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RESUMO

A hanseníase é uma doença de transmissão ativa e caracteriza-se por heterogenei-
dade de manifestações clínicas - do pólo tuberculóide (TT) ao virchowiano (LL) - as quais
estão correlacionadas com a resposta imune mediada por células do hospedeiro contra o
bacilo causador Mycobacterium leprae. A resposta imune do Tipo Th-1 nos pacientes com
a forma clínica TT ou paucibacilar é eficaz em limitar a doença clínica. Por outro lado, a
forma clínica LL ou multibacilar caracteriza-se por baixa imunidade mediada por células
com uma resposta humoral pela ativação de células Th-2. O papel dos fatores genéticos
do hospedeiro no desenvolvimento da hanseníase tem sido bem estabelecido através de
indicadores epidemiológicos e estudos genéticos do hospedeiro na susceptibilidade à han-
seníase. Os resultados de análises ampla do genoma (ligação e associação) e estudos de
genes candidatos sugerem um controle genético independente tanto da susceptibilidade
à hanseníase per se como do desenvolvimento das diferentes formas clínicas. Nesse tra-
balho, buscamos avaliar os níveis de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ
e IL-17) e quimiocinas (CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1 e
CXCL10/IP-10), genotipar polimorfismos de um único nucleotídeo (SNP) dos genes TLR4

(rs4986790, rs2149356, rs1927914 e rs2737190), IL-10 (rs1554286, rs3024490, rs1800872
e rs1800871), TLR1 (rs4833095),TLR2 (rs3804099) e SLC11A1 (rs17235416) de resposta
imunológica dos pacientes e dos seus contatos intradomiciliares e associá-los aos dados
clínicos da hanseníase. Foi também implementado um modelo baseado em Random Forest,
que nos permitiu, com cerca de 97% de acurácia, predizer a evolução clínica dos contatos
domiciliares pelo reconhecimento do padrão de suas variáveis clínicas e imunológicas.
Além disso, dentre outros achados, foi evidenciado um padrão diferencial das quimiocinas
(em especial IL-8 e RANTES) na cultura de células estimuladas pelo M. leprae quando
comparada a cultura sem estímulo. Foi verificada uma chance de adoecimento 2,3 vezes
maior nos indivíduos portadores do alelo G nas variantes rs1927914 ou rs2737190 do gene
TLR4.

Palavras-chave: Hanseníase. Diagnóstico. Imunologia. Genética. Inteligência
artificial.



ABSTRACT

Leprosy is an active transmission disease and is characterized by heterogeneity
of clinical manifestations - from the tuberculoid pole (TT) to the Virchowian (LL) -
which are correlated with the host cell-mediated immune response against the causing
Mycobacterium leprae. The Type Th-1 immune response in patients with the TT or
paucibacillary form is effective in limiting the clinical disease. On the other hand, the
clinical form LL or multibacillary is characterized by low cell-mediated immunity with a
humoral response by the activation of Th-2 cells. The role of host genetic factors in the
development of leprosy has been well established through epidemiological indicators and
genetic studies of the host in susceptibility to leprosy. The results of extensive genome
analyzes (linkage and association) and studies of candidate genes suggest genetic control
independent of both susceptibility to leprosy per se and the development of different clinical
forms. In this work, we seek to evaluate the levels of cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
TNF-α, IFN-γ, and IL-17) and chemokines (CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG,
CCL2/MCP-1, and CXCL10/IP-10), genotyping single nucleotide polymorphisms (SNP)
of the TLR4 genes (rs4986790, rs2149356, rs1927914, and rs2737190), IL-10 (rs1554286,
rs3024490, rs1800872, and rs1800871), TLR1 (rs4833095), TLR2 (rs3804099), and SLC11A1

(rs17235416) of patients’ response of patients and their household contacts and associate
them with clinical data on leprosy. A model based on textit Random Forest was also
implemented, which allowed us, with about 97% accuracy, to predict the clinical evolution
of household contacts by recognizing the pattern of their clinical and immunological
variables. Besides, among other findings, an differential pattern of chemokines (especially
IL-8 and RANTES) was found in cell culture stimulated by M. leprae when compared
to culture without stimulation. A 2.3 times greater chance of illness was verified in the
carriers of the G allele in the rs1927914 or rs2737190 variants of the TLR4 gene.

Key-words: Leprosy. Diagnosis. Immunology. Genetics. Artificial intelligence.
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α Letra grega minúscula Alfa
β Letra grega minúscula Beta
γ Letra grega minúscula Gama
m Letra arábica minúscula Eme que representa o prefixo mili, equivalente

a 10−3

µ Letra grega minúscula Mi que representa o prefixo micro, equivalente a
10−6

η Letra grega minúscula Eta que representa o prefixo nano, equivalente a
10−9

χ Letra grega minúscula Qui
k Letra arábica minúscula Ka que representa o prefixo kilo, equivalente a
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Da Representação de unidade de massa atômica: dalton
g Letra arábica minúscula Gê que representa uma unidade de massa:

grama
M Letra arábica maiúscula Eme que representa a quantidade de matéria

do soluto por litro da solução: mol
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Aspectos clínicos

1.1.1 A hanseníase per se

A hanseníase é uma doença bacteriana infecciosa crônica causada pelo bacilo
Mycobacterium leprae. O termo hanseníase homenageia Gerhard Henrick Armauer Hansen,
médico bacteriologista e dermatologista norueguês que identificou o patógeno em 1873.
Trata-se de uma bacteriose que possui registros milenares retratados inclusive na Bíblia (1)
pelo termo “lepra” que, ao longo dos anos, vem sendo abolido por seu caráter estigmatizante
que dificulta a compreensão e o tratamento da doença (2).

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a doença afeta principalmente a
pele, os nervos periféricos, as superfícies mucosas do trato respiratório superior e os olhos.
Ocorre em qualquer idade, gênero e etnia, possui cura e seu tratamento precoce reduz as
chances de sequelas e deformidades (3).

1.1.2 Transmissão

O mecanismo exato de transmissão da hanseníase ainda não é conhecido, mas
atualmente difunde-se que a doença seja transmitida pelo contato prolongado entre doentes
e pessoas saudáveis. A hipótese da transmissão pela via respiratória, via gotículas de
saliva expelidas por pessoas contaminadas pelo bacilo, vem sendo bastante amadurecida e
aceita, embora existam outras hipóteses como a da transmissão através de insetos (4) e
pelo consumo de carne de tatu (5), animal considerado reservatório natural do M. leprae,
fato que deu margem para que a hanseníase seja tratada como zoonose nos EUA (6).

1.1.3 Sintomas e diagnóstico

Tratando-se de uma dermatoneuropatologia, o diagnóstico da hanseníase baseia-
se na análise simultânea de certas características da pele e dos nervos do paciente. A
OMS sugere que, nas áreas com alta incidência, um indivíduo seja considerado portador
da doença ao apresentar lesões e/ou manchas cutâneas com perda sensitiva definida,
independentemente do espessamento neural (7).

A avaliação dermatológica visa identificar as lesões de pele próprias da hanseníase,
pesquisando a sensibilidade nas mesmas. As lesões cutâneas podem ser únicas ou múlti-
plas, geralmente menos pigmentadas do que a pele normal circundante. A presença de
máculas (planas), pápulas (levantadas) e/ou nódulos são comuns, mas a perda sensorial
também é uma manifestação típica da hanseníase. Nervos periféricos espessados costumam
caracterizar a doença, apesar de não ser um sinal definitivo, principalmente na ausência
de perda sensorial e/ou fraqueza muscular (8).
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Deve ser feita uma inspeção de toda a superfície corporal, no sentido crânio-caudal,
seguimento por seguimento, procurando identificar as áreas acometidas por lesões de pele.
As áreas onde as lesões ocorrem com maior freqüência são: face, orelhas, nádegas, braços,
pernas e costas, mas elas podem ocorrer, também, na mucosa nasal. Devem ser realizadas
as seguintes pesquisas de sensibilidade nas lesões de pele: térmica, dolorosa, e tátil, que se
complementam. Considera-se como caso de hanseníase a pessoa que apresenta uma ou
mais lesões de pele com alteração de sensibilidade, e/ou acometimento de pelo menos um
nervo com espessamento neural, e/ou baciloscopia positiva (9).

Embora existam outras metodologias para a classificação da hanseníase, conside-
rando aspectos imunológicos que serão descritos mais adiante nesse trabalho, a OMS,
para fins operacionais em prol da eliminação da doença como um problema de saúde
pública, estabelece um diagnóstico com base nas manifestações clínicas e nos resultados da
baciloscopia que é um exame microscópico para verificar a presença de bacilos de Hansen.
Nesse exame, o agente etiológico é devidamente corado em lâminas preparadas a partir
de raspado intradérmico coletados dos lóbulos auriculares, cotovelos e lesões típicas da
doença (nódulos, tubérculos e placas eritematosas) (10, 11).

Na classificação baseada em baciloscopia, conhecida como operacional, pacientes
apresentando esfregaços negativos em todos os locais são considerados portadores de han-
seníase paucibacilar (PB), enquanto aqueles apresentando esfregaços positivos em qualquer
um dos locais são portadores de hanseníase multibacilar (MB). Contudo, considerando o
tamanho da amostra do presente estudo, não consideraremos esse grau de distinção entre os
indivíduos doentes em nossas análises. Focaremos no estudo de indivíduos diagnosticados
com hanseníase e indivíduos controles, conforme será descrito na seção voltada à metologia
aplicada nesse trabalho.

1.1.4 Tratamento

A hanseníase é curável mediante a combinação de três medicamentos (rifampicina,
dapsona e clofazimina) conhecida como poliquimioterapia (PQT), uma vez que o tratamento
com apenas uma droga antilepróica (monoterapia) poderia contribuir para a seleção de
cepas resistentes. A combinação de drogas usadas na PQT dependia da classificação da
doença, mas a rifampicina, medicamento bactericida mais importante contra o M. leprae,
era sempre incluído no tratamento de ambos os tipos de hanseníase (12). Atualmente,
tanto para o tratamento de pacientes MB (de maior carga bacilar) como para os PB (de
menor carga bacilar), a OMS recomenda uma combinação de rifampicina, clofazimina e
dapsona em um período de até 12 meses. Após as primeiras doses dessas medicações, o
indivíduo já não transmite mais a doença, porém, é necessário concluir o tratamento para
que ocorra a cura completa e sejam evitadas reincidências e novas contaminações (13).
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Em uma pequena quantidade de pacientes, entretanto, a hanseníase se torna
resistente à rifampicina. Para esses casos, o Ministério de Saúde do Brasil (MSB) em suas
Diretrizes para vigilância, atenção e eliminação da hanseníase como problema de saúde
pública, preconiza a troca da rifampicina por minociclina ou ofloxacino, substância que
também pode provocar resistência. Os pacientes resistentes a esses medicamentos passaram
recentemente a contar também com o antibiótico Claritromicina no rol de medicamentos
para tratamento da hanseníase pelo SUS.

Alguns autores afirmam que a clofazimina tem baixa absorção quando administrada
por via oral devido à sua baixa solubilidade em água, contribuindo para a redução da
biodisponibilidade, limitando a sua aplicação. Contudo, foi observado, recentemente, a
utilização de um novo sal de clofazimina com ácido 4-aminobenzóico a fim de aumentar essa
biodisponibilidade (12). Assim, percebemos a importância de um tratamento adequado,
derivado de um diagnóstico preciso, para a promoção da eficiência do sistema público de
saúde e para controlar o surgimento de cepas resistentes do M. leprae.

1.2 Aspectos epidemiológicos

1.2.1 A hanseníase pelo mundo

Trata-se de uma doença infecciosa crônica que apesar de ainda afetar centenas de
milhares de pessoas anualmente ao redor do mundo, já apresentou prevalência na ordem
de milhões de casos até a década de 80 (10). Essa drástica redução de casos nos últimos
30 anos se deve à adoção da PQT, embora, desde a última década, a incidência dessa
doença permanece consistente, indicando uma continuidade na transmissão (14). Os países
com o maior número de casos novos são a Índia, Brasil e Indonésia, seguidos por algumas
nações africanas. Mais da metade de todos os novos casos de hanseníase são diagnosticados
na Índia, que continua sendo o lar de um terço dos pobres do mundo (7). A Figura 1
apresenta um panorama da distribuição mundial da hanseníase nos anos 2005, 2007, 2010,
2013, 2016 e 2019.

O número de casos novos em crianças menores de 15 anos e o número de pacientes
com deformidade ou deficiência visível nas mãos ou nos pés (grau de incapacidade “Nível
2”) relatados todos os anos são bons indicadores da transmissão em curso e do atraso na
detecção de casos, respectivamente. Tal contexto é resultado da carência de métodos de
diagnóstico precoce, bem como da limitada consciência e conhecimento dos sinais e sintomas
da doença entre o público e os profissionais de saúde (15). Nesse cenário, a hanseníase
vem sendo classificada pela comunidade científica como uma doença negligenciada carente
de maiores intervenções (16), fato inclusive endossado pela OMS que, por sua vez, vem
sendo obrigada a adiar, ao longo dos anos, suas metas para eliminação dessa doença como
um problema de saúde pública (17).
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Figura 1 – Distribuição mundial da hanseníase ao longo dos anos.

Fonte: Adaptado de
https://knoema.com/atlas/topics/Health/Communicable-Diseases/Leprosy-cases?type=maps.

1.2.2 A hanseníase no Brasil

Segundo o sítio knoema.com (fonte da Figura 1), o Brasil, em valores absolutos,
perde apenas para a Índia em número de casos novos de hanseníase por ano. Contudo, se
considerarmos o tamanho das respectivas populações, nosso país fica em primeiro lugar
em termos relativos, uma vez que a Índia é cerca de seis vezes mais populosa que o Brasil
(18).

A existência de clusters de casos novos de hanseníase envolvendo diferentes estados
do Brasil revela a manutenção de elevada carga da doença em áreas delimitadas (19).
Em 2017, o Brasil apresentou aproximadamente 13 casos a cada 100 mil habitantes,
permanecendo com status de alta endemicidade, destacando-se as regiões Centro-oeste,
Norte e Nordeste (20). Encontramos na literatura inferência de que muitas comunidades
têm ainda permanecido sob o risco dessa patologia milenar da qual derivam mazelas
como deformidades, incapacitações e estigmas (21). Os arredores da cidade brasileira de
Governador Valadares, ao leste do estado de Minas Gerais, onde foi realizado o presente
trabalho, é considerada área hiperendêmica pertencendo a um dos grandes focos nacionais
da doença (22).

https://knoema.com/atlas/topics/Health/Communicable-Diseases/Leprosy-cases?type=tables
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A OMS define, como estratégia principal para o controle da hanseníase, o diagnóstico
precoce associado ao tratamento oportuno de todos os casos. Nesse sentido, ações de
vigilância devem ser priorizadas em áreas específicas do território nacional, ocorrendo de
forma contínua e sistemática (7). Entendia-se como contato domiciliar qualquer pessoa
que residisse ou tivesse residido com um caso novo de hanseníase no âmbito do domicílio
nos últimos cinco anos anteriores ao diagnóstico da doença (23). Porém, ao verificar
maior risco associado também a contatos fora do espaço domiciliar, o MSB passou a
incorporar, em suas diretrizes, a ampliação das ações de vigilância para essa população.
Assim, definiu-se contato social como qualquer pessoa que conviva, ou tenha convivido, de
forma próxima e prolongada com um caso não tratado.

A hanseníase detém status de doença negligenciada e, a despeito das falhas nos
serviços de saúde que ampliam a vulnerabilidade à manutenção da doença, fatores como
acesso limitado a informação, baixa renda e condições precárias de moradia atuam forte-
mente na persistência dessa endemia brasileira (24). Alcançar novas perspectivas, tanto
no diagnóstico quanto no tratamento, promove a otimização operacional das equipes de
saúde da família (25) que, nas devidas proporções, podem contribuir, a passos largos, para
a erradicação dessa doença milenar que assola a humanidade.

1.3 Aspectos imunológicos do hospedeiro na hanseníase

1.3.1 O Mycobacterium leprae

Trata-se de uma actinobactéria com crescimento extremamente lento em relação
aos demais espécimes do reino monera. Medindo cerca de 0,4µm de diâmetro e 5,0µm de
comprimento, vive melhor em temperaturas em torno de 30◦C, provável motivo pelo qual
infectam as extremidades do corpo (26). É um microrganismo de incubação lenta (de 2 à
7 anos) e baixa patogenicidade, responsável por uma infecção crônica em humanos que
afeta principalmente os nervos periféricos e a pele. Interage com o metabolismo lipídico
da célula hospedeira e seus fatores de virulência o protegem de formas tóxicas de oxigênio
a fim de promover a sobrevivência intracelular bacteriana (27).

Na pele, tem afinidade por queratinócitos, macrófagos e histiócitos enquanto que
nos nervos periféricos pode ser encontrado nas células de Schwann (28). A predileção pela
célula de Schwann inicia-se após sua ligação à α2-laminina e às adesinas localizadas na
lâmina basal e aos receptores α-distroglicana e ErbB2 em sua superfície celular (29). A
entrada do patógeno nas células de Schwann faz com que as células se desdiferenciem em
células imaturas através da ativação da sinalização da via Erk1/2, criando um ambiente
favorável à sua proliferação (30). Essa desdiferenciação pode conduzir a célula de Schwann
à uma célula com uma infinidade de novas capacidades, assim como as células-tronco. A
rediferenciação em células mesenquimais confere a capacidade de disseminar infecção ou
induzir macrófagos a se desenvolverem (31).
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1.3.2 Perfis da resposta imunológica humana ao M. leprae

De uma forma geral, a espécie humana apresenta resistência natural ao bacilo de
Hansen, ao passo que apenas cerca de 5% dos indivíduos expostos ao agente etiológico
adoecem (32). Ainda assim, dentre os que adoecem, existem diferentes formas de manifes-
tação da doença, em função do perfil imunogenético do hospedeiro, desde a forma mais
branda até a forma mais grave que é historicamente reconhecida e estigmatizada pelas
terríveis sequelas e mutilações.

A enfermidade derivada da infecção pelo M. leprae apresenta distribuição espectral
caracterizada na classificação de Ridley & Jopling (33), bastante utilizada em estudos
acadêmicos por basear-se no critério histopatológico e sugerir que as formas clínicas oscilem
entre pólo de resistência (TT) e o pólo de susceptibilidade (LL), conforme a Figura 2.

Figura 2 – Classificação da hanseníase, segundo Ridley
& Jopling, onde: TT - tuberculóide tuberculóide; BT -
borderline tuberculóide; BB - borderline borderline; BL -
borderline lepromatoso; LL - lepromatoso lepromatoso.

Fonte: Adaptado de Neder e colaboradores, em 2014 (34).
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A classificação de Ridley & Jopling depende do teste de Mitsuda (35) em que
injeta-se 0,1 mL do antígeno do M. leprae na face ventral do antebraço e após 21 dias
realiza-se a interpretação visual da reação cutânea devido a resposta imune do paciente.
Assim, é possível saber se o paciente tem a forma clínica tuberculóide ou virchowiana em
função de sua reação dermatológica ao antígeno.

O teste de Mitsuda é positivo nos pacientes com vigorosa resposta celular, poucos
bacilos e lesões limitadas, ao passo que é negativo nos pacientes com lesões de pele
difusamente distribuídas e que apresentam uma potente resposta humoral. Nessa doença
espectral, a imunidade mediada por célula tem caráter protetivo pois 90% dos adultos
são Mitsuda positivos (36). Em função da dificuldade de conseguir o material biológico
necessário para o teste de Mitsuda, este se torna impraticável em muitas regiões do país,
gerando assim uma demanda por outros métodos de classificação da doença. No Brasil,
a classificação de Madri também é adotada a fim de distinguir pacientes doentes entre
tuberculóides, indeterminados, dimorfos ou virchowianos (37).

Além disso, como já mencionado anteriormente, a OMS (38) recomenda uma
classificação operacional que dicotomiza os pacientes em PB ou MB de acordo com a
quantidade de lesões cutâneas (manifestações clínicas), de forma que pacientes com mais
de cinco lesões sejam classificados como MB e os demais, PB. Embora a OMS oriente
essa classificação binária e prática, buscando alcançar maior cobertura do tratamento, a
hanseníase continua sendo uma doença de respostas imunes celular e humoral, paradoxais,
dinâmicas, com variações espontâneas de reatividade com o passar do tempo e conforme o
tratamento, caracterizando as reações hansênicas agudas, tipo 1 e tipo 2 (36).

1.3.3 Citocinas e quimiocinas

As citocinas formam uma ampla categoria de pequenas proteínas (≈5 a 20 kDa)
que são importantes na sinalização celular. Esses peptídeos estão envolvidos na emissão
de sinais entre as células durante o desencadeamento das respostas imunes, constituindo
um grupo de fatores extra-celulares que podem ser produzidos, dentre outras células, por
monócitos, macrófagos, células dentríticas e linfócitos. As citocinas podem ainda interagir
entre si, aumentando ou diminuindo a ação uma das outras em um complexo sistema
não-linear de interdependência (39).

Esse conjunto de proteínas sinalizadores incluem quimiocinas, interferons, inter-
leucinas, linfocinas, fator de necrose tumoral, mas geralmente não incluem hormônios ou
fatores de crescimento (40). As quimiocinas, especificamente, formam uma família de
peptídeos geralmente ainda menores (≈8 a 10 kDa) secretados pelas células com a capaci-
dade de induzir quimiotaxia direcionada a células responsivas próximas, por gradiente de
concentração. Apresentam geralmente quatro resíduos de cisteína em locais conservados,
essenciais para compor sua forma tridimensional (41).
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A influência da hanseníase na resposta imunológica do hospedeiro vem sendo
objeto de estudo há algumas décadas, inclusive por meio da quantificação de citocinas
e quimiocinas (42, 43). A gravidade e a evolução da hanseníase são caracterizadas
por aspectos genéticos, imunológicos e ambientais que determinam a suscetibilidade
do indivíduo à doença (44) que se manifesta em uma pequena parcela da população
mundial, seja de forma mais branda ou de forma mais grave na qual observa-se uma
alta concentração de bacilos. Os indivíduos nesse pólo mais grave são chamados de
multibacilares (45) e tipicamente desenvolvem uma resposta celular bastante fraca, incapaz
de conter a proliferação do M. leprae. Por outro lado, esses indivíduos costumam apresentar
uma intensa resposta humoral e altos títulos de anticorpos séricos específicos contra o bacilo
(46). A suscetibilidade também é influenciada por fatores hereditários, com diferentes
expressões de genes envolvidos na resposta imune humoral e de genes para receptores de
imunoglobulinas ou proteínas da via clássica do complemento (47).

Os eventos de defesa do hospedeiro prontamente ativados na infecção, durante a fase
“indeterminada” da doença, são talvez os aspectos menos compreendidos da imunologia
da hanseníase. Uma resposta imune inata eficaz em combinação com a baixa virulência
do M. leprae pode ser a base da resistência do hospedeiro frente a esse agente infeccioso.
Na ausência de uma resposta imune adaptativa, as células dendríticas (CD), que são
fundamentais na modulação da resposta imune inata precoce ao M. leprae, podem ser as
primeiras células a encontrar os bacilos no local da invasão (e.g. mucosa nasal ou abrasão
da pele). A captação de micobactérias pelas CD e a consequente produção local de citocinas
e quimiocinas regulam a inflamação e são conhecidos por influenciar o curso da imunidade
adaptativa mediada por células em uma resposta Th1, Th2, Th17 e outras contra M.
leprae. A resposta imunológica humana a esse bacilo recebe atenção até os dias atuais
(48, 49), apesar de percebermos poucos desdobramentos em imunogenética da maneira
que abordamos no presente trabalho. A Figura 3 demonstra a maneira multivariada e não
linear de correlação existente entre algumas citocinas.
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Figura 3 – Possível rede de integração e novos paradigmas dos linfócitos T em
resposta a hanseníase.

Fonte: Adaptado do trabalho de Sousa e colaboradores, em 2017 (50).

Devido à complexidade da resposta imune, nas formas polares da hanseníase, os
linfócitos T CD4 imaturos, sob a influência de várias citocinas (denotadas em vermelho na
Figura 3), podem se diferenciar em várias subpopulações T, como: T helper (Th) 1, Th2,
Th9, Th17, Th22, e Treg. Essa rede de conexões contribui para fortalecer a hipótese do
presente trabalho em relação à busca de biomarcadores baseada na mensuração conjunta
da produção de proteínas do sistema imunológico quando estimulado por M. leprae. Essa
hipótese, gerada por ensaios in vitro, será demonstrada e discutida mais adiante no presente
estudo.

Segundo os autores da Figura 3 (50), na forma tuberculóide, os linfócitos Th1,
Th9 e Th17 participam diretamente da resposta pró-inflamatória, induzindo a produção
de citocinas, como IL-1β, IL-6, IL-9, IL-17, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α)
e interferon-gama (IFN-γ), induzindo também a atividade microbicida de macrófagos.
Devido à intensidade do processo inflamatório, a IL-17 regula negativamente a produção do
fator de crescimento do nervo (NGF) e seu respectivo receptor (NGFR), potencializando o
dano neural junto com a resposta dos linfócitos Th1. Na forma virchowiana, os linfócitos
Th2 e Treg participam da resposta anti-inflamatória produzindo as citocinas IL-4, IL-10
e TGF-β que inibem a ativação de macrófagos, facilitando a sobrevivência do M. leprae.
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Na resposta Th9, a IL-9 regula negativamente a produção de IL-4 e IL-10. Na forma
clínica virchowiana, em que o número de lesões é muito superior ao da forma tuberculóide,
a atuação de fatores de crescimento, como o TGF-β e o fator de crescimento básico de
fibroblastos (FGF b), é fundamental para induzir a reparação tecidual. Considerando
a resposta dos linfócitos Th22, novas abordagens têm mostrado que, nos macrófagos
infectados pelo bacilo, a IL-22 regula positivamente a produção de calgranulina A e STAT3.
Isso interfere não só no processo de maturação do fagolisossomo pela expressão de Rab7,
mas também na resposta microbicida de macrófagos onde STAT3 induz a produção de
óxido nítrico sintase induzida (iNOS), e consequentemente NO, que destrói M. leprae (50).

Embora as CD sejam conhecidas por serem apresentadoras eficazes do antígeno
desse bacilo, as CD derivadas de monócitos infectadas por M. leprae são caracterizados por
uma diminuição significativa na expressão dos complexos principais de histocompatibilidade
(MHC) classes I e II. Por outro lado, as DC estimuladas com antígenos de membrana do
M. leprae aumentam a expressão do MHC de classe II e a produção de interleucina-12
associada ao ligante CD40 (IL12) (51), sugerindo que bacilos vivos inteiros podem suprimir
a interação entre as células T e DC.

As células de Langerhans, um subconjunto das DC, são conhecidas por iniciar
respostas imunológicas na pele. Pacientes com hanseníase virchowiana (LL) têm sig-
nificativamente menos células de Langerhans, tanto na lesão quanto na pele saudável,
quando comparados com controles não infectados ou pacientes com hanseníase tuberculóide
(TT). Em contraste, pacientes com lesões de TT aumentaram a frequência de células de
Langerhans nas lesões, sugerindo que ocorre infiltração ativa dessas células nesses locais.
As citocinas produzidas dentro da lesão sugerem a existência de uma correlação com os
receptores do tipo Toll (TLR): as citocinas do tipo Th1 foram geralmente associadas à
ativação de TLR1 e TLR2, e as citocinas do tipo Th2 foram associadas à inibição da
ativação. A expressão de TLR1 e TLR2 é mais forte em monócitos e DC em lesões de TT
do que em contrapartes LL. Estudos in vitro mostraram que oAs lipoproteínas de 19 e 33
kDa do M. leprae podem ativar monócitos e células dendríticas derivadas de monócitos
por meio de TLR2 (52).
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1.3.4 Receptores do tipo Toll

Identificados pela sigla TLR (do inglês toll-like receptors), integram uma família
de proteínas transmembranas do tipo I que formam uma parte do sistema imunológico
inato e também do adaptativo (nos vertebrados). São responsáveis pelo reconhecimento de
vários padrões moleculares associados a patógenos, PAMPs (do inglês, pathogen-associated
molecular patterns), expressados por um amplo espectro de agentes infecciosos que ao
romperem as barreiras físicas do corpo, ativam as respostas das células imunes. Dessa forma,
monócitos, macrófagos e neutrófilos fagocitam esses patógenos microbianos, estimulando
a produção de citocinas relacionadas à imunidade inata e à resposta inflamatória, sem
deixar de mediar a efetiva imunidade adaptativa (53).

Estudos demonstram que os TLRs ativam a via de NFkB regulando a expressão de
citocinas através de diversas moléculas como MyD88, TIRAP/Mai e TRF (vide Anexo
D). Essa ativação conduz a iniciação da resposta imune adaptativa pela produção de
citocinas inflamatórias tais como a IL-1, IL-8, TNF-α, IL-12, e a indução de moléculas
de co-estimulação, tais como a CD80, CD86 e CD40 (54, 55). Existem relações bem
estabelecidas quanto aos TLRs e seus respectivos antígenos de reconhecimento, como por
exemplo: TLR1, associado a lipopeptídeos bacterianos; TLR2, a peptideoglicanos; TLR3,
a dsRNA; e TLR4 que reconhece lipopolissacarídeos e ácido lipoteicóico (56). Diante disso,
considerando as características peculiares do M. leprae, é importante considerar a atuação
dos TLRs na modulação do sistema imune frente a hanseníase, como disposto na literatura
(52, 57), a fim de verificar ou confirmar possíveis vias de suscetibilidade a essa endemia
nacional.

Na Figura 4 podemos visualizar a intrínseca relação entre receptores do tipo toll e
a resposta imununológica frente ao M. leprae: (A) TLR1 atua na diferenciação de células
mononucleares em macrófagos, liberando citocinas, como IFN-γ e IL-6. Os macrófagos
ativados podem liberar IFN-γ e IL-12. Este receptor também opera na maturação de
células dendríticas, que se tornam capazes de apresentar o peptídeo aos linfócitos T; (B)
Heterodímero TLR2 com outros marcadores, como TLR1, TLR6, CD36, Dectina1, sendo
capaz de reconhecer os componentes da membrana das bactérias Gram+ e Gram−; (C)
TLR4 forma um complexo com MD2 em resposta a um lipolissacarídeo (LPS) que se liga
ao marcador CD14 dando sequência a reações que culminam na sinalização intracelular
(58).
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Figura 4 – Sinalização de receptores do tipo toll e a interação com células do sistema
imunológico.

Fonte: Adaptada do trabalho de Mazini e colaboradores, em 2016 (58).

1.4 Aspectos da susceptibilidade genética do hospedeiro na hanseníase

Acredita-se que os fatores genéticos do hospedeiro influenciam a susceptibilidade à
infecção, bem como a progressão de uma doença. Estudos de associação ampla do genoma
(GWAS) têm sido realizados com o propósito de identificar e validar estes fatores genéticos
de risco em várias etnias/grupos populacionais (59). Estudos de genética epidemiológica
têm como base o fato de que, dependendo da frequência de determinado genótipo de
suscetibilidade em uma população exposta ao agente etiológico, essa informação pode ser
considerada útil para justificar a implantação de medidas de prevenção da doença no local,
a fim de evitar o surgimento de novos casos (60).

A influência do componente genético do hospedeiro no risco de desenvolver as
formas da hanseníase, ou na proteção dessa doença, foi amplamente demonstrada através
de diferentes estratégias, como por exemplo, estudos de segregação e estudos de gêmeos
(61). Trabalhos como este demonstraram uma frequência aumentada de pacientes em
famílias com casamentos consanguíneos, além de uma maior concordância entre gêmeos
monozigóticos em relação aos dizigóticos no que diz respeito à incidência da doença. Outros
estudos demonstram que a frequência das diferentes formas clínicas não é aleatória em
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parentes afetados e também detectaram diferentes taxas de prevalência da doença em
grupos étnicos distintos vivendo em uma mesma área endêmica (62).

O desenvolvimento de estudos de associação e ligação possibilitou, até o presente
momento, a identificação de variantes em genes tais como o TNF, LTA, HLADRB1,
IL-10, VDR e PARK2/PACRG (63, 64) ainda que poucos tenham sido replicados em
populações distintas. Os estudos com o gene da linfotoxina-α (LTA) suscitaram um novo
questionamento a respeito da influência dos polimorfismos genéticos no desenvolvimento da
hanseníase (65). Muitos locos e suas variantes associados com suscetibilidade ou proteção
à hanseniase em estudos de associação ampla do genoma estão compilados em um banco de
dados do ENSEMBL disponível livrementente online (66). Entretanto, tais locos representam
apenas parte do componente genético envolvido na doença (herdabilidade), indicativo que
ainda há outros genes que precisam ser identificados (67).

A maioria das investigações envolvendo análises do genoma para identificar poli-
morfismos de suscetibilidade de risco no desenvolvimento clínico da hanseníase não associa
outras variáveis fenotípicas como dados clínicos e de resposta imunológica para criar um
modelo de algoritmo prognóstico que permitiria traçar intervenções terapêuticas e preven-
tivas eficientes (63, 68). No caso específico da hanseníase, em que o agente etiológico passa
diretamente de uma pessoa para a outra, estratégias de predição de susceptibilidade seriam
de fundamental importância, uma vez que não há como evitar a transmissão ativa da
doença enquanto os indivíduos permanecem assintomáticos. A identificação de marcadores
genéticos teria grande utilidade no rastreamento de indivíduos mais suscetíveis, além de
melhorar a qualidade de vida dos doentes evitando complicações clínicas, incapacidades e
estigmas derivados de tratamentos equivocados (69).

Nesse contexto, destacamos os estudos de polimorfismo de nucleotídeos únicos,
conhecidos e muito abordados na literatura como SNPs, do inglês single nucleotide
polymorphism (70). Um SNP é uma variação na sequência de DNA que afeta somente
uma base nitrogenada na sequência do genoma entre indivíduos de uma espécie ou entre
pares de cromossomos de um indivíduo (71), ocorrendo, no mínimo, em 1% da população.
Também são considerados SNPs a troca de poucos nucleotídeos, assim como pequenas
inserções ou deleções de bases nitrogenadas (72). Os SNPs são marcadores estáveis, com
alta frequência (cerca de um a cada 1.300 bases) e de fácil automatização (73), constituindo
cerca de 90% de todas as variações genômicas humanas. Esses marcadores apresentam
baixa taxa de mutação, sendo úteis nos estudos genéticos associados a doenças humanas e
na farmacogenética (71).
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SNPs em genes relacionados ao sistema imunológico do hospedeiro têm sido su-
geridos consistentemente para o estudo da suscetibilidade à hanseníase (74). A variante
rs1800871 do gene IL-10 foi testada em vários estudos de caso-controle indicando associação
com risco da doença, embora não haja um consenso. O alelo A da variante rs1800872
também parece estar associado à hanseníase, embora outros SNPs do gene IL-10 careçam
de evidências nessa enfermidade (75).

A resposta imune dos indivíduos frente à hanseníase aparenta se relacionar com
SNPs nos receptores do tipo Toll, uma vez que foram observadas diferenças nos níveis
séricos de algumas citocinas e quimiocinas em relação aos polimorfismos TLR1. Para o
SNP rs4833095, foram encontradas diferenças significativas nos níveis de IL-12 e IL-17,
em que os pacientes portadores do alelo T produziram maiores quantidades dessas duas
citocinas em comparação com indivíduos homozigotos para o genótipo CC. Além disso,
foram encontradas evidências de que os portadores do genótipo TT produziam níveis
séricos mais baixos de quimiocina MCP-1 que os demais. Quanto ao TLR2, indivíduos
portadores do alelo T parecem produzir mais níveis séricos de IL-17 na variante rs3804099.
Já para o marcador rs1927914 do gene TLR4, portadores do alelo A parecem apresentar
maiores níveis séricos de IL-17 e IL-1β que os demais (76). Contudo, no geral, estudos
associando variantes genéticas e perfis imunológicos são escassos e poderiam ser uteis no
entendimento dos mecanismos moleculares na patogênese da hanseníase (77).

1.5 Inteligência artificial

Dentre as tecnologias de informação, inteligência artificial (IA) é aquela demonstrada
por máquinas, em contraste com a inteligência natural dos seres humanos. Em termos
gerais, IA é um conjunto de algoritmos estruturados que imitam funções “cognitivas”
outrora exclusivamente associadas à mente humana, como “aprendizado” e “solução de
problemas” (78).

Com o advento da computação e seu crescimento exponencial em termos de software
e hardware, e também em função da acessibilidade a essas tecnologias, tarefas outrora
consideradas como “inteligência” vem sendo frequentemente removidas da definição de IA,
um fenômeno conhecido como efeito da IA (79). Ou seja, a partir do momento que tarefas
humanamente complexas sejam realizadas fácil e corriqueiramente pelas máquinas, essas
deixam de compor o amplo espectro do aprendizado de máquina tornando-se ferramentas
computacionais comuns da existência humana.

A IA pode ser classificada como: i. analítica, que possui apenas características
consistentes com a inteligência cognitiva via experiências passadas para tomar decisões
futuras; ii. inspirada em humanos, que tem elementos da inteligência cognitiva e emocional
para tomada de decisões; iii. humanizada, que demonstra características cognitivas,
emocionais e sociais sendo capaz de ser autoconsciente nas interações (80).
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Ao contrário do possível imaginário popular, essa área da ciência já existe há mais
de meio século uma vez que fora iniciada, como conteúdo acadêmico, em 1956. A partir
daí, experimentou momentos de otimismo, mas também momentos de decepção e perda
de financiamento (conhecido como “inverno IA”) que suscitaram novas abordagens que
por sua vez obtiveram sucesso e financiamento renovado (79). Os campos tradicionais da
pesquisa em aprendizado de máquina incluem raciocínio, representação do conhecimento,
planejamento, aprendizado, processamento de linguagem natural, percepção e a capacidade
de mover e manipular objetos. É uma frente de pesquisa que baseia-se em ciência da
computação, engenharia da informação, matemática, estatística, psicologia, linguística,
direito, ética, filosofia entre outros campos (78).

Dado o crescente volume e velocidade de acesso à informação que experimentamos
dia após dia, fenômeno conhecido como Big Data (81), a IA tem se demonstrado cada vez
mais importante, demandando uma gama de algoritmos a fim de alcançar os mais diversos
objetivos, como: algoritmos de aprendizado supervisionado, que geram uma função que
mapeia entradas às saídas desejadas (e.g. redes neurais artificiais, classificação bayesiana,
regressão linear de mínimos quadrados, regressão logística, máquina de vetor suporte,
bem como árvores e florestas de decisão); aprendizagem não supervisionada, que modelam
exclusivamente um conjunto de entradas sem que essas sejam necessariamente vinculadas
às saídas (e.g. sistemas de agrupamento, decomposição em valores singulares e análise de
componentes principais) (82).

O presente trabalho não pretende exaurir os métodos e algoritmos de IA, mas
dada a complexidade das vias de suscetibilidade à hanseníase, empregamos o algoritmo
de aprendizagem supervisionada Random Forest a fim de criar uma chave de diagnóstico
clínico no estilo triagem de Manchester (83, 84). Tal ferramenta tem potencial para ser
extremamente útil ao serviço público de saúde, sendo retratada com maior riqueza de
detalhes ao longo do presente trabalho cuja hipótese é que a probabilidade de adoecimento
dos indivíduos expostos aos fatores de risco à hanseníase possa ser estimada por meio
de algoritmo de IA treinado a partir dos casos e controles, considerando os parâmetros
clínicos e imunológicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar padrões moleculares, clínicos e/ou imunológicos para criação de algoritmo
da suscetibilidade e evolução clínica da Hanseníase baseado em inteligência artificial, em
um estudo caso-controle.

2.2 Objetivos específicos

. Avaliar e comparar os perfis sociodemográficos, clínicos, imunológicos e genéticos
dos participantes do estudo pertencentes a casos, controles e contatos;

. Genotipar polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) em genes associados a resposta
imunológica em um estudo caso-controle em hanseníase;

. Verificar se há associação entre os polimorfismos genéticos e as variáveis imunológicas
e a hanseníase;

. Utilizar parâmetros demográficos, clínicos e imunológicos para obter um modelo de
IA eficiente que capte a interação de variáveis relacionadas ao risco de desenvolver a
hanseníase.
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3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 Definição da amostra de estudo

O estudo proposto foi retrospectivo, do tipo caso-controle (85), dado à dificuldade
de recrutar pacientes que adoecem no seguimento (contatos suscetíveis). O estudo foi
desenvolvido nos municípios de Governador Valadares e de Mantena (especificamente no
distrito de Limeira de Mantena), no estado de Minas Gerais. Foram envolvidas pessoas
atendidas no Centro de Referência e Doenças Endêmicas e Programas Especiais (CREDEN-
PES, SMS/GV) ou pela Estratégia de Saúde da Família (ESF) da comunidade rural do
distrito Limeira de Mantena.

Para estimar um tamanho amostral razoável para o presente estudo, adotamos
um nível de confiança de 95,0% e um poder do teste de hipótese de 80,0%. Além disso,
adotamos uma suposição conservadora de que os indivíduos expostos ao fator de risco
(convívio com doentes) teriam pelo menos duas vezes mais chances de adoecer que os
não expostos. Dessa forma, nossa amostra foi constituída de pacientes com hanseníase,
recém diagnosticados (n1 = 77), comparados com os indivíduos controles (n2 = 68) sem
qualquer sinal de hanseníase ou outras doenças clinicamente similares. Para cada indivíduo
infectado com o M. leprae, buscou-se um indivíduo controle de mesmo gênero e idade,
residente da mesma localidade. Além disso, analisamos um grupo de contatos domiciliares
(n3 = 93) a fim de inferir seu estado de saúde baseado em seus perfis clínicos, imunológicos
e moleculares ao longo do tempo, garantindo cobertura e qualidade adequadas do serviço
de saúde frente a essa enfermidade (86). Vale dizer que o Ministério da Saúde do Brasil
(MSB) enquadra como contato domiciliar qualquer pessoa que resida ou tenha residido com
um doente de hanseníase, por qualquer período de tempo que seja, e amplia essa vigilância
para os contatos sociais: indivíduos que mantiveram contato próximo e prolongado com o
doente não tratado, mesmo que não possua grau de parentesco(87). Considerados esses
três grupos (casos, controles e contatos), tivemos um total de 238 participantes do presente
estudo.

Foram recrutados indivíduos com idade igual ou superior a 5 anos. Os casos
de hanseníase recém diagnosticados e não tratados foram convidados a participar do
estudo, através do CREDEN-PES ou pela ESF de Limeira de Mantena. Os casos foram
confirmados por um dermatologista com experiência em hanseníase e o exame de BAAR
(Bacilos Álcool-Ácido Resistentes) foi realizado em todos os casos para determinar o índice
bacilar. Os casos foram classificados como indeterminados, tuberculóides, limítrofes ou
lepromatosos, com base na Classificação de Madri (88).
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Os indivíduos que apresentavam uma convivência estreita com os casos, como os
membros da família que moram com o caso índice ou que moravam nas proximidades e
mantinham contato semanal regular com o caso, foram incluídos no grupo de contato. O
grupo controle foi composto por aqueles indivíduos que não apresentavam contato prévio
com os casos. Todos os contatos e controles foram avaliados clinicamente para garantir
que não apresentassem sinais ou sintomas de infecção por hanseníase.

Tanto pacientes como contatos e controles, após considerados os critérios de inclusão
e exclusão, foram apresentados à proposta da pesquisa e somente após assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) os participantes foram incluídos no estudo.
A partir da inclusão no estudo, todos os participantes da pesquisa (casos, contatos e
controles) foram entrevistados para registro das informações socioeconômicas e condições
de saúde (Anexo A).

3.2 Considerações éticas

Tanto pacientes como contatos e controles, após considerados os critérios de inclusão
e exclusão, foram apresentados à proposta do estudo. Somente após assinatura de um Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) os participantes foram incluídos no estudo.
O Protocolo de Pesquisa e o TCLE foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da
UFJF (CEP/UFJF), credenciado pelo CONEP sob o CAAE 71057317.5.0000.5147 (Anexo
1).

Não foram incluídos pacientes com idade inferior a 5 anos, mulheres grávidas,
história de diagnóstico de hanseníase, pacientes portadores de doença mental ou deficiência
física, etnia indígena e que relataram queixa de alguma doença do trato gastrointestinal
associada com perda de peso.

Os voluntários receberam uma explanação da natureza e dos objetivos do estudo.
Foi enfatizado que o estudo tem a finalidade de pesquisa, e que o voluntário não poderá
esperar que haja qualquer efeito terapêutico. O voluntário também entendeu que ele(a) é
livre para se retirar a qualquer momento do estudo sem ser obrigado a fornecer o motivo de
fazê-lo e sem que isto cause qualquer prejuízo no seu atendimento. Foi de responsabilidade
dos investigadores a obtenção da assinatura do TCLE.
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3.3 Coleta de dados demográficos e avaliação clínica

Em relação aos dados primários obtidos nesse trabalho, foram utilizadas a estratégia
de busca ativa. Os médicos e estudantes de medicina da equipe aplicaram procedimentos
técnicos de anamnese, coletaram informações socioeconômicas e demográficas, bem como
realizaram o exame dermato neurológico preconizado pelo MSB.

Quanto ao agrupamento dos indivíduos envolvidos no estudo, os mesmos foram
classificados como: doentes, contatos ou controles. Dentre esses, os doentes foram clas-
sificados ainda seguindo o protocolo de Madri e Operacional. No primeiro protocolo
classificaram-se os pacientes doentes como tuberculóides, indeterminados, dimorfos ou
virchowianos, enquanto que em relação ao protocolo Operacional classificaram-se os doentes
em: PB ou MB.

Informações sobre o grau de conhecimento acerca da hanseníase também foram
coletadas a fim de tentar mensurar o grau de desconhecimento remanescente em regiões
rurais e periféricas de áreas endêmicas como a cidade de Governador Valadares. Para
fins de registro das análises desenvolvidas no projeto e apresentadas nesse trabalho, foi
aplicado um questionário que contempla todas as informações supracitadas (Anexo A).

3.4 Ensaios imunológicos

As quantificações de citocinas e quimiocinas abordadas neste estudo foram dados
secundários obtidos por outros membros da equipe de pesquisa a que estamos vinculados.
Em regime de colaboração e coautoria, fomos autorizados a utilizar esses dados a fim
de contextualizar com os parâmetros moleculares em busca de soluções do problema
comum: a hanseníase. Além disso, os parâmetros imunológicos e laboratoriais, gentilmente
cedidos pela colaboradora Lorena Bruna Pereira de Oliveira (89), consistem em informações
importantes para o estudo da hanseníase em si e não poderiam deixar de compor o presente
trabalho.

A seguir, resumimos os procedimentos realizados por nossos colaboradores. Para
maiores esclarecimentos acerca das técnicas aplicadas nos ensaios imunológicos em questão,
sugerimos a leitura do trabalho de Oliveira (89).
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3.4.1 Quantificação de citocinas e quimiocinas

Foram coletados sobrenadantes de três culturas de células mononucleares do sangue
periférico (PBMC): SE, cultura sem estímulo; PHA, cultura com estímulo inespecífico
(para checar viabilidade celular); ML, cultura com estímulo específico do M. leprae. A
partir desse material, foram quantificados os níveis de citocinas e quimiocinas utilizando-se
o sistema Cytometric Bead Array (CBA) da Becton Dickinson-BD. Esse sistema emprega
uma mistura de sete esferas de poliestireno para citocinas e cinco esferas de poliestireno
para quimiocinas de intensidades de fluorescência discretas e distintas, recobertas com
anticorpos específicos para as citocinas e quimiocinas humanas. Essa metodologia permitiu
a avaliação simultânea de diversas citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ e IL-17)
no mesmo ensaio, empregando-se pequenos volumes de amostra. O mesmo foi realizado
para as quimiocinas (CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1 e
CXCL10/IP-10).

As misturas de esferas de captura, adsorvidas com anticorpos monoclonais anti-IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ e IL-17 para Human Th1/Th2/Th17 Cytokine CBA Kit e
anticorpos monoclonais anti-CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1
e CXCL10/IP-10 para CBA Human Chemokine Kit foram subsequentemente incubadas por
3 horas em temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Após outros procedimentos sequenciais
de laboratório, específicos para esses tipos de ensaios, as esferas foram imediatamente
analisadas no FACS VERSE (BD Biosciences), equipamento quantifica as citocinas na
escala de pg/mL.

O manual de intruções do Human Th1/Th2/Th17 Cytokine CBA Kit (Catálogo
Nº 560484, p. 17) preconiza que leituras de citocina acima de 5000 pg/mL ou abaixo de
20 pg/mL estejam fora das faixas de concentração contempladas pela curva padrão do
Kit e sugere que sejam realizadas diluições nas amostras. De maneira semelhante, nas
quimiocinas, o manual CBA Human Chemokine Kit (Catálogo Nº 552990, p. 21) recomenda
que sejam reconsideradas as leituras acima de 2500 pg/mL ou abaixo de 10 pg/mL. Tais
recomendações foram observadas nesse trabalho de forma que as quantificações fora das
citadas faixas de referência foram consideradas excluídas das análises e portanto tratadas
como valores faltantes (missing values). O tratamento desses dados faltantes será abordado
mais adiante no presente trabalho.
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3.5 Ensaios de genotipagem

3.5.1 Coleta e preparo de material biológico

A coleta de sangue dos participantes para extração de DNA genômico (gDNA) e
posterior genotipagem dos SNPs foi realizada no dia da consulta nos eventos de busca ativa
do projeto. Coletaram-se cerca de 3,0 mL de sangue venoso em tubo marca VACUPLAST
contendo 1,0 mg/mL do anticoagulante ácido etilenodiamino tetracetico (EDTA). No
laboratório Biologia Celular e Genética Molecular da UFJF, campus Governador Valadares,
realizou-se a centrifugação dos tubos a 3000 rotações por minuto (RPM) por cinco minutos
para separação da camada de leucócitos que foi retirada com o auxílio de micropipeta e
microponteira com filtro, livres de DNAse e RNAse. Os leucócitos foram depositados em
microtubos de 1,5 mL, livres de DNAse e RNAse, devidamente identificados e armazenados
a -20◦C. A extração do DNA genômico (gDNA) foi realizada com alíquota de 250µL
da camada de leucócitos utilizando o Illustra® blood genomicPrep Mini Spin Kit, GE
Healthcare, de acordo com instruções do fabricante.

A quantificação e a determinação do grau de pureza do gDNA extraído foram
realizados no espectrofotômetro Nano Vue plus (GE®). A amostra foi previamente incubada
à 56◦C durante cinco minutos em banho seco e homogeneizada posteriormente para
garantir a solubilidade do gDNA. Dois microlitros da amostra de DNA foram depositados
no espectrofotômetro previamente calibrado com tampão Tris-EDTA. O grau de pureza
foi determinado a partir das razões dos valores de absorbância nos comprimentos de onda
A260/A280 e A260/A230. A razão A260/A280 representa a contaminação por proteínas,
e o valor desta razão deveria estar ente 1,7 e 1,9. A razão de A260/A230 deveria estar
no intervalo entre 1,5 e 2,5. Valores fora desses intervalos indicavam contaminação
por compostos orgânicos e o gDNA era descartado. O gDNA foi armazenado a -20◦C

devidamente identificado no biorrepositório da pesquisa. No momento de uso, o gDNA foi
diluído para a concentração requerida nas reações.

3.5.2 Genotipagem dos SNPs selecionados

Todas as amostras de gDNA extraídas foram diluídas para a concentração de
5,0ηg/µL em água ultra-pura, livre de DNAse e RNAse. As variantes de baixa frequência
(entre 0,01 e 0,05) e as variantes comuns (frequência > 0,05) em genes selecionados por
sua associação com a resposta imunológica foram genotipadas na população em estudo.
Os dados dos genes e as referências dos respectivos SNPs estão descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 – Dados dos genes e SNPs selecionados para genotipagens.

Fonte: Applied Biosystems e 1000 Genomes Project.

Para os ensaios de genotipagens de SNPs foi utilizada a metodologia de Reação
em Cadeia da Polimerase quantitativa (qPCR do inglês Quantitative Polymerase Chain
Reaction), baseada em fluorescência usando sondas TaqMan MGB e um par de iniciadores
de PCR para detectar alvos SNPs específicos (ThermoFisher®) validados. Estes ensaios
foram desenvolvidos na plataforma do sistema da 7500 Fast Real-Time PCR (Applied
Biosystems®).

As sondas que distinguiam os dois alelos do SNP, marcadas com fluoróforos
VIC/MGB-NFQ (alelo um) ou FAM/MGB-NFQ (alelo dois), na concentração de 40× foram
diluídas duas vezes em tampão TE (20,0 µL de Tris 100mM e dois µL de EDTA 100mM).
Em um microtubo, foram adicionados solução Master Mix TaqMan® GTXpress™ Master
Mix (2×), sonda (20×), água ultrapura, livre de DNAse e RNAse com volumes calculados
para o volume total de ensaios e de acordo com as especificações do fabricante.
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Seis microlitros desta mistura foram aliquotados em microplaca e adicionados, em
cada poço correspondente a um teste individual, 20ηg de DNA (4µL de gDNA a 5ηg/µL).
No equipamento Termociclador 7500 Fast, (Applied Biosystems® ) foi definido o programa
de amplificação nos seguintes ciclos de temperatura: Pré qPCR: 60°C por 1 minuto e 95◦C

por 20 segundos, seguindo-se de 40 ciclos a 95◦C por 3 segundos e 60◦C por 30 segundos e
uma etapa final de 60◦C por 1 minuto. Os resultados da amplificação e a determinação
dos genótipos foram obtidos com auxílio da plataforma Thermo Fisher Cloud.

3.6 Análises estatísticas

Dada a natureza e a complexidade do problema abordado no presente trabalho,
presumimos que uma abordagem multivariada teria maior potencial de elucidação que
abordagens convencionais. Contudo, análises descritivas elementares foram aplicadas a
fim de caracterizar a amostra de estudo, assim como medidas de razão de chances foram
empregadas para, preliminarmente, medir a importância dos SNPs avaliados no estudo
caso-controle em questão.

Embora utilizemos de variadas abordagens para o entendimento do contexto de
estudo, este trabalho foi conduzido majoritariamente por modelagem via IA. A seguir,
são apresentadas metodologias utilizadas a fim de otimizar os resultados e minimizar, ou
mesmo eliminar, possíveis vieses de interpretação inerentes a análises multivariadas.
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3.6.1 Softwares e pacotes

Neste trabalho utilizamos exclusivamente o R (90) para realização das análises
estatísticas, dada sua robustez e imensa gama de pacotes disponíveis gratuitamente para
resolução dos mais variados tipos de problemas presentes no cotidiano da pesquisa.

O R, software estatístico gratuitamente distribuído em https://www.r-project.org
(90), permite a inteira personalização dos projetos e até mesmo a criação de funções e
pacotes autorais. Seguem abaixo os pacotes de terceiros utilizados no presente trabalho,
com suas respectivas referências:

FactoMineR (91), para aplicar a PCA;

factoextra (92), para construir os gráficos de PCA da Figura 9.

SNPassoc (93), para construir os modelos genéticos e suas respectivas razões de chances
presentes nas Tabelas 9 a 11;

HardyWeinberg (94), para verificar se a frequência dos genótipos da amostra (Tabela 7)
permanecem em equilíbrio de Hardy-Weinberg (95);

ggplot2 (96), para construir o gráfico apresentado na Figura 10;

rgl (97), para visualização tridimensional dos dados após aplicação da PCA da Fi-
gura 13A;

randomForest (98), para criar os modelos de IA que resultaram nos dados apresentados
na Tabela 14;

Boruta (99), para reduzir a quantidade de variáveis utilizadas na modelagem a partir de
IA;

caret (100), para medir a qualidade dos modelos de IA apresentados na Figura 14;
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3.6.2 Tratamento dos dados

3.6.2.1 Valores faltantes (missing values)

Dados ausentes ocorrem quando nenhum valor de dados é armazenado para a
variável em uma observação ou quando os dados armazenados são tão inconsistentes que
necessitam ser considerados inexistentes. De uma forma ou de outra, são uma ocorrência
bastante comum e que, caso não tratados, podem ter um efeito significativo nas conclusões
acerca dos dados (101).

A imputação de dados é um tema abordado na literatura a fim de preencher as
recorrentes lacunas observadas na etapa de análises de dados (102, 103). Nesse trabalho,
mantivemos a mesma linha de pensamento da modelagem em inteligência artificial para
imputar os valores faltantes, como descrito a seguir.

3.6.2.2 Imputação

A imputação de valores aos dados faltantes desse trabalho foi realizada utilizando a
função rfImpute do pacote randomForest (98) que, resumidamente, busca iterativamente
o melhor valor condizente com a estrutura multidimensional do banco de dados.

O algoritmo começa imputando valores para os missing values (NAs) dependendo
da natureza das variáveis: nas quantitativas, imputa-se pela mediana dos valores; nas
qualitativas, imputa-se pela moda. Em seguida, o algoritmo Random Forest é aplicado
aos dados completos e então matriz de proximidade desse método é usada para atualizar a
imputação dos valores faltantes originais. Para preditores contínuos, o valor imputado é
a média ponderada das observações não ausentes, em que os pesos são as proximidades.
Para preditores categóricos, o valor imputado é a categoria com a maior proximidade
média. Este processo é repetido até que um parâmetro de convergência seja alcançado.

3.6.2.3 Bootstrapping

Observadas as distribuições de frequência dos parâmetros imunológicos presentes
nesse estudo, decidimos aplicar uma abordagem que seja mais robusta a valores discrepantes
ou faltantes, bem como seja aplicável em amostras menores. Nesse sentido, aplicamos
uma técnica conhecida na literatura como bootstraping que usa amostragem aleatória com
reposição (104). Esta técnica permite estimar a distribuição amostral de quase qualquer
estatística usando métodos de amostragem aleatória (105). Essa técnica foi aplicada para
simular a produção de citocinas e quimiocinas estimulada pelo M. leprae em função das
variantes genéticas analisadas no presente trabalho.
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Para ilustrar o método, suponha que estamos interessados na altura média das
pessoas em todo o mundo. Obter informações de todos os habitantes da terra seria
humanamente impraticável, daí a natural necessidade de um processo de amostragem.
Suponha então que coletemos uma amostra de tamanho n; ou seja, medimos as alturas
de n indivíduos. Dessa única amostra, apenas uma estimativa da média pode ser obtida,
mas para inferirmos sobre a população, precisamos ter alguma noção da variabilidade da
média que calculamos. O método de bootstrap mais simples envolve pegar o conjunto de
dados original de alturas e, usando um computador, fazer uma amostragem com reposição
para formar uma nova amostra (reamostragem ou amostra bootstrap) que também é de
tamanho n. Esse processo é repetido geralmente 1.000 ou 10.000 vezes e, para cada uma
dessas amostras de bootstrap, calculamos sua média e/ou qualquer outra estatística de
interesse. A Figura 5 denota o procedimento de reamostragem (seis vezes) em relação
ao que foi ilustrado aqui. A partir da distribuição das “reamostras” é possível construir,
por exemplo, intervalos de confiança robustos baseando-nos nos percentis 5 e 95. Nas
citocinas e quimiocinas mensuradas no presente trabalho, aplicamos o método com 10.000
replicações. Vale ressaltar também que o método de bootstraping é utilizado no algoritmo de
reconhecimento de padrões - Random Forest - explicado a diante no item sobre modelagem
via inteligência artificial.

Figura 5 – Ilustração do processo de bootstraping.

Fonte: Produção autoral com dados fictícios, ressaltando em
cores o processo de amostragem com reposição.
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3.6.2.4 Análise de Componentes Principais

Considerando uma possível redundância dos dados, decidimos primeiramente reali-
zar uma seleção das variáveis, tomando como base o algoritmo Boruta (99). Trata-se de um
método iterativo de seleção de variáveis que considera um modelo específico de classificação
(e.g. Random Forest) para discernir quais recursos são realmente importantes para alcançar
a maior acurácia possível (106). A partir dos dados restantes dessa primeira triagem,
dispomos ainda de uma quantidade razoável de variáveis quantitativas e qualitativas no
estudo. Considerando a hipótese de que as variáveis imunológicas sejam correlacionadas
(ver Figura 3) julgamos pertinente a realização de uma análise fatorial, especificamente a
técnica denominada Análise de Componentes Principais (ACP) (91).

A análise fatorial, em si, é um método estatístico usado para descrever a vari-
abilidade total dos dados em um conjunto reduzido de fatores que, por sua vez, são
decomposições lineares e independentes entre si das variáveis originais analisadas. Por
exemplo, é possível que variações presentes em centenas de variáveis observadas sejam
refletidas principalmente em apenas uma dezena de variáveis subjacentes (fatores) (107).

Dados com muitas dimensões são muito comuns em biologia na mensuração de
diversos parâmetros genéticos, imunológicos, hematológicos, fisiológicos, anatômicos etc. A
análise desse tipo de dados geralmente apresenta vários desafios como custo computacional
e um aumento da taxa de erro devido à multicolinearidade e redundância das variáveis
analisadas (108). A ACP é um método de reconhecimento de padrão do tipo não supervi-
sionado (encontra padrões sem referência ao conhecimento prévio sobre as amostras) que
mitiga essas limitações das abordagens univariadas (109). A Figura 6 ilustra a formulação
do espaço reduzido na ACP.

Figura 6 – Representação geométrica dos dados no espaço reduzido
pela ACP.

Fonte: Trabalho de Lever e colaboradores, em 2017 (110).
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A primeira dimensão é escolhida para minimizar a distância total entre os dados
e sua projeção no eixo que, por sua vez, minimiza a variância dos pontos projetados. A
segunda dimensão (e subsequentes) é selecionada de forma semelhante, com o requisito
adicional de que sejam independentes (i.e. não correlacionadas) das demais dimensões
(110). Na Figura 6 percebe-se que o eixo da primeira dimensão não é definido por regressão
linear de y vs x (y ∼ x, marrom escuro) nem de x vs y (x ∼ y, marrom claro). Em suma, a
ACP é uma técnica que maximiza a variância dos dados originais em um espaço reduzido,
concomitantemente anulando as colinearidades presentes nas variáveis originais. É uma
etapa que otimiza o processo de reconhecimento de padrões.

Vale lembrar que não é intuito do presente trabalho discorrer sobre todos os
detalhes da ACP nem sobre outras análises fatoriais, visto que esta técnica foi utilizada
exclusivamente para verificação de perfis imunológicos dos grupos de estudo e como um
método de redução e normalização de dados, ilustrado pela Figura 7.

Figura 7 – Ilustração do processo de preparação dos dados imunoló-
gicos para modelagem por inteligência artificial.

Fonte: Produção autoral, de forma que: A - aplicação de ACP nos
grupos, independentemente; B - reescalonamento de A pela projeção dos
indivíduos nos vetores das variáveis; C - concatenação dos dados gerados
em B; D - aplicação de nova ACP nos dados organizados em C.
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Nesse processo, primeiramente os dados foram separados em grupos (casos, controles
e contatos) e então foram aplicadas análises de componentes principais em cada grupo,
separadamente. Em seguida, concatenaram-se as projeções dos indivíduos em cada variável
em seu respectivo grupo. Finalmente, a partir desses dados concatenados, realizamos uma
segunda análise de componentes principais a fim de que os dados sejam reescalonados para
a subsequente etapa do estudo de reconhecimento de padrões.

3.6.3 Modelagem via Inteligência artificial

Na literatura, encontramos vários métodos de aprendizado de máquina supervisi-
onado específicos para tarefas de classificação (e.g. doentes vs sadios) como, para citar
alguns exemplos: análise de regressão logística, análise discriminante, k-nearest neighbors,
máquina de vetor suporte, árvore de decisão, naive Bayes e Random Forest (RF) (111). O
algoritmo RF está ilustrado na Figura 8.

Figura 8 – Fluxograma ilustrativo dos processos inerentes ao algo-
ritmo Random Forest.

Fonte: Adaptado da internet (autor desconhecido). Em verde, as opções
escolhidas entre as opções disponíveis em azul, em cada decisão.
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Para análise dos dados do presente estudo, utilizamos modelos de classificação
baseados em IA e análise multivariada para padronização dos dados. Especificamente
na modelagem por IA, utilizamos o algoritmo Random Forest (RF) definido como um
tipo de ensemble learning (aprendizado em bloco) que agrega precisão aos resultados
(112). Além de sua reconhecida acurácia em nossos trabalhos anteriores (113), adotamos
o RF também em função de sua praticidade de implementação em dispositivos eletrônicos
(e.g. PCs, SmartPhones, SmartTVs etc) que tem apelo substancial ao que defendemos
como disseminação de métodos de apoio ao diagnóstico. Esse algoritmo RF, ilustrado
pela Figura 8, gera múltiplas e aleatórias árvores de decisão a fim de classificar com
bastante acurácia os indivíduos em “casos” ou “controles”. Assim, esse mesmo modelo
seria capaz de predizer o suposto desenvolvimento da hanseníase no grupo dos contatos
pelo reconhecimento do padrão de suas variáveis imunológicas.
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4 RESULTADOS

4.1 Aspectos clínicos e demográficos

A fim de conhecermos as características e peculiaridades da amostra de estudo,
no que tange à parte clínica e caracterização da amostra, dispomos algumas estatísticas
descritivas nas Tabelas 2 a 4. Essas estatísticas resumem, pelo menos em nossa amostra,
a natureza heterogênea das manifestações da hanseníase. Ao longo desse capítulo abor-
daremos associações, redundâncias e até mesmo possíveis exclusões de variáveis a fim de
alcançar o melhor modelo de reconhecimento de padrões das vias de susceptibilidade dessa
bacteriose.

Em relação às variáveis demográficas propriamente ditas, 50,4% dos participantes
eram mulheres, 70,2% possuiam pele parda ou preta, 54,2% moravam em zona urbana e
85,3% moravam há mais de cinco anos na região (Tabela 2).

Tabela 2 – Caracterização da amostra em razão das variáveis demográficas
qualitativas abordadas no estudo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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Pela Tabela 3, podemos verificar que os participantes da pesquisa possuiam média
de idade de aproximadamente 40 anos, sendo que o participante mais novo e o mais velho
possuiam 5 e 85 anos, respectivamente.

Tabela 3 – Caracterização da amostra em razão da variável quantitativa idade, em anos,
complementando as informações demográficas da Tabela 2.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Quanto às variáveis clínicas apresentadas na Tabela 4, 39,1% dos participantes eram
contatos domiciliares, 28,6% eram controles e os casos (32,3%) se dividiam em paucibacilares
(28,6%) e multibacilares (71,4%). Cerca de 32,8% dos participantes apresentaram casos
de hanseníase na família. Quanto a vacinação BCG que potencialmente auxiliaria na
prevenção da doença, percebeu-se que 76,4% dos indivíduos apresentaram pelo menos uma
cicatriz de vacina BCG. No geral, a maioria dos participantes da pesquisa não apresentou
lesões cutâneas, sejam elas manchas, áreas hipocrômicas ou placas dérmicas. Esse perfil
era mais característico dos casos, conforme demonstrado na Tabela 4.
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Tabela 4 – Caracterização da amostra em razão das variáveis clínicas abordadas
no estudo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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4.2 Aspectos imunológicos

Em relação às citocinas e quimiocinas estudadas no presente trabalho, observamos
alguns dados faltantes (missing values) em função de algumas amostras não apresentarem
resultados compatíveis com os níveis padronizados pelo KIT. Contudo, obtivemos material
suficiente para construir as Tabelas 5 e 6 que revelam as estatísticas da mensuração dessas
proteínas a partir de cultura de células dos grupos Caso, Controle e Contato.

Na Tabela 5, o fator de necrose tumoral (TNF) apresentou diferença significativa
entre os grupos de estudo na cultura de células estimuladas (ML) pelo M. leprae, ao
contrário das culturas de células sem estímulo. Contudo, não observamos diferença entre as
medianas dos grupos Caso, Contato e Controle quanto a mediana de produção das demais
citocinas analisadas no presente estudo. Na Tabela 6, apresentamos algumas estatísticas
das quimiocinas analisadas no presente estudo. Foram encontradas algumas diferenças
estatisticamente significativas entre a mediana de produção dessas proteínas nos grupos
Casos, Controles e Contatos. Tanto a cultura de células estimuladas pelo M. leprae quanto
a cultura de células não estimulada apresentaram aumento na produção das quimiocinas
IL-8 e RANTES.

De forma complementar aos resultados observados na análise univariada dos pa-
râmetros imunológicos, as citocinas e quimiocinas também foram analisadas de maneira
multivariada por Análise de Componentes Principais (ACP). Essa abordagem visou analisar
a informação conjunta que essas moléculas podem trazer a fim de reconhecermos padrões
frente a infecção pelo M. leprae, uma vez que abordagens univariadas não contemplam as
interações inerentes a essas proteínas no complexo contexto biológico.

Antes de prosseguirmos com as análises desse estudo, frisamos que a ACP exige
prévia correção dos dados como a normalização e imputação (ou remoção) de valores
faltantes. Como observado anteriormente, nossos dados apresentaram missing values que
até certo ponto eram esperados no que diz respeito à coleta e ao registro de parâmetros
biológicos. Para resolver esse impasse a fim de aplicarmos a ACP, recorremos à imputação
de valores por meio da função rfImpute do software R que basicamente busca preencher os
dados faltantes com valores mais prováveis considerando o perfil dos indivíduos do estudo.
Em resumo, aplicamos um algoritmo robusto o suficiente para que a imputação não fosse
realizada indiscriminadamente por medidas de tendência central que não consideram as
diferentes nuances dos perfis dos indivíduos (que tem grande relevância na resposta imune).
Nesse trabalho, omitiremos a caracterização da amostra pós-imputação em função das
estatísticas apresentadas nas Tabelas 2 a 6 não terem sofrido modificações relevantes ao
que já abordamos previamente.
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Tabela 5 – Caracterização da amostra em razão das citocinas analisadas no presente
estudo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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Tabela 6 – Caracterização da amostra em razão das quimiocinas analisadas no
presente estudo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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Na aplicação da ACP, consideramos adequada a separação desses perfis em função
dos grupos: casos, controles e contatos. Os dois primeiros grupos denotam respectiva-
mente os indivíduos doentes e os controles, enquanto que o último grupo representa os
indivíduos chamados contatos: aqueles supostamente não contaminados que conviviam
prolongadamente com pelo menos um indivíduo portador de hanseníase.

A Figura 9 apresenta os diferentes perfis de produção de citocinas e quimiocinas
das culturas de PMBC dos indivíduos participantes do estudo em duas abordagens
independentes: sem estímulo (SE); e com estímulo específico do M. leprae (ML). Para
fins de interpretação, é importante enfatizar algumas propriedades da solução gerada pela
ACP onde os vetores (setas) denotam as representações das variáveis apontando no sentido
da maior produção da respectiva citocina ou quimiocina representada pelo vetor. Além
disso, o tamanho do vetor denota a importância (peso) da respectiva variável na solução
da ACP de forma que vetores maiores representam as citocinas ou quimiocinas que tem
maior impacto na configuração do espaço reduzido.

Essa representação dos componentes principais demonstra ainda o quanto que
as variáveis são mutuamente correlacionadas e pode revelar até mesmo redundância
das mesmas. Quanto mais sobrepostos os vetores, maior a correlação positiva entre os
respectivos biomarcadores enquanto que vetores apontando para lados opostos denotam
correlações negativas. Em termos trigonométricos, analisando os vetores dois a dois,
podemos especificar ainda que: o ângulo de 0◦ representa uma perfeita correlação positiva
(ρ = +1); o ângulo de 180◦ representa uma perfeita correlação negativa (ρ = −1); e
o ângulo de 90◦ representa ausência de correlação (ρ = 0). Ou seja, de forma geral, a
correlação (ρ) entre duas variáveis representadas no espaço reduzido da ACP é igual ao
cosseno (cos) do ângulo (θ) formado por seus respectivos vetores. Percebemos, na Figura 9,
uma diferença entre casos e controles em relação à produção de citocinas e quimiocinas,
nas culturas com e sem estímulo. Esses resultados estão aqui descritos considerando o
plano cartesiano, em sentido anti-horário, em seu primeiro quadrante, seguido do segundo,
terceiro e finalmente o quarto quadrante.
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Figura 9 – Análises de Componentes Principais nas culturas de PBMC,
considerando os grupos de estudo.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021), onde: SE - cultura sem estímulo; ML -
cultura com estímulo específico pelo M. leprae.



56

Nos indivíduos acometidos pela doença (casos), percebemos que a produção da
citocina IL-4, concomitantemente com a produção das quimiocinas IP-10, MIG, IL-8 e
RANTES, é afetada pelo estímulo específico do M. leprae pois os vetores que representam
esses biomarcadores mudam de quadrante ao comparamos a Figura 9B com a Figura 9A.
Importante notar a mudança que ocorreu nas quimiocinas IL-8 e RANTES as quais
praticamente apresentaram uma rotação de 180◦ em seus vetores nas culturas estimuladas
pelo ML, especificamente no grupo dos casos. Ainda analisando os indivíduos portadores
da doença, percebemos que algumas correlações também sofreram mudanças em função do
estímulo: a IL-17 passa a ser mais correlacionada com a MIG e IP-10 do que com a IL-4 e
IL-2 como observado no perfil sem estímulo; a correlação positiva entre IL-2 e IL-4, sem
estímulo, se torna praticamente nula (ângulo de 90◦) no perfil com estímulo; a moderada
correlação negativa entre MCP-1 e RANTES, sem estímulo, se torna forte e positiva no
perfil com estímulo (o mesmo ocorre entre IL-17 e IL-8); o TNF e a IL-8 que tem correlação
praticamente nula, sem estímulo, passam a forte e positivamente correlacionadas no perfil
com estímulo; a extremamente forte correlação negativa entre a IL-4 e a MCP-1, sem
estímulo, passa a ser forte e positiva no perfil com estímulo específico.

Nos indivíduos controles percebemos pouca mudança no perfil imunológico com
estímulo específico em relação ao perfil sem estímulo. Uma citocina que nos chama atenção
nesse grupo é a IL-2 que no perfil com estímulo (Figura 9D) se correlaciona mais com a
IL-10 do que com a IL-17 como observado no perfil sem estímulo (Figura 9C). Os indivíduos
supostamente não contaminados por M. leprae que convivem de forma prolongada com
pelo menos um portador de hanseníase (contatos, Figura 9E e Figura 9F) apresentaram
um perfil de produção de citocinas e quimiocinas aparentemente compartilhado com o
perfil dos controles e dos casos. Inclusive, a ACP no grupo dos contatos sugere que a
correlação entre IL-8 e MCP-1 se assemelha mais ao perfil dos casos (com estímulo) que
dos controles.

Ao contrastarmos o grupo dos Casos e o grupo dos Controles pela abordagem
multivariada de ACP nas culturas estimuladas peloM. leprae, percebemos que os indivíduos
acometidos pela hanseníase tenderam a apresentar uma forte e positiva correlação entre
IL-8 e TNF, justamente o contrário do observado no grupo dos Controles que apresentaram
forte e negativa correlação entre esses marcadores (Figuras 9B e D). De forma muito similar,
essa dinâmica ocorre nas correlações entre MCP-1 e RANTES, e também nas correlações
entre IL-4 e RANTES. Porém, seguindo a mesma linha de raciocínio, percebemos que os
indivíduos portadores de hanseníase tenderam a apresentar uma forte e negativa correlação
entre IFN e TNF, ao passo que o grupo dos Controles apresentou forte e positiva correlação
entre esses marcadores. Novamente, de forma muito similar, essa dinâmica ocorre nas
correlações entre: MCP-1 e IL-17; IL-10 e IL-2; TNF e IL-2; TNF e IFN; TNF e IL-4;
IL-10 e IL-4.
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4.3 Aspectos moleculares

A Tabela 7 monstra a relação dos genes, SNPs e respectivos genótipos nos gru-
pos Caso, Controle e Contatos. Esta tabela descreve o perfil genético da amostra
de estudo considerando os marcadores moleculares selecionados para analisar sua as-
sociação com a hanseníase. Avaliamos SNPs nos genes TLR4 (rs4986790, rs2149356,
rs1927914 e rs2737190), IL-10 (rs1554286, rs3024490, rs1800872 e rs1800871), TLR1

(rs4833095), TLR2 (rs3804099) e SLC11A1 (rs17235416) principalmente a fim de encon-
trar diferenças entre os casos e os controles. Uma vez definidos os padrões moleculares, o
acompanhamento dos contatos seria melhor direcionado.

Tabela 7 – Caracterização da amostra em razão das variáveis genéticas adotadas no
estudo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).



58

A partir das frequências genotípicas apresentadas na Tabela 7, aplicamos o teste
HWChisq (94), disponível no R, a fim de avaliar alguma desproporção quanto ao que seria
esperado naturalmente pelos genótipos. Nesse teste, a hipótese nula é que os genótipos
estejam em equilíbrio Hardy-Weinberg. Partindo da hipótese básica (H0, nula) de que os
genótipos estejam em equilíbrio, realizou-se o teste χ2 (114) onde não rejeitamos (p >
0,05), em todos os SNPs, a hipótese de que estejam em equilíbrio de Hardy-Weinberg.

A Tabela 8 apresenta a menor frequência alélica dos SNPs avaliados. Na população
estudada, as frequências dos alelos dos SNPs ficaram muito próximas a de outras populações
nos estudos do projeto 1000 Genomes ou TOPMED, exceto a frequência do SNP rs4986790
que, na nossa população foi três vezes menor ao MAF global.

Tabela 8 – Avaliação das proporções dos ge-
nótipos de cada SNP analisado no presente

estudo.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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As Tabelas 9, 10 e 11 apresentam como os genótipos dos participantes estão
distribuídos e possibilitam avaliar as chances de adoecimento pela hanseníase em função
dessas características moleculares dos indivíduos. Essas tabelas contemplam hipóteses
sobre modelos alélicos de: i - codominância, no qual os alelos em heterozigose seriam ativos
e independentes entre si; ii - dominância, no qual um alelo determina um fenótipo mesmo
em dose simples; iii - recessividade, no qual um alelo determina um fenótipo apenas em dose
dupla; e iv - sobredominância, no qual apenas os alelos em heterozigose determinam um
fenótipo. As variantes rs1927914 (c) e rs2737190 (d) apresentaram altíssimo desequilíbrio
de ligação de forma que os resultados foram idênticos para nossa amostra.

Considerando um nível de confiança de 95,0%, percebemos na Tabela 9 que apenas
os SNPs rs1927914 (c) e rs2737190 (d) do gene TLR4, que estão em alto desequilíbrio
de ligação, apresentaram diferenças estatisticamente significativas em relação as razões
de chance dos casos e controles sob o modelo de dominância alélica (A/A vs A/G+G/G).
Os indivíduos com genótipos A/G ou G/G têm aproximadamente 2,3 (1/0, 44) vezes mais
chances de adoecer que os indivíduos com genótipo A/A. Sendo assim, o alelo A apresenta
um papel de proteção à doença no modelo de codominância proposto nesses SNPs. Não
foram observadas diferenças estatisticamente significativas nos SNPs avaliados do gene
IL-10 (Tabela 10) e nem com os SNPs rs4833095 de TLR1, rs3804099 de TLR2 e
rs17235416 do gene SLCA11A1 (Tabela 11).
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Tabela 9 – Estimativas de razão de chances considerando diferentes modelos
de herança genética em relação aos SNPs rs4986790 (a), rs2149356 (b),

rs1927914 (c) e rs2737190 (d) do gene TLR4.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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Tabela 10 – Estimativas de razão de chances considerando diferentes modelos
de herança genética em relação aos SNPs rs1554286 (a), rs3024490 (b),

rs1800872 (c) e rs1800871 (d) do gene IL-10.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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Tabela 11 – Estimativas de razão de chances considerando diferentes modelos
de herança genética em relação aos SNPs rs4833095 (a), rs3804099 (b) e

rs17235416 (c) respectivamente dos genes TLR1, TLR2 e SLCA11A1.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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4.3.1 Imunogenética

As Figuras 10, 11 e 12 apresentam as distribuições das citocinas em relação aos
genótipos analisados nos grupos casos e controles via intervalos de confiança bootstrap
de 95,0%. Percebemos algumas diferenças entre as medianas da produção de citocinas e
quimiocinas entre os grupos em diferentes genótipos.

Na Figura 10, em relação ao gene TLR4, percebemos: em A, maior produção
de MIG no grupo dos casos que no grupo dos controles com genótipo A/A no SNP
rs4986790; em B, nenhuma diferença significativa entre casos e controles, considerando o
SNP rs2149356; em C e em D, maior produção de RANTES no grupo dos controles que
no grupo dos casos com genótipo A/A nos SNPs rs1927914 e rs2737190.

Na Figura 11, em relação ao gene IL-10, percebemos: em A, maior produção de
TNF no grupo dos casos que nos grupo dos controles com genótipo G/A do SNP rs1554286;
em B, maior produção de TNF no grupo dos casos que nos grupo dos controles com
genótipo A/C No SNP rs3024490; em C, maior produção de TNF no grupo dos casos que
no grupo dos controles com genótipo T/G, bem como maior produção de IL-4 no grupo
dos controles que no grupo dos casos com genótipo T/T no SNP rs1800872; em D, maior
produção de TNF no grupo dos casos que no grupo dos controles com genótipo A/G no
SNP rs1800871.

Na Figura 12, em relação aos genes TLR1, TLR2 e SLC11A1, percebemos respecti-
vamente: em A, nenhuma diferença significativa entre casos e controles, considerando o
SNP rs4833095; em B, maior produção de TNF no grupo dos casos que no grupo dos
controles com genótipo C/C, bem como maior produção de IP-10 e MIG no grupo dos
casos que no grupo dos controles com genótipo C/T no SNP rs3804099; em C, nenhuma
diferença significativa entre casos e controles, considerando o SNP rs17235416.
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Figura 10 – Perfil da produção de citocinas e quimiocinas dos casos e controles em função dos genótipos dos SNPs rs4986790
(A), rs2149356 (B), rs1927914 (C) e rs2737190 (D) do gene TLR4.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021), sendo que o ponto central, limite inferior e limite superior dos intervalos de confiança
representam, respectivamente, os percentis 2,5, 50 e 97,5 das 10.000 amostras de bootstrap criadas para esse estudo. Considere IFNg
= IFN-γ.
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Figura 11 – Perfil da produção de citocinas dos casos e controles em função dos genótipos dos SNPs rs1554286 (A),
rs3024490 (B), rs1800872 (C) e rs1800871 (D) do gene IL-10.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021), sendo que o ponto central, limite inferior e limite superior dos intervalos de confiança
representam, respectivamente, os percentis 2,5, 50 e 97,5 das 10.000 amostras de bootstrap criadas para esse estudo. Considere IFNg
= IFN-γ.
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Figura 12 – Perfil da produção de citocinas dos casos e controles em função dos genótipos dos SNPs rs4833095 (A),
rs3804099 (B) e rs17235416 (C) dos genes TLR1, TLR2 e SLC11A1, respectivamente.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021), sendo que o ponto central, limite inferior e limite superior dos intervalos de confiança
representam, respectivamente, os percentis 2,5, 50 e 97,5 das 10.000 amostras de bootstrap criadas para esse estudo. Considere IFNg
= IFN-γ.
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4.4 Algoritmo da suscetibilidade e evolução clínica dos contatos intra-
domiciliares

Para fins de modelagem em IA, realizamos a classificação dos indivíduos em casos
ou controles. Uma vez que o modelo foi treinado, fizemos a predição dos contatos intrado-
miciliares dos respectivos casos para que os mesmos sejam posteriormente acompanhados
ao longo dos anos pela equipe de pesquisa e demais órgãos de saúde pública que colaboram
com o projeto a fim de controlar a transmissão da doença. A Figura 13 apresenta a nova
configuração dos dados após o tratamento. Na etapa de modelagem, utilizamos cinco
dimensões desse novo espaço reduzido.

Figura 13 – Representação tridimensional (A) dos dados preparados para a etapa de
modelagem por inteligência artificial e suas projeções nos planos bidimensionais (B).

Fonte: Elaborada pelo autor (2021), sendo que os casos estão em vermelhos e os controles em
preto.

A partir dessa nova estrutura dos dados apresentada na Figura 13, aplicamos
algoritmo Random Forest a fim de criar um modelo de classificação binária: controles vs
doentes. O modelo foi treinado com os parâmetros padrões apresentados na biblioteca
randomForest do R cujas principais estatísticas são apresentadas na Figura 14. Conside-
rando todos os 158 indivíduos (casos e controles), o modelo errou a predição em apenas
quatro deles.
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Na Figura 14 são apresentados ainda parâmetros de qualidade dos modelos de
predição de forma que: acurácia denota o percentual de acerto do modelo, na predição
tanto de doentes quanto de controles; precisão denota o percentual de acerto do modelo,
dentre apenas os que tiveram predição de doentes; sensibilidade denota o percentual de
acerto do modelo, dentre os sabidamente doentes; especificidade denota o percentual de
acerto do modelo, dentre os indivíduos supostamente não contaminados pelo M. leprae
(controles); VPP, valor de predição positiva, denota a probabilidade de um indivíduo
realmente estar doente, dado que o modelo tenha predito isto; VPN, valor de predição
negativa, denota a probabilidade de um indivíduo realmente não estar contaminado pelo
M. leprae, dado que o modelo tenha predito isto.

Figura 14 – Estatísticas acerca da qualidade
do modelo RF.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021) a partir da
função confusionMatrix do pacote caret do
software R.

A Tabela 12 revela uma matriz que replica uma das 500 árvores de decisão contidas
na Random Forest que aplicamos, a qual apresentou 3,4% de erro de predição. Essa Tabela
ilustra o método de classificação utilizado em todas as outras árvores de decisão do modelo
adotado.
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Dadas as cinco dimensões de um paciente no plano cartesiano criado pela aplicação
da PCA (ver Figura 13), seguimos a lógica: i. começando pelo “Ramo 1” (primeira linha
da tabela), observamos a coordenada do paciente na quarta dimensão (Dim.4); ii. caso
essa coordenada seja menor ou igual ao ponte de corte “2.10226” partirmos para o “Ramo
Esquerdo” 2 (segunda linha da tabela) ou para o “Ramo Direito” 3 (terceira linha), caso
contrário. iii. segue-se esse direcionamento percorrendo os ramos (linhas da tabela) até
que na coluna “Status” seja encontrado o valor “-1,00”, indicando a conclusão da predição
nessa árvore de decisão. Lembramos que essa série de procedimentos é realizada ao longo
de toda a random Forest e que a decisão final denota o consenso entre elas, emulando uma
junta médica ao analisar os parâmetros do paciente frente a uma possível infecção por M.
leprae.

Tabela 12 – Árvore de decisão com erro de inferência de 3,4%.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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Imaginemos, por exemplo, o indivíduo “ABC” cujas dimensões em um espaço
multidimensional da PCA sejam expressas pelo vetor X = [-3,563917 ; 0,4226998 ; 3,238157
; -0,2935912 ; 0,0006476632] representando as coordenadas do indivíduo nas dimensões 1 a
5. Começando pela primeira linha da tabela, verificamos que “-0,2935912” (Dim.4) é menor
que “2,10226” nos levando para a segunda linha da tabela; daí, verificamos que “-3,563917”
(Dim.1) é menor que “2,04652” nos levando para a quarta linha da tabela; em seguida,
verificamos que “3,238157” (Dim.3) é maior que “1.56274” nos levando para a sétima linha
da tabela que possui “Status” igual a “-1,00” que denota o encerramento do algoritmo com
predição de CASO, ou seja, o indivíduo ABC seria classificado como doente nessa árvore
de decisão. Contudo, esse processo se realizaria em centenas de árvores diferentes umas
das outras que, ao final, estabeleceria a probabilidade do status clínico desse indivíduo. Ao
aplicarmos o modelo de IA aos contatos domiciliares dos respectivos casos participantes
da pesquisa, identificamos na Figura 15 alguns indivíduos com chance de adoecerem ao
longo do tempo, considerados os perfis de citocinas e quimiocinas apresentados por eles.

Figura 15 – Predição do risco de cada contato desenvolver
sintomas da hanseníase, segundo o modelo de IA.

Fonte: Produção autoral, sendo que as notações numéricas
das barras identificam os participantes na pesquisa e os
círculos concêntricos pontilhados denotam a escala de
probabilidade intervalada em 10%.
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Em sentido horário, podemos separar o grupo dos contatos em ordem de prioridade
no acompanhamento a fim de diminuir a transmissão da doença nas comunidades estudadas.
Percebemos que os participantes ‘1194’ e ‘1196’ careceriam de acompanhamento mais
frequente que os participantes ‘1219’ e ‘1136’.

Esses participantes de maior risco de evoluírem para formas clínicas da hanseníase
(‘1194’ e ‘1196’) trataram-se de duas adolescentes de área urbana, de pele parda/preta, de
13 e 16 anos de idade, contatos de pacientes multibacilares. Ambas residiam com cinco ou
mais pessoas, apresentavam cicatriz de BCG e praticamente nenhuma característica clínica
da doença, com exceção de um único espessamento neural em uma delas. A mensuração
de citocinas e quimiocinas na cultura de células estimuladas (M. leprae), comparada a
cultura sem estímulo, foi menor para IL-17, IFN-g, TNF, RANTES e IL-8. Entretanto,
foi maior para IL-6, IL-4, IP-10 e MCP-1. Quanto às variáveis genéticas, apesar dessas
não terem feito parte do modelo de predição em questão, verificou-se que as adolescentes
apresentaram o mesmo genótipo em 4 dos 11 SNPs analizados: G/A no rs1554286 (IL-
10); A/A no rs4986790 (TLR-4); C/T no rs4833095 (TLR-1); e C/T no rs3804099 (TLR-
2). Especificamente nas variantes em que foi demonstrada associação estatisticamente
significativa quanto à hanseníase, essas adolescentes apresentaram genótipos A/A e A/G
nos SNPs rs1927914 e rs2737190 do gene TLR4. Dessa forma, apenas a ‘1196’ apresentou o
alelo de susceptibilidade (G) segundo o presente estudo.

Em contraste, os participantes de menor risco (‘1219’ e ‘1136’) tratavam-se de
um contato feminino (28 anos, 2 cicatrizes de BCG) e um contato masculino (21 anos,
0 cicatriz de BCG), ambos de área urbana, de pele parda, residiam com cinco ou mais
pessoas, sem características clínicas da doença. Na cultura estimulada do contato feminino,
observaram-se igual ou menor produção de todas as citocinas e quimiocinas analizadas,
em comparação com a cultura não estimulada. No contato masculino, excetuando a
diminuição de MCP-1, RANTES e IL-8, todas as outras citocinas e quimiocinas tiveram
suas produções aumentadas nas culturas de células com estímulo do M. leprae. Quanto
às variáveis genéticas, verificou-se que os indivíduos apresentaram o mesmo genótipo em
apenas 2 dos 11 SNPs analizados: A/A no rs4986790 (TLR-4); e C/T no rs3804099 (TLR-2).
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5 DISCUSSÃO

5.1 Aspectos clínicos, imunológicos e moleculares

As citocinas e quimiocinas variam bastante na espécie humana, em função de uma
gama de fatores como idade, gênero, doenças crônicas, perfil genético, estado emocional e
psicológico (115, 116). No que se refere especificamente a análise de citocinas e quimiocinas,
existem diversos protocolos para quantificação desses marcadores, fato que aumentou o
desafio de estabelecer padrões generalizados que auxiliem no diagnóstico da hanseníase.
Considerando a rede de interações dessas proteínas (Figura 3), julgamos interessante um
reconhecimento de padrão por meio da redução de dimensionalidade dos dados provenientes
desses marcadores imunológicos (Figura 9), assim como simulações (bootstrap) para associar
a produção de citocinas e quimiocinas aos genótipos dos participantes do estudo (Figuras 10
a 12), a fim de tentar entender um pouco mais sobre a resposta imune do hospedeiro frente
a hanseníase.

Foi observado na Tabela 5 que o grupo dos casos apresentou uma mediana de
produção de TNF superior na cultura de células estimuladas pelo M. leprae que na cultura
de células sem estímulo. Estudos em PBMC apontam que essa produção aumentada de
TNF está relacionada à uma reação inflamatória frente ao glicolipídeo-fenólico-1 (PGL-1),
molécula exclusiva do M. leprae (117). Essa relação é observada especialmente em reações
imunológicas exacerbadas contra o PGL-1, lipoarabinomanana e segmentos do esqueleto
celular do bacilo. A literatura aponta que os níveis de TNF reduzem drasticamente (mais
de 90%) após o início do tratamento às reações hansênicas pela ingestão de talidomida,
indicando que essa citocina contribui para o processo inflamatório em resposta ao M.
leprae (118).

O presente estudo apontou maior produção de TNF nos casos que nos controles
(Figura 12B), quando analisamos a variante rs38040099 do TLR2, especificamente nos
indivíduos de genótipo C/C. Além disso, embora de forma não significante, percebemos
que indivíduos com genótipo C/T produziram mais IL-6 no grupo dos controles que nos
casos ao contrário do observado nos demais genótipos do rs3804099. De forma análoga, a
produção de IL-10 foi superior nos casos que nos controles, nos indivíduos com genótipo
C/C ao contrário dos demais genótipos (Figura 12B), embora esse resultado também não
tenha sido estatisticamente relevante a um nível de significância de 5%.
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Esses resultados, embora careçam de replicação em estudos com grandes amostras
(o que tentamos simular por bootstrap), encontram suporte na literatura que revela que a
produção das citocinas TNF, IL-6 e IL-10 parece estar envolvida na atividade e expressão da
indolamina 2,3-dioxigenase 1 (IDO-1), enzima presente no primeiro estágio do catabolismo
do triptofano, descrita em microambientes microbicidas e tolerogênicos, induzida pela
ativação do TLR2 (119). Existem evidências in vitro e in vivo de que os catabólitos do
triptofano podem induzir rápida apoptose de células T auxiliares Th1 (mas não de Th2) e
por causa de tais efeitos seletivos, o catabolismo do triptofano pode também contribuir
para certos estados de doença por meio de um desequilíbrio na resposta das células T
auxiliares (120).

As quimiocinas IL-8 e RANTES apresentaram produção aumentada nas culturas
de células do grupo dos casos, independentemente de terem ou não sido estimuladas pelo
M. leprae (Tabela 6), concordando com alguns achados da literatura (121). Sabe-se que
M. leprae é capaz de reprogramar células de Schwann hospedeiras a ponto de as tornarem
pluripotentes (assim como células tronco) e que tais células nervosas desdiferenciadas
(em função da infecção bacteriana) aumentam a produção de IL-8, RANTES e outras
moléculas quimiotáticas de macrófagos a fim de promover a migração do M. leprae para
outros tecidos (31).

Embora tenhamos trabalhado com culturas de PBMC e não com células de Schwann
como no estudo supracitado (31), vale considerar a hipótese de que o M. leprae poderia
estabelecer mecanismos de reprogramação também em células do sistema imunológico
como o que foi observado em estudos sobre a Bordetella pertussis, bactéria causadora da
Coqueluche (122). Foi observado que em pulmões de camundongos infectados com B.
pertussis, a ação da toxina adenilato ciclase (CyaA) inibiu a diferenciação de monócitos
infiltrantes em macrófagos e células dendríticas (123). Além disso, observou-se que a
sinalização de adenosina 3’,5’-monofosfato cíclico (cAMP) de CyaA também provocou a
desdiferenciação de macrófagos maduros (nos alvéolos pulmonares) para células semelhantes
a monócitos (124). Esse tipo de mecanismo contribuiria para evasão imunológica da
Bordetella pertussis e também, em teoria, do M. leprae.

Em relação as Figuras 9A e 9B, observou-se uma mudança no perfil da produção de
IL-8 e RANTES, no contexto multivariado onde todas as citocinas e quimiocinas interagem
entre si. Sabe-se que a via do NFkB é essencial para a regulação da transcrição tanto
de IL-8 quanto de RANTES por meio de reações em cadeia derivadas da ativação de
TLR1/TLR2, TLR3 e NOD1 (125). Esse estudo acrescenta que foram necessárias outras
vias (MAPKs e ERK1/ERK2) para controlar apenas a transcrição de IL-8 sem controlar a
transcrição de RANTES.
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As interações entre os componentes bacterianos, fúngicos ou virais com os TLRs
ativam a via do NFkB, conduzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias e quimi-
ocinas, bem como as moléculas coestimulatórias necessárias para a ativação das células
T (126, 127). Em relação ao gene TLR1, observou-se uma associação significativa entre
a variante rs48033095 com a hanseníase em diferentes populações brasileiras, analisadas
tanto separadamente quanto em metanálise (128). Em nossa amostra, entretanto, essa
associação não foi confirmada.

Na análise de citocinas e quimiocinas estratificadas por genótipos da variante
rs4833095 (TLR1), foram observadas, na literatura, diferenças que apontam para um papel
funcional desse marcador promovendo alterações significativas na produção da quimiocina
MCP-1 (76). Um estudo imuno-histoquímico mostrou que a MCP-1 estava presente em
nervos afetados pela hanseníase, indicando que essa quimiocina também estaria associada
ao depósito excessivo de matriz extracelular (129), o que pode estar relacionado a lesão
do nervo. Apesar da variante rs4833095 ter sido associada à hanseníase em populações
brasileiras, corroborando com dados anteriores de Bangladesh (130), não encontramos
evidências suficientes para confirmar essa associação na amostra do presente trabalho.
Contudo, foi evidenciado que o rs4833095 possa ter um papel regulador na produção de
citocinas e quimiocinas na infecção pelo M. leprae (76).

Na literatura, em relação à IL-12, foi verificado que culturas de PBMC estimuladas
pelo M. leprae apresentaram aumento da produção dessa citocina em células de pacientes
comparados aos controles, destacando um mecanismo pelo qual IFN-γ desregula IL-10
pela indução de IL-12 (131). Apesar do presente trabalho não ter contemplado a IL-12,
percebemos um indício (limítrofe) de maior produção de IL-2 em indivíduos controles
portadores de genótipo T/T do rs4833095 do que nos indivíduos doentes portadores do
mesmo genótipo (Figura 12A). A literatura indica que parece haver uma ligação entre a
IL-2 e a transdução do sinal da IL-12 nas células natural killer (NK), de forma que a IL-2
estimula a expressão de dois receptores de IL-12, IL-12R e IL-β1-12R-β2, mantendo a
expressão de uma proteína crítica envolvida na sinalização de IL-12 nas células NK. Essa
resposta funcional parece ser melhorada pela produção de IFN-γ.

Em relação aos SNPs no gene TLR2, estudos revelaram diferentes concentrações
de IL-6 e IL-17 relacionadas ao marcador rs3804099, de forma que portadores do alelo T
produziram níveis mais elevados dessas citocinas (76). Tal constatação não foi observada no
presente trabalho quanto ao SNP rs3804099 mas, na Figura 12B percebemos uma possível
tendência de: i. indivíduos controles com genótipo T/T produzirem mais IL-17 que os
indivíduos doentes portadores do mesmo genótipo (justamente o oposto do observado
nos genótipos C/C e C/T); ii. indivíduos controles com genótipo C/T produzirem mais
IL-6 que os indivíduos doentes portadores do mesmo genótipo (justamente o oposto do
observado nos genótipos C/C e T/T).
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No gene TLR4, já foram identificados diversos polimorfismos e, para alguns deles,
foram mostradas associações com a susceptibilidade a infecções bacterianas, considerando
a diversidade de estruturas de lipolissacarídeos (LPS) e o reconhecimento diferencial
pelo TLR4 (132). Nossos estudos apontam para uma suposta associação entre a variante
rs1927914 no gene TLR4 e a susceptibilidade à hanseníase (Tabela 1) que difere do estudo
(76) que não encontrou associação dessa variante com a hanseníase per se ou com reações
hansênicas, apesar dos autores não terem considerado um modelo de dominância alélica
assim como fizemos no presente trabalho. Esse polimorfismo, por estar localizado na
região promotora do gene TLR4 pode alterar o local de ligação ao fator transcricional,
modificar a atividade do promotor e regular a expressão gênica ou a via de sinalização
(133). Aparentemente, a proteína TLR4 (vide Anexo D) teria papel relevante em nosso
estudo e ao pesquisarmos, na literatura, sobre o perfil dos diferentes tipos de células
quanto à presença de receptores do tipo toll 4, notamos que os queratinócitos expressam
essas proteínas (134). Interessantemente, os queratinócitos parecem desempenhar um
papel fundamental na liberação do peptídeo antimicrobiano β-defensina em resposta aos
antígenos do M. leprae (135).

Considerando a variante rs1927914 do TLR4 (Figura 10C), verificou-se que os
indivíduos do grupo controle portadores do genótipo A/A apresentaram maior produção
de RANTES que os indivíduos de mesmo genótipo no grupo dos casos. Assim, o genótipo
A/A dessa variante apresentou carácter de proteção no modelo de dominância proposto
na Tabela 9C. Embora não diretamente relacionada ao M. leprae, observou-se que na
infecção pelo M. tuberculosis a regulação positiva do fator de transcrição de zíper de
leucina básica (Batf2), em macrófagos e células dendríticas, desencadeia a produção de
TNF-α, IFN-γ e RANTES, bem como a liberação de radicais livres (136, 137). Assim,
pode-se, hipoteticamente, considerar que mecanismos parecidos aconteçam em indivíduos
acometidos pela hanseníase. Além disso, a quantificação de citocinas e quimiocinas,
associada a genótipos específicos, poderiam contribuir para o diagnóstico da doença, uma
vez que os TLRs, enquanto receptores da imunidade inata, exercem papel crucial na
ativação de células imunes por meio da sinalização intracelular. Em especial o TLR4,
fundamental na vigilância imunológica contra infecções bacterianas intracelulares (137).
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5.2 A tecnologia de IA como forma de inclusão, acessibilidade e combate
à hanseníase

O protocolo de análise de dados que realizamos ao longo do presente trabalho visou
contemplar uma série de boas práticas de modelagem estatística baseada em IA, onde
abordamos etapas como: imputação/exclusão de dados; seleção de variáveis e respectiva
normalização; e, por fim, aplicação de um algoritmo eficiente de reconhecimento de padrões.
Nesse sentido, trataram-se os dados extremos ou faltantes e em seguida selecionaram-
se as variáveis que, juntas, forneciam menor erro de predição do modelo baseado em
RF. Considerando que esta seleção de variáveis poderia ser otimizada para remover
certas redundâncias (presença de colinearidade) eventualmente prejudiciais aos modelos,
percebemos que a redução de dimensionalidade poderia agregar maior valor à predição se
focássemos apenas no reconhecimento de padrões clínicos (doente vs sadio) e imunológicos
(citocinas e quimiocinas) da hanseníase. Sendo assim, as variáveis genéticas (SNPs) não
agregaram melhoria no modelo de predição, sendo, portanto, excluídas do modelo final sem
que o mesmo perdesse acurácia. Talvez variáveis genéticas fariam algum efeito significativo
no modelo em questão caso dispuséssemos de milhares de indivíduos na amostra, conforme
simulado com bootstrap (Figuras 10 a 12). A fim de evitar desdobramentos majoritariamente
estatísticos a esse trabalho, omitimos os modelos intermediários que não foram relevantes
na identificação de indivíduos doentes, visto que o intuito principal desse trabalho é o uso
da ferramenta como suporte ao diagnóstico. Foi apresentado apenas o modelo final.

Sabemos, no entanto, que a hanseníase é uma doença com diagnóstico hegemonica-
mente clínico e que a escassez de sintomas iniciais pode contribuir para erros no diagnóstico
ou para o sub-diagnóstico (138) que deve ser efetuado precocemente para reduzir as fontes
de transmissão e prevenir os agravos característicos da doença. Não surpreendentemente,
as variáveis que tiveram maior peso na formulação de modelos intermediários de predição
da hanseníase foram aquelas relacionadas aos aspectos clínicos, de tal forma que as variáveis
imunológicas e genéticas fossem matematicamente insignificantes. Essa hegemonia de
variáveis clínicas nos modelos de predição da hanseníase ocorreu potencialmente em virtude
de existir protocolos bastante consolidados, e até rígidos, quanto a classificação da doença
como, por exemplo, o número de manchas na pele dos pacientes suspeitos.
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Embora o modelo final apresentado nessa tese contemple exclusivamente variáveis
imunológicas padronizadas dos indivíduos portadores (casos) e não portadores de hanseníase
(controles), sentimos a necessidade de contribuir com a classificação clínica em si. Foi
elaborado um aplicativo de suporte à classificação clínica da hanseníase, baseado nos
protocolos da OMS implantados pelo MSB. Como resposta ao empenho de toda equipe
envolvida no projeto que culminou na presente tese, dispondo do livre acesso aos dados do
DATASUS, desenvolvemos um aplicativo multiplataforma que poderá, no futuro próximo,
atender cidadãos nos mais remotos postos de saúde do país, conforme descrevemos no
artigo publicado no corrente ano (139). Contudo, vale ressaltar que esse aplicativo carece
de validação, até então inviabilizada pela pandemia por COVID-19, e poderá levar em
consideração reconhecimento de imagens (manchas e lesões) para melhorar a predição de
casos, otimizando assim o tratamento em termos de duração e orçamento, em sintonia
com a promoção de eficiência do SUS.

A hanseníase, doença milenar, carece ainda de maior engajamento, uma vez que o
Departamento de Vigilância de Doenças Transmissíveis (DVDT) constatou que alguns
indicadores operacionais propostos pelo MSB confirmaram falhas significativas dos serviços
de saúde. Há menos de cinco anos, o Brasil apresentou menos de 80% de cobertura, apesar
desse indicador não captar os contatos sociais, não verificar o seguimento dos contatos
ao longo do tempo e, adicionalmente, não permitir a avaliação da qualidade das ações
previstas, como o exame dermatoneurológico, por exemplo. Outro fato importante é
que cerca de 18% dos casos nas coortes de 2017 não apresentaram saída no sistema de
notificação, fato que não descarta a hipótese de que sejam mantidas fontes de infecção nas
comunidades, mesmo quando o diagnóstico é estabelecido (19).

5.3 Acompanhamento dos contatos

A fim de combater a doença de forma eficaz, todos os contatos domiciliares e
sociais necessitam ser acompanhados, submetidos a exame dermatoneurológico e serem
alvo de ações de educação em saúde, inclusive com imunoprofilaxia como intervenção (87).
Segundo o DVDT, é essencial que os contatos sejam acompanhados, no mínimo, durante
cinco anos, uma vez que a hanseníase tem longo período de incubação (87).

A inclusão de um aplicativo auxílio ao diagnóstico no SUS permitiria que equipes
de saúde, previamente capacitadas, façam o acompanhamento e a triagem dos contatos de
pacientes com hanseníase. Dessa forma, buscamos otimizar o trabalho da equipe médica
que poderá realizar avaliações mais criteriosas em pacientes que putativamente estejam
acometidos pela doença. O presente trabalho apresentou abordagens clínicas, imunológicas
e moleculares, mas é notória a ausência de equipamentos sofisticados para exames mais
complexos no serviço público de saúde, especialmente em áreas remotas.
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Na Figura 15, estendendo a discussão para os onze contatos com maior risco de
evoluírem para formas clínicas da hanseníase (‘1194’ a ‘1256’), percebemos que nove deles
(81,8%) apresentaram o alelo de susceptibilidade (G), segundo o presente estudo, nas
variantes rs1927914 e rs2737190 do gene TLR4. Além disso, a maioria desses contatos eram
jovens com menos de 21 anos de idade, fato que pode representar a fragilidade do controle
da doença e a permanência de sua endemicidade (140).

Aparentemente, o modelo de IA proposto no presente estudo parece ter conseguido
captar a informação de susceptibilidade à hanseníase contida nesses SNPs (rs1927914 e
rs2737190) a partir da correlação entre citocinas e quimiocinas. Considerando que a geno-
tipagem generalizada desses SNPs demandaria, atualmente, consideráveis investimentos
ao SUS, entendemos que nosso trabalho poderia otimizar investimentos no combate à han-
seníase no Brasil pois ensaios imunológicos costumam ser mais acessíveis financeiramente
que ensaios genéticos.

5.4 Natureza da amostra, qualidade dos dados, plasticidade das análises
e soluções propostas

De forma geral, ao analisarmos as Tabelas 2 a 6, foi percebido uma variedade de
informações coletadas que poderiam ser readequadas em futuros processos de busca ativa.
Inclusive, isso foi evidenciado pela seleção de variáveis a partir do algoritmo Boruta (em
análises prévias, não apresentadas no presente trabalho, para alcançar o modelo final
apenas com variáveis imunológicas). Contudo, antes mesmo da aplicação desse método de
seleção, algumas variáveis foram retiradas das análises por apresentarem quase nenhuma
variância (e.g. dados do exame dermatoneurológico das questões 44 e 46 do Anexo A). Tais
considerações são válidas, mesmo que atualmente a ciência conte com uma considerável
capacidade e disponibilidade computacional para tratar enormes quantidades de dados.
Sabe-se que é importante estabelecer filtros ao “big data” a fim de inibir seu potencial
de distorcer elucidações sobre problemas cotidianos, devido principalmente as correlações
derivadas do mero acaso (141).

Muitas das variáveis apresentaram missing values que denotam uma possível
incapacidade do questionário em captar certas respostas dos participantes, seja por
uma má formulação das respectivas opções de preenchimento dos formulários ou por
curta duração das consultas que geralmente buscam otimizar o tempo a fim de atender
o máximo de pessoas, constituindo o princípio da eficiência do serviço público. Tais
contratempos são naturalmente passíveis de ocorrer mesmo em um estudo piloto (142)
que é uma implementação interessante em trabalhos semelhantes ao presente estudo.
Reconhecer as variáveis e delineá-las muito bem potencializa a completude das informações,
independentemente das excelentes metodologias disponíveis para imputação de dados (143).
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6 CONCLUSÃO

A hanseníase insiste em revelar-se uma doença desafiadora, intrigante e especi-
almente complexa, carente de métodos precisos para o diagnóstico precoce. O perfil
sociodemográfico parece não exercer nenhum papel na caracterização dessa doença negli-
genciada que deve ser, o quanto antes, excluída do rol de problemas de saúde pública. Tal
feito pode ser alcançado por métodos não convencionais de diagnóstico e pela disseminação
de agentes de saúde capacitados nas mais remotas áreas do território brasileiro.

Os parâmetros imunológicos em paciente com hanseníase aparentam tendências
de correlação não lineares que raramente podem ser captadas sem a aplicação de análises
multivariadas. O contraste entre perfis de citocinas entre os indivíduos doentes e os
supostamente não contaminados com o M. leprae trazem à tona interessantes hipóteses,
em especial no dueto de quimiocinas IL-8/RANTES que parecem carecer de mais estudos
específicos em relação à hanseníase. Ressaltamos que o próprio contexto multifacetado
dos fatores imunológicos descartaria hipóteses convencionais de estudo. Podemos dizer
que as citocinas e quiomiocinas seriam melhor caracterizadas por análise de componentes
principais ou por outros métodos similares de análises multivariadas.

Quanto à genética, parâmetros moleculares como SNPs podem apresentar dificulda-
des para revelar associações na ausência de grandes amostras. Em contraste ao tamanho
amostral adotado em outros estudos sobre polimorfismo, o presente trabalho careceria
de replicação em outras áreas endêmicas. Seria de grande valia a criação de uma base
de dados suficientemente grande para que parâmetros genéticos possam contribuir com
modelos de inteligência artificial no futuro combate à hanseníase. Percebemos também
que algoritmos de reamostragem como o bootstrap seriam boas soluções em contextos
similares aos apresentados no presente trabalho, justamente a fim de mitigar vieses de
interpretação inerentes a estudos em pequenas amostras. Reservadas as limitações de
tamanho amostral, a imunidade inata via TLR4 pode ser útil no auxílio ao diagnóstico
precoce da hanseníase, em especial no tocante as variantes rs4986790, rs2149356, rs1927914
e rs2737190. No que diz respeito a imunogenética, polimorfismos no gene IL-10 (rs1554286,
rs3024490, rs1800872 e rs1800871) parecem influenciar no aumento da produção de TNF
no indivíduos acometidos pela hanseníase.
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Em contextos complexos como o apresentado nesse trabalho, enfatizamos a im-
portância da aplicação de algoritmos baseados em inteligência artificial uma vez que tal
implementação apresenta custo computacional irrisório quando comparadas ao montante
demandado em estudos sobre hanseníase. A aplicação de inteligência artificial tem poten-
cial de alavancar os estudos em qualquer outra doença neglicenciada. Nosso modelo de
IA foi eficiente o suficiente para captar a interação de variáveis imunológicas relacionadas
ao risco de desenvolver a hanseníase. Foi observada uma qualidade tão significativa que
dispensou a inclusão de variáveis genéticas para melhorar a performance na classificação
doente/controle. Atualmente, é possível implementar modelos de IA sem conhecimentos
estritamente técnicos, mediante soluções apresentadas por gigantes empresas de tecnologia
que disponibilizam softwares com interfaces muito intuitivas, disponíveis até mesmo por
meio de navegadores de internet. Como prova disso, desenvolvemos, também, um aplicativo
com enorme potencial para auxiliar na classificação operacional da hanseníase e disseminar
informações sobre a doença em diversas regiões do Brasil.

Concluímos, por fim, que a falta de inovação em análise de dados, a despeito de
todos os recursos computacionais e estatísticos atualmente disponíveis na literatura, pode
ser, talvez, uma forma ainda mais grave de negligenciar doenças como a hanseníase.
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ANEXO A – Questionário clínico e sócio-demográfico aplicado aos pacientes
do projeto.



      Número de Identificação: ____________ 

 

1 

 

1. (    ) Caso  2. (     )Contato Domiciliar    3. (   ) Controle Negativo    Data: ____/____/____ 

 

2. Você já teve Hanseníase? 1. (   ) Não   2. (   ) Sim        

3. Data de nascimento: ____/____/____           4. Idade (anos completos):___________   

5. Gênero:   1.(   ) Masculino        2.(   )Feminino  

6. Cor da pele(etnia)  

1.(   ) branca  2. (   ) preta 3. (   ) amarela 4. (   ) parda 5. (   ) indígena  99.(   ) Não respondeu/não soube informar  

 

7. Município : _________________________ (  ) Zona rural  (  ) Zona urbana    ESF:____________________ 

8. Endereço: _________________________________________________ nº______ Complemento:_______ 

9. Telefones: (__ __) ____ - ________ (residencial)       (__ __) ____ - ________ (Celular) 

 

10. Há quanto tempo você mora neste municíp io? 1. (   ) < de 1 ano    2.  (   ) 1 a 5 anos    3.  (   ) > de 5 anos  

 

11. Entrevistador:________________________________________________________________________ 

12. Examinador: _________________________________________________________________________ 

 

 

 

13. Até que série o sr(a) estudou?   

1.(   )   Ensino superior           2.(   )  Ensino médio           3.(   )   Ensino Fundamental  

4.(   )   nunca estudou             88. (   ) Não se aplica          99.(   ) Não respondeu/Não soube informar      

 

14. Qual seu estado civil? 

1.(    ) Solte iro(a)           2.(   ) Casado(a)/União Estável    3.(    ) Separado/ Divorciado(a)            

4.(    ) Viúvo(a)             99.(    ) Não respondeu/ Não soube informar  

 

15. Qual é sua ocupação / trabalho? 

0. (    ) Do lar            1.(   ) Trabalhador rural               2.(   ) Serviços domésticos                    3.(   ) Estudante           

4.(   ) Serviços de nível médio ou especializado (comércio, prefeitura,  agente de saúde, técnico, professor)                     

5.(   ) Aposentado ou Pensionista                    6.(   ) Desempregado          7.(   ) Outros (autônomo) ________      

88.(   ) Não se aplica                           99.(    ) Não respondeu/ Não soube informar  

 

16. No caso de aposentado, isto se deve a complicações relacionadas com a Hanseníase (pergunta para caso índice)?  

1.(    ) Não          2.(    ) Sim       88.(    ) Não se aplica       99(   ) Não respondeu/ Não soube informar  

16b. Se sim, quais complicações?  

1.(   ) Fraqueza   2.(   ) Deformidade   3.(   ) Dormência   4.(   ) Outros:________________________  

 

17. Qual a renda mensal familiar? (Salário Mín imo = R$937,00)  

1.(    ) menor que 1 Salário Mín imo                         2.(    ) 1 a 3 Salários Mínimos  

3.(    ) entre 3 e 5 Salários Mínimos                         4.(    ) mais que 5 Salários Mínimos  

99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar 

 

18. Contando com você, quantas pessoas vivem na casa? _________________  

   

 

 

19. Quem são as pessoas que moram com você, em sua casa? Registrar o nome completo e grau de parentesco das pessoas:       

Nome: _________________________________________________ Grau de Parentesco: _______________ Idade_______ 

Nome: _________________________________________________ Grau de Parentesco: _______________ Idade_______ 

Nome: _________________________________________________ Grau de Parentesco: _______________ Idade_______ 

Nome: _________________________________________________ Grau de Parentesco: _______________ Idade_______ 

Nome: _________________________________________________ Grau de Parentesco: _______________ Idade_______ 

88.(   ) Não se aplica   99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar    
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20. Alguém na família já teve hanseníase (PASSADO)? 

1. (    ) Sim    0.(    ) Não    99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar  

 

21. E ho je, tem alguém que mora ou convive com você que tem hanseníase?  

1.(    ) Sim    0.(    ) Não    88.(   ) Não se aplica    99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar   

 

22. Se sim, quantas? 

1.(    ) Uma    2.(    ) Duas    3.(    ) Três    4.(    ) Quatro ou mais     88.(   ) Não se aplica    99.(   ) Não resp./Não soube informar  

  

23.  Qual(is) o (s) nome(s) da(s) pessoa(s) que mora(m) em sua casa ou convive(m) com você que tem hanseníase : 

____________________________________________________________________________________ ____________________  

 

24. Qual o seu grau de parentesco com o(s) caso?_________________________________________________________________ 

_________________________________________________________________                                            88.(   ) Não se aplica 

 

 

 

25.Você sabe como se pega a Hanseníase?     0.(   ) Não         1.(    ) Sim 
 

26. Se sim, exp lique como se pega a Hanseníase:  Pode assinalar mais de 1 opção     

1.(   ) pelo ar    2.(   ) pelo contato    3.(    ) por gotículas    4.(    ) Outros___________   

88.(   ) Não se aplica 99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar 
 

27. Você sabe quais são os sintomas da Hanseníase?    0.(   ) Não       1.(    ) Sim 
 

27a. Se sim, quais são os sintomas da Hanseníase?   Pode assinalar mais de 1 opção   

1.(   )Manchas pelo corpo   2.(   ) Dormência/perda de sensibilidade no  local da mancha    3.(   ) Nódulos    4.(   ) Ferida       

5.(   ) Deformidade em alguma parte do corpo               88.(   ) Não se aplica 99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar  
 

28. Número de Cicatrizes de BCG (verificar nos braços) 

0.(   ) Nenhuma cicatriz       1.(   ) 1 cicatriz         2.(   ) 2 Cicatrizes       3.(   ) Não verificado      4.(  ) Outros ____________ 

Caso marque nº 3: justificar o motivo: _____________________________________________________________ 

 

 

29. Você se lembra de alguma verminose que você teve no passado? 

0.(    ) Não    1.(    ) Sim    88.(   ) Não se aplica  99.(   )  Não respondeu/ Não soube informar  
 

29a. Se sim, você poderia apontar o possível verme?  Pode assinalar mais de 1 opção    88.(   ) Não se aplica  

0.(    )  Lombriga   1.(    ) Sch istose      2.(    ) Amarelão       3.(    ) Tenia     4.(    )  Oxiurus          5.(    ) Giardia       

5.(    ) Ameba       7. (     ) Outros (especificar): ______________   99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar 
  

30. Você já tomou remédio para verme? 0.(    ) Não    1.(    ) Sim    

99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar    
 

31. Qual é a sua fonte regular de água?  

1.(   ) Água encanada     2.(   ) Lagoa, rio, córrego     3.(   ) Água de chuva    4.(    ) Poço, cisterna      

5. Outros (especificar ):_______________                99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar    
 

32. Você t rata ou filtra a água para beber?  

0.(    ) Não    1.(    ) Sim    99.(   ) Não respondeu/Não soube informar  
 

33.Como é o sistema de esgoto da sua casa? 1.(    ) Esgoto encanado            2.(    ) Esgoto sem encanamento    3.(    ) Não h á 

sistema de esgoto.    4.(    ) Fossa.       5.  Outros (especificar):_______________        99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar  
        

34. Você h igien iza (lava) suas frutas e legumes antes de cozinhar e servir?  

0.(    ) Não    1.(    ) Sim    99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar  

 

35. Como você higien iza as verduras ? 

1.(    ) Lava as folhas em água da torneira   2.(    ) Lava as folhas e mergulha no vinagre    3.(    ) Não lavo       

4.(    ) Lava as folhas e mergulha na água contendo cloro (água sanitária)   5. Outro (especificar):____ ___________   

99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar  
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36.Você tem o hábito de lavar as mãos antes das refeições? 

1.(    ) Sempre           2.(    ) Às vezes       3.(    ) Não lavo    99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar  
 

37. Existe algum an imal doméstico em sua casa?  

0.(    ) Não    1.(    ) Sim    99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar  

37a. Se sim, qual(is)? ___________________________________________________________ 
 

38. Você realiza algum tipo de ativ idade de trabalho e/ou lazer em contato com água de rios, lagos, ribeirão, córregos, poços e ou 

outra fonte natural de água? 

0.(    ) Não    1.(    ) Sim    99.(   ) Não respondeu/ Não soube informar  
 

38a. Se sim, que tipo de atividade? ___________________________________________________________ 

 

 

 

39. Presença de Lesões na Pele?    0.(   ) Não        1.(   ) Sim   2. Quantas ______ 

40a. Presença de Lesões foveolar?    0.(   ) Não        1.(   ) Sim   2. Quantas ______ 
 

40b. Características das Lesões:  

1. Manchas hipocrômicas? 0. (   ) Não          1. (   ) Sim 2. Quantas ______ 3.(  ) Ignorado  

2. Áreas referidas hipo/anestésicas?               0. (   ) Não          1. (   ) Sim 2. Quantas ______ 3.(  ) Ignorado  

3. Placas (lesões planas > 1cm)?                    0. (   ) Não          1. (   ) Sim 2. Quantas ______ 3.(  ) Ignorado  

4. Pápulas (pequenas elevações < 1cm) 0. (   ) Não          1. (   ) Sim 2. Quantas ______ 3.(  ) Ignorado  

5. Nódulos (lesões palpáveis > 1cm) ?           0. (   ) Não          1. (   ) Sim 2. Quantas ______ 3.(  ) Ignorado  

6. Infiltrações difusas?                                    0. (   ) Não          1. (   ) Sim 2. Quantas ______ 3.(  ) Ignorado  

7. Espessamento Neural?                                0. (   ) Não          1. (   ) Sim 2. Quantas ______ 3.(  ) Ignorado 4.Local____ 
 

41. Avaliação da face (Nariz): 

1. Possui queixa?              0. (   ) Não          1. (   ) Sim Qual?______________________________  

2. Ressecamento?             0. (   ) Não          1. (   ) Sim  

3. Ferida?                          0. (   ) Não          1. (   ) Sim  

4. Perfuração do Septo?    0. (   ) Não          1. (   ) Sim  

  

42. Avaliação da face (Olhos):  

Possui queixa?       0.(   ) Não          1.(   ) Sim        Qual?___________________

______  Olho Direito  Olho Esquerdo 

Fecha os olhos s/ força (mm)?  0.(   ) Não          1.(   ) Sim        0.(   ) Não          1.(   ) Sim        

Fecha olhos c/ força (mm)?  0.(   ) Não          1.(   ) Sim        0.(   ) Não          1.(   ) Sim        

Triquíase (S/N) / Ectrópico (S/N)? 0.(   ) Não          1.(   ) Sim        0.(   ) Não          1.(   ) Sim        

Dimin. sensib. córnea (S/N)?  0.(   ) Não          1.(   ) Sim        0.(   ) Não          1.(   ) Sim        

Opacidade córnea (S/N)?  0.(   ) Não          1.(   ) Sim        0.(   ) Não          1.(   ) Sim        

Acuidade visual?  (  ) Normal   (  ) Alterada    (  ) Normal   (  ) Alterada    

 

43. Força Membros Superiores (MSD= Membro Sup. Direito / MSE= Membro Sup. Esquerdo) 

Abrir dedo mínimo - Abdução do 5º (dedo ulnar) 

MSD MSE 

(  )Forte  (  )Diminuída  (  ) Paralisado (  )Forte  (  )Diminuída  (  ) Paralisado 

Elevar o polegar-  Abdução do polegar (nervo mediano) 

MSD MSE 

(  )Forte  (  )Diminuída  (  ) Paralisado (  )Forte  (  )Diminuída  (  ) Paralisado 

Elevar o punho  - Extensão do punho (nervo radial) 

MSD MSE 

(  )Forte  (  )Diminuída  (  ) Paralisado (  )Forte  (  )Diminuída  (  ) Paralisado 
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44. Avaliação Sensitiva - Membros Superiores – Marcar com caneta, conforme avaliação com monofilamento  

 
 

45. Força Membros Inferiores (MID=Membro Inf. Direito / MIE=Membro Inf. Esquerdo) 

Extensão do Hálux 

MSD MSE 

(  )Forte  (  )Diminuída  (  ) Paralisado (  )Forte  (  )Diminuída  (  ) Paralisado 

Dorsiflexão do pé  

MSD MSE 

(  )Forte  (  )Diminuída  (  ) Paralisado (  )Forte  (  )Diminuída  (  ) Paralisado 

 

46. Avaliação Sensitiva Membros Inferiores– Marcar com caneta, conforme avaliação com monofilamento 

   
 

47. Forma Clín ica (Classificação de Madri)  

1.(   ) Indeterminada    2.(   ) Tuberculóide    3.(   ) Dimorfa    4.(   ) Virchowiana    88.(   )Não se Aplica   77.(   ) Não informado 

 

48. Classificação Operacional baseado no exame clín ico: 

1.(   ) Paucibacilar       2.(   ) Multibacilar     88.(   )Não se Aplica   77.(   ) Não informado  

 

49. Grau de Incapacidade Física: 

1.(     ) Grau Zero       2.(     ) Grau 1                3.(     ) Grau 2         77.(    )Não se Aplica 

 

50. Avaliação Conclu ída:    1.(   ) Sim            0.(   ) Não           

Se não concluída, por quê? _________________________________________________________________________ 

Observações:____________________________________________________________________________________   

 

51.Classificação:       1. (    ) Caso              2. (     )Contato Domiciliar                3. (   ) Controle      
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Pesquisador:

Título da Pesquisa:

Instituição Proponente:

Versão:

CAAE:

Suscetibilidade e evolução  clínica da  Hanseníase baseados em inteligência artificial

Cibele Velloso Rodrigues

Universidade Federal de Juiz de Fora - ICB

3

71057317.5.0000.5147

Área Temática:

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Número do Parecer: 2.368.913

DADOS DO PARECER

O estudo proposto será retrospectivo, e de acompanhamento do tipo caso-controle,

Será utilizada a estratégia de busca ativa e análise baseada em famílias residentes na região leste de Minas

Gerais, esperando totalizar cerca de 500 indivíduos: cerca de 150 casos-classificados como doentes

(multibacilares e paucibacilares) e 350 contatos intradomiciliares (caso-controle proporção de 1;:2-3).

Inicialmente serão priorizados os domicílios de pessoas que tem história de hanseníase na família. Após o

fechamento do diagnóstico de hanseníase, o paciente será submetido ao tratamento de responsabilidade da

equipe da ESF/Limeira de Mantena. Para cada novo caso de hanseníase identificado pelo sistema de saúde

do município, serão selecionados controles intra domiciliares e

extradomiciliares. Tanto pacientes como controles, depois de considerados os critérios de inclusão e

exclusão, serão apresentados à proposta do estudo. Apresentação do projeto está clara, detalhada de forma

objetiva, descreve as bases científicas que justificam o estudo, estando de acordo com as atribuições

definidas na Resolução CNS 466/12 de 2012, item III.

Apresentação do Projeto:

Objetivo Primário:

Validar um algoritmo de suscetibilidade e gravidade clínica da hanseníase a partir de marcadores

Objetivo da Pesquisa:

Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que não necessita de análise
ética por parte da CONEP;);

Financiamento PróprioPatrocinador Principal:

36.036-900

(32)2102-3788 E-mail: cep.propesq@ufjf.edu.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

JOSE LOURENCO KELMER S/N
SAO PEDRO

UF: Município:MG JUIZ DE FORA
Fax: (32)1102-3788
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genéticos de risco associados a variáveis clínicas, imunológicas e temporais.

Objetivo Secundário:

1- Verificar a existência de associação entre marcadores do tipo polimorfismos de um único nucleotídeo

(SNP) através de estudo caso-controle composto por contatos que adoeceram e outros contatos

domiciliares e extradomiciliares (contatos sociais ou controles negativos) que não adoeceram ao longo de

um período de acompanhamento.

2- Analisar parâmetros imunológicos nos pacientes com hanseníase e nos contatos.

3- Verificar se há associação entre os polimorfismos genéticos e as variáveis imunológicas e clínicas da

hanseníase e sua evolução.

4- Elaborar modelos estatísticos gerando um algoritmo que possam refletir a interação entre os diferentes

marcadores associados e que posteriormente sejam correlacionados aos parâmetros clínicos.

 Os Objetivos da pesquisa estão claros bem delineados, apresenta clareza e compatibilidade com a

proposta, tendo adequação da metodologia aos objetivos pretendido, de acordo com as atribuições

definidas na Norma Operacional CNS 001 de 2013, item 3.4.1 - 4.

O estudo será realizado com a máxima atenção à segurança do participante e dos pesquisadores, à

confidencialidade e sigilo dos resultados e dados coletados. Para garantir a segurança dos participantes do

estudo, os pesquisadores as coletas de materiais biológicos serão realizadas por profissionais capacitados e

serão utilizados materiais estéreis apropriados. A possibilidade também de riscos na coleta de sangue

podendo haver dor local, podendo em alguns casos levar a formação de hematomas no local da injeção da

agulha. Estas manchas desaparecerem em alguns dias. A coleta será realizada de modo mais confortável

possível. A coleta de raspado da pele pode trazer ardência e dor no local da coleta. Após algumas horas ou

poucos dias a pele cicatriza sem necessidade de uso de qualquer medicamento. Para a biópsia da pele,

algumas pessoas (menos de uma em 10.000) são

alérgicas a este tipo de injeção (anestésico). Se a pessoa for alérgica ela pode ter vermelhidão no local de

injeção, coceira, erupção na pele, ou muito raramente dificuldade para respirar. Infecção pode ocorrer, mas

não é comum.O participante será antes perguntado se sabe se é alérgico ao anestésico. Em caso positivo,

ela será dispensada desta coleta de material biológico. Entretanto, como todo o procedimento será realizado

no posto de Saúde com a presença de médicos e enfermeiros da equipe, qualquer reação adversa será

encaminhada para cuidados médicos no próprio local ou em hospital da região pela equipe de pesquisa.

Assim, ao participante fica

Avaliação dos Riscos e Benefícios:

36.036-900

(32)2102-3788 E-mail: cep.propesq@ufjf.edu.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

JOSE LOURENCO KELMER S/N
SAO PEDRO

UF: Município:MG JUIZ DE FORA
Fax: (32)1102-3788
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garantido pela equipe o tratamento em casos de reações adversas e/ou infecções decorrentes da coleta do

material biológico.O risco de quebra de confidencialidade será evitado com a utilização de códigos

alfanuméricos para identificar as amostras coletadas, e as informações coletadas da entrevista, bem como

os resultados incluídos no banco de dados estarão em um único computador com acesso protegido

por senha onde somente os pesquisadores terão acesso.

Na entrevista sobre os dados familiares (historia familiar) e coleta de dados de saúde e vacinação haverá a

possibilidade de interrupção ou cancelamento caso solicitado pelo sujeito da pesquisa. A análise dos

resultados poderá trazer novos conhecimentos científicos de como a hanseníase se desenvolve e sugerir

novas formas de melhorar o tratamento e impedir o aparecimento de casos novos na população. O projeto

de pesquisa também contribui para educação formal e formação de recursos humanos. Identificação dos

riscos e as possibilidades de desconfortos e benefícios esperados, estão adequadamente descritos. A

avaliação dos Riscos e Benefícios estão de acordo com as atribuições definidas na Resolução  CNS 466/12

de 2012, itens III; III.2 e V.

O projeto está  bem estruturado, delineado e fundamentado, sustenta os objetivos do estudo em sua

metodologia de forma clara e objetiva, e se apresenta em consonância com os princípios éticos norteadores

da ética na pesquisa científica envolvendo seres humanos elencados na resolução 466/12 do CNS e com a

Norma Operacional Nº 001/2013 CNS.

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:

O protocolo de pesquisa está em configuração adequada, apresenta FOLHA DE ROSTO devidamente

preenchida,com o título em português, identifica o patrocinador pela pesquisa, estando de acordo com as

atribuições definidas na Norma Operacional CNS 001 de 2013 item 3.3 letra a; e 3.4.1 item 16. Apresenta o

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO em linguagem  clara para compreensão dos

participantes, apresenta justificativa e objetivo, campo para identificação do participante, descreve de forma

suficiente os procedimentos, informa que uma das vias do TCLE será entregue aos participantes,assegura a

liberdade do participante recusar ou retirar o consentimento sem penalidades,garante sigilo e anonimato,

explicita riscos e desconfortos esperados,indenização diante de eventuais danos decorrentes da

pesquisa,contato do pesquisador e do CEP e informa que os dados da pesquisa ficarão arquivados com o

pesquisador pelo período de cinco anos, de acordo com as atribuições definidas na Resolução CNS 466 de

2012, itens:IV letra b; IV.3 letras a,b,d,e,f,g e h; IV. 5 letra d e XI.2 letra f. Apresenta o INSTRUMENTO DE

COLETA DE DADOS de forma pertinente aos objetivos delineados e preserva os

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:

36.036-900

(32)2102-3788 E-mail: cep.propesq@ufjf.edu.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

JOSE LOURENCO KELMER S/N
SAO PEDRO

UF: Município:MG JUIZ DE FORA
Fax: (32)1102-3788
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participantes da pesquisa. O Pesquisador apresenta titulação e experiência compatível com o projeto de

pesquisa, estando de acordo com as atribuições definidas no Manual Operacional para CPEs. Apresenta

DECLARAÇÃO de infraestrutura e de concordância com a realização da pesquisa de acordo com as

atribuições definidas na Norma Operacional CNS 001 de 2013 item 3.3 letra h.

Diante do exposto, o projeto está aprovado, pois está de acordo com os princípios éticos norteadores da

ética em pesquisa estabelecido na Res. 466/12 CNS e com a Norma Operacional Nº 001/2013 CNS. Data

prevista para o término da pesquisa:Agosto de 2022.

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:

Pesquisa CEP/UFJF, de acordo com as atribuições definidas na nas Resoluções. 466/12, 441/11 e com a

Norma Operacional Nº 001/2013 CNS e a Portaria 2201/11 do CNS, manifesta-se pela APROVAÇÃO do

protocolo de pesquisa proposto. Vale lembrar ao pesquisador responsável pelo projeto, o compromisso de

envio ao CEP de relatórios parciais e/ou total de sua pesquisa informando o andamento da mesma,

comunicando também eventos adversos e eventuais modificações no protocolo.

Considerações Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação

Informações Básicas
do Projeto

PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO_P
ROJETO_880345.pdf

06/11/2017
18:18:31

Aceito

Declaração de
Instituição e
Infraestrutura

declaracaoinfraestrutura.pdf 06/11/2017
17:43:37

Cibele Velloso
Rodrigues

Aceito

TCLE / Termos de
Assentimento /
Justificativa de
Ausência

TermoASSENTIMENTOBIOREPOSITO
RIOMENORhanseniase2017.docx

06/11/2017
16:01:43

Cibele Velloso
Rodrigues

Aceito

TCLE / Termos de
Assentimento /
Justificativa de
Ausência

TCLEBIOREPOSITORIORESPONSAVE
LMENORhanseniase2017.docx

06/11/2017
16:00:03

Cibele Velloso
Rodrigues

Aceito

TCLE / Termos de
Assentimento /

TCLEBIOREPOSITORIOADULTOSHan
seniase2017.docx

06/11/2017
15:59:40

Cibele Velloso
Rodrigues

Aceito

36.036-900

(32)2102-3788 E-mail: cep.propesq@ufjf.edu.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

JOSE LOURENCO KELMER S/N
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

BIOREPOSITÓRIO 
(para maiores de 18 anos) 

O(a) Sr.(a), ___________________________________________________________________, está    
sendo convidado (a) como voluntário (a) a participar da pesquisa “​Suscetibilidade e evolução clínica da               
Hanseníase baseados em inteligência artificial”. ​Para tanto, pedimos a sua autorização para a coleta, o               
depósito, o armazenamento, a utilização e descarte dos materiais biológicos retirados do sangue e da pele                
cujas utilizações estarão vinculadas somente a esse projeto de pesquisa. Eventualmente seu material             
biológico poderá ser utilizado futuramente em outro projeto de pesquisa, porém, neste caso, você será               
novamente contatado para dar consentimento sobre esta utilização. 

O motivo que nos leva a estudar a hanseníase, uma doença causada por um micróbio (bactéria),                
baseia-se no aparecimento de casos novos nas cidades. Nesta pesquisa pretendemos entender porque             
algumas pessoas, tendo contato com as pessoas que têm hanseníase, podem desenvolver a doença e               
outras não e também porque algumas pessoas que tem a hanseníase apresentam sintomas clínicos              
diferentes​.  

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos:  

1. Será realizado o exame clínico, por médicos e outros profissionais da saúde previamente treinados.              
Durante o exame clínico, será aplicado um questionário, com perguntas a respeito da hanseníase,              
dados pessoais e será aplicada uma entrevista para desenhar um gráfico, chamado genograma,             
onde estarão indicados todos os membros da família e todas as pessoas que moram juntas.  

2. Serão realizados testes no sangue para auxiliar no diagnóstico da doença. Para estes testes              
iremos coletar 10 mL de sangue da veia do seu braço. O sangue coletado por profissional treinado                 
será levado aos laboratórios de Imunologia e Biologia celular e genética molecular para fazer testes               
para procurar substâncias de defesa (anticorpos, citocinas etc) e de material genético (DNA) que              
irão mostrar como o seu organismo se defende contra o micróbio que causa a hanseníase. O teste                 
genético pode mostrar se existem características hereditárias que estejam relacionadas ao           
desenvolvimento ou não da hanseníase. 

3. O raspado da pele quando necessário, será coletado para ver se o micróbio está presente. A coleta                 
de raspado da pele será feita no lóbulo da orelha, do cotovelo e/ou da mancha na pele com a                   
utilização de um instrumento que raspa a pele. 

O sangue ficará guardado em tubo, armazenados em freezer na temperatura de -20ºC a -86ºC, no                
Biorepositório do laboratório de Biologia Celular e Genética Molecular da UFJF - campus Governador              
Valadares. 

Os riscos envolvidos na pesquisa são: a coleta de material biológico será realizada de modo seguro com                 
materiais descartáveis e o mais confortável possível. Na coleta de sangue pode haver leve dor local,                
podendo em alguns casos levar a formação de manchas roxas (hematomas) no local da entrada da                
agulha. Estas manchas desaparecerem em alguns dias. A coleta de raspado da pele pode trazer ardência                
e dor no local da coleta. Após algumas horas ou poucos dias a pele cicatriza sem necessidade de qualquer                   
medicamento. Para a biópsia da pele, algumas pessoas (menos de uma em 10.000) são alérgicas a este                 
tipo de injeção (anestésico). Em caso de alergia poderá ocorrer os sintomas: vermelhidão no local de                
injeção, coceira, erupção na pele, ou muito raramente dificuldade para respirar. Infecção pode ocorrer,              
mas não é comum. Todos os procedimentos serão realizados no posto de Saúde com a presença de                 
médicos e enfermeiros da equipe, qualquer reação adversa será encaminhada para cuidados médicos no              
próprio local ou em hospital da região pela equipe de pesquisa. Assim, ao participante fica garantido pela                 
equipe o tratamento em casos de reações adversas e/ou infecções decorrentes da coleta do material               
biológico. Os benefícios da pesquisa virão da análise dos resultados que poderão trazer novos              
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conhecimentos científicos de como a hanseníase se desenvolve e sugerir novas formas de melhorar o               
tratamento e impedir o aparecimento de casos na população. 

Para participar deste estudo o Sr. (a) não terá nenhum custo nem receberá qualquer vantagem financeira.                
Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, o Sr.(a) tem              
assegurado o direito à indenização. O Sr. (a) terá o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto                 
que desejar e estará livre para participar ou recusar-se a participar e a qualquer tempo e sem quaisquer                  
prejuízos, pode retirar o consentimento de guarda e utilização do material biológico armazenado no              
Biorrepositório, valendo a desistência a partir da data de formalização desta. A sua participação é               
voluntária, e a recusa em participar não acarretará qualquer penalidade ou modificação na forma em que o                 
Sr. (a) é atendido (a). O pesquisador tratará a sua identidade com padrões profissionais de sigilo. Os                 
resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material biológico, estarão à sua disposição quando               
finalizada. Seu nome ou o material que indique sua participação não será liberado sem a sua permissão.  

Este termo de consentimento de duas páginas encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que               
uma via será arquivada pelo pesquisador responsável no Laboratório de Imunologia do campus             
UFJF-Governador Valadares, e a outra via será fornecida ao Sr. (a). Os dados, materiais e instrumentos                
utilizados na pesquisa ficarão arquivados com o pesquisador responsável por um período de dez anos e                
após esse tempo serão destruídos. Os pesquisadores tratarão a sua identidade com padrões profissionais              
de sigilo, atendendo a legislação brasileira (Resolução Nº 466/12 do Conselho Nacional de Saúde),              
utilizando as informações somente para os fins acadêmicos e científicos. 

Declaração de consentimento 

Eu, ________________________________________________________________________, portador do    

documento de Identidade ____________________ nascido em ___/____/_____ com idade de          

__________anos, residente no endereço (Rua/Av)     

____________________________________________________________Nº._______ complemento  

_________________ Bairro ______________________________________ Cidade    

___________________________________ (MG), fone de contato ( ) ______________________ e ( )           

______________________fui informado (a) dos objetivos da pesquisa “​Reconhecimento de padrões          

moleculares, clínicos e imunológicos para criação de algoritmo da suscetibilidade e gravidade            

clínica da Hanseníase baseados em inteligência artificial​.​”​, de maneira clara e detalhada e esclareci              

minhas dúvidas. Sei que a qualquer momento posso solicitar novas informações e modificar minha decisão               

de participar se assim o desejar. Declaro que concordo em participar desta pesquisa e de outras que                 

possam futuramente ser realizadas com o meu material biológico coletado. Se houver prorrogação ou se               

outra pesquisa for realizada com este material biológico armazenado no biorrepositório nós entraremos em              

contato com o(a) Sr(a) para pedir sua autorização. Recebi uma via original deste termo de consentimento                

livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas dúvidas. 

 
Governador Valadares, _________ de __________________________ de 20 ____. 
 
 
Nome legível e Assinatura do participante   
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Nome legível e Assinatura do pesquisador   
 
Nome dos Pesquisadores Responsáveis:  
Cibele Velloso Rodrigues; Lúcia Alves Fraga e  Márcio Luis Moreira de Souza 
Universidade Federal de Juiz de Fora – Campus Governador Valadares 
Rua Israel Pinheiro, 2000 Bairro Universitários (campus Univale II) 
Fone: (33) 991506745 ou (33) 987064570 - E-mail: souza.mlm@gmail.com 
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO/BIOREPOSITÓRIO 

(anuência para menores de idade) 

Você ___________________________________________________________________, está sendo    
convidado (a) como voluntário (a) a participar da pesquisa “​Suscetibilidade e evolução clínica da              
Hanseníase baseados em inteligência artificial”. ​Para tanto, pedimos a sua autorização para a coleta, o               
depósito, o armazenamento, a utilização e descarte dos materiais biológicos retirados do sangue e da pele                
cujas utilizações estarão expressamente vinculadas somente a esse projeto de pesquisa e eventualmente             
em outros futuros. O motivo que nos leva a estudar a hanseníase, uma doença causada por um micróbio                  
(bactéria), baseia-se no aparecimento de casos novos nas cidades. Nesta pesquisa pretendemos entender             
porque algumas pessoas, tendo contato com as pessoas que têm hanseníase, podem desenvolver a              
doença e outras não e também porque algumas pessoas que tem a hanseníase apresentam sintomas               
clínicos diferentes​.​ Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos:  

1. Será realizado o exame clínico, por médicos e outros profissionais da saúde previamente treinados.              
Durante o exame clínico, será aplicado um questionário, com perguntas a respeito da hanseníase,              
dados pessoais e será aplicada uma entrevista para desenhar um gráfico, chamado genograma,             
onde estarão indicados todos os membros da família e todas as pessoas que moram juntas.  

2. Serão realizados testes no sangue para auxiliar no diagnóstico da doença. Para estes testes              
iremos coletar 10 mL de sangue da veia do seu braço. O sangue coletado por profissional treinado                 
será levado aos laboratórios de Imunologia e Biologia Celular e Genética molecular para fazer              
testes para procurar substâncias de defesa (anticorpos, citocinas etc) e de material genético (DNA)              
que irão mostrar como o seu organismo se defende contra o micróbio que causa a hanseníase. O                 
teste genético pode mostrar se existem características hereditárias que estejam relacionadas ao            
desenvolvimento ou não da hanseníase. 

3. O raspado da pele, se necessário, será coletado para ver se o micróbio está presente. A coleta de                  
raspado da pele será feita no lóbulo da orelha, do cotovelo e/ou da mancha na pele com a                  
utilização de um instrumento que raspa a pele. 

O sangue ficará guardado em tubo, armazenado em freezer na temperatura de -20ºC a -86ºC, no                
Biorepositório do laboratório de Biologia Celular e Genética Molecular da UFJF - campus Governador              
Valadares. 

Para participar desta pesquisa, o responsável por você deverá autorizar e assinar um termo de               
consentimento. Você não terá nenhum custo, nem receberá qualquer vantagem financeira. Apesar disso,             
caso sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, você tem assegurado o             
direito à indenização. Você será esclarecido (a) em qualquer aspecto que desejar e estará livre para                
participar ou recusar-se. O responsável por você poderá, retirar o consentimento de guarda e utilização do                
material cedido, valendo a desistência a partir da data de formalização desta ou interromper a sua                
participação a qualquer momento sem quaisquer prejuízos. A sua participação é voluntária e a recusa em                
participar não acarretará qualquer penalidade ou modificação na forma em que é atendido. O pesquisador               
irá tratar a sua identidade com padrões profissionais de sigilo. Você não será identificado em nenhuma                
publicação. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material, estarão à sua disposição quando                
finalizada. 

Os riscos envolvidos na pesquisa são: a coleta de material biológico será realizada de modo seguro com                 
materiais descartáveis e o mais confortável possível. Na coleta de sangue pode haver leve dor local,                
podendo em alguns casos levar a formação de manchas roxas (hematomas) no local da entrada da                
agulha. Estas manchas desaparecerem em alguns dias. A coleta de raspado da pele pode trazer ardência                
e dor no local da coleta. Após algumas horas ou poucos dias a pele cicatriza sem necessidade de qualquer                   
medicamento. Para a biópsia da pele, algumas pessoas (menos de uma em 10.000) são alérgicas a este                 
tipo de injeção (anestésico). Em caso de alergia poderá ocorrer os sintomas: vermelhidão no local de                
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injeção, coceira, erupção na pele, ou muito raramente dificuldade para respirar. Infecção pode ocorrer,              
mas não é comum. Todos os procedimentos serão realizados no posto de Saúde com a presença de                 
médicos e enfermeiros da equipe, qualquer reação adversa será encaminhada para cuidados médicos no              
próprio local ou em hospital da região pela equipe de pesquisa. Assim, ao participante fica garantido pela                 
equipe o tratamento em casos de reações adversas e/ou infecções decorrentes da coleta do material               
biológico. Os benefícios da pesquisa virão da análise dos resultados que poderão trazer novos              
conhecimentos científicos de como a hanseníase se desenvolve e sugerir novas formas de melhorar o               
tratamento e impedir o aparecimento de casos na população. 

Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficarão arquivados com o pesquisador responsável por um               
período de dez anos e após esse tempo serão destruídos. 

Este termo de assentimento de duas páginas encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma                
via será arquivada pelo pesquisador responsável no Laboratório de Imunologia da UFJF-campus            
Governador Valadares, e a outra via será fornecida a você. Os pesquisadores tratarão a sua identidade                
com padrões profissionais de sigilo, atendendo a legislação brasileira (Resolução Nº 466/12 do Conselho              
Nacional de Saúde), utilizando as informações somente para os fins acadêmicos e científicos. 

 
Declaração de consentimento 

Eu, ________________________________________________________________________, portador do    
documento de Identidade ____________________ nascido em ___/____/_____ com idade de          
__________anos, residente no endereço (Rua/Av)     
____________________________________________________________Nº._______ complemento  
_________________ Bairro ______________________________________ Cidade    
___________________________________ (MG), fone de contato ( ) ______________________ e ( )           
______________________, tendo como responsável por mim o Sr(a).        
___________________________________________________________________________________ ​fui  
informado (a) dos objetivos da presente pesquisa, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas               
dúvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informações, e o meu responsável poderá               
modificar a decisão de participar se assim o desejar.  
Tendo o consentimento do meu responsável já assinado, declaro que concordo em participar dessa              
pesquisa e quando for o caso e de outras que possam futuramente ser realizadas com o meu material                  
coletado. Você será contatado para consentir, a cada nova pesquisa, sobre a utilização do material               
biológico armazenado no biorrepositório. 
Recebi o termo de assentimento e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas dúvidas. 
 
Governador Valadares, _________ de __________________________ de 20 ____. 
 
 
Nome legível e Assinatura do(a) menor   
 
 
Nome legível e Assinatura do pesquisador   
 
Nome dos Pesquisadores Responsáveis:  
Cibele Velloso Rodrigues e Lúcia Alves Fraga e Márcio Luis Moreira de Souza 
Universidade Federal de Juiz de Fora – Campus Governador Valadares 
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Rua Israel Pinheiro, 2000 Bairro Universitários (campus Univale II) 
Fone: (33) 991506745 ou (33) 987064570 - E-mail: souza.mlm@gmail.com 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO /BIOREPOSITORIO 
(para responsável por menor de 18 anos ou legalmente incapaz) 

O menor ____________________________________________________________________________,   
sob sua responsabilidade, está sendo convidado(a) como voluntário(a) a participar da pesquisa            
“​Suscetibilidade e evolução clínica da Hanseníase baseados em inteligência artificial”. ​Para tanto,            
pedimos a sua autorização para a coleta, o depósito, o armazenamento, a utilização e descarte dos                
materiais biológicos retirados do sangue e da pele do menor cujas utilizações estarão expressamente              
vinculadas somente a esse projeto de pesquisa e eventualmente em outros futuros. O motivo que nos leva                 
a estudar a hanseníase, uma doença causada por um micróbio (bactéria), baseia-se no aparecimento de               
casos novos nas cidades. Nesta pesquisa pretendemos entender porque algumas pessoas tendo contato             
com as pessoas que têm hanseníase podem desenvolver a doença e outras não e também porque                
algumas pessoas que tem a hanseníase apresentam formas clínicas diferentes​.  

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos:  

1. Será realizado o exame clínico, por médicos e outros profissionais da saúde previamente treinados.              
Durante o exame clínico, será aplicado um questionário, com perguntas a respeito da hanseníase,              
dados pessoais e será aplicada uma entrevista para desenhar um gráfico, chamado genograma,             
onde estarão indicados todos os membros da família e todas as pessoas que moram juntas.  

2. Serão realizados testes no sangue para auxiliar no diagnóstico da doença. Para estes testes              
iremos coletar 10 mL de sangue da veia do seu braço. O sangue coletado por profissional treinado                 
será levado aos laboratórios de Imunologia e Biologia Celular e Genética molecular para fazer              
testes para procurar substâncias de defesa (anticorpos, citocinas etc) e de material genético (DNA)              
que irão mostrar como o seu organismo se defende contra o micróbio que causa a hanseníase. O                 
teste genético pode mostrar se existem características hereditárias que estejam relacionadas ao            
desenvolvimento ou não da hanseníase. 

3. O raspado da pele , se necessário, será coletado para ver se o micróbio está presente. A coleta de                   
raspado da pele será feita no lóbulo da orelha, do cotovelo e/ou da mancha na pele com a                  
utilização de um instrumento que raspa a pele. 

O sangue ficará guardado em tubo, armazenado em freezer na temperatura de -20ºC a -86ºC, no                
Biorepositório do laboratório de Biologia Celular e Genética Molecular da UFJF - campus Governador              
Valadares. 

Para participar desta pesquisa, o menor sob sua responsabilidade não terá nenhum custo nem receberá               
qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso sejam identificados e comprovados danos provenientes            
desta pesquisa, ele tem assegurado o direito à indenização. Ele será esclarecido (a) em qualquer aspecto                
que desejar e estará livre para participar ou recusar-se a participar. O (a) Sr. (a), como responsável pelo                  
menor, poderá retirar o seu consentimento de guarda e utilização do material cedido, valendo a desistência                
a partir da data de formalização desta ou interromper a sua participação a qualquer momento sem                
quaisquer prejuízos A participação dele é voluntária e a recusa em participar não acarretará qualquer               
penalidade ou modificação na forma em que é atendido (a). O pesquisador irá tratar a identidade do menor                  
com padrões profissionais de sigilo. O menor não será identificado em nenhuma publicação.  

Os riscos envolvidos na pesquisa são: a coleta de material biológico será realizada de modo seguro com                 
materiais descartáveis e o mais confortável possível. Na coleta de sangue pode haver leve dor local,                
podendo em alguns casos levar a formação de manchas roxas (hematomas) no local da entrada da                
agulha. Estas manchas desaparecerem em alguns dias. A coleta de raspado da pele pode trazer ardência                
e dor no local da coleta. Após algumas horas ou poucos dias a pele cicatriza sem necessidade de qualquer                   
medicamento. Para a biópsia da pele, algumas pessoas (menos de uma em 10.000) são alérgicas a este                 
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tipo de injeção (anestésico). Em caso de alergia poderá ocorrer os sintomas: vermelhidão no local de                
injeção, coceira, erupção na pele, ou muito raramente dificuldade para respirar. Infecção pode ocorrer,              
mas não é comum. Todos os procedimentos serão realizados no posto de Saúde com a presença de                 
médicos e enfermeiros da equipe, qualquer reação adversa será encaminhada para cuidados médicos no              
próprio local ou em hospital da região pela equipe de pesquisa. Assim, ao participante fica garantido pela                 
equipe o tratamento em casos de reações adversas e/ou infecções decorrentes da coleta do material               
biológico. Os benefícios da pesquisa virão da análise dos resultados que poderão trazer novos              
conhecimentos científicos de como a hanseníase se desenvolve e sugerir novas formas de melhorar o               
tratamento e impedir o aparecimento de casos na população. 

Os resultados a partir do material estarão à sua disposição quando finalizada. O nome ou o material que                  
indique a participação do menor não será liberado sem a sua permissão. Os dados e instrumentos                
utilizados no projeto ficarão arquivados com o pesquisador responsável por um período de dez anos, e                
após esse tempo serão destruídos.  

Este termo de consentimento de duas páginas encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que               
uma via será arquivada pelo pesquisador responsável no Laboratório de Imunologia do campus             
UFJF-Governador Valadares, e a outra via será fornecida ao(a) Sr. (a). Os pesquisadores tratarão a sua                
identidade com padrões profissionais de sigilo, atendendo a legislação brasileira (Resolução Nº 466/12 do              
Conselho Nacional de Saúde), utilizando as informações somente para os fins acadêmicos e científicos. 

. 

Declaração de consentimento 
 

Eu,__________________________________________________________________________________, 
portador(a) do documento de Identidade _____________________, grau de parentesco         
______________________________ ​responsável pelo menor    
_____________________________________________________________________________________, residente  
no endereço (Rua/Av)   
______________________________________________________Nº._______complemento___________ Bairro  
______________________________________ Cidade ___________________________________ (MG), fone de      
contato ( ) ______________________ e ( ) ______________________fui informado (a) dos objetivos da pesquisa​,              
de maneira clara e detalhada e esclareci minhas dúvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas                 
informações e modificar a decisão do menor sob minha responsabilidade de participar, se assim o desejar. O(a) Sr(a)                  
será contatado para consentir, a cada nova pesquisa, sobre a utilização do material biológico armazenado no                
biorrepositório. 
Recebi uma via original deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e                    
esclarecer as minhas dúvidas. 
 
Governador Valadares, _________ de __________________________ de 20 ____. 
 
 
Nome legível e Assinatura do participante   
 
 
Nome legível e Assinatura do pesquisador   
 
 
Nome dos Pesquisadores Responsáveis:  
Cibele Velloso Rodrigues e Lúcia Alves Fraga e Márcio Luis Moreira de Souza 
Universidade Federal de Juiz de Fora – Campus Governador Valadares 
Rua Israel Pinheiro, 2000 Bairro Universitários (campus Univale II) 
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ANEXO D – Vias de sinalização de alguns TLRs.
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ANEXO E – Carta de concessão do PDSE da CAPES.



Ministry of Education - MEC
Brazilian Federal Foundation for Support and Evaluation of Graduate Education - CAPES

Setor Bancário Norte, Quadra 2, Bloco L, Lote 06
CEP 70.040-031 - Brasília, BRAZIL

1 / 1

In order to validate the authentication of this document, please visit the website  and enter the following code:http://validadocumentos.capes.gov.br/ 2I+dzJqwART4=

Dear Mr.(s),
MARCIO LUIS MOREIRA DE SOUZA
Rua Suíça - 173 - Apto 405
GRÃ-DUQUESA
Governador Valadares - Minas Gerais
Brasil
35.057-670

11/06/2019

Processo: PDSE - 88881.361990/2019-01

TO WHOM IT MAY CONCERN

We hereby certify that Mr./Mrs.  has been awarded a scholarship from the CAPES Foundation,MARCIO LUIS MOREIRA DE SOUZA
an agency under the Ministry of Education of Brazil, in order to conduct part of his doctoral research as a Visiting Student at 

.UNIVERSITY OF CALIFORNIA, SAN DIEGO

The scholarship includes:

Grant Unit Value Parcels (up to) Total

Health insurance allowance US$ 90.00 12 US$ 1,080.00

High cost city stipend US$ 400.00 12 US$ 4,800.00

Monthly stipends US$ 1,300.00 12 US$ 15,600.00

Settling-in allowance US$ 1,300.00 1 US$ 1,300.00

*The parcels depend on the period of the scholarship stated below.

. The scholarship is valid from  to .11/2019 10/2020

. Travel allowance towards the cost of travel for the itinerary:Brasil/Estados Unidos/Brasil

. The benefits granted are linked to the period spent abroad, within the approved period.

. Capes will not be responsible for costs related to academic and research fees.

Sincerely,

Valéria Cristina Lima Carvalho
General Coordinator for International Scholarships and Projects

This document is public and does not need signature recognition
- Article 19, interpolated proposition II, Federal Constitution of Brazil.
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