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Resumo

A hanseniase € uma doenca infecciosa que pode vir acompanhada das reagdes
hansénicas que sdo quadros frequentes e importantes no contexto da doenca,
pois podem ser responsaveis pelo retratamento e pelas incapacidades. O
entendimento dos padrdes reacionais € primordial para o seu manejo. Varios sao
os fatores, dentre eles o genético, que podem influenciar no desenvolvimento das
formas clinicas da hanseniase e das reacgdes. Este trabalho consta de dois
artigos. O primeiro cujo titulo é: “Caracteristicas epidemiolégicas e clinicas das
reagbes hansénicas em individuos paucibacilares e multibacilares atendidos em
dois centros de referéncia para hanseniase na cidade de Recife-PE”, teve a
finalidade de descrever as caracteristicas epidemiologicas e clinicas de 201
pacientes com histéria de quadro reacional. Variaveis epidemioldgicas e clinicas
como baciloscopia inicial, sexo, idade, fototipo, procedéncia, forma clinica,
retratamento e tipo de tratamento e de reacéo, indice baciloscépico final e periodo
de surgimento da reagcdo em relagédo ao tratamento, foram avaliados. Para célculo
dos fatores de risco para as formas multibacilares foram realizadas analises
univariada e multivariada. Sexo masculino, pele fototipo V, idade entre 30 - 44
anos e procedéncia do Recife caracterizaram a maioria da amostra. Em relagao
as caracteristicas clinicas, a forma clinica borderline, tratamento regular, reacao
tipo |, neurite, presenca de 10 a 20 nodulos e surgimento da reacdo hansénica
durante o tratamento foram os achados mais frequentes. Pela analise univariada,
0os pacientes submetidos ao retratamento tiveram chance uma vez maior de
serem multibacilares. Ainda em relagdo a comparagao do quadro reacional entre
individuos paucibacilares e multibacilares, pela analise multivariada, individuos do
sexo masculino tiveram chance uma vez maior de serem multibacilares. As
reagcdes hansénicas se desenvolveram predominantemente durante o tratamento.
O segundo artigo, sob o titulo: “Polimorfismos do gene NRAMP1 em individuos
com reagbes hansénicas atendidos em dois centros de referéncia no Recife,
Nordeste do Brasil” abordou o aspecto genético da amostra estudada no primeiro
artigo, avaliando trés polimorfismos do gene NRAMP1 por meio de um estudo
comparativo e observacional, que através do polimorfismo de fragmento de
restricdio (RFLP), investigou a frequéncia de trés polimorfismos génicos da
proteina NRAMP 1. 274C/T, D543N, 1729+55del4. O gendtipo mutante 274 TT foi
associado positivamente ao eritema nodoso (p=0,04) e negativamente a reagao
reversa (p=0,03). Esses resultados sugerem que o polimorfismo 274 C/T do gene
NRAMP1 pode auxiliar na determinacéo da susceptibilidade a reagao tipo Il em
individuos com hanseniase.

Palavras-chave: Hanseniase, reagdes hansénicas, polimorfismo genético,
fragmento de restrigéo.
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Abstract

Leprosy is a infectious disease and reactions are very frequent and responsible for
retreatment and incapacities. The pattern of theses reactions is primordial to their
management. Many factors including genetics can influence the development of
paucibacillary, multibacilary and reactions. This study includes two articles. The
first one, under the title “Clinical and epidemiological characteristics of the leprosy
reactions in paucibacillary and multibacillary off two different reference hospitals in
Recife — PE” described epidemiological and clinical characteristics of 201 patients
with history of leprosy reactions. Initial baciloscopy, sex, age, skin phototype,
origin, clinical form, retreatment, treatment and leprosy type, final baciloscopy and
the relationship between the treatment period and the onset of the reaction were
evaluated. Univariate and multivariate analysis were performed to calculate odds
ration to multibacyllary forms. Male, Fitzpatick’s skin type V, age between 30-44
and origin from Recife were the majority of the sample. In attend to clinical
characteristics, borderline type, regular treatment, reverse reaction, neuritis, 10 to
20 nodules and leprosy reaction developed during the treatment were the most
frequent. Retreatment demonstrated statistical association with multibacillary
forms on univariate analysis. Male had one more chance to have multibacilar form.
The reaction developed mainly during the treatment. Within the second article,
under the title “NRAMP1 gene polymorphisms in individuals with Leprosy
reactions of two different reference hospitals in Recife, northeast of Brazil”
broached genetics aspects of the sample studied in the first article analyzed, three
NRAMP 1 gene polymorphisms 274C/T, D543N and 1729+55del4 in a comparative
and observational study typed by Restriction Fragment Length Polymorfism-
Polimerase Chain (RFLP). The wild genotype 274 TT was associated with
positivity of erythema nodosum leprosum (p=0,04) and with the negativity of the
reversal reaction (p=0,03). The 274 C/T NRAMP1 polymorphism aids in the
determination to the susceptibility to type Il reaction in Leprosy patients.

Keywords: Leprosy, leprosy reactions, genetic polymorphism, Restriction
Fragment Length Polymorfism-Polimerase Chain.
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INTRODUGAO

Apresentacgao do trabalho

O numero global de casos de hanseniase tem mostrado uma tendéncia de
declinio desde o ano de 2001, exceto em regides da Africa e no Brasil, que se
mantém entre os paises de mais alta endemicidade, com coeficiente de
prevaléncia de 3,2/10.000".

Cerca de 40% dos novos casos de hanseniase no Brasil sdo provenientes
de estados das regides Norte e Nordeste?. A Regido Metropolitana do Recife
(RMR) é considerada pelo Ministério da Saude como uma area endémica (taxa de
detecgdo igual a 6,11/10.000 habitantes)®>. A taxa de cura do estado de
Pernambuco foi de 65,51% em 2005, mostrando que esforgos precisam ser feitos
para que os casos de hanseniase sejam encerrados no Sistema de Informagao de
Agravos de Notificagdo (SINAN) no momento em que receberem alta por cura®.

Quadros reacionais estdo presentes em cerca de 10 a 50 % dos casos de
hanseniase, principalmente nas formas multibacilares. Os principais tipos de
reacado sao: a reagao reversa (tipo |I) e o Eritema Nodoso Hansénico (tipo II).
Podem surgir em até cinco anos apds o aparecimento da doencga®.

O diagndstico diferencial entre reagdo hansénica e recidiva da doenca,
principalmente na rede assistencial basica, por dificuldades operacionais, como
por exemplo, auséncia de dados para comparacdo dos exames baciloscopicos
pré-tratamento e pos-tratamento, muitas vezes é dificultado. Brito* cita que esta

diferenciagao €, sobretudo, clinica e que os individuos que sofrem de episddios



reacionais apos alta, apresentam aproximadamente trés vezes mais chances de
serem retratados por recidiva em relagdo aos grupos controle estudados.

A teoria que admite que a incapacidade de destruicdo dos bacilos da hansen
pelos macréfagos pode ser influenciada por variagdes genéticas tende a ganhar
forgas nos ultimos anos. Observa-se um aumento do interesse no entendimento
do papel dos fatores genéticos controlando a susceptibilidade ou a resisténcia as
doencas infecciosas em geral, inclusive a hanseniase®.

Véarias abordagens tém sido realizadas para avaliar a associagdo da
hanseniase com polimorfismos genéticos. Um conjunto de genes tende a
modificar a susceptibilidade e o desfecho da hanseniase nas diferentes formas
clinicas. O gene Natural resistance associated macrophage protein 1 - proteina 1
associada a resisténcia natural do macréfago (NRAMP 1) € um gene que tem nos
seus polimorfismos, associacdes a susceptibilidade ou resisténcia a doencgas
auto-imunes, parasitarias e infecciosas, sobretudo micobacterioses, dentre elas a
hanseniase® "®

A susceptibilidade a hanseniase necessita ser mais bem entendida, pois
tem havido aumento do coeficiente de detecgdo de casos no Brasil. A presenca
de variagbes génicas reflete mais uma caracteristica importante no
comportamento da doenca, que pode fornecer subsidios para maior entendimento
da hanseniase. Estudar o comportamento dos alelos 274 C/T, D543N e
1729+55del4 do gene NRAMP 1 nos pacientes reacionais podera contribuir para

melhoria da abordagem diagndstica e terapéutica da doenga® "°.



O acompanhamento e a vigilancia sobre situagbes que possam elevar as
taxas de prevaléncia da hanseniase sdo importantes para o cumprimento das
metas de reducao dos escores da doenga''.

Este estudo objetivou a descrigao das caracteristicas clinicas de pacientes
com hanseniase reacional atendidos em dois centros de referéncia e investigou a
associagao entre trés polimorfismos do gene NRAMP1 e as reagdes hansénicas
em pacientes multibacilares e paucibacilares, com o objetivo de detectar o perfil
de maior susceptibilidade. O trabalho foi realizado através da genotipagem, pela
técnica da PCR para o polimorfismo do gene NRAMP1, partindo da suspeigéo
que variagdes alélicas nos individuos podem influenciar na susceptibilidade aos
quadros reacionais.

Para atender aos objetivos, a tese apresentou duas abordagens: uma
epidemioldgica e clinica que constou de um estudo transversal e gerou o artigo:
“Caracteristicas epidemiologicas e clinicas das reagdes hansénicas em individuos
paucibacilares e multibacilares atendidos em dois Centros de Referéncia para
hanseniase na cidade de Recife- PE.” O artigo foi enviado e sera submetido a
publicacdo na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical.

A segunda abordagem foi genética e gerou o segundo artigo sob titulo:
“Polimorfismos do gene NRAMP1 em individuos com reagbes hansénicas
atendidos em dois centros de referéncia no Recife, Nordeste do Brasil” registrou a
diferenga na distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas de trés
polimorfismos (274 C/T, D543N e 1729+55del4) em relagdo ao sexo e cor da
pele, além de investigar as diferengas na distribuicdo das frequéncias alélicas e

genotipicas dos polimorfismos entre os pacientes reacionais multibacilares e



reacionais paucibacilares. O artigo foi enviado e sera submetido a publicagado na

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical.

Revisao da literatura

A Hanseniase € uma doenca infecto-contagiosa milenar, causada por uma
bactéria alcool-acido resistente, o Mycobacterium leprae, o bacilo de Hansen 2. A
transmissao da doenca ocorre pelo contato de individuos saos com os infectados,
geralmente virgens de tratamento, através das vias aéreas superiores que sao a
principal via de eliminacdo da bactéria. O bacilo de Hansen é um parasita
intracelular obrigatério que acomete, principalmente, pele e nervos periféricos,
refletindo em apresentagao clinica diversificada, desde poucas lesdes infiltradas
discretas com alteracdo de sensibilidade (forma tubercul6ide) até lesbes
disseminadas com sequelas importantes e incapacitantes (forma virchowiana)'>'3.

Trata-se de uma doenca espectral e a organizagao mundial de saude (OMS)
tem orientado, para fins operacionais, a classificacdo clinica segundo Ridley e
Jopling™, que divide a doencga nas seguintes formas: tuberculdide tuberculdide
(TT), borderline tuberculdide (BT) ou dimorfa tuberculdide (DT) que sao
paucibacilares e borderline borderline (BB) ou dimorfa-dimorfa (DD), borderline
virchowiana (BV) ou borderline lepromatosa (BL) e virchowiana virchowiana (VV)
ou lepromatosa lepromatosa (LL) que sdo multibacilares®. A forma dimorfa tem
sido relatada como a mais frequente®.

Para fins de tratamento, a OMS, baseada na baciloscopia, classifica a
hanseniase em duas formas: multibacilar (MB) e paucibacilar (PB). O indice

baciloscopico (IB) é calculado pela média da contagem de bacilos alcool-acido



resistentes (BAAR) no tecido, colhidos em quatro locais: I6bulos de orelha,
cotovelo direito e em uma lesdo suspeita de hanseniase, corados pelo Ziehl-
Neelsen e quantificados de 1 a 6 + ou de acordo com a escala logaritmica de
Ridley (indice bacteriolégico): negativo (0) nenhum bacilo em 100 campos,
positivo (1+) 10 bacilos em 100 campos, positivo (2+) 1 a 10 bacilos em 10
campos, positivo (3+) 1 a 10 bacilos por campo, positivo (4+) 10 a 100 bacilos por
campo, positivo (5+) 100 a 1000 bacilos por campo, positivo (6+) mais de 1000
bacilos por campo™ 151,

A forma paucibacilar € aquela forma clinica na qual o numero de lesdes
cutaneas é pequeno, geralmente menor que cinco, e a baciloscopia negativa. Até
1988 classificava-se como forma paucibacilar aquela com BAAR <2'. A forma
multibacilar € caracterizada por um grande numero de lesdes, baciloscopia
positiva e tendéncia ao acometimento sistémico. Nao existe, no entanto, um
padrao ouro para classificacdo dos doentes, uma vez que o cultivo da bactéria sé
ocorre através da multiplicagdo no coxim da pata do camundongo™.

A interrupcdo da transmissdo da hanseniase € um desafio para os
programas de controle da doencga e evidenciam que, apesar da multidrogaterapia,
a transmissado ndo tem sido reduzida. Dos numeros globais, cerca de 4% tem
graves comprometimentos, 47% de casos novos sdo multibacilares e 12% séao
criangas, o que é preocupante, pois reflete a contaminagao familiar precoce®2%,

O diagnodstico da hanseniase segundo a OMS é baseado principalmente
nos achados clinicos, caracterizados pelas lesdes de pele com alteracbes de
sensibilidade e consistentes com a doenca, acompanhadas de perda sensitiva,

com ou sem espessamento de nervos e esfregagos de pele positivos para o M.



leprae®?. O diagnéstico baseia-se no quadro clinico, na baciloscopia e no exame
histopatolégico, que muitas vezes, ndo esta disponivel na rede assistencial

basica?*?*

Imunopatologia da Hanseniase_

O M. leprae € um microrganismo que causa infecgdo no ser humano, com
diferentes graus de gravidade. E um parasita intracelular dos macréfagos e
células de Schwann. A sua capacidade de sobreviver e proliferar no interior deste
tipo de células €& dependente da resisténcia aos varios mecanismos
antimicrobianos dos macrofagos e também da capacidade de obter todos os
nutrientes de que necessita quando habita esse nicho?°,

A maioria dos individuos nas areas endémicas é exposta ao bacilo (alta
infectividade), no entanto poucos desenvolvem a doencga (baixa patogenicidade).
A instalacdo da hanseniase, por se tratar de uma doenca infecciosa, depende de
fatores ambientais, soOcio-econdmicos, da resposta imune do individuo e da
predisposi¢cado genética, que pode ser determinante para a expressao e variagao
clinica®®?’,

Tanto a resposta imune inata que tem a caracteristica de ser um
mecanismo de defesa ndo especifico com agéo geral sobre os microrganismos,
independente de sua natureza, como a resposta imune adaptativa, que se baseia
no reconhecimento especifico de antigenos, mediado por receptores presentes
nas membranas dos linfocitos T e B e pode ser categorizada em celular ou do tipo

1, e humoral ou do tipo 2, estdo envolvidas na hanseniase. A capacidade de os



linfocitos auxiliares (CD4+), também conhecidos como linfocitos T helper (Th), em
induzir as respostas celular ou humoral esta relacionada com os tipos de citocinas
secretadas e proporcionara o desenvolvimento das respostas Th1 ou Th228:2%30,

Dois padrées distintos de resposta imunologica sao observados na
hanseniase. O primeiro € o Th1 que ¢é caracterizado pela ativacdo dos
macrofagos e indugédo de resposta imune celular. Este padrdo ocorre na forma
tuberculdide da hanseniase. O padrao Th2 é aquele em que ha ativacao de
células B, estimulo da imunidade humoral com alta produgdo de anticorpos. E o
padrdo observado na forma virchowiana da hanseniase®'.

Durante a infeccao pelo M. leprae, citocinas como TNF-qa, IFN-y, IL-12, IL-10
e TGF-B1 atuam sobre o macrofago, aumentando a sua capacidade de controlar o
crescimento intracelular do microrganismo?3".

O TNF-a promove a ativagdo do macrofago para a destruicdo intracelular
de M. leprae e potencializa os efeitos do IFN-y e da IL-12. Este padrao é tipico
das formas benignas, como a tuberculéide, em que ndo s&o observadas citocinas
supressoras e sim indutoras da reacao inflamatéria. O padrao que predomina na
forma virchowiana é aquele no qual a producéo das citocinas supressoras como
TGF-B1, IL-10 e IL-4 que desativam os préprios macréfagos, aumenta a
proliferagdo bacilar e contrapdem os efeitos do TNF-a, IFN-y e IL-12, citocinas
ativadoras, com predominio de resposta Th2. A presenca de IFN-y liberada pelos
macrofagos ou pelas células natural killer € que vai determinar qual citocina
prevalecera. Ha, ainda, menor producdao de elementos responsaveis pela
oxidagao intracelular, como intermediarios do nitrogénio (ROI), avaliada pela

expressao da enzima éxido nitrico sintetase (iNOS)*°*",



Na hanseniase virchowiana, a eficacia da defesa é efetuada por células
capazes de fagocitar a bactéria e destrui-la (células apresentadoras de
antigenos), apresentando as células T auxiliares apenas a sua fragdo antigénica,
em associacdo com complexo de histocompatibilidade principal da classe
[I(MHC). Nesta etapa, ha interagdo entre o macréfago e os linfécitos T, capazes
de reconhecer o antigeno através de receptores de superficie, desencadeando a
resposta imune celular. Esta resposta € mediada pelas interleucinas ou citocinas.
Macréfagos produzem as citocinas, IL-1, TNF- a, IL-6 e IL-12, que atuam sobre
linfocitos T, geralmente a populacédo de fenotipo CD4+ (helper ou auxiliares), que
passam a produzir suas proprias citocinas. A IL-12 estimula diretamente a célula
NK, induzindo a producdo de IFN-y, com funcdo de potencializar a ativagao

macrofagica®3334,

Reagdes hansénicas

A hanseniase € uma morbidade infecciosa que assume carater imunologico
e é surpreendida por quadros ou estados reacionais que sao intercorréncias no
curso da doencga. As reagdes refletem fendmeno de hipersensibilidade aguda
diante dos antigenos do Mycobacterium leprae®.

Os quadros reacionais podem surgir antes ou, mais frequentemente,
durante ou apds o tratamento®=". A duracdo e o nimero desses surtos reacionais
dependem da forma clinica, bem como do indice baciloscopico inicial®®. Na forma

borderline tuberculdéide tem duragdo de trés a nove meses, ja nas formas



borderline borderline e borderline virchowiana pode se prolongar por dezesseis a
vinte e quatro meses®**°.

Scollard et al., em 1994*° em um estudo prospectivo de seguimento por
cinco anos de 176 pacientes para avaliar a influéncia da idade, do sexo, do
tratamento e da duracdo da doenca no desencadeamento das reacoes tipo 1 e 2,
obtiveram os seguintes achados: as reag¢des surgiram em 45% dos pacientes,
32% dos individuos desenvolveram reacao tipo | e 37% reacéo tipo 2, predominio
do quadro reacional tipo | nos homens, sem variacdo em relacdo a idade,
enquanto que a reagao tipo Il ocorreu de forma semelhante em homens e
mulheres e foi mais recorrente. Os individuos com reacdo tipo | ndo foram
propensos a recaidas. Concluiram também os autores que o risco de surgimento
das reagdes néo esta associado ao tratamento mais prolongado.

Vaérias situagbes sdo consideradas fatores de risco para o surgimento das
reacgdes. Estados fisioldgicos como menstruagao, gravidez, puerpério, lactagao,
vacinacbes e idade avancgada, estresse emocional e fisico, drogas como
contraceptivos e infecgcdes associadas*'.

As reacgbes hansénicas sao classificadas em dois tipos de acordo com Ridley
e Jopling™: a reagdo hansénica tipo | ou reversa, quando esta envolvida
predominantemente a imunidade celular e a reacdo hansénica tipo I, com os tipos
Eritema Nodoso Hansénico (ENH), Eritema Polimorfo (EP) e Eritema Nodoso
Necrotizante (ENN). Neurite pura ou isolada pode ser classificada como reagao
tipo | ou um terceiro tipo de reacdo hansénica. A reacgao tipo | pode ser
ascendente, quando ha aumento da imunidade especifica ou descendente

quando ha uma queda da imunidade. A distingdo clinica é praticamente
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inexistente e pode haver reacao tipo | e tipo Il, sobretudo em individuos que
apresentam a forma borderline lepromatosa“*®4?

Ambos os tipos reacionais decorrem de processo inflamatério e estdo
acompanhados de aumento de citocinas pro-inflamatdrias, principalmente TNF-a,
IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y, IL-10 e IL-12 entre outras***. Ultimamente tem
sido identificado o aumento dos niveis da neopterina nas reagdes hansénicas que
€ um produto da ativacdo de macréfago e marcadora da imunidade mediada por

células®.

Reacao tipo | ou Reversa (RR)

Os episddios de reagao tipo | acometem entre 10% e 33% dos pacientes
com hanseniase e surgem geralmente durante o tratamento especifico ou apdés o
primeiro ano da alta. Estes episddios podem ser associados a alguns fatores de
risco como vacinagao pelo BCG, grande numero de nervos espessados e de
lesdes que acometem principalmente a face, forma borderline e diagndstico tardio
da hanseniase*®*’.

Estudos mais recentes observaram que a reacao tipo | esta relacionada a um
aumento abrupto da imunidade celular frente aos antigenos, um padréo tipico da
resposta tipo Th1, com aumento da expressao das citocinas IL-1b, TNF-a, IL-2 e
IFN-y, enquanto outras citocinas do padrdao Th2, como IL-4, IL-5 e IL-10 estéo
reduzidas®.

A reacao tipo | esta mais presente nas formas de hanseniase dimorfa ou

borderline, tem duracdo de semanas a meses e pode levar ao abandono do
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tratamento'®. Apresenta as seguintes caracteristicas clinicas: infiltragdo de lesdes
antigas associadas ao surgimento de novas lesées em forma de manchas ou
placas infiltradas, eritema, dor, lesdes vésico-bolhosas, ulceragdes, hiperestesia,
parestesia, mal-estar e raramente febre, podendo vir companhada de neurite®3°. A
distingdo entre recidiva e reagao reversa pode ser dificil*’.

Algumas variagcbes clinicas da reacgado tipo | podem ser observadas:
presenca de pseudonddulos, sobretudo em face de pacientes melanodérmicos,
que podem ser confundidos com eritema nodoso, aspectos semelhantes a
erisipela e manchas hipocrdmicas ou eritematosas*'*®. Nos pacientes HIV +,
principalmente naqueles com reconstituicdo imunoldgica proporcionada pela
terapia anti-retroviral, podem surgir lesbes verrucosas ou ulceragdes em lesdes
pré-existentes?.

Manifestagdes sistémicas como febre, mal-estar, adinamia, artralgias, edema
de extremidades ou generalizado podem acompanhar o quadro reacional tipo |,
principalmente nos pacientes multibacilares*'.

Os achados histopatolégicos observados na reagao reversa s&o: o encontro
do granuloma, aumento do numero de linfocitos, de células epiteldides e de
células gigantes, diminuicdo do numero de bacilos, hiperplasia epitelial e necrose
focais. No entanto ha caréncia de um critério histolégico mais uniforme para a
reacdo reversa®. Alteragdes bioquimicas e hematoldgicas geralmente ndo sdo

observadas*'.

Reacao tipo Il ou eritema nodoso hansénico (ENH)
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A reacdo hansénica tipo Il ou ENH é caracterizada por manifestacoes
agudas que acometem os individuos com a forma clinica dimorfa virchowiana e
em cerca de 60% dos casos virchowianos em tratamento, mas pode surgir antes
do inicio da doencga, bem como persistir até por cinco anos apds tratamento®'2,
Gallo e Oliveira em 1997, avaliando o comportamento da hanseniase apos alta
em 133 individuos multibacilares, observaram que o eritema nodoso foi a reagao
mais frequente e recorrente.

O eritema nodoso é reconhecido como alteracdo da imunidade humoral,
sendo exemplo de uma reagdo imunoldgica, com predominio da reacdo de
hipersensibilidade por imunocomplexos circulantes. Estudos tém observado
aumento transitorio da imunidade celular através da elevacdo dos niveis séricos
de TNF-a e IL-1, estimulagao policlonal de anticorpos, queda do produto C3d do
sistema complemento e presenca de imunocomplexos na area afetada por este
quadro reacional®.

Devido a liberagdo de grande quantidade de antigenos bacterianos e a
formagao de imunocomplexos circulantes, ocorre a nivel tecidual, uma resposta
inflamatoéria com ativagdo macrofagica, linfocitica, elevacdao de TNF-a e de
anticorpos para as fragoes antigénicas do M. Leprae. Ha um aumento seletivo IL-
6, IL-8 e IL-10 nas lesbes indicando uma resposta do tipo Th2. Tem sido
detectada, durante o ENH, a presenca da enzima éxido nitrico sintase induzivel
(INOS) nos neutrdfilos, além de TNF-a e TGF-B1 estarem presentes nos
neutréfilos e macrofagos das lesdes reacionais®®32,

As alteragbes imunoldgicas culminam com o aparecimento abrupto de

nodulos inflamatorios, dérmicos ou subcutadneos, méveis a palpacao, geralmente
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dolorosos que variam de poucos a inumeros, de coloracao résea, e podem evoluir
para pustulas e bolhas, com posterior ulceracdo e formagao de necrose, na forma
mais grave do ENH, conhecida como “eritema nodoso necrotizante.” A face e as
extremidades sdo areas bastante afetadas e ha tendéncia a simetria'.

A reacéo tipo Il também vem acompanhada de sintomatologia relacionada
ao acometimento de varios 6rgdos como olhos (irite), figado, bacgo, linfonodos
(linfoadenomegalia sem fistulizagdo ganglionar), peritdnio, testiculos, articulagoes
(artrite), tenddes, musculos, ossos e rins. Pode haver febre intermitente
vespertina, perda de peso e leucocitose. Este quadro também pode se manifestar
por alteragdes unicamente sistémicas ou com lesdes tipicas de eritema polimorfo
(manchas eritematosas centradas por vesiculas), com ou sem neurites. Admite-se
que esses fendmenos sejam devidos a destruicdo de bacilos, liberagcdo de
antigenos, formagao de imunocomplexos, fixacdo de fragmentos do complemento
que, por sua vez, atrai neutréfilos, cujas enzimas destroem os tecidos®

Nos achados histopatolégicos da reacdo tipo I, observa-se infiltrado
inflamatdério neutrofilico, perivascular, em derme reticular, compativel com
vasculite e numerosos bacilos fragmentados e granulosos®.

A neurite é caracterizada pelo surgimento de dor espontdnea ou a
compressao de nervos periféricos. Pode acompanhar o quadro reacional tipo |, o
tipo Il ou surgir de forma isolada quando ndo vem acompanhada de
manifestagdes cutdneas. Pode ser aguda, silenciosa, recorrente ou crbénica e
levar a perda da funcio sensitivo-motora. Acomete principalmente os nervos ulnar
e tibial posterior. O dano neural € um evento importante e deve ser reconhecido e

instituido o tratamento o mais rapido para impedir incapacidades>2°4°



14

Tratamento das reagoes

O tratamento dos episddios reacionais visa a prevencao de sequelas e deve
ser o mais rapidamente instituido, podendo, no entanto, ser muito prolongado. Os
corticosterdides sao indicados tanto para reacdo tipo I, quanto a tipo Il em
mulheres em idade fértil. Sua reducgéo é lenta e seu uso tende a ser prolongado.
Nao ha relatos que a inibicdo da multiplicacdo do M. leprae seja comprometida
com o uso dos corticosterdides®.

O tratamento do eritema nodoso é feito com talidomida, um potente inibidor
do TNF-a e supressor dos mecanismos de fagocitose e € muitas vezes somada
aos corticosteroides, por causa da associacado com neurites (presentes em até
56% dos casos de eritema nodoso hansénico) e da associagdo com ENH
necrotizante, orqui-epididimite, irite, nefrite, além de méao e pé reacional®

Frequentemente esse quadro reacional, semelhante ao que ocorre na
reacao tipo |, pode levar ao abandono do tratamento pelo paciente. O diagndstico
precoce e o tratamento adequado sao cruciais para 0 manuseio e prevengao das
incapacidades®.

As reagdes hansénicas sdo consideradas fator de risco para retratamento,
principalmente quando o diagnéstico diferencial com a recidiva da doenca é
dificultado®. Segundo a OMS (1988) a recidiva da doencga é caracterizada pelos
seguintes achados: aumento de tamanho das lesbes cutaneas antigas e
surgimento de novas, eritema e infiltragdo, ulceragdo nao-traumatica das lesdes,

espessamento e/ou hiperestesia de nervos e troncos previamente normais,
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paresia ou paralisia de musculos ndo afetados anteriormente, novas areas
anestésicas ou acentuagao da alteracdo de sensibilidade em areas previamente

afetadas e ndo resposta ao tratamento com corticéides®.

Genética e hanseniase

Antes da descoberta do agente etiolégico, a hanseniase era considerada
uma doenga herdada. As observagdes clinicas de que é necessario algo mais
além do contato com o bacilo para desenvolver a doenga, bem como a melhoria
de ferramentas para estudos genéticos, retomaram as pesquisas em cima do
papel da heranga genética na hanseniase***°.

Ja em 1937, Rotberg® sugeriu a possibilidade de um componente genético,
denominado fator N, como determinante de resisténcia observado pela
positividade ao teste de Mitsuda. Hoje se atribui ao fator N um conjunto de genes
que interagindo de forma complexa, determinam o comportamento da doenca.

Beiguelman et al.’ observavam que nas familias em que o pai ou a mae
eram virchowianos, 0s parentes consanguineos tinham maior risco de
adoecimento. Fato que foi reforcado por Durdes et al.®®, que estudaram vinte
familias no municipio de Duque de Caxias no Rio de Janeiro e verificaram que o
risco de adoecimento foi 2,8 vezes maior nos contactantes consanguineos dos
casos de hanseniase.

A hanseniase é uma doenga complexa resultando de uma combinacao da

expressdo de um numero variado de genes, que associados aos fatores
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ambientais, socioecondmicos e a predisposi¢ao individual podem determinar seu
desencadeamento®.

Estudos observacionais (agregacao familiar) e estudos comparativos (taxa
de concordancia da doencga entre gémeos) muitas vezes ndo conseguem elucidar
de forma categorica a identidade, localizagdo e o numero de genes envolvidos em
uma determinada doenca. Para o melhor entendimento da influéncia genética na
participagdo de processos patoldgicos sdo necessarias pesquisas que envolvem
marcadores genéticos moleculares, como as de ligagdo, que realizam
mapeamento genético e as de associacdo que comparam as frequéncias
alélicas®™.

Um conjunto de genes pode interferir no desencadeamento da hanseniase e
no desfecho das diferentes formas clinicas e a susceptibilidade para a expressao
clinica da doenca, depende dentre outros fatores, da predisposicdo genética®*.

A partir das observagdes das repostas no padrao Th1/Th2 nos doentes, os
genes relacionados ao complexo antigeno leucocitario humano (HLA) e ndo-HLA
foram estudados. O envolvimento de alelos e haplotipos, principalmente HLA-DR2
e HLA-DRS3 foram considerados fatores de risco genético para susceptibilidade e
sdo mais frequentes nas formas paucibacilares, pois o complexo DR indica
resisténcia, enquanto o HLA DQ1 esta relacionado ao surgimento de formas mais
agressivas da doenca'®.

Além dos genes do complexo HLA, que foram avaliados quanto a
susceptibilidade a doenga, alguns genes relacionados ao complexo ndo-HLA tém
sido estudados. Variagbes nos genes que expressam a IL-10, uma citocina

importante na modulagcdo da resposta imune, sao associadas ao controle



17

fenotipico da doenga. Outro grupo de genes estudados sdo os do sistema
parquina (PARK2) e o co-regulado com parquina (PACRG) que, em estudo
realizado em 86 familias no Vietnd do sul, evidenciou um aumento de até 5,3

vezes mais o risco de contrair a doenga®*".

Gene NRAMP1 ou SLC11A1

Em pesquisas realizadas em camundongos observou-se resisténcia a
parasitas intracelulares controlada pelo gene NRAMP 1. Inicialmente identificou-se
no cromossoma 1 do camundongo, um uUnico gene que proporcionava resisténcia
a Salmonella typhimurium (Ity), Leishmania donovani (Lsh) e Mycobacterium
bovis (Bcg), denominado Ity/Lsh/Bcg. Logo apos foi denominado NRAMP 1 e mais
recentemente este gene tem sido chamado de Sic11a1 (solute carrier family 11,
member 1)8263648566

Os estudos de Abel et al. em 1998° e Meisner et al. em 2001'"° demonstraram
o envolvimento deste gene na hanseniase.

E um gene que ndo pertence ao grupo HLA, estende-se por 12kb, composto
de quinze exons e localiza-se na regido distal do brago inferior do cromossomo
dois humano, regido 2q35a. Codifica a proteina NRAMP1 humana, composta de
550 aminoacidos®’.

As localizagdes mais estudadas das variagbes polimorficas do gene

NRAMP1 can exihidas na finmira ahaixn
274C/T 823C/T A318V D543N

El E2 E3 E4 E5 E6E7 E8 E9 E10E1l EI2 EI3 EI4EIlS

I1 12 I3 14 I5 Ie I7 I8 19 110 111 12 113

(GT)n 469+14G/C 577-18G/A 1465-85G/A  1729+55DEL4
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Figura 1. Variagbes polimorficas do gene NRAMP1.

Fonte: Adaptado por Liu et al.”®, 1995.

O NRAMP1 vem sendo apontado como importante gene envolvido com a
resisténcia a parasitas intracelulares por sua atividade estar diretamente ligada ao
processamento de antigeno pelas células fagocitarias®’® E expresso no
compartimento lisossomal dos macrofagos, mondcitos teciduais e principalmente
nos leucocitos periféricos, no figado, baco e pulmdes, apds inducao por linfocinas
e produtos bacterianos’" 2. Recentemente foi relatada a sua expressao em células
dendriticas™.

A proteina codificada pelo gene NRAMP 1 pertence a familia de proteinas de
membrana e tem funcdo no transporte celular. Entre as suas atribuicdes ha a
ativacdo do macréfago e da produgdo de interleucinas. Estudos recentes
demonstram que a NRAMP1 funciona com uma bomba de efluxo de metal que
transporta cations divalentes, como Fe++ e Mn++. Ao remover estes metais
pesados que sdo importantes para o metabolismo bacteriano, restringe a
replicacao intracelular do patégeno’™".

O importante trabalho de Abel et al.® avaliou a predisposi¢do a hanseniase
per se em populagao vietnamita através de estudos de ligagdo em pares irmaos e
concluiu que havia relacdo entre determinados haplotipos e susceptibilidade a

hanseniase.
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Frehel et al.”® estudaram o efeito da expressdo do NRAMP 1 na replicagéo e
na maturacédo do Mycobacterium avium em fagossomos de macréfagos murinos,
através de microscopia eletronica e concluiram que essa expressado tem efeito
bacteriostatico nos macrofagos NRAMP 1 positivos.

Nevo e Nelson’’, em 2006 formularam a hipétese para a funcdo da proteina
codificada pelo NRAMP 1 na interagao entre o patégeno e o macrofago. A bactéria
fagocitada produz metaloenzimas como catalase e a superoxido dismutase que
neutralizam a agdo de componentes oxigénio reativos produzidos pelo macréfago.
A proteina codificada pelo NRAMP1 pode operar bombeando ions metais do
[lumen fagossémico, restringindo a bactéria da produgcdo dessas enzimas
protetoras, bem como sua multiplicagéo e sua propagacao.

Algumas mutagbes no gene NRAMP1 anulam a resisténcia natural a
infeccbes por Mycobacteriae. Liu et al.’®, investigando 80 pacientes com
tuberculose, descreveram nove polimorfismos, dentre eles o 274C/T, que decorre
de uma troca de bases citosina (C) por timina (T) na posi¢gdo 274 do éxon 3, o
polimorfismo D543N, no qual ha troca de bases guanina (G) por adenina (A) na
posicao 1703 do éxon 15, e o terceiro polimorfismo 1729+55del4, no qual ha
delecdo das bases TGTG na regido 3’ ndo traduzida (3’'UTR). Concluiram que as
variantes NRAMP1 podem ser uteis para analise genética da susceptibilidade
humana a hanseniase, em analogia a verificada para parasitoses intracelulares,
porque esses polimorfismos sdo importantes reguladores das vias de
diferenciagdo de macrofagos.

A codificagdo da proteina nos individuos NRAMP1 leva a uma atividade

macrofagica adequada, um padrdo de resposta Th1 e tendéncia ao individuo ser
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paucilbacilar. Especula-se que isto ocorra quando ha a expressado dos alelos

selvagens, C para 274 C/T, G para D543N e +TGTG para o polimorfismo

1729+55del4™.

O quadro 1 exibe as referéncias citadas do gene NRAMP 1 e a hanseniase.

Quadro 1. Polimorfismos do gene NRAMP 1 e associagdo com a hanseniase.

Polimorfismo Populagao — Relevancia n amostra Autor -ano
pais
(GT)n Minas Gerais Alelo 2 relacionado a 90 Ferreira 2004
Brasil susceptibilidade ao
] patogeno

(GT)n Africa —Gambia Nao houve relagao 273 Meisner 2001
469+14G/C | Africa —-Gambia Nao houve relacao 273 Meisner 2001
1729+55del4 | Africa —Gambia Maior numero de 273 Meisner 2001

heterozigose nos
multibacilares

Atualmente mais de dez sitios polimorficos tém sido descritos no gene
NRAMP1. Ha expressao de alelos que séo promotores pobres e predispdem a
susceptibilidade as infec¢des por parasitas intracelulares e oferecem protegao as
doengas auto-imunes, bem como outros que oferecem protecao as infec¢des por
parasitas intracelulares e levam a susceptibilidade as doengas auto-imunes®.

Searle e Blackwell®®, através da técnica da PCR, observaram que o
polimorfismo GT na regido promotora do gene NRAMP1 humano, codificava a

formacgao de repeti¢cdes dinucleotidicas para Z-DNA e encontraram quatro alelos

possiveis: (1) t(gt)sac(gt)sac(gt)iig; (2) t(gt)sac(gt)s ac  (gt)wog; (3)
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t(gt)sac(gt)sac(gt).g; e (4) t(gt)sac(gt)eg. Observaram que os alelos 1 e 4 sdo raros
e os alelos 2 e 3 mais frequentes e concluiram que a expressao do alelo 2 do
NRAMP 1 contribui para a susceptibilidade as infec¢des parasitarias.

Quando se tenta associar a expressdo de susceptibilidade do NRAMP1 ao
M. leprae com a reagdo de Mitsuda, surgem resultados controversos. A reagao de
Mitsuda é a expressao clinica de uma resposta imune especifica ao M. leprae e
quando positiva, indica boa imunidade.

Os estudos de Hatagima et al.”®, em 2001, com a finalidade de correlacionar
o teste de Mitsuda com trés polimorfismos (274 C/T, D543N e 1729+55del4) do
NRAMP1, nado forneceram evidéncias da ligagdo entre o Mitsuda e estes
polimorfismos estudados. Roger et al.®*° chegaram a mesma conclusao.

Alcais et al.®" avaliando pares irmaos de vinte familias vietnamitas, através
de estudos de ligacéo génica, verificaram a relagdo entre reacdo de Mitsuda e
haplétipos variantes para seis polimorfismos dialélicos que incluiam as posicoes
274C/T e D543N. Mostraram associagcdo de haplétipos com a reacao positiva
>10mm e negativa <3mm. Os resultados sugeriram, do ponto de vista conceitual,
que a interacdo da proteina NRAMP1 estava associada a modulagao do risco
para infecgao e para o desenvolvimento da doenca.

Um dos trabalhos mais importantes em relagdo a associacdo do
polimorfismo do NRAMP1 e a hanseniase foi o de Meisner et al."® que tomando
como base a associagao entre polimorfismo da NRAMP1 e susceptibilidade a
tuberculose, compararam a distribuicdo do polimorfismo 1729+55del4 na

hanseniase e observaram maior frequéncia de heterozigose entre multibacilares e
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concluiram que variagdes nesse gene podem influenciar na apresentacéao clinica
da doenca.

Ferreira et al.®?, em 2004, avaliaram a interagdo do polimorfismo (GT)n do
NRAMP1 com o resultado da reagao de Mitsuda em noventa individuos com
hanseniase e sessenta e um contactantes ndo consanguineos em Minas Gerais.
N&o observaram diferengas significativas nas frequéncias dos alelos 2, 3 e 4 em
relagdo a prova de Mitsuda entre os doentes paucibacilares, multibacilares e
contactantes. Porém os individuos mitsuda negativos foram mais associados aos
genotipos 2/2 e 2/3 e tiveram sete a oito vezes mais chances de desenvolverem a
doenga.

Os achados contraditorios em relagdo ao mitsuda e NRAMP 1 poderiam ser
explicados pelas diferentes combinagdes de frequéncias de I6cos do NRAMP1.
Em contrapartida tem-se observado também um aumento crescente nos achados
da ligacdo do gene NRAMP1 com a tuberculose e a leishmaniose que séo
doengas infecciosas em que a participacdo do macréfago € semelhante a
hanseniase®®. E pertinente o interesse em estudar os polimorfismos deste gene e
sua relagdo com a protecao ou susceptibilidade a hanseniase®,

A presencga de polimorfismos na regido promotora do gene NRAMP 1 e suas
relagbes com a hanseniase tém sido relatadas na literatura, mas ndo foram
encontramos estudos que evidenciem a expressdao de gene NRAMPT nas
reacdes hansénicas. Na hanseniase, doenca infecciosa crénica, a possibilidade
de uma predisposicdo genética vir a ser um dos fatores responsaveis pela
determinacao das diferentes formas de comportamento desta moléstia, torna-se

importante.
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Os principais objetivos deste trabalho foram descrever e comparar as
caracteristicas epidemiolégicas e clinicas da amostra estudada e investigar trés
polimorfismos génicos da proteina NRAMP1: 274C/T, D543N, 1729+55del4,
determinando as frequéncias alélicas e genotipicas em pacientes hansenianos
multibacilares reacionais e pacientes hansenianos paucibacilares reacionais
provenientes de uma area endémica da hanseniase e acompanhados nas
unidades de referéncia para o tratamento da hanseniase no Centro Integrado de
Saude Amaury de Medeiros/ Universidade de Pernambuco (CISAM/UPE) e na

Policlinica Lessa de Andrade — Recife — PE.
Pergunta condutora

Quais as frequéncias de variagdes alélicas e genotipicas do gene NRAMP 1
observadas nos individuos reacionais multibacilares em comparagdo aos

paucibacilares?

Pacientes hansenianos reacionais

«—

multibacilares com reacédo hansénica paucibacilares com reacdo hansénica

v v

tipo de polimorfismo do NRAMP 1 tipo de polimorfismo do NRAMP 1
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Objetivos

Objetivo geral

Descrever e comparar as caracteristicas clinicas da populagdo estudada e
investigar trés polimorfismos génicos da proteina NRAMP1: 274C/T, D543N,
1729+55del4, determinando as frequéncias alélicas e genotipicas em pacientes
hansenianos multibacilares reacionais e pacientes hansenianos paucibacilares
reacionais acompanhados nas unidades de referéncia para o tratamento da
hanseniase no Centro Integrado de Saude Amaury de Medeiros/ Universidade de

Pernambuco (CISAM/UPE) e no Lessa de Andrade - Recife - PE.

Objetivos especificos

v' Detalhar as caracteristicas clinicas da amostra estudada avaliando os
seguintes aspectos: idade, sexo, cor de pele, procedéncia, forma clinica,
baciloscopia inicial e final, tipo de tratamento, tipo de reagéao (I ou Il), tempo
de surgimento da reagdo em relagdo ao inicio do tratamento e drogas

utilizadas.

v' Verificar se existe diferenca na distribuicdo das frequéncias alélicas e
genotipicas dos polimorfismos entre os pacientes reacionais multibacilares

e reacionais paucibacilares.
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v' Verificar se existe diferenca na distribuicdo das frequéncias alélicas e
genotipicas dos polimorfismos em relagdo ao sexo entre os pacientes

reacionais.

v' Verificar se existe diferenca na distribuicdo das frequéncias alélicas e
genotipicas dos polimorfismos em relagdo ao fototipo entre os pacientes

reacionais.

v' Comparar as frequéncias genotipicas dos polimorfismos entre individuos

com as reacoes tipo | e tipo Il

Casuistica e métodos do estudo

Desenho do estudo

Estudo comparativo e de carater observacional no qual foram avaliados e

comparados clinica e laboratorialmente individuos com reagcdo hansénica

multibacilares e paucibacilares, com énfase no tipo de variagcdo alélica e

genotipica observadas em cada um dos grupos.
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Populagao alvo

Foram estudados 101 pacientes hansenianos com baciloscopia positiva e
100 pacientes hansenianos com baciloscopia negativa com histéria de reagéo
hansénica acompanhados no ambulatério de hanseniase do Centro Integrado de
Saude Amaury de Medeiros (CISAM) e no Lessa de Andrade em Recife —

Pernambuco no periodo de Margo de 2007 a Dezembro de 2008.

Critérios de inclusao

A inclusdo dos doentes baseou-se nos seguintes critérios:

v' Pacientes com baciloscopia inicial diferente de zero apresentando quadro
reacional tipo | e/ou reacédo tipo Il (descrito a seguir na definigdo das
variaveis).

v' Pacientes do grupo comparativo com baciloscopia inicial = 0
(paucibacilares), menos de cinco lesbes dermatolégicas e até um tronco
nervoso afetado com histéria de quadro reacional tipo | (descrito a seguir

na definicdo das variaveis).

Critérios de exclusao

v' Foram excluidos os pacientes que fizeram tratamento irregular com

monoterapia sulfonica.
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v Foram excluidos também os pacientes com suspeita de recidiva da
hanseniase adotando-se os critérios da area técnica de Dermatologia
Sanitaria (ATDS/MS)** que contemplam as manifestagdes cutaneas e
nervosas nao responsivas ao tratamento com corticoéides e/ou talidomida e
exame baciloscdépico evidenciando bacilos integros ou se foi observado um
aumento de dois logs em qualquer sitio, quando comparado com o exame
da alta.

v" Foram excluidos os pacientes com a forma neuritica pura de hanseniase.

Tipo de amostragem

O célculo para estudo foi feito através de um estudo piloto, utilizando-se o
programa estatistico Epi Info versdo 6,04 considerando-se a frequéncia das
reagdes hansénicas. O numero final estimado foi de cem pacientes multibacilares
e cem paucibacilares.

Os seguintes parametros estatisticos foram utilizados para a avaliacédo dos
resultados.

v' Proporcao da exposi¢do entre os pacientes paucibacilares e multibacilares:
utilizou-se os percentuais de risco derivados de estudos publicados em
literatura.

v' Erro Alfa: Representou a probabilidade de rejeitar-se a hipétese nula sendo
ela verdadeira, representa a probabilidade de, em ndo havendo associagao

entre a exposigdo (diferengas alélicas e/ou genotipicas dos trés
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polimorfismos estudados) e efeito (paucibacilar ou multibacilar), esta ser
“falsamente” demonstrada. Foi considerado um erro alfa de 5%.

v' A avaliagdo da magnitude da diferenca de exposi¢do entre os dois grupos
foi estimada através da razdo de chances.

v' Power: Determinou a probabilidade que a diferenga entre os dois grupos
fosse encontrada, se presente. Foi estabelecido um erro beta de 20% que

corresponde a um power de 80%.

Definicdo das variaveis

Variavel dependente
Baciloscopia inicial no individuo com qualquer tipo de reagdo hansénica. O
indice baciloscopico (IB) realizado com rotina para inicio do tratamento pela
meédia da contagem de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) colhido em quatro
locais (I6bulos de orelha, cotovelo direito e lesdo de hanseniase), corados pelo
Ziehl-Nielsen e quantificados de 1 a 6 +.
Defini¢ao:
Exame baciloscoépico (procedimento de rotina para acompanhamento desses
pacientes) que foram realizados no CISAM.
Categorizagéo:
paucibacilar (indice = 0.00)

multibacilar (indice > 0.01)
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Variaveis independentes

a) Padrao de variagao alélica
Definicdo: tipo de variacao alélica observada nos pacientes paucibacilares e
multibacilares dos seguintes polimorfismos: 274 C/T: C ou T, D543N: A ou G e

para 1729+55del4: — TGTG ou +TGTG.

b) Padrdo de variagdo genotipica

Definicdo: tipo de variagdo genotipica observada nos pacientes
paucibacilares e multibacilares dos seguintes polimorfismos: 274 C/T: CC, CT ou
TT, D543N: AA, GA ou GG e para 1729+55del4: -TGTG/-TGTG, +TGTG/-TGTG
ou +TGTG/+TGTG.

c) Sexo: masculino/feminino

d) ldade, segundo grupos etarios: categorizagao: 1-14 anos, 15-29 anos, 30-
44 anos, 45-59 anos, > 60 anos.

e) Tipo de pele: classificagdo segundo Fitzpatrick ®°.

Tipo I: Pele muito clara, sempre queima, nunca bronzeia.

Tipo Il: Pele clara, sempre queima e algumas vezes bronzeia.

Tipo Ill: Pele menos clara, algumas vezes queima e sempre bronzeia.

Tipo IV: Pele morena clara raramente queima e sempre bronzeia.

Tipo V: Pele morena escura, nunca queima e sempre bronzeia.

Tipo VI: Pele negra, nunca queima, sempre bronzeia.

f) Procedéncia: categorizacdo: Recife, grande Recife e interior de

Pernambuco.
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g) Forma clinica da hanseniase:
Definicdo: baseada na classificagdo clinica do paciente (classificacédo de
Ridley e Jopling)™.
Categorizagao:
Hanseniase tuberculéide (MHT)
Hanseniase borderline ou dimorfa (MHBT/MHBB/MHBV)

Hanseniase virchowiana (MHV)

h) Esquema terapéutico adotado:

Definicao: definido como esquema de tratamento adotado para o paciente
e que constava no prontuario do mesmo. Como esquema padrao foi definido o
preconizado pela organizagdo mundial de saude para as formas paucibacilares e
multibacilares na época em que o mesmo foi tratado, ou seja, seis meses para as
formas paucibacilares e um ano para as multibacilares. O esquema alternativo foi
o regime terapéutico diferente dos anteriores descritos ou uso de drogas
opcionais.

Categorizacdo: padrao / alternativo / ndo informado

i) Tipo de reagéo:

Reacao reversa ou tipo I: reacdo que apresentasse pelo menos uma destas
caracteristicas a seguir, quando observada pela pesquisadora no momento do
exame, referida pelo paciente quando interrogado pela pesquisadora, ou pelo
relato de prontuario pelo médico assistente. Presenca de qualquer um destes
sinais ou sintomas: infiltragdo nas lesdes antigas de hanseniase, alteragdes de

cor, edema, dor; surgimento de novas lesbes em forma de placas eritemato-
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infiltradas, tricofitdides e com disturbios de sensibilidade (parestesia/hipo ou
anestesia), dor ou espessamento em um ou mais nervos periféricos. Associagao
de qualquer um destes citados anteriormente a: febre e/ou mal estar,
hipersensibilidade palmar e plantar, lesées vésico-bolhosas, ulceracdo, edema de
maos e pés.

Reacao tipo Il ou eritema nodoso: reagao que apresentasse pelo menos uma
das caracteristicas a seguir, quando flagrada pela pesquisadora, relatada pelo
paciente, ou referida no prontuario pelo médico assistente. Foi quantificada pela
contagem do numero de nddulos nos seguimentos corporais afetados: membros
inferiores e abdome ou membros superiores, térax e face e foi considerada leve,
na presenca de menos de 10 nddulos, moderada quando havia 10 a 20 nédulos e
severa, em presencga de mais de 20 ndédulos por seguimento corporal afetado. Os
nodulos poderiam ser encontrados de forma isolada ou associados a qualquer um
desses achados: febre e/ou mal estar; astenia; vesiculas e/ou bolhas e/ou
Ulceras; dor ou espessamento em um ou mais nervos periféricos (neurite);
linfadenopatia; irite; artrite e/ou artralgia e edema/ dor em méos e pés. Também
foi considerada reacéo tipo Il se fosse observado o eritema polimorfo isolado.

j) indice baciloscopico final:
Definicdo: resultado da baciloscopia realizada no final do tratamento
conforme classificagdo da OMS.
Categorizagao:
paucibacilar (indice = 0.00)
multibacilar (indice >0,01)

nao informado



32

k) Periodo de surgimento da reagdo clinica:
Definicdo: periodo de tempo em relagdo ao tratamento em que surgiu a
reacao hansénica que constava no prontuario ou referido pelo paciente.
Categorizagéo:
antes do tratamento
no tratamento
menos de 6 meses apos a alta
acima de 6 meses apos a alta
acima de um ano apos a alta
I) Regularidade do tratamento:
Categorizagéo:
sem abandono por mais de 3 meses consecutivos
com abandono de tratamento por mais de 3 meses consecutivos
m) Retratamento:
Definicdo: se o paciente realizou novo tratamento para hanseniase, apos
ter realizado o tratamento completo.

Categorizagdo: sim/n&o

Qualidade dos instrumentos de medida

Padronizagao das técnicas

Na pesquisa foram empregados os seguintes métodos diagndsticos:
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a) Baciloscopia: Isolamento do M. leprae segundo normas nacionais e
consiste de pequena incisdo na pele feita com lamina de bisturi nos seguintes
locais: 02 I6bulos de orelhas, cotovelo direito e lesdo, coloragcado de Ziehl-Neelsen
e leitura pela escala logaritmica de Ridley, realizados no laboratorio do
CISAM/UPE.

b) Extragdo, amplificacdo do DNA, digestdo enzimatica e
identificacdo dos polimorfismos através da técnica do polimorfismo de fragmento
de restricdo (RFLP).

O DNA gendmico foi extraido de leucdcitos pelo protocolo de Lahiri e
Nurnberger®®, e quantificado em gel de agarose pela comparagdo com padrdes de
DNA.

A determinacdo dos polimorfismos foi realizada através da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) seguida pela técnica do polimorfismo de fragmento
de restrigdo (RFLP) proposto por Lui et al.”®. A reagédo foi realizada em um total de
25uL contendo 50 ng a100 ng de DNA, Tris-HCL 10 mM (pH 9.0), KCI 50 mM,
MgCl 1,5 mM, 0,2 mM de cada dNTP, 20 pmol de cada iniciador e uma unidade
de Taqg DNA polymerase (Biotools, USA).

Os iniciadores utilizados na PCR foram: 5-
TCGCACCATCCCTATACCCAG-3' e 5-TCTCGAAAGTGTCCCACTCAG-3 para
o polimorfismo 274 C/T e 5-GCATCTCCCCAATTCATGGT-3' e 5-
AACTGTCCCACTCTATCCTG-3’ para os polimorfismos D543N e 1729 + 55 del 4.
As condicbes da reacdo foram: um ciclo inicial de 94°C por 3 min, seguido de um
protocolo com 35 ciclos a 94°C por 1 min para desnaturag¢ao, 60°C por 1 min para

anelamento e 72°C por 1 min para extensao e um ciclo de extensao final de 72°C
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por 10 min no termociclador Gradient da Eppendorf. As amostras foram
submetidas a amplificacédo do gene constitutivo GPDH como controle positivo de
reacao e verificacdo da qualidade do DNA extraido. Como controle negativo da
reacao, foram usados os reagentes da PCR, em auséncia de DNA. O produto da
amplificacdo foi visualizado em gel de agarose a 2% corado pelo brometo de
etideo (0,5ug/mL), sob luz ultravioleta e fotografado com filme Polaroid 667.

A segunda etapa do ensaio constou de digestdo enzimatica de 5 uyL do
produto da PCR, adicionados a uma solugdo preparada com tampao (1x) de
reagdo NEBufferd (BioLabs®, United Kingdom). Para o polimorfismo 274 C/T a
PCR produziu fragmentos de 216 pares de bases (bp), os quais tratados pela
enzima de restricdo Mnl | a 37°C durante 18 horas, definiram o alelo mutante (T)
correspondente aos fragmentos 167, 37 e 12bp e o alelo selvagem (C),
correspondente aos fragmentos 102, 65, 37 e 12bp. Para o polimorfismo D543N,
os fragmentos com 240 bp ou 244bp foram submetidos a enzima de restricdo Ava
/1, definindo o alelo mutante (A) correspondente aos fragmentos 201 e 39bp e o
selvagem (G) correspondente aos fragmentos 126, 79 e 39bp. Os fragmentos do
polimorfismo 1729 + 55del4, com 240bp ou 244bp, foram submetidos a enzima de
restricdo Fok I definindo o alelo mutante (-TGTG), correspondente ao fragmento
240bp, e o alelo selvagem (+TGTG), com os fragmentos 211 e 33bp.

O produto da digestdo foi visualizado em gel de poliacrilamida a 10% e
corado pela prata. O gel foi secado em filme celofane e arquivado para

determinacgado dos genoétipos segundo o protocolo de Liu et al.”.



35

Métodos de coleta

Os pacientes que compareceram ao ambulatorio de hanseniase do Centro
Integrado de Saude Amaury de Medeiros (CISAM) e Centro de Saude Lessa de
Andrade por demanda espontanea, foram convidados a participar do estudo e,
apos explicagdo dos objetivos do mesmo e consentimento livre e esclarecido,
foram divididos em dois grupos: aqueles com baciloscopia inicial positiva e que
apresentaram reagao hansénica, e o grupo comparativo que foi selecionado entre
0s pacientes com baciloscopia inicial negativa.

Nos pacientes foram realizados exame clinico dermatolégico e neuroldgico.
Os dados foram coletados através de um questionario, elaborado para este
estudo (Apéndice B) que se compde de dados relativos a identificacao,
diagnéstico e tratamento (dados do prontuario) e a caracterizagdo do estado
reacional e genotipagem.

Apds o procedimento anterior foi coletado de cada paciente sangue venoso
periférico, em torno de 7,0 ml em tubos vaicutaner contendo citrato de sddio,
estocados em refrigeracdo adequada no laboratério de biologia molecular do

Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ para obtengédo das amostras de DNA.

Plano de tabulagao e analise dos dados

Para avaliar a associacdo da variavel dependente com cada uma das

variaveis independentes foi calculado o odds ratio (OR), intervalo de confianga e

valor de p (teste do Qui-quadrado - x?).
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Foi realizada uma analise multivariada através de modelo de regressao
logistica. O modelo foi inicialmente saturado com a inclusao de todas as variaveis
que na analise univariada apresentaram valor de p<0,20 e foi testada a
significAncia estatistica da retirada de cada uma das variaveis. A analise
multivariada foi utilizada em virtude da necessidade de lidar, simultaneamente,
com muitas variaveis, controlando o efeito de cada fator pelos outros fatores
estudados para verificar quais sao independentes.

As frequéncias alélicas e genotipicas foram calculadas pela contagem génica
direta.

A analise estatistica foi realizada pelos programas MSOffice Excel versao
2003 para o gerenciamento do banco de dados; Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) for Windows versao 12.0, para a execugao dos calculos
estatisticos, elaboracao e edicdo de graficos e MSOffice Word versao 2003, para
elaboragdo das tabelas. Foram empregados os testes Qui-quadrado (Mantel-
Haenszel), para testar associagdo entre variaveis qualitativas, e exato de Fisher,
nos casos em que o valor esperado era menor que cinco, ambos em nivel de

significancia de 0,05.

Consideragoes éticas

Os pacientes que participaram do estudo assinaram um termo de
consentimento (Apéndice A) e foram esclarecidos dos riscos e beneficios além da
confidencialidade da pesquisa.

O projeto teve a aprovacdo do Comité de Etica do CISAM por meio do

CAAE n°. 0009.0.250.250-07 (Anexo ).
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Caracteristicas epidemiolégicas e clinicas das reagées hansénicas em
individuos paucibacilares e multibacilares atendidos em dois centros de

referéncia para hanseniase na cidade de Recife - PE

Resumo

Introducgédo: As reacdes sao frequentes e importantes no contexto da hanseniase,
representando uma significativa parcela de pacientes com incapacidades e
submetidos ao retratamento. A caracterizagdo clinico-epidemiologica dos
padrdes reacionais € primordial para o manejo desses pacientes. O objetivo
desse trabalho é descrever as caracteristicas epidemiolégicas e clinicas das
reacdes hansénicas em individuos paucibacilares e multibacilares.

Métodos: Estudo transversal onde foram avaliados 201 pacientes com histéria de
quadro reacional, atendidos em dois centros de referéncia para tratamento da
hanseniase. Variaveis como baciloscopia inicial, sexo, idade, fototipo,
procedéncia, forma clinica, tipo de tratamento e de reacgao, indice baciloscopico
final e periodo de surgimento da reacdo em relagdo ao tratamento foram
avaliados. A analise estatistica foi realizada usando-se frequéncias simples. Para
calculo dos fatores de risco para as formas multibacilares, foram realizadas
analises univariada e multivariada.

Resultados: Sexo masculino, idade entre 30-44 anos, fototipo V, a forma clinica
borderline, tratamento regular, reagao tipo |, neurite, presenga de 10 a 20 ndédulos
e surgimento da reagcdo hansénica durante o tratamento foram os achados mais
frequentes. Os individuos do sexo masculino apresentaram associagao
estatisticamente significante com a forma multibacilar.

Conclusoées: Predominaram os individuos do sexo masculino que se associaram
a um maior risco de desenvolvimento da forma multibacilar. A forma clinica
borderline prevaleceu entre os pacientes reacionais e as reacdes hansénicas
foram mais frequentes durante o tratamento. Os pacientes multibacilares foram
mais propensos ao retratamento, e aqueles com reagdes tipo | e Il, apresentaram
maior frequéncia de neurite, linfadenopatia, artrite e irite do que aqueles com
reacao isolada.

Palavras-chave: Hanseniase; Reagbes hansénicas; Epidemiologia; Sinais e
Sintomas.
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Abstract

Background: The reactional onsets are frequent in cases of leprosy and important
in the context of the disease, representing a significant portion of patients
undergoing retreatment and disabilities. The characterization of clinical and
epidemiological patterns of reactional onsets is essential for the management of
these patients.

Objectives: To describe the epidemiological and clinical characteristics of
reactions in paucibacillary and multibacillary individuals in a population sample in
the city of Recife in order to assist the management of reactional onsets.

Methods: Cross-sectional study evaluated 201 patients with history of the
reactional onsets, seen at two referral centers for treatment of leprosy. Variables
such as initial baciloscopy, sex, age, skin type, origin, clinical presentation,
retreatment and type of reaction, final baciloscopy index and period of reaction
onset in relation to the treatment were evaluated. Statistical analysis were
performed using simple frequencies. Risk factors for multibacillary were analyzed
with univariate and multivariate analysis.

Results: Male, age between 30 — 44, phototype V, borderline clinical form,
regular treatment, type | reaction, neuritis, presence of 10 to 20 nodules and
sprouting of the leprosy reaction during the treatment had been the most frequent
findings. Male patients showed significant statistical association with the
multibacillary form.

Conclusions: Prevailed male patients that showed significant statistical
association with the multibacillary form. The borderline form prevailed among
reational patients and the leprosy reactions were more frequent during the
treatment. Multibacillary patients were more susceptive to the retreatment and
those with type | and type Il reactions had neuritis, Linphadenopathy, arthritis and
iritis more frequently than those with isolate forms.

Keywords: Leprosy; Leprosy reactions; Epidemiology, Signs and Symptoms.
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Introdugao

Os individuos hansenianos podem ser surpreendidos por quadros ou
estados reacionais, intercorréncias no curso da doenca, que estao presentes em
cerca de 10% a 50% dos casos, principalmente nas formas multibacilares e
constituem importantes fatores de risco para retratamento, além de responsaveis
por abandono de tratamento e incapacidades’?.

Brito*, em 2004, estudando 310 pacientes hansenianos,
observou que aqueles que sofriam com episédios reacionais apds alta,
apresentavam trés vezes mais possibilidades de retratamento por recidiva que o
grupo controle.

As reagbes hansénicas refletem fendbmeno de hipersensibilidade aguda
diante dos antigenos do Mycobacterium leprae’ e decorrem de processo
imunolégico acompanhado de aumento de citocinas pré-inflamatérias,
principalmente IFN-y, entre outras®'® além de imunocomplexos™

Os quadros reacionais podem surgir antes ou, mais frequentemente, durante
ou apos o tratamento. A duracédo e o numero desses surtos reacionais dependem
muitas vezes da forma clinica, bem como do indice baciloscopico inicial®'"

As reacgbes hansénicas sao classificadas em dois tipos de acordo com Ridley
e Jopling®: reagdo hansénica tipo | ou reversa (RR), que acomete individuos
paucibacilares e multibacilares e envolve a imunidade celular, e a reagao
hansénica tipo Il com os tipos Eritema Nodoso Hansénico (ENH), Eritema
Polimorfo (EP) e Eritema Nodoso Necrotizante (ENN), com participagdo mais
efetiva da imunidade humoral e acomete os individuos multibacilares. A neurite

pura ou isolada pode ser classificada como reagao tipo | ou um terceiro tipo de
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reacao hansénica. A reacao tipo | pode ser ascendente, quando ha aumento da
imunidade especifica ou descendente quando ha uma queda da imunidade
sendo a expressdo clinica das reacdes ascendentes e descendentes,
semelhantes?.

Episédios de reacao tipo | ou reversa acometem entre 10% e 33% dos
pacientes com hanseniase e surgem geralmente, durante o tratamento ou apos o
primeiro ano da alta e apresentam as seguintes caracteristicas clinicas: infiltragao
de lesdes antigas associada ao surgimento de novas lesbes em forma de
manchas ou placas infiltradas, eritema, dor, lesdes vésico-bolhosas, ulceragoes,
hiperestesia, parestesia, mal-estar, dor ou espessamento de nervos periféricos
com perda da fungado sensitivo-motora e, mais raramente, febre, déficit da fungéo
neural na auséncia de sintomas (neuropatia silenciosa), acometendo
principalmente os nervos ulnar e tibial posterior''®

As reacdes tipo Il sdo caracterizadas pelo surgimento abrupto de nddulos
que podem variar de poucos a inumeros, de coloragao résea, que podem evoluir
para necrose, nas formas mais graves do ENH (eritema nodoso necrotizante).
Também vem acompanhadas de sintomatologia relacionada ao acometimento
ocular, hepatico, esplénico, de linfonodos, peritdnio, testiculos, articulagdes,
tenddes, musculos, ossos e rins. Pode haver febre e leucocitose . Geralmente
apresentam-se em multiplos episddios’®.

O uso de corticdides no tratamento da reacdo reversa e da talidomida para o
tratamento do eritema nodoso € recomendado pela organizagdo mundial de

saude®?s,
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As reagbes hansénicas constituem intercorréncias na doenga, com sinais e
sintomas que levam o paciente ao sofrimento e sequelas neurolégicas, muitas
vezes mais expressivas que as esperadas na hanseniase sem quadro reacional.
Elas representam fenbmenos imunolégicos, frequentemente pouco entendidos
que se refletem em quadro clinico peculiar exigindo a atengdo do dermatologista.

Este trabalho objetivou a descricdo das caracteristicas clinicas de pacientes
com hanseniase reacional atendidos em dois centros de referéncia na cidade de

Recife, Nordeste do Brasil.

Métodos

Por meio de um estudo transversal foram investigados 201 pacientes com
histéria de quadro reacional hansénico, atendidos nos ambulatérios de
hanseniase em duas unidades de referéncia (Centro Integrado de Saude Amaury
de Medeiros e Policlinica Lessa de Andrade) da cidade do Recife—-PE, no periodo
de margo de 2007 a dezembro de 2008.

Para classificagdo dos pacientes segundo forma baciloscépica, adotaram-se
os critérios da OMS, que consistem na pesquisa de BAAR em material linfo-
cutaneo e na apresentacgao clinica. Foram classificados como paucibacilares, os
pacientes hansenianos com: baciloscopia inicial negativa, menos de cinco lesdes
e de um tronco nervoso afetado. Os pacientes multibacilares foram selecionados
entre os que apresentavam baciloscopia inicial positiva. Individuos com a forma

neuritica pura de hanseniase nao participaram do estudo.
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Considerou-se reacao reversa, ou tipo |, a que apresentasse pelo menos
uma das seguintes caracteristicas: infiltracdo em lesbes prévias de hanseniase
acompanhadas de edema e dor, surgimento de novas lesbes em forma de placas
eritemato-infiltradas, tricofitdides com disturbios de sensibilidade, ou
espessamento em um ou mais nervos periféricos associado a quadro doloroso.
Essas caracteristicas poderiam estar associadas a outros achados, como febre,
mal-estar, hipersensibilidade palmar e plantar, lesées vésico-bolhosas, ulceragao
e edema em maos e pés'®,

Foi caracterizada como reacao tipo Il, ou eritema nodoso hansénico, aquela
que apresentasse noddulos eritematosos, dolorosos espontaneamente ou a
palpacéo, isolados ou associados a qualquer uma das manifestacoes: febre, mal-
estar, astenia, vesiculas/bolhas ou ulceras, espessamento doloroso em um ou
mais nervos periféricos, linfadenopatia, irite, artrite ou artralgia e edema ou dor em
maos e pés'®

A reacéo tipo Il foi quantificada pela contagem do numero de ndédulos nos
seguimentos corporais afetados: membros inferiores e abdome ou membros
superiores, térax e face e foi considerada leve, na presenca de menos de 10
nodulos, moderada quando havia 10 a 20 nddulos e severa, em presenga de mais
de 20 nédulos por seguimento corporal afetado.

Considerou-se tratamento regular aquele no qual ndo houve abandono por
mais de trés meses consecutivos e tratamento irregular quando houve abandono
de tratamento por mais de trés meses.

O esquema terapéutico de hanseniase foi considerado padrao, quando do

uso das drogas preconizadas pela OMS durante um ano para as formas
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multibacilares e seis meses para as formas paucibacilares. Classificou-se o0
esquema como alternativo na ocorréncia do uso de outras drogas ou de tempo de
tratamento diferente.

A coleta de dados constou de entrevista, anamnese, exame fisico, consulta
ao prontuario e preenchimento de protocolo especifico. Descreveram-se as
variaveis relativas a fototipo segundo Fitzpatrick® (tipo I, II, lll, IV, V e VI),
procedéncia e forma clinica (tuberculéide (TT), borderline (BT, BB e BL) e
lepromatosa (LL)). Compararam-se as caracteristicas clinicas entre os pacientes
reacionais avaliando: idade, sexo, baciloscopia inicial e final, tipo de tratamento
(convencional ou alternativo), tipo de reagéao (I ou Il), aspectos clinicos da reagao,
tempo de surgimento da reagdo em relagdo ao inicio do tratamento e drogas
utilizadas.

Com o objetivo de identificar os principais fatores de risco para o individuo
ser multibacilar, fez-se uma analise univariada, comparando a propor¢cao dessa
forma baciloscopica nas diferentes categorias pelo teste Qui-Quadrado de
Pearson'*?’.

Para andlise multivariada, optou-se pela técnica de regressdo logistica™,
incluindo as variaveis que apresentaram nivel de significancia menor que 0,20, na
analise univariada. A selecao das variaveis foi feita através do método stepwise
forward, estabelecendo-se nivel de significancia de 0,05 para entrada de variaveis
e de 0,10 para saida. As variaveis selecionadas tiveram suas interagdes
analisadas em uma matriz de correlagao, sendo incorporadas ao modelo todas as

interagdes com coeficiente de correlagao 20,5.
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O gerenciamento do banco de dados foi realizado com o programa MS
Office Excel® versdo 2003; a andlise estatistica, com o programa Statistical
Package for Social Sciences (SPSS®) for Windows verséo 12.0, e a confecgéo de
gréficos e tabelas com o MS Office Word® verséo 2003.

O projeto teve a aprovacdo do Comité de Etica, cujo registro no CAAE foi

0009.0.250.250-07.

Resultados

Quanto as variaveis de caracterizacdo dos pacientes, foi possivel identificar
um predominio do sexo masculino (65,2%), da faixa etaria entre 30 e 44 anos
(34,3% - Tabela 1). Houve maior frequéncia de pacientes com fototipo V (74;
36,8%) e procedéncia da cidade do Recife (129; 64,2%).

Do total de individuos estudados, 100(49,8%) foram classificados como
paucibacilares e 101(50,2%) como multibacilares, dentre os quais se constatou
um predominio de baciloscopia menor que trés (73; 72,3%)(Tabela 1).

Dentre os 28(27,7%) pacientes com baciloscopia inicial 23,00, cerca de 17%
(5/28) foram tratados por 24 meses e 10% (3/28) foram retratados. Um total de 80
(39,8%) pacientes foram submetidos a nova baciloscopia apds tratamento,
havendo predominio de baciloscopia negativa nesses individuos.

A reacdo hansénica de 151(75,1%) pacientes foi classificada como tipo I;
enquanto que 31(15,4%) tiveram-na do tipo Il e 19(9,5%) tiveram reagao tipo | e
tipo Il. Em todos os casos, o inicio da reacdo hansénica foi mais frequente

durante o tratamento (67,7%) ou num periodo menor que seis meses apos a alta



53

medicamentosa. Para esses pacientes, a droga de escolha foi a prednisona,
administrada a 95% deles, isolada (75,6%) ou associada a talidomida (19,4%)
(Tabela 1). Dos pacientes estudados, 87% (175/201), foram submetidos ao
tratamento padréao e 90% (180/201), ao tratamento regular.

Quanto a distribuicdo dos pacientes segundo a reagdo hansénica, expressa
na Tabela 1, identificou-se que as do tipo | ocorreram mais frequentemente nos
pacientes na faixa etaria de 30 a 59 anos, paucibacilares ou multibacilares com
baciloscopia <3,00 e com inicio durante o tratamento da hanseniase ou apos um
ano do término da alta medicamentosa. As reagdes do tipo |l se caracterizaram

por predominarem em pacientes na faixa etaria de 30 a 44 anos, multibacilares e
com baciloscopia =3,00.
Houve associacao significante entre baciloscopia menor que 3,00 e reacao

tipo | e baciloscopia 23,00 e a reagao tipo Il (p<0,001).
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Tabela 1 - Distribuicdo das caracteristicas demograficas e clinicas dos 201

pacientes reacionais atendidos no CISAM e Centro de Saude Lessa de Andrade

Numero de pacientes Reagao
Variaveis (n: %) Tipo | Tipo Il Tipolell
’ (n; %) (n; %) (n; %)
Sexo
Masculino 131(65,2) 99 (65,6) 21 (67,7) 11 (57,9)
Feminino 70 (34,8) 52 (34,4) 10 (32,3) 8 (42,1)
Idade (anos)
0 - 14 anos 8 (4,0) 6 (4,0) 0 (0,0) 2 (10,5)
15 — 29 anos 40 (19,9) 31 (20,5) 9 (29,0) 0 (0,0)
30 — 44 anos 69 (34,3) 46 (30,5) 14 (45,2) 9 (47,4)
45 — 59 anos 61 (30,4) 46 (30,5) 7 (22,6) 8 (42,1)
=60 anos 23 (11,4) 22 (14,5) 1(3,2) 0 (0,0)
Tipo Baciloscopia
Paucibacilar 100 (49,8) 100 (66,2) 0 (0,0) 0 (0,0)
Multibacilar 101 (50,2) 51(33,8) 31(91,2) 19 (100,0)
0,09 — 2,99 73(72,3) 49 (96,7) 11(32,4) 13 (68,4)
= 3,00 28 (27,7) 2(3,9) 20 (58,8) 6 (31,6)
Baciloscopia Final
Negativa 56 (27,9) 52 (34,4) 2 (6,5) 2 (10,5)
Positiva 24 (11,9) 7(4,7) 11 (35,5) 6 (31,6)
N&o realizada 121(60,2) 92 (60,9) 18 (58,1) 11 (57,9)
Inicio da reagéo hansénica
No tratamento 136 (67,7) 99 (65,6) 21 (67,7) 16 (84,2)
< 6 meses da alta 38 (18,9) 28 (18,5) 8 (25,8) 2 (10,5)
6 — 12 meses da alta 9 (4,5) 6 (4,0) 2 (6,5) 1(5,3)
>1 ano da alta 18 (8,9) 18 (11,9) 0 (0,0) 0(0,0)
Drogas usadas no tratamento
Prednisona 152 (75,6) 140 (92,7) 7 (22,6) 5(26,3)
Talidomida 6 (3,0) 0 (0,0) 6 (19,4) 0 (0,0)
Ambas 39 (19,4) 7 (4,6) 18 (58,1) 14 (73,7)
QOutras? 4 (2,0) 4 (2,7) 0 (0,0) 0 (0,0)
NOTAS:" — Numero de bacilos identificados em pacientes multibacilares - Teste Qui Quadrado de Pearson
p<0,001

2 — Qutras drogas para tratamento de quadros reacionais incluiram carbamazepina, clofazimina
e pentoxiflina

Em relacédo as formas clinicas dos individuos estudados, 19,9% (40/201)
foram tuberculdides, 58,7% (118/201) foram borderline, e 21,4% (43/201)
Virchowiana.

As caracteristicas clinicas dos quadros reacionais encontram-se nas Figuras
1 e 2. Quanto as caracteristicas comuns as reagoes tipo | e Il, constatou-se que a
neurite foi o comprometimento mais frequente entre os tipos reacionais (Figura 1).

Dentre os pacientes com reagao tipo |, a neurite ocorreu de forma isolada em
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lesbes em placa, exclusivas desse grupo,

apresentaram-se como comprometimento unicamente cutdneo em 30,5%

(46/151).
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sintomas e sinais

Figura 1 - Distribuicdo dos achados clinicos comuns as reagdes tipo | e I,

diagnosticadas em 201 pacientes segundo reagdo hansénica acompanhados em

dois Centros de Referéncia em Recife — PE

Na Figura 2, apresentam-se as manifestagbes clinicas de 50 pacientes

com reagado hansénica tipo Il, observando-se que no grupo com ambas as

reacdes, a presenga de menos de 10 ndédulos por segmento corporal afetado,

linfadenopatia, artrite e irite foram mais frequentes do que no grupo com reagao

tipo Il isolada.
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Figura 2 - Distribuigcdo dos achados clinicos dos pacientes com reacéo hansénica

tipo Il, isolada ou associada a reacao tipo |, acompanhados em dois centros de

referéncia em Recife — PE

Para determinar a associagcao entre as variaveis idade, sexo, inicio da

reacdo hansénica, acometimento neural e retratamento da hanseniase com a

forma multibacilar, procedeu-se a andlise univariada (Tabela 2). Determinou-se

que pacientes submetidos ao retratamento tinham chance aproximadamente uma

vez maior de serem multibacilares. A idade, sexo, época de inicio da reacao e

acometimento neural ndo se associaram a forma baciloscopica inicial.
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Tabela 2: Analise univariada da associag¢ao entre variaveis de risco e a forma

multibacilar em 201 individuos com quadro reacional

Variaveis N’ M“:'?(,Zc)”ar OR (1.C.95%) b

Idade

<44 anos 117 62 (53,0) 1,0

> 44 anos 84 39 (46,4) 0,77 (0,44 -1,35) 0,359
Sexo

Feminino 70 29 (41,4) 1,0

Masculino 131 72(55,0) 1,73 (0,96 - 3,10) 0,068
Inicio da reagéo

No tratamento ou <6 meses da alta 174 91 (52,3) 1,0

2 6 meses da alta 27 10(37,0) 0,54 (0,23-1,24) 0,140
Acometimento neural

N&o 61 28 (45,9) 1,0

Sim 140 73 (52,1) 1,28 (0,70; 2,35) 0,416
Retratamento

Nao 152 70 (46,1) 1,0

Sim 49 31(63,3) 2,02 (1,04;3,91)  0,0362

NOTAS: ' — base de célculo percentual - 201 pacientes. 2~ valor de p significante

Constatou-se também que a distribuicdo das reagcbes hansénicas, associou-

se a forma baciloscépica, sendo mais frequente a reacgao tipo | em paucibacilares

e tipo Il em multibacilares (p<0,001).

As variaveis sexo, inicio da reagao e retratamento foram incluidas na analise

multivariada e submetidas a regressao logistica, por apresentarem valor de p

menor que 0,20, cujos resultados estdo apresentados nas Tabela 2 e 3.

Observou-se que pacientes do sexo masculino tinham chance aproximadamente

uma vez maior de serem multibacilares quando comparados as mulheres (Tabela

3).
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Tabela 3 - Regressao logistica da variavel sexo com a forma multibacilar em 201

individuos reacionais

Variavel independente Coeficiente p Odds Ratio IC 95%
Sexo (Masculino x Feminino) 0,59 0,049 1,81 1,01 -3,43
Constante -0,72 0,008
Discussao

A identificagdo e o0 manejo dos pacientes com episédios reacionais
hansénicos constituem um desafio para o clinico, porque esses episodios
requerem diagnostico precoce, ja que as sequelas sdo graves. Quando os
quadros reacionais sao tardios, apds a alta medicamentosa, aumenta a
dificuldade em diagnosticar devido a necessidade de diferenciagdo com os
quadros de recidiva. O retardo no diagnéstico diferencial entre recidiva e reagao
hansénica acarretara atraso também na conduta terapéutica, o que contraria o
atendimento das necessidades dos pacientes por intervengdes rapidas.

A caracterizacdo clinica dos pacientes reacionais pode contribuir
positivamente nesse sentido, do que deriva a importancia dos resultados aqui
apresentados, ja que os estudos sobre reagdo hansénica em populagao
nordestina s&o escassos.

Em relacdo ao sexo dos pacientes, observou-se maior frequéncia de
quadros reacionais em homens, numa propor¢ao de 1,87:1,00 homens:mulheres,

contrariando a distribuicdo populacional da cidade do Recife, que se igualava a
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0,8:1,00, estatisticas de 2007. Considerando que a expectativa de vida da mulher,
desde a adolescéncia, € maior que a do homem, a maior propor¢gao de homens
reacionais hansénicos pode ser uma caracteristica da doenca®.

A proporcao do presente estudo foi menor que a de 3,75:1,00, identificada
em pesquisa de reagbes hansénicas entre pacientes tailandeses®, porém maior
que a de 1,18:1,00, constatada entre 290 pacientes, no Rio de Janeiro®, e de
1,32:1,00, na cidade de Uberaba, entre 149 pacientes?'.

No presente estudo, ao incluir a variavel sexo na analise multivariada
(Tabelas 2 e 3), para determinagdo dos fatores de risco para formas
multibacilares, e consequentemente, para predisposicdo aos quadros reacionais
mais graves, comprovou-se que individuos do sexo masculino tinham chance 0,81
vezes maior de serem multibacilares. Esse fato aponta para a necessidade de um
acompanhamento mais cuidadoso dos pacientes do sexo masculino, por
apresentarem maior propensao as formas mais graves de reagéo.

Quanto a distribuicdo etaria, apesar da maior frequéncia da reacéao tipo |
numa faixa mais ampla (entre 30 e 59 anos) que aquela de pacientes com reagao
tipo 1l (entre 30 e 44 anos) (Tabela 1), essa variavel ndo se associou a maior risco
de desenvolvimento da forma multibacilar (Tabela 2). Mesmo assim, dois
aspectos dessa distribuicdo etaria sdo relevantes. Em primeiro lugar, deve-se
considerar que o adoecimento de homem na idade entre 30 e 49 anos exerce
impacto psicossocial, devido a maior atividade laborativa nessa faixa etaria. Em
segundo lugar, € preocupante o achado de criangas menores de quinze anos de

idade com reacdo hansénica, principalmente pela consideracido de que, nessa
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faixa etaria, devem ter maior convivio com membros familiares, indicando que sua
contaminacgao foi domiciliar.

O predominio do fototipo V e da procedéncia da cidade do Recife entre os
pacientes (Tabela 1) pareceu refletir tho somente a cor da pele de habitantes da
cidade e a situacdo geografica dos centros de referéncia, que foram escolhidos
por locais da presente pesquisa.

Do ponto de vista clinico, a associagado da forma multibacilar com contagem
de BAAR igual ou maior que 3,00 e desenvolvimento de reagao tipo Il isolada
(58,8%) esteve em consonancia com os achados de Saunderson et al. e com a
OMSZZ,ZG_

O predominio de pacientes multibacilares com baciloscopia menor que 3,00
(72,3%; Tabela 1) pode induzir ao raciocinio de que essa associa¢ao indicaria
melhor prognostico, pela menor carga bacilar. No entanto, quando se observa a
frequéncia de ambos os quadros reacionais nos multibacilares, este foi mais
frequente (21,4% - 6/28), nos multibacilares com baciloscopia igual ou maior que
3,00. Tais pacientes apresentam um quadro clinico mais grave com sinais e
sintomas incapacitantes como neurite, edema e dor em maos e pés, bolhas e
ulceras, linfadenopatia e artrite (Figuras 1 e 2).

A baciloscopia, tanto inicial, quanto final, € um exame que integra o arsenal
diagnostico da hanseniase e n&o se encontra limitado, mesmo em paises de
baixa renda e em desenvolvimento. A pesquisa de BAAR pode auxiliar no
direcionamento do diagndstico diferencial entre recidivas e desencadeamento de

reacao hansénica.
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A nao realizacdo da baciloscopia apds tratamento na maioria dos pacientes
deste estudo pareceu um reflexo negativo das recomendag¢des do Ministério da
Saude quanto ao manejo do paciente hansénico. Se, ao diagndstico, a
baciloscopia é um critério essencial e as reacdes hansénicas sdo reconhecidas
como eventos graves e como desafio para serem diferenciadas de recidiva,
principalmente em longo prazo apds alta medicamentosa, deveria haver
obrigatoriedade da baciloscopia de controle para agilizar esse diagnostico. A falta
de obrigatoriedade para tal procedimento pode contribuir para que o exame de
pacientes em controle seja preterido, em beneficio daqueles em primeiro episodio,
principalmente quando se considera a caréncia de recursos humanos nos
servigos de saude.

Guerra et al® ressaltam que a reducdo do indice baciloscépico diminui as
chances de reagdo. Ainda que se langasse mao do exame histopatolégico, uma
importante ferramenta para diferenciar a reacao tipo | da recidiva, seus resultados
nao substituem a baciloscopia para estimativa de risco de desenvolvimento da
reacao hansénica. Ele comprova o tipo de reagao e a distingue da recidiva, além
do que nao esta disponivel para rotina, mesmo nos centros de referéncia para
hanseniase’.

Um fato relevante, neste trabalho, é que o primeiro episédio de reacao
hansénica, tanto tipo | como tipo Il, surgiu na maioria (86,6%) dos individuos
ainda durante o tratamento ou apds seis meses da alta. A presencga de estados
reacionais durante o tratamento parece ser reflexo do comportamento
imunoldgico do individuo e reforca a teoria de que o préprio tratamento

(persisténcia de bacilos ainda viaveis) pode ser um fator precipitante para o
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surgimento do quadro reacional. Em pacientes com grande carga bacilar, a
presencga continua de antigenos de bacilos mortos aumenta o risco de reagdes
hansénicas ja que esta eliminagcdo bacilar é lenta e depende do sistema
fagocitario do individuo na ordem de 0,6 a 1,0 log/ano. Esse mecanismo também
explica porque as reagdes podem ocorrer logo apds alta medicamentosa’™?

No presente estudo, o surgimento do eritema nodoso ainda durante o
tratamento contrariou os achados de Kumar et al.’?> que avaliando as
caracteristicas epidemioldgicas de uma grande coorte na india, observaram que
essa reagao € mais frequente no primeiro ou segundo ano apés alta da terapia
multidroga. O fato de a clofazimina ser utilizada durante o tratamento da
hanseniase e ter efeito antiinflamatério poderia justificar o surgimento tardio do
quadro reacional na forma lepromatosa.

O uso de talidomida em sete pacientes com a reagéo Tipo | (Tabela 1), pode
refletir as dificuldades de conducdo diagndstica e terapéutica que as reagdes
hansénicas demandam, como por exemplo, a alternancia dos tipos reacionais em
multibacilares.

A constatacdo de que os pacientes multibacilares tiveram maior chance de
necessitar retratamento (Tabela 2) trouxe informagéo adicional aos achados de
um estudo tipo caso-controle, também realizado em populagéo recifense?, no qual
o retratamento foi trés vezes mais frequente nos individuos reacionais.

No presente estudo, o predominio da forma borderline foi um achado
coerente com o critério de inclusdo de pacientes reacionais, ja que a
caracteristica dessa forma clinica é a instabilidade clinica e imunologica com a

maior susceptibilidade aos quadros reacionais.
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Comparativamente, a reacédo tipo Il € mais agressiva que a reagao tipo |,
mas essa observacao sé esta adequada aos pacientes multibacilares, porque
podem desenvolver ambas, isolada ou alternadamente’. Assim os pacientes
paucibacilares, ndo sujeitos a reacdo tipo Il, estiveram menos expostos a
complicagcbes, mas € importante ressaltar que tal achado nao é tranquilizador,
pois essas reacdes sdo acompanhadas de neurite que é responsavel por danos e

sequelas importantes™ 7.

Conclusoes

A partir das observagdes epidemioldgicas e clinicas, os achados do presente
estudo, sugeriram que os pacientes reacionais do sexo masculino associaram-se
ao maior risco de desenvolvimento da forma multibacilar. A forma clinica
predominante foi a borderline, com desenvolvimento de reagcdes hansénicas mais
frequentemente durante o tratamento. Os pacientes multibacilares foram mais
propensos ao retratamento e aqueles com reacgoes tipo | e Il, apresentaram maior
frequéncia de neurite, linfadenopatia, artrite e irite do que aqueles com reagao

isolada.

Agradecimentos
Aos pacientes que, num gesto de desprendimento, concordaram em
participar do estudo e aos colegas dermatologistas e demais funcionarios do

CISAM e da Policlinica Lessa de Andrade.



64

Referéncias

1. Andrade ARC, Lehman LF, Schreuder PAM. Como reconhecer e tratar reagbes hansénicas.
Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais. Belo Horizonte, 2005.

2. Becx-Bleumink M, Berhe D. Occurrence of reactions, their diagnosis and management in leprosy
patients treated with multidrug therapy; experience in the leprosy control program of the All Africa
Leprosy and rehabilitation training center (ALERT) in Ethiopia. Int J Lepr Other Mycobact Dis.
1992; 60:173-84.

3. Blatt JM. Consideragbes a cerca dos estados reacionais do portador de hanseniase no
municipio de Itajai. Saude e Sociedade. 2001:1.

4. Brito MFM. O retratamento em hanseniase: ldentificagao dos fatores de risco - Um estudo caso-
controle [tese]. Recife: Universidade Federal de Pernambuco. 2004. 68p.

5. Burns T, Breathnach S, Cox N, Griffiths C. Rook’s Textbook. of Dermatology. 2004, 7 ed,
Blackwell Sciences Ldt, Massachusetts, p.29.1- 29.2.

6. Fitzpatrick, TB. Soleil et peau. J Med Esthet 1975; 2: 33034.

7. Gallo MEN, Oliveira MLW. Recidivas e reinfeccdo em Hanseniase. Medicina, Ribeirdo Preto
1997; 30: 351-57.

8. Goulart IMB, Penna GO, Cunha G. Imunopatologia da hanseniase: a complexidade da resposta
imune do hospedeiro ao Mycobacterium leprae. Rev Soc Bras Med Trop. 2002;35:365-75.

9. Guerra JG, Penna GO, de Castro LCM, Martelli CMT. Avaliacdo de série de casos de eritema
nodoso hansénico: perfil clinico, base imunolégica e tratamento instituido nos servigos de saude.
Rev. Soc. Bras. Med. Trop. Sept./Oct. 2004; 37: 384-390.

10. Hosmer, D.W. and Lemeshow, S. Applied Logistic Regression. New York: John Wiley & Sons,
1989.

11. Kahawita IP, Walker SL, Lockwood DNJ. Leprosy type 1 reactions and erythema nodosum
leprosum. An Bras Dermatol. 2008; 83:75-82.

12. Kumar B, Dogra S, Kaur |. Epidemiological characteristics of leprosy reactions: 15 years
experience from north India. Int J Lepr Other Mycobact. 2004; 72:125-33.

13. Little D, Khanolkar-Young S, Coulthart A, Suneetha S, Lockwood DN. Immunohistochemical
analysis of cellular infiltrate and gamma interferon, interleukin-12, and inducible nitric oxide
synthase expression in leprosy type 1 (reversal) reactions before and during prednisolone
treatment. Infect Immun. 2001; 69:3413-7.

14. Manandhar R, LeMaster JW, Roche PW. Risk factors for erythema nodosum leprosum. Int J
Lepr Other Mycobact Dis. 1999; 67:270-8.

15. Mendonga VA, Costa RD, de Melo GEBA, Antunes CM, Teixeira AL. Imunologia da
hanseniase. An Bras Dermatol. 2008; 83(4) 343-350.

16. Nery JAC, Sales AM, lllarramendi X, Duppre NC, Jardim MC, Machado AM. Contribui¢do ao
diagndstico e manejo dos estados reacionais. Uma abordagem pratica. An. Bras. Dermatol. 2006;
81(4): 367-75.


http://portal.revistas.bvs.br/transf.php?xsl=xsl/titles.xsl&xml=http://catserver.bireme.br/cgi-bin/wxis1660.exe/?IsisScript=../cgi-bin/catrevistas/catrevistas.xis%7Cdatabase_name=TITLES%7Clist_type=title%7Ccat_name=ALL%7Cfrom=1%7Ccount=50&lang=pt&comefrom=home&home=false&task=show_magazines&request_made_adv_search=false&lang=pt&show_adv_search=false&help_file=/help_pt.htm&connector=ET&search_exp=Int%20J%20Lepr%20Other%20Mycobact%20Dis

65

17. Pfaltzgraff RE, Ramu G. Clinical leprosy. In: Hastings RC, editor. Leprosy. 2nd ed. Edinburgh:
Churchill Livingstone; 1994. p. 237-90.

18. Pocaterra L, Jain S, Reddy R, Muzaffarullah S, Torres O, Suneetha S, et al. Clinical course of
erythema nodosum leprosum: an 11-year cohort study in Hyderabad, India. Am J Trop Med Hyg.
2006;74: 868-79.

19. Ridley DS, Jopling WH. Classification of leprosy according to immunity: a five-group system. Int
J Lepr Other Mycobact Dis 1966; 34:255-73.

20. Ridley MJ, Ridley DS. The immunopathology of erythema nodosum leprosum: the role of
extravascular complexes. Lepr Rev. 1983;54:95-107.

21. Rodrigues ALP, de Almeida AP, Rodrigues BF, Pinheiro CA, Borges DS, de Mendonga MLH et
al. Occurrence of late lepra reaction in leprosy patients: subsidies for implementation of a specific
care program. Hans Intern 25(1): 17-25, 2000.

22. Saunderson P, Gebre S, Byass P. ENL reactions in the multibacillary cases of the AMFES
cohort in central Ethiopia: incidence and risk factors. Lepr Rev 2000; 71: 318-324.

23. Schreuder PAM. The occurrence of reactions and impairments in leprosy: experience in the
leprosy control program of three provinces in northeastern Thailand, 1978-1995. Il. Reactions. Int JI
of Lepr 1998; 66:159-169.

24. Scollard DM. Epidemiologic characteristics of leprosy reactions. Int J Lepr Other Mycobact.
1994; 62: 559-69.

25. Silva SF, Griep RH. Reagao hansénica em pacientes portadores de hanseniase em centros de
saude da area de planejamento 3.2 do municipio do Rio de Janeiro. Han Intern 32(2):155-162,
2007

26. World Health Organization [homepage on the Internet]. Global strategy for further reducing
leprosy burden and sustaining leprosy control activities (2006-2010): Operational guidelines. [cited

2007 Dec 12]. Available from: http://www.who.int/lep/resources/SEAGLP20062.pdf< .

27. Vieira, S. Introdugéo a Bioestatistica . 32 ed. Rio de Janeiro: Campus, 1998.


http://www.who.int/lep/resources/SEAGLP20062.pdf%3C%20.%C2%A0%C2%A0

66

ARTIGO I

Polimorfismos do gene NRAMP1 em individuos com reacgoes
hansénicas atendidos em dois Centros de Referéncia no Recife,

Nordeste do Brasil



67

Polimorfismos do gene NRAMP1 em individuos com reagées hansénicas

atendidos em dois Centros de Referéncia no Recife, Nordeste do Brasil

Marcia Almeida Galvao Teixeira'
Norma Lucena-Silva?
Alessandra de Luna Ramo3
Ana Hatagima*

Vera Magalhaes®

Professora Assistente da Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade de Pernambuco; Policlinica Lessa de Andrade,
Recife-PE, Brasil . Endereco para correspondéncia: Rua Jornalista Guerra de Holanda, 158, apto 1102 Casa Forte. CEP
52061010 Recife, PE, Brasil Fone: 55(81) 34272268 e-mail: marciateixeira@folha.rec.br

2Doutora em biologia molecular. Laboratério de Biologia Molecular do Instituto de Medicina Integrada Prof. Fernando
Figueira de Pernambuco, Recife-PE, Brasil

3Biomédica. Laboratorio de Biologia Molecular do Instituto de Medicina Integrada Prof. Fernando Figueira de Pernambuco,
Recife-PE, Brasil

“Doutora. Laboratério de Genética Humana do Instituto Oswaldo Cruz, Fundagdo Oswaldo Cruz. Rio de Janeiro, RJ, Brasil
SProfessora titular da disciplina de doencas infecciosas e parasitarias do curso de medicina da Universidade Federal de
Pernambuco, Recife - PE, Brasil

Locais do estudo: Centro de Saude Amaury de Medeiros da Universidade de Pernambuco, Recife, PE, Brasil, Instituto de
Medicina Integrada Prof. Fernando Figueira, Recife, PE, Brasil e Universidade Federal de Pernambuco



68

RESUMO

Para investigar susceptibilidade as reagcbes hansénicas, trés polimorfismos do
gene natural resistance-associated macrophage protein (NRAMP1), foram
determinados em 201 pacientes, atendidos em dois centros de referéncia no
Recife, entre 2007 e 2008, sendo 100 paucibacilares e 101 multibacilares. A
determinacdo dos polimorfismos 274C/T, D543N e 1729+55del4 do gene
NRAMP1 foi realizada utilizando a técnica do polimorfismo de fragmento de
restricdo em DNA extraido de leucécitos de sangue periférico e as estimativas das
frequéncias alélicas e genotipicas foram feitas por contagem direta. Os gendétipos
predominantes foram: CC (51,8%) para 274C/T, GG (86,6%) para D543N e +-
TGTG (59,9%) para 1729+55del4. O gendtipo mutante 274 TT predominou na
negatividade da reagado reversa (p=0,03) e na positividade do eritema nodoso
(p=0,04). Nossos resultados sugerem que o polimorfismo 274 C/T do gene
NRAMP1 pode auxiliar na determinacdo da susceptibilidade a reacao tipo Il em
individuos com hanseniase.

Palavras-chave: Hanseniase, polimorfismo de fragmento de restri¢cao.



ABSTRACT

To investigate susceptibility to leprosy reactions, according three natural
resistance-associated macrophage protein (NRAMP 1) gene polymorphisms,
sample blood from 201 patients of two different reference hospitals in Recife,
between 2007 and 2008, were examined. The individuals were divided in
two groups: paucibacillary (100) and multibacillary (101). 274C/T, D543N
and 1729+55del4 polymorphisms typed by restriction fragment length
polymorphism, allelic and genotypic frequencies were calculated by direct
genic count. The main genotype found were: CC (61, 8%) to 274C/T, GG
(86,6%) to D543N and +-TGTG (69,9%) to 1729+55del4. The wild genotype
274 TT prevailed on the negativity of the reversal reaction (p=0,03) and in
the positivity of erythema nodosum leprosum (p=0,04). The 274 C/T
NRAMP 1 polymorphism aids in the determination to the susceptibility to type
I reaction in Leprosy patients.

Key- words: leprosy, restriction fragment length polymorphism.
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Introdugéao

A hanseniase € uma doenga complexa, cujo desfecho resulta de uma
combinagdo entre a acdo do Mycobacterium leprae, fatores ambientais,
socioecondmicos e a predisposig¢éo individual?'.

O numero global de casos de hanseniase tem mostrado tendéncia de
declinio desde o ano de 2001, exceto em regides da Africa e no Brasil, que
mantém alta endemicidade. Nas regides Norte e Nordeste estdo presentes 40%
dos novos casos de hanseniase do Brasil®.

As reagdes hansénicas sdao fendbmenos de hipersensibilidade a antigenos
do M. leprae®. Os principais tipos de reagdo sdo: a reagdo reversa (tipo 1) e o
eritema nodoso hansénico (tipo IlI). A reacdo tipo | pode estar presente em
individuos com as formas clinicas paucibacilares ou multibacilares, enquanto que
a reacao tipo Il acomete pacientes multibacilares*,

Os episddios reacionais estdo presentes em cerca de 10% a 50% dos
pacientes, predominando nas formas clinicas multibacilares. Podem surgir em até
cinco anos apos o aparecimento da doenca e sao responsaveis por sequelas
importantes e dificultam o diagnéstico diferencial com a recidiva da doenga, e,
portanto, a conduta terapéutica'%.

A teoria que admite que a incapacidade de destruicdo dos bacilos de
Hansen pelos macrofagos pode ser influenciada por polimorfismos génicos tende
a ganhar forga nos ultimos anos'®. Tem-se postulado que um conjunto de genes
pode modificar a susceptibilidade a hanseniase e as diferentes formas

clinicag®613.21.23
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O gene da proteina 1 associada a resisténcia natural do macréfago (natural
resistance associated macrophage protein 1 - NRAMP 1) tem sido relacionado a
defesa inata, bem como a adquirida, que confere resisténcia a parasitas
intracelulares, por sua atividade estar diretamente ligada ao processamento dos
antigenos bacterianos pelas células fagocitarias®'2.

Ferreira et al.”®, estudando o polimorfismo (GT)n do NRAMP1, observaram
que os individuos com resposta negativa a lepromina, ou seja, Mitsuda negativos,
que expressavam um determinado tipo de alelo desse polimorfismo,
apresentavam sete a oito vezes mais chances de desenvolver a hanseniase,
concluindo haver relacdo entre variacbes polimorficas e susceptibilidade a
doenga.

O gene da NRAMP1 localiza-se na regido 2q35 do cromossoma 2 € a
proteina codificada por ele € detectada no compartimento lisossomal de
macrofagos, mondcitos e leucdcitos periféricos, como também no figado, baco e
pulmdes, apds indugdo por linfocinas e produtos bacterianos'%®, exercendo a
funcdo de uma bomba de efluxo de cations divalentes, como Fe** e Mn*™%?2 A
remogao destes ions, essenciais para a sobrevivéncia do microorganismo no
macrofago, resulta em restricdo da multiplicacédo e propagacédo intracelular do
patdgeno, além de privar a bactéria da produgédo de enzimas protetoras (catalase
e superoxido dismutase), que neutralizam a agdo de componentes oxigénio
reativos produzidos pelo macréfago” "¢ %

A codificagdo da proteina nos individuos NRAMP1 leva a uma atividade
macrofagica adequada, um padrdo de resposta Th1 e tendéncia ao individuo ser

paucibacilar. Especula-se que isto ocorra quando ha a expressdo dos alelos
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selvagens, C para 274 C/T, G para D543N e +TGTG para o polimorfismo
1729+55del4 2,

Algumas mutagbes no gene NRAMP1 anulam a resisténcia natural a
infecgdes pelo Mycobacterium. Liu et al.'’, investigando 80 pacientes com
tuberculose, descreveram nove polimorfismos, dentre eles o 274C/T, que decorre
de uma troca de bases citosina (C) por timina (T) na posi¢gdo 274 do éxon 3, o
polimorfismo D543N, no qual ha troca de bases guanina (G) por adenina (A) na
posicdao 1703 do éxon 15, e o terceiro polimorfismo 1729+55del4, no qual ha
delecdo das bases TGTG na regido 3’ ndo traduzida (3’'UTR). Concluiram que as
variantes NRAMP1 podem ser uteis para analise genética da susceptibilidade
humana a hanseniase, em analogia a verificada para parasitoses intracelulares,
porque esses polimorfismos sdo importantes reguladores das vias de ativagao de
macrofagos.

Meisner et al.’® tomando como base a associagdo entre polimorfismo da
NRAMP1 e susceptibilidade a tuberculose, compararam a distribuicdo do
polimorfismo 1729+55del4 na hanseniase e observaram maior frequéncia de
heterozigose entre multibacilares.

O objetivo deste estudo foi investigar a associagao entre trés polimorfismos
do gene NRAMP1 e as reagbes hansénicas em pacientes multibacilares e

paucibacilares.

Métodos

Amostra. Realizou-se um estudo comparativo, observacional envolvendo

201 individuos hansenianos com quadro reacional, excluida a forma neuritica
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pura de hanseniase, oriundos da demanda espontanea ou encaminhados por
outros servigos da rede publica e acompanhados nos ambulatérios de hanseniase
do Centro Integrado de Saude Amaury de Medeiros (CISAM)/Universidade de
Pernambuco e da Policlinica Lessa de Andrade, em Recife, nos anos de 2007 e
2008.

As reacdes hansénicas foram classificadas de acordo com os critérios de
Ridley e Joppling*, em tipo | ou tipo Il. O paciente com reacgéo tipo | ou reversa
caracterizava-se clinicamente por: infiltracdo de lesdes antigas associadas ao
surgimento de novas lesdes em forma de manchas ou placas infiliradas, eritema,
dor, lesbes vésico-bolhosas, ulceracbes, parestesia, mal-estar, febre, dor ou
espessamento de nervos periféricos. Como reacgao tipo Il ou eritema nodoso
considerou-se o quadro caracterizado pelo surgimento de nédulos disseminados,
febre e neurite®.

Cem pacientes (49,8%) foram paucibacilares, pois apresentavam
baciloscopia inicial negativa antes do tratamento, menos de cinco lesdes cutaneas
e até um tronco nervoso afetado, enquanto que 101 (50,2%) foram multibacilares,
ou seja, tinham baciloscopia inicial positiva.

O tipo de pele foi baseado na classificagdo de Fitzpatrick' que contempla a
cor dos olhos, cabelos e da pele. Os tipos |, Il e lll corresponderam a pele branca,
os tipos IV e V, a parda, e o tipo VI, a negra.

O protocolo constou de exame clinico dermatoldgico e realizagado de
coleta de 7,5mL de sangue venoso periférico para analises genética e

molecular.

Determinagdo dos polimorfismos. A determinagédo dos polimorfismos foi

realizada através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida pela técnica
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do polimorfismo de fragmento de restricdo (RFLP) proposto por Lui et al.V. A
reacao foi realizada em um total de 25uL contendo 50 ng a100 ng de DNA, Tris-
HCL 10 mM (pH 9.0), KCI 50 mM, MgClI 1,5 mM, 0,2 mM de cada dNTP, 20 pmol
de cada iniciador e uma unidade de Tag DNA polymerase (Biotools, USA).

Os iniciadores utilizados na PCR foram: 5-
TCGCACCATCCCTATACCCAG-3’' e 5-TCTCGAAAGTGTCCCACTCAG-3' para
o polimorfismo 274 C/T e 5-GCATCTCCCCAATTCATGGT-3 e 5-
AACTGTCCCACTCTATCCTG-3' para os polimorfismos D543N e 1729 + 55 del 4.
As condicbes da reacao foram: um ciclo inicial de 94°C por 3 min, seguido de um
protocolo com 35 ciclos a 94°C por 1 min para desnaturagao, 60°C por 1 min para
anelamento e 72°C por 1 min para extensao e um ciclo de extensao final de 72°C
por 10 min no termociclador Gradient da Eppendorf. As amostras foram
submetidas a amplificagcdo do gene humano constitutivo gapdH como controle
positivo de reagao e verificagdo da qualidade do DNA extraido. Como controle
negativo da reagao, foram usados os reagentes da PCR, em auséncia de DNA. O
produto da amplificagéo foi visualizado em gel de agarose a 2% corado pelo
brometo de etideo (0,5ug/mL), sob luz ultravioleta e fotografado com filme
Polaroid 667.

A segunda etapa do ensaio constou de digestdao enzimatica de 5 yL do
produto da PCR, adicionados a uma solugdo preparada com tampéao (1x) de
reacdo NEBuffer4 (BioLabs®, United Kingdom). Para o polimorfismo 274 C/T a
PCR produziu fragmentos de 216 pares de bases (bp), os quais tratados pela
enzima de restricdo Mnl | a 37°C durante 18 horas, definiram o alelo mutante (T)

correspondente aos fragmentos 167, 37 e 12 bp e o alelo selvagem (C),
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correspondente aos fragmentos 102, 65, 37 e 12 bp. Para o polimorfismo D543N,
os fragmentos com 240 ou 244bp foram submetidos a enzima de restricdo Ava I,
definindo o alelo mutante (A) correspondente aos fragmentos 201 e 39bp e o
selvagem (G) correspondente aos fragmentos 126, 79 e 39bp. Os fragmentos do
polimorfismo 1729 + 55del4, com 240p ou 244bp, foram submetidos a enzima de
restricdo Fok I definindo o alelo mutante (-TGTG), correspondente ao fragmento
240 bp, e o alelo selvagem (+TGTG), com os fragmentos 211 e 33bp.

O produto da digestdo foi visualizado em gel de poliacrilamida a 10% e
corado pela prata. O gel foi secado em filme celofane e arquivado para
determinagdo dos gendtipos segundo o protocolo de Liu et al.".

Devido a dificuldades técnicas, a determinagao dos polimorfismos 274 C/T
e D543N foi possivel nas amostras de DNA de 197 individuos (100 multibacilares
e 97 paucibacilares), enquanto o polimorfismo 1729 + 55del4 foi determinado nas
amostras de 172 individuos (85 multibacilares e 87 paucibacilares).

A analise estatistica foi realizada pelos programas MSOffice Excel verséao
2003 para o gerenciamento do banco de dados; Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) for Windows versdo 12.0, para a execugdo dos calculos
estatisticos, elaboracdo e edigdo de graficos e MSOffice Word versao 2003, para
elaboragdo das tabelas. Foram empregados o teste Qui-quadrado (Mantel-
Haenszel), para testar associagdo entre variaveis qualitativas, e o teste exato de
Fisher, nos casos em que o valor esperado foi menor que cinco, ambos em nivel
de significancia de 0,05.

O projeto teve a aprovacdo do Comité de Etica, cujo registro no CAAE foi

0009.0.250.250-07.
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Resultados

A amostra foi constituida em sua maioria por homens, individuos fototipo V,

com idade entre 30-44 anos e procedentes de Recife (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuicdo das variaveis de caracterizacdo dos 201 pacientes
reacionais atendidos no CISAM e Policlinica Lessa de Andrade, 2007-2008

Variaveis n (%)

Sexo

Masculino 131 (65,2)

Feminino 70 (34,8)
Cor da pele

Fototipo IlI 42 (20,9)

Fototipo IV 60 (29,9)

Fototipo V 74 (36,8)

Outros 25 (12,4)
Idade

0 - 14 anos 8 (4,0)

15 -29 anos 40 (19,9)

30 — 44 anos 69 (34,3)

45 — 59 anos 61 (30,4)

= 60 anos 23 (11,4)
Procedéncia

Recife 129 (64,2)

Interior 39 (19,4)

Regido Metropolitana 33 (16,4)

As distribuicbes das frequéncias alélicas e genotipicas de cada polimorfismo
nos individuos reacionais multibacilares e paucibacilares foram verificadas. Os
alelos C, G e +TGTG foram os mais frequentes para os polimorfismos 274 C/T,
D543N e 1729+ 55del4, respectivamente, independente da classe bacilar. Quanto
aos genotipos, as maiores frequéncias foram observadas para CC, GG e +-TGTG.
Na&o se observaram diferengas significantes na distribuicdo genotipica entre

pacientes multibacilares, quando comparados aos paucibacilares (Tabela 2).
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Tabela 2 — Distribuigdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
274 C/T, D543N e 1729+55del4 do gene NRAMP 1 dos pacientes multibacilares e
paucibacilares com reacdo hansénica

MULTIBACILAR PAUCIBACILA

POLIMORFIS ~ ALELO/ ES ~ES TOTAL
0,
MO GENOTIPO (0. %) 0. %) (n, %)
274CIT C 138 (69,0) 144 (74.2) 282 (71,6) 0,25
T 62 (31,0) 50 (25,8) 112 (28,4)
cc 49 (49,0) 53 (55,0) 102 (51,8) 0,43
cT 40 (40,0) 38 (39,0) 78 (39,6) 0,91
T 11 (11,0) 6 (6,0) 17 (8,6) 0,23
D543N G 190 (95,0) 178 (91,8) 368 (93,4) 0,19
A 10 (5,0) 16 (8,2) 26 (6,6)
GG 90 (90,0) 81(83,5) 171(86,8) 0,18
GA 10 (10,0) 16(16,5) 26 (13,2)
1729+55deld  +TGTG 99 (58,2) 104 (59,8) 203 (59,0) 0,77
-TGTG 71 (41,8) 70 (40,2) 141 (41,0)
++TGTG 24 (28,2) 26 (29,9) 50 (29,1) 0,81
+TGTG 51 (60,0) 52 (59,8) 103 (59,9) 0,98
- TGTG 10 (11,8) 9 (10,3) 19 (11,0) 0,77

Gendtipos: calculo do Qui-quadrado comparativo de cada genétipo com a soma dos outros do mesmo polimorfismo
Na Tabela 3, estdo apresentadas as distribuicbes das frequéncias alélicas

e genotipicas dos polimorfismos segundo sexo dos pacientes.

Tabela 3 - Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas de cada
polimorfismo segundo baciloscopia e sexo dos pacientes

POLIMORFISMO  ALELO/ MULTIBACILARES PAUCIBACILARES
GENOTIPO
MASC (n,%) FEM (n,%) p MASC (n,%) FEM (n,%) p
274C/T c 95(66,9)  43(74,1) 0,32 89(754)  55(724) 0,64
T 47(33,1)  15(259) 0,22 29(246) 21(276) 075
cc 32(450)  17(58,6) 0,24 33(559) 20(526)  0.96
cT 31(437) 9(31,0) 1,00* 23(39,0) 15(395) 0,68
T 8(11,3) 3(10,4) 3(5,1) 3(7.9)
D543N G 136 (95,8) 54(93,1) 048" 106 (89,8)  72(94,7) 0,23
A 6 (4.,2) 4(6,9) 0,47 12 (10,2) 4(5,3) 0,21
GG 65(91,5)  25(86,2) 47 (79.7) 34 (89,5)
GA 6 (8,5) 4(13,8) 12 (20,3) 4(10,5)
1729+55del4 +TGTG 72(58,0)  27(587) 0,94 64(60,4)  40(588) 0,84
-TGTG 52(41,0)  19(41,3) 0,42 42(39,6) 28(41,2) 0,58
+TGTG  16(25,8) 8 (34.,8) 0,17 17 (32,1) 9(26,5) 045
+TGTG  40(64,5)  11(47.8) 0,45* 30(56,6) 22(647) 0,73
~TGTG 6(9,7) 4 (17,4) 6(11,3) 3(8,8)

* Teste exato de Fischer. Gendtipos: calculo do Qui-quadrado comparativo de cada genoétipo com soma dos outros do
mesmo polimorfismo
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A distribuicdo dos polimorfismos segundo cor da pele, entre multibacilares
e paucibacilares, encontra-se na Tabela 4, na qual ndo foram identificadas
diferencgas significantes. Os fototipos |, Il e Il formaram o grupo A e os fototipos

IV,V e VI o grupo B.

Tabela 4 - Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas de cada
polimorfismo segundo baciloscopia e fototipo dos pacientes

POLIMORFISMO  ALELO/ MULTIBACILARES PAUCIBACILARES
GENOTIPO
A* (n,%) B* (n, %) P A* (n,%) B* (n, %) p
274C/T c 27 (79.4) 111 (66,9) 0,15 46(742)  98(74,2) 0,99
T 7(20,6) 55 (33,1) 0,38 16(25,8)  34(258) 0,64
cc 10 (58,8) 39 (47,0) 0,91 18(58,1)  35(53,0)  0.34
cT 7(41.2) 33 (39,8) 0,20* 10(322)  28(424)  0,38*
T 0(0) 11 (13,2) 3(9,7) 3(4,6)
D543N G 31(91,2) 159 (95,8) 0,23 60(96,8)  118(89.4) 0,08
A 3(8,8) 7(4.2) 0,38* 2(3,2) 14(106) 0,07
GG 14 (82,4) 76 (91,6) 29(935)  52(78.8)
GA 3(17.6) 7(8,4) 2(6,5) 14 (21,2)
1729+55del4 +TGTG 20 (58,8) 79 (58,1) 0,94 37 (63.8) 67(57,8) 0,45
TGTG 14 (41,2) 57 (41,9) 0,77* 21(36,2)  49(42,2) 0,51
++TGTG 4(23,5) 20 (29,4) 0,32 10(34,5)  16(27.6) 0,88
+TGTG 12 (70,6) 39 (57,4) 0,68* 17(58,6)  35(60,3)  0,71*
-TGTG 1(5,9) 9(13.2) 2(6,9) 7(12,1)

*Teste de Fisher. Gendtipos: calculo do Qui-quadrado comparativo de cada genétipo com soma dos outros do mesmo

polimorfismo.

Na Tabela 5 esta apresentada a distribuicdo dos gendtipos segundo tipos
reacionais. Foi possivel identificar diferengas significantes relacionadas ao
gendtipo mutante 274 TT. Em pacientes com gendétipo TT, a reagéo tipo | foi
menos frequente, diferindo dos pacientes com reacéao tipo I, nos quais foi mais

frequente.
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Tabela 5 - Distribuicdo dos pacientes reacionais estudados quanto as frequéncias
genotipicas de cada polimorfismo € o tipo reacional

Polimorfismo Genotipo Reacao tipo | Reacdo tipo Il

SIMn (%) NAO n (%) p SIM n (%) NAO n (%) p

274C/T CcC 87 (523,4) 15(48,4) 0,68 25 (50,0) 77 (52,4) 0,77

cT 68 (41,0) 10 (32,2) 0,36 17 (34,0) 61 (41,5) 0,35

TT 11 (6,6) 6(19,4) 0,03* 8 (16,0) 9 (6,1) 0,04

D543N GG 144 (86,7) 27 (87,1) 0,61* 44 (88,0) 127 (86,4) 0,77

GA 22 (13,3) 4(12,9) 6 (12,0) 20(13,6)

1729+55del4 ++TGTG 44 (30,1) 6 (23,1) 0,46 12 (28,6) 38 (29,2) 0,93
+TGTG 85 (58,2) 18 (69,2) 0,29 24 (57,1) 79 (60,8) 0,68
-TGTG 17 (11,7) 2(7,7) 0,42 6 (14,3) 13 (10,0) 0,30*

*Teste de Fisher.

Gendtipos: calculo do Qui-quadrado comparativo de cada genétipo com soma dos outros do mesmo polimorfismo.

Discussao

O estudo da associagao entre trés polimorfismos do gene NRAMP1 e as
reagdes hansénicas em pacientes multibacilares e paucibacilares baseou-se nas
evidéncias de que a susceptibilidade, resisténcia e apresentagbes clinicas da
hanseniase poderem ser atribuidas aos polimorfismos genéticos™™92°  No
entanto ndo se localizou qualquer publicagdo dessa associagao com as reagdes
hansénicas, dai a importancia desta pesquisa.

No presente estudo, ao relacionar as frequéncias alélicas e genotipicas dos
polimorfismos da NRAMP1 com os resultados da baciloscopia inicial dos
pacientes, que espelha a multiplicacdo do M. leprae, nao se encontrou associagao

significante. O mesmo foi observado também em relagao ao sexo e ao fototipo.



80

Uma resposta imune inata efetiva em combinagdo com a baixa viruléncia
do M. leprae estd associada a resisténcia para o desenvolvimento da
hanseniase®. Desse processo, participam os receptores de reconhecimento de
padrées, como os Toll-like (TLRs), que s&o essenciais para a identificagdo de
patdogenos pelos macréfagos e pelas células dendriticas, os quais induzem a
resposta imune Th1 ou Th2, que pode ser influenciada pela expressdo de
determinados alelos do gene NRAMP 1'°.

A proteina NRAMP1 esta localizada no compartimento endossémico ou
lisossbmico maduro de macréfagos ativados pela presengca da M. leprae e
determina a liberagdo do sinal intracelular para a migracdo de endossomos ou
lisossomos e fusdo destes no mecanismo de regulagdo da multiplicagao
bacteriana. Gendtipos selvagens da NRAMP 1 promovem migracéo rapida dessas
vesiculas do sistema de Golgi para a regido celular contendo fagossomos com M.
leprae, diferente do que ocorre nos gendtipos mutantes®. Essa acdo dos
genotipos da NRAMP 1 depende também do equilibrio idnico e do transporte de
cations divalentes (Fe*, Zn?** e Mn?"), para manutencdo do pH intracelular que
assegura a agao da peptidase para processamento antigénico endossomal,
impedindo o desenvolvimento e a multiplicagdo do Mycobacterium leprae no
macrofago 891527,

Defeitos na producéo da proteina codificada pelo NRAMP 1, decorrentes da
acao de determinados alelos mutantes, podem levar a uma sintese protéica
inadequada e, consequentemente, a replicacao bacteriana por falha da atividade

macrofagica. Esses achados foram confirmados por Abel' e Meisner” ao
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identificarem, em populacdo vietnamita, africana e chinesa, polimorfismos
envolvidos na hanseniase, dentre eles 0 274C/T, o D543N e o 1729+55del4.

Pode-se afirmar que o gene mutante suprime a ativagdo macrofagica,
facilitando a multiplicacdo bacteriana e, consequentemente, favorecendo a forma
multibacilar®. Analogamente, individuos com composi¢cdo génica selvagem teriam
maior atividade dos macréfagos, o que dificultaria a reproducdo bacteriana,
levando a forma paucibacilar.

No entanto essa ldgica parte da premissa de que a multiplicagdo bacteriana
estaria relacionada a composi¢ao génica da NRAMP1, independente da acdo de
outros fatores, o que nao tem sido corroborado por Abel et al' ao alertarem que a
composicao génica interfere sobre a susceptibilidade a infecgdo bacteriana, mas
Nao a sua progressao.

Na presente pesquisa, o0 gendtipo heterozigotico +TGTG/-TGTG do
polimorfismo 1729+55del4 foi semelhante entre paucibacilares e multibacilares,
diferindo do observado por Meisner et al'®, que ao estudarem hanseniase na
populagao africana, verificaram predominio de heterozigose entre multibacilares.

Quando se analisou a associagdo entre a composi¢do genotipica dos
polimorfismos 274C/T, D543N e 1729+55del4de da NRAMP1 com as reagdes
hansénicas tipo | e tipo Il, independente das formas multibacilar ou paucibacilar,
foi possivel identificar diferengca significante. O gendtipo mutante TT do
polimorfismo 274C/T associou-se a presenga da reagao tipo I, restrita a forma
multibacilar, e auséncia da reacao tipo I.

Soo et al.?’ testaram a hipotese de que a NRAMP1 influencia o padrao de

resposta imunoldgica, estudando cobaias com leishmaniose, e concluiram que os
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alelos selvagens da NRAMP1 elicitavam predominantemente linfécitos T helper |,
ou seja, reagao Th1, enquanto que os alelos mutantes induziam reag¢des Th2.

Para investigar a influéncia da NRAMP 1 na resposta imunolégica adquirida
contra a M. leprae, Alcais et aF realizaram analise de ligagdo entre a regido
genémica NRAMP1 e a intensidade da reacdo de Mitsuda em 118 componentes
de 20 familias nucleares com hanseniase, no Vietna, ao identificarem essa
associacao, concluiram que a expressdao da NRAMP1 influencia na diferenciacao
das reagdes imunoldgicas Th1/Th2.

Scollard et aP®, em extensa revisdo de artigos publicados entre 1990 e
2006, sobre os diversos aspectos da hanseniase, consideraram importante a
associagao entre as formas mais graves e o padrao de citocinas Th2, ficando as
formas leves relacionadas ao padréo Th1.

Essas comprovacbes parecem reforcar os resultados da presente
pesquisa, 0s quais acrescentaram ao conhecimento da hanseniase a associagao
entre a resposta imune e o gendtipo TT do polimorfismo 274C/T. Esse resultado
permitiu especular que o padrao genotipico do NRAMP1 mantém uma relagao
mais estreita com a reagdo imunoldgica do que com a multiplicacédo bacteriana,

representada pela baciloscopia.

Conclusao
Os resultados deste presente estudo sugerem que o polimorfismo 274 C/T
do gene NRAMP 1 pode auxiliar na determinacao da susceptibilidade a reacéo tipo

Il em individuos com hanseniase.
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Conclusoes

As reacdes hansénicas sao quadros frequentes e constituem importantes
episédios no contexto da hanseniase, porque sao responsaveis por retratamento
e incapacidades.

O estudo de fatores que podem predispor ao surgimento das reagdes como
o fator genético, inclusive o polimorfismo de gene NRAMP1, se reveste de
importancia.

Neste estudo avaliaram-se as caracteristicas clinicas de 201 pacientes
reacionais paucibacilares e multibacilares, cujas conclusées foram que as reagdes
hansénicas predominaram os individuos do sexo masculino que se associaram a
um maior risco de desenvolvimento da forma multibacilar. A forma clinica
borderline prevaleceu entre os pacientes reacionais e as reacdes hansénicas
foram mais frequentes durante o tratamento. Os pacientes multibacilares foram
mais propensos ao retratamento, e aqueles com reacgdes tipo | e Il, apresentaram
maior frequéncia de neurite, linfadenopatia, artrite e irite do que aqueles com
reacao isolada.

Quanto aos polimorfismos estudados entre os pacientes reacionais
concluiu-se que as variagdes alélicas e genotipicas do polimorfismo 274 C/T do
gene NRAMP1 parecem estar mais relacionadas ao tipo de reagdo do que a

baciloscopia.



87

Apéndice A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo: Reacao hansénica e imunidade: polimorfismos do gene NRAMP 1(SLC11A1) em individuos
paucibacilares e multibacilares atendidos em dois centros de referéncia no Recife, nordeste do
Brasil

Pesquisadora responsavel: Marcia Almeida Galvéo Teixeira
Endereco: Rua Arnébio Marques S/N — Hospital Oswaldo Cruz
ambulatério de Dermatologia Recife —PE- Fone: 81 34215003

aceito participar de forma voluntaria desta pesquisa na qual procurarei contribuir respondendo a
perguntas sobre a minha doenga através de um questionario e doagao unica de 7,5 ml de sangue,
realizada por pessoa designada pela equipe da pesquisador. Sei que este estudo ndo trara
nenhum beneficio imediato para mim. Entretanto, os resultados obtidos nesta pesquisa poderao
contribuir para um melhor entendimento da hanseniase. Nao havera qualquer despesa para mim e
as informacdes sobre minha pessoa e minha doencga sao confidenciais.

Os riscos a que estarei exposto sdo: dor, infecgdo, sangramento e manchas arroxeadas no local,
que serdao minimizados com cuidados de higiene na coleta e a pressao local apdés a coleta do
sangue. Estarei livre para interromper a qualquer momento. O acompanhamento da minha
doencga nao sera alterado, caso eu desista de participar deste estudo.

Este projeto foi avaliado comité de ética do CISAM que faz parte da Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP/CNS/Ministério da Saude, Brasilia). Qualquer duvida ligarei para o centro
de ética médica do CISAM, cujo numero é 33021716 ou procurarei a pesquisadora responsavel,
Marcia Almeida Galvao Teixeira, no seguinte endereco: rua Arndbio Marques S/N —Hospital
Oswaldo Cruz - ambulatério de dermatologia ou pelo fone 34215003 ou no centro de saude Lessa
de Andrade (fone: 32327694)

Sendo assim, concordo em participar como voluntario ndo remunerado dessa pesquisa, estando
ciente dos riscos e beneficios desses procedimentos para minha pessoa, conforme exposto acima.
Sei que tenho a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar
do estudo sem que isso traga prejuizo para mim. Visto que nada tenho contra a pesquisa,
concordo em assinar o presente termo de consentimento em duas vias (uma ficara comigo).

Recife, , ,

Voluntario Assinatura

1° testemunha Assinatura

Pesquisadora responsavel
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Apéndice B— PROTOCOLO DA PESQUISA

Titulo: Reagao hansénica e imunidade: polimorfismos do gene
NRAMP 1(SLC11A1) em individuos paucibacilares e multibacilares atendidos em
dois centros de referéncia no Recife, nordeste do Brasil

Pesquisadora responsavel: Marcia Almeida Galvao Teixeira

Endereco: Rua Arndbio Marques S/N — Hospital Oswaldo Cruz
ambulatério de Dermatologia Recife —PE- Fone: 81 34215003

1. Numero de registro da pesquisa:

2. Data do Exame:

3. Tipo [ 11 multibacilar [] 2 paucibacilar (comparativo)

4 Nome:

5. Data Nascimento:

Grupo Idade []1(1/14) [12(15/29)) [ ] 3(30/44)) [ ] 4(45/59) [ ] 5(>60)

6. Numero de registro na unidade de Saude:

[11CISAM [ ] 2Lessa de Andrade

7. Sexo:

[11 masculino [] 2 feminino

8. Fototipo Fitzpatrick:
[11-1[12-1][13-M[]14-IV[]5-V[]6-VI

9.Endereco

[ 1 1Recife [ 1 2Regiao metropolitana [13 Interior



&9

10. Forma clinica:
[11MHT[]2 MHBT []3 MHBB
[14MHBV[]5MHB[]6 MHV [] 7 MHI

11. Data inicio tratamento:

12. Data final tratamento:

13. Tratamento padrao:

[11 padrao []2 alternativo [ 13 ndo informado

14. Se fora do padréao, quantos meses:

[11 =24 meses []12 diferente de 24 meses

15. Regularidade do tratamento (sem abandono por mais de 3 meses
consecutivos)

[]1 sim[]2 ndo

16. Retratamento:

[]1 sim[]2 ndo

17. Baciloscopia Inicio tratamento:

[ 11 positiva (valor=__ )[]2 negativa

18. Reacao Tipo I:

[11sim [12n&o

[ 11 placas antigas infiltradas

[ 1 2 placas recentes eritemato-infiltradas, tricofitoides e com disturbio de
sensibilidade

[ 13 dor ou espessamento em um ou mais nervos periféricos

[]4 febre e/ou mal estar

[]15 vesiculas e/ou bolhas e/ou ulceras



[ ] 6 edemas/dor em maos

19. Reacao Tipo ll:

[]1 sim [ 12 ndo

[16 <10 nédulos seguimento superior ou inferior

[17 entre 10-20 nddulos em seguimento superior ou inferior
[18 >20 nédulos em seguimento superior ou inferior
[19 febre e/ou mal estar

[110 astenia

[ 111 vesiculas e/ou bolhas e/ou ulceras

[ 112 dor/espessamento em qualquer nervo periférico
[ 113 linfadenopatia

[114 irite [ 115 artrite/ artralgia

[]116 edema/dor em maos/pés

[117 eritema polimorfo

20. neurite (acometimento neural) :

[11sim [12néo

21. Inicio reacgao:

[ 11 no tratamento []2 < 6 meses alta

[13>6 meses alta []4 >1ano alta

22. Baciloscopia na alta:

[11 positiva (valor=_ ) []2 negativa [] 3 ndo realizada
23. Avaliagéo clinica na alta:

[ 11 cura c/lesbes [ 12 cura s/lesbes

[]1 3 conclusao tratamento [] 4 sem referéncia
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24. Uso de drogas na reacao:

[11 corticoides [ ]2 talidomida [13 ambas []4 outras
25. Genotipagem para NRAMP 1

1. 274 C/T:

Alelo: []11C [12T

Genétipo: []1 CC []1 2CT [13 TT

2. D543N:

Alelo[]1G [12A

Genotipo: []11 GG [12 GA [13 AA

3. 1729+55 del :

Alelo [11+TGTG []12-TGTG

Gendtipo: []1+TGTG +TGTG [] 2+ TGTG -TGTG

[] 3-TGTG-TGTG
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Prezada Doutora Mdrcia,
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foi recebido pela Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, em
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Informo que o trabalho "Poliformismo do gene NRAMP1 em individuos com
reagcdes hanséncicas atendidos em dois Centros de Referéncia no Recife,
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