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Resumo do Projeto.

A hanseniase (HN) é uma doenga cronica negligenciada, causada pelo Mycobacterium
leprae, que afeta uma populagédo economicamente ativa. A regido Nordeste tem alta
prevaléncia da doenga, sendo a Bahia um dos estados que possui diversas regioes
hiperendémicas, entre elas o Extremo Sul. Apesar da alta infectividade, M. leprae
apresenta baixa patogenicidade, o que revela que o desenvolvimento da doencga é
determinado pela modulagao da resposta imune (RIl) e, portanto, as alteragdes na
expressdo génica influenciam nas diferentes formas de manifestacdo da doencga. Sabe-
se que a forma multibacilar da hanseniase esta associada a perfil anérgico e anti-
inflamatério e a polarizagdo da Rl mediada por linfocitos Th2/Treg. A imunidade inata
em pacientes multibacilares também apresenta alteragcdes em mecanismos efetores e
observa-se o envolvimento de receptores de reconhecimento padrdo, como TLR2/4 e
NLR (NOD2). O papel dos inflamassomas na hanseniase ainda ndo é completamente
compreendido e recentemente foi descrita a associagao de NLRP3 as reagdes
hansénicas e ao perfil Th1/Th17 nas formas paucibacilares, uma vez que a sinalizagao
via NLRP3 converte pro-IL-1b e IL-18 em suas formas ativas. Contudo, outros NLR,
como NLRP6 e 12, apresentam papel dual e atuam na regulagéo da inflamacéo, ao
inibirem NF-kB. Dessa forma, o objetivo do presente estudo € avaliar a expressao de
marcadores genéticos da resposta imune que influenciam na fisiopatologia da
hanseniase. Para alcangar o objetivo proposto, nds verificaremos, em pacientes
diagnosticados com hanseniase, a relagdo das diferentes formas clinicas da doencga
com a expressao dos genes NLRP3, 6 e 12, com o padrao de citocinas expresso no



soro desses individuos e com resposta soroldgica a antigenos protéicos de M. leprae. O
projeto aqui apresentado sera desenvolvido na Universidade Federal do Sul da Bahia
(UFSB), em Teixeira de Freitas, com a colaboragao de pesquisadores do departamento
de Parasitologia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Teixeira de Freitas
é referéncia na prestacdo de servigos de saude e de educagéo no Extremo Sul da Bahia
e concentra o atendimento e cuidados em hanseniase nesta area endémica. A
realizagao deste projeto contribuira na implantagdo de uma linha de pesquisa em HN na
UFSB, que em curto e médio prazos contribuirdo para a melhoria dos servigos de
atencdo e vigilancia em saude, bem como na formagao de recursos humanos
qualificados para as demandas do SUS.

Atividades dos bolsistas

(1) Organizacao dos dados dos pacientes recrutados para a pesquisa - espera-se que
o/a bolsista desenvolva habilidades de sintese e analise de dados de prontuarios (2)
Auxilio aos docentes e demais estudantes no planejamento de coleta de amostras -
Espera-se que o/a bolsista desenvolva habilidades e competéncias na condugao de
experimentos e analise de amostras bioldgicas; (3) Participagdo em lab meetings e
grupo de estudos em doengas infecciosas - espera-se que o/a bolsista possa
desenvolver habilidades cognitivas e pensamento critico sobre a importéncia da
hanseniase em diferentes campos da saude e repercussdes socioecondémicas dessa
doenga; (4) participagao na organizagao de evento sobre hanseniase em parceria com
a SMS-Teixeira de Freitas - espera-se que o/a bolsista auxilie na organizagédo de evento
online com vistas a divulgacao cientifica e treinamento de servidores da rede SUS
envolvidos no diagnodstico e tratamento da hanseniase.

Atividades semanais

(1) Organizacao dos dados dos pacientes recrutados para a pesquisa; (2) Auxilio aos
docentes e demais estudantes no planejamento de coleta de amostras; (3) Participagao
em lab meetings e grupo de estudos em doengas infecciosas; (4) participagédo na
organizacao de evento sobre hanseniase em parceria com a SMS-Teixeira de Freitas.

1. Introdugao/Apresentacéo:

A hanseniase (HN) é uma doenga cronica negligenciada, causada pelo Mycobacterium
leprae. A doenga tem alta prevaléncia na regiao Nordeste e a maioria dos pacientes, ao
diagndstico, é multibacilar (MB) e tem algum grau de incapacidade fisica. A Bahia
possui areas hiperendémicas de HN e 16% dos novos casos do estado, em 2019,
estavam nos municipios do Extremo Sul (1). Apesar da alta infectividade, M. leprae
apresenta baixa patogenicidade, o que revela o papel do componente genético para a
resisténcia ou susceptibilidade do hospedeiro. Em pesquisas realizadas por nés (2,3), a
resposta imunolégica (RI) nas formas multibacilares evidenciou polarizagao de linfocitos
com perfil de ativacdo Th2/Tregs, padréo anérgico e anti-inflamatério, o que foi
confirmado por outros estudos (4). Os mecanismos inatos da Rl em pacientes MB
apresentam perfil anti-inflamatdrio e alguns dados apontam o envolvimento de
receptores de reconhecimento padrdao, como TLR2/4 e NOD2 (5). Recentemente, o
inflamassoma NLRP3 tem sido associado as reagdes hansénicas e ao perfil Th1/Th17
nas formas paucibacilares, uma vez que a sinalizagéo através dessas moléculas
converte pro-IL-1b e IL-18 em suas formas ativas (6,7). Contudo, outros NLR, como
NLRP6 e 12 apresentam papel dual e atuam na regulagéo da inflamacé&o, ao inibirem
NF-kB (8,9). Reportam-se que polimorfismos de base unica em NLRP3 alteram os
desfechos clinicos na tuberculose (10, 11) e que o bloqueio dessa molécula favoreceu a
sobrevivéncia de M. tuberculosis (12). Em hanseniase, ainda ndo ha dados do



envolvimento de NLRP6 e 12 no curso da doenca. Ha diversas lacunas na
compreensdo dos determinantes genéticos de susceptibilidade/progresséo e no
diagnostico da HN. Nesse contexto, ha a necessidade de condugao de pesquisas
translacionais que investiguem os aspectos genéticos e contribuam no entendimento da
fisiopatologia da doenga, com vistas a implementacao de estratégias de diagndsticos
mais acuradas e sensiveis, o que justifica a escolha de NLRP3/6/12 como alvos
envolvidos na patogénese da HN. Uma grande variedade de moléculas é capaz de
ativar os inflamassomas. Assim, outra vertente de analise dos desdobramentos da
ativacdo desses receptores na HN inclui investigagdes sobre a influéncia da resposta a
antigenos de M. leprae.

2. Justificativa:

O diagnéstico da HN ainda permanece com diversas lacunas e, geralmente, a
identificacdo tardia da doenga associa-se a incapacidades fisicas nos pacientes, com
impactos socioecondmico relacionados a persisténcia da doencga. Dessa forma, o
desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas de diagndstico sao necessarios, pois
impactam nos servigos de vigilancia e atencao a saude. Quanto a contribui¢éo para o
aprimoramento e consolidagdo do SUS, este projeto sera executado em Teixeira de
Freitas, cidade que se encontra a mais de 800 km de Salvador. Embora seja referéncia
nos servigcos de saude para o Extremo Sul, o municipio ainda carece de
aperfeicoamento dos servigos ofertados. Em Teixeira de Freitas esta localizado o centro
de referéncia para controle da hanseniase, que atende a outros 12 municipios do
Extremo Sul da Bahia, o que pode levar a uma subnotificagdo da doencga, reiterando a
relevancia e necessidade de estudos em hanseniase nesta regidao. As desigualdades na
oferta e na qualidade da atengdo em saude prestada pelo SUS podem ser mitigadas
pela atuagao conjunta da UFSB com a rede de saude.

3. Objetivo Geral:

Avaliar a expressao de marcadores genéticos da resposta imune que influenciam na
fisiopatologia da hanseniase.

3.1 Objetivos Especificos:

1. Analisar a contribuicdo genética de NLRP3, 6 e 12 na susceptibilidade a infec¢ao por
M. leprae em pacientes com diferentes formas de hanseniase; 2. Analisar a expressdo
fenotipica de NLRP3, 6 e 12 no PBMC de pacientes com diferentes formas de
hanseniase; 3. Avaliar o perfil de citocinas dos pacientes com diferentes formas de
hanseniase; 4. Avaliar a reatividade de IgG, IgM e IgA dos pacientes utilizando
antigenos especificos para M. leprae como ferramenta diagndstica na hanseniase; 5.
Identificar regides polimérficas dos genes NLRP3, 6 e 12; 6. Correlacionar a expresséo
genotipica e fenotipica de NLRP3, 6 e 12 com a producéo de anticorpos especificos
frente aos antigenos selecionados, em pacientes diagnosticados com hanseniase e
seus contatos domiciliares antes do tratamento com poliquimioterapicos (PQT).

4. Metodologia:

O projeto esta sob avaliagéo ética no CEP/UFSB (CAAE 38271020.0.0000.8467). Serao
recrutados pacientes diagnosticados com hanseniase (n=65) no centro de referéncia de
HN em Teixeira de Freitas e serdo incluidos pacientes com as formas clinicas
classificadas em pauci ou multibacilar, mesmo em estados reacionais, segundo os
critérios da OMS e do Ministério da Saude, considerando indice baciloscdpico e exame



histopatolégico. Serao excluidos os pacientes em retratamento ou que apresentarem
comorbidades e doencgas autoimunes. Serdo também recrutados os comunicantes
intradomiciliares dos individuos selecionados (n=35) e controles saudaveis (n=20).
Serdo coletadas amostras do sangue periférico e saliva, mantendo a cadeia de
biosseguranga e controle de risco (como o da COVID-19), a serem armazenadas em
microtubos com os respectivos tampdes para obtengédo de RNA e soro, e mantidos a -
80°C até a analise. Para alcancar o objetivo 1, sera analisada a expressao genética em
amostras de sangue total. As amostras RNA seréo extraidas utilizando o kit “Total RNA
isolation”, conforme com as recomendacdes do fabricante. Posteriormente, sera
realizada a sintese de cDNA a partir de 1 uyg de RNA total utilizando kit comercial,
segundo recomendac¢des do fabricante. Iniciadores especificos para amplificar a regiao
codificadora de cada um dos trés genes (NLRP3, NLPR6, NLRP12) foram desenhados
utilizando o programa Primer-BLAST (13). A expressao do RNAm dos genes alvo sera
analisada pela PCR quantitativa. Os produtos da amplificacdo serdo analisados com
base no valor de CT (cicle threshold) normalizados em relagdo a um controle interno

( 2microglobilina). Para alcancar o objetivo 5, os produtos de PCR serdo sequenciados
pelo método de Sanger utilizando iniciadores internos. As reads obtidas seréo
mapeadas nas sequéncias referéncia usando o BWA-MEM (14), e analisadas pelo
BCFtools (15) para a identificagao dos sitios polimérficos (sera conduzido na UFMG).
Para alcancgar os objetivo 2 e 3, o perfil fenotipico do PBMC dos pacientes (que sera
coletado apds separagdo com gradiente de densidade e congelado com DMSOQO) sera
analisado por citometria de fluxo. As concentracdes das diversas citocinas inflamatérias
(IL-1b, IL-2, IL-4, TNF, IL-8, IL- 22, por exemplo) no soro dos participantes serdo
determinadas por CBA. Estes experimentos serao realizados na plataforma de
citometria de fluxo do ICB-UFMG. Para o objetivo 4, a analise da produgao de
anticorpos (IgM, IgG e IgA), no soro e saliva, sera realizada por ELISA indireto, em
placas sensibilizadas com os antigenos especificos de M. leprae. Os dados
quantitativos serdo analisados no GraphPad Prism 7.0 e GENES, utilizando os testes
adequados para verificagao da normalidade de dados, comparagao entre grupos e
analise dos coeficientes de correlagéo, com nivel de significancia de p<0,05.

5. Resultados Esperados:

Os resultados destes projeto contribuirdo no entendido dos mecanismos genéticos
envolvidos na imunidade frente a hanseniase, possibilitando maior precisdo no
diagndstico e até mesmo implementacéo novas estratégias terapéuticas. Os resultados
a serem alcangados também contribuirdo para a validagao de um teste diagndstico
sorolégico em campo, com possivel aplicagdo nos servigos de saude.
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