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APRESENTACAO

No volume Ill da cole¢do Patologia intitulado: Doengas Bacterianas e fungicas,
apresentamos em capitulos, diversos artigos de pesquisas realizadas em diferentes
regides. A tematica contempla a pesquisa basica que inclui estudos sobre os agentes
infecciosos, dados epidemioldgicos, diagndsticos e tratamentos, bem como teméaticas
correlacionadas.

O crescimento destas infeccbes se caracteriza como um grave problema de
saude publica, em especial pelo aumento da resisténcia microbioldgica aos tratamentos
disponiveis. Neste sentido, é extremamente importante que os profissionais que
atuam na area da saude conhegam os agentes infecciosos, suas caracteristicas, seus
agravos, suas incidéncias regionais e sistemas de prevencéo e tratamento.

A multidisciplinaridade dos trabalhos apresentados tem como objetivo explorar
a producao de conhecimentos sobre as infeccbes relevantes no Brasil, tais como a
sifilis, a tuberculose, hanseniase, infeccbes fungicas, entre outras.

A obra é fruto do esforco e dedicagao das pesquisas dos autores e colaboradores
de cada capitulo e da Atena Editora em elaborar este projeto de disseminacao
de conhecimento e da pesquisa brasileira. Espero que este livro possa somar
conhecimentos e permitir uma visdo critica e contextualizada; além de inspirar os
leitores a contribuirem com pesquisas para a promoc¢éo de saude e bem estar social.

Yvanna Carla de Souza Salgado
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RESUMO: Introducao: A hanseniase é uma
doenca infecciosa cronica, causada pelo bacilo
Mycobacterium leprae, que se manifesta por
sinais e sintomas dermatoneurolégicos que
podem levar a incapacidades. Obijetivo:
Desenhar um estudo do tipo caso-controle na
populacao de Alagoas para avaliar a associacao
genética na hanseniase. Metodologia: Trata-
se de um recrutamento populacional, que se
seguira de um estudo retrospectivo do tipo
caso-controle. Para o grupo de casos foram
recrutados individuos com hanseniase no
Centro de Referéncia Integrado de Arapiraca -
AL (CRIA) e para os controles individuos sem
hanseniase doadores do Hemocentro Regional
de Arapiraca - AL (HEMOAR). Resultados e
Discussao: Foram recrutados 179 individuos
controles, sendo mais frequente 0 sexo
masculino (68,15%, n=122), a faixa etaria entre
30 e 40 anos (36,87%, n=66) e os residentes
em Arapiraca/AL. Para o grupo de casos foram
recrutados 75 pacientes com hanseniase, com
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maior parcelado sexo masculino (63,15%, n=68), faixa etariaentre 40 e 70 anos (42,30%,
n=22) e residentes em Arapiraca/AL (50%, n=38). Obteve-se éxito no recrutamento
dos casos e controles, possibilitando inicio do estudo de associagdo para investigar a
influéncia genética na hanseniase. Consideracdes finais: Evidencia-se a adequacao
dos grupos recrutados para o estudo de associa¢cdo genética na hanseniase, que ira
contribuir para elucidar os genes e vias imunolégicas na doenga, e caracterizar o perfil
genético de marcadores de risco no estado de Alagoas. Apoio: CNPq, FAPEAL, UFAL,
CRIA, HEMOAR.

PALAVRAS-CHAVE: Hanseniase, Caso-controle, Polimorfismos.

ABSTRACT: Introduction: Leprosy is a chronic infectious disease caused by
Mycobacterium leprae, which is manifested by dermatoneurologic signs and symptoms
that can lead to disability. Objective: To design a case-control study in the population
from Alagoas to evaluate the genetic association in leprosy. Methodology: A population
recruitment was carried out, which will be followed by a retrospective case-control study.
To case group, were included leprosy patients diagnosed at the Centro de Referéncia
Integrado de Arapiraca-AL (CRIA) and to control group health donos from Hemocentro
de Arapiraca-AL (HEMOAR). RESULTS AND DISCUSSION: A total of 179 control
subjects (without leprosy) were recruited. The most frequent were males (68.15%, n =
122), the age range between 30 and 40 years (36.87%, n = 66) and residents in Arapiraca
/ AL. For the group of cases, 75 patients with leprosy were recruited, with the highest
percentage of males (63.15%, n = 68), aged between 40 and 70 years (42.30%, n =
22) and residents of Arapiraca / AL (50%, n = 38). Successful of design and recruitment
of cases and controls was achieved, allowing the initiation of the association study to
investigate the genetic influence on leprosy. Final considerations: It is evidenced the
adequacy of the groups recruited for the study of genetic association in leprosy, which
will contribute to elucidate the genes and immunologic pathways, and characterize the
genetic profile of risk markers related to the disease in the state of Alagoas. Suport:
CNPq, FAPEAL, UFAL, CRIA, HEMOAR.

KEYWORDS: Leprosy, Case-control, Polymorphisms.

INTRODUCAO

A hanseniase € uma doenca crénica infecciosa, que se manifesta por sinais e
sintomas dermatoneurologicos, causada pelo bacilo Mycobacterium leprae que afeta
principalmente a pele e os nervos periféricos. Essa predilecao pode levar ao dano
neural e a ocorréncia de graves incapacidades fisicas nos pacientes (LASTORIA;
ABREU, 2014). Embora seja uma doenca com registros milenares, ainda nos dias de
hoje a hanseniase é considerada um problema de saude publica no Brasil.

Aregido nordeste apresenta indicadores de alta endemicidade para a hanseniase,
exibindo em 2014 taxa de incidéncia de 24,07 casos a cada 100.000 habitantes,
enquanto Alagoas mostrou incidéncia de 10,27/100.000 habitantes no mesmo ano
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(BRASIL, 2014). Em 2015, foram registrados em Alagoas 432 novos casos, indicando
que estado ainda néo atingiu a meta para eliminacdo da doenga como problema de
saude publica preconizada pela Organizacdo Mundial da Saude (SESAU 2015; SILVA
CRUZ, et al., 2017).

Até que o bacilo causador da hanseniase fosse descoberto em 1874 por Armauer
Hansen, acreditava que a doencga possuia carater hereditario. Posteriormente, dados de
estudos genéticos de segregacao familiar e com gémeos, aliados aos conhecimentos de
que somente uma pequena parcela de individuos infectados adoece e que a prevaléncia
da hanseniase é dependente da etnia, reforcaram a teoria de susceptibilidade genética
para a doenca (LAZARO et al, 2010; ALTER et al, 2011). O M. leprae € um patégeno
altamente especializado e adaptado, de forma que pequenas mudanc¢as na interacao
patdbgeno/hospedeiro podem acarretar em alteracbes na susceptibilidade a doenca
por perda de condi¢cbes ideais para multiplicacéo bacilar, atribuindo maior participacéo
da genética humana na variabilidade de manifestacbes observadas no curso da
hanseniase (MONOT,; et al, 2005). Atualmente, existem evidéncias conclusivas a
respeito da influéncia da genética do hospedeiro na suscetibilidade ou protecéo a
hanseniase, tanto na sua ocorréncia per se, quanto no estabelecimento das suas
formas clinicas (MORAES, et al, 2006; RODRIGUES et al, 2016).

Comonao hamodelo animalideal para estudar a hanseniase e nem a possibilidade
de cultivar o bacilo in vitro, investigar a genética humana é a principal estratégia para
identificar genes e as vias imunoldgicas relacionadas ao desenvolvimento da doenca
(ALCAIS et al, 2005). Diversos estudos populacionais de associagao contribuem para
enriquecer a lista variantes associadas com a hanseniase, sejam eles de larga escala
tais como os estudos do genoma completo (do inglés Genome Wide Association
Studies ou GWAS) ou, em menor escala, com hipbdtese a priori, como os estudos
com genes candidatos (CARDOSO et al, 2011a; CAMBRI, MIRA, 2018). O estudo
de associacdo do tipo caso-controle € a estratégia mais utilizada para investigar a
associacao genética em doencas infecciosas a nivel populacional, sendo essencial um
desenho de estudo adequado para se obter estimativas de associagcdao mais robustas
(PACHECO, MORAES, 2009). Baseiam-se nas comparagdes entre as frequéncias de
marcadores genéticos entre um grupo que possui o desfecho (casos) com o grupo
que nao possui (controles), estimando medidas de associac&o entre 0 marcador e 0
desfecho em estudo. (LEWIS, KNIGHT, 2012).

Na hanseniase, os estudos caso-controle ja evidenciaram associa¢cdes de
diversos genes com a doencga e as suas formas clinicas (DALLMANN et al, 2018),
especialmente genes relacionados com a resposta imunolbgica, tais como HLA
(VANDERBORGHT et al, 2009), TNFA (CARDOSO et al, 2011b), IL10 (ALVARADO-
ARNEZ, 2015), TLR1 (SALES-MARQUES et al, 2013) e NOD2 (SALES-MARQUES et
al, 2014). Desta forma, os estudos caso-controle constituem uma ferramenta central
para elucidar os genes e variantes génicas envolvidos na ocorréncia da hanseniase e

das suas formas clinicas.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo desenhar um estudo do tipo caso-controle
na populacao de Alagoas para avaliar a associacao genética na hanseniase.

METODOLOGIA

Desenho de estudo

Trata-se de um estudo populacional no qual foi realizado o recrutamento
de individuos, para a realizagdo de um estudo retrospectivo do tipo caso-controle.
Essa estratégia tem sido muito utilizada na ultima década, e em diferentes campos
da epidemiologia e saude publica. Nesse tipo de estudo, inicialmente se seleciona
um determinado grupo com um agravo a saude, comumente uma doencga, e esses
individuos constituirdo o grupo caso. Ja o grupo controle é formado por individuos com
auséncia aquele determinado agravo a ser estudado. E importante ressaltar que néo
possuir a doenga ndo é um fator absoluto, assim pode-se formar um grupo controle
através de subgrupos da doencga, ou seja, o estudo caso-controle inicia-se ao definir
um grupo com e outro sem uma caracteristica ou condicdo determinada (REGO, 2010).

Orecrutamento foirealizado em Arapiraca, o maior municipio dointerior de Alagoas,
e que concentra o atendimento de toda a 2% macrorregiao de saude do estado. Todos
os individuos recrutados foram convidados a participar voluntariamente do estudo,
mediante a leitura, aceite e assinatura em duas vias do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE). O projeto foi submetido e aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas com numero de protocolo 068649/2016,
parecer de aprovacéo n° 1.899.677.

Cenario do estudo

As atividades desenvolvidas basearam-se no recrutamento de individuos com
hanseniase (casos) e individuos sem hanseniase (controles). Os primeiros foram
recrutados no Centro de Referéncia Integrado de Arapiraca-AL (CRIA); os segundos,
no Hemocentro Regional de Arapiraca-AL (HEMOAR).

Recrutamento de casos

Orecrutamentode individuos comhanseniase foidesenvolvidono CRIA, localizado
a Rua Lino Roberto, n° 998 - Santa Edwiges, Arapiraca —AL. Este Centro é considerado
uma entidade que concentra o diagndstico, tratamento e acompanhamento dos casos
do municipio de Arapiraca, sendo essa a justificativa ao fato de ser selecionado para
o recrutamento de casos. Adicionalmente, a presenca do Centro na mesma cidade da
instituicao executora do projeto (UFAL Arapiraca) configura-se como fator que contribui
com o0 andamento da pesquisa, assinalando vantagem e gerenciamento logistico das
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atividades desenvolvidas.

Os pacientes ja diagnosticados com hanseniase e atendidos pelo CRIA
foram convidados a participar do estudo, onde a equipe de profissionais do Centro
forneceu suporte adequado a apresentacdo da pesquisa, dos pesquisadores, bem
como dos objetivos do estudo. Foi utilizado como critério de inclusdo os pacientes
com diagnéstico confirmado de hanseniase no periodo de 2005 até 2018, e que
concordaram em participar do estudo. Os pacientes foram diagnosticados de acordo
com critérios clinicos e histopatologicos, e classificados de acordo com os critérios
estabelecidos pela OMS como paucibacilar (PB) e multibacilar (MB). A abordagem ao
paciente foi feita no momento em que o mesmo comparecia ao atendimento. O critério
de consanguinidade foi estabelecido como critério de exclusédo para o estudo.

Recrutamento de controles

A atividade de recrutamento de controles foi realizada no Hemocentro Regional
de Arapiraca (HEMOAR), localizado na Rua Padre Cicero, n°16, Centro, Arapiraca —
AL, de maneira ndo probabilistica por conveniéncia. A justificativa para a escolha deste
centro para compor a rede de suporte ao desenvolvimento da pesquisa se deve ao fato
de que os doadores sao enquadrados como individuos sem quaisquer comorbidades
infecciosas, pela heterogeneidade quanto a variaveis como sexo, idade e condi¢des
socioeconbmicas, e pela ampla distribuicdo desses doadores na regiao de Arapiraca
e municipios vizinhos, assemelhando-se ao perfil de pacientes recrutados no CRIA.
Além disso, a triagem clinica multiprofissional pela qual os doadores sao submetidos
antes da doacéao, assegura maior confiabilidade a sua aptidao para participagcédo no
estudo.

Obtencao das amostras biologicas dos casos e controles

Apbs os individuos (pacientes e controles) aceitarem participar da pesquisa e
assinarem o TCLE foi feita a coleta de material biolégico. No CRIA, as coletas foram
feitas pela enfermeira do servigo enquanto no HEMOAR pela equipe de enfermagem
do setor. Foram coletadas, por pun¢do venosa, cerca de 5 mL de sangue total de
cada individuo incluido no estudo, a partir do qual seréo realizadas posteriormente,
em trabalhos futuros, as etapas de extracdo de DNA e caracterizacdo dos marcadores
genéticos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo entre abril e maio de 2018 foram recrutados no HEMOAR 179
individuos para compor o grupo de controles (Figura 1). Ressalta-se que a adeséo dos
doadores foi significante ao longo dos 11 dias de atividade de recrutamento, sendo
de extrema importancia a participacdo destes para efetivacdo do presente estudo.
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Destaca-se que em alguns dias o quantitativo de controles envolvidos no estudo foi
baixo (dias 7, 8 e 10), devido principalmente aos individuos ndo estarem aptos a serem
doadores apds a triagem clinica do hemocentro.

O perfil de individuos sem hanseniase caracterizou-se pelo predominio do sexo
masculino, como observado na Figura 1 (68,15%, n=122). Niumeros semelhantes ao
presente estudo, com relagdo ao sexo, foram encontrados em outras publicac¢des,
demonstrando menor participagdo feminina nas doag¢des sanguineas (LIBERATO
et al., 2013). As principais causas de inaptiddo a doar sangue no publico feminino
s80 a anemia e 0 peso inferior a 50kg, 0 que pode servir como justificativa a inferior
quantidade de doadoras no presente estudo (ROHR; BOFF; LUNKES, 2012).
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Figura 1. Distribuicdo quantitativa e de acordo com o sexo dos individuos saudaveis (controles)
recrutados no Hemocentro Regional de Arapiraca (HEMOAR) de abril a maio de 2018.

A Figura 2 evidencia a distribui¢cao etaria dos individuos controles recrutados no
HEMOAR, onde sobressaiu-se a faixa etaria dos mais jovens, destacando-se aqueles
entre 20 e 30 anos (36,87%, n=66). Supde-se que a realizacdo de campanhas de
doacéo sanguinea para pacientes com alguma necessidade urgente de sangue foi
fator sugestivo para maior predominancia de jovens doadores. Os individuos na
faixa etaria mais alta tiveram mais oportunidades para doar sangue em varias outras
situacdes alguma vez na vida, o que pode se associar a menor prevaléncia destes no
presente estudo (ZAGO; SILVEIRA; DUMITH, 2010).
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Figura 2. Distribui¢édo etaria dos individuos saudaveis (controles) recrutados no Hemocentro
Regional de Arapiraca (HEMOAR) de abril a maio de 2018.

No que diz respeito ao local de procedéncia dos controles, 37,98% (n=89) sao
procedentes da cidade de Arapiraca/AL (Figura 3). O fato de o HEMOAR se localizar
nesta cidade contribui com a maior predominancia dos individuos arapiraquenses.
Contudo, enfoca-se que tal Hemocentro também recebe individuos de municipios
circunvizinhos, ressaltando sua importéncia e contribuicdo social para o estado de
Alagoas. A cidade de Coruripe ocupou a segunda posicéo (n=13, 7,26%), tendo, em
seguida, os demais municipios com localizacao proxima a Arapiraca.
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Figura 3. Distribuicéo por municipio de residéncia dos individuos recrutados no Hemocentro
Regional de Arapiraca (HEMOAR) de abril a maio de 2018.

Em relacdo ao recrutamento dos casos, no periodo de setembro/2017 a
janeiro/2018 foram recrutados 76 pacientes diagnosticados com hanseniase no Centro
de Referéncia Integrado de Arapiraca (CRIA) (Figura 4). Enfatiza-se a importancia
de um grupo de casos que inclua o fenétipo de estudo bem definido, o que no
nosso estudo é garantido pelos profissionais do CRIA que atuam como referéncia
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regional no diagnéstico da doenga. Similarmente ao grupo de controles, os pacientes
com hanseniase atendidos no ambulatério do CRIA aderiram ao recrutamento e
apresentaram uma boa aceitacao para a participacéo no estudo.

A maioria dos pacientes recrutados foram do sexo masculino (63,15%, n=68),
similarmente ao observado no grupo de controles. Esses resultados corroboram com
dados do Ministério da Saude que descrevem que a doenga afeta mais homens do
que mulheres. Embora acometa ambos os sexos, observa-se predominancia do sexo
masculino, em uma relagao de dois para um (BRASIL, 2017).
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Figura 4. Distribuicdo quantitativa e de acordo com o sexo de pacientes com hanseniase
recrutados no Centro de Referéncia Integrado de Arapiraca (CRIA), entre setembro de 2017 e
janeiro de 2018.

As informacdes a respeito da faixa etaria (Figura 5) foram obtidas por intermédio
da consulta ao prontuario dos pacientes em tratamento no CRIA. Ressalta-se como
limitacdo nessa etapa o ndo preenchimento deste campo, devido a auséncia da data
de nascimento dos pacientes em seu prontuario. Apesar de o recrutamento totalizar
76 pacientes com hanseniase, a informagao da idade destes s esteve presente em
52 prontuérios. Para estudos posteriores, a obten¢do desta variavel sera obtida na
medida em que o paciente retorna ao servigo de saude.

A faixas etarias predominantes foram entre 40-50 anos e 60-70 anos, ambas
incluindo 21,15% dos pacientes. Sabe-se que a hanseniase € uma doenca que
apresenta curso clinico lento, sendo mais comum na populagéo senil (LASTORIA,
2014). Em contrapartida, apesar da sua baixa prevaléncia nos mais jovens, foram
diagnosticados 4 casos (7,69%) da doenca em pacientes com faixa etaria inferior a 20
anos, indicando endemia oculta nessa populagao.
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Figura 5. Distribui¢éo por faixa etaria dos pacientes recrutados no Centro de Referéncia
Integrado de Arapiraca- CRIA, 2017-2018.

No concernente ao local de procedéncia, 50% (n=38) dos pacientes com
hanseniase sdo de Arapiraca/AL (Figura 6). Tendo o CRIA a condicdo de centro de
diagnoéstico, tratamento e acompanhamento aos pacientes com hanseniase, este
centro é referéncia ndao apenas para cidade de Arapiraca, mas também aos municipios
vizinhos. As cidades de Palmeira dos indios e S&o José da Tapera ocuparam a segunda
posicao quanto a localidade dos pacientes (n=4, 5,26%), tendo, em subsequéncia, 0s
demais municipios circunvizinhos.
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Figura 6. Distribui¢céo por local de residéncia dos pacientes recrutados no Centro de Referéncia
Integrado de Arapiraca/AL (CRIA).

A escolha de um bom grupo controle para compor estudos caso-controle inclui
a selecao de individuos representativos da mesma populacéo fonte que originou os
casos, e que sendo assim estariam sob 0 mesmo risco de apresentar o desfecho
de interesse, mas nao apresentam (THOMAS AND WITTE, 2002). No nosso estudo
foi observado esse critério, a partir do recrutamento dos controles no hemocentro
localizado na mesma regiao fonte do recrutamento dos casos, com individuos tendo
distribuicdo entre Arapiraca e municipios vizinhos em ambos 0s grupos.
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Um dos pontos adicionais que devem ser avaliados nos estudos caso-controle
€ a possibilidade de estratificacdo populacional, ou seja, a ocorréncia de subgrupos
dentro do grupo de interesse, criados em fungdo de uma dada variavel da populagao.
Na estratégia de recrutamento adotada ndo foram observadas variaveis capazes de
estratificar os grupos, porém, para garantir maior confiabilidade aos dados, possiveis
variaveis de confundimento como sexo e idade serao utilizadas como co-variaveis no
modelo estatistico de associacédo genética.

Os estudos populacionais requerem um tamanho experimental importante, que
garanta a deteccao dos marcadores genéticos com um poder estatistico acima de 80%.
Assim, a continuidade do recrutamento se faz essencial para compor os grupos de
casos e controles com tamanho suficiente para a realizagdo das analises estatisticas.

CONSIDERACOES FINAIS

Concluimos que o desenho de estudo, bem como a estratégia para o recrutamento
dos individuos, adequou-se aos preceitos para a realizacéo do estudo de associacao
populacional do tipo caso-controle para hanseniase na regido de Arapiraca-AL. A
escolha de um fenotipo bem caracterizado para a definicdo de casos e de um grupo
controle adequado constituiram etapas essenciais no desenho de estudo.

A estratégia para a escolha dos casos utilizou um centro de referéncia para o
diagnostico da hanseniase no interior do estado de Alagoas, assegurando o diagnéstico
confiavel. Jaogrupode controlesincluiu doadores voluntarios recrutados no hemocentro
da mesma regiao em que foram selecionados os pacientes, garantindo chance similar
de exposicao ao agente infeccioso. Em relagdo as variaveis sexo e idade, também
foram observados perfis similares entre 0os grupos, embora essas variaveis possam
ser incluidas como co-variaveis no modelo estatistico para obtengdo das medidas de
associacao genética, evitando o viés devido a estratificacéo populacional.

Vale ressaltar que a adesao voluntaria dos individuos para compor o estudo foi
considerada excelente. A abordagem centrada na pessoa, por meio da autonomia
participativa entre os agentes envolvidos, bem como na valorizagcdo da equipe
multiprofissional dos centros de saude como vinculo e suporte a realizacdo das
atividades foi de sumo valor na realizac&o das atividades de recrutamento.

Assim, consideramos que a estratégia de desenho caso-controle proposta para
estudar os fatores genéticos relacionados a hanseniase na populacdo de Alagoas
mostrou-se de sucesso, possibilitando a realizagao de futuros estudos de associacéo
genética que irao desvendar aspectos a respeito da genética, vias imunoldgicas e
fisiopatologia da doenca.
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