo de verificar se ha
espessamento dos ramos que inervam 0s membros superiores e inferiores, visando
prevenir lesdes neurais e consequentes incapacidades (BRASIL, 2002).

Como método complementar, existe a baciloscopia, que € um exame
bacteriologico em que se busca identificar o M. leprae em esfregacos de raspados
intradérmicos colhidos nos lobulos das orelhas, nos cotovelos e nas lesdes
suspeitas do paciente. Este €& considerado apenas um método de apoio ao
diagnéstico, pois o0 seu resultado negativo ndo exclui a confirmacdo da doenca —
desde que esta seja evidenciada por sinais clinicos. Pode ser utilizado também para
auxiliar na classificagéo operacional do doente (BRASIL, 2002).

A reacdo de Mitsuda é um teste de aplicagdo intradérmica e leitura tardia,
com resposta do tipo granulomatosa, avaliada de trés a quatro semanas apés a
inoculacdo de antigenos da hanseniase (entre eles a lepromina), resultando em
papula infiltrada (positiva) ou auséncia de alteracdo cutanea (negativa). No entanto,
ela ndo possui valor diagndstico, servindo apenas para medir a capacidade do
individuo em montar uma resposta imune celular contra o M. leprae (ARAUJO, 2003;
SCOLLARD, 2006).
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3.1.3 Aspectos clinicos e classificagéo

A infecgéo ativa pelo M. leprae é caracterizada por uma grande variedade do
curso clinico. Evidéncias clinicas e epidemioldgicas apontam que a grande maioria
das pessoas apresenta algum tipo de imunidade inata ao bacilo, sendo que apenas
uma pequena parcela dos individuos infectados por ele chega a desenvolver a
doenca. Nestes, as manifestacbes podem variar de uma forma mais branda — na
qgual ha poucos bacilos presentes e as lesfes sao localizadas e em pequeno numero
— as formas mais avangadas — com grande proliferacédo bacilar, extensas lesbes de
pele e graves danos neurais (MODLIN, 1994; FOSS, 1997; GOULART,; PENNA,;
CUNHA, 2002; MENDONCA et al., 2008).

O grande espectro de manifestacdes clinicas da hanseniase deu origem a
diversas classificacbes. Para fins de pesquisas clinico-epidemioldgicas, a mais
utilizada é a criada na década de 60 por Ridley e Jopling (1966). Ja para fins
operacionais, a mais usada € a de Madri, proposta em 1953, durante o Congresso
Internacional de Leprologia.

O modelo de Ridley-Jopling (1966) baseia-se em exames histologicos e
baciloscépicos e divide o espectro de variagdo em cinco diferentes formas clinicas,
sendo duas polares e trés interpolares. As formas polares sé@o a tubercul6ide (TT) —
caracterizada por lesdo cutanea ou neural localizada e predominio de resposta
imune celular, com pouco ou nenhum bacilo — e a lepromatosa (LL) — que apresenta
deficiéncia de resposta imune celular e predominio de resposta humoral, com
disseminacdo da doenca. As formas interpolares — denominadas borderline — séo
borderline-tuberculdide (BT), borderline-borderline (BB) e borderline-lepromatosa
(BL). Elas apresentam, nessa ordem, progressiva reducdo da resposta imune
celular, acompanhada por lesdes de pele e nervos mais numerosas, aumento da
carga bacilar e dos niveis de anticorpos (RIDLEY; JOPLING, 1966). Posteriormente,
a forma clinica indeterminada (I) foi descrita como sendo um estagio inicial e
transitério da doenca que, posteriormente, evolui para alguma das demais formas,
mais estaveis (JOPLING; Mc DOUGALL, 1988). Este sistema possui a vantagem de
apresentar uma grande concordancia entre aspectos clinicos, imunolégicos e
patolégicos (PARDILLO et al., 2007). No entanto, depende de exames que nem
sempre estdo acessiveis aos servicos de saude responsaveis pelo diagnostico e

tratamento da hanseniase, principalmente em regides mais pobres.



27

Andlise da influéncia de fatores genéticos na suscetibilidade a hanseniase

Na classificagdo de Madri, a doenca é dividida em quatro diferentes formas
clinicas, com base em critérios clinicos, bacteriolégicos, imunoldgicos e histoldgicos.
As formas tubercul6ide (HT) e virchowiana (HV) sé@o consideradas tipos polares
opostos e imunologicamente estaveis. Ja as formas indeterminada (HI) e dimorfa
(HD) compdem grupos imunologicamente instaveis. O grupo HI é considerado a
forma inicial da hanseniase e, no curso natural da doenca, pode evoluir para a cura,
para um dos polos ou permanecer como indeterminada (OMS; OPAS, 1989).

Frente a necessidade de expandir a campanha de eliminacdo da hanseniase
e aumentar a oferta de tratamento para areas mais carentes, a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) passou a adotar a contagem do numero de lesdes de pele como
forma de classificar operacionalmente os pacientes (PARDILLO et al.,, 2007,
MENDONCA et al., 2008). Neste sistema, sao considerados como PB e MB aqueles
gue apresentam de uma a cinco lesdes ou mais de cinco lesdes, respectivamente
(WHO, 1995). Este modelo facilita o trabalho de campo, mas pode gerar erros na
classificagdo com consequente sub ou supertratamento dos pacientes, aumentando
os riscos de recidiva ou de danos a saude provocados pelos efeitos colaterais dos
medicamentos, respectivamente (BUHRER-SEKULA et al., 2007; PARDILLO et al.,
2007; BARRETO et al., 2008; GROSSI et al., 2008).

Com precisao limitada, os modelos de classificacdo de Ridley-Jopling e da
OMS podem ser aproximados, reclassificando as formas TT e BT como
paucibacilares (PB) e as formas BB, BL e LL como multibacilares (MB) (WHO, 1988;
ALTER et al., 2008).

Uma ferramenta sugerida para auxiliar na classificacdo dos pacientes é o ML
Flow, ou teste de fluxo lateral, um teste soroldgico rapido para identificacdo de um
anticorpo IgM especifico para o M. leprae (anti-PGL-1). Trata-se de um teste simples
e de facil realizacéo, feito a partir de uma gota de sangue ou de soro, que apresenta
uma boa concordancia com outros exames sorolégicos (SILVA et al., 2008) e com a
baciloscopia (BARRETO et al., 2008; GROSSI et al., 2008; LYON et al. 2008;
BUHRER-SEKULA et al., 2009; CONTIN et al., 2011). No entanto, esse teste ainda
nao esta disponivel para utilizacdo em larga escala pelos servigos de saude.

O grau de incapacidade fisica € determinado a partir da avaliacdo neurolégica
dos olhos, méos e pés, por serem estas as areas com maior frequéncia de lesao, de
diagnéstico simples e com maiores repercussfes nas atividades cotidianas do

individuo. O resultado final é expresso em valores que variam de 0 a 2. Para o grau
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0 estao classificados os doentes sem qualquer tipo de incapacidade funcional devido
a hanseniase; grau 1, aqueles que apresentam perda de sensibilidade protetora e 0
grau 2 os que, além da perda de sensibilidade, apresentam complicacdes tais como:
Ulceras tréficas, garras, reabsor¢cdes 6sseas em maos e/ou pés ou, ainda, lesdes
oculares diversas (BRASIL, 2002).

3.1.4 Episodios reacionais

Durante o curso da hanseniase, 0 paciente pode apresentar as chamadas
reacfes hansénicas ou episddios reacionais, que sdo processos inflamatérios
agudos, localizados ou sistémicos, resultantes de alteracdes no balanco imunolégico
entre o hospedeiro e o agente infectante. Eles podem ocorrer antes, durante ou
mesmo apos o tratamento com sucesso da doenca (MORAES et al., 1999; MORAES
et al., 2000; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; MENDONCA et al., 2008).

As duas principais reacdes sédo a do tipo 1 e tipo 2 que, juntas, atingem de 30
a 50% de todos os pacientes de hanseniase (KUMAR; DOGRA; KAUR, 2004;
SCOLLARD et al., 2006; WALKER; LOCKWOOD, 2006; WALKER; LOCKWOOD,
2008). Geralmente elas ocorrem separadamente, mas podem, eventualmente,
atingir o mesmo individuo, em momentos diferentes (MORAES et al., 2001;
MENDONCA et al., 2008).

A reacado tipo 1 — ou Reacdo Reversa (RR) — apresenta geralmente um
quadro de endurecimento e eritema das lesdes ja existentes, muitas vezes com
edema acral proeminente, podendo levar a ulceracdes, além de neurite progressiva,
causando neuropatia sensorial e motora. Ela acomete principalmente pacientes
paucibacilares e estaria associada a um aumento abrupto da resposta imunoldgica
mediada por células. (SAMPAIO; SARNO, 1998; SAMPAIO et al., 2002; KAHAWITA,
WALKER; LOCKWOOD, 2008). A RR geralmente se desenvolve gradualmente e
pode durar varias semanas (SCOLLARD et al., 2006).

A reacdo tipo 2 — ou Eritema Nodoso Hansénico (ENH) — ocorre geralmente
em pacientes multibacilares e apresenta-se como uma reacao inflamatoéria sistémica.
Durante sua ocorréncia, podem surgir nédulos eritematosos na face, extremidades
ou tronco, ndo necessariamente em locais onde jA havia lesdes. Os pacientes
podem desenvolver ainda febre, mal estar, mialgia e algum grau de neurite com

neuropatia sensorial e motora. O ENH apresenta um quadro imunopatolégico mais
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complexo e estaria associado a deposicdo de imunocomplexos nos tecidos
(GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; KAHAWITA; LOCKWOOD, 2008; MENDONCA
et al., 2008). Em seu curso natural, o ENH geralmente dura de uma a duas
semanas, mas varios pacientes apresentam multiplos episédios de reincidéncia
durante varios meses (SCOLLARD et al., 2006).

Embora os fatores predisponentes e 0s mecanismos fisiopatologicos
envolvidos no desencadeamento dos episodios reacionais ainda ndo estejam
claramente definidos, sabe-se que eles sdo os principais responsaveis pelos danos
neurais causados pela hanseniase. Estes, por sua vez, representam a principal

causa de morbidade e resultam no potencial incapacitante da doenca.

3.1.5 Tratamento

O tratamento da hanseniase padronizado pela OMS é feito através da
poliquimioterapia (PQT). O esquema para 0s pacientes paucibacilares (PQT/PB) é
constituido por seis doses mensais de rifampicina e doses diarias autoadministradas
de dapsona, com duracdo que pode variar de 6 a 9 meses. Ja 0 esquema
multibacilar (PQT/MB) consiste em 12 doses mensais de rifampicina e doses diarias
autoadministradas de dapsona e clofazimina, com duragdo minima de 12 e maxima
de 18 meses. ApOs a conclusdo do tratamento preconizado, o paciente é
considerado curado (BRASIL, 2002).

Por ainda ndo serem completamente entendidos, o manejo dos episodios
reacionais ainda representa um grande desafio para os servicos de saude, ainda
mais pelo fato de que podem ocorrer mesmo apos o0 término do esquema
terapéutico. Os corticosteroides sédo o primeiro tratamento indicado para as reacoes
tipo 1, sendo frequentemente necessario o uso de altas doses, por periodos
prolongados. Ja para as reacdes tipo 2, o tratamento de escolha é a talidomida
(WALKER; LOCKWOOD, 2006; WALKER; WATERS; LOCKWOOD; 2007). A
clofazimina e a pentoxifiina também vém sendo utilizadas como auxiliares no
controle do ENH (SAMPAIO et al., 1998), embora sejam menos efetivas que a
talidomida. (SCOLLARD et al., 2006; SALES et al.,, 2007; KAHAWITA; WALKER;
LOCKWOOD, 2008).
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3.1.6 Situacao epidemiolégica

Desde a implantacédo da PQT, na década de 80, mais de 15 milhdes de casos
de hanseniase foram diagnosticados e tratados em todo mundo, resultando em uma
grande reducédo da prevaléncia global da doenca. Este resultado se deve, em grande
parte, ao aumento da cobertura dos servicos de saude e a disponibilizacdo gratuita
do tratamento em todos os paises endémicos, medidas que fazem parte da
estratégia da OMS para a eliminacdo hanseniase enquanto um problema de saude
publica (WHO, 2009; PINHEIRO et al., 2011; RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011).

Acreditava-se que, a partir de certo limiar de prevaléncia, o potencial de
transmissdo da hanseniase passaria a ser muito limitado e que, abaixo desse limiar,
a doenca desapareceria gradativamente (MARTELLI et al., 2002). No entanto, a
reducdo da prevaléncia nao foi acompanhada pela diminuicdo na detec¢céo de novos
casos, evidenciando que a cadeia de transmissdo da doenca ndo estd sendo
interrompida, conforme esperado (ARAUJO, 2005).

Em 2011, foram registrados 219.075 novos casos de hanseniase no mundo,
resultando em um coeficiente de deteccéo de 4,06 casos/100.000 habitantes. Deste
total, 83% estavam concentrados em apenas 3 paises — India, Brasil e Indonésia. O
Brasil se destaca neste cenario, tendo sido responséavel por 33.955 registros. Isto
representa o segundo maior numero absoluto e 16% do total de casos registrados
no mundo — ficando atrds apenas da india. No final daquele ano, havia 29.690
pacientes em registro ativo no pais (WHO, 2012a).

Um estudo realizado pelo grupo do Programa Nacional de Controle da
Hanseniase alocou e analisou espacialmente todos os casos de hanseniase
registrados no Brasil entre 2005 e 2007, buscando delimitar areas de maior
concentracdo da doenca e com caracteristicas semelhantes em relacdo ao risco de
adoecer, chamadas de clusters ou conglomerados. Os resultados apontaram a
existéncia de 25 clusters, todos estatisticamente significativos. Outro estudo
semelhante analisou os casos notificados de 2007 a 2009 e confirmou a existéncia
daqueles clusters e demonstrou o0 aparecimento de um novo grande conglomerado
de casos que inclui a regido metropolitana de Fortaleza e parte do oeste do Estado
do Rio Grande do Norte (BRASIL, 2010; BRASIL, 2011).

Os 10 maiores clusters eram compostos por 1.173 municipios e respondiam

por 53,5% dos casos novos detectados no periodo, contendo apenas 17,5% da
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populacdo do pais (BRASIL, 2008). A FIG. 2 mostra as &reas identificadas em cada

estudo.

2005 a 2007 2007 a 2009

FIGURA 2 — Mapas do Brasil com a comparacao dos clusters de alto risco de
hanseniase — 2005 — 2007 e 2007 — 2009.

Os clusters definem areas onde se concentram a maioria dos casos e que apresentam o maior
risco de adoecer. Sua identificacdo foi orientada pelos dados das notificagBes registradas no
SINAN. Para isso, levou-se em conta o coeficiente médio de deteccdo de casos novos para 0s
periodos estudados. Os casos foram alocados nas coordenadas geogréficas das sedes dos
respectivos municipios e, para determinagdo dos clusters, foi utilizado método conhecido como
estatistica espacial de varredura. Os numeros representam os 10 clusters mais importantes, em
ordem decrescente.

Fonte: BRASIL, 2010, p.25.

Os clusters de nameros 4 e 9 englobam 73 e 12 municipios do Estado de
Minas Gerais, respectivamente. Entre 0S municipios mineiros que pertencem ao
cluster 4, estdo os 16 que compdem a microrregido de Almenara.

Estudo anterior ao do PNCH, utilizando metodologia semelhante, jA havia
mostrado que esta microrregido apresentava coeficientes de prevaléncia e detecgéo
que permitiam classifica-la como uma éarea hiperendémica. Destacavam-se 0s
municipios de Almenara e Santa Maria do Salto que apresentaram 0s maiores
coeficientes de detecgdo durante o periodo analisado. Este estudo ainda identificou
a existéncia de um cluster no interior da microrregido com deteccdo média de novos
casos acima do esperado (AMARAL; LANA, 2008). Esta estratégia permite o

planejamento e a implementacdo de medidas que possam melhorar as acdes de
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vigilancia em hanseniase, visando o diagndstico e tratamento precoce dos doentes,
vigilancia de contatos, entre outras acdes que tém como objetivo o controle da
doenca.

Em Minas Gerais, a Coordenadoria Estadual de Dermatologia Sanitaria
elegeu municipios prioritarios para o controle da hanseniase, com base nos
seguintes critérios: ter diagnosticado 10 ou mais casos novos de hanseniase no
altimo ano de avaliacdo; possuir taxa de detec¢do maior ou igual a 20 casos/100.000
habitantes; ter diagnosticado dois ou mais casos novos em menores de 15 anos e
ter populacdo superior ou igual a 5.000 habitantes. Entre os 39 municipios
escolhidos, estdo Almenara e Santa Maria do Salto (MINAS GERAIS, 2010). Em

2011, os municipios da microrregido de Almenara notificaram 72 casos.

3.2 Aspectos imunoldgicos da infeccdo pelo Mycobacterium leprae

Esquematicamente, a resposta imunoldgica pode ser dividida em inata e
adaptativa. A primeira tem a caracteristica de ser inespecifica, sendo considerada a
primeira linha de interacdo entre o organismo e os antigenos de qualquer natureza.
Ja a segunda tem acao altamente especifica contra cada patdgeno, além de possuir
o efeito de “memdaria”, permitindo responder de forma mais vigorosa a repetidas
exposicdes ao mesmo micro-organismo.

O largo espectro de manifestacdes clinicas e histopatolégicas da hanseniase
€ um reflexo da reacdo imunolégica do hospedeiro frente a infeccdo pelo M. leprae e
o desfecho da infeccdo esta diretamente relacionado a capacidade do organismo de
montar uma resposta imune eficaz contra o bacilo (FOSS, 1997; GOULART;
PENNA; CUNHA, 2002; MENDONCA et al., 2008).

Para fins didaticos, as caracteristicas de cada uma sdo discutidas

separadamente a seguir, embora, na pratica, constituam um sistema integrado.
3.2.1 Resposta imune inata
Uma vez em contato com o organismo, padrdes moleculares do antigeno sao

reconhecidos pelo sistema imunolégico do hospedeiro. Entre as moléculas do bacilo

envolvidas neste processo estdo a lipoarabinomanana (LAM) e o glicolipidio
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fendlico-1 (PGL-1), este ultimo um componente da parede celular encontrado
apenas no M. leprae.

O reconhecimento dessas moléculas é feito por uma classe especializada de
células, denominadas células apresentadoras de antigenos (APC, do inglés antigen
presenter cells), responsaveis pela captacdo e processamento do parasita. As
principais representantes das APC sdo as Células Dendriticas (DC, do inglés
dendritic cells), devido a sua eficiéncia e por serem as Unicas capazes de ativar
linfécitos T naive, essenciais para a inducdo de uma resposta imune celular
(JANEWAY JR.; MEDZHITOV, 2002; MIRA et al., 2004). Além delas, destacam-se
também as células de Langerhans (que sdo um subtipo de DC presente na pele e
mucosas), os linfocitos B e os macrofagos. Estes ultimos ainda servem como habitat
celular para o M. leprae e como células efetoras na destruicdo do bacilo (GOULART;
PENNA; CUNHA, 2002).

As APC possuem receptores chamados de PRR (do inglés pattern recognition
receptors), que reconhecem padroes moleculares que sdo compartilhados por
grupos de patégenos (PAMP, do inglés pathogen-associated molecular patterns).
Eles podem ser expressos na superficie celular, em diferentes compartimentos
intracelulares ou secretados na corrente sanguinea ou nos tecidos. Exemplos de
PRR sao os receptores do tipo Toll (TLR, do inglés Toll-like receptors) e do tipo NOD
(NLR, do inglés NOD-like receptors). H& ainda receptores envolvidos na adeséo e
entrada do M. leprae nas células de Schwann e nos macrofagos, como o receptor de
manose C tipo 1 (MRC1, do inglés mannose receptor C type 1) e receptores do
complemento (SCOLLARD et al.,, 2006; RADA; ARANZAZU; CONVIT, 2009,
MODLIN, 2010; SCHENK et al., 2012).

Apos digerir as proteinas do antigeno, as APC expdem os fragmentos
(peptideos) em suas membranas celulares, associadas a moléculas do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés major histocompatibility complex)
de classes | e Il, apresentando-as aos linfécitos T. Além disso, elas também
secretam citocinas e quimiocinas, entre elas o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a,
do inglés tumor necrosis factor alpha), o interferon-gamma (IFN-y), as interleucinas
(IL) IL-1 e IL-6, que atuardo sobre os linfécitos T e IL-12 que estimula diretamente as
células NK (do inglés natural killer), influenciando na determinacdo do perfil da
resposta imune adquirida (FOSS, 1997; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002;
SCOLLARD et al., 2006; MENDONCA et al., 2008; MODLIN, 2010).
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O TNF-a e o IFN-y também ativam os macrofagos que, apds fagocitarem o
patégeno, utilizam diferentes mecanismos microbicidas visando destrui-lo, como a
producdo de oxido nitrico (NO), de radicais superoxido e a inducdo dependente de
vitamina D de peptideos antimicrobianos, incluindo a catelicidina e B-defensinas (LIU
et al., 2006; LEANDRO et al., 2009; RADA; ARANZAZU; CONVIT, 2009).

Uma resposta imune inata efetiva, combinada a baixa viruléncia do M. leprae,
€ associada as baixas taxas de desenvolvimento da doenca. Por outro lado, o
sucesso da infeccéo e a sobrevivéncia do bacilo dependem de sua capacidade de
escapar das estratégias de defesa montadas pelo hospedeiro.

A habilidade do M. leprae de sobreviver no interior dos macrofagos na
presenca de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio esta associada a existéncia
de sistemas (pseudoenziméticos) com acdo Oxido-redox eficiente capazes de
realizarem a limpeza e desintoxicacao desses radicais ativos (ASCENZI et al., 2006;
ASCENZI; MILANI; VISCA, 2006; ASCENZI et al., 2008; ASCENZI; VISCA, 2008).
Além disso, certos glicolipidios micobacterianos, como a LAM e o PGL-I, teriam a
capacidade de suprimir a resposta imune, inibindo a producdo de citocinas como o
IFN-y, impedindo a ativagdo e maturacédo das DC e atrapalhando sua interagdo com
os linfécitos T (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; MURRAY et al., 2007). Por fim,
uma vez fagocitado, o M. leprae induziria a formacao e a distribui¢cao intracelular de
goticulas lipidicas (CRUZ et al., 2008; MATTOS et al., 2010; MATTOS et al., 2011).
Estas goticulas seriam compostas por acidos graxos e fosfolipidios oxidados,
originados tanto do préprio bacilo quanto do hospedeiro. A presenca desses corpos
lipidicos junto aos vacuolos infectados da a essas células um aspecto espumoso —
sendo conhecidas como células de Virchow ou células espumosas (do inglés foamy
cells) — e diminui sua capacidade de resposta antimicrobiana, principalmente aquela
mediada pelos TLR (CRUZ et al., 2008; ROBINSON et al., 2008; MONTOYA et al.,
2009).

3.2.1.1 Toll-like receptors

Os TLR representam um grupo de receptores transmembrana encontrados
desde a Drosophila até nos mamiferos. Eles sdo componentes criticos do sistema
imunologico inato e reconhecem uma vasta gama de moléculas pertencentes a

patogenos. Nos seres humanos, o grupo desses receptores é composto por 10
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subtipos de proteinas que apresentam especificidade para componentes de virus,
bactérias e fungos e atuam iniciando vias de sinalizacdo que levam a ativacao da
resposta imune inata, producdo de citocinas e formacdo da resposta imune
adaptativa. Alguns deles estdo presentes na membrana plasmatica e séao
responsaveis pelo reconhecimento de LPS (TLR4), lipopeptideos (TLR1/2 e 2/6) e
flagelina (TLR5). Outros ficam localizados no ambiente intracelular e identificam
acidos nucleicos no compartimento endossomal (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9)
(LEANDRO et al., 2009; HAWN et al., 2007; JOHNSON et al., 2010; WONG et al.,
2010). Os TLR 1, 2 e 6 formam um subgrupo relacionado filogeneticamente, sendo
que a grande similaridade entre o primeiro e o Ultimo sugere que eles tenham
surgido de um evento de duplicacdo génica recente (BEUTLER; REHLI, 2002;
ROACH et al. 2005). TLR2 requer um co-receptor representado por TLR1 ou TLR6,
0 que confere uma especificidade de ligacdo e habilita a sinalizagdo celular
(OZINSKY et al., 2000).

O heterodimero TLR1/2 detecta lipoproteinas e atua na ativacao celular para
destruir o M. leprae, requerendo um grupo triacil para sua atividade. Diversos
componentes da parede celular micobacteriana, como a lipomanana, LAM,
phosphatidyllinositol dimannoside e a lipoproteina 19k-Da atuam como agonistas
para esse par de receptores (JOHNSON et al., 2007). No caso da hanseniase,
demonstrou-se que TLR1 e TLR2 foram mais expressos em amostras de lesbes
provenientes de pacientes TT quando comparadas a lesdes de VV, indicando que a
ativacdo dos TLR no sitio da doenca contribui para conter a infeccdo (KRUTZIK et
al., 2003). O mecanismo de atuacdo por meio do qual esses receptores restringem a
internalizacdo e crescimento do patégeno ainda ndo esta completamente definido,
mas sabe-se que sua ativacao leva a producéo de citocinas pré-inflamatérias como
TNF-a e IL-12, que induzem uma resposta imune adaptativa Thl. Além disso, ela
também leva a expansao de DC e a diferenciacdo de macrofagos. A expressao de
TLR1 em mondcitos e DC é aumentada por citocinas ligadas a resposta Thl, como o
IFN-y e o fator estimulador de col6nia granulocito-macrofago (GM-CSF, do inglés
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), respectivamente, enquanto IL-4
— uma citocina do tipo 2 — diminui a expressao de TLR2 (MODLIN, 2010).
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3.2.1.2 Nucleotide-binding oligomerization domain containing 2

O receptor NOD2 (do inglés nucleotide-binding oligomerization domain
containing 2) faz parte da familia dos receptores do tipo NOD e atua no ambiente
intracelular detectando patdgenos presentes no citosol. No caso da hanseniase, ele
reconhece parte de um peptidoglicano presente na parede celular micobacteriana —
o MDP (do inglés muramyl dipeptide) — e leva a inducdo, por meio da molécula
adaptadora RIP2, do fator nuclear-kappa B (NF-kB) e de fatores antimicrobianos,
atuando também em sinergia com os TLR para induzir um perfil inflamatoério da
imunidade adaptativa (HAWN et al., 2007; BERRINGTON et al., 2010; MODLIN,
2010; SUN et al., 2011; SCHENK et al., 2012). A ativacdo de mondcitos via NOD2
pelo MDP induz sua diferenciacdo em DC por meio de um mecanismo dependente
de IL-32. Essas células sdo mais eficientes em apresentar antigenos ao MHC que
aquelas derivadas de GM-CSF. A expressao de NOD2 e IL-32 no sitio da doenca é
maior em pacientes com formas mais limitadas da doenca quando comparados

aqueles com formas mais progressivas (SCHENK et al., 2012).

3.2.1.3 Leucotrieno A4 Hidrolase

A Leucotrieno A4 Hidrolase (LTA4H) € uma enzima que converte o leucotrieno
A;s (LTA;) em leucotrieno B, (LTB4), um potente quimioatrativo leucocitario e
eicosandide pro-inflamatorio (MISCH et al., 2010). Analises funcionais sugeriram que
a atividade reduzida da LTA4H conferia hipersuscetibilidade a micobactérias em
larvas de peixes-zebra. Esta hipersuscetibilidade estaria ligada ao excesso de
producdo de lipoxinas anti-inflamatérias que limitariam a producdo de TNF,

permitindo a proliferacédo bacilar (TOBIN et al., 2010).

3.2.2 Resposta imune adaptativa

Classicamente, a resposta imune adaptativa tem sido dividida em celular — ou
do tipo 1 — e humoral — ou do tipo 2. Este modelo ja havia sido descrito
anteriormente para outras doencgas infecciosas, como a leishmaniose, sendo
demonstrado pela primeira vez para a hanseniase no inicio da década de 90
(YAMAMURA et al., 1991; MODLIN, 1994).
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Os linfocitos da linhagem T CD4", também chamados de T auxiliares (Th, do
inglés T helper), exercem um papel fundamental na resisténcia ao M. leprae. As
células Thl e Th2 sao as principais subpopulacdes funcionais dessa linhagem e
atuam secretando citocinas que irdo regular o tipo de resposta imune adaptativa a
ser desenvolvida. A resposta Thl caracteriza-se pela producéo de citocinas como IL-
2, IFN-y e linfotoxina-alfa (LT-a), levando a ativacdo de macrofagos, da fagocitose e
dos mecanismos citotoxicos, aumentando a imunidade mediada por células. Ao
contrario, na resposta Th2 ha a producdo de IL-4, IL-5 e IL-10, citocinas que
estimulam a producédo de anticorpos pelos linfécitos B, aumentando a resposta
humoral e diminuindo a resposta celular (YAMAMURA et al., 1991; MODLIN, 1994,
FOSS, 1997; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; MENDONCA et al., 2008; RADA;
ARANZAZU; CONVIT, 2009).

A resposta Thl é mais eficiente na eliminacdo de patégenos intracelulares,
como é o caso das micobactérias. A exacerbacdo da imunidade celular e a producao
de citocinas pro-inflamatérias presentes nesse tipo de resposta levam a formacao do
granuloma e impedem a proliferacdo do bacilo. Dessa forma, ela estd mais
associada as infec¢cdes paucibacilares, conforme observado nas formas TT e BT.
Por outro lado, sua acédo citotoxica pode levar a uma intensificacdo das lesdes
cutdneas e neurais, tornando-se lesiva ao organismo e podendo gerar graves
sequelas.

J& a resposta Th2 estimula os linfocitos do tipo B a produzirem anticorpos e
inibem a ativacdo dos macrofagos. No entanto, sabe-se que, apesar da producao
em grande quantidade de anticorpos especificos contra o M. leprae, ela é ineficaz
para a eliminacdo dos bacilos, resultando em infeccdo progressiva. Por essa razéo,
esse tipo de resposta esta mais associado as formas clinicas multibacilares, sendo
observado principalmente em pacientes com as formas BL e LL (FOSS, 1997,
GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; SCOLLARD et al., 2006; MENDONCA et al.,
2008).

Durante anos, prevaleceu o paradigma Th1-Th2, no qual acreditava-se que o
predominio de um dos tipos de resposta imunoldgica anularia o outro. No entanto,
novas descobertas mostraram que uma grande propor¢cdo dos pacientes de
hanseniase podem produzir citocinas comuns a ambos os perfis, tais como IFN-y, IL-
12 e IL-4, evidenciando que esse modelo dicotbmico ndo respondia plenamente as

questdes relacionadas a imunologia da doenca (SCOLLARD et al., 2006).



38

Andlise da influéncia de fatores genéticos na suscetibilidade a hanseniase

Atualmente, novos subgrupos de células T auxiliares ja foram descritos. Entre
eles, destacam-se as células T reguladoras (T.g) (SHEVACH, 2002). Elas se
caracterizam por expressarem a molécula IL-2Ra (CD25) e o fator de transcricao
FoxP3 — sendo também designadas como CD4*CD25""FoxP3" - e representam de
5 a 10% de todas as células T CD4" circulantes no sangue periférico (ATTIA et al.,
2010; MASSONE et al., 2010). O mecanismo de acdo das células T,y ainda néo
esta claramente definido, mas evidéncias indicam que elas atuariam suprimindo as
respostas Thl e Th2, por meio da secrecdo de citocinas, entre elas o fator de
crescimento e transformacéo beta (TGF-B, do inglés transforming growth factor-
beta). Por um lado, esta acao favoreceria a proliferacdo e disseminacdo do M. leprae
observada no polo LL, mas, por outro, reduziria os danos tissulares provocados pela
resposta imune, principalmente durante os episodios reacionais (ATTIA et al., 2010;
MASSONE et al.,, 2010; KUMAR et al., 2011; PALERMO et al.,, 2012). Alguns
autores chegaram a designar a agéo das células T,.g como Th3, visando diferencia-
la das outras duas, embora ressaltem que essa designacédo nao é a mais adequada,
pois elas ndo fariam jus ao adjetivo de “auxiliares” uma vez que atuariam inibindo a
resposta imune (KUMAR et al., 2011).

Outro subgrupo ja descrito de células T CD4" é o Th17, que sdo células
produtoras de IL-17. Estudo recente demonstrou que elas estdo envolvidas na
imunopatogénese dos episddios reacionais de ENH, exercendo um papel analogo as
células Thl e sendo potencialmente sobrerreguladas pela talidomida (MARTINIUK et
al., 2012). No entanto, seu papel na infeccdo pelo M. leprae ainda ndo esta bem
definido.

Desta forma, conclui-se que a resposta imunoldgica do organismo diante da
invasdo pelo M. leprae constitui um processo complexo, cujo resultado esta
relacionado a diversos fatores, entre eles a interacao entre citocinas, receptores e as
células do sistema imune no sitio de infeccdo pelo bacilo. Por sua vez, a
disponibilidade, a quantidade e o timing na producdo dessas citocinas e receptores
estaria ligada as caracteristicas genéticas do individuo, definindo a resisténcia ou a

suscetibilidade ao parasita.
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3.2.2.1 Interferon-gama

O IFN-y € uma citocina secretada principalmente por células dendriticas,
macréfagos, células NK e por células T CD4" e T CD8" e é considerado um
modulador chave da resposta imune inata e adaptativa. Ele estimula a acédo
microbicida dos macrofagos baseada na producdo de NO e outras espécies reativas.
Além disso, ele sobrerregula a expressao de subunidades sinalizadoras do receptor
de IL-12 nas células T — permitindo que elas respondam a esta citocina — e inibe a
producédo de IL-4 e IL-10, induzindo uma resposta imune adaptativa do tipo Thl in
vivo (LIBRATY et al., 1997; SCHRODER et al., 2004). Esta, por sua vez, resulta na
formacéo do granuloma e/ou na destruicdo do M. leprae. Dessa forma, esse eixo de
ativacdo IFN-y/IL-12 exerce um papel fundamental na resposta imunoldgica contra
patdgenos intracelulares, como no caso da hanseniase (SCHRODER et al., 2004,
CARDOSO et al., 2010; MISCH et al., 2010; CARDOSO et al., 2011).

3.2.2.2 Interleucina 10

A Interleucina 10 (IL-10) € uma citocina secretada principalmente por células
da linhagem mondcito/macréfago e células T dos subtipos Trl, Teq € Th1l7. Ela
possui multiplos efeitos imunorregulatérios e atua inibindo a secrecdo de citocinas
do tipo Thl e moléculas co-estimulatérias dos macréfagos — como IL-1, IL-6, TNF-q,
IFN-y — e a apresentacdo de antigenos, suprimindo a resposta imune mediada por
células, o que contribui para a persisténcia M. leprae (PEREIRA, et al., 2008;
MISCH, et al., 2010; FELIX et al., 2012). Ela também esta envolvida na expansio de
células T produtoras de IL-4 (AGGARWAL et al., 2011).

Em humanos, elevados niveis de RNA mensageiro (MRNA) de IL-10 e outras
citocinas do tipo Th2 como IL-4 e IL-5 sdo observados em lesbes das formas
multibacilares da hanseniase, em contraste com aquelas das formas paucibacilares,
nas quais predominam citocinas do tipo Thl como IFN-y e IL-2. Uma baixa razéo
TNF/IL-10 também tem sido correlacionada a progressédo da hanseniase (MISCH et
al., 2010; CARDOSO et al., 2011).
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3.3 Estudos de associacao genética

A participacdo de fatores genéticos contribuindo para a infeccao e diferentes
manifestacbes clinicas (fendtipos) da hanseniase é hoje uma ideia largamente
aceita, gracas, em parte, a aplicacdo de modernas e poderosas ferramentas de
andlise genética disponiveis atualmente.

Os estudos de associacdo de um gene a suscetibilidade/resisténcia a doenca
geralmente baseiam-se na comparacdo das frequéncias alélicas de um marcador
genético entre individuos afetados e ndo afetados. Esse marcador serd considerado
associado ao fenotipo estudado quando houver uma diferenca significativa nas
frequéncias observadas entre esses dois grupos (PREVEDELLO; MIRA, 2007).

Entre os diversos tipos de marcadores genéticos existentes no genoma
humano, estdo os polimorfismos do tipo microssatélite (STR, do inglés short tandem
repeat e VNTR, do inglés variable number of tandem repeats) e os polimorfismos de
base unica (SNP, do inglés single nucleotide polymorphism). Estes uUltimos s&o, em
sua grande maioria, mutaces pontuais bialélicas, o que torna a genotipagem mais
facil e menos dispendiosa, razdo pela qual eles tém sido mais utilizados em estudos
genéticos (PACHECO; MORAES, 2009). Os SNP apresentam frequéncia superior a
1% na populacdo e podem estar presentes tanto em regides intragénicas nao
codificantes como em regifes codificantes ou intergénicas. Sua presenca pode
resultar na alteracdo da afinidade de ligacdo entre regifes promotoras e fatores de
transcricdo, modificar sitios de splicing ou provocar a troca de um aminoécido,
levando a variagdes na estrutura e/ou funcdo de uma proteina (MORAES et al.,
2006). A combinacdo de dois ou mais polimorfismos € chamada de haplétipo e
também pode ser utilizado como marcador genético. Ha algumas vantagens no uso
de haplétipos ao invés de SNP, uma vez que os primeiros contém mais informacdes.

A selecdo de genes candidatos geralmente se baseia em trés critérios:
possivel papel critico na patogénese da doenca (candidatos funcionais); sua
localizacdo em regido gendmica previamente envolvida no controle da doenca
(candidatos posicionais) ou a combinacgao dos dois anteriores (candidatos funcionais
e posicionais) (PREVEDELLO; MIRA, 2007). Devido a importancia da resposta
imune na hanseniase, os genes candidatos mais comuns sao aqueles que
transcrevem para a sintese de citocinas e outras moléculas importantes na cadeia
imunologica (MORAES et al., 2006).
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As investigacbes genéticas para mapeamento de loci associados com
doencas podem ser feitas por meio de estudos de ligacdo ou de associacdo. O
primeiro tipo de estudo permite o rastreamento de regides cromossémicas ligadas a
doenca de forma que um “zoom” molecular é feito para o mapeamento dos
marcadores genéticos. Ja os estudos de associacdo sdo baseados em medidas de
frequéncias de alelos em populagbes ou em familias. Os estudos populacionais
podem ser do tipo caso-controle ou coorte e se baseiam nas comparacfes entre as
frequéncias dos alelos nos grupos de individuos doentes e ndo doentes. Ja os
estudos familiares se baseiam no perfil de transmisséo de alelos de pais para filhos
(SOUZA; PEREIRA, 2007).

Com a finalizacdo do Projeto Genoma Humano, em 2003, e do Projeto
HapMap Internacional, em 2005, os pesquisadores passaram a contar com novas
ferramentas para tentar identificar a influéncia genética sobre as doencas. Uma nova
abordagem que tem sido cada vez mais utilizada nos ultimos anos sdo os estudos
de associacdo do genoma em larga escala (GWAS, do inglés genome-wide
association study).

Um GWAS pode ser considerado um estudo do tipo caso-controle no qual sao
examinadas amostras completas do genoma de um grande numero de pessoas
visando identificar variagbes comuns aos individuos. Geralmente essas variacoes
consistem em SNP e nos haplétipos formados por eles, cujas frequéncias sao
comparadas entre um grupo de portadores da doenca e outro composto por
individuos saudaveis. Por utilizar novas tecnologias de genotipagem de alto
rendimento, bem como poderosas ferramentas de andlise estatistica, esse tipo de
estudo permite analisar centenas de milhares de SNP ao mesmo tempo, indicando
quais destes apresentam associacdes significativas com a caracteristica estudada.
Por essa razao, os GWAS estéo revolucionando as pesquisas sobre a influéncia de
variacbes genéticas nas doencas complexas (WANG et al.,, 2005; PEARSON;
MANOLIO, 2008; ELBERS, et al., 2009; VISSCHER et al., 2012).

No entanto, apesar de sua grande capacidade de apontar genes e regides
gendmicas candidatos a exercerem um papel no desenvolvimento de diferentes
patologias, os GWAS também possuem limitacbes importantes. Eles ndo sao
capazes de captar variacdes raras e tém pouca capacidade para captar variacdes
estruturais. Ainda apresentam um consideravel potencial para resultados falsos

positivos e para vieses relacionados a selecédo dos participantes do estudo e erros
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de genotipagem (PEARSON; MANOLIO, 2008; ELBERS, et al., 2009; SPENCER et
al., 2009; CANTOR; LANGE; SINSHEIMER, 2010; MANOLIO, 2010; VISSCHER et
al., 2012). Além disso, poucos SNP identificados por este método tém implicacbes
funcionais claras que sejam relevantes para o mecanismo das doencas, sendo
necessarios estudos mais aprofundados nestes casos.

Os estudos do tipo caso-controle sao largamente aplicados em pesquisas
genéticas sobre a hanseniase. Esta popularidade se deve a sua facilidade no
recrutamento de casos (individuos doentes) e controles (individuos sadios).
Entretanto, essa aparente simplicidade pode levar a um equivoco na selecdo da
amostra para o estudo, gerando um viés que, mais tarde, pode resultar em uma
associacdo espuria. Por um lado, a selecdo dos casos, embora pareca simples,
deveria ser feita com base em um método diagndstico que apresentasse alta
sensibilidade e especificidade, para garantir seu status de “afetado”. A escolha dos
controles se mostra ainda mais complicada, uma vez estes devem ser escolhidos a
partir da populacédo fonte de onde vieram os casos. Além disso, eles teriam que ter
sofrido a exposi¢cdo ao agente infeccioso pelo menos uma vez, por tempo suficiente,
para que se pudesse assumir sua resisténcia a infeccdo. Embora seja impossivel
assegurar a ocorréncia dessa exposi¢cao, ha formas de aumentar sua probabilidade
como, no caso especifico da hanseniase, através da escolha de contatos
intradomiciliares saudaveis. Outro fator que poderia gerar erros nesse tipo de estudo
€ a existéncia de algum tipo de estratificacdo étnica da populacdo, devido a uma
miscigenacdo desigual, migracdo ou outro efeito genético, visto que casos e
controles poderiam ser retirados de subpopulacdes diferentemente estruturadas
(PACHECO; MORAES, 2009).

Outro tipo de estudo muito utilizado sdo aqueles baseados em familias.
Nestes, uma ferramenta de andalise que vem ganhando cada vez mais popularidade
na area de epidemiologia genética é conhecido como Teste de Desequilibrio de
Transmissao (TDT). Este método utiliza trios formados pelo individuo afetado e seus
genitores. No entanto, é necessario que pelo menos um destes Ultimos seja
heterozigoto para o locus de interesse para que o teste seja informativo. Ele avalia
se a frequéncia de transmissao de alelos desses genitores para seus filhos afetados
se desvia da frequéncia mendeliana esperada — que é de 50%. Uma das principais
vantagens deste teste esta no fato de ele ndo estar sujeito a efeitos de estratificacédo

populacional, evitando a ocorréncia de vieses, principalmente no que diz respeito a
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selecdo da amostra. Por outro lado, podem requerer uma amostragem maior que em
outros tipos de estudo, uma vez que apenas o0s trios em que pelo menos um dos
progenitores seja heterozigoto para o gene em estudo podem ser aproveitados na
analise. No seu formato original, o TDT também requer genotipagens parentais, que
ndo sao facilmente acessiveis nas doencas de inicio tardio, em que os pais podem
nao estar mais presentes, como € o0 caso da hanseniase. Nesses casos, algumas
reformulaces/adaptacbes do TDT permitem que sejam incluidas familias em que
apenas um dos pais foi genotipado ou que seja utilizada apenas a genotipagem de
pares de irm&os discordantes ou de toda a irmandade, na auséncia de informagdes
parentais (EWENS; SPIELMAN, 1995; SCHAID, 1998; CLAYTON; JONES, 1999;
SUN et al.,, 1999; FEITOSA; KRIEGER, 2002; SANTOS et al.,, 2002a). A baixa
frequéncia de um alelo na populacdo estudada é outro fator que pode dificultar a
realizacdo deste estudo, visto que ela consequentemente implicaria numa proporcao
menor de heterozigotos, reduzindo o nimero de trios informativos.

Em ambos os tipos de estudo, alguns aspectos devem ser cuidadosamente
observados. Um deles se refere ao célculo do tamanho da amostra, que deve ser
grande o bastante para permitir a realizacdo de testes estatisticos com poder
suficiente para detectar uma diferenca significativa entre os grupos e diminuir a
ocorréncia de erros aleatdrios. Outro ponto a ser observado, ainda na fase de
desenho do estudo, é o controle de possiveis variaveis de confundimento
(PACHECO; MORAES, 2009). Erros na classificacdo do fenétipo — como erros no
diagndstico — podem reduzir o poder para detectar associacdo entre a doenca e 0
locus do marcador (EDWARDS et al., 2005; BUYSKE et al., 2008).

Na fase de analise dos dados, um conceito importante a ser avaliado € o
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Ele prevé que, em uma popula¢do numerosa e
que atenda as condi¢cdes de equilibrio (auséncia de selecdo, mutacdao, migracao,
entre outras), as frequéncias alélicas e genotipicas permanecerdo inalteradas ao
longo de pelo menos uma geracdo de acasalamento aleatorio. Segundo este
modelo, se p é a frequéncia do alelo “A” e q a do alelo “a” de um dado locus
bialélico, a frequéncia esperada no equilibrio para os genétipos AA, Aa e aa sera p?,
2pq e o, respectivamente, sendo p2 + 2pq + p2 =1 e p + q = 1 (BEIGUELMAN,
1994). Desvios do EHW podem indicar problemas técnicos na genotipagem e é
recomendado que os marcadores nessa condicdo sejam excluidos das analises
(PACHECO; MORAES, 20009).
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Outro aspecto fundamental refere-se ao desequilibrio de ligacdo, que diz
respeito a associacdo ndo aleatéria de alelos em dois ou mais loci, nao
necessariamente no mesmo cromossomo. A medida de desequilibrio de ligacéo
pode ser dada em valores de r>. Quanto mais esses valores se aproximam de 1,0,
mais forte € a ligacdo entre os marcadores. Ja valores baixos indicam recombinacgao
entre eles.

Por fim, o conceito de estratificacdo populacional implica na existéncia de
grupos geneticamente diferentes dentro da populacdo em estudo, como, por

exemplo, no caso de subdivisbes étnicas.

3.4 Influéncia da composicdo genética do individuo na suscetibilidade a

hanseniase

Diversas evidéncias clinicas e epidemioldgicas sugerem que a suscetibilidade
ou resisténcia a hanseniase € influenciada por fatores genéticos do hospedeiro.
Entre elas pode-se citar a ocorréncia de agrupamentos de casos em conglomerados;
taxas de prevaléncia diferentes associadas a grupos étnicos distintos em uma area
endémica com exposicdo semelhante ao agente infeccioso; altas taxas de
concordancia em estudos com gémeos monozigbticos, superiores aquelas
encontradas entre gémeos dizigoticos; maior risco de desenvolver a doenca entre
contatos domiciliares consanguineos em relacdo aqueles sem relacdes de
consanguinidade, como cdnjuges; o fato de as formas clinicas da doenc¢a ndo serem
intercambiaveis; as diferentes taxas de protecdo conferidas pela vacina BCG entre
diferentes populacdes, entre outras (ALCAIS et al., 2005, MORAES et al., 2006;
ALTER et al., 2008; PACHECO; MORAES, 2009; ALTER et al., 2011).

Além disso, estudos filogeograficos mostraram que a variabilidade genética
do M. leprae é muito pequena (MONOT et al., 2005; MONOT et al., 2009), o que nao
permitiria explicar o largo espectro de manifestacbes apresentado pela doenca.
Embora, recentemente, uma nova espécie de micobactéria, o Mycobacterium
lepromatosis (HAN et al., 2008; HAN et al.,, 2009), tenha sido descrita como
causadora de uma forma disseminada da hanseniase no Canada (JESSAMINE et
al., 2012), no México (HAN et al., 2012) e em Cingapura (HAN; SIZER; TAN, 2012),
sua significancia epidemioldgica ainda néo € claramente entendida (PINHEIRO et
al., 2009; LEVIS; ZHANG; MARTINIUK, 2012).
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hY

Polimorfismos em varios genes — relacionados principalmente a resposta

imunologica — tém sido associados com a hanseniase, como TNFA (SANTOS et al.,
2000; SANTOS et al., 2002b; VANDERBORGHT et al., 2004; MORAES et al., 2006;
PACHECO; CARDOSO; MORAES, 2008; DURAES, 2008; SAPKOTA et al., 2010;),
LTA (ALCAIS et al., 2007; DURAES, 2008), a Lecitina Ligante de Manose-2 (MBL2,
do inglés Manose Binding Lecitine 2) (DORNELLES; PEREIRA-FERRARI;
MESSIAS-REASON, 2006; GOMES et al., 2008), genes associados com a doenca
de Parkinson (PARK2 e PACRG) (MIRA et al., 2004; MIRA et al., 2004; MALHOTRA

et al., 2006), entre outros. Esses genes exerceriam influéncia sobre a suscetibilidade

a doenca em pelo menos dois momentos distintos: no desenvolvimento da doenca

per se e na determinacdo de suas diferentes formas clinicas (MENDONCA et al.,
2008; CARDOSO et al., 2011).
A FIG. 3 traz o esquema das vias imunolégicas que envolvem o0s genes

associados a hanseniase.
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FIGURA 3 — As vias mais proeminentes envolvendo genes
consistentemente associados com a hanseniase em estudos

geneéticos.

Quando em contato com o hospedeiro, o Mycobacterium leprae pode ser reconhecido
preferencialmente por receptores de reconhecimento de padrées (PRR), como o TLR
ou NOD2, os quais ativam macréfagos. Também o MRCL1 (entre outros, como CR3)
media a fagocitose, regulando a captacdo do bacilo. As duas interacdes podem
desencadear a autofagia. Em paralelo, quando ativado pelo M. leprae, o heterodimero
TLR1/2 pode induzir uma resposta inflamatéria e antimicrobiana, principalmente
ativando NF-xB, que, por sua vez, regula a transcricdo de genes que sao importantes
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para controlar a infec¢cdo. TLR1/2 também aumenta a expressdo de VDR, que se
torna ativado por meio da ligagdo da vitamina D e age como um fator de transcrico,
também induzindo (juntamente com o NF-kB) a expressédo de genes associados com
a resposta imune inflamatoria (TNF, IL1, IL6, IL12 e HLA) e a atividade microbicida do
macréfago. A ativacdo bem sucedida dessas vias leva a degradacdo do patégeno
apos a fusdo do fagossomo com os lisossomos. No entanto, é provavel que
individuos suscetiveis ndo ativem de forma adequada as vias autofagicas ou de NF-
kB VDR, levando a persisténcia do bacilo em particulas intravesiculares. O
metabolismo dos eicosanoides e a formacdo de goticulas lipidicas também irdo
interagir com a autofagia e regular esta via. Variagfes no gene LTA4H resultam em
niveis mais altos do mediador anti-inflamatério lipoxina A,;. Outros mediadores
lipidicos como o ADRP, perilipina e PGE2 s&o sobrerregulados, o que é compativel
com uma inibicdo da autofagia e inflamacdo e contribui para a persisténcia do M.
leprae. Ja foi demonstrado que a Parkina esta envolvida em varias vias, incluindo a
regulacdo da formacéao de goticulas lipidicas bem como autofagia e vias apoptoticas.
E provavel que individuos suscetiveis tenham deficiéncias sutis na atividade da
Parkina, levando ao metabolismo celular sustentavel. Apés esses eventos da
imunidade inata, varios mediadores induzidos irdo ativar e diferenciar células T e
regular a formagéo do granuloma. Além disso, uma submodulacdo de genes-chave
nesse processo como HLA, TNF, LTA, IFNG e IL10 pode evoluir para um estado ndo
responsivo que leva a infeccdo pelo M. leprae e, posteriormente, progride para a
doenga. As setas pontilhadas em azul correspondem a ativacdo de vias enquanto
setas continuas identificam tanto interacdes entre proteinas ou translocacdes.

Fonte: Adaptado de Cardoso et al.,, 2011, p. 536. (Os nomes presentes na figura
foram traduzidos para o idioma portugués).

3.4.1 Genes candidatos

Os genes analisados neste estudo sdo descritos de forma mais detalhada a

sequir.

34.11TLR1

O cluster dos genes dos TLR esta localizado no cromossomo 4 (4pl4) e
mudanc¢as em sua estrutura, resultantes de polimorfismos, ja foram associadas com
a suscetibilidade a varias doencas infecciosas, inclusive a hanseniase e seus
estados reacionais (KANG; LEE; CHAE, 2002; BOCHUD et al., 2008; BOCHUD et
al., 2009; LEANDRO et al., 2009). No caso desta Ultima, resultados consistentes tém
sido observados em dois SNP no gene TLR1: 1602S (T1805G) e N248S (G743A).

Estudos sobre o marcador 1602S encontraram que o alelo S estaria associado
com a protecdo contra a hanseniase per se em amostras populacionais da Turquia
(JOHNSON et al., 2007) e india (WONG et al., 2010) e também contra os episodios
reacionais de RR em pacientes do Nepal (MISCH et al., 2008). No entanto, em uma

pesquisa feita com uma amostra da populacdo de Bangladesh, ndo foi encontrada
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associacao para esse SNP (SCHURING et al., 2009). Este mesmo estudo analisou o
marcador N248S e mostrou que o genoétipo homozigoto SS estava associado com a
suscetibilidade a hanseniase per se, enquanto o genoétipo heterozigoto SN foi
associado a protecdo contra a doenca. Ja para o genétipo homozigoto NN néo foi
encontrada nenhuma associacdo. O alelo N também estava presente na grande
maioria dos pacientes que apresentaram episodios de ENL.

3.4.1.2 NOD2

O gene NOD?2 localiza-se na regido 16q12. Dois polimorfismos presentes em
sua estrutura (rs9302752 e rs7194886) foram associados pela primeira vez com a
suscetibilidade a hanseniase em um GWAS realizado com um grupo de chineses
(ZHANG et al., 2009). No entanto, um estudo realizado com amostras populacionais
da india e de Mali falhou em replicar os resultados para os referidos SNP (WONG et
al., 2010). Outro trabalho, realizado com individuos de diferentes etnias no Nepal,
encontrou associacado entre SNP diferentes dos anteriores (rs12448797, rs2287195,
rs8044354 e rs1477176) e a hanseniase (BERRINGTON et al., 2010).

3.4.1.3 LTA4H

Em seres humanos, dois SNP no gene LTA4H (rs1978331 e rs2660898), que
fica localizado em um intron do cromossomo 12 (12g22), foram associados a
protecdo contra as formas multibacilares da hanseniase e a incidéncia e mortalidade
provocada pela tuberculose (TOBIN et al., 2010).

3.4.1.4 IFNG

O gene IFNG fica localizado no cromossomo 12 (12g14) e, apesar de ser
altamente conservado, apresenta alguns polimorfismos em sua regido intragénica.
Estes tém sido objeto de varios estudos de associacdo com doencas infecciosas,
principalmente aquelas causadas por patdgenos intracelulares, dada importancia do
IFN-y no desenvolvimento da resposta imune celular (MISCH et al., 2010).

Um dos principais alvos desses estudos tem sido o SNP +874 T/A, que fica

localizado no primeiro intron do referido gene. Este polimorfismo ja foi associado a
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tuberculose (PACHECO; CARDOSO; MORAES, 2008) e a hanseniase (CARDOSO
et al., 2010), embora para esta os resultados ainda ndo estejam claros.

Pesquisa realizada com duas amostras da populacdo brasileira (dos
municipios de Bauru e Rio de Janeiro) mostrou que o alelo +874T estava associado
com a resisténcia a hanseniase. Entretanto, outros estudos realizados com amostras
populacionais do Malaui (FITNESS et al., 2004), do Brasil (FRANCESCHI et al.,
2009; SILVA et al.,, 2012) e da China (WANG et al., 2012) ndo encontraram

associacao para esse SNP.

3.4.151L10

O gene IL10 fica localizado na regido 1g31-32, onde estdo agrupados genes
de outras importantes citocinas imunorregulatérias como IL19, 1L20 e IL24
(PEREIRA et al.,, 2008). Ja foi demonstrado que polimorfismos em sua regido
promotora tém efeito sobre os niveis de producdo de IL-10, influenciando na
suscetibilidade/predisposicdo a doencas infecciosas, bem como em seus diferentes
desfechos clinicos (FELIX et al., 2012).

Em relacdo a hanseniase, o SNP localizado na posi¢cédo -819 (C>T) tem sido
alvo de diversos estudos, em diferentes populacées. Ele foi associado a doenca em
populacdes do Brasil (Estado do Rio de Janeiro) (SANTOS et al., 2002b; MORAES
et al., 2004; PACHECO; CARDOSO; MORAES, 2008), da india (AGGARWAL et al.,
2004; MALHOTRA et al., 2005; WONG, 2010) e da Coldémbia (CARDONA-CASTRO
et al., 2012). Entretanto, nenhuma associacdo foi encontrada em pesquisas
realizadas com popula¢cdes do Malaui (FITNESS et al., 2004), do Brasil (Estado do
Parana) (FRANCESCHI et al., 2009) e do México (FELIX et al., 2012).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Escolha dos polimorfismos a serem analisados

A escolha dos polimorfismos (SNP) que seriam analisados neste estudo foi
feita objetivando replicar resultados encontrados em outros trabalhos da mesma
natureza. No caso do gene NOD2, dada a importancia desse receptor na resposta
imune, optou-se por trabalhar com um SNP (rs2066843) ainda ndo analisado em
relacdo a hanseniase, mas ja associado com a Doenca de Crohn (GLAS et al.,
2010) e com a colite ulcerativa (JUYAL et al., 2011), além de outros dois ja
estudados, visando aumentar a cobertura do gene.

O QUADRO 1 traz a relacdo dos SNP analisados e dos estudos de
associacao genética ja realizados com eles, disponiveis na base de dados MEDLINE
até o més de agosto de 2012.

Os genes e SNP selecionados foram os seguintes: TLR1 (rs4833095 e
rs5743618), NOD2 (rs8057341, rs2066843 e rs751271), LTA4H (rs1978331 e
rs17525495), IFNG (rs2430561) e IL10 (rs1800871).

4.2 Tipo de estudo

Trata-se de estudo de associacdo baseado em familias. A técnica de analise
utilizada foi o Teste de Desequilibrio de Transmisséo (TDT), que visa determinar o
padrdao de transmissao dos alelos de um determinado gene de interesse dos pais
para os filhos afetados, sendo que pelo menos um dos primeiros deve ser
heterozigoto para o locus em estudo. O TDT utiliza o teste de qui-quadrado (x?) para
verificar a hipotese nula na qual os alelos seriam transmitidos pelos genitores
heterozigotos na frequéncia mendeliana esperada (50%) (EWENS; SPIELMAN
1995; SCHAID, 1998; FEITOSA; SANTOS et al., 2002a).

A escolha por esta técnica de analise foi feita visando controlar a
estratificacdo da amostra populacional, especialmente em um pais tdo miscigenado

como o Brasil.
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QUADRO 1

Relacdo dos SNP analisados e dos estudos de associa¢do genética publicados sobre eles até agosto de 2012

Gene

(marcador) Tipo de estudo Populacéao Fendtipo Referéncia

TLR1

(N248S) Caso-controle Bangladesh | - Suscetibilidade para portadores do alelo G | - SCHURING et al., 2009
(rs4833095)

TLR1 Caso-controle Turquia - Protecéo para portadores do alelo G - JOHNSON et al., 2007
(rsggggg)w) Caso-controle/TDT india - Protecéo para portadores do alelo G - WONG et al., 2010
(rsig\lOOS?g A1) GWAS China - Sem associagao - ZHANG et al., 2009
(rsgglgzn) Caso-controle Nepal - Sem associagéo - BERRINGTON et al., 2010
(rslig¢§5|31) Caso-controle Vietna - Protecéo para heterozigotos - TOBIN et al., 2010

Malaui - Sem associagéo - FITNESS et al., 2004

IEFNG Brasil - Sem associagao - FRANCESCHI et al., 2009
(+874 T/A) Caso-controle Brasil - Protecéo para portadores do alelo T - CARDOSO et al., 2010
(rs2430561) Brasil - Sem associacao - SILVA et al., 2012

China - Sem associacao - WANG et al., 2012
Brasil - Suscetibilidade para homozigotos TT - SANTOS et al., 2002b
Malaui - Sem associacao - FITNESS et al., 2004
Brasil - Sem associagao - MORAES et al., 2004
IL10 india - Suscetibilidade para portadores do alelo T | - MALHOTRA et al., 2005
(-819 C/T) Caso-controle Brasil - Suscetibilidade para portadores do alelo T | - PERERA et al., 2008
(rs1800871) Brasil - Sem associacao - FRANCESCHI et al., 2009
india - Suscetibilidade para portadores do alelo T | - AGGARWAL et al., 2011
Coldbmbia | - Protecéo para homozigotos TT e CC - CARDONA-CASTRO et al., 2012
México - Sem associagao - FELIX et al., 2012

Fonte: Dados da pesquisa
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4.3 Cenario do estudo

O estudo foi realizado nos municipios de Almenara, Felisburgo, Jacinto,
Jordania, Palmépolis e Rubim. Eles fazem parte da microrregido de Almenara —
localizada na regido nordeste do Estado de Minas Gerais — e ficam situados a uma
distancia média de aproximadamente 750 km da capital Belo Horizonte. Juntos eles
possuem uma populacao total de aproximadamente 85.000 habitantes e, como ja
dito anteriormente, todos estdo inseridos na regido identificada e definida pelo
Ministério da Saude como Cluster N.° 4.

Eles foram escolhidos entre os 16 municipios da microrregido por terem
registrado o maior nimero de casos de hanseniase, no periodo de 2001 a 2010,
segundo dados disponiveis no DATASUS.

O municipio de Santa Maria do Salto, que ocupava a segunda posi¢cdo em
relagdo ao numero de casos notificados, estava originalmente incluido neste estudo,
mas, devido a inconsisténcias observadas no diagnéstico e classificacdo dos

pacientes, optou-se por exclui-lo da amostra.

4.4 Populacgéo do estudo

A base amostral foi constituida por nucleos familiares de casos de hanseniase
residentes nos municipios estudados, diagnosticados no periodo de janeiro de 1998
a fevereiro de 2011. Estes nucleos eram compostos, originalmente, por trios
formados pelo caso indice e seus pais biologicos. Nagueles em que um destes ndo
estava presente, incluiu-se também os irméos, na tentativa de inferir o genétipo do
genitor ausente.

Inicialmente, o levantamento dos casos foi feito através de consulta ao banco
de dados do Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo (SINAN),
disponibilizado pela Coordenadoria Estadual de Dermatologia Sanitaria da
Secretaria de Estado da Saude de Minas Gerais (SES/MG). Posteriormente, por
meio de consultas aos arquivos dos servigos de saude locais, foram identificados e
adicionados a relacéo alguns casos registrados no periodo, mas que nao constavam
no SINAN.

Optou-se por trabalhar apenas com os individuos que residiam nas sedes dos

municipios ou que as visitaram durante o periodo de coleta. Esta escolha deveu-se a
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dificuldade de buscar os moradores da zona rural, dada a dispersdo destes pelas
extensas areas geogréaficas dos municipios, as grandes distancias em relagdo as
sedes e a dificuldade de acesso representada principalmente pelas mas condicoes
das estradas rurais. Excecdes foram feitas para os distritos de Pedra Grande, Avai
do Jacinto e Itapiru, pertencentes aos municipios de Almenara, Jacinto e Rubim,
respectivamente. Eles respondiam por um numero consideravel de casos da
doenca, sendo que a maioria destes se encontrava concentrada em suas sedes.

Desta forma buscou-se a otimizac&o do processo e a economia de recursos.

4.5 Recrutamento dos sujeitos do estudo

4.5.1 Abordagem inicial dos pacientes

Esta etapa contou com o apoio e a participacdo dos gestores e profissionais
de saude dos municipios estudados, principalmente aqueles inseridos nos servicos
voltados a Atencdo Primaria, com destague para os Enfermeiros e Agentes
Comunitarios de Saude (ACS). O inicio das atividades em cada um dos municipios
era precedido por uma reunido com esses profissionais. No primeiro momento dessa
reunido, eram abordados os aspectos clinicos relacionados a hanseniase, como
principais sinais e sintomas, formas de transmissédo, diagndéstico, tratamento, entre
outros. Em um segundo momento, eram apresentados e discutidos os objetivos, a
metodologia e os sujeitos-alvo da pesquisa. Também era explicada a forma como os
individuos deveriam ser abordados, destacando principalmente o cuidado com o
sigilo e a privacidade destes. Nessas reuniées, todos tinham a oportunidade de
expor suas opinides, sugestdes e duvidas, que iam sendo esclarecidas pelos
pesquisadores a medida que surgiam. Em seguida, os pesquisadores se dividiam e
se reuniam com os trabalhadores de cada Unidade Basica de Saude (UBS), com o
objetivo de atualizar a relacdo de casos residentes naquele municipio e identificar os
responsaveis pelas areas de abrangéncia de cada um deles.

ApoGs a reunido, os profissionais de saude — na grande maioria das vezes, 0S
ACS - realizavam visitas aos domicilios pertencentes as microareas sob sua
responsabilidade. A abordagem inicial era sempre feita com o caso-indice. Nesta
oportunidade, ele era informado sobre a realizagdo do estudo e Ihe era solicitada

uma autorizacdo verbal para receber a visita de um dos pesquisadores. Era
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explicado que esta visita tinha o objetivo de dar maiores esclarecimentos sobre a
pesquisa e que a autorizacdo ndo implicava em consentimento prévio para sua
participacdo. Os individuos que concordaram puderam optar por receberem os
pesquisadores em seus domicilios ou comparecerem a um servico de saude
previamente definido. Nesse momento eles também eram questionados se as

pessoas que residiam com ele tinham conhecimento do diagndstico.

4.5.2 Visitas domiciliares

Todas as visitas foram realizadas pela equipe de pesquisadores, composta
por Enfermeiros treinados, que sempre se apresentavam uniformizados e com
crach& que os identificavam.

ApGs a autorizagdo prévia, os pesquisadores realizavam visitas aos casos-
indices, oportunidade na qual explicavam em detalhes os objetivos e a metodologia
da pesquisa e os convidavam, juntamente com as demais pessoas de seu nucleo
domiciliar e familiar, a participar. A partir de informacées fornecidas pelos individuos,
definia-se a necessidade ou ndo da participacdo dos irmdos do caso-indice, situacao
que ocorria quando era possivel encontrar apenas um dos genitores.

Na maioria das vezes, foi necessaria a realizacdo de mais de uma visita a
mesma residéncia, em dias e/ou horarios variados, objetivando captar todos os
integrantes do ndcleo familiar elegiveis para o estudo. Foi comum também a visita a
outros enderecos, quando esses ndo residiam no mesmo domicilio.

As informacdes do caso-indice relacionadas a sua identificacdo, aspectos
clinicos e epidemiolégicos foram registradas em um formulario individual
(APENDICE A). Alguns campos desse formulario eram informados pelo préprio
individuo, enquanto outros foram preenchidos apds consulta as Fichas de
Notificagdo e de Acompanhamento Individual dos Casos do SINAN, bem como aos
seus prontuarios médicos, quando disponiveis, conforme discriminado no QUADRO
2. Ja as informacdes referentes aos contatos eram registradas em outro formulario
comum a todos eles (APENDICE B). Esses formularios recebiam etiquetas com
codigos alfanumeéricos individuais referentes ao numero do domicilio e do caso-
indice. Os registros de cada contato também recebiam etiquetas com cédigos

alfanuméricos que os identificavam.



55

Andlise da influéncia de fatores genéticos na suscetibilidade a hanseniase

QUADRO 2
Relag&o dos dados coletados no formulério de caso-indice segundo a fonte

Informacdes fornecidas pelo paciente

- Data da entrevista - Municipio - Unidade de saude/PSF
- Nome completo - Endereco atual - CEP

- Fone - Celular - Idade

- Sexo - Data de nascimento - Estado civil

- Cor da pele - Naturalidade - Estado

- Tempo de residéncia - Endereco anterior - Tempo de residéncia

- Nome do pai - Endereco do pai - Nome da mae

- Endereco da mae - NUmero de pessoas residentes no endereco

- Numero de cdmodos - NUumero de dormitérios - Outras doencas

- Uso de medicamento - Alergia - Cicatriz vacinal de BCG

Informacdes consultadas no prontuério/Ficha do SINAN

- Data do diagnéstico - Presenca, morfologia e quantidade de lesdes
- Forma clinica (Madri) - Forma clinica (Ridley-Jopling)

- Classificacdo operacional - Grau de incapacidade fisica no diagndstico

- Grau de incapacidade fisica na alta - Baciloscopia/IB

- Localizacao das incapacidades fisicas - Presenca/Tipo de reacao

Fonte: Dados da pesquisa

4.5.3 Coleta de sangue

Foram coletadas amostras de 04 mL (quatro mililitros) de sangue total de
cada um dos individuos que concordaram em participar. Essas amostras foram
identificadas através de etiquetas de identificacdo com o0s mesmos codigos
alfanuméricos utilizados nos formularios de identificacdo descritos anteriormente.

O protocolo utilizado para a coleta de sangue esta descrito no APENDICE C.
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4.5.4 Exame dermatoneurolégico dos contatos intradomiciliares

Foram realizados exames clinicos dermatoneurologicos nos familiares e
demais componentes do nucleo domiciliar do caso-indice que concordaram em
participar da pesquisa. Este exame visava a identificacdo de sinais e sintomas
suspeitos de hanseniase. Aqueles que apresentaram caracteristicas sugestivas da
doenca foram encaminhados a um servi¢co de saude de referéncia no municipio para
confirmacéo do diagndstico.

Para se capacitarem a realizacdo desses exames, 0S pesquisadores
receberam treinamento prévio no Centro de Referéncia em Doengcas Endémicas e
Programas Especiais (CREDEN-PES), em Governador Valadares, sob orientacédo do

médico diretor do referido centro.

4.5.5 Orientacfes sobre a hanseniase

Durante as visitas domiciliares, os pesquisadores aproveitaram para fornecer
orientacdes sobre aspectos relacionados a hanseniase, como principais sinais e
sintomas, forma de transmissao, tratamento entre outros, bem como esclarecer
davidas relatadas pelos moradores. Também foram distribuidos materiais

informativos sobre a doenca.

4.6 Extracao de DNA

A extracdo do DNA das amostras de sangue total foi realizada através do
método de “salting”, ou precipitacdo por sal, descrito no APENDICE D.

Esta etapa foi realizada no Laboratério de Imunologia Celular e Molecular do
Centro de Pesquisas René Rachou da FIOCRUZ (LICM/CPgRR/FIOCRUZ).

4.7 Genotipagem das amostras

A genotipagem dos polimorfismos foi realizada por meio da técnica de
discriminagéo alélica baseada em fluorescéncia. Nesta técnica sdo utilizadas sondas
fluorescentes especificas para cada alelo e a inferéncia dos gendétipos € baseada na

intensidade de fluorescéncia. As reac6es foram feitas utilizando o ensaio TagMan®



57

Andlise da influéncia de fatores genéticos na suscetibilidade a hanseniase

(Applied Biosystems) — de acordo com instru¢des do fabricante — e as amplificagbes
foram realizadas utilizando o aparelho StepOne Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems). A separacado dos grupos genotipicos foi feita através da discriminacéo

alélica pelos diferentes fluoroforos (FIG. 4).

Allelic Discrimination Plot
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FIGURA 4 - llustracdo gréafica do resultado da genotipagem por PCR em

tempo real

Exemplo da genotipagem do SNP rs2430561 do gene IFNG, mostrando os genotipos AA
(azul), AT (verde), TT (vermelho), e as amostras indeterminadas (“X”).

Fonte: Dados da pesquisa

Como forma de controlar a qualidade das genotipagens, algumas amostras —
representando aproximadamente 5% do total — foram selecionadas aleatoriamente e
submetidas a novas analises e os resultados destas foram comparados aos da
primeira analise. Da mesma forma, nas situacbes em que foram constatados os
chamados erros mendelianos (genoétipos de pais e filhos incompativeis com a
paternidade inicialmente presumida), as amostras dos individuos envolvidos foram
novamente analisadas, para descartar a possibilidade de erros nas genotipagens.
Os resultados observados nas novas analises foram 0s mesmos encontrados
inicialmente. Esta etapa também foi realizada no LICM/CPgRR/FIOCRUZ.
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4.8 Tratamento e analise dos dados

Os dados coletados de casos-indices e contatos foram organizados,
separadamente, em bancos de dados criados no software Epi Info, verséo 2.0.3.
Para evitar a ocorréncia de inconsisténcias, foi realizada a entrada dupla de dados,
com posterior conferéncia e correcao dos erros de digitacéo.

A avaliacdo do Equilibrio de Hardy-Weinberg para cada um dos marcadores
foi realizada por meio de testes de y?, a partir dos gendtipos dos genitores n&o
afetados.

A andlise do desequilibrio de ligacdo (LD, do inglés Linkage Disequilibrium)
entre os marcadores dos genes TLR1, NOD2 e LTA4H foi feita utilizando o
parametro de r?>, comparando os SNP dois a dois (CHAPMAN et al., 2003;
CARLSON et al., 2004), por meio do software Haploview versédo 4.1.

As analises referentes ao desequilibrio de transmissdo dos SNP e hapl6tipos
foram realizadas utilizando-se o software FBAT versdo 2.0.3. Este software, ao
analisar familias com multiplos individuos afetados, automaticamente as decompde
em ndcleos familiares individuais que, durante a analise, sdo tratados como
independentes entre si. Para isso, parte-se do pressuposto de que ndo ha ligacdo e
nem associacdo entre os componentes dos referidos nucleos. No caso deste
trabalho, embora o nimero de ndcleos familiares com mais de um filho afetado seja
pequeno, isso poderia afetar o resultado final da analise de transmissdo. Para
solucionar esse problema, o programa oferece uma fungdo chamada “empirical
variance”. Esta funcao considera a hipétese nula de que ndo ha associagao, mas ha
ligacdo e, a partir dai, os nucleos familiares pertencentes ao mesmo pedigree
passam a nao ser mais tratados como independentes. Ela utiliza um estimador
empirico de variancia que ajusta o resultado para a correlacdo entre genaétipos de
mais de um irmao afetado no mesmo nucleo familiar e para mais de um ndcleo
dentro do mesmo pedigree. Por esta razdo, os testes para o desequilibrio de
transmissao foram realizados considerando as duas hipéteses.

As contagens da frequéncia e da transmissdo de cada um dos alelos dos
genes estudados e dos haplétipos de TLR1, NOD2 e LTA4H, necessarias para a
realizacdo da meta-andlise, foram feitas através do software R versdo 2.10 com o

uso do pacote “tdthap”.
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4.8.1 Revisao sistematica e meta-analise

Foi realizada uma meta-andlise agrupando os resultados de pesquisas
envolvendo os polimorfismos dos genes TLR1, IFNG e IL10 abordados neste
trabalho e a suscetibilidade a hanseniase, visando definir uma estimativa geral do
valor de associacdo para o pool de dados disponiveis para cada um deles. Para
iIsso, utilizou-se a metodologia descrita inicialmente por PACHECO et al. (2008) e,
posteriormente, adaptada por CARDOSO et al. (2011).

Primeiramente, foi realizada uma pesquisa na base dados MEDLINE, usando
as citacbes do PUBMED, com o objetivo de identificar os estudos elegiveis para esta
etapa. Buscou-se por artigos que analisaram a associacdo entre os referidos
polimorfismos e a suscetibilidade a hanseniase per se, por meio de estudos de base
populacional (caso-controle) ou familiar (TDT). Para a busca, foram utilizadas
diferentes combinacfes dos termos “Toll-like receptor”, “TLR1”, “Interferon-gamma’,
“IENG”, “Interleukin 107, “IL10”, “polymorphism”, “SNP” e “leprosy”. N&o houve
restricbes em relacdo ao idioma de publicacdo e os critérios de inclusdo dos artigos
foram: ter sido publicado até outubro de 2012; ndo estar relacionado a publicacdes
anteriores e fornecer dados suficientes para o calculo da odds-ratio (OR) — a
contagem de cada genétipo e da transmissdo e ndo transmissdo do alelo
considerado de risco, para estudos do tipo caso-controle e TDT, respectivamente. Ja
os critérios de exclusdo foram: conter dados sobrepostos e estar fora do Equilibrio
de Hardy-Weinberg. Os artigos relacionados ou citados nas referéncias daqueles
selecionados também foram avaliados com o objetivo de identificar bibliografia
adicional, adotando-se os mesmos critérios de inclusdo e excluséo ja citados. No
caso de estudos que combinavam mais de uma populacdo, os dados de cada uma
delas foram lancados separadamente, de forma independente.

Para o gene TLR1 foram utilizados, além dos resultados de estudos ja
publicados, dados ainda ndo publicados de trés amostras independentes com
individuos dos municipios brasileiros de Bauru (SP), Rio de Janeiro (RJ) e
Rondonopolis (MT).

As meta-analises combinando dados dos dois tipos de estudo foram
realizadas de acordo com o método proposto por KAZEEM e FARRALL (2005), no
gual as OR dos estudos de base familiar (TDT) s&o estimadas utilizando a razao

entre a transmissao e a nao transmissao do alelo considerado de risco. Para avaliar
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a existéncia de viés de publicagdo, foi utilizado o teste de Egger modificado. A
heterogeneidade através dos estudos foi avaliada pela estatistica Q de Cochran. Por
fim, a estimativa de risco (OR) para o pool de dados foi obtida utilizando-se os
métodos de Mantel-Haenszel, para o modelo de efeitos fixos e de DerSimonian e
Laird para o modelo de efeitos randomicos.

Toda esta etapa foi realizada utilizando-se o software R versdo 2.10.1 com o

uso dos pacotes “tdthap”, “catmap” e “meta’.

4.9 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado atendendo as determinacfes da Resolucéo
196/1996, do Conselho Nacional de Saude, que estabelece diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos. Ele foi submetido a
analise e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais (COEP-UFMG) através do parecer ETIC N.° 454/10 (ANEXO A).

Todos os sujeitos foram convidados a patrticipar voluntariamente da pesquisa
e foram esclarecidos quanto aos seus objetivos e a garantia do anonimato. Aqueles
que aceitaram assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(APENDICE E).

4.10 Financiamento

Esta pesquisa foi financiada com recursos provenientes do Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPqQ), através do Edital MCT-CNPq /
MS-SCTIE-DECIT — N.° 34/2008, Processo N.° 576215/2008-2, aplicado pelo
Laboratorio de Hanseniase da FIOCRUZ/RJ.



Resultadas
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo da amostra estudada

No total, foram recrutados 482 individuos, distribuidos por 126 pedigrees,
subdivididos em 137 nucleos familiares. No entanto, ap0s a primeira andlise de
transmissao, foram identificados 13 erros mendelianos, que atingiram 7 pedigrees
(12 nacleos familiares), que foram excluidos da analise. A amostra final foi composta
por 125 ndcleos familiares, inseridos em 119 pedigrees, totalizando 447 individuos.
Estes incluiam 147 filhos afetados, 191 genitores e 109 irmdos nao afetados. Os
percentuais de recusas observados durante a etapa de recrutamento foram de
apenas 2,71 e 2,96% para casos e contatos, respectivamente.

As caracteristicas dos casos de hanseniase, representados pelos filhos
afetados dos nucleos familiares, estdo descritas na TAB. 1.

TABELA 1
Caracteristicas dos casos de hanseniase participantes do estudo
(continua)
Variavel N %

Sexo
Masculino 81 55,1
Feminino 66 44.9
Idade?®
Média (+ DP) 29,6 (x14,0) Mediana = 28
Até de 20 anos 41 27,9
De 21 a 30 anos 34 23,1
De 31 a 40 anos 33 22,4
De 41 a 50 anos 17 11,6
Acima de 50 anos 11 7,5

Ignorado 11 7,5
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(concluséo)

Variavel N %

Cor/raca®

Branca 24 16,3
Preta 15 10,2
Parda 107 72,8
Indigena 1 0,7
Cicatriz de BCG

0 75 51,0
1 50 34,0
2 17 11,6
Ignorado 5 3,4
Classificagcao operacional

Paucibacilar 67 45,6
Multibacilar 72 49,0
Ignorado 8 54
Forma clinica®

Indeterminada 40 27,2
Tuberculdide 24 16,3
Dimorfa 51 34,7
Virchowiana 19 12,9
Ignorado 13 8,8
Grau de incapacidade fisica®

Grau 0 81 55,1
Grau 1l 48 32,7
Grau 2 6 4,1
Ignorado/N&o avaliado 12 8,2

Nota: °ldade a época do diagnéstico.
bCor/ra(;a informada pelo paciente.
‘Forma clinica segundo a classificagdo de Madri
Grau de incapacidade fisica avaliado no momento do diagndstico
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A amostra de casos recrutados para esta pesquisa apresentou uma
predominancia do sexo masculino (55,1%). A média de idade observada foi de 29,6
(x 14,0). A grande maioria dos entrevistados (72,8%) declarou-se de cor parda. Em
relacdo a vacinacdo com BCG, apenas 45,6% dos individuos apresentavam pelo
menos uma cicatriz. A distribuicdo dos casos segundo a classificagcdo operacional
encontrou valores préximos para paucibacilares e multibacilares — com leve
predominéancia dos ultimos — e a forma clinica mais frequente foi a dimorfa. Quanto a
avaliacdo da incapacidade fisica, 36,8% ja apresentavam algum tipo de
comprometimento no momento do diagndstico.

A TAB. 2 traz os detalhes da estrutura dos nucleos familiares utilizados na

analise de transmissao.

TABELA 2
Caracterizacdo dos nucleos familiares envolvidos no estudo — Microrregido de
Almenara - 2011

Estrutura das familias NUCI(_EOS A Nl:IC|E‘-OS b
convencionais alternativos

Numero de pedigrees 119

Numero de nucleos familiares 73 52

Nucleos com 1 irméo afetado 66 41

Nucleos com 2 irméos afetados 5 9

Nucleos com 3 irméos afetados

N.° de genitores afetados 29

N.° de irm&os néo afetados 109

N.° total de individuos 447

Fonte: Dados da pesquisa
Nota: ®Nucleos compostos pelo filho afetado e seus dois genitores
®Nticleos compostos pelo filho afetado, um dos genitores e os irméos

Observa-se que 85,6% (n = 107) dos nucleos familiares eram compostos por
apenas 1 irmao afetado, 11,2% (n = 14) possuiam 2 irmaos afetados e apenas 3,2%

(n = 4) apresentavam 3 irmaos afetados.
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5.2 Andlise da associacdo dos SNP com a hanseniase

O teste de y* calculado para analisar o Equilibrio de Hardy-Weinberg — feito a
partir dos genotipos dos genitores ndo afetados — mostrou que todos os marcadores
analisados estavam em equilibrio, conforme mostra a TAB. 3. Desta forma, todos

foram incluidos nas analises subsequentes.

TABELA 3
Calculo do Equilibrio de Hardy-Weinberg
(continua)
.. FREQ | FREQ )
Gene SNP Genotipo N OBS ESp % p
GG 55 0,34 0,34
rs4833095 GA 80 0,49 0,49 0,05 p>0,05
AA 27 0,17 0,17
TLR1
TT 76 0,47 0,49
rs5743618 TG 73 0,45 0,42 0,96 p>0,05
GG 12 0,08 0,09
GG 73 0,45 0,44
rs8057341 GA 69 0,43 0,45 0,34 p>0,05
AA 20 0,12 0,11
CC 109 0,67 0,67
NOD2 rs2066843 CT 48 0,30 0,30 0,01 p>0,05
TT 05 0,03 0,03
GG 55 0,34 0,32
rs751271 GT 72 0,44 0,49 154 p>0,05
TT 35 0,22 0,19
GG 140 0,86 0,87
rs17525495 GA 22 0,14 0,13 0,86 p>0,05
AA 00 0,00 0,00
LTA4H
AA 41 0,25 0,27
rs1978331 AG 85 0,53 0,50 0,41 p>0,05

GG 36 0,22 0,23
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(concluséo)

fs FREQ FREQ 2

Gene SNP Genotipo N OBS ESp X p
AA 49 0,30 0,34

IFNG rs2430561 AT 90 0,56 0,49 3,20 p>0,05
TT 23 0,14 0,18
CcC 60 0,37 0,37

IL10 rs1800871 CT 76 0,47 0,47 0,06 p>0,05
TT 26 0,16 0,16

A andlise do desequilibrio de ligacdo entre os marcadores dos genes TLR1,
NOD2 e LTA4H esté ilustrada na FIG. 5 e detalhada na TAB. 4.

TLR1_rs5743618
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1 2
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FIGURA 5 - Diagrama ilustrativo da analise do

desequilibrio de ligacdo entre os marcadores dos
genes TLR1 (a), NOD2 (b) e LTA4H (c)

Os diferentes tons de cinza estdo relacionados ao valor de r°
(quanto mais escuro, maior). O ndmero no interior dos blocos
indica o valor de r” entre os respectivos marcadores.
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TABELA 4
Andlise do desequilibrio de ligacdo entre os SNP de TLR1, NOD2 e LTA4H

Gene SNP1 SNP2 D’ IC r? LOD | Distancia

TLR1 rs5743618 rs4833095 0,985 0,92-1,00 0,599 48,88 1062

rs8057341 rs2066843 1,000 0,84-1,00 0,117 10,34 7219
NOD2 s8057341 rs751271 0,971 0,91-1,00 0,620 52,10 13195
rs2066843 rs751271 1,000 0,88-1,00 0,177 15,82 5976

LTA4H rs1978331 rs17525495 1,000 0,73-1,00 0,069 6,14 20176

Fonte: Dados da pesquisa

O valor de r? observado para os SNP de TLR1 mostram que eles estdo em
desequilibrio de ligacdo moderado. O mesmo acontece com 0s marcadores
rs8057341 e rs751271 de NOD2. J& para LTA4H, o valor encontrado para r® foi
baixo, indicando que eles estdo mais sujeitos a recombinacdo. No final, todos
ficaram abaixo do ponto de corte estabelecido pelo projeto HapMap para se definir
blocos de marcadores (r* = 0,8) (CHAPMAN et al., 2003; CARLSON et al., 2004),
razdo pela qual cada SNP foi analisado separadamente. Também foram realizadas
andlises haplotipicas utilizando arranjos combinatérios dos SNP estudados.

Os resultados das analises de transmissdo de cada um dos alelos estudados,

realizadas com e sem o0 uso da correcao pela variancia empirica estdo na TAB. 5.

TABELA 5
Teste de desequilibrio de transmisséo dos alelos
(continua)
Gene SNP Alelo | Freq | Nucleos® | Trans®| Z p° p?
G 0,551 53 2,156
rs4833095 82 0,0311 0,0474
A 0,449 34 -2,156
TLR1
T 0,676 52 2,159
rs5743618 74 0,0309 0,0560
G 0,324 30 -2,159
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(concluséo)

Gene SNP Alelo | Freq | Nucleos® | Trans®| Z p° p?
G 0,678 31 -1,177
rs8057341 71 0,2392 0,1961
A 0,322 40 1,177
C 0,815 42 0,669
NOD2 rs2066843 66 0,5036 0,5281
T 0,185 29 -0,669
G 0,581 39 -0,972
rs751271 76 0,3311 0,3097
T 0,419 47 0,972
G 0,934 16 -0,202
rs17525495 29 0,8403 0,8430
A 0,066 17 0,202
LTA4H
A 0,514 51 -0,852
rs1978331 84 0,3941 0,4228
G 0,486 62 0,852
A 0,589 50 0,029
IFNG  rs2430561 84 0,9770 0,9778
T 0,411 48 -0,029
C 0,609 47 -0,114
IL10 rs1800871 80 0,9096 0,9108
T 0,391 48 0,114

Nota: *Numero de nucleos familiares informativos
’Ntmero de transmissdes do alelo
“Anélise sem a correcéo da variancia empirica
dAnalise com a correcdo da variancia empirica

O teste de desequilibrio de transmissdo mostrou que os valores observados
para a transmissédo dos alelos foram diferentes dos esperados apenas para os SNP
do gene TLR1. No caso do rs8057341, o alelo G foi mais transmitido dos genitores
para os filhos afetados (p = 0,0311), indicando que ele estaria associado a
suscetibilidade a hanseniase. Na andlise considerando o ajuste de variancia
empirica o valor de p sofreu um pequeno aumento (p = 0,047), mas manteve-se
significativo. Ainda no gene TLR1, o marcador rs5743618 também foi associado a
hanseniase (p = 0,0309), sendo que o alelo G apresentou um menor numero de
transmissdes aos filhos afetados, o que sugere associacdo a resisténcia. Nesse
caso, 0 ajuste para variancia empirica tornou a associacao estatistica borderline (p =
0,056). Para os demais marcadores, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre os valores observados e esperados em nenhuma das duas
analises. Nao foi realizada a correcdo do valor de p para multiplas comparacdes

devido ao fato de tratar-se de um estudo de replicagdo de marcadores que ja haviam
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sido associados a hanseniase em pelo menos um estudo anterior (ALTER et al.,

2010).

TABELA 6

Teste de desequilibrio de transmissdo dos haplétipos formados pelos polimorfismos
rs4833095 e rs5743618 do gene TLR1, respectivamente

N N ] N&o .
Haplotipos® | Freq ] Trans . Z P p®
nucleos Trans
GIT 0,534 76 49 32 2,353 0,0186 0,0310
AIT 0,136 44 18 16 -0,255 10,7987 0,7898
AIG 0,324 71 27 45 -2,240 0,0251 0,0488

Nota: “N&o foram apresentados os haplétipos com frequéncia inferior a 1%
’NUmero de transmissées do haplétipo
°Numero de n&o transmissées do haplétipo
dAnalise sem a correcdo da variancia empirica
®Anélise com a correcdo da variancia empirica

TABELA 7

Teste de desequilibrio de transmisséo dos haplotipos formados pelos polimorfismos
rs805734, rs2066843 e rs751271 do gene NOD2, respectivamente

. N° b Nao g
Haplétipos® | Freq ) Trans z P p®
ndcleos Trans®
G/CIG 0,394 77 44 38 -0,338 0,7350 0,7535
G/CIT 0,103 30 8 14 -0,298 10,7657 0,7689
GITIG 0,193 65 20 31 -0,578 10,5632 0,5755
A/ICIT 0,304 63 39 25 1,398 0,1620 0,1652

Nota: “N&o foram apresentados os hapl6tipos com frequéncia inferior a 1%
®Ntmero de transmissées do haplétipo
°Numero de n&o transmissées do haplotipo
dAnalise sem a correcao da variancia empirica
®Anélise com a correcdo da variancia empirica
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TABELA 8
Teste de desequilibrio de transmisséo dos haplétipos formados pelos polimorfismos
rs17525495 e rs1978331 do gene LTA4H, respectivamente

- Ne b Nao q
Haplotipos® | Freq ] Trans . Z P p®
nucleos Trans
G/A 0,517 82 45 54 -0,710 10,4780 0,4878
G/G 0,416 80 49 39 0,759 0,4478 0,4746
AIG 0,067 28 14 15 0,028 0,9774 10,9771

Nota: *N&o foram apresentados os haplétipos com frequéncia inferior a 1%
®Ntmero de transmissdes do haplétipo
°Numero de n&o transmissées do haplotipo
dAnalise sem a correcdo da variancia empirica
°Analise com a correcdo da variancia empirica

Os testes de desequilibrio da transmissdo dos haplétipos formados pelos
marcadores dos genes TLR1, NOD2 e LTA4H também foram realizados com e sem
a correcao da variancia empirica. As analises indicaram a associacao dos haplétipos
de TLR1 G/T e A/G, formados pelos polimorfismos rs4833095 e rs5743618, nesta
ordem, com a suscetibilidade e a resisténcia a hanseniase, respectivamente. Mesmo
apos a correcdo, os valores de p permaneceram significativos (TAB. 6). Nao houve
associacao para os haplétipos dos demais genes, conforme mostrado nas TAB. 7 e
8.

5.3 Meta-analise

Na revisdo sistematica foram identificados 15 artigos que analisaram a
associacdo dos SNP abordados neste estudo com a hanseniase per se, sendo trés
sobre o0 gene TLR1 (um para rs4833095 e dois para rs5743618), quatro sobre o
gene IFNG, sete sobre o gene IL10, aléem de um que abordava conjuntamente os
genes IFNG e IL10.

A partir dos dados fornecidos pelos estudos, foi avaliado se eles atendiam aos
critérios para serem incluidos na meta-analise. Os resultados dessa avaliagdo séo

exibidos no QUADRO 3 e cada gene é discutido separadamente, a seguir.
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Relacao dos artigos identificados na revisdo sistematica e avaliacdo dos critérios

para inclusdo na meta-analise

Tipo de Genétipos
Autores Populacdo | Caso | Controle | EHW
estudo separados
TLR1 rs4833095
SCHURING et al., 2009 Caso-controle | Bangladesh 842 543 Sim Sim
TLR1rs5743618
JOHNSON et al., 2007 Caso-controle Turquia 90 57 Sim Sim
Caso-controle ; 258 300 Sim
WONG et al., 2010 india® Sim
TDT 852 Sim
IFNG
FITNESS et al., 2004 Caso-controle Malaui 236 402 N&o Sim
FRANCESCHI et al., 2009 | Caso-controle | Brasil (PR) 164 240 Nao Sim
Brasil
CARDOSO et al., 2010 Caso-controle a 774 978 Sim Sim
(RJ e SP)
SILVA et al., 2012 Caso-controle | Brasil (AM) 108 113 Sim Sim
WANG et al., 2012 Caso-controle China 527 583 Sim Sim
IL10
SANTOS et al., 2002b" Caso-controle | Brasil (RJ) 202 62 Sim Sim
FITNESS et al., 2004 Caso-controle Malaui 215 353 Sim Sim
MORAES et al., 2004° Caso-controle | Brasil (RJ) 293 293 Sim Sim
MALHOTRA et al., 2005 Caso-controle india 282 266 Sim Sim
FRANCESCHI et al., 2009 | Caso-controle | Brasil (PR) 165 240 - Néao
AGGARWAL et al., 2011 | Caso-controle india® 807 1640 Sim Sim
CARDONA-CASTRO et
Caso-controle Colémbia 100 100 - N&o
al., 2012
FELIX et al., 2012° Caso-controle México 64 138 Sim Sim
Nota: EHW = Equilibrio de Hardy-Weinberg (a populacéo estudada estava em equilibrio?);

PR = Parana; RJ = Rio de Janeiro; SP = Sao Paulo;

AM = Amazonas

®Esses estudos foram realizados com mais de uma amostra populacional, por isso cada uma
delas foi incluida separadamente na meta-analise.
"Embora os artigos nao trouxessem todas as informac8es necessarias para a avaliagédo, os
dados faltantes foram fornecidos pelos autores.
°Esse estudo trabalhou apenas com pacientes da forma clinica LL.

Observa-se, analisando os trabalhos identificados, que apenas um deles traz

dados de um estudo de base familiar (TDT), sendo todos os demais de base

populacional (caso-controle). Desta forma, torna-se interessante a tentativa de

replicacé@o dos resultados utilizando um estudo baseado em familias.
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5.3.1 TLR1 (rs4833095 e rs5743618)

Foi identificado apenas um trabalho publicado sobre o marcador rs4833095
do gene TLR1, que envolveu uma amostra populacional de Bangladesh, composta
por 842 casos e 543 controles (SCHURING et al., 2009). Para possibilitar a
realizacdo da meta-analise, foram incluidos, além deste resultado e daqueles
encontrados na microrregido de Almenara, dados ainda ndo publicados de um
estudo do tipo caso-controle com trés amostras populacionais independentes dos
municipios de Bauru (SP) (375 casos e 380 controles), Rio de Janeiro (RJ) (778
casos e 661 controles) e Rondonépolis (MT) (411 casos e 425 controles).
Considerando todos os dados envolvidos nessa meta-analise, alcanca-se um total
de 4297 individuos, sendo 2558 casos.

Nenhuma heterogeneidade foi observada entre os estudos (x* = 2,77; p =
0,43) e o teste de Egger nao identificou nenhuma evidéncia estatistica de viés de
publicacdo (p = 0,1251). Dessa forma, utilizou-se o modelo de efeitos fixos para se
estimar o valor da OR combinada para todos os estudos. Esta foi de 1,22 (p<0,001),
com o alelo 743G (248S) sendo associado a suscetibilidade a hanseniase, conforme
representado na FIG. 6. A TAB. 9 traz o detalhamento dos dados para cada estudo.

Para o polimorfismo rs5743618 foram encontrados dois trabalhos publicados.
Um deles, um estudo do tipo caso-controle, foi realizado com uma amostra de 147
individuos (90 casos e 57 controles) da Turquia (JONHSON et al., 2007). O outro
combinou dados provenientes de trés populacdes independentes da india, utilizando
dois tipos de estudos. O primeiro, do tipo caso-controle, utilizou individuos de Nova
Deli e Kolkata e o outro, do tipo TDT, analisou 246 familias provenientes de
Kumbakonam, totalizando, juntos, 1410 individuos (WONG et al., 2010).

Na meta-analise do SNP rs5743618, os dados desses dois estudos foram
combinados aos resultados obtidos na microrregido de Almenara e a dados ainda
nao publicados da populacdo de Bauru. Durante as analises, foi apontada uma
heterogeneidade entre os estudos (XZ = 25,77, p <0,001) e o teste de Egger
identificou evidéncia estatistica de viés de publicacdo (p = 0,004). Desta forma,
optou-se por utilizar o modelo de DerSimonian e Laird para efeitos randémicos. O
valor estimado para a OR combinada foi 0,530 (IC95% = 0,347 — 0,808; p < 0,001),
com o alelo 1805G (602S) sendo associado a resisténcia a doenca, conforme

representado na FIG. 7. O software ndo forneceu os dados detalhados de cada
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estudo para o modelo de efeitos randdémicos, por isso a TAB. 10 apresenta os dados

apenas do modelo de efeitos fixos.

Alelo G
Almenara
Rondonopolis — B
Rio de Janeiro —B—
Bauru ——
Schuring et al., 2009 ——
Pooled OR —a—
T T T
1.0 1.5 20 25
OR(95% CI)

FIGURA 6 — Diagrama representativo da meta-analise dos estudos

gue analisaram o marcador rs4833095 do gene TLR1.

As caixas representam o valor da OR e o0 seu tamanho indicam o peso do estudo
no resultado final. As barras representam os intervalos de confianca de 95%.

TABELA 9

Resultado da meta-andlise dos dados dos estudos sobre o SNP TLR1 rs4833095

Estudo OR Efeito-fixo IC 95% Peso
Schuring et al., 2009 1,128 0,968 - 1,314 164,623
Almenara 1,559 1,013 - 2,398 20,713
Bauru 1,209 0,996 - 1,467 102,145
Rio de Janeiro 1,291 1,095 -1,521 142,536
Rondonépolis 1,234 1,015 - 1,499 101,233

Agrupado 1,221 1,121 -1,330 -

Fonte: Dados da pesquisa

Nota: IC = Intervalo de Confianga
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FIGURA 7 — Diagrama representativo da meta-analise dos estudos

gue analisaram o marcador rs5743618 do gene TLR1.

TABELA 10
Resultado da meta-andlise dos dados dos estudos sobre o SNP TLR1 rs5743618

Estudo OR Efeito-fixo IC 95% Peso
Johnson et al., 2007 0,478 0,287 — 0,796 14,720
Wong et al., 2010 —

. 0,267 0,152 -0,471 11,973

Nova Deli
Wong et al.,, 2010 -

0,404 0,196 — 0,832 7,351
Kolkata
Wong et al., 2010 -

0,613 0,346 — 1,085 83,541
Kumbakonam
Almenara 0,577 0,368 — 0,904 11,780
Bauru 0,955 0,783 -1,163 98,255
Agrupado 0,754 0,664 - 0,857 -

Fonte: Dados da pesquisa
Nota: IC = Intervalo de Confianca
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Os resultados obtidos para o gene TLR1 na microrregido de Almenara foram
reunidos aqueles obtidos nas popula¢des de Bauru, Rio de Janeiro e Rondondpolis
e somados a resultados de um estudo funcional sobre a expressao de TLR1 em
células mononucleares do sangue periférico desenvolvido pela equipe do
Laboratorio de Hanseniase da Fundacdo Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, em um
artigo intitulado “Toll-like receptor 1 (TLR1) N248S single nucleotide polymorphism is
associated with leprosy risk and regulates immune activation during mycobacterial
infection” (ANEXO B). Este paper foi submetido e aprovado para publicagdo no

periodico The Journal of Infectious Diseases.
5.3.2 IFNG (rs2430561)

No total, foram encontrados cinco artigos publicados sobre o marcador
rs2430561 (+874 T/A) do gene IFNG, todos relacionados a estudos do tipo caso-
controle.

Nos trabalhos desenvolvidos por Fitness e colaboradores (2004), realizado
com individuos do Malaui e por Franceschi e colaboradores (2009), com individuos
brasileiros do Estado do Parana, o grupo de controles se encontrava fora do EHW,
razdo pela qual foram excluidos da meta-analise.

O estudo desenvolvido por Cardoso e colaboradores (2010) utilizou duas
amostras populacionais independentes, dos municipios de Bauru (SP) e Rio de
Janeiro (RJ), respectivamente. A primeira era composta por 360 casos e 369
controles e a segunda por 414 casos e 609 controles. Na meta-analise, elas foram
incluidas separadamente. Nesta analise, a combinacdo dos estudos resultou em
uma amostra de 1561 casos, num total de 3565 individuos envolvidos.

Nenhuma heterogeneidade foi observada entre os estudos (x*> = 5,52; p =
0,24) e o teste de Egger n&o identificou nenhuma evidéncia estatistica de viés de
publicacdo (p = 0,9948). Desta forma, utilizou-se o0 modelo de efeitos fixos para se
estimar o valor da OR combinada para todos os estudos, que foi de 0,84 (p<0,003),
com o alelo T sendo associado a resisténcia a hanseniase, conforme representado

na FIG. 8. A TAB. 11 traz o detalhamento dos dados para cada estudo.



Andlise da influéncia de fatores genéticos na suscetibilidade a hanseniase

76

so et al. (2010)-

Almenara

Silva et al. (2012)

Wang et al. (2012)

doso et al. (2010)-Ri

Pooled OR]

Baurul

Alelo T
_._
_.__
_._
T T
0.2 0.5 1.0

OR(95% CI)

FIGURA 8 — Diagrama representativo da meta-andlise dos

estudos que analisaram o marcador rs2430561 do gene IFNG.

TABELA 11
Resultado da meta-andlise dos dados dos estudos sobre o SNP IFNG rs2430561

Estudo OR Efeito-fixo IC 95% Peso
Cardoso, 2010 - Bauru 0,889 0,719 - 1,099 85,683
Cardoso, 2010 — Rio 0,749 0,624 — 0,900 113,939
Silva et al., 2012 0,636 0,406 — 0,996 19,016
Wang et al., 2012 0,969 0,773 -1,214 75,289
Almenara 0,96 0,646 — 1,427 24,490

Agrupado 0,841 0,754 - 0,939 -

Fonte: Dados da pesquisa
Nota: IC = Intervalo de Confianca
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5.3.2 IL10 (rs1800871)

Foram encontrados oito estudos sobre o marcador rs1800871 (-819 C>T) do
gene IL10, todos do tipo caso-controle. Entretanto, trés deles ndo atenderam aos
critérios para inclusdo na meta-anédlise. O trabalho de Franceschi e colaboradores
(2009), com individuos brasileiros do Estado do Parana, trazia apenas informacgdes
dos haplétipos formados pelos marcadores -592, -819 e -1082 do gene IL10 e néo
dos genotipos separadamente. O estudo de Cardona-Castro e colaboradores (2012),
realizado na Colébmbia, também ndo detalhou os gendtipos dos individuos, nao
permitindo a andlise do EHW e a contagem dos alelos nos grupos de casos e
controles. J& na pesquisa realizada por Félix e colaboradores (2012), no México, o
grupo de casos era composto apenas por pacientes portadores de hanseniase na
forma clinica LL, inviabilizando a comparacdo com outros estudos que analisaram a
ocorréncia da doenca em todas as suas formas clinicas. Aggarwal e colaboradores
(2011) trabalharam com duas amostras populacionais distintas, provenientes da
india. Uma delas, de Orissa, era composta por 73 casos e 346 controles. J& a outra,
de Nova Déli, era formada por 734 casos e 1294 controles. Cada uma delas foi
incluida separadamente na meta-andlise. No total, a amostra formada pela
combinacdo dos estudos escolhidos para a meta-anéalise € de 5097 individuos, dos
quais 2015 sao casos.

Nenhuma heterogeneidade foi observada entre os estudos (3°> = 7,19; p =
0,41) e o teste de Egger nao identificou nenhuma evidéncia estatistica de viés de
publicacdo (p = 0,9915). Desta forma, utilizou-se o modelo de efeitos fixos para se
estimar o valor da OR combinada para todos os estudos, que foi de 1,28 (p<0,001),
com o alelo T sendo associado a suscetibilidade a hanseniase, conforme

representado na FIG. 9. A TAB. 12 traz o detalhamento dos dados para cada estudo.
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FIGURA 9 — Diagrama representativo da meta-analise dos estudos

gue analisaram o marcador rs1800871 gene IL10.

TABELA 12

Resultado da meta-andlise dos dados dos estudos sobre o SNP IL10 rs1800871

Estudo OR Efeito-fixo IC 95% Peso
Santos et al., 2002b 1,329 0,865 - 2,040 20,866
Fitness et al., 2004 1,048 0,815 - 1,348 60,741
Moraes et al., 2004 1,285 1,012 -1,631 67,601
Malhotra et al., 2005 1,607 1,261 - 2,048 65,350
Pereira et al., 2008 1,282 1,036 - 1,586 84,937
Aggarwal et al., 2012 — Nova Deli 1,265 1,111 -1,439 229,676
Aggarwal et al., 2012 — Orissa 1,399 0,973 - 2,013 29,074
Almenara 1,021 0,683 — 1,527 23,747
Agrupado 1,277 1,177 - 1,384 -

Fonte: Dados da pesquisa
Nota: IC = Intervalo de Confianca



Discussio
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracteristicas da populacdo estudada

A deciséo pela exclusdo dos casos do municipio de Santa Maria do Salto da
amostra final trouxe a tona um questionamento sobre a questdo da confiabilidade do
diagnoéstico da hanseniase na microrregido. Por tratarem-se, na grande maioria, de
pacientes ja diagnosticados e submetidos ao tratamento anos antes da realizacao
dessa pesquisa, ndo foi possivel submeté-los a avaliagdo de especialistas para a
confirmagdo do diagndstico. Por esta razdo, ndo podem ser descartadas as
hipéteses de super ou subnotificacdo de casos nos municipios estudados, embora
esta Ultima seja mais provavel devido a capacidade operacional dos servicos de
saude locais, conforme ja apontado em estudos anteriores (LANA et al., 2004; LANA
et al., 2006; AMARAL; LANA, 2008).

A média de idade encontrada na amostra de casos recrutados para este
estudo foi menor que a observada em outro trabalho semelhante realizado na
mesma microrregido (AMARAL; LANA, 2008). Este resultado pode ser explicado
pelo fato de que eram elegiveis para este trabalho apenas pacientes que
possuissem pelo menos um dos genitores vivos, 0 que acabava por excluir muitos
daqueles com idade mais avancada.

Embora diversas pesquisas que analisam a associacao de fatores genéticos
com doencas infecciosas avaliem separadamente as diferentes etnias, avaliando-as
segundo caracteristicas fisicas dos individuos como cor da pele, formato da face,
tipo de cabelo, entre outros, optou-se, neste trabalho, por classificar os participantes
segundo a cor/raca autodeclarada. Essa escolha baseou-se em estudos anteriores
de ancestralidade que mostraram que, no Brasil, a cor da pele, avaliada
individualmente, néo constitui um bom preditor de ancestralidade. Considerando a
intensa miscigenacgao étnica existente em nosso pais, a forma ideal para se realizar
essa classificacdo seria por meio da analise de marcadores moleculares de
ancestralidade (PARRA et al., 2003; PIMENTA et al., 2006). Nesse aspecto, como ja
foi discutido anteriormente, o uso do TDT elimina o efeito de uma eventual
estratificacdo étnica presente na amostra estudada.

Ha estudos que sugerem que a vacinagcdo com BCG seja capaz de induzir a

resposta imune celular contra a hanseniase, protegendo contra suas formas mais
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graves (DUPPRE et al., 2008; DUPPRE et al., 2012). Embora, dentro das medidas
de controle da hanseniase, a aplicacdo dessa vacina seja indicada apenas para 0s
contatos dos casos-indice (BRASIL, 2008), ela ja faz parte dos programas de
imunizacdo desde a década de 70, sendo indicada a todas as pessoas, que
deveriam recebé-la j& nos primeiros dias de vida. Anteriormente, 0 esquema basico
ainda incluia uma dose de refor¢o a ser aplicada entre os 6 e 10 anos de idade. Por
essa razdo, chama a atencdo o fato de que metade dos casos ndo apresentava
nenhuma cicatriz vacinal. Embora, em parte, isso possa ser explicado pela idade dos
individuos, visto que os mais velhos nédo teriam recebido a vacina na infancia, por
tratar-se de uma regido hiperendémica, deveria haver um maior esfor¢co para
garantir altos indices de cobertura para esta vacina, como medida adicional de
prevencao e/ou controle da doenca.

A classificacdo operacional dos casos foi feita, em grande parte, com base
apenas na contagem do numero de lesdes, sem o auxilio do exame baciloscoépico,
método que facilita a implementacdo do tratamento, mas estd sujeito a erros
(BUHRER-SEKULA et al., 2007; PARDILLO et al., 2007; BARRETO et al., 2008;
GROSSI et al., 2008). A identificacdo da forma clinica também foi baseada apenas
no exame da quantidade e das caracteristicas morfologicas das lesdes de pele e
nervos, uma vez que nao foram encontrados registros nos prontuarios médicos dos
pacientes sobre a realizacdo de exames histopatoldgicos que auxiliassem nessa
classificacdo. Desta forma, ndo foi possivel definir a forma clinica segundo o modelo
proposto por Ridley-Jopling — que € o mais utilizado nas publicacbes cientificas —
visando comparar os resultados encontrados neste estudo com aqueles disponiveis
na literatura. Também eram escassas as informacdes disponiveis sobre a ocorréncia
e classificacdo dos episddios reacionais. Por esta razdo, optou-se por utilizar como
desfecho nas analises apenas a ocorréncia da hanseniase per se, ndo sendo
avaliada a associacdo dos marcadores genéticos com o desenvolvimento das
diferentes formas clinicas ou com a ocorréncia dos episddios reacionais
ocasionados pela doenca.

Na avaliacdo do grau de incapacidade fisica no momento do diagndstico,
observa-se que uma grande proporc¢ao dos casos (36,8%) foram descobertos ja com
algum tipo de sequela decorrente da hanseniase. Embora a PQT ja tenha se

mostrado eficiente no tratamento da doenca, ela n&do reverte as incapacidades
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fisicas ja instaladas e estas podem trazer limitagbes a vida dos seus portadores,

bem como evoluir para formas mais graves se n&o forem corretamente tratadas.

6.2 Associacdo dos SNP rs4833095 e rs5743618 do gene TLR1 com a

hanseniase

Neste estudo, de todos os marcadores analisados, apenas aqueles
pertencentes ao gene TLR1 — rs4833095 e rs5743618 — foram associados a
hanseniase. Ap6s a andlise utilizando a correcdo da variancia empirica, a
associacdo do segundo acabou assumindo um valor considerado borderline, mas
esta variacdo pode ser explicada pelo fato de que este segundo teste é mais
conservador que o primeiro e ainda ha uma diminuicdo no nimero de nucleos
familiares informativos, visto que alguns deles sdo desconsiderados por terem mais
de um irméo afetado dentro do mesmo nucleo familiar ou mais de um nucleo dentro
do mesmo pedigree. Ainda assim, os resultados devem ser considerados como
indicativo de associacao desses SNP com a ocorréncia da doenca.

O marcador rs5743618, ou T1805G, consiste em uma troca de bases que
resulta na substituicdo de uma isoleucina (alelo 602I) por uma serina (alelo 602S) na
posicdo 602 da proteina codificada por esse gene, por isso também é conhecido por
1602S. Ela fica localizada no dominio transmembrana e teria influéncia direta na
translocacdo do receptor, prejudicando sua expressdo na membrana celular
(JOHNSON et al., 2007). Estudo sobre a influéncia desse SNP na resposta imune a
lipopeptideos demonstrou que o alelo 602S estaria relacionado a uma menor
sinalizacdo, tanto basal quanto estimulada por lipopeptideos, do NF-«xB em células
sanguineas. Essa diferenca também foi observada quando o estimulo foi produzido
com extratos do M. tuberculosis. Foi demonstrado também que células com o
genotipo homozigoto 602SS produziam menos IL-6 que aquelas homozigotas 602II
(HAWN et al., 2007). Outro estudo comparou o efeito sobre a ativacdo do NF-xB de
diversos polimorfismos de TLR1 que resultavam em trocas de aminoacidos na
estrutura da proteina, combinando-os com o tipo selvagem do TLR2, e o 1602S
apresentou uma das maiores perdas dessa funcao (aproximadamente 60%), com
niveis semelhantes aqueles obtidos com o TLR2 apenas (BEN-ALI et al., 2011).
Esses dados indicam que o alelo 602S acaba gerando um fendtipo hipofuncional.

Este, porém, resultaria em protecdo contra a hanseniase per se (JOHNSON et al.,
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2007; WONG et al., 2010) e contra os episédios reacionais de RR (MISCH et al.,
2008), sugerindo que o M. leprae, assim como determinadas micobactérias, atuaria
subvertendo o sistema TLR como parte de seu mecanismo de evasao da resposta
imune do hospedeiro (JOHNSON et al., 2007; CIRL et al., 2008; WONG et al., 2010).
Este mecanismo incluiria ainda a inibicdo da maturacéo de DC e dos fagossomos e
da expressdo de moléculas do MHC Il (KRUTZIK; MODLIN, 2004). Johnson e
colaboradores (2007) prop6éem que falhas no funcionamento dos TLR seriam
prejudiciais ao hospedeiro no caso de doencas agudas, mas benéficas no caso de
doencas crbnicas, como a hanseniase.

No entanto, em estudo realizado com uma amostra da populacdo de
Bangladesh, ndo foi encontrada associacdo para esse SNP, mas sim para o
marcador rs4833095 (SCHURING et al., 2009). Também chamado de G743A, ele
envolve a troca de uma guanina por uma adenina na estrutura do DNA, resultando
na substituicho de uma aspargina por uma serina na posicao 248 da respectiva
proteina, dai também ser conhecido como N248S. Embora essa troca ocorra no
dominio extracelular, no sitio de ligacao do receptor — responsavel pela deteccéao de
varios lipopeptideos bacterianos - ela também teria influéncia na sua expressao na
membrana celular (UCIECHOWSKI et al., 2011). Estudo realizado com individuos de
Bangladesh mostrou que o alelo 248N diminui a resposta do receptor a agonistas
bacterianos, prejudicando seu funcionamento. Os individuos homozigotos 248SS
foram associados com a suscetibilidade a hanseniase per se, enquanto 0s
heterozigotos 248SN foram associados a protecao contra a doenca. No entanto, ao
contrario do que seria esperado, ndo foram encontradas diferencas para os
homozigotos 248NN. Ao avaliar a ocorréncia dos episédios reacionais, constatou-se
gue alelo 248N era mais frequente em pacientes que desenvolveram ENL do que
naqueles que nao apresentaram episédios reacionais, sugerindo que a diminuicao
na funcdo do receptor desencadeada por esse alelo esta fortemente associada a
ocorréncia desse tipo de reacdo, embora o grupo analisado tenha sido composto por
apenas 11 individuos. Em relacdo a RR, ndo foi encontrada associagao significativa
para nenhum dos alelos, embora o 248S tenha sido mais frequente em pacientes
gue apresentaram essa reacao (SCHURING et al., 2009).

O alelo 248S ja havia sido associado com a suscetibilidade a tuberculose em
uma amostra da populacdo norte-americana (MA et al., 2007) - em um estudo
também do tipo TDT — e outra da populacdo alemd (UCIECHOWSKI et al., 2011),
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reforcando a hipotese de que este marcador estaria envolvido no controle da
resposta imunologica contra outras infecgdes micobacterianas.

As diferencas observadas entre os resultados dos estudos de associacdo dos
SNP N248S e 1602S a hanseniase e a outras doencas infecciosas podem ser
explicadas pelo tamanho das amostras utilizadas em cada um deles e,
principalmente, pela grande variacdo nas frequéncias alélicas, genotipicas e
haplotipicas desses loci observada entre populacbes de diferentes regibes do
mundo e entre diferentes etnias residentes em uma mesma regido (JOHNSON et al.,
2007; MA et al.,, 2007; BEN-ALI et al.,, 2011; UCIECHOWSKI et al.,, 2011,
PLANTINGA et al.,, 2012), maior que aquela encontrada no restante do genoma
humano (WONG et al., 2010).

Os resultados encontrados na microrregido de Almenara sao reforcados pelas
meta-analises que também mostraram a existéncia de associacdes significativas,
mesmo apos combinarem dados de populagfes distintas. A analise dos haplétipos
formados pelos alelos dos SNP rs4833095 e rs5743618, nesta ordem, mostraram
que G/T e A/G também estavam associados a suscetibilidade e a resisténcia a
hanseniase, respectivamente, mesmo apds a corre¢ao pela variancia empirica.

O desequilibrio de ligacdo moderado existente entre esses dois marcadores
(r* = 0,6) dificulta a individualizacdo do papel de cada um deles e pode levar a uma

falsa associacao entre um deles e a doenca.

6.3 Replicacdo dos SNP IFNG rs2430561 e IL10 rs1800871

A pesquisa com a populacdo da microrregido de Almenara ndo obteve éxito
ao tentar reproduzir os achados de outros estudos que associaram 0s SNP
rs2430561 e rs1800871 a ocorréncia da hanseniase. Uma explicacdo para este
resultado pode estar no tamanho da amostra utilizada. Considerando a questao dos
pequenos efeitos dos genes nas doencas complexas, estudos de associacao
genética, sejam eles do tipo caso-controle ou TDT, requerem amostras expressivas.
Para se estimar o tamanho da amostra, deve-se levar em conta o efeito do gene, a
frequéncia do alelo e o nivel de poder para detectar significancia. Diante disso, 0
namero ideal de nucleos pode variar de 83 a 11868, dependendo da frequéncia dos
polimorfismos analisados (RISCH; MERIKANGAS, 1996). Neste estudo, no caso dos

genes IFNG e IL10, o numero de nucleos informativos foi de 85 e 84,
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respectivamente, reduzindo o poder do teste para detectar o efeito desses
marcadores.

O marcador rs2430561 do gene IFNG, também conhecido como +874 T/A, ja
foi alvo de diversos estudos de associacdo com a hanseniase — todos do tipo caso
controle — identificados durante a etapa de revisdo sistemética deste trabalho. As
duas primeiras pesquisas realizadas especificamente com esse SNP envolveram
individuos do Malaui (FITNESS et al.,, 2004) e do Brasil (Estado do Parand)
(FRANCESCHI et al, 2009) e ndo encontraram associacdo entre ele e a
suscetibilidade a doenca. Entretanto, cabe ressaltar que, em ambos os casos, 0
grupo de controles se encontrava fora do EHW — embora no segundo o valor
calculado do qui-quadrado tenha sido borderline (y*> = 3,92). O primeiro estudo a
encontrar uma associacdo significativa entre o +874 T/A e a hanseniase foi
desenvolvido com amostras brasileiras independentes dos municipios de Bauru e do
Rio de Janeiro (CARDOSO et al., 2010). No entanto, nesse trabalho, observou-se
que o alelo +874T estava associado com a protecédo contra a doenca apenas nos
individuos afrodescendentes das duas populacfes. Os autores conduziram ainda um
estudo funcional com células mononucleares do sangue periférico que mostrou que,
na auséncia de estimulos, as portadoras do alelo +874T produziam niveis mais altos
de IFN-y quando comparadas aquelas portadoras apenas do alelo +874A. Por fim,
dois novos estudos publicados recentemente, um com a populacdo chinesa (WANG
et al., 2012) e outro com uma nova amostra da populacdo brasileira (Estado do
Amazonas) (SILVA et al., 2012), também ndo encontraram nenhuma associagéo
entre o marcador em questdo e a hanseniase.

Esse polimorfismo também j& foi diversas vezes associado a tuberculose
(LOPEZ-MADERUELO et al., 2003; TSO et al., 2005; SALLAKCI et al., 2007;
VALLINOTO et al., 2010; MOSAAD et al., 2011; SELMA et al., 2011), inclusive em
um estudo de meta-andlise (PACHECO; CARDOSO; MORAES, 2008). Este fato
reforca a ideia de que ele esta relacionado a imunidade contra micobactérias.

O SNP +874 T/A coincide com o sitio de ligacdo para o fator de transcricao
NF-kB e deve exercer um papel importante na transcricdo do gene IFNG. Alguns
estudos indicam que o alelo +874T induz uma maior producdo dessa citocina
(PRAVICA et al., 2000; LOPEZ-MADERUELO et al., 2003; CARDOSO et al., 2010;
SELMA et al., 2011).
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Embora esses mecanismos ainda néo estejam claramente definidos, a
hipotese para explicar a associacdo € de que os individuos que carregam o alelo T
apresentariam maiores niveis de producdo de IFN-y e seriam capazes de montar
uma resposta imune eficiente contra o M. leprae (PRAVICA et al., 2000; CARDOSO
et al., 2010).

A meta-analise indicou a existéncia de uma associacdo significativa entre
esse SNP e a hanseniase, entretanto, cabe ressaltar que este resultado foi
influenciado, principalmente, pelo estudo realizado com as populagdes brasileiras do
Rio de Janeiro e Bauru, que apresentou o maior peso relativo no valor final da OR
combinada (TAB. 11). Considerando o fator étnico envolvido na associacao
encontrada para essas populacdes, esse resultado deve ser visto com ressalvas e
novos estudos, em outras populacdes, devem ser realizados antes de se atestar a
relacdo deste marcador com a doenca.

Diversos trabalhos publicados, todos referentes a estudos do tipo caso-
controle, ja analisaram a relacdo do SNP IL10 -819 C/T (rs1800871) com a
hanseniase. O primeiro deles foi realizado com individuos brasileiros do municipio
do Rio de Janeiro (RJ) (SANTOS et al., 2002b) e mostrou que o alelo -819T estava
associado com a suscetibilidade a doenca. Em 2004, porém, dois novos estudos, um
deles realizado com uma amostra diferente de brasileiros (MORAES et al., 2004) e
outro com a populacdo do Malaui (FITNESS, 2004), ndo encontraram associagcao
para esse marcador. Um terceiro estudo com a populacdo brasileira (PEREIRA et
al., 2008), agora com individuos do municipio de Bauru (SP), conseguiu replicar o
resultado anteriormente encontrado no Rio de Janeiro, associando o alelo -819T a
suscetibilidade. Nesta pesquisa ainda foi feita uma analise da producéo de IL-10 por
células mononucleares do sangue periférico estimuladas com antigenos do M.
leprae, na qual as portadoras do referido alelo produziram niveis mais baixos
daquela citocina quando comparadas as nao portadoras. Dois estudos com
amostras independentes da populacdo indiana (MALHOTRA et al., 2005;
AGGARWAL et al., 2011) também associaram o alelo -819T a um risco maior de
adoecer. Recentemente, um trabalho conduzido por CARDONA-CASTRO e
colaboradores (2012), na Colémbia, encontrou um efeito protetor para os genaotipos
homozigotos TT e AA. Por fim, um estudo realizado no México (FELIX et al., 2012),
nao encontrou nenhuma associagao significativa para esse polimorfismo, mas deve-

se chamar a atencgao para o fato de que o grupo de casos foi composto apenas por



87

Andlise da influéncia de fatores genéticos na suscetibilidade a hanseniase

pacientes da forma clinica LL. Uma explicacdo para essa grande variedade nos
resultados poderia estar na ancestralidade étnica das popula¢des, que resultaria em
diferentes distribuicdes geograficas dos haplétipos de IL10 (CARDONA-CASTRO et
al., 2012).

Em relac@o a este estudo, outra hipétese para explicar a falta de associacao
seria a baixa média de idade observada na amostra analisada, visto que a influéncia
de IL-10 seria maior em idades mais avancadas.

Os resultados de estudos funcionais sobre a influéncia de cada um dos alelos
desse SNP na regulacédo da producéo da IL-10 ainda sdo controversos, visto que
alguns associam o alelo -819T a niveis mais altos dessa citocina, enquanto outros
atribuem esse efeito ao alelo -819C (MISCH et al., 2010). Apesar disso, a existéncia
de vérios trabalhos relatando a associacdo desse polimorfismo com a hanseniase,
corroborada pelo resultado da meta-analise realizada nesta pesquisa, evidencia seu
papel como marcador do efeito do gene IL10 na suscetibilidade a doenca,
provavelmente regulando padrdes da resposta imune e, conseguentemente,

influenciando no desfecho da infeccéo.

6.4 Necessidade de novos estudos para os genes NOD2 e LTA4H

Nenhum dos SNP dos genes NOD2 (rs8057341, rs2066843 e rs751271) e
LTA4H (rs1978331 e rs17525495) analisados neste estudo, nem os hapl6tipos
formados por eles, foram associados a hanseniase.

O primeiro trabalho a apontar a associacdo entre polimorfismos do gene
NOD2 e a hanseniase foi um estudo de associacdo do genoma em larga escala,
seguido por trés estudos de replicacéo, realizado na China. Neste trabalho, dois
SNP do NOD2 foram associados a suscetibilidade a doenca (rs9302752 e
rs7194886). Estes marcadores ficam localizados em uma regido intergénica e
provavelmente estariam envolvidos na regulagdo da expresséo do receptor NOD2. O
SNP rs8057341 também foi analisado, mas apresentou um resultado borderline (p =
0,0522). Esse estudo também encontrou associacdo em polimorfismos presentes
em outros quatro genes implicados em vias regulatérias da imunidade inata
mediadas por NOD2 (HLA-DRB1, LRRK2, RIPK2 e TNFSF15), reforcando a
importancia desse receptor na resposta imunolégica a infeccdo pelo M. leprae, além

de dois outros cujas fungbes ainda eram desconhecidas — CCDC122 e C13orf31
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(ZHANG et al., 2009). No entanto, um estudo do tipo caso-controle, realizado com
duas amostras populacionais da india e uma de Mali, envolvendo um total de 1368
individuos, no qual se tentou replicar esses resultados, encontrou associacao
apenas para os marcadores de CCDC122 e C13orf31 (WONG et al.,, 2010).
Berrington e colaboradores (2010) conduziram um estudo do tipo caso-controle, com
1034 individuos do Nepal (933 casos), que analisou a associacdo entre SNP de
NOD?2 e a ocorréncia da hanseniase per se, sua evolucdo para as diferentes formas
clinicas e a ocorréncia de episddios reacionais. Na analise considerando os alelos
separadamente, quatro marcadores apresentaram resultados estatisticamente
significativos. Ao se analisar os genotipos, foram oito marcadores associados, entre
eles o0 rs751271, também analisado na microrregido de Almenara. Este SNP
também mostrou uma associacdo estatisticamente significativa com a protecao a
ocorréncia de reacgao reversa. Apesar desses resultados positivos, nenhum desses
marcadores esta entre aqueles descritos pelos estudos anteriores. Recentemente, a
associacdo do SNP rs9302752 foi replicada na populacdo do Vietna (GRANT et al.,
2012), representando a primeira replicacdo para um marcador desse gene em
relagdo a hanseniase.

Por estar presente no compartimento intracelular, o receptor NOD2
provavelmente atua reconhecendo lipidios da parede celular do M. leprae e ativando
o NF-kB, levando a indugdo um perfil inflamatério na resposta imune especifica.
Alteracbes em sua estrutura, resultante de polimorfismos no gene NOD2,
provavelmente interferem na regulacdo dessa via, podendo favorecer a
sobrevivéncia do bacilo (BERRINGTON et al., 2010; CARDOSO et al., 2011).

Polimorfismos no gene NOD2 ja foram associados a tuberculose (AUSTIN;
MA; GRAVISS, 2011) e a Doenca de Crohn (SCHURR; GROS, 2009; GLAS et al.,
2010), entre outras. Considerando sua importancia na resposta imune inata e o
papel desempenhado na indugcéo da resposta imune adaptativa, torna-se evidente
sua implicacdo no desfecho da infeccao pelo M. leprae e, consequentemente, do
papel que SNP presentes em sua estrutura podem desempenhar na regulacdo de
suas fungbes. Entretanto, ainda ndo ha um consenso em relagdo a quais de seus
marcadores estariam associados a suscetibilidade ou resisténcia a hanseniase.
Diferencas na ancestralidade das populacfes estudadas sdo apontadas como a
principal razdo para as discrepancias observadas entre os estudos. O desequilibrio

de ligacdo entre os SNP pode ser outro fator que estaria contribuindo para essas
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diferencas. Isso reforga a necessidade da realizacdo de novas pesquisas, a fim de
melhor entender essas diferencgas.

O gene lta4dh foi inicialmente associado a hipersuscetibilidade & infec¢éo por
micobactérias — mais especificamente, o Mycobacterium marinum — em larvas de
peixes-zebra (zebrafish). Em seguida, analises funcionais trouxeram evidéncias de
que essa suscetibilidade era provocada por deficiéncias na via imunorregulatéria dos
eicosanoides, que levaria a producdo excessiva de lipoxinas anti-inflamatoérias que
limitariam a producdo de TNF, permitindo a proliferacdo bacilar. A partir dai, os
pesquisadores decidiram analisar a influéncia de polimorfismos do gene LTA4H na
suscetibilidade a tuberculose e a hanseniase em seres humanos. Para isso, foram
realizados dois estudos: um do tipo caso-controle, com portadores de tuberculose na
forma pulmonar ou meningea e individuos saudaveis do Vietnda, e uma coorte com
pessoas expostas a hanseniase do Malaui. No primeiro, foram testados seis
marcadores e, ap0s 0s ajustes nas comparacdes, apenas 0os SNP rs1978331 e
rs2660898 permaneceram estatisticamente significativos, tendo sido associados a
uma menor incidéncia da tuberculose e também a uma menor mortalidade causada
pela doenca em individuos heterozigotos. Posteriormente, esses dois marcadores
foram avaliados entre os portadores de hanseniase e o0s resultados também
mostraram uma associacdo entre 0s genoétipos heterozigotos e uma menor
incidéncia das formas clinicas multibacilares sem episddios reacionais de ENL
(TOBIN et al., 2010). Esses resultados sugerem a modulacéo da funcdo do gene
LTA4H resulta em um balanco entre eicosandides pré e anti-inflamatérios que
conferiria protecdo contra essas duas infeccbes (CARDOSO et al., 2011).

Jéa foi demonstrado que o M. leprae tem a capacidade de induzir a producéo e
o0 acumulo de gotas lipidicas no interior dos macrofagos ou células de Schwann,
como parte de seu mecanismo de evasdo das defesas do hospedeiro. Sabe-se
também que essas gotas sdo um sitio intracelular para a sintese de prostaglandina
E2 (PGE;), um mediador lipidico que suprime a resposta Thl em portadores de
hanseniase, sendo mais frequente em pacientes da forma LL (CRUZ et al., 2008;
MATTOS et al., 2010; MATTOS et al., 2011).

Nosso estudo ndo encontrou associacdo para esses dois marcadores de
LTA4H na populacdo da microrregido de Almenara. Considerando ter sido esta a
primeira tentativa de replicar esses resultados, faz-se necesséria realizagdo de

novas pesquisas, em diferentes regides, para se definir se os efeitos observados no
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trabalho anterior podem ser replicados ou seriam especificos para as populacdes
estudadas.



“Tenho a impresséao de ter sido uma crianca
brincando a beira-mar divertindo-me em
descobrir uma pedrinha mais ou menos lisa
ou uma concha mais bonita que as outras,
enquanto o imenso oceano da verdade

continua misterioso diante dos meus olhos”.

Isaac Newton

Consideragdes finats
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de todos os esforcos empreendidos para eliminar a hanseniase, ela
ainda persiste como um importante problema de saude publica no Brasil e em outros
paises do mundo, com centenas de milhares de novos casos sendo registrados a
cada ano. Ainda que a poliquimioterapia tenha se mostrado eficaz, reduzindo o
tempo de tratamento e trazendo ao paciente a possibilidade real de cura, ela nao foi
capaz de conter a transmissdo da doenca, como era esperado. Dessa forma,
embora as medidas de controle adotadas até o momento tenham possibilitado um
grande avanco em relacdo a reducdo da endemia, elas ja se mostram insuficientes
para resolver de forma definitiva o problema, necessitando de novas abordagens e
estratégias complementares. A elaboracdo dessas novas estratégias passa por um
maior conhecimento da doenca e de todos os aspectos relacionados a sua
transmissdo e desenvolvimento. Nesse sentido, considerando o papel
desempenhado pelo sistema imunoldgico do hospedeiro na resposta a infeccéo e a
influéncia exercida sobre ele pela composicdo genética do individuo, torna-se
fundamental buscar um maior entendimento sobre 0s mecanismos genéticos
envolvidos na modulacao dessa resposta.

Embora ndo seja recente a ideia da influéncia de fatores genéticos no
desenvolvimento de doencas infecciosas, ainda séo relativamente poucos os pontos
de consenso nesta area, quando comparados agueles que permanecem sem
esclarecimento. No caso da hanseniase ndo é diferente, uma vez que, apesar de
varias descobertas ja alcancadas, elas ainda ndo puderam ser convertidas em
medidas concretas de prevencéo, tratamento e controle da doenca. E possivel que,
em alguns anos, a partir do conhecimento dos genes envolvidos no processo de
adoecimento, vacinas possam ser criadas, novos medicamentos possam ser
desenvolvidos e novos protocolos de tratamento e prevencao possam ser adotados.

Para isso, € necessario que se continue avancando no estudo desses genes,
a fim de confirmar ou refutar o papel daqueles ja conhecidos e identificar aqueles
ainda ndo descobertos. Este foi 0 objetivo deste estudo, de replicar os resultados de
outros trabalhos, em uma regido hiperendémica para a hanseniase ainda nao
estudada, adotando um tipo de estudo ainda relativamente pouco utilizado.

A escolha pelo Teste de Desequilibrio de Transmissdo se mostrou um

desafio, principalmente pela dificuldade em se recrutar os individuos participantes,
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pelas limitagbes impostas pelo tamanho da amostra. Por outro lado, ela possibilitou
a realizacdo de andlises menos sujeitas a vieses e a apresentacdo de resultados
obtidos por meio de uma metodologia diferente, enriguecendo a comparacdo e a
discusséo com outros resultados ja existentes.

Sem duvida, o resultado mais consistente dessa pesquisa foi a associacao
significativa dos SNP rs4833095 e rs5743618 do gene TLR1 a ocorréncia da
hanseniase, confirmada pelas meta-analises. Esses dados puderam ser combinados
aos de outras populacdes — e outros tipos de estudo — e geraram um trabalho
robusto, que traz uma grande contribuicdo para o entendimento do papel desse
gene no desenvolvimento da doenca.

Os resultados das andlises dos SNP dos genes IFNG e IL10, embora néo
tenham mostrado significancia estatistica, se apresentaram na mesma direcdo dos
resultados de outros trabalhos ja publicados e foram confirmados por meio das
meta-analises.

J& as andlises dos SNP dos genes NOD2 e LTA4H ndo conseguiram replicar
nenhum dos resultados obtidos em estudos anteriores. No caso desses genes,
novas tentativas de replicacao, em populagdes diferentes, serdo necessarias até que
se obtenha evidéncias consistentes de um marcador de consenso.

A estratégia adotada de realizacdo das meta-andlises permitiu confirmar os
dados observados nos genes IFNG, IL10 e, principalmente, TLR1, dando mais
robustez aos resultados encontrados e confirmando que, apesar das limitacfes, o
Teste de Desequilibrio de Transmisséao foi capaz de gerar dados consistentes.

A partir deste estudo, surgem novas perspectivas, uma vez que, com a
amostra populacional formada, novos SNP poderdo ser analisados utilizando-se
esse tipo de estudo. Além disso, o material ja coletado de outra amostra
populacional independente da mesma regido permitira também a replicacdo desses

e de outros resultados por meio de um estudo do tipo caso-controle.
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APENDICE A - Formulério para coleta de dados clinicos e epidemiolégicos do

caso-indice

IDENTIFICACAO

Data da entrevista: / / Municipio:

Unidade de salide/PSF:

Nome completo:

Endereco atual (rua, nimero e bairro):

CEP: Fone: () Celular: ()
Idade: Sexo: M [JF Data de nascimento: / /
Estado civil: [ solteiro [ casado [1separado [] divorciado [1 viavo
[ amasiado  [1 Outros. Especificar:
Cor da pele: [0 Branco [JPardo [1Negro [JIndio [J Oriental
Naturalidade: Estado:

Hé& quanto tempo reside neste enderego?

Endereco anterior (rua, nimero e bairro): [J Nio se aplica

Municipio: Estado:

Quanto tempo morou no enderego anterior?

Nome do pai:

Nome da mae:

Endereco dos pais (rua, nimero e bairro):

Municipio/UF: Fone: () Celular: ()

DADOS DO DOMICILIO

NuUmero de pessoas que residem neste endereco:

NUmero de comodos do domicilio: NUmero de dormitérios:
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DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Mais algum morador da residéncia

[1 Ndo (1] Sim. Quantos?
tem/teve hanseniase?
Além da hanseniase, o(a) Sr.(a) tem ou teve outra(s) doenca(s)? [] Ndo
7 Sim. Especificar:
Faz uso de algum medicamento regularmente? ] Nédo
7 Sim. Especificar:
Tem algum tipo de alergia? ] Nédo
[0 Sim. Especificar:
Cicatriz vacinal de BCG: 0o 12 Data do diagnostico: / /

INFORMACOES CLINICAS

Presenca de lesdes na pele: [1Nao  [1 Sim. Quantas?

Morfologia das lesdes

Manchas hipocrémicas 1 Nao 1 Sim. Quantas? [ Ignorado
Areas referidas hipo/anestésicas: ] Ndo ] Sim. Quantas? (] Ignorado
Placas (lesdes planas com > lcm): [ Néo 7 Sim. Quantas? (1 Ignorado
Péapulas (pequenas elevacdes < 1cm): ] Ndo ] Sim. Quantas? (] Ignorado
Nodulos (lesdes palpaveis > 1 cm): 1 Nao 1 Sim. Quantas? 1 Ignorado
Infiltracéo difusa: 1 Ndo 1 Sim. Quantas? 1 Ignorado
Espessamento neural: 1 Nao 1 Sim. Quantas? 1 Ignorado
Forma clinica (Madri): OI OT 0OD 0OV [Ignorada
Forma clinica (Ridley-Jopling): 01 OTT 0OBT 0O0BB [0BL [1LL [1Ignorada
Classificagdo operacional: [1 Paucibacilar  [1Multibacilar
Grau de incapacidade fisica — diagnostico: Grau de incapacidade fisica — alta:

00 01 02 [Olgnorado 00 01 02 Trllgnorado

Localizacdo da(s) incapacidade(s) (assinalar uma ou mais alternativas):
Olhos: 0D ME Méos: 1D [ E Pés: 1D TE

) ] [0 Néo realizada [llgnorada
Baciloscopia:
[ Realizada. Resultado:

1 Ndo 1 Ignorada

Presenca de reacéo: ) ) ] )
(1 Sim. Qual? [ Tipo 1 -RR 1 Tipo 2 — ENH [1 Néo especificada




APENDICE B - Formulério para coleta de dados dos contatos do caso-indice

Numero do domicilio:

Colar etiqueta com o
numero do domicilio

NuUmero do caso indice:

Colar etiqueta com o
ndmero do caso-indice
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Identificacdo

Nome

Ida

Sex

Dt_nasc

Esc

Cor

Parent

BCG

Susp

Diag

Sit
cont

Reside
cas_ind

Conv

Flow

Flow_q
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APENDICE C - 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 comecar fluir para o interior do tubo.

2. ASSEPSIA: A assepsia do local da puncdo deve ser feita com algodéao
embebido em etanol 70%. Devem ser realizadas duas etapas: na primeira,
realizam-se trés movimentos de limpeza no sentido oposto a insercdo da
agulha e, na segunda, trés movimentos no mesmo sentido da insercdo da
agulha. A segunda etapa da limpeza nao deve ser feita com a mesma regiao

do algodao utilizada na primeira etapa.

3. PUNCAO: A puncéo podera ser feita com a utilizacio 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 préprio contendo
EDTA.

4. IDENTIFICACAO DOS TUBOS: Apés a coleta, imediatamente sera afixada ao

tubo uma etiqueta contendo um cadigo que ira identificar o doador.

5. TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO: Os tubos deverao 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 D - Protocolo de extragido de DNA por “salting”

Material: sangue total
Volume utilizado: 2 mL

Distribuir 10 mL de tamp&o TE em tubos cénicos de 15 mL.

Adicionar 2 mL de sangue total a cada tubo.

Centrifugar a 2500 rpm (7 1000 g) por 20 minutos.

Verter o sobrenadante.

Repetir este processo 2 ou 3 vezes descartando o0 sobrenadante e

completando o volume para 10 mL com tampé&o TE.

Verter o sobrenadante.

Adicionar 600 pL de tampao de lise, 80 puL de SDS 10% e 9 uL de proteinase

K (solucdo a 25 mg/mL) e homogeneizar no vortex.

8. Incubar a 37°C durante a noite.

9. Adicionar 200 pL de solucdo de acetato de sédio saturada e homogeneizar no
vortex.

10.Centrifugar a 2500 rpm (] 1000 g) por 20 minutos.

11.Transferir o sobrenadante para outro tubo cénico de 15 mL.

12.Adicionar etanol absoluto (2 vezes o volume obtido) e misturar por inversao
até que o DNA precipite.

13.Recolher o DNA precipitado e transferir para um tubo de 500 pL.

14.Adicionar 200 pL de etanol 70 %.

15.Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos.

16.Descartar o sobrenadante.

17.Deixar o tubo invertido por 30 minutos para evaporar o restante do etanol.

18.Ressuspender o DNA em 100 pL de TE (5mM Tris ; 0,1 mM EDTA)

19.Deixar dissolver em banho-maria a 56°C.

akrwnNE

N o

Tampéo TE para lise de heméacias

Concentracao desejada Solucédo estoque Volume para 1 L de solucao
Tris-HCL 10 Mm 1M 10 mL
EDTA1 mM 05M 2mL
Agua Mili-Q - gs.pllL

Estocar a temperatura ambiente.
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Tampé&o de lise de nucleos

Concentracao desejada

Solucéo estoque

Volume para 100 mL de

solucéao
Tris-HCL 10 mM 1M (pH 8.0) 1mL
EDTA2 mM 0,5 M (pH 8.0) 0,4 mL
NaCl 400 mM 5M 8mL
Agua Mili-Q - g.s.p 100 mL

Estocar a temperatura ambiente.
Solucdo de acetato de s6dio saturada
Para 50 mL de solucdo.
1) Aquecer 50 mL de agua.
2) Pesar aproximadamente 28 g de acetato de sédio anidro.
3) Adicionar o acetato de s6dio aos poucos a agua previamente aquecida.
4) Manter sob agitacdo constante em placa quente até que o sal dissolva por
completo.

Estocar a temperatura ambiente.

OBS: Caso seja 0 acetato de sodio seja tri-hidratado deve ser utilizada a proporcao

de 40 g de sal para cada 40 mL de 4gua quente.

Tampdo TE para ressuspender as amostras

Concentracao desejada Solucéo estoque Volume para 50 mL de
solucéao
Tris-HCL 5 mM 1M (pH 8.0) 0,25 mL
EDTA 0,1 mM 0,5 M (pH 8.0) 0,01 mL
Agua Mili-Q - p.s.p. 50 mL

Estocar a temperatura ambiente.
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Apéndice E — Termos de Consentimento Livre e Esclarecido

UF/V\G  UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS  Enfermager

ESCOLA DE ENFERMAGEM e
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — TCLE
(Criancas de 7 a 12 anos)

Vocé estad sendo convidado a participar da pesquisa “Analise da influéncia de fatores genéticos na
suscetibilidade a hanseniase em municipios da microrregido de Almenara, MG” por morar em um municipio
com casos registrados de hanseniase.

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa, causada por uma bactéria. Seus principais sinais e
sintomas sdo lesdes na pele e nos nervos. Quando ela ndo é tratada, essas lesGes podem evoluir para
incapacidades e deformidades fisicas. Essa doenca € transmitida através do contato de uma pessoa doente e sem
tratamento com outra pessoa sadia, por meio das vias aéreas. Para que a transmissao ocorra, geralmente é preciso
gue haja um convivio freqiiente e prolongado dessa pessoa com o doente.

Caso concorde em participar do estudo, sera solicitado que vocé responda a um questionario aplicado
por pesquisadores treinados da Escola de Enfermagem da UFMG, com perguntas relacionadas a vocé e & doenga.

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

Por fim, serdo coletados 05 mililitros de sangue, por meio de puncdo venosa no brago, utilizando
material estéril e descartavel, que visa evitar ou diminuir a ocorréncia de infeccdo. Os riscos deste procedimento
sdo minimos e podem estar associados & pungao venosa (pequeno hematoma, dor ou desconforto rapido).

Através dos resultados deste estudo, espera-se obter formas mais eficazes de diagnostico, tratamento e
prevencao da doenca através da previsdo do risco de adoecer e/ou desenvolver suas formas clinicas mais graves.

Os materiais e dados coletados serdo de uso exclusivo da equipe de pesquisadores especificamente para
0s objetivos da pesquisa. Uma das preocupagdes esta na garantia de que o nome dos participantes ndo seja
revelado e, para tanto, todo o material coletado sera identificado por etiquetas contendo apenas siglas e nimeraos,
estabelecendo prote¢do ao segredo das informagdes.

A sua participacdo é voluntéria e a qualquer momento vocé poderé desistir de participar e retirar seu
consentimento. A recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a instituicdo.

Este estudo ndo trard nenhum custo para vocé e todos os procedimentos serdo realizados gratuitamente.
N&o havera remuneracao por sua participagdo nesta pesquisa.

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

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

Seu responsavel também assinara este termo, declarando que também entendeu os objetivos, riscos e
beneficios de sua participagdo na pesquisa e autorizando sua participagéo.

Nome do Participante:

Assinatura:

Nome do responsavel:

Assinatura do responsavel:

Prof. Dr. Francisco Carlos Félix Lana Evaldo Pinheiro Amaral

Coordenador da Pesquisa Pesquisador Responsével

Av. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia Av. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia
Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG
CEP: 30130-100 Tel: (31) 3409-9862 CEP: 30130-100 Tel: (31) 3409-9862

Endereco do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG)
Av. Presidente Antbnio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa Il - 2° andar - sala 2005
Belo Horizonte — MG - CEP: 31270-901 Tel: (31) 3409-4592
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U F/\/‘\(_; UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS Enﬁgrmaggn‘]
ESCOLA DE ENFERMAGEM UFMB

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
(Criancas de 13 a 17 anos de idade — Cdpia da crianca)

Vocé estad sendo convidado a participar da pesquisa “Analise da influéncia de fatores genéticos na
suscetibilidade & hanseniase em municipios da microrregido de Almenara, MG” por morar em um municipio
com casos registrados de hanseniase.

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa, causada por uma bactéria. Seus principais sinais e
sintomas sdo lesdes na pele e nos nervos. Quando ela ndo é tratada, essas lesGes podem evoluir para
incapacidades e deformidades fisicas. Essa doenca é transmitida através do contato de uma pessoa doente e sem
tratamento com outra pessoa sadia, por meio das vias aéreas. Para que a transmissao ocorra, geralmente é preciso
que haja um convivio freqiiente e prolongado dessa pessoa com o doente.

Caso concorde em participar do estudo, serd solicitado que vocé responda a um questionario aplicado
por pesquisadores treinados da Escola de Enfermagem da UFMG, com perguntas relacionadas a vocé e & doenga.

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

Por fim, serdo coletados 05 mililitros de sangue, por meio de puncdo venosa no brago, utilizando
material estéril e descartavel, que visa evitar ou diminuir a ocorréncia de infeccdo. Os riscos deste procedimento
sdo minimos e podem estar associados & pungao venosa (pequeno hematoma, dor ou desconforto rapido).

Através dos resultados deste estudo, espera-se obter formas mais eficazes de diagnostico, tratamento e
prevencao da doenca através da previsao do risco de adoecer e/ou desenvolver suas formas clinicas mais graves.

Os materiais e dados coletados serdo de uso exclusivo da equipe de pesquisadores especificamente para
0s objetivos da pesquisa. Uma das preocupacdes esta na garantia de que o nome dos participantes ndo seja
revelado e, para tanto, todo o material coletado sera identificado por etiquetas contendo apenas siglas e nimeraos,
estabelecendo prote¢do ao segredo das informagdes.

A sua participacdo € voluntéria e a qualquer momento vocé podera desistir de participar e retirar seu
consentimento. A recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a instituicdo.

Este estudo ndo trard nenhum custo para vocé e todos 0s procedimentos serdo realizados gratuitamente.
N&o havera remuneracao por sua participagdo nesta pesquisa.

Voceé receberd uma copia deste Termo onde consta o telefone e 0 endere¢o 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 participacao
na pesquisa, concordando em participar.

Nome do participante:

Assinatura do participante:

Nome do responsavel:

Prof. Dr. Francisco Carlos Félix Lana Evaldo Pinheiro Amaral

Coordenador da Pesquisa Pesquisador Responsavel

Av. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia Av. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia
Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG
CEP: 30130-100 Tel: (31) 3409-9862 CEP: 30130-100 Tel: (31) 3409-9862

Endereco do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG)
Av. Presidente Ant6nio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa Il - 2° andar - sala 2005
Belo Horizonte — MG - CEP: 31270-901 Tel: (31) 3409-4592
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U F/\/‘\(_; UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS Enﬁgrmaggn‘]
ESCOLA DE ENFERMAGEM UFME

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
(Criancas de 13 a 17 anos de idade — Copia responsavel)

esta
sendo convidado a participar da pesquisa “Analise da influéncia de fatores genéticos na suscetibilidade a
hanseniase em municipios da microrregido de Almenara, MG” por morar em um municipio com casos
registrados de hanseniase.

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa, causada por uma bactéria. Seus principais sinais e
sintomas sdo lesdes na pele e nos nervos. Quando ela ndo é tratada, essas lesGes podem evoluir para
incapacidades e deformidades fisicas. Essa doenca é transmitida através do contato de uma pessoa doente e sem
tratamento com outra pessoa sadia, por meio das vias aéreas. Para que a transmissao ocorra, geralmente é preciso
gue haja um convivio frequente e prolongado dessa pessoa com o doente.

Caso ele(a) concorde em participar do estudo e vocé autorize, serd solicitado que responda a um
questionario aplicado por pesquisadores treinados da Escola de Enfermagem da UFMG, com perguntas
relacionadas a ele(a) e a doenga.

Em seguida, ele(a) sera submetido um exame da pele e dos nervos para identificar possiveis sinais ou
sintomas sugestivos de hanseniase.

Por fim, serdo coletados 05 mililitros de sangue, por meio de puncdo venosa no braco, utilizando
material estéril e descartavel, que visa evitar ou diminuir a ocorréncia de infeccdo. Os riscos deste procedimento
sdo minimos e podem estar associados & pungao venosa (pequeno hematoma, dor ou desconforto rapido).

Através dos resultados deste estudo, espera-se obter formas mais eficazes de diagnostico, tratamento e
prevencao da doenca através da previsdo do risco de adoecer e/ou desenvolver suas formas clinicas mais graves.

Os materiais e dados coletados serdo de uso exclusivo da equipe de pesquisadores especificamente para
0s objetivos da pesquisa. Uma das preocupagdes esta na garantia de que o nome dos participantes ndo seja
revelado e, para tanto, todo o material coletado sera identificado por etiquetas contendo apenas siglas e nimeraos,
estabelecendo prote¢do ao segredo das informagdes.

A participagdo é voluntaria e a qualquer momento vocés poderdo desistir de participar e retirar o
consentimento. A recusa ndo trard nenhum prejuizo a relagdo de vocés com o pesquisador ou com a instituicao.

Este estudo nédo trard nenhum custo para vocés e todos os procedimentos serdo realizados gratuitamente.
Né&o havera remuneracdo pela participacdo nesta pesquisa.

Vocé receberd uma copia deste Termo onde consta o telefone e 0 endere¢o do pesquisador principal e
do Comité de Etica da UFMG, podendo tirar suas dividas sobre o projeto e sua participacio a qualquer
momento.

Vocé assinard este Termo declarando que entendeu os objetivos, riscos e beneficios da participagéo na
pesquisa e que autoriza, como responsavel, a participacdo de

Nome do responsavel:

Assinatura do responsavel:

Prof. Dr. Francisco Carlos Félix Lana Evaldc_J Pinheiro Ama,ral

Coordenador da Pesquisa Pesquisador Responsavel .
Av. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia Av. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia
Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG
CEP: 30130-100 Tel: (31) 3409-9862 CEP: 30130-100 Tel: (31) 3409-9862

Endereco do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG)
Av. Presidente Antbnio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa Il - 2° andar - sala 2005
Belo Horizonte — MG - CEP: 31270-901 Tel: (31) 3409-4592
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U F/\/‘\(_; UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS Enﬁgrmaggn‘]
ESCOLA DE ENFERMAGEM UFME

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
(Adulto)

Vocé estad sendo convidado a participar da pesquisa “Analise da influéncia de fatores genéticos na
suscetibilidade & hanseniase em municipios da microrregido de Almenara, MG” por morar em um municipio
com casos registrados de hanseniase.

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa, causada por uma bactéria. Seus principais sinais e
sintomas sdo lesdes na pele e nos nervos. Quando ela ndo é tratada, essas lesGes podem evoluir para
incapacidades e deformidades fisicas. Essa doenca é transmitida através do contato de uma pessoa doente e sem
tratamento com outra pessoa sadia, por meio das vias aéreas. Para que a transmissao ocorra, geralmente é preciso
que haja um convivio freqiiente e prolongado dessa pessoa com o doente.

Caso concorde em 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 & doenga.

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

Por fim, serdo coletados 05 mililitros de sangue, por meio de puncdo venosa no brago, utilizando
material estéril e descartavel, que visa evitar ou diminuir a ocorréncia de infecgdo. Os riscos deste procedimento
sdo minimos e podem estar associados & pungao venosa (pequeno hematoma, dor ou desconforto rapido).

Através dos resultados deste estudo, espera-se obter formas mais eficazes de diagnostico, tratamento e
prevencao da doenca através da previsdo do risco de adoecer e/ou desenvolver suas formas clinicas mais graves.

Os materiais e dados coletados serdo de uso exclusivo da equipe de pesquisadores especificamente para
0s objetivos da pesquisa. Uma das preocupacgdes esta na garantia de que o nome dos participantes ndo seja
revelado e, para tanto, todo o material coletado sera identificado por etiquetas contendo apenas siglas e nimeraos,
estabelecendo prote¢do ao segredo das informagdes.

A sua participacdo é voluntéria e a qualquer momento vocé poderé desistir de participar e retirar seu
consentimento. A recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a instituicdo.

Este estudo ndo trard nenhum custo para vocé e todos os procedimentos serdo realizados gratuitamente.
N&o havera remuneracao por sua participagdo nesta pesquisa.

Voceé receberd uma copia deste Termo onde consta o telefone e 0 endere¢o do pesquisador principal e
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 objetivos, riscos e beneficios de sua participacao
na pesquisa, concordando em participar.

Nome do Participante:

Assinatura:

Prof. Dr. Francisco Carlos Félix Lana Evaldo Pinheiro Amaral
Coordenador da Pesquisa Pesquisador Responsavel _ o
Av. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia Av. Alfredo Balena, 190 - Bairro Santa Efigénia

Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG Escola de Enfermagem - Belo Horizonte - MG
CEP: 30130-100 Tel: (31) 3409-9862 CEP: 30130-100 Tel: (31) 3409-9862

Endereco do Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG)
Av. Presidente Antbnio Carlos, 6627 - Unidade Administrativa Il - 2° andar - sala 2005
Belo Horizonte — MG - CEP: 31270-901 Tel: (31) 3409-4592
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ANEXO A — Aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG

-’N“‘“:Q

i ;\ lle\'l-IR.SIl).-\'I)E FEDERAL DE MINAS GERAIS
;' COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP
N

Parecer n° ETIC 0454.0.203.000-10

Interessado(a): Prof. Francisco Carlos Félix Lana
Depto. de Enfermagem Materno Infantil e Saude Public:
Escola de Enfermagem - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG -~ COEP aprovou, no
dia 1°. de dezembro de 2010, apdés atendidas as solicitacbes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Analise da influéncia de
fatores genéticos na suscetibilidade a hanseniase em municipios
da microrregiao de Almenara, Minas Gerais" bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

( CVAJ(@_OJ/

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG



