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RESUMO

A hanseniase € uma doenca infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium
leprae ou Mycobacterium lepromatosis, que afeta a pele e os nervos periféricos.
Seu espectro clinico e imunopatolégico depende da resposta imune do
hospedeiro e da capacidade de evasao do parasita. Nesse contexto, este estudo
investigou mecanismos de escape intracelulares do M. leprae, com énfase na
modulagao da autofagia e da resposta inflamatéria em pacientes infectados. Os
participantes foram recrutados em consultas dermatolégicas nos centros de
referéncia para hanseniase localizados nos municipios de Recife, Cabo de Santo
Agostinho e Caruaru no estado de Pernambuco. Foram incluidos 14
participantes: 6 com reagao tipo 1 (RT1), 4 com reacéo tipo 2 (RT2) e 4 controles
negativos, todos testados previamente para hanseniase e tuberculose com PPD
e IGRA. As faixas etarias foram de 25—44 anos no grupo controle, 46—73 anos
em RT1 e 44-51 anos em RT2. A coleta foi realizada utilizando dois tubos por
paciente: um com anticoagulante EDTA e outro com ativador de coagulo. A
extracdo de RNA foi realizada a partir do sangue total coletado em EDTA, que
posteriormente foi convertido em cDNA e submetido a gPCR para quantificacao
da expressao dos genes NLRP3 (formagéo do inflamassomo), LC3B (autofagia e
processo de NETose), IL1B (inflamagao), ST00A8 e S7100A9 (proteinas de
alarme e recrutamento celular), ARG1 (regulacdo da resposta imune) e REG3G
(defesa antimicrobiana). A dosagem de quimiocinas foi feita utilizando o soro
obtido do tubo com ativador de coagulo, por meio de citometria de fluxo com o kit
BD Cytometric Bead Array (CBA). Os dados foram analisados no software
GraphPad Prism, sendo considerados significativos os valores de p<0,05. Na
dosagem de quimiocinas, o0s niveis séricos de MIG (CXCL9) foram
significativamente maiores em RT1 em comparagdo ao controle (p<0,05),
enquanto IL-8 (CXCLS8), importante para o recrutamento de neutréfilos, esteve
significativamente aumentada em RT2 tanto em relagdo a RT1 (p<0,05) quanto
ao controle (p<0,01). As demais quimiocinas (IP-10, MCP-1 e RANTES)
apresentaram variacbes entre os grupos, mas nao atingiram significancia
estatistica. Observou -se aumento significativo da expressao de IL1B, S100AS,
S100A9 e REG3G no grupo RT1 em comparagao ao grupo controle (p<0,01).
S100A9 também foi significativamente maior em RT1 em relagcédo ao controle. A
expressdo de ARG1 foi mais elevada em RT1, mas sem significancia estatistica.
Em RT2, LC3B apresentou uma tendéncia de aumento, embora sem diferenca
significativa, enquanto NLRP3 mostrou-se mais elevado em RT1, também sem
significancia estatistica. Em conclusédo, os resultados sugerem que a resposta
inflamatéria no grupo RT1 envolve ativagao do inflamassomo e maior expressao
de genes associados a imunidade inata, como S7100A8, S100A9 e REG3G. Ja
em RT2, o aumento de IL-8 e a tendéncia de elevacdo de LC3B podem refletir
um perfil imunolégico distinto, possivelmente relacionado a NETose e a
regulacao da autofagia.

Palavras-chave: Hanseniase. Autofagia. Neutréfilos. Quimiocinas.
Mycobacterium lepra
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ABSTRACT

Hansen’s disease is a chronic infectious condition caused by Mycobacterium
leprae or Mycobacterium lepromatosis, affecting the skin and peripheral nerves.
Its clinical and immunopathological spectrum depends on the host immune
response and the pathogen’s evasion capacity. In this context, this study
investigated intracellular escape mechanisms of M. leprae, with emphasis on
autophagy modulation and the inflammatory response in infected patients.
Participants were recruited from dermatology consultations at reference centers
for Hansen’s disease located in the cities of Recife, Cabo de Santo Agostinho,
and Caruaru, in the state of Pernambuco, Brazil. A total of 14 participants were
included: 6 with type 1 reaction (T1R), 4 with type 2 reaction (T2R), and 4
negative controls, all previously tested for Hansen’s disease and tuberculosis
using PPD and IGRA. Age ranges were 25-44 years in the control group, 46—73
years in T1R, and 44-51 years in T2R. Blood collection involved two tubes per
patient: one containing EDTA and the other with a clot activator. RNA extraction
was performed from whole blood collected in EDTA, followed by cDNA synthesis
and qPCR analysis forthe expression of NLRP3 (inflammasome formation), LC3B
(autophagy and NETosis), IL1B (inflammation), ST00A8 and S100A9 (alarmins
and cell recruitment), ARG7 (immune response regulation), and REG3G
(antimicrobial defense). Chemokine quantification was performed using serum
from the clot-activator tube, analyzed by flow cytometry with the BD Cytometric
Bead Array (CBA) kit. Data were analyzed using GraphPad Prism, with p<0.05
considered statistically significant. In chemokine quantification, serum levels of
MIG (CXCL9) were significantly higher in the T1R group compared to controls
(p<0.05), while IL-8 (CXCLS8), important for neutrophil recruitment, was
significantly elevated in the T2R group compared to both T1R (p<0.05) and
controls (p<0.01). Other chemokines (IP-10, MCP-1, and RANTES) showed
variation among groups but did not reach statistical significance. A significant
increase in the expression of IL1B, S100A8, ST00A9, and REG3G was observed
in TTR compared to the control group (p<0.01). ST00A9 was also significantly
higher in T1IR compared to controls. ARG7 expression was higher in T1R but
without statistical significance. In T2R, LC3B showed a trend toward increased
expression, although not statistically significant, while NLRP3 was more
expressed in T1R, also without statistical significance. In conclusion, the results
suggest that the inflammatory response in the T1R group involves inflammasome
activation and increased expression of genes associated with innate immunity,
such as ST100A8, S100A9, and REG3G. In T2R, the increase in IL-8 and the trend
toward elevated LC3B may reflect a distinctimmunological profile, possibly related
to NETosis and autophagy regulation.

Key words: Hansen’s disease. Autophagy. Neutrophils. Chemokines.
Mycobacterium leprae.
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1. INTRODUGAO

A hanseniase,também conhecidacomolepra, € umadoencgainfecciosacronica
causada pelo parasita intracelular Mycobacterium leprae e pelo mais recentemente
descoberto Mycobacterium lepromatosis, afetando os humanos ha mais de 4.000
anos e ainda hoje sendo estigmatizada (HAN; SILVA, 2014). Apesar dos avangos no
tratamento e nas perspectivas para os pacientes desde a introducdo da
poliquimioterapia (PQT) nos anos 1980, continua a ocorrer um numero significativo de
novos casos em diversas regides mundiais, como Sudeste Asiatico, América, Africa,
Pacifico Oriental e Mediterraneo Ocidental. A india, Brasil e Indonésia respondem por
aproximadamente 80% dos novos casos globais, colocando o Brasil como o segundo
pais com maior niimero absoluto de casos, logo atras da india (WHITE & FRANCO-
PAREDES, 2015; SARODE et al., 2020; WHO, 2022).

O M. leprae é um bacilo intracelular obrigatério, gram-positivo, alcool-acido
resistente (BAAR) que possui crescimento lento e tropismo predominantemente por
células fagociticas como os macréfagos, e por células de Schwann (ROLTGEN etal.,
2020). A resposta imuneinatadesempenhaumpapel fundamental nadefesa contra
M. leprae, sendo a primeira linha de protegcao contra este bacilo intracelular. A
interacao inicial entre o M. leprae e os componentes do sistema imunolégico inato é
determinante para ativar uma resposta antimicrobiana eficaz. Essa interagao
influencia o direcionamento da imunidade adaptativa, contribuindo para a geragao de
células efetoras com perfis polarizados, como Th1 ou Th2, que estdo associadas as
diferentes formas clinicas da hanseniase. Nesse contexto, os macrofagos
desempenham uma funcédo central, reconhecendo e fagocitando o bacilo,
apresentando seus antigenos as células T e liberando citocinas que orquestram a
resposta imune, além de produzir espécies reativas de oxigénio e nitrogénio cruciais
no combate a infeccdo (MODLIN, 2010).

Para avaliar a apresentacdo clinica da hanseniase e orientar o0 manejo e
tratamento, dois sistemas principais de classificagdo sao utilizados. O primeiro é o
sistema de Ridley-Jopling,que emprega o indice bacterioldgico (IB) e a histopatologia
para categorizar os pacientes em diferentes formas, como tuberculoide (TT) e
virchowiana (LL), além de subgrupos intermediarios entre esses polos, como
borderline-tuberculoide (BT), borderline (BB) e borderline-virchowiana (BL) (RIDLEY;
JOPLING, 1966). O segundo sistema, desenvolvido pela Organizagdo Mundial de
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Saude (OMS), classifica os pacientes com base no IB ou no numero de lesbes
cutaneas, categorizando-os como paucibacilares (PB), com poucas lesdes cutaneas,
ou multibacilares (MB), com mais de cinco lesdes cutaneas (WHO, 1998).

Esses perfis clinicos distintos da hanseniase estao diretamente relacionados a
diferenciacdo dos macrofagos, cuja polarizagao fenotipica desempenha um papel
fundamental na resposta imune do hospedeiro ao patégeno. A polarizagdo dos
macréfagos determina a predominancia de respostas inflamatorias ou supressoras,
influenciando diretamente o curso da doenga (SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022).

Sendo assim, a reagéo do tipo 1, ou reagao reversa (RR), esta associada ao
aumento da resposta imune celular contra o antigeno do M. leprae, resultando na
infiltragdo de linfécitos T CD4+ e macréfagos CD163+. Essa reag&o ocorre com maior
frequéncia em pacientes com formas paucibacilares (PB), mas também podem afetar
individuos com padrdes borderline (BB) e borderline-virchowiana (BL). Ja a reagéo do
tipo 2, denominada eritema nodoso hansénico (ENH), envolve uma intensificagao da
resposta imune humoral, com deposicdo de complexos imunes nos tecidos e
infiltragdo de neutrdfilos, sendo mais comum em pacientes com as formas BL e
virchowiana (LL) (CERQUEIRA et al., 2023).

Apesar dos avancos no entendimento da hanseniase, ainda existem lacunas
significativas sobre os mecanismos moleculares e celulares envolvidos na modulagao
daresposta imune, especialmente durante os estados reacionais. Evidéncias apontam
queo M. leprae é capaz de manipularviasintracelulares do hospedeiro para favorecer
sua sobrevivéncia, inclusive modulando processos como a autofagia e a inflamacgao.
Essas estratégias de escape permitem ao bacilo persistir no interior das células
fagociticas, contribuindo para a cronicidade da infecgado e para a diversidade do
espectro clinico da doencga (KIM et al., 2019).

Nesse contexto, a investigagdo de moléculas envolvidas na modulagdo da
resposta imune e nos mecanismos de evasao intracelular do M. leprae é essencial
para ampliar a compreensao sobre a patogénese da hanseniase. Biomarcadores
como NLRP3, LC3B, IL1B, S100A8/A9, ARG1 e REG3G tém emergido como
potenciais alvos de interesse por seu papel na ativacdo do inflamassomo, na
regulacédo da autofagia e na mediacao de processos inflamatérios.

Diante disso, este trabalho tem como objetivo analisar a expressao génica e o
perfilde quimiocinas emamostras de sangue de pacientescom hanseniase atendidos

em servicos de referénciano estado de Pernambuco.A proposta busca identificar
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padroes de regulacdo imune relacionados aos mecanismos de escape intracelulardo
M. leprae, com foco nas reagdes do tipo 1 e 2, contribuindo para o avango do
conhecimento sobre a imunopatogénese da doencga e para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas mais eficazes.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hanseniase

A hanseniase é uma doenca infecciosa crénica conhecida ha mais de quatro
mil anos, causada pelo complexo Mycobacterium leprae, que inclui as espécies
Mpycobacterium leprae e Mycobacterium lepromatosis. Apesar de sua longa historia,
foi apenas no século XIX que a doenca foi identificada e descrita pelo médico
noruegués Gerhard Armauer Hansen, razdo pela qual o agente etiolégico leva seu
nome (REIBEL; CAMBAU; AUBRY, 2015).

O M. leprae € um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), intracelular obrigatério
e de crescimento lento. Em termos morfoldgicos, eles sdo levemente curvados,
medindo entre 1-8uym de comprimento e 0,3um de didmetro. Taxonomicamente,
pertence a ordem Actinomycetales e a familia Mycobacteriaceae (EICHELMANN et
al., 2013).

Essa bactéria apresenta predilecdo por macrofagos, células endoteliais e
células de Schwann, onde se replica por fissdo binaria. Durante esse processo, 0s
bacilos podem se agrupar em estruturas chamadas globi, que abrigam centenas de
organismos (figura 1). Seu tempo de replicagéo estimado em cerca de 14 dias € longo,
quando comparado ao Mycobacterium tuberculosis, que tem um tempo de replicagao
de aproximadamente 20 horas. Uma de suas caracteristicas marcantes é a
incapacidade de ser cultivado in vitro. Além disso, trata-se de um microrganismo
microaerofilo, que se desenvolve melhorem temperaturas mais baixas, variando entre
27°C a 30°C, o que justifica sua preferéncia por areas mais frias do corpo, como a
pele, mucosa nasal e orelhas (MAYMONE et al., 2020a).
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Figura 1: BAAR do M. leprae isolado e agrupado em globi
Globi Acid-fast bacilli

Fonte: REIBEL; CAMBAU; AUBRY, 2015

Embora ainda n&o se conhegam todos os detalhes sobre as vias de
transmissdo da hanseniase, a forma mais comum de disseminagao é por meio de
goticulas expelidas por pacientes infectados, jA que a bactéria é eliminada
principalmente pelo trato respiratorio, especialmente pelo nariz. Varios fatores de risco
podem contribuir para o aumento dos casos da doenca incluindo predisposicao
genética, individuos imunocomprometidos ou em uso de medicamentos
imunossupressores além do contato continuo e proximo com pessoas infectadas que
nao estdo em tratamento (ALREHAILI, 2023). Individuos diagnosticados com a forma
multibacilar da hanseniase também representam um risco maior de transmissao,
devido a maior quantidade de bacilos presentes (HAMBRIDGE et al., 2021).

Os principais sintomas da hanseniase que podem levar ao diagndstico clinico
envolvema presenca de pelo menos umdos seguintes sinais: perda de sensibilidade
em uma mancha hipopigmentada ou avermelhada na pele, que é um dos primeiros
indicativos da doenca; espessamento ou aumento de um nervo periférico, que pode
ser acompanhado de perda de sensibilidade ou fraqueza muscular,afetandoa fungao
dos nervos (SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022).

2.1.1 Epidemiologia
A Hanseniase é considerada uma doenca tropical negligenciada que ainda

afeta muitos paises ao redor do mundo. Embora tenham ocorrido avangos
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significativos no tratamento, a transmissdo persiste em algumas regides,
especialmente na india, no Brasil e na Indonésia. Juntos, esses trés paises registram
anualmente mais de 10 mil novos casos, representando aproximadamente 80% de
todas as notificagdes globais (WHO, 2024).

Em 2023, foram reportados cerca de 182 mil novos casos de hanseniase no
mundo, evidenciando que a doenga continua sendo um problema de saude publica
em diversas regides. Na América, cerca de 13% dos casos globais foram registrados,
e o Brasil se destaca como o pais mais impactado da regido, sendo responsavel por
quase 90% desse total (figura 2) (WHO, 2024).

Figura 2: Distribuicao geografica de novos casos de hanseniase em 2023
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Fonte:WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2024

Em relagdo aos dados nacionais, o Brasil registrou, em 2022, 18.552 novos
casos de hanseniase (MINISTERIO DA SAUDE, 2023), sendo que a proporcédo de
casos novos multibacilares aumentou 26,1% desde 2013, passando de 64,4% para
81,2% nesse periodo (MINISTERIO DA SAUDE, 2024). Entre os estados brasileiros,

Pernambuco destacou-se entre os seis com as maiores taxas de detec¢cao da doencga,
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com 15,99 novos casos por 100 mil habitantes, significativamente acima da média
nacional de 8,58 — conforme dados do Ministério da Saude publicados no Boletim
Epidemioldgico de 2023. Em 2020, apesar da pandemia de COVID-19 ter impactado
o diagnoéstico e acompanhamento dos casos de hanseniase no Brasil, informagdes
preliminares indicavam que Pernambuco estava entre os estados com maior numero
total de novos casos, especialmente entre criangas menores de 15 anos (Ministério
da Saude, 2021).

Pernambuco ocupou a terceira posi¢cao entre os estados com maior niumero
de casos de hanseniase, registrando 1774 novos casos em 2023 (Ministério da
Saude,2024). Esse alto numero de casos € ainda mais alarmante quando se observa
que, em 2024, foi evidenciado um aumento de 36,6% no numero de novos casos,
especialmente em pessoas com menos de 15 anos, indicando que ha uma cadeia de
transmissédo ativa da doenca no estado (Ministério da Saude, 2024). Esse dado
ressalta a urgéncia de fortalecer as agdes de vigilancia, ampliar o acesso ao
diagnadstico precoce e garantiro tratamento adequado, buscando conter a transmissao

da doenca e minimizar seu impacto no estado.

2.1.2 Classificagéo e Imunopatologia
A hanseniase pode serclassificada de duas formas. Existe a classificagao de
Ridley-Jopling, que se baseia em manifestacbes clinicas, caracteristicas
histopatolégicas e indice bacteriolégico (IB), possuindo dois polos: a hanseniase
tuberculoide (TT) e a hanseniase lepromatosaou virchowiana (LL). Entre esses polos,
encontram-se os estados intermediarios ou limitrofes que incluem a hanseniase
tuberculoide borderline (BT), borderline (BB) e hanseniase lepromatosa borderline
(BL), sendoa classificagdo do paciente dependente do tipo de resposta imuneque ele
apresentar (RIDLEY; JOPLING, 1966). Além disso, existe também a hanseniase
indeterminada (HI) que representa o estagio inicial da doenca, progredindo
posteriormente em diregdo a algum polo (MAYMONE et al., 2020a). O outro sistema
de classificagdo utilizado é o da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) que se
organiza de acordo com a quantidade de lesdes cutaneas, sendo considerada a forma
paucibacilar (PB) quando o numero de lesdes € menor ou igual a cinco, e a forma
multibacilar (MB) quando tiver mais do que 5 lesdes cutaneas (WHO, 1998).
O polo tuberculoide da hanseniase caracteriza-se por uma resposta imune

celularrobusta (Th1), o queresulta em umaforma mais brandada doen¢a.Os estados
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intermediarios, como BT e BB também podem apresentar essas caracteristicas. As
principais manifestacdes clinicas incluem lesées cutaneas, com maculas anestésicas
hipopigmentadas e bordas bem definidas (figuras 3 e 4). Essas lesbes sédo secas,
escamosas e sem pelos, podendo apresentar bordas elevadas ou infiltradas. Além
disso, pode ocorrer dano nos nervos devido a liberagao de produtos inflamatérios, o
que pode causar edema e inflamagao dolorosa ao redor das lesdes, levando a perda
sensorial e motora em estagios mais avancados (MAYMONE et al., 2020a). No polo
tuberculoide (TT), o bacilo geralmente ndo é detectado na baciloscopia, e ha a
formagao de granulomas (EICHELMANN et al., 2013).

Figura 3: Lesao caracteristica de hanseniase tuberculoide.

Fonte: EICHELMANN etal., 2013

Figura 4: Lesbes cutaneas em hanseniase tuberculoide.

Fonte:MAYMONE et al., 2020a

Ja a hanseniase lepromatosa (LL), assim como os casos de BL, caracterizam-
se por uma resposta imune celular deficiente e pela auséncia de granulomas, o que

permite disseminagao do M. leprae pelo organismo. Como consequéncia,a doenga
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tende a progredir mais rapidamente e apresenta maior risco de incapacidade
(FONSECA et al., 2017).

As lesbes cutaneas sao numerosas e disseminadas, podendo variar a
quantidade entre 20 e 100, geralmente sendo bilaterais e simétricas. Essas lesdes,
conhecidas como lepromas, podem evoluir para papulas ou nédulos de corde cobre,
com bordas indefinidas, sem perda de sensibilidade, e se espalham pelo corpo,
principalmente na face. Esse acometimento facil pode levar ao surgimento das faceis
leoninas, caracterizada pelo espessamento da pele e deformidade dos tracgos (figura
5). Além disso, também pode haver envolvimento dos l6bulos das orelhas, dedos das
maos e dos pés (EICHELMANN et al.,, 2013). Outra complicagdo comum da
hanseniase lepromatosa é o acometimento ocular, seja por invaséo direta do bacilo
ou por lesdo do nervo ocular, podendo levar problema de visdo e até cegueira. Como
€ uma forma mais sistémica da doenca, outros 6rgaos e estruturas também podem
ser afetados, como os testiculos, tornando seu controle e tratamento mais desafiador
(MAYMONE et al., 2020a).

Figura 5: Forma lepromatosa da hanseniase

Fonte: EICHELMANN etal., 2013
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Figura 6: Hanseniase lepromatosa com espessamento difusoe nddulos confluentes

Fonte: WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015

A classificagdo da hanseniase decorre de acordo com a resposta imune do
hospedeiro, o que influencia diretamente a manifestagao clinica da doen¢a (MODLIN,
1994). A resposta imune a infecgdo pelo M. leprae inicia-se com a ativacédo da
imunidade inata, principalmente por meio da atuacdo dos macréfagos. Apos a
introdugdo do bacilo no corpo, o glicolipidio fendélico (PGL-1), um componente da
parede celular do M. leprae, desempenha um papel crucial na evasao do sistema
imune inato, pois se liga a fracdo C3 do complemento por meio de receptores,
desencadeando sua fagocitose (FROES; SOTTO; TRINDADE, 2022). Esse processo
resulta na liberacao de citocinas inflamatérias, como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e a interleucina 13, além da produc¢ao de 6xido nitrico que contribuem para a
morte de organismos invasores (WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013).

Paralelamente, os macréfagos e as célula dendriticas também desempenham
um papel essencial naativacio da resposta imune adaptativa, sinalizando a presenca
do patdégeno para os linfocitos T CD4+ (SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022). Além
disso, os receptores toll-like 2 e 4 (TLRs), encontrados em mondcitos e em célula
dendriticas, sédo fundamentais no reconhecimento do bacilo e na liberagéo da IL-12,
que é crucial para diferenciagao das respostas mediadas por células (Th1) e resposta
humoral (Th2) (KAPSENBERG, 2003).

Pacientescom hanseniasenopolo TT desenvolvemumaresposta imunoldgica

do tipo Th1, caracterizada por uma forte resposta celular,que impede a proliferacao
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do M. leprae e limita a disseminagao da infecgdo. Essa resposta envolve uma
predominancia de linfécitos T CD4+ e a producgao de citocinas inflamatérias, como
interferon-gama (IFN-y), IL-2, IL-15 e fator de necrose tumoral (TNF), que
desempenham um papel essencial na ativagédo e recrutamento dos macrofagos (M;
LIU; ZHANG, 2020). Simdes Quaresma e colaboradores (2009) demonstraram que
pacientescoma forma TT apresentamum numero significativamente maior de células
de langerhans em comparagado comaqueles coma forma LL. Como essas células sédo
fundamentais para apresentacao de antigenos e ativagao de linfocitos T, sua maior
presenca pode estar diretamente relacionada a resposta Th1 mais intensa nesses
pacientes, resultando na predominancia de célula T CD4+ e na maior produgao de
citocinas inflamatérias. Esses achados ajudam a explicar o controle mais eficaz do
bacilo na hanseniase tuberculdide, em contraste com a forma lepromatosa, onde a

resposta imune celular € menos eficiente.
Em pacientes com a forma lepromatosa (LL), a resposta imune é

predominantemente do tipo Th2, caracterizada por uma forte ativacdo da resposta
humoral. Nessa forma clinica, ha um predominio de linfécitos T CD8+ e a produgao
de citocinas anti-inflamatérias, como IL-4 e IL-10 (FROES; SOTTO; TRINDADE,
2022). Além disso, a ativacao de células Treguladoras FoxP3+ (Tregs) contribui para
a supressao da resposta celular através de citocinas inibitorias, como IL-10 e TGF-
(SADHU et al., 2016). Isso resulta em uma producgao robusta de anticorpos e na
formagdo de complexos imunes, porém, sem eficacia na eliminagcdo do
Mycobacterium leprae. Como consequéncia, ha uma falha na contencdo do
crescimento bacteriano, permitindo a disseminagado do bacilo e a progresséo da
doencga (FROES; SOTTO; TRINDADE, 2022).
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Figura 7: Espectro imunoldgico da hanseniase e mecanismos de dano neural
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2.1.3 Reacbes ao M. leprae

As reacbes hansénicas ocorrem devido a resposta imunoldgica aguda a
fragmentos do bacilo do M. leprae e podem ocorrer tanto em casos paucibacilares
quanto multibacilares. Diversos fatores podem desencadear esses episodios
reacionais, como gravidez, parto, estresse fisico ou emocional e doencas
intercorrentes. No entanto, geralmente ocorrem apds o inicio do tratamento
poliquimioterapico para hanseniase (BRITO etal., 2008). Essas rea¢des inflamatorias
podem agravar o quadro clinico, levando a complicagdes neuroldgicas e cutaneas,
que, em alguns casos, se desenvolvem rapidamente e configuram uma emergéncia
médica (SOUZA, 2010). Estima-se que aproximadamente 30% a 50% dos pacientes

diagnosticados com a doencga desenvolvam esse tipo de resposta imunoldgica
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(SCOLLARD etal., 2006).

A reacao do tipo 1 (RT1), também conhecida como reagéao reversa (RR), ocorre
principalmente em pacientes com as formas TT, BT e BL da hanseniase, podendo
também estar presente, embora com menor frequéncia,em pacientes com a forma
LL. A principal caracteristica da RR é o aumento da inflamagcdo em lesdes
preexistentes na pele e nos nervos periféricos, que se tornam vermelhas e
edematosas, sendo uma das principais causas de dano neural na doenga (figura 6)
(MAYMONE et al., 2020b). Esse processo inflamatério pode levar ao desenvolvimento
de edema, especialmente em maos e pés, e ao comprometimento dos nervos
periféricos, que podem resultar em neurite, parestesia, paralisia facial, mdo em garra
ou queda do pé (NERY et al., 2013). Quando o diagnéstico e o tratamento da
neuropatia sao tardios, o dano neural pode se tornar irreversivel, comprometendo

permanentemente a funcéo do nervo afetado (LEON et al., 2016).

Figura 8: Placas eritematosas bem delimitadas, caracteristicas da RT1 em pacientes
com hanseniase

Fonte:MAYMONE et al., 2020b

As lesdes observadas na RT1 estdo associadas a uma reacdo de
hipersensibilidade do tipo IV, também conhecida como hipersensibilidade tardia, que
sdo mediadas por células T. Essa resposta inflamatéria envolve um aumento
significativo de linfécitos TCD4+ e uma ativagdo exacerbada da resposta imune Th1.
Nas lesdes cutaneas e no sangue periférico, observa-se um perfil inflamatério
acentuado, com niveis elevados de citocinas pré-inflamatérias, como IFN-y, TNF-a e
IL-1B (figura 7) (FONSECA et al., 2017). O IFN-y, em particular, estimula a producéo
da quimiocina CXCL10/IP-10 que, junto com a proteina quimioatraente de mondcitos-

1 (CCL2/MCP-1), atua como um potente mediador da quimiotaxia de mondcitos e
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linfécitos Tpara os locais de inflamacéo tecidual (LUO etal., 2021).

Figura 9: Mecanismo de ativagao de macréfagos e diferenciagao de células T na
resposta imune contra o M. leprae
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O tratamento da RT1 envolve o uso de prednisolona em doses que variam entre
20 e 60mg. No entanto, seu uso prolongado n&o é recomendado devido aos efeitos
colaterais dos corticosteroides. Além disso, a clofazimina pode ser associada a
prednisolona, sendo administrada em doses iniciais 300mg, podendo progredir até
500mg, para auxiliar na supressdo da resposta inflamatéria (MUNGROO; KHAN;
SIDDIQUI, 2020).

Jaareacgao do tipo 2 (RT2) ou eritema nodosohansénico (ENH) é uma reagao
inflamatdria sistémica que afeta cerca de 50% dos pacientes LL e 10% dos pacientes
BL, podendo causar morbidade e mortalidade se nao for tratada (NEGERA et al.,
2017). Os sintomas clinicos sado aparecimento de nédulos dolorosos e eritematosos
na face, tronco e extremidades superiores e inferiores, sem predilegao por lesdes
preexistentes (figura 8) (MAYMONE et al., 2020b). O curso da RT2 é de dias para
semanas, havendo multiplas recorréncias ao longo de varios meses (SCOLLARD et
al., 2006).
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Figura 10: Paciente apresentando multiplos nodulos eritematoso (A) e ulceras (B)
caracteristico do eritema nodoso hansénico

Fonte:MAYMONE et al., 2020b

A RT2 é caracterizada por uma resposta imune celular reduzida, mas com
manutengcdo da resposta imune humoral. Como consequéncia, ha uma maior
suscetibilidade a reagdes de hipersensibilidade do tipo Ill, caracterizadas pela
deposicao de complexos imunes (complexo antigeno-anticorpo), o que intensifica o
processo inflamatério e promove o recrutamento de leucécitos, principalmente
neutréfilos (LUO et al.,, 2021). Além disso, ocorre uma predominancia de linfocitos T
CD8+ associados a uma resposta imune do tipo Th2, levando a secreg¢ao de citocinas
como IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y e principalmente altos niveis de TNF-a, que
desempenham um papel central na inflamagdo e no agravamento da resposta
imunoldgica (figura 9) (FROES; SOTTO; TRINDADE, 2022).
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Figura 11: Representacao esquematica da resposta inflamatéria na RT2
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O tratamento para a RT2 em casos mais avangados consiste no uso da
talidomida, com uma dose inicial de 300 a 400mg por dia para controle dos sintomas
agudos nos primeiros dias. Apos essa fase inicial, é necessario ajustar a dose para
um regime de manutencéo, pois, em muitos casos, a medicagao precisa ser utilizada
a longo prazo para evitar recorréncias (MUNGROO; KHAN; SIDDIQUI, 2020). No
entanto, a talidomida apresenta diversos efeitos colaterais significativos, incluindo
teratogenicidade, risco de neuropatia periférica e sedagdo, o que exige um
acompanhamento rigoroso dos pacientes. Além disso, seu uso € contraindicado em
mulheres em idade fértii sem métodos contraceptivos eficazes, devido ao risco de
malformacdes congénitas graves (PAPASEIT; FARRE; GARCIA-ALGAR, 2023).

2.1.4 Diagnéstico e Tratamento

O diagnéstico da hanseniase ainda é um desafio porque os sintomas iniciais
podem ser confundidos com outras patologias devido a manifestagao clinica variavel.
Além disso, o estigma da doenca e a falta de capacitagéo dos profissionais de saude
contribuem para erros diagnosticos, levando ao atraso no tratamento e,
consequentemente, ao desenvolvimento de sequelas graves aos pacientes. Sendo
assim, caso o paciente tenha sintomas clinicos caracteristicos e residir ou estiver

voltando de uma viagem em umestado endémico, deve-se considerar umdiagnadstico
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de hanseniase. Dessa forma, a investigacao da doenca deve ser iniciada sempre que
houverqualquersinal cardinal,comoleséo hipopigmentada ou eritematosa com perda
de sensibilidade, espessamento ou aumento de um nervo periférico associado a
fraquezamuscular, esfregago cutaneo positivo ou presencga de bacilos observados em
bidépsia. A presencga de trés caracteristicas cardinais tem 97% de especificidade
diagnéstica (WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015).

Para o diagnéstico, pode ser realizado o esfregago de pele em fenda, uma
técnica rapida, pouco invasiva e especialmente util para identificar casos
multibacilares devido a alta carga bacilar. O procedimento consiste em pequenas
incisdes em lesdes ativas ou persistentes, com posterior coloragao pelo método de
Ziehl-Neelsen para a visualizagdo de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR). A
analise dos resultados é feita por meio da escala logaritmica de Ridley ou pelo indice
Baciloscopico (IB). Para hanseniase tuberculoide, geralmente o IB € negativo e em
caso de hanseniase virchowiana, o IB é sempre positivo (>2+). Apesar de ser um
método menos invasivo, sua baixa sensibilidade limita a eficacia no diagnéstico,
levando a substituicdo gradual por outras técnicas mais avancadas (TALHARI;
TALHARI; PENNA, 2015).

O método mais utilizado e considerado atualmente o padrdo-ouro para o
diagndstico da hanseniase é a bidpsia de pele. Nesse procedimento, realiza-se uma
coleta com "punch" emlocais proximos as lesdes, obtendo-se uma amostra que inclui
por¢cdes da derme e da gordura subcutanea. Os tecidos coletados sdo corados com
hematoxilina-eosina para analise (CHEN etal., 2022). No caso da forma TT, observa-
se a auséncia de bacilos, sendo caracterizada pela presenga de granulomas
epitelioides e infiltrados linfociticos ao redor dos nervos. Ja nas formas BL e LL, sédo
encontrados numerosos bacilos, acompanhados de infiltrados inflamatérios

(MAYMONE et al., 2020b).
E utilizado também técnicas moleculares como PCR para detecgdo do DNA do

M. leprae em bidpsias de lesdes cutaneas. Isso porque elas apresentam maior
quantidade de bacilos. Sendo assim, a sensibilidade da PCR € proxima de 100% para
pacientes com a forma virchowiana e entre 40-80% em pacientes com a forma
tuberculoide (SARATH; JOSEPH; JAMIR, 2023) .

Desde 1981, a Organizagdo Mundial da Saude estabeleceu a poliquimioterapia
(PQT) como tratamento padrdo para a hanseniase,combinando dapsona, rifampicina

e clofazimina. Essa associacdo de medicamentos visa reduzir o risco de resisténcia
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do M. leprae a dapsona. De acordo com as recomendacgdes da OMS, pacientes
diagnosticados com a forma paucibacilar devem seguir esse esquema por 6 meses,
enquanto para casos multibacilares, o tratamento deve ser mantido por 12 meses
(WHO, 2018).

Como medida de quimioprofilaxia, recomenda-se a administragdo de uma dose
unica de rifampicina para contatos domiciliares de pacientes com hanseniase. Essa
estratégia tem como objetivo reduzir o risco de desenvolvimento da doencga entre

aqueles que tiveram exposigao proxima e prolongada ao bacilo (DOS SANTOS etal.,
2018).

2.2 Autofagia

A autofagia € um mecanismo essencial para degradacao de materiais
citoplasmaticos e a renovacao celular. Esse processo permite a eliminagdo de
componentes danificados ou proteinas mal dobradas ou anormais contribuindo para
a homeostase celular. Além disso, a autofagia pode ser vista como um mecanismo de
prolongamento da longevidade, pois atua tanto em momentos de estresse celular
quanto em condi¢cbes basais ndo estressantes, regulando a qualidade dos
componentes intracelulares (KLIONSKY et al., 2021). Os materiais plasmaticos séo
transportados ao lisossomo por diferentes vias autofagicas, onde serdo degradados e
reciclados para suprir as necessidades metabdlicas da célula (MIZUSHIMA;

KOMATSU, 2011).
Alémde suaimportancia narenovagao celular,esse mecanismoesta envolvido

em varias doencgas, como cancer e disturbios neurodegenerativo como também no
contexto imunoldgico, pois contribui para degradacédo de patdgenos intracelulares,
entrega de antigenos endégenos aos MHC classe |l, direcionamento de acidos
nucleicos virais para receptores Toll-like e regulacdo da homeostase das células T
(LEVINE; DERETIC, 2007).

A autofagia pode ocorrer por trés vias principais em células eucariéticas:
macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperona (CMA) (figura 10).
A microautofagia € um processo no qual os componentes citosolicos sao diretamente
absorvidos pelolisossomo por meio da invaginagcédo ou deformag&o da sua membrana.
Ja a CMA, descrita até o0 momento apenas em células de mamiferos, é altamente

especifica, pois atua na degradacgao seletiva de proteinas citosoélicas soluveis que
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conttm uma sequéncia caracteristica de pentapeptideo, Lys-Phe-Glu-Arg-Gin
(KFERQ) (PARZYCH; KLIONSKY, 2014). Essas proteinas se ligam a Hsc70 (proteina
de choque térmico 70), uma chaperona citoplasmatica onipresente, e a proteina de
membrana associada ao lisossomo 2 (LAMP-2), que facilitam seu desdobramento e
translocagao através da membrana lisossomal, onde serao finalmente degradadas no
ltmen do lisossomo (HUBERT et al., 2022). Alteragdes na LAMP-2 podem modular a
atividade desse processo autofagico, afetando a eficiéncia da degradacéo da proteina

e a homeostase celular (CUERVO; DICE, 2000).
Por fim, a macroautofagia € um processo celular essencial que envolve a

formagdo de vesiculas de dupla membrana, chamadas de autofagossomos,
responsaveis por sequestrar componentes ou patdogenos intracelulares para posterior
degradagao nos lisossomos (YORIMITSU; KLIONSKY, 2005). Diferentemente de
outros processos vesiculares que ocorrem por brotamento, uma caracteristica
importante da macroautofagia é a formacao de novo dos autofagossomos, que se
originam pela expansao de estruturas precursoras chamada fagéforo, cuja origem
ainda nao ¢é completamente elucidada (YANG; KLIONSKY, 2009). Esse
autofagossomo posteriormente vai se fundir com o lisossomo, formando
autolisossomos, com objetivo do material ou patdgeno intracelular ser degradado
(LEVINE; DERETIC, 2007).
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Figura 12: Tipos de processos autofagicos
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A autofagia esta envolvida tanto na imunidade inata quanto na adaptativa,
desempenhando um papel fundamental na eliminagdo de microrganismos
intracelulares. Sua ativagao pode ocorrer por meio de receptores Toll-like (TLRs), bem
como pela agao de citocinas inflamatérias (LEVINE; MIZUSHIMA; VIRGIN, 2011).
Entre essas citocinas, destacam-se o IFN-y e o TNF-q, caracteristicos da resposta
imune do tipo Th1, que estimulam de forma significativa o processo autofagico. Por
outro lado, citocinas associadas ao perfil Th2, como a IL-10, apresentam efeito
inibitério sobre a autofagia, interferindo na maturagéao do fagossomo e favorecendo a
persisténcia intracelular de bacilos (HARRIS, 2011).

A regulagao da autofagia também varia de acordo com o espectro clinico da
hanseniase.No polo TT, observa-se uma resposta imune predominantemente do tipo
Th1, com altos niveis de IFN-y, citocina responsavel por induzir eficientemente o
processo autofagico. Essa ativagao contribui para o controle efetivo do M. leprae pelas
células fagociticas. Em contraste, no polo LL, os niveis reduzidos de IFN-y resultam
em uma ativagao deficiente da autofagia, favorecendo a sobrevivéncia e persisténcia

do bacilo no interior das células hospedeiras (Silva et al., 2017).
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Figura 13: Modulagao da autofagia por citocinas pré e anti-inflamatérias
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Em contrapartida, a autofagia pode ser negativamente modulada por outros
mediadores inflamatdrios, como a IL-1B. A liberagcao dessa citocina esta associada a
inibicdo do processo autofagico, estabelecendo um mecanismo de retroalimentagao
entre inflamagéo e autofagia (HARRIS, 2011). A IL-1B é um importante mediador da
inflamacao, cujamaturagao depende da ativagédo do complexo moleculardenominado
inflamossomo. Os inflamossos sao plataformas multiproteicas formadas no citosol em
resposta a estimulos infecciosos ou de estresse celular, que promovem a ativacédo da
caspase-1, sendo ela a responsavel por clivar a pro-IL-1B em sua forma ativa. Assim,
a ativagdo do inflamossomo NLRP3 (uma das familias mais caracterizadas), e da
caspase-1 culmina na secrecéo de IL-1B, que, por sua vez, exerce efeito inibitorio
sobre a autofagia (SCHRODER; TSCHOPP, 2010).
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Figura 14: Esquema da ativacao do inflamossomo NLRP3 e maturagao da IL-1B
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Ao analisar a relagao entre o processo autofagico e os estados reacionais da
hanseniase, nosso grupo de pesquisa publicou uma revisdo sistematica que
evidenciou, principalmente, a auséncia de estudos relacionados a reagéo do tipo 2.
Esse achado destaca a necessidade de investiga¢des adicionais acerca do papel da
autofagia, bem como da elucidacdo dos mecanismos envolvidos na ativacdo do

inflamossomo durante as reagdes hansénicas (CERQUEIRA et al., 2023).
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2.3. Resposta Inflamatéria na Hanseniase

231. Arginase como biomarcador de prote¢ao

No contexto da hanseniase, diferentes moléculas tém sido investigadas como
potenciais biomarcadores para o diagnostico precoce e a previsdo do
desenvolvimento da doenga. Dentre esses, a arginase-1 se destaca pela sua
capacidade de modular a resposta imune e de se correlacionar com a carga bacilar
dos pacientes.

A arginase-1, derivada do gene Arg1, converte arginina em ornitina, etapa
essencial para a produgao de poliaminas associadas a cicatrizagao tecidual e a
respostas celulares proliferativas (SHIN et al., 2022). Essa enzima exerce papel
regulador no sistema imunoldégico, atuando na modulagao da resposta inflamatéria e
promovendo efeitos imunossupressores importantes no contexto de infecgdes
cronicas, como a hanseniase (MUNDER, 2009).

Em lesdes cutdneas de pacientescom hanseniase, observou -se que individuos
multibacilares apresentam maior expressdo de arginase-1 em comparagdo com 0s
paucibacilares, sugerindo uma associagao entre a expressao da enzima e a carga
bacilar (DE OLIVEIRA FULCO etal., 2014).

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a atividade
de arginase-1 pode ser utilizada para discriminar contatos que efetivamente irdo
apresentar os sinais clinicos da doenga (DA SILVA PRATA etal., 2022). A atividade
da arginase-1 em soros de contatos alcanga 90% de sensibilidade e 96,7% de
especificidade na diferenciagao entre aqueles que desenvolvem e ndo desenvolvem
hanseniase (DA SILVA PRATA etal., 2022).

232. Proteinas S100A8/A9 e REg3g

No cenario das infecgdes crénicas, proteinas de ligagédo ao calcio, como as da
familia S100, tém ganhado destaque por sua atuacdo na imunidade inata. As
proteinas da familia S100 sdo pequenas proteinas de ligagcdo ao calcio que
desempenham multiplas fungdes no sistema imunoldgico. Extracelularmente, elas
podem atuar de maneira semelhante a quimiocinas e citocinas, desencadeando

respostas pro e anti-inflamatérias e interagindo com receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs) (FOELL etal., 2007).
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Algumas isoformas, como S100A8, S100A9 e S100A12, sdao consideradas
padrées moleculares associados a danos (DAMPs), capazes de modular a inflamacgéo
ou exercer agao antimicrobiana através de um processo conhecido como imunidade
nutricional. Nesse mecanismo, essas proteinas quelam ions metalicos essenciais,
como zinco € manganés, nos sitios especificos de ligacdo a metais, restringindo sua
disponibilidade aos patdégenos e limitando seu crescimento (X |IA et al., 2024;
ZACKULAR, CHAZIN e SKAAR, 2015).

Entre os leucécitos, os neutréfilos apresentam niveis particularmente elevados
dessas proteinas, sendo que S100A8 e S100A9 representam cerca de 45% das
proteinas citoplasmaticas dessa populagéo celular (Wang et al., 2018). Além disso,
Yoshiokaet al. (2016) demonstraram o acumulode neutrofilos S100A9* na regiao
central de granulomas em modelos de tuberculose, sugerindo um papel ativo dessas
proteinas na formagédo e manutengao de estruturas granulomatosas, com possiveis
implicagdes em outras doengas de carater granulomatoso, como a hanseniase.

Diante desse contexto e considerando a escassez de estudos que explorem o
papel das proteinas S100 na hanseniase, especialmente nos estados reacionais,

levantamos a hipétese de que essas moléculas possam atuar como importantes
moduladoras da resposta imune frente ao M. leprae, influenciando a dinamica
inflamatoéria e a formagéo de granulomas nos diferentes espectros clinicos da doencga.

Além das proteinas S100, outras moléculas com fungéo imunorregulatoria tém
despertado interesse quanto ao seu potencial papel na resposta contra infecgdes

bacterianas. A Reg3g, homdloga murina da REG3A humana, € uma lectina C-type

altamente expressa e secretada no intestino delgado, onde exerce atividade
bactericida direta e contribuipara a manutengaodabarreira fisico-imunologicaentre
a microbiota intestinal e o epitélio do hospedeiro (SHIN etal.,2022).

Apesar de seu papel ja estabelecido na defesa mucosa intestinal, a Reg3g
ainda n&o foi explorada no contexto da hanseniase. No entanto, considerando suas
propriedades antimicrobianas e sua capacidade de modular a resposta imune inata,
levantamos a hipotese de que essa proteina possa atuar como um biomarcador de

protecédo contra o M. leprae.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar, por meio da analise de expresséo génica e de quimiocinas, como o
Mycobacterium leprae pode modular mecanismos intracelulares relacionados a
resposta inflamatoria e a sobrevivéncia bacteriana em amostras de sangue de
pacientes com hanseniase, recrutados nos Servigos de Referéncia para Hanseniase
em Pernambuco.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisaroperfil inflamatériodas reagcdes hansénicas por meio da expressao de
quimiocinas nos grupos RT1, RT2 e controle;

e Investigar a regulacdoda autofagianahanseniase avaliando a expressao dos
genes NLRP3,LC3B e IL1B;

e Avaliar o papel das proteinas S100A8 e S100A9 como biomarcadores
inflamatoérios e sua possivel agdo antimicrobiana contra o M. leprae;

e Avaliar a expressdao dos genes ARG71 e REG3G nos diferentes grupos,
explorando seu papel na modulagao da resposta imune a infecgao.

4. METODOLOGIA

4.1 POPULAGAO,LOCAL DE ESTUDO E OBTENGAO DAS AMOSTRAS

411 Populagao e Local de Estudo

O estudo fez parte de uma investigacdo maior conduzida nos Servigos de
Referéncia para Hanseniase localizados nos municipios de Recife, Caruaru e Cabo
de Santo Agostinho, em Pernambuco. Esses servigos funcionam como centros de
referéncia estadual, recebendo pacientes provenientes de diversos municipios, o que
amplia a abrangéncia da populagéo atendida e investigada. Para este estudo, foram
selecionados dados de 14 participantes, sendo 2 do Cabo de Santo Agostinho e 8 de
Recife, além de um participante de cada umdos seguintes municipios: Jaboatao dos

Guararapes, Sirinhaém, Carpina e Camaragibe. Dentre os participantes, 4 foram
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selecionados como controle, todos sem histérico de hanseniase e previamente
testados para tuberculose por meio do Teste Tuberculinico (PPD) e IGRA (Interferon -
Gamma Release Assay), com resultados negativos. Além disso, 6 apresentaram
Reacédo do Tipo 1 (RT1) e 4 apresentaram Reagao do Tipo 2 (RT2).

Estes pacientes foram recrutados nos servicos de referéncia durante as
consultas com dermatologistas e foram convidados a participar do estudo apds serem
identificados como elegiveis de acordo com os critérios de inclusdo.No grupo controle,
ha 3 mulheres e 1 homem, com faixa etaria de 25 a 44 anos. No grupo RT1, sdo 4
mulheres e 2 homens, com faixa etaria de 46 a 73 anos. Ja no grupo RT2, o total € de

3 mulheres e 1 homem, com faixa etaria de 44 a 51 anos.

Tabela 1:Distribuicao de participantes por grupo (Controle, RT1 e RT2), sexo, idade

e cidade.

Cédigo Sexo Idade Cidade Grupo
FIO 1 Feminino 25 Recife Controle
FIO 2 Feminino 39 Recife Controle
FIO 3 Masculino 26 Recife Controle
FIO 4 Feminino 44 Recife Controle

CB022 Feminino 66 Cabo de Santo RT1

Agostinho
HC 28 Masculino 61 Recife RT1
HC 31 Feminino 73 Recife RT1
HC 34 Feminino 48 Jaboatiao dos RT1
Guararapes

HC 37 Feminino 55 Recife RT1

HC 39 Masculino 46 Sirinhaém RT1

CB020 Feminino 48 Cabo de Santo RT2

Agostinho

HC 29 Masculino 51 Carpina RT2

HC 38 Feminino 50 Camaragibe RT2

HC 40 Feminino 44 Recife RT2

Fonte: autor (2025)
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e Critérios de Inclusao: Os participantes foram recrutados durante consultas com

dermatologistas colaboradores, selecionando-se individuos de ambos os
sexos, com idades entre 25 e 73 anos, diagnosticados com hanseniase pauci
ou multibacilar, nas diferentes formas clinicas. Além disso, foram incluidos no
estudo individuos sem sinais clinicos de hanseniase ou historico familiar de
hanseniase ou tuberculose, que serviram como grupo controle.

e Critérios de Exclusdo: Foram excluidos do estudo gravidas, individuos

imunocomprometidos, pessoas em uso de medicamentos imunossupressores

e corticoides em uso prolongado e portadores de doengas autoimunes.

412 Obtencao das Amostras

As amostras bioldgicas utilizadas neste estudo foram previamente coletadas e
armazenadas pelo nosso grupo de pesquisa, apos assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos participantes. Para cada paciente,
foram coletados dois tubos de sangue: um tubo com EDTA, utilizado para a extragao
de RNA e posterior analise da expressao génica, e um tubo com ativador de
coagulacgao, utilizado para obtenc¢ao do soro e analise das quimiocinas. As amostras

foram processadas e analisadas no Instituto Keizo Asami (iLIKA).

4.2 ComITE DE ETICA

O projeto proposto ja possuia aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Pernambuco (CEP/UFPE), conforme parecer 6.420.432 e
numero CAAE 50480121.0.0000.5208 (ANEXO A). Além da aprovacgao do Hospital
das Clinicas/lUFPE, parecer 6.754.499 e CAAE 50480121.0.3001.8807 (ANEXO B)).

4.3 EXTRAGAO DE RNACOM TRIZOL®

Para a extracdo de RNA de sangue total utilizando Trizol®, foram adicionados
300uL de sangue total a 400uL de Trizol® em microtubos tipo eppendorf, seguido de
pipetagem repetida para lise celular. A amostra foi incubada a temperatura ambiente
por 5 minutos para dissociagao proteica, e entdo foram adicionados 150uL de
cloroférmio. Apds agitagao vigorosa por 20 segundos e uma incubagao adicional de 3

minutos em temperatura ambiente,a amostra foi centrifugada a 12.000 rpm por 15
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minutos a 4°C. A fase aquosa contendo RNA foi cuidadosamente transferida para um
novo eppendorf, evitando o anel de leucdcitos. Foram adicionados 375uL de
isopropanol a 100%, seguido de incubagao a temperatura ambiente por 10 minutos e
nova centrifugagao a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido
e o pellet lavado com 750uL de etanol a 75%. Apds centrifugagao a 7.500 rpm por 5
minutos a4°C e remocao do sobrenadante, o eppendorf foi deixado aberto para secar
a temperatura ambiente por 10 minutos. O pellet foi entdo ressuspendido em 30uL de
RNAse free ou solugao de SDS 0,5%, seguido de incubagdo em banho-maria a 55°C

por 10-15 minutos. O RNA foi quantificado no Nanodrop e armazenado a -80°C.

4.4 SINTESE DE cDNA

A sintese de cDNA foi realizada por meio do kitde sintese de cDNA cominibidor
de RNase (Cellco Biotech), seguindo as instrugdes do fabricante utilizando o
termociclador Applied Biosystems Veriti Dx 96 -well. Apos transcrigcdo, as amostras
foram estocadas em freezer -20°C.

45PCR EM TEMPO REAL

As amostras foram submetidas a analise da expressdo génica através da
analisede PCR quantitativoem tempo real (QPCR) utilizando o StepOne™ Real-Time
PCR System, com o sistema SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, USA) 2x,
primers (concentrados a 100nM) para amplificagdo do gene de interesse e agua para
um volume final de 20ul. Foram utilizados primers para identificagcdo dos genes de
interesse NLRP3, LC3B, IL1B, S100A8, S100A9, ARG1 e REG3G, com a B-actina
utilizada como gene enddgeno. As condi¢gbes de amplificagdo foram realizadas de
acordo com instrugdes do fabricante, com o seguinte processo de ciclagem: 50°C por
2 minutos e 95°C por 10 minutos para ativagao enzimatica, seguidos por 45 ciclos de

95°C por 15 segundos (desnaturagédo)e 60°C por um minuto (anelamento e extenséo).

4.6 DOSAGEM DE QUIMIOCINAS

A dosagem das quimiocinas foi realizada no soro dos participantes através do
uso do kit da BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Chemokine (cédigo
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#552990), para deteccao sérica de CXCLS8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG,
CCL2/MCP-1 e CXCL10/IP-10, por meio de citometria de fluxo.

4.7 ANALISE DE DADOS

Os ensaios foram realizados em ftriplicata e repetidos em pelo menos dois
experimentos independentes realizados em momentos distintos, mantendo as
mesmas condicdes experimentais. Os dados foram expressos como média + erro
padrdao da média (SEM). A analise estatistica foi realizada utilizando o software
GraphPad Prism (verséao 9). Inicialmente, foi avaliada a homogeneidade das
variancias para determinar a distribuigdo dos dados, com o teste de Bartlett sendo
aplicado para confirmagdo da homogeneidade. Com base nesses resultados, foi
utilizado o teste ANOVA para comparagao entre os grupos. Foram considerados

significativos os valores de p<0,05.

5. RESULTADOS

Foram quantificados os niveis séricos das quimiocinas CXCLS8/IL-8,
CCL5/RANTES, CXCLI9MIG, CCL2/MCP-1 e CXCL10/IP-10 nos trés grupos
estudados (RT1, RT2 e controle). Os resultados mostraram aumento significativo da
concentragdo de CXCL9/MIG no grupo RT1 em comparag¢do ao grupo controle. Ja os
niveis de CXCLS8/IL-8 foram significativamente mais elevados no grupo RT2 em

relagédo tanto ao grupo RT1 quanto ao grupo controle (Figura 13).
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Figura 15: Analise das quimiocinas CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG,
CCL2/MCP-1 e CXCL10/IP-10 no soro de pacientes comreacgao tipo 1 (RT1), reacéo
tipo 2 (RT2) e controle. Os graficos representam a média dos niveis detectaveis em

pg/mL por grupos e p<0,05.
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Fonte: autor (2025)

Também foi avaliada a expressédo génica de moléculas associadas a resposta
inflamatodria e ao processo autofagico. Observou -se uma tendéncia de aumento da
expressao de NLRP3 no grupo RT1, além de um aumento significativo na expressao
de IL-1B nesse grupo em comparagao ao controle. No grupo RT2, identificou-se uma
tendéncia de aumento da expressao de LC3B quando comparado aos grupos RT1 e

controle (Figura 14).
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Figura 16: Expressao relativa de NLRP3,LC3B e IL1B nos grupos Controle,RT1 e
RT2. Os dados sao apresentados como média £+ SEM. Diferencgas estatisticamente
significativas foram indicadas por p < 0,05.
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Adicionalmente, avaliou -se a expressao dos genes S7100A8 e S7100A9,
associados a inflamacdo. Ambos apresentaram niveis aumentados nos grupos
reacionais em comparagao ao grupo controle, sendo esse aumento mais evidente no
grupo RT1. Foi observada, também, uma tendéncia de aumento na expressdo do
gene ARG1nogrupo RT1, alémde umaumento significativo na expressdao de REG3G

nesse mesmo grupo em comparagao ao RT2. (Figura 15).
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Figura 17: Expresséo relativa de S100A9, S100A8, ARG1 e REG3G nos grupos
Controle,RT1 e RT2. Os dados sao apresentados como média + SEM. Diferencas
estatisticamente significativas foram indicadas por p < 0,05.
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6. DISCUSSAO

Estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram uma
maior expressdo de moléculas associadas ao processo autofagico e a resposta
inflamatdria, como caspase-1, LC3B, LAMP-1, TLR2 e TLR4, em neutrdfilos
CD16*/CD15*/CD66b* isolados de pacientes com hanseniase, especialmente no
grupo RT2 em comparacgao ao grupo RT1 e aos individuos controle. Esses achados
reforcaram o potencial papel dos neutrofilos na patogénese das reagées hansénicas
(SCHMITZ et al., 2019). Com base nesses dados, optamos por investigar a expressao
de genes relacionados ao processo autofagico e a inflamagao, bem como a dosagem
de quimiocinas no soro de pacientes, buscando ampliar a compreensao do
envolvimento de outras células e mediadores na resposta imune associada aos tipos

reacionais da hanseniase.
Os neutrofilos desempenham um papel essencial na resposta imune inata,

atuando na contencao de patdégenos por meio da fagocitose, liberagado de enzimas

liticas, producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e secregdo de proteinas
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antimicrobianas (SCHMITZ etal., 2019). Além dessas fungdes, os neutréfilos também
sdo capazes de liberar armadilhas extracelulares neutrofilicas (NETSs), estruturas
formadas por cromatina associada a proteinas citotéxicas que atuam na imobilizagao
e eliminagédo de microrganismos, facilitando sua fagocitose (GALKINA et al., 2020).

Na hanseniase, os neutrofilos tém participagcado especialmente marcante na
RT2, com infiltrado difuso dessas células na derme (SAHU et al., 2021). Estudo de
Lee et al. (2010) demonstrou a regulagédo positiva da E-selectina durante a RT2,
favorecendo o recrutamento de neutréfilos. Esses dados reforgam a hipotese de um
microambiente inflamatério intensamente neutrofilico durante esse tipo de reagao.

Os receptores Toll-like (TLRs), especialmente o TLR2 e o TLR4, também tém
papel fundamental na ativacdo da resposta imune inata frente a micobactérias. Esses
receptores reconhecem componentes da parede celular bacteriana e induzem
sinalizagdes pro-inflamatérias (OLIVEIRA-NASCIMENTO; MASSARI; WETZLER,
2012). Carvalho et. al. (2018) demonstrou que a expressdo de TLR2 e TLR4 esta
aumentada em neutrofilos de pacientes com RT2 em comparagao a RT1 e controles,
sugerindo maior ativacdo dessas vias na RT2, o que pode contribuir para o perfil
clinico mais exacerbado observado nesse grupo.

Esses dados, somados aos achados relacionados a autofagia, fundamentaram
nossa decisao de investigar marcadores inflamatorios séricos e de expresséo génica,
buscando entendercomo outros mediadores celulares participam da fisiopatologia das
reacdes hansénicas.

A diferenciacao do perfil inflamatério entre os grupos reacionais foi evidenciada
pela analise das quimiocinas. O aumento de CXCL9/MIG no grupo RT1 esta de acordo
com o predominio de uma resposta imune do tipo Th1 nessa reacio, caracterizada
pela ativagao de linfocitos T CD4* e macréfagos, principalmente em pacientes com
formas clinicas paucibacilares (WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015). A CXCL9, assim
como a CXCL10/IP-10, € uma quimiocina induzida por IFN-y e atua no recrutamento
de célulasTh1,CD8" e NK para os tecidos inflamatérios, reforcando a natureza celular
e localizada da resposta inflamatéria na RT1 (PRAKOESWA et al., 2024).

Por outro lado, a elevacéao significativa dos niveis séricos de CXCL8/IL-8 em
pacientes com RT2 esta em consonancia com a intensa infiltragdo de neutrdfilos
observada nesse tipo de reacdo. A IL-8 € uma quimiocina com potente efeito
quimiotatico e ativador de neutréfilos (CAMBIER; GOUWY; PROOST, 2023),

desempenhando papel central na resposta inflamatodria sistémica caracteristica da
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RT2. Pacheco et al. (2020) demonstrou que neutrofilos estimulados com M. leprae in
vitro produzem grandes quantidades de IL-8, o que pode contribuir para a inflamagao
sistémica observada no eritema nodoso hansénico (ENH) e possivelmente estar
associado a liberagao de NETSs.

A analise da expressao génica no sangue total desses pacientes demonstrou
uma tendéncia de aumento da expressao de LC3B no grupo RT2, em comparagao
aos grupos RT1 e controle. Embora essa diferengané&o tenha alcangado significancia
estatistica, pode sugerir uma ativagao mais pronunciada do processo autofagico em
pacientes com RT2.

No entanto, é importante considerar que o aumento de LC3B também pode
estar relacionado a NETose. Estudos como o de Guo etal. (2021) demonstraram que
a inducao da autofagia favorece a liberacdo espontanea de NETs, sendo a proteina
LC3B identificada nessas estruturas. Isso sugere uma possivel inter-relacao entre os
dois processos, 0 que é relevante ao se considerar que o grupo RT2 apresenta um
infiltrado inflamatério predominantemente composto por neutrofilos.

Além disso, da Silva et al. (2019) demonstraram que M. leprae é capaz de
induzir a formacao de NETs in vitro, e que pacientes com RT2 apresentam uma
formacgao exacerbada dessas estruturas tanto em lesdes cutdneas quantono sangue
periférico. Esse fendmeno foi associado a liberacido macica de bacilos mortos apés o
inicio do tratamento, 0 que contribui para a ativacéo intensa dos neutrofilos.

Assim, ainda que a tendéncia de aumento de LC3B possa indicar ativacao
autofagica, também pode refletir um aumento da NETose em pacientes com RT2,
considerando o contexto inflamatoério neutrofilico caracteristico dessa reagao. Esses
achados reforcam a complexidade das vias envolvidas na resposta exacerbada
observada nesse grupo.

A ativacdo da resposta imune inata frente ao M. leprae ocorre, em grande parte,
por meio do reconhecimento da bactéria por receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs), como os receptores semelhantes a NOD (NLRs), especialmente os
membros da familia NLRP (LATZ; XIAO; STUTZ, 2013). Esses receptores formam
inflamassomos, complexos proteicos que, ao detectar sinais de infecgdo ou dano
tecidual, ativam a caspase-1, levando a clivagem da pro-IL-1B e a liberacdo daforma
ativa da citocina inflamatéria IL-1B (GUO; CALLAWAY:; TING, 2015). O NLRP3 é o
inflamassoma mais bem caracterizado, e seu papel na resposta inflamatéria ja foi
demonstrado em diferentes doengas infecciosas (HE; HARA; NUNEZ, 2016). No
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presente trabalho, observamos um aumento significativo da expressao de IL-1B, bem
como uma tendéncia de aumento de NLRP3 no grupo RT1, o que pode indicar um
papel ativo desse complexo na fisiopatologia das reacgdes do tipo 1.

No que se refere a ativagao do inflamassoma, observamos uma tendéncia de
aumento na expressao de NLRP3 no grupo RT1. Embora a ativagdo desse complexo
inflamatério ja tenha sido descrita em formas virchowiana da hanseniase (SILVA et
al.,, 2018), ainda ha poucos estudos investigando sua participacdo nos estados
reacionais. A utilizagdo de amostras de sangue total em nosso estudo pode ter
influenciado os resultados, ja que a ativagédo do inflamassoma pode ocorrer de forma
distinta entre compartimentos teciduais e circulantes. Outros fatores, como o tempo
de infeccgao, variagdes na resposta imune e comorbidades, também podem interferir
naexpressao génicaobservada. Destaca-se, contudo, que também identificamos um
aumento significativo da expresséo de IL-1B no grupo RT1 em comparagdo ao
controle. Considerando que IL-1B € um dos principais produtos do inflamassoma
ativado, esses dados sugerem que o complexo NLRP3 pode estar funcional nesse
grupo, embora a via ainda seja pouco explorada e permaneca controversa no contexto
da hanseniase (MENDES et al., 2020). Estudos adicionais comparando tecidos e
sangue periférico sdo necessarios para aprofundar esse entendimento.

A familia de proteinas S100, especialmente os membros S100A8 e S100A9,
tem sido amplamente associada a processos inflamatérios, atuando como importantes
reguladores da resposta imune inata. Essas proteinas sdo liberadas principalmente
por neutrofilos e monécitos em contextos de inflamagdo aguda e crénica, sendo
capazes de modular a producédo de citocinas inflamatdrias, espécies reativas de
oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO), além de promover o recrutamento de células do
sistema imune para o sitio inflamatério. Em ambientes ricos em calcio, essas proteinas
formam estruturas mais estaveis, como homodimeros e heterodimeros, aumentando
sua atividade funcional (WANG et al., 2023).

Além de sua atuacao inflamatéria, S100A8/A9 também apresenta propriedades
antimicrobianas, mediadas por sua capacidade de sequestrar ions metalicos
essenciais como Zn?* e Mn?#, restringindo assim a disponibilidade desses nutrientes
as bactérias e dificultando sua proliferacdo. Essa estratégia, conhecida como
‘“imunidade nutricional”, € uma das formas pelas quais o hospedeiro limita o
crescimento bacteriano nas fases iniciais da infeccdo (WANG et al., 2018).

No contexto das reagcdes hansénicas, caracterizadas por intensa ativacéo do
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sistema imune frente ao M. leprae (MODLIN, 1994), a maior expressao dessas
proteinas nos grupos reacionais pode refletir o estado inflamatorio exacerbado nesses
pacientes. O aumento mais pronunciado da S100A8 observado no grupo RT1 sugere,
além disso, um possivel papel dessas proteinas na resposta antimicrobiana frente ao
M. leprae, aspecto ainda pouco explorado na literatura e que merece ser investigado
em estudos futuros.

Além das proteinas S100, outro marcador que pode contribuir para a
compreensao dos mecanismos imunolégicos associados as reagdes hansénicas é a
arginase-1 (ARG1), uma enzima envolvida no metabolismo da L-arginina, com
impacto direto na modulacao da resposta inflamatéria e da fung¢ao de macréfagos (NIU
et al., 2022).

Nosso grupo de pesquisa atualmente conduz um estudo longitudinal com
contatos de pacientes com hanseniase, do qual a aluna deste trabalho também faz
parte, no qual se investiga a arginase como um potencial biomarcador de protegao.
Da Silva Prata et al. (2022), demonstrou que a expressao e a atividade da arginase
estdo aumentadas em contatos que nao desenvolveram a doenca, sugerindo um
papel protetor contra sua progressao, com sensibilidade de 90% e especificidade de
96,7%.

Com base nesse contexto, avaliamos a expressao do gene ARG7 nos grupos
reacionais e em individuos controle e observamos uma tendéncia de aumento no
grupo RT1. Este achado pode estar relacionado ao perfil imunolégico da RT1,
geralmente marcado por uma resposta celular mais eficiente e inflamatéria, que atua
no controle dareplicacdo do M. leprae, ao contrario do perfil mais supressor observado
em outras formas clinicas da doenga (DEWI et al., 2023).

Ainda no contexto de marcadores associados a modulag¢ao da resposta imune
e a contengao da infecgdo, também investigamos a expressao do gene REG3G, que
apresentou aumento significativo no grupo RT1 em comparagdo ao grupo RT2.
Embora essa proteina seja amplamente estudada no contextointestinal,onde atuana
defesa contra bactérias gram-positivas e na manutencéo da integridade da barreira
epitelial (SHIN et al., 2022), sua indugdo nesse grupo pode estar relacionada a
ativacao da resposta imune contra M. leprae.

A REG3G esta associada a ativacéo de vias dependentes de TLR-MyD88, um

importante eixo de reconhecimento do bacilo e de ativagao da resposta inflamatdria
(SHIN; BOZADJIEVA-KRAMER; SEELEY, 2023). Nesse sentido, sua elevagado na
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RT1 pode refletir uma tentativa do sistema imune em controlar a infecgao de forma
mais eficaz, alinhando-se ao perfil celular dominante nessa forma de reagao. Apesar
disso, devido ao numero limitado de amostras analisadas, é fundamental que estudos
futuros explorem mais profundamente o papel da REG3G na hanseniase, a fim de
compreender melhor sua possivel fungcdo como modulador imunolégico ou

biomarcador da resposta inflamatéria.

7. CONCLUSAO

Este estudo teve como obijetivo investigar como o Mycobacterium leprae pode
modular mecanismos intracelulares relacionados a resposta inflamatéria e a
sobrevivéncia bacteriana, por meio da analise de expresséo génica e de quimiocinas
em amostras de sangue de pacientes com hanseniase. Foram analisados genes e
mediadores envolvidos nos processos de autofagia, ativagao inflamatéria, imunidade
inata e regulagdo metabdlica, com énfase nos grupos reacionais RT1 e RT2, além de
individuos controle.

Os resultados obtidos reforcam a participacdo ativa dos neutrofilos na
fisiopatologia das reagdes hansénicas, especialmente na RT2, marcada porum perfil
inflamatorio sistémico com elevada expressao de quimiocinas como a CXCL8. A
tendéncia de aumento da expressdo de LC3B nesse grupo sugere a ocorréncia
simultdnea de processos autofagicos e de NETose, revelando uma complexa
interagcao entre vias celulares que ainda precisam ser elucidadas.

Na RT1, observamos um perfil inflamatério distinto, com aumento da expressao
de IL-1B e tendéncia de elevagcdo de NLRP3, sugerindo possivel ativagdo do
inflamassoma. Adicionalmente, os genes ARG1 e REG3G apresentaram maior
expressédo nesse grupo, indicando seu potencial papel na modulagdo da resposta
imune e na contencéo da infecgao pelo M. leprae. Ainda que essas vias tenham sido
pouco exploradas até o momento no contexto da hanseniase, nossos achados
apontam para um possivel uso dessas moléculas como biomarcadores inflamatérios
ou protetores.

A expressdo aumentada de S100A8 e S100A9 nos grupos reacionais também
sugere uma contribuicdo dessas proteinas para o ambiente inflamatério e
possivelmente para a defesa antimicrobiana, alinhando-se a achados prévios que

destacam sua atuagdo em doencas infecciosas crénicas. Diante desses dados, este
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trabalho contribui para o aprofundamento do conhecimento sobre a imunopatogénese
das reagdes hansénicas, destacando a importancia da investigagdo de novos
mediadores celulares além dos macréfagos tradicionalmente estudados.

Como perspectivas futuras, propomos a ampliacdo do numero de amostras
analisadas para validacao dos biomarcadores identificados e a exploracéo funcional
do papel dos neutréfilos na RT2, especialmente no contexto da NETose. Além disso,
a REG3G e a ARG1 demonstraram potencial promissor como biomarcadores
terapéuticos, e merecem ser avaliadas em estudos futuros com foco em sua

aplicabilidade clinica.
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e gPCR para Hanseniase, além da avaliagdo da relagdo de resisténcia terapéutica com a presenca do
Mycobacterium lepromatosis e a correlagdo Hanseniase x COVID-19, podem trazer melhorias nos cuidados
aos pacientes hansénicos nos municipios de Caruaru, Cabo de Santo Agostinho e Recife — PE.
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Implementar in loco os testes diagnésticos para Hanseniase, além de avaliar em pacientes hansénicos, nos
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quantificagdo das citocinas pré- e anti-inflamatérias e presenca dos neutréfilos, associando ao desfecho
favoravel ou negativo (morte) observado.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

"Riscos:

Os riscos diretos da sua participagdo na pesquisa estdo relacionados as coletas das amostras, podendo
aparecer um hematoma (mancha arroxeada) no local da coleta do sangue ou um leve sangramento no
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através do seu prontudrio médico, pode lhe causar um certo receio de que vocé seja identificado em algum
momento. Porém, seus dados serdo tratados de maneira confidencial, com padrdes profissionais de sigilo e
precaucgédo por parte de todos os envolvidos neste estudo. Esse trabalho segue as

normas éticas das resolugdes 466/12 do CNS.
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Os beneficios poderdo ser diretos e indiretos, caso consigamos implementar os testes diagnésticos no
nosso estado Pernambuco, o que acelerara a liberagdo dos resultados e inicio dos tratamentos, muito
importantes no caso da hanseniase, uma vez que o diagnéstico inadequado ou tardio geralmente leva a
complicagdes graves. Nossos resultados também identificardo se existe a presenca do M. lepromatosis
(outro agente causador da hanseniase, mais recém-descoberto) circulando na nossa regido e se ele poderia
ser responsavel pelos casos de pacientes que ndo respondem bem ao tratamento, o que direta ou
indiretamente ajudara todos os pacientes com hanseniase uma vez que poderemos estabelecer
melhores estratégias de tratamentos com base nos resultados que serdo obtidos. Além de estudarmos a
relacdo da hanseniase com a COVID-19, duas doencas importantes que precisamos entender melhor, para
garantir melhor tratamento e qualidade de vida a vocé e aos outros pacientes hansénicos."

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Sera realizado um estudo epidemioldgico de corte transversal. Para a validacédo dos testes diagnésticos de
ELISA e gPCR, os pacientes do estudo serdo submetidos a dois exames diagnosticos, o que esta em
estudo neste projeto e o padrdo-ouro realizado pelos Servigos de Referéncia para Hanseniase. O desenho
do estudo também permitira identificar a presenga ou ndo do Mycobacterium lepromatosis nas amostras dos
pacientes, bem como esclarecer a associagdo entre a exposi¢ao (infecgdo pelo SARS-CoV-2) e a ocorréncia
do evento (alteragéo no perfil de citocinas pré-inflamatérias e neutréfilos) nos paciente
hansénicosco-infectados. O estudo sera realizado nos municipios de Caruaru, Jaboatdo dos Guararapes e
Recife-PE

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos de apresentacdo obrigatéria foram apresentados.

Recomendagoes:
Sem Recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:

Aprovado.
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A emenda foi avaliada e APROVADA pelo colegiado do CEP.
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Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |4a_TCLE_Maiores_18_Recife.pdf 09/10/2023 |PATRICIAD EMERY| Aceito
Assentimento / 12:36:29 |ALVES SANTOS
Justificativa de
| Auséncia

TCLE / Termos de [4a_TCLE_Maiores_18_Caruaru.pdf 09/10/2023 |PATRICIAD EMERY| Aceito
Assentimento / 12:36:18 | ALVES SANTOS

Justificativa de
| Auséncia

TCLE / Termos de [4a_TCLE_Maiores_18_Cabo.pdf 09/10/2023 |PATRICIAD EMERY| Aceito
Assentimento / 12:36:06 |ALVES SANTOS

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 05/10/2023 |PATRICIAD EMERY| Aceito

16:09:58 | ALVES SANTOS

Solicitagéo Justificativa_de_Emenda.pdf 03/10/2023 |PATRICIAD EMERY| Aceito
Endereco: Av. das Engenhasria, s/n, 1° andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciéncias da Saude

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-3163 E-mail: cephumanos.ufpe@ufpe.br
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Assinada pelo Justificativa_de_Emenda.pdf 11:15:26 |ALVES SANTOS Aceito
Pesquisador
Responsavel
QOutros 3k_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculog 03/10/2023 |PATRICIAD EMERY| Aceito
_Lattes_Aline_Mendonca_Galvao_de_C 11:14:47 |ALVES SANTOS
arvalho Aquiar.pdf
Qutros 3j_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculos| 03/10/2023 |PATRICIAD EMERY| Aceito
_Lattes_Marcia_Helena_de_Oliveira.pdf 11:14:13 | ALVES SANTOS
Qutros 3i_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculos| 03/10/2023 |PATRICIAD EMERY| Aceito
_Lattes_Maria_de_Fatima_de_Medeiros 11:13:57 |ALVES SANTOS
Brito.pdf
Outros 3h_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculo | 03/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
s_Lattes_Mecciene_Mendes_Rodrigues. 11:13:27 |ALVES SANTOS
pdf
Declaracdo de 2d_Carta_de_Anuencia_HC.pdf 03/10/2023 |PATRICIAD EMERY| Aceito
Instituicédo e 11:08:39 |ALVES SANTOS
Infraestrutura
Declaragéo de 2c_Carta_de_Anuencia_NCV_CAA_UF | 03/10/2023 |PATRICIAD EMERY| Aceito
Instituicdo e PE.pdf 11:06:28 |ALVES SANTOS
Infraestrutura
Declaragao de Carta_de_Resposta_ao_CEP_UFPE.pdf| 02/09/2021 |PATRICIAD EMERY| Aceito
Pesquisadores 18:21:50 | ALVES SANTOS
Declaragéo de 7_Declaracao_de_Vinculo.pdf 02/08/2021 | Patricia dEmery Aceito
Instituicéo e 16:35:05 |Alves Santos
Infraestrutura
Declaragao de 6_Termo_Confidencialidade.pdf 02/08/2021 | Patricia dEmery Aceito
Pesquisadores 16:34:50 | Alves Santos
Declaracao de 3g_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculo | 02/08/2021 |Patricia dEmery Aceito
Pesquisadores s_Lattes_Michelle_Christiane_da_Silva_| 16:32:37 |Alves Santos
Rabello.pdf
Declaragéo de 3f_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculos| 02/08/2021 |Patricia dEmery Aceito
Pesquisadores _Lattes_Virginia_Maria_Barros_de_Lore 16:32:23 |Alves Santos
na.pdf
Declaracao de 3e_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculo | 02/08/2021 |Patricia dEmery Aceito
Pesquisadores s_Lattes_Vlaudia_Maria_Assis_Costa.p 16:31:53 | Alves Santos
df
Declaracao de 3d_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculo | 02/08/2021 |Patricia dEmery Aceito
Pesquisadores s_Lattes_Valdenia_Maria_Oliveira_de_S| 16:31:41 |Alves Santos
ouza.pdf
Declaragéo de 3c_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculo§ 02/08/2021 |Patricia dEmery Aceito
Pesquisadores _Lattes_Francisco_Bezerra_de_Almeidal 16:31:30 | Alves Santos
Neto.pdf
Declaragéo de 3b_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculo | 02/08/2021 |Patricia dEmery Aceito
Pesquisadores s_Lattes_Fabricio_Oliveira_Souto.pdf 16:31:15 | Alves Santos
Declaragao de 3a_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculo | 02/08/2021 |Patricia dEmery Aceito
Pesquisadores s _Lattes Patricia dEmery Alves San 16:31:04 | Alves Santos

Endereco: Av. das Engenhasria, s/n, 1° andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciéncias da Saude
Bairro: Cidade Universitaria
Municipio: RECIFE

UF: PE
Telefone: (81)2126-8588

CEP: 50.740-600

Fax: (81)2126-3163 E-mail:

cephumanos.ufpe@ufpe .br

Pagina 05 de 06

63



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CAMPUS
RECIFE - UFPE/RECIFE

Conié de €oca
SMDesss

Continuacéo do Parecer: 6.420.432

64

Qg

Declaragao de tos.pdf 02/08/2021 | Patricia dEmery Aceito

Pesquisadores 16:31:04 | Alves Santos

Outros 2b_Carta_de_Anuencia_Cabo.jpg 02/08/2021 | Patricia dEmery Aceito
16:25:24 | Alves Santos

Outros 2a_Carta_de_Anuencia_Caruaru.pdf 02/08/2021 | Patricia dEmery Aceito
16:23:45 | Alves Santos

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

RECIFE, 10 de Outubro de 2023

Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador(a))

Endereco: Av. das Engenhasria, s/n, 1° andar, sala 4 - Prédio do Centro de Ciéncias da Saude

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-3163 E-mail: cephumanos.ufpe@ufpe.br
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ANEXO B
Cépia do parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas (HC-
UFPE)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA
:"CEP UNIVERSIDADE FEDERAL DE W““'

" PERNAMBUCO - HC/UFPE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Perfil Imunolégico, Estratégias de Diagnostico e Melhoria nos Cuidados aos Pacientes
Hansénicos nos Municipios de Caruaru, Cabo de Santo Agostinho e Recife - PE

Pesquisador: PATRICIA D EMERY ALVES SANTOS

Area Tematica:

Versédo: 1

CAAE: 50480121.0.3001.8807

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
FUNDACAO DE AMPARO A CIENCIA E TECNOLOGIA - FACEPE

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.754.499

Apresentacao do Projeto:

Projeto de Pés-doutorado em Biologia sobre Perfil Imunolégico, Estratégias de Diagndstico e Melhoria nos
Cuidados aos Pacientes Hansénicos nos Municipios de Caruaru, Cabo de Santo Agostinho e Recife - PE
sob a supervisdo de Dr. Fabricio Oliveira Souto.

Introdugdo:

A hanseniase ou lepra, doenga infecciosa cronica causada pelo parasita intracelular Mycobacterium leprae e
pelo mais recém-descoberto Mycobacterium lepromatosis, afeta humanos ha mais de 4.000 anos e ainda
hoje é uma doenga estigmatizada (Han & Silva, 2014). Apesar das melhorias significativas no tratamento da
hanseniase e nas perspectivas para os pacientes desde a introdugdo da poliquimioterapia (PQT) no inicio
dos anos 1980, um numero consideravel de novos casos ainda esta aparecendo em varios paises do
Sudeste Asiatico, América, Africa, Pacifico Oriental e Mediterraneo Ocidental. Cerca de 80% dos novos
casos globais vém da india, Brasil e Indonésia. Com o Brasil ocupando o segundo lugar em nimero
absoluto de casos, atras somente da india (White & Franco-Paredes, 2015; Sarode et al., 2020).

Enderego: Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala & esquerda do

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cepsh.hc-ufpe@ebserh.gov.br
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Metodologia:

Estudo de coorte transversal.

Local do estudo:
O estudo sera realizado no municipio de Caruaru, Cabo de Santo Agostinho e Hospital das Clinicas.

Participantes do estudo:

Todos os pacientes serdo recrutados nos Servigos de Referéncia para Hanseniase dos municipios de
Caruaru (Centro de Saude Amélia de Pontes e Unidade Sentinela de Referéncia para Resisténcia a
Multidrogaterapia em Hanseniase do Estado), Cabo de Santo Agostinho (Centro de Referéncia em
Hanseniase e Tuberculose Profa. Nilda Buarque) e Recife (Hospital das Clinicas UFPE)- PE.

Critérios de Inclusdo e Exclusdo

Critérios de Inclusdo: pacientes atendidos nos Servigos de Referéncia para Hanseniase dos municipios de
Caruaru e Cabo de Santo Agostinho- PE no periodo de Outubro/2021-Margo/2024, e de Recife- PE entre
Abril-Julho/2024, de 10 a 60 anos e de ambos 0s sexos.

Critérios de Exclusdo: gestantes, pacientes que abandonaram o tratamento médico ou com informacgdes
incompletas, e pacientes com histérico de co-morbidades.

Instrumento de Coleta de Dados:

Os dados serdo obtidos através da analise dos prontuarios médicos dos pacientes, bem como seré@o
coletadas amostras de sangue e de bidpsia de pele nesses pacientes, com os quais, ocorrera: 1. Sangue -
detecgéo de anticorpos especificos utilizando leitor de ELISA, e dosagem de citocinas e caracterizagéo
celular com citdmetro de fluxo. 2. Bidpsia de pele ¢, extragcdo de DNA para detecgdo de M. leprae e pesquisa
de M. lepromatosis utilizando termocicladores e

Endereco: Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cepsh.hc-ufpe@ebserh.gov.br
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cubas de eletroforese.

Analise dos Dados:

Através do teste de ELISA indireto e serdo estimados pela densidade ética (DO) a 490nm em leitor de
ELISA.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral:

Implementar in loco os testes diagndsticos para Hanseniase, além de avaliar em pacientes hansénicos, nos
municipios de Caruaru, Cabo de Santo Agostinho e Recife ¢ PE, a relagéo de resisténcia terapeutica com a
presenga do Mycobacterium lepromatosis e a correlagdo Hanseniase x COVID-19.

Objetivos especificos:

1. Padronizar os testes diagnosticos de ELISA e gPCR in loco, objetivando diminuir o tempo de espera de
até 8 meses dos resultados, usando como comparativo os resultados emitidos pelos Centros de Referéncia
Nacional para Hanseniase;

2. Identificar por PCR a presenga ou ndo do Mycobacterium lepromatosis em amostras de pacientes
hansénicos nos municipios de Caruaru, Cabo de Santo Agostinho e Recife - PE, buscando correlacionar sua
presenga com 0s casos de resisténcia ao tratamento;

3. Estabelecer um perfil imunoldgico nos pacientes hansénicos co-infectados pelo SARS-CoV-2, através da
quantificagéo das citocinas pré- e anti-inflamatérias e

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Os riscos diretos aos participantes da pesquisa estdo mais relacionados as coletas das amostras, podendo
aparecer um hematoma (mancha arroxeada) no local da retirada do sangue ou um leve sangramento no

momento da bidpsia, mas todas as etapas seréo realizadas por

Endereco: Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cepsh.hc-ufpe@ebserh.gov.br
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profissionais qualificados minimizando as chances de acontecer qualquer problema. Os pacientes ndo seréo
submetidos a entrevistas e, portanto, ndo havera desconforto psicolégico no levantamento desses dados.

Beneficios:

Os beneficios poderdo ser diretos e indiretos, caso consigamos implementar os testes diagnésticos in loco,
o que acelerara a liberagdo dos resultados e inicio dos tratamentos, muito importantes no caso da
hanseniase, uma vez que o diagnostico inadequado ou tardio geralmente leva a sequelas nervosas
progressivas € complicagdes imunoldgicas graves.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa de coorte transversal com pacientes hansénicos sera realizada nos Centros de Referéncias
através de prontuarios e esses dados serdo analisados com base no teste de Elisa e a Densidade Otica
(DO) com 490nm. E os resultados contribuirdo para discussdes e serdo utilizados como estratégias para
obtencéo de novos reagentes.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatoria:
Vide conclusdes ou pendéncias e lista de inadequacdes .

Recomendacgdes:
Sem recomendacgdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
APROVADO

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 16/03/2024 Aceito
do Projeto ROJETO_2228832.pdf 16:45:47
Parecer Anterior Parecer_Consubstanciado_Aprovado_2.[ 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
pdf 16:44:38 | ALVES SANTOS

Parecer Anterior Parecer_Consubstanciado_Aprovado_1.[ 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
pdf 16:44:29 | ALVES SANTOS

Outros Carta_de_Resposta_ao_CEP_HC_UFP | 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito

Endereco: Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cepsh.hc-ufpe@ebserh.gov.br
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Outros E.pdf 16:43:10 [ALVES SANTOS Aceito
Outros 8_Termo_de_Compromisso_e_Confiden| 16/03/2024 [PATRICIA D EMERY| Aceito
cialidade.pdf 16:42:26 | ALVES SANTOS
Qutros 7_Declaracao_de_Vinculo_Novo.pdf 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
16:41:08 |ALVES SANTOS
Projeto Detalhado / | 5_Projeto_Novo.pdf 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Brochura 16:38:58 [ALVES SANTOS
Investigador
Projeto Detalhado / | 5_Projeto_Novo.docx 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Brochura 16:38:24 |ALVES SANTOS
Investigador
TCLE / Termos de |4c_TALE_Menores_10_a_18_Recife_N | 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / ovo.pdf 16:37:48 |ALVES SANTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de |4c_TALE_Menores_10_a_18_Recife_N | 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / ovo.docx 16:37:36 |ALVES SANTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE/Termosde |4b_TCLE_Responsaveis_Menores_10_| 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / a_18_Recife_Novo.pdf 16:37:21 | ALVES SANTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |4b_TCLE_Responsaveis_Menores_10_ [ 16/03/2024 [PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / a_18_Recife_Novo.docx 16:37:08 |ALVES SANTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |4a_TCLE_Maiores_18_Recife_Novo.pdf| 16/03/2024 [PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / 16:36:40 [ALVES SANTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de |4a_TCLE_Maiores_18_Recife_Novo.doci 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / X 16:36:08 |[ALVES SANTOS
Justificativa de
Auséncia
QOutros 3k_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculos| 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
_Lattes_Aline_Mendonca_Galvao_de_C 16:33:00 |ALVES SANTOS
arvalho Aguiar 2.pdf
Qutros 3j_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculos | 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
_Lattes_Marcia_Helena_de_Oliveira_2.p| 16:32:36 |[ALVES SANTOS
df
Outros 3i_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculos | 16/03/2024 [PATRICIA D EMERY| Aceito
_Lattes_Maria_de_Fatima_de_Medeiros 16:32:13 | ALVES SANTOS
Brito 2.pdf
Qutros 3h_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculo | 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
s_Lattes_Mecciene_Mendes_Rodrigues 16:31:57 |ALVES SANTOS
2.pdf
Endereco: Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cepsh.hc-ufpe@ebserh.gov.br
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Justificativa de

Qutros 3g_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculo [ 16/03/2024 [PATRICIA D EMERY| Aceito
s_Lattes_Michelle_Christiane_da_Silva_ 16:29:40 |ALVES SANTOS
Rabello.pdf
Qutros 3f_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculos| 16/03/2024 [PATRICIA D EMERY| Aceito
_Lattes_Virginia_Maria_Barros_de_Lore 16:29:26 |ALVES SANTOS
na.pdf
Outros 3e_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculo [ 16/03/2024 [PATRICIA D EMERY| Aceito
s_Lattes_Vlaudia_Maria_Assis_Costa.p 16:29:01 |ALVES SANTOS
df
Outros 3d_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculo | 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
s_Lattes_Valdenia_Maria_Oliveira_de_S 16:28:46 |ALVES SANTOS
ouza.pdf
Outros 3c_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculos| 16/03/2024 [PATRICIA D EMERY| Aceito
_Lattes_Francisco_Bezerra_de_Almeida 16:28:30 |ALVES SANTOS
Neto.pdf
Qutros 3b_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculo | 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
s_Lattes_Fabricio_Oliveira_Souto.pdf 16:28:13 |ALVES SANTOS
Outros 3a_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculo | 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
s_Lattes_Patricia_dEmery_Alves_Santo 16:27:41 |ALVES SANTOS
s.pdf
Outros 2g_Carta_de_Anuencia_GEP_HC_UFP | 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
E.pdf 16:27:03 _[ALVES SANTOS
Outros 2f_Carta_de_Anuencia_NDC_HC_UFPE| 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
assinada.pdf 16:25:38 [ALVES SANTOS
Outros 2e_Carta_de_Anuencia_iLIKA.pdf 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
16:24:07__[ALVES SANTOS
Outros 2d_Carta_de_Anuencia_HC.pdf 16/03/2024 |PATRICIA D EMERY| Aceito
16:23:07 _|ALVES SANTOS
Projeto Detalhado / |5_Projeto.pdf 09/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Brochura 12:38:12 [ALVES SANTOS
Investigador
TCLE / Termos de |4c_TALE_Menores_10_a_18_Recife.pdf| 09/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / 12:37:46 |ALVES SANTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |4c_TALE_Menores_10_a_18_Caruaru.p| 09/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / df 12:37:37 |ALVES SANTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |4c_TALE_Menores_10_a_18_Cabo.pdf | 09/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / 12:37:28 |ALVES SANTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |4b_TCLE_Responsaveis_Menores_10_ | 09/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / a_18_Recife.pdf 12:37:12 |ALVES SANTOS

Auséncia

Endereco: Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901

UF: PE Municipio: RECIFE
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TCLE / Termos de |4b_TCLE_Responsaveis_Menores_10_ | 09/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / a_18_Caruaru.pdf 12:36:55 |ALVES SANTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |4b_TCLE_Responsaveis_Menores_10_ [ 09/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / a_18_Cabo.pdf 12:36:43 |ALVES SANTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |4a_TCLE_Maiores_18_Recife.pdf 09/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / 12:36:29 |ALVES SANTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |4a_TCLE_Maiores_18_Caruaru.pdf 09/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / 12:36:18 |ALVES SANTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de |4a_TCLE_Maiores_18_Cabo.pdf 09/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
Assentimento / 12:36:06 |ALVES SANTOS
Justificativa de
Auséncia
Qutros 3k_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculos| 03/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
_Lattes_Aline_Mendonca_Galvao_de_C 11:14:47 |ALVES SANTOS
arvalho Aguiar.pdf
Qutros 3j_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculos| 03/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
_Lattes_Marcia_Helena_de_Oliveira.pdf 11:14:13 | ALVES SANTOS
Qutros 3i_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculos | 03/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
_Lattes_Maria_de_Fatima_de_Medeiros 11:13:57 |ALVES SANTOS
Brito.pdf
Qutros 3h_Curriculo_do_Sistema_de_Curriculo [ 03/10/2023 |PATRICIA D EMERY| Aceito
s_Lattes_Mecciene_Mendes_Rodrigues. 11:13:27 |ALVES SANTOS
pdf
Qutros 2b_Carta_de_Anuencia_Cabo.jpg 02/08/2021 |Patricia dEmery Aceito
16:25:24 [Alves Santos
Outros 2a_Carta_de_Anuencia_Caruaru.pdf 02/08/2021 |Patricia dEmery Aceito
16:23:45 | Alves Santos
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Continuagéo do Parecer: 6.754.499

RECIFE, 09 de Abril de 2024

Assinado por:

Agostinho de Sousa Machado Junior
(Coordenador(a))

Endereco: Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cepsh.hc-ufpe@ebserh.gov.br
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