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Resumo da Dissertagao

Introdugao: O Eritema Nodoso Hansénico (ENH) é uma resposta imune
humoral ao Mycobacterium leprae, e caracteriza-se por nodulos eritematosos
associados ou ndo a sintomas sistémicos. O principal medicamento utilizado,
no Brasil, para tratar o ENH é a talidomida, no entanto a medicagdo possui
efeitos adversos importantes, como neuropatia periférica (NP). E escasso o
conhecimento quanto ao perfil do paciente com hanseniase de maior risco para
desenvolver NP por talidomida, sendo possivel a influéncia de fatores clinicos e
genéticos. Variantes genéticas dos genes SERPINB2 e PKNOX1 ja foram
implicadas com a predisposi¢cao para desenvolvimento de NP por talidomida
em outros contextos clinicos, como mieloma multiplo, quimioterapia por
taxanos e doenca inflamatéria intestinal pediatrica. Objetivos: Avaliar a
prevaléncia de polimorfismos entre variantes genéticas SERPINB2 e PKNOX1
em pacientes com ENH. Material e Métodos: Estudo transversal incluindo
pacientes com diagnostico de ENH. Foram avaliadas as variantes genéticas
SERPINBZ2 e PKNOX1, variaveis clinicas relacionadas a doenga e a ocorréncia
de NP em usuarios de talidomida com os polimorfismos genéticos.
Resultados: Foram avaliados 47 pacientes; o polimorfismo rs6103 SERPINB2
teve uma frequéncia de 66% do alelo C e 34% o alelo G; o polimorfismo
rs2839629 do PKNOX1 apresentou uma frequéncia de 75% para o alelo A e
25% para o alelo G. Os que apresentaram neuropatia tiveram maior frequéncia
dos gendtipos homozigoto e heterozigoto C (85% e 77,3% respectivamente)
para o polimorfismo rs6103 (SERPINBZ2) e dos gendtipos homo e heterozigoto
A (84% e 80%, respectivamente) para o polimorfismo rs2839629 (PKNOXT).

Essas diferencas n&o foram estatisticamente significativas. Conclusdo: De



acordo com o presente estudo, muitos pacientes com ENH possuem
polimorfismos que podem aumentar a suscetibilidade a NP relacionada a
talidomida. E provavel que fatores genéticos sejam importantes no
desenvolvimento desta complicacdo em pacientes portadores de hanseniase.
Palavras-chave: neuropatia periférica, polimorfismos, talidomida; hanseniase,

eritema nodoso hansénico.

Abstract

Introduction: Erythema nodosum leprosum (ENL) is a humoral immune
response to Mycobacterium leprae characterized by erythematous nodules
associated or not with systemic symptoms. The main drug used to treat ENL in
Brazil is thalidomide, but this drug has important adverse effects, such as
peripheral neuropathy (PN). Little is known about the profile of patients with
leprosy at increased risk of developing thalidomide-induced PN, and the
influence of clinical and genetic factors is likely. Genetic variants in SERPINB2
and PKNOX1 genes have been implicated in the predisposition to develop
thalidomide-induced PN in other clinical settings, such as multiple myeloma,
taxane-based chemotherapy, and pediatric inflammatory bowel disease. Aim of
study: To evaluate the prevalence of polymorphisms in SERPINB2 and
PKNOX1 variants in patients with ENL. Materials and methods: We
conducted a cross-sectional study of patients with a diagnosis of ENL.
SERPINB2 and PKNOX1 variants, disease-related clinical variables, and the
occurrence of PN in thalidomide users with genetic polymorphisms were

evaluated. Results: Forty-seven patients were evaluated. The SERPINB2



rs6103 polymorphism had a frequency of 66% for the C allele and 34% for the
G allele; the PKNOX1 rs2839629 polymorphism had a frequency of 75% for the
A allele and 25% for the G allele. Patients who developed PN had a higher
frequency of homozygous and heterozygous genotypes C (85% and 77.3%,
respectively) for rs6103 (SERPINB2) and homozygous and heterozygous
genotypes A (84% and 80%, respectively) for rs2839629 (PKNOXT). These
differences were not statistically significant. Conclusion: According to the
present study, many patients with ENL have polymorphisms that may increase
susceptibility to thalidomide-induced PN. Genetic factors might play an
important role in the development of this complication in patients with leprosy.

Keywords: peripheral neuropathy, polymorphisms, thalidomide, Ileprosy,

erythema nodosum leprosum.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Hanseniase

A hanseniase é uma doenga cronica, infectocontagiosa, granulomatosa,
provocada pelo Mycobacterium leprae. Lesiona especialmente a pele e sistema
nervoso periférico, resultando em incapacidades e deformidades
caracteristicas'. O M. leprae é um bacilo pertencente ao género Mycobacterium
e a familia Mycobacteriaceae. E um bacilo alcool-acido resistente (BAAR),
intracelular obrigatério, predominante em macréfagos, podendo acometer
células dendriticas e células de Schwann?3#. Os Unicos hospedeiros naturais
conhecidos do M. leprae, além dos humanos, sdo os tatus (Dasypus
novemcinctus)*59.

A inalacdo de goticulas através da mucosa nasal é o modo de
transmissdo mais significativo. O periodo médio de incubagdo é de quatro
anos, sendo que em regides endémicas infecgbes latentes assintomaticas
podem perdurar por décadas. Uma parcela notavel da populacdo destas
regides esta infectada com o patégeno, com grande parte apresentando
resolugdo espontdnea precoce incluindo casos de doenca notdria>®. A
hanseniase pode atingir pessoas de qualquer sexo ou idade. A incidéncia é
maior entre homens do que mulheres, na maior parte do mundo representada
pela razao de 2:1, apresentando picos nas faixas entre de 10-15 e 30-60 anos.
Grande parte da populagao € resistente a infec¢cao pelo M. leprae, contudo,
certos gendtipos sdo reconhecidos como fatores de risco para hanseniase®’.
Além disso, fatores relacionados aos niveis de endemia, condi¢cboes
socioecondmicas, precariedade de saude e condi¢des individuais aumentam ao

risco de desenvolver a doenga®.
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1.1.1 Epidemiologia

A hanseniase ocorre em climas tropicais, subtropicais e temperados. E
considerada um importante problema de saude publica em paises em
desenvolvimento, especialmente na Asia, Africa e América do Sul, devido & sua
grave sintomatologia e potencialidade em causar incapacidades fisicas. No
Brasil, a hanseniase € uma doenca de notificagdo compulsoria, por sua
incidéncia/prevaléncia, importancia social e econdmica, morbidade, e por ser
transmissivel sujeita a tratamento e controle’°.

Em 2020, a pandemia pelo novo coronavirus causou uma reducao de
37% na detecgdo global de casos de hanseniase'’®. De modo semelhante, no
Brasil, a diminuigdo na detecgdo de casos novos foi de 35%'°. A Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) anualmente publica um relatério sobre a incidéncia
mundial da hanseniase, abrangendo numero de novos casos, prevaléncia e
incapacidades. Em 2019 foram notificados 202.185 novos casos de hanseniase
globalmente, o que corresponde a uma taxa de detecgdo de 25,9 casos por 1
milhdo de habitantes’®. Mundialmente o niumero de novos casos detectados
diminuiu de forma modesta, em 1,2% em relagdo ao ano anterior. No entanto,
em trés regides houve aumento no numero, com destaque para o Brasil com
93% dos casos do continente americano'®''. A maior parte dos casos de
hanseniase no Brasil ocorrem nas regides Centro-Oeste e Norte. No periodo
de 2012-2016, essas regides exibiram as maiores taxas de detecgao geral. As
menores foram registradas nas regides Sul e Sudeste, sendo Santa Catarina e
Rio Grande do Sul os unicos estados a alcancar, em 2005, a meta de

eliminagdo da doenga como problema de saude publica’®. Assim, o pais figura
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como segundo pais com maior nimero de casos (atrds somente da india),
tornando essa doenca um importante problema de saude publica que acarreta

sérios impactos sociais, econdmicos e sanitarios'%",

1.1.2 Aspectos clinicos

Considerando o aspecto clinico heterogéneo da doenga, a medida que
novos conhecimentos sobre hanseniase foram adquiridos, varias classificacdes
foram propostas®’. As caracteristicas da hanseniase sdo dependentes da
resposta imunolégica do individuo infectado, gerando um grande espectro
clinico e histopatoldgico desde um polo de resisténcia (tuberculdide) a um polo
de suscetibilidade (virchowiana — assim denominada no Brasil em substituicdo
ao termo “lepromatosa” da classificagéo original)®'3. A classificagdo de Ridley-
Jopling (1966) é ainda uma das mais utilizadas e engloba caracteristicas
clinicas, histopatologicas, carga bacteriana e o grau de resposta imune
mediada por células para definir subgrupos dentro do espectro da doenga. As
formas polares sao intituladas tuberculéide-tuberculéide (TT) e virchowiana-
virchowiana (LL). Entre as formas TT e LL existem subgrupos, cujos padrbes
da hanseniase podem mudar de um polo a outro na evolugdo natural da
doenca e incluem: borderline-tuberculdide (BT), borderline-borderline (BB) e
borderline-virchowiano (BL)%13.14,

A classificacdo da OMS, estabelecida com finalidade operacional e
terapéutica em 1982, baseia-se no numero de lesdes e troncos nervosos
acometidos. Dessa forma, a hanseniase foi dividida em paucibacilares (PB) e
multibacilares (MB), sendo PB aqueles pacientes com até cinco lesdes de pele

e/ou apenas um tronco nervoso comprometido, enquanto os MB apresentam
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mais de cinco lesbes e/ou um ou mais troncos nervosos afetados. Em
situagdes de recursos limitados, essa classificacdo tem se mostrado eficiente
para classificagdo clinica, diagnéstico e tratamento, devido sua natureza
simplificada®%13,

Lesbes de pele da forma PB extrema, TT, sdo hipopigmentadas, bem
delimitadas e com baixa carga bacilar. A forma MB extrema, LL, é
caracterizada pela fraca formagcdo e granuloma, varias lesdes de pele
infiltradas com alta carga bacteriana e acometimento de nervos periféricos. As
formas intermediarias tém como caracteristicas multiplas lesdes irregulares e
coalescentes, com aspecto de "queijo suico" e geralmente com baciloscopia

positiva's.

1.1.3 Diagnéstico

7

O diagnostico € clinico, as lesbes cutdneas com alteragcdo de
sensibilidade sdo os indicadores em 90% dos pacientes, os 10% restantes
expressam apenas sinais neurologicos. Como forma de auxilio, sempre que
possivel, analises de baciloscopia de raspado intradérmico e bidpsia de pele
devem ser realizadas. Nas formas paucibacilares - hanseniase indeterminada e
tuberculdide - as analises histopatoldgicas possuem pesquisas baciloscopicas
negativas. Considerando-se as limitagbes laboratoriais, os achados clinicos

considerados sempre devem prevalecer para o diagnostico*2.
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1.1.4 Tratamento

O tratamento, padronizado pela OMS em 1982, envolve
poliquimioterapia (PQT). O regime de tratamento consiste na associagdo de
trés antimicrobianos (rifampicina, dapsona e clofazimina). Para pacientes que
apresentam intolerancia podem ser utilizados agentes de segunda linha:
fluoroquinolonas, minociclina e claritromicina. Até recentemente, a PQT era
administrada em dois esquemas terapéuticos distintos, sendo um composto por
rifampicina, clofazimina e dapsona para casos multibacilares, e outro,
composto apenas por rifampicina e dapsona, destinado aos paucibacilares. No
entanto, desde 2018 a OMS passou a preconizar o uso dos trés medicamentos
para o tratamento de todos os casos de hanseniase, independentemente da
classificagcdo operacional, mantendo o tempo de seis doses mensais para
casos PB e de 12 doses mensais para os casos MB. No Brasil, esse esquema
terapéutico foi oficialmente adotado em 2021, quando passou a ser
denominado de PQT-U'°. O tratamento deve ser iniciado na primeira consulta,
o medicamento € dispensado de forma gratuita, acompanhado por equipe
treinada com a finalidade de garantir conformidade e identificagdo precoce de
quaisquer reagdes hansénicas que possam ocorrer?48,

Embora regimes de PQT estejam disponiveis em todo o mundo para a
cura da hanseniase e isso tenha modificado drasticamente os cuidados do
paciente e a cadeia de transmisséo da infeccdo, o impacto clinico da doenca &
agravado por episédios inflamatérios agudos, referidos como reagdes

hansénicas ou episddios reacionais®6.10.16.17,
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1.2 Episédios reacionais

As reagdes hansénicas sdo episodios inflamatérios agudos que
decorrem de alteracbes no equilibrio imunolégico entre o hospedeiro e o
patogeno. Sao definidas pela ativagdo ou reativagdo grave do sistema imune e
acometem especialmente os nervos periféricos, sendo a principal causa de
morbidade e incapacidades fisicas. Podem ocorrer antes, durante ou apds o
final do tratamento para hanseniase, sendo mais frequentes entre os casos
multibacilares, onde  focos infecciosos podem ser  potenciais
desencadeantes*58'4 Essas reagbes hansénicas tém variabilidade de
ocorréncia entre diferentes populagbes, acometendo de 30 a 60% dos
pacientes em algum momento durante o curso de sua doenga'®1920. Asg
reagcdes podem se apresentar com intensa inflamag¢ao neural acometendo as
fibras sensitivas e motoras dos troncos nervosos periféricos, resultando em
perda subita e até permanente de fungdes sensoriais, autonémicas e motoras,
podendo levar a incapacidades fisicas permanentes. Além de agravar as
lesbes neurais, as reagdes frequentemente requerem tratamento prolongado
com medicamentos que oferecem diversos riscos, como corticosteroides e/ou
talidomida. Os tipos de reacdes hansénicas sdo chamadas de reacdo reversa
(RR) ou reagao do tipo 1 e o Eritema Nodoso Hansénico (ENH) ou reacédo do
tipo 2414, O diagndstico precoce das reagdes da hanseniase é crucial para os
esforcos de redugdo dos danos aos tecidos e prevencdo de incapacidades,
com o tratamento sempre devendo ser implementado assim que estabelecido o
diagndstico02122,

A RR ocorre em pacientes que possuem formas clinicas classificadas

como borderline (BB, BT e BL) e sado entendidas como uma intensificagdo da
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resposta imune mediada por células aos bacilos. E caracterizada por
inflamagéo e dor em lesbes preexistentes, que podem ulcerar, algumas vezes
produzindo neurite exacerbada, que se manifesta como sensibilidade e les&o
neural. As reacoes tipo 1 ocorrem tipicamente nos primeiros 6 meses apos o
inicio da PQT, embora possam ocorrer em qualquer estagio da doenca

(inclusive apos a conclusédo da PQT)414.23,

1.2.1 Eritema Nodoso Hansénico

O ENH é causado por uma resposta imune tipicamente humoral ao M.
leprae, caracteriza-se por nodulos eritematosos subcutédneos dolorosos que
podem ulcerar. Estes nddulos podem ser acompanhados por febre e mal-estar,
bem como inflamagédo dos nervos, génglios linfaticos, olhos e extremidades,
portanto tém uma caracteristica sistémica?>2425. Assim como nas reagdes do
tipo 1, o ENH pode ocorrer em diferentes momentos da doenga (mesmo apos a
cura) em pacientes com as formas BL ou LL, embora essas reacdes
geralmente aparegam quando os pacientes estdo em uso de PQT"6.17:25,

A hipdtese para a ocorréncia de ENH é que a quantidade de antigeno
disponivel durante o tratamento, por ocorréncia da morte bacteriana, cause
ativacdo excessiva do sistema imunologico, induzindo um estado inflamatério,
principalmente naqueles com alta carga bacilar (MB) no inicio da terapia'#29-26
O ENH resulta em disfungcdo celular, bem como em complexos antigeno-
anticorpo sendo depositados diretamente nos tecidos®®. Isso pode causar
inflamagao aguda dos nervos e da pele?’. Ha infiltrado inflamatério de células
polimorfonucleares (neutréfilos) acompanhado de vasculite e/ou inflamacéo da

camada subcutanea de tecido adiposo (paniculite)?®?’. Além da carga bacilar,
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outros fatores estdo mais associados ao ENH, como sexo masculino e idade
superior a 40 anos'7:22252829 O ENH também esta associado ao aumento dos
niveis de citocinas pro-inflamatorias™®.

As lesbes de ENH apresentam depdsitos de imunoglobulinas,
complemento e alguns constituintes micobacterianos, juntamente com
expressdo de mRNA de interleucina 6 (IL-6), IL-8 e IL-10 e expresséo
sustentada de mRNA de IL-4 e IL-5%°. Uma revisdo sistematica sobre estudos
imunologicos da reagao do tipo 2 identificou que a maioria dos trabalhos mostra
um aumento significativo das citocinas pré-inflamatoérias durante o ENH. O fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) parece ser um regulador chave dessa
condicdo, havendo também substanciais evidéncias apoiando um papel para o
Interferon gama (IFN-y), bem como de que outras citocinas, como IL-13 e IL-6
ou receptores de citocinas (IL2R e IL6R) também estejam envolvidos nos

mecanismos fisiopatoldgicos do ENH'9:26,

1.2.2 Tratamento do eritema nodoso hansénico

O tratamento do ENH tem como objetivos principais: controlar a
inflamacgéao, aliviar a dor, prevenir desenvolvimento e extensdo das lesdes,
assim como o dano neural. O gerenciamento da reagdo é essencial na
prevencao da disfuncdo sensorial e motora. Embora exista uma padronizagao
internacional para o tratamento da hanseniase, ndo ha padronizacao definitiva
para o tratamento das reagdes. Casos classificados como leves podem ser
tratados com anti-inflamatoérios ndo esteroidais?3?43'. Casos mais graves de
reacao tipo 2 requerem o uso da talidomida (100-400 mg/dia), sendo, em geral,

este o tratamento de primeira escolha no Brasil?®3233, O uso de
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corticosteroides sistémicos também pode ser necessario em caso de
envolvimento neural'®232%, Em casos graves o tratamento com a talidomida por
ser prolongado, podendo ser usada por meses?431:34,

A talidomida foi utilizada pela primeira vez no ENH em 1965 por um
meédico israelense que forneceu amostras do farmaco como sedativo para um
paciente que ndo conseguia dormir devido as dores decorrentes da reacéo.
Nesta ocasido, a talidomida ja havia sido banida do mercado devido ao seu
efeito teratogénico3235%6, Atualmente, a talidomida esta indicada para o
tratamento do ENH em alguns paises, no entanto em alguns locais seu uso
ainda é restrito devido a teratogenicidade®32%2933 Além dessa indicagéo, suas
propriedades anti-inflamatorias, antiangiogénicas e imunomoduladoras
permitiram seu retorno em nivel mundial para o tratamento de diversas
doengas, bem como a sintese de farmacos analogos (Lenalidomida e
Pomalidomida)37:38,

A efetividade da talidomida no tratamento do ENH é primeiramente
devida a sua agao sobre o TNF-a, mas outros mecanismos podem contribuir
para seu efeito anti-inflamatorio’. Ela atua na reducdo da expressdo de
citocinas como IL-6, IL-1B, IFN-y e possivelmente fatores de transcrigdo como o
Fator Nuclear-kB (NF-kB). Além disso, a talidomida modula a expressao de
moléculas de adesdo e estimula a proliferacdo de células T citotoxicas,
induzindo a produgdo de citocinas anti-inflamatorias®. Ainda, sdo observados
efeitos de inibigdo da cicloxigenase 2 (COX- 2) e um efeito anti-angiogénico
nas celulas endoteliais pela modulacdo da expressao de moléculas de adesao

e a produgdo de fatores angiogénicos, como Fator de Crescimento
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Fibroblastico basico (bFGF) e Fator de Crescimento Vascular Endotelial
(VEGF)3940,

Tanto os corticoides quanto a talidomida sdo medicamentos efetivos
para controlar sintomas agudos, no entanto, muitos dos pacientes necessitam
de regimes prolongados para ambas as reagdées. O uso prolongado de
corticosteroides aumenta o risco de ocorréncia de diversos efeitos adversos,
como hipertensio arterial sistémica, diabetes mellitus, e infecgdes oportunistas
(como tuberculose ou infecgbes fungicas). Dentre os efeitos adversos da
talidomida destaca-se neuropatia periférica (NP), sedacdo e teratogenicidade,

esse ultimo implicando em extremo cuidado na sua utilizacdo e restrigdes

|egai38,23,31 41 ,42_

1.3 Neuropatia periférica associada a hanseniase e induzida pela

talidomida

A NP é caracterizada por uma degeneragcdo dos nervos periféricos,
assim como 0s sensoriais, motores ou fibras nervosas autbnomas. Como
manifestacdo mais comum da NP, a neuropatia sensorial apresenta sintomas
de dorméncia, formigamento nas méaos e peés, alteragcdes na sensibilidade ao
toque e calor, além de dor neuropatica, relatada como dor ardente. A auséncia
de reflexos, arreflexia, e a reducdo da propriocepcado, que causa falta de
coordenacao, também podem ocorrer. De forma menos frequente, danos no
sistema nervoso motor podem ocorrer e causar fraqueza muscular, atrofia ou
fasciculagao®34445,

A NP pode ser induzida por drogas, sendo que na hanseniase as drogas

relacionadas a esse efeito adverso s&o a dapsona e a talidomida. Clinicamente,
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a neuropatia pela dapsona pode ser diferenciada pela maior ocorréncia de
sintomatologia motora, sendo caracteristico o acometimento motor distal. Neste
caso, 0s sintomas sensitivos sao incomuns, e se presentes, sempre
acompanhados de sintomatologia motora. A recuperacédo clinica costuma ser
completa apds a descontinuagdo da medicag&o?®.

A complicagdo mais importante relacionada ao tratamento com
talidomida depois da teratogénese é a NP, a qual foi ofuscada pelos
devastadores efeitos teratogénicos3'#’. As manifestagbes clinicas incluem
parestesia dolorosa simétrica das maos e pés, comumente acompanhada de
perda sensorial nos membros inferiores e fraqueza muscular proximal3!48:49.50,
Além disso, sintomas da sindrome do tunel do carpo, caimbras e sinais de
envolvimento do trato piramidal também podem se desenvolver3!.36.46.51
Estima-se que a incidéncia de neuropatia varie entre 10 a 83%3%7485052 QO
conhecimento acerca da NP relacionada a talidomida é em grande parte
resultante da analise de dados retrospectivos de pacientes com diagndsticos
diferentes, alguns dos quais associados a neuropatia.?’-%3. Alguns estudos
relacionam que a incidéncia da NP seja associada com a dose acumulada da
droga*®4%%0  porém outros demonstram que mesmo com doses cumulativas
baixas, ela pode desenvolver-se, corroborando a ideia de predisposi¢cao
genética para a sua génese®:%9% Foi relatado que os sinais e sintomas de
neuropatia periférica podem ser irreversiveis ou se resolver lentamente?*?50-54,
Para diminuir o risco de desenvolvimento, os pacientes devem ser orientados
guanto aos primeiros sintomas e instruidos a contatar o médico imediatamente
em caso de ocorréncia. O exame clinico neuroldgico deve ser realizado

mensalmente durante os primeiros 3 meses apos o inicio do tratamento e de
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forma periddica a partir de entdo para detectar sinais de neuropatia. Ao
primeiro sinal de NP a terapia com o medicamento deve ser interrompida.
Entretanto, a decisdo de descontinuar o tratamento permanentemente deve
levar em consideragdo os beneficios do controle da neuropatia subjacente.
Além do mais, o tratamento pode ser reiniciado assim que os sintomas de
neuropatia periférica desaparecerem®’-%3. Os mecanismos propostos para
explicar a neuropatia induzida pela talidomida incluem antiangiogénese, efeitos
toxicos diretos nos ganglios da raiz posterior e desregulagcdo da atividade das
neurotrofinas por meio do fator nuclear kB*8525455_ Dentre os diferentes fatores
que podem aumentar o risco de NP, alguns genes foram identificados na
literatura como associados a susceptibilidade a NP induzida por talidomida no

tratamento de mieloma muiltiplo37-48:51,54.56

1.4 Susceptibilidade genética a neuropatia periférica

Johnson e colaboradores foram os primeiros a levantar a hipétese de
que existem certas condigdes especificas e predisposigcdes genéticas para o
desenvolvimento da polineuropatia pos-talidomida. Eles analisaram o material
genético de quase 1.500 pacientes diagnosticados com mieloma multiplo
(MM). No grupo de estudo, eles examinaram a correlacdo de 3.404 single
nucleotide polymorphisms (SNPs) de genes que codificam proteinas envolvidas
na patogénese da doenga, o tipo de resposta obtida ao tratamento e a
ocorréncia de efeitos adversos, como o risco de neuropatia. Eles observaram
uma correlacdo entre a ocorréncia de neuropatia e a presenca de SNPs
selecionados de genes que codificam proteinas envolvidas no transporte de

citostaticos através da membrana celular e o desenvolvimento de
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multirresisténcia, adesao, transcricdo, migracdo e formagdo de metastases
tumorais. As variantes ABCA1 (rs363717), ICAM1 (rs1799969), PPARD
(rs2076169), SERPINB2 (rs6103) e SLC12A6 (rs7164902) foram
significativamente associadas ao risco de desenvolver polineuropatia pos-
talidomida“®®5",

SERPINB2, um membro da familia clado B de inibidores de serina
protease, € uma das proteinas mais reguladas apds o estresse celulart®®’.
Originalmente descrita como um inibidor do ativador do plasminogénio
uroquinase (UPA), sua localizagdo citoplasmatica predominante sugere uma
fungdo intracelular®”%85°  Foi relatado que SERINB2 exibe propriedades
citoprotetoras em neurdnios, e interage com proteinas intracelulares, incluindo
componentes do sistema ubiquitina-proteassoma (UPS). E expresso por varios
tipos de células de forma constitutiva (por exemplo, queratindcitos, macrofagos
peritoneais, trofoblastos sinciciais) ou induzida apds inflamacéo, infec¢do ou
lesdo  (por exemplo, mondcitos/macréfagos, — fibroblastos,  células
endoteliais)®”-%%. A expressao desregulada de SERPINB2 e os polimorfismos de
SERPINBZ2 tém sido associados a varias doencgas, incluindo pré-eclampsia,
asma, periodontite, lipus e esclerodermia®’. A expressdo de SERPINB2 em
tumores também foi associada a um melhor progndstico de cancer®’. A
interrupcdo da homeostase da proteina normal (proteostase), leva ao estresse
proteotdxico, sustentando a fisiopatologia da inflamagao e disfungdo neuronal
em lesOGes agudas e neurodegeneragdo relacionada a idade®’. SERPINB2
aumenta rapida e significativamente em modelos de les&o cerebral aguda e
essa superexpressao medeia a neuroprotecdo por meio de mecanismos

indefinidos®’. SERPINB2 também é uma das proteinas mais reguladas em



27

monaocitos/macrofagos apds infeccdo ou estimulagdo com mediadores
inflamatorios®”-%°. Variantes polimorficas no gene SERPINB2 foram relatadas
reduzir o risco de dano neuronal e favorecer a resolucdo de NP induzida por
talidomida, dando suporte a hipétese de que a susceptibilidade genética pode
ter uma contribuicdo significativa na historia natural da NP induzida por
talidomida®®4°5%¢, Em um estudo sobre abortamento recorrente, Andraweera e
colaboradores identificaram que o alelo C da variante rs6103 em SERPINB2
estaria relacionado ao maior risco de aborto na populagédo estudada®'. O SNP
rs6103 substituicdo G>C foi relacionado com o desenvolvimento de neuropatia

induzida por talidomida no tratamento de pacientes com mieloma mdltiplo*86".

PKNOX1, também conhecido como PREP1 (proteina reguladora de
Pbx), pertence a superclasse de proteinas TALE (extensdo de loop de trés
aminodacidos) e esta localizado no cromossomo 2156263 A heterodimerizagao
de PKNOX com PBX1 forma o fator de transcrigdo UEF-3 (fator potenciador da
uroquinase-3) que controla a expresséo da interleucina 3 (IL-3), estromelisina e
ativador do plasminogénio da uroquinase (UPA), uma protease envolvida na
fibrinolise e imunidade inata e adaptativa®?. PKNOX1 é conhecido por modular
a atividade transcricional do gene da proteina quimioatraente de mondcitos
quimiocina-1 (MCP-1). A MCP-1 esta universalmente aumentada em diferentes
modelos de dor neuropatica e pode ser considerada um biomarcador de dor
crénica. A MCP-1 é um importante mediador de danos neurais relacionados a
macréfagos em diferentes modelos animais de neuropatias hereditarias e
neuropatia desmielinizante inflamatéria aguda®. O alelo de risco A na variante
rs2839629 esta associado com altos niveis de expressdao de PKNOX1, sendo

que esses genes PKNOX1 e CBS codificam proteinas que estdo envolvidas na



28

dor neuropatica e inflamatéria®-%4. De acordo com Magrangeas foi identificada
uma associagao significativa entre o genotipo homozigoto rs2839629 AA
PKNOX1 e o alelo portador de rs1024611G CBS sugerindo uma possivel
interacdo epistatica entre rs2839629 PKNOX1 e rs1024611 CBS para regular a
expressido de MCP-1%4,

Em sintese, hanseniase é uma doenga endémica no Brasil, € nosso pais
ocupa o segundo lugar em numero de casos da doenga no mundo, havendo
varias regides com altos indices da doenga. O ENH é uma reagao imunoldgica
que afeta pacientes de hanseniase multibacilar, sendo a complicagdo mais
grave da doenga e uma importante causa de deficiéncias e incapacidades
associadas a hanseniase. Existem diversos fatores que ocasionam o ENH, cujo
aparecimento pode ocorrer mesmo apds o término do tratamento da
hanseniase. Aliado a isso, o tratamento do ENH é um desafio, pois a reacéo &
recorrente e o medicamento de escolha no Brasil, a talidomida, esta associado
a importantes efeitos adversos, como a neuropatia periférica, uma complicacéo
que pode definir a interrupgao do tratamento. Os genes SERPINB2 e PKNOX1
ja foram associados a NP induzida por talidomida em pacientes com mieloma
multiplo, porém ndo ha reconhecimento quanto a presenga destes genes nos
pacientes com hanseniase e ENH, o que possivelmente aumentaria o risco ao

desenvolvimento de neuropatia periférica em usuarios de talidomida.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL
Avaliar a prevaléncia de polimorfismos entre variantes genéticas
SERPINB2 e PKNOX1 em pacientes com eritema nodoso hansénico (ENH)
acompanhados no Ambulatério de Dermatologia Sanitaria / Secretaria Estadual

da Saude do Rio Grande do Sul (ADS-SES/RS).

3.2 ESPECIFICOS

a) Caracterizar a amostra de pacientes com ENH quanto a fatores

clinicos e demograficos.

b) Avaliar a frequéncia de pacientes com ENH e diagnéstico de
neuropatia periférica.

c) Avaliar a prevaléncia de polimorfismos entre variantes genéticas
SERPINB2 e PKNOX1 em pacientes com ENH e neuropatia periférica.

d) Estabelecer a prevaléncia alélica e genotipica das variantes genéticas

de SERPINB2, PKNOX1 em pacientes com ENH.
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Abstract

Background

Erythema nodosum leprosum (ENL) is a humoral immune response to Mycobacterium
leprae characterized by erythematous nodules associated or not with systemic
symptoms. The main drug used to treat ENL in Brazil is thalidomide, but peripheral
neuropathy (PN) is an important adverse effect to be considered in these patients.
Genetic variants in SERPINB2 and PKNOXI genes have been implicated in the
predisposition to develop thalidomide-induced PN in patients with multiple myeloma.

This study aimed to evaluate the prevalence of polymorphisms in SERPINB2 and

PKNOX] variants in patients with ENL.
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Methods
We conducted a cross-sectional study of patients with a diagnosis of ENL. SERPINB?2

and PKNOXI variants, disease-related clinical variables, and the occurrence of PN in
thalidomide users with genetic polymorphisms were evaluated.

Results
Among the 47 patients included, of those who developed PN, 17 (85%) were carriers of

the homozygous genotype C and 17 (77.3%) of the heterozygous genotype C for the
SERPINB2 156103 polymorphism, and 21 (84%) were carriers of the homozygous
genotype A and 16 (80%) of the heterozygous genotype A for the PKNOXI 152839629
polymorphism.

Conclusions
Polymorphisms for genetic variants in SERPINB2 and PKNOXI were found in patients

with ENL. These results contribute to the hypothesis, yet to be definitively confirmed,
that certain genetic factors are associated with the risk of developing thalidomide-

induced PN during the management of ENL.

Introduction

Leprosy is an endemic infectious, with a clinical course characterized by the
development of several clinical immune responses, including leprosy reactions.!-?343
Erythema nodosum leprosum (ENL) is a humoral immune response to Mycobacterium
leprae (antigen-antibody complex) characterized by painful erythematous nodules —
located in the dermis and hypodermis — that may ulcerate. Systemic symptoms such as
fever and malaise as well as inflammation of the nerves, lymph nodes, eyes, and

extremities may be present, leading to a highly complex clinical condition.>%”%9 ENL

may occur at different times during the course of leprosy — and even after cure — in
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patients with multibacillary disease, being more common during multidrug therapy
(MDT).3*3%10 The main drug used to treat ENL in Brazil is thalidomide,!'’!>!?
combined or not with other anti-inflammatory drugs.5”!%!15 Although effective,
thalidomide has important adverse effects, such as teratogenesis and peripheral
neuropathy (PN), which may be irreversible.!:313:16 Little is known about the profile of
patients with leprosy at increased risk of developing thalidomide-induced PN, and the
influence of clinical and genetic factors is likely.!”:!%1920 Genetic polymorphisms in
SERPINB2 (1rs6103) and PKNOXI (rs2839629) genes have been associated with
thalidomide-induced PN in patients with multiple myeloma,!”!?! but in patients with
leprosy there is a gap in this knowledge.

In this study, we evaluated the presence of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in SERPINB2 and PKNOX] genes in patients with ENL from a leprosy referral

center in southern Brazil.

Materials and methods
Sample
From 2021 to 2023, we conducted a cross-sectional study of patients with a
diagnosis of ENL, whether clinically active or in remission, followed up at the State
Leprosy Referral Center in Rio Grande do Sul (Sanitary Dermatology Outpatient
Clinic/Rio Grande do Sul State Department of Health), southern Brazil. The study was
approved by the institution’s Research Ethics Committee (approval number 4.460.424).
The following variables were evaluated: age, sex, comorbidities, date of leprosy
diagnosis, operational classification, clinical and immunological diagnosis of the
disease, occurrence of reactional episodes, treatment of reactions, occurrence and

characterization of neuropathy, and polymorphisms in SERPINB2 and PKNOX1 genes.
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Genotyping

To analyze polymorphisms, blood samples were collected and processed in the
Department of Genetics at the Federal University of Rio Grande do Sul. DNA was
extracted using the Flexigene® Blood Kit (Qiagen™, USA). The quantity and quality of
the extracted DNA were verified using a Nanodrop 1000 spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, USA). Genotyping of polymorphisms was performed using the real-
time PCR technique, with TagMan assays (Applied Biosystems, USA) on the
StepOne™ system (Applied Biosystems, USA). The following SNPs were analyzed:
SERPINB2 — 156103 (C_ 11450583 30) and PKNOXI — 132839629
(C__ 1605388 20).
Statistical analysis

Descriptive statistics were used to describe the demographic and clinical
variables of leprosy and ENL, where categorical data were expressed as relative
frequencies and quantitative data as mean values. Hardy-Weinberg equilibrium was
assessed for all polymorphisms using the chi-square test. All tests were performed using
SPSS®, version 20 (SPSS, IBM, USA). The chi-square test was used to investigate the
association between the presence of PN and the different genotypes and to compare the
frequency of variants in our study with that of two genetic databases: Genome
Aggregation Database (gnomAD, https://gnomad.broadinstitute.org/)>> and Online

Archive of Brazilian Mutations (ABraOM, https://abraom.ib.usp.br/).2*> The level of

significance was set at 5%.
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Results

The clinical characteristics of the patients are shown in Table 1. A total of 47
patients with ENL were included, 33 (70%) men and 14 (30%) women, most (85.1%)
aged >35 years. All patients had multibacillary leprosy, and the minority (8%) had
grade 0 disability at diagnosis. Regarding MDT (rifampicin, clofazimine, and dapsone),
19 patients (40.4%) used 12 months, 19 (40.4%) used 24 months, and 9 (19.2%) had not
yet completed treatment; 26 patients (55.3%) received replacement treatment: 7 patients
used the ROM regimen (rifampicin, ofloxacin, and minocycline) and 19 used regimens
without dapsone (16 used rifampicin, clofazimine, and ofloxacin; 3 used rifampicin,
clofazimine, and minocycline).

Of 47 patients with ENL, 45 (95.7%) developed type 2 reaction alone and 2
developed type 1 reaction concomitantly; 27 (57.4%) developed type 2 reaction during
MDT, 13 (27, 7%) before MDT, 4 (8.5%) after MDT completion, and 3 (6.4%) both
during and after MDT. In the treatment of ENL, 83% had used or were using
thalidomide. Only 20 patients (42.6%) had no previous diseases; 27 (57.4%) had
comorbidities, with systemic arterial hypertension and diabetes mellitus as the most
frequent ones. Other diseases observed included HIV infection, hypothyroidism,
coronary heart disease, stroke, hepatitis B, chronic obstructive pulmonary disease,
epilepsy, anxiety, intellectual disability, multiple myeloma, deep vein thrombosis,
chronic venous insufficiency, and chemical dependency. In the sample, 39 patients
(83%) had PN (55.3% pure sensory; 25.5% mixed).

Regarding the prevalence of the polymorphisms studied in patients with ENL,
we found that SERPINB?2 (rs6103) had a frequency of 66% for the C allele and 34% for
the G allele, whereas PKNOX1 (rs2839629) had a frequency of 75% for the A allele and

25% for the G allele (Table 2).
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Patients with PN had a higher frequency of homozygous and heterozygous
genotypes C (85% and 77.3%, respectively) for rs6103 (SERPINB2) and homozygous
and heterozygous genotypes A (84% and 80%, respectively) for rs2839629 (PKNOXT)

(Table 3). However, these results were not statistically significant.

Discussion

The results contribute to the hypothesis, yet to be definitively confirmed, that
certain genetic factors are associated with the risk of developing thalidomide-induced
PN during the management of ENL. The primary objective of the study was to identify
the presence of genetic variants in SERPINB2 and PKNOXI (genes that have been
identified as risk factors for thalidomide-induced neuropathy) in patients with ENL in a
sample from Rio Grande do Sul, the southernmost state of Brazil.

The C allele for rs6103 (SERPINB2) and A allele for rs2839629 (PKNOXI) have

17,1924 a5 a risk factor for thalidomide-

already been identified in previous studies
induced neuropathy. Our study demonstrated the same trend, without statistical
significance (possibly due to the small sample size). To our knowledge, no study has
been published to date that assesses patients with a diagnosis of ENL for genetic
susceptibility to the development of thalidomide-induced PN for SERPINB2 and
PKNOXI genes.

Johnson et al. were the first to raise the hypothesis that there are specific
conditions and genetic predispositions for the development of post-thalidomide
polyneuropathy and evaluated the presence of SNPs in the genetic material of patients
with multiple myeloma.!'®?> SERPINB2 (also known as plasminogen activator inhibitor-

2 or PAI-2) is a member of the serine protease inhibitor family. It is one of the most

upregulated proteins following cellular stress.?®?” SERPINB2 increases rapidly and
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significantly in acute brain injury models, and this overexpression mediates
neuroprotection through undefined mechanisms.!826282% Polymorphic variants in the
SERPINB?2 gene have been reported to reduce the risk of neuronal damage and favor the
resolution of thalidomide-induced PN, supporting the hypothesis that genetic
susceptibility may contribute significantly to the natural history of thalidomide-induced
PN.18:19.2628.30 The genetic variants ABCAI (rs363717), ICAMI (rs1799969), PPARD
(rs2076169), SERPINB2 (rs6103), and SLC1246 (rs7164902) have been significantly
associated with the risk of developing post-thalidomide polyneuropathy.?3-3!

PKNOX1, also known as PREP1 (Pbx-regulating protein), belongs to the three
amino acid loop extension (TALE) superclass of proteins, and the gene encoding this
protein (PKNOX1) is located on chromosome 21.3%3233 PKNOXI1 is known to modulate
the transcriptional activity of the monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) gene.
MCP-1 is universally increased in different models of neuropathic pain and can be
considered a biomarker of chronic pain. MCP-1 is an important mediator of
macrophage-related neural damage in different animal models of hereditary
neuropathies and acute inflammatory demyelinating neuropathy.!”

The SERPINB?2 variant had a frequency of 66% for the C allele and 34% for the
G allele in our sample. Johnson et al. reported that the rs6103 G>C substitution variant
was associated with the development of thalidomide-induced neuropathy in the
treatment of patients with multiple myeloma.!” The SERPINB?2 rs6103 C allele has been
associated with an increased risk of abortion.?* Our findings are in agreement with the
ABraOM database in that the risk allele C is present in 66% of the population and G in
34% for the SERPINB?2 gene.?® For PKNOXI, the frequency of the A allele was 48.6%
and of the G allele was 51.4% in the database.?® In our sample, the G allele was present

in 25% and the A allele in 75%. The rs2839629 risk allele A was associated with high
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levels of PKNOXI expression, and these genes encode proteins that are involved in
neuropathic and inflammatory pain.!”3 Magrangeas et al. identified a significant
association between rs2839629 AA homozygous genotype and rs1024611G-bearing
allele, suggesting a possible epistatic interaction between rs2839629 and rs1024611 to
regulate MCP-1 expression.!”

In the current study, most patients with ENL were men (70.2%), and this

predominance has also been reported in previous studies.>$10:12,34.35

Twenty-five
patients (53.3%) self-reported as African Brazilian. In the study conducted by Chan et
al., African Americans had a higher incidence of taxane-induced neuropathy than other
racial groups.’® Leprosy reaction occurred predominantly during treatment (57.4%) with
uniform MDT, and this finding was also consistent with previous studies.**># The most
prevalent age range was 35-65 years (66%). Advanced age is associated with an
increased risk of neurotoxicity, but previous studies evaluating chemotherapy-induced
neuropathy did not confirm this association, and the conflicting results would be related
to other comorbidities that cause PN.3¢37-3% Other factors that increase the risk of
neurotoxicity include diabetes mellitus, alcoholism, and vitamin deficiencies, with a
past history of neuropathy being the most important factor.!”-3* Our sample consisted of
only 5 (10.6%) patients with diabetes and 4 (8.5%) with alcoholism.

Overall, 83% of our study patients developed PN, 26 with predominantly
sensory PN and 12 with sensorimotor PN. In this group, 32 patients (86.5%) were
treated with thalidomide. Owing to other factors such as the disease itself, use of other
medications, and associated comorbidities, the etiology of neuropathy may remain
uncertain, a barrier also reported in previous studies of patients with multiple
myeloma®® and leprosy.!®!®%0 In addition, the patients in our sample were

retrospectively evaluated and were already receiving MDT and/or thalidomide.
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To aid in clinical differentiation, it is known that PN caused by leprosy has
sensory neuropathy as its most common manifestation with symptoms of numbness,

1,4,41,42

tingling in the hands and feet, altered sensitivity to touch and heat, and pain. In

dapsone-induced neuropathy, motor symptoms predominate.** Thalidomide-induced PN
is a predominantly sensory axonal neuropathy affecting large and small fibers!#!8:21-3
that produces symmetric painful paresthesias of the hands and feet, often accompanied
by sensory loss in the lower extremities.!>!*?> The pathophysiology of thalidomide-
induced PN involves inhibition of angiogenesis, dysregulation of neurotrophin activity
through inhibition of nuclear factor-kB, and degeneration of the dorsal root

ganglion.!%-21:31:3639 Rates of thalidomide-induced PN vary widely across studies (10%-—

83%), with the risk of neuropathy being related to the cumulative dose and duration of

14,19,25,39 13,14,18

therapy, which may persist for some time after drug discontinuation.
Evaluating thalidomide dose and treatment duration related to the development of PN

were not objectives of this study, and this shortcoming, along with the small sample

size, may have limited the ability to identify the associations investigated in the study.

Conclusion

Polymorphisms for the genetic variants in SERPINB2 and PKNOXI were found
in patients with ENL. Most patients were carriers of homozygous and heterozygous C
genotypes for the SERPINB2 rs6103 polymorphism and of homozygous and
heterozygous A genotypes for the PKNOXI rs2839629 polymorphism, known to be
associated with increased risk of thalidomide-induced neuropathy. Genetic factors might
play an important role in the development of this complication in patients with leprosy,

but larger studies are needed to further investigate the role of genetic variants in PN.
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Variables S(22141371)e
Age

<35 years 7 (14.9%)

35-65 years 31 (66.0%)

>65 years 9 (19.1%)
Sex

Female 14 (29.8%)

Male 33 (70.2%)
Ethnicity

White 21 (44.7%)

Black 6 (12.8%)

Mixed-race 17 (36.2%)

Indigenous 2 (4.3%)

Unknown 1(2.1)
Comorbidities

Systemic arterial hypertension 9 (19.1%)

Hypothyroidism 1(2.1%)

Two or more comorbidities™ 8 (17.1%)

Other** 9 (19.1%)

No comorbidities 20 (42.6%)
Alcoholism

Yes 4 (8.5%)

No 42 (89.4%)

Unknown 1 (2.1%)
Operational classification

PB (paucibacillary) 0

MB (multibacillary) 47 (100%)
Clinical classification

Dimorphous 19 (40.4%)

Virchow’s 28 (59.6%)

Multidrug therapy duration

Treatment not completed 9 (19.2%)
12 months 19 (40.4%)
24 months 19 (40.4%)
DP (disability prevention) at diagnosis
Grade 0 4 (8.5%)
Grade 1 11 (23.4)
Grade 2 24 (51.1%)
Other 8 (17.0%)
DP (disability prevention) at discharge
Grade 0 8 (17.0%)
Grade 1 8 (17.0%)
Grade 2 17 (36.2%)
Other 14 (29.8%)
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Leprosy reaction
ENL (erythema nodosum leprosum)
Type 1 and 2 reactions

45 (95.7%)
2 (4.3%)

Occurrence of type 2 reaction (ENL)
Before treatment
During treatment
After treatment
During and after treatment

13 (27.7%)
27 (57.4%)
4 (8.5%)
3 (6.4%)

Thalidomide
Yes
No

39 (83.0%)
8 (17.0%)

Peripheral neuropathy
Yes
No

39 (83.0%)
8 (17.0%)

Neuropathy type
Sensory
Motor
Sensory/motor

26 (55.3%)
1 (2.1%)
12 (25.5%)

*Three patients (6.4%) had systemic arterial hypertension (SAH) and type 2 diabetes
mellitus (T2DM); 3 patients (6.4%) had SAH and other associated diseases, such as
HIV infection, stroke, and hepatitis B; 2 patients (4.3%) had T2DM and other

associated diseases, such as aortic stenosis and multiple myeloma.

**Other: HIV infection, coronary artery disease, chronic obstructive pulmonary
disease, epilepsy, anxiety, intellectual disability, chronic venous insufficiency, and

chemical dependency.
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Table 2. Allele and genotype frequencies of SERPINB2 (rs6103) and PKNOXI
(rs2839629) variants and comparison with database

Gene Variant Genotyp Absolute Sample ABraOM P-value  gnomAD P-value
el/Allele number frequency frequency (%) frequency (%)
(%)
SERPINB2  rs6103 ccC 20 42.6
CG 22 46.8
GG 5 10.6
C 62 66.0 66.0 0.976 713 0.235
G 32 34.0 34.0 28.7
PKNOX1 rs2839629 AC 25 53.2
AG 20 42.6
GG 2 4.3
A 70 75.0 48.6 <0.001 50.1 <0.001

G 24 25.0 51.4 49.9
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Table 3. Comparison of SERPINB2 (rs6103) and PKNOXI (rs2839629)
genotypes with the presence of peripheral neuropathy

Absence-Neuropathy

Presence-Neuropathy

Gene Genotype (%) (%) P-value*
cc 3(15.0) 17 (85.0)

SERPINB2 cG 5(22.7) 17 (77.3) 0.636
GG 0(0) 5(100)

PKNOX1 AC 4 (16.0) 21 (84.0)
AG 4 (20.0) 16 (80.0) 1.000
GG 0(0) 2 (100)

A. Fisher’s exact test.
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5. CONCLUSOES

Foram verificados os polimorfismos rs6103 SERPINB2 e rs2839629
PKNOX1 nos 47 pacientes com nodoso hansénico (ENH) acompanhados no
Ambulatério de Dermatologia Sanitaria / Secretaria Estadual da Saude do Rio
Grande do Sul (ADS-SES).

Desta forma, consideramos que provavelmente a presenca dos
polimorfismos rs6103 SERPINB2 e rs2839629 PKNOX1 podem compor um
risco adicional para neuropatia por talidomida em pacientes com ENH, embora
sem significancia estatistica para associagdo. Estes polimorfismos ja foram
encontrados relacionados a NP em pacientes com mieloma multiplo, apos
quimioterapia por taxanos e doencga inflamatdria intestinal pediatrica.

As frequéncias alélicas encontradas para o SERPINB2 em nosso estudo
sdo semelhantes as identificadas nos bancos de dados da populagéao brasileira,
no entanto para o PKNOX1 a taxa do alelo de risco foi mais elevada no nosso
estudo. Houve uma maior frequéncia genotipica de individuos com genotipo
homozigoto CC, seguido de heterozigoto CG para a variante rs6103
(SERPINB2). Para a variante rs2839629 (PKNOX7) também teve uma maior
frequéncia de individuos homozigotos AA, sendo que os heterozigotos AG o

outro genaotipo mais comum.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado
‘Imunogenética e modulacdo de citocinas pro-inflamatorias no eritema nodoso
hansénico”, aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) da UFCSPA
(Parecer N° 4.769.475), do Hospital Psiquiatrico Sdo Pedro/RS (Parecer N°
4.460.424) e do Hospital de Clinicas de Porto Alegre da UFRGS (Parecer N°
4.511.149). Deste projeto maior estdo sendo desenvolvidos diversos outros
trabalhos e projetos, incluindo uma tese de doutorado.

O Servigo de Dermatologia do Ambulatério de Dermatologia Sanitaria /
Secretaria Estadual da Saude do Rio Grande do Sul (ADS-SES) é um centro
de referéncia no diagndstico e tratamento de pacientes com Hanseniase.
Realizamos uma parceria com pesquisadores do Departamento de Genética da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) para analisar amostras
de sangue para identificagdo dos polimorfismos genéticos.

O aprimoramento dos conhecimentos sobre os polimorfismos
genéticos nos proporcionardao uma melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos na acdo das drogas utilizadas no tratamento de algumas doencgas
dermatoldgicas.

Dessa forma, estudos conduzidos em outros centros de referéncia em
hanseniase e em locais de maior prevaléncia da doenga seriam importantes
para melhor avaliar a relagdo dos polimorfismos genéticos com o eritema
nodoso hansénico. A avaliagdo rotineira dos polimorfismos evitaria
complicagdes advindas do uso da talidomida nos pacientes com ENH que ja

possuem predisposicdo a neuropatia.
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7. APENDICES

7.1 Ficha de Pesquisa Clinica

Ficha de avaliacio clinica de pacientes com

ENH:
Ficha n®: Data: /
Identificacio do paciente
Ficha da Inst. de Origem/n®:
Idade: Data de nascimento:_ / /
Sexo: (1) Masculino (2) Feminino (3) Ignorado
Naturalidade:

Etnia: (1) Branca (2) Preta (3) Amarela (4) Parda (5) Indigena (6) Ignorado

Enderego:

Telefone:

Comorbidades: (1) HAS (2) DM (3) Hipotireoidismo (4) Osteoporose (5) Outras

Medicamentos em uso:

Etilismo: (1) Sim (2) Nao

Caracteristicas Clinicas da Hanseniase

Inicio dos sintomas de Hanseniase:

Data do diagnostico de Hanseniase:

Classificacdo clinica da Hanseniase: (1) Indeterminada (2) Tuberculoide (3) Dimorfa
(4) Virchowiana (5) Nao classificada

Classificacdo operacional da Hanseniase segundo a OMS: (1) PB  (2) MB

Data de inicio da PQT:

Data do fim da PQT: N° de doses:

Tratamento substitutivo: (1) Sim  (2) Nao

Se sim, qual?

indice bacilar-diagnostico:
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Indice bacilar- final do tratamento com PQT:

PI do diagnéstico: PI mais recente: PI da alta:

(0) Grau Zero (1) Grau I (2) Graull (3) Nao Avaliado

Episodios Reacionais

(1) Reagdo Reversaoutipo 1 (2)
Eritema Nodoso Hansénico (3 ) Fendomeno de Lucio

(4) Reacao tipo 1 e 2

Ocorréncia da reacdo: (1) Antes do tto (2) Durante PQT (3) Ap6s alta

Tratamento dos episodios reacionais: (1) Talidomida (2) Pentoxifilina (3) Prednisona
(4) Talidomida + PDN (5) Clofazimina antireacional (6) AINES

(7) Outros (descrever)

Inicio do tratamento do episddio reacional:

Efeitos adversos do tratamento do episodio reacional: (1) Sim (2) Nao

Se sim, especificar: E por qual medicagao?

Ocorréncia de neuropatia: (1) Sim  (2) Nao

Diagnostico de neuropatia: (1) Sim (2) Nao Se sim, por talidomida?

Possivel diagndstico etiologico:

Ocorréncia de neuropatia por talidomida:

Data de inicio da medicacgao:

Dose utilizada por dia: Dose cumulativa:

Data inicio sintomas neurais:

Caracteristicas clinicas da neuropatia:

() mononeuropatia () polineuropatia () sensorial ( ) motora
Descri¢do locais de acometimento: ( ) maos ( ) pés () outros: Descricdo de exames
complementares se realizados:
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Recuperagdo apos suspensdo da droga: () sim () ndo
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7.2 Formulario de Prevengao de Incapacidades

Anexo C — Formulario de avaliacio neurolégica simplificada (ANS)
FORMULARIO PARA AVALIACAO NEUROLOGICA SIMPLIFICADA E CLASSIFICACAO DO GRAU DE INCAPACIDADE

FISICA EM HANSENIASE
Nome: sexao MO FQO
Ocupacao: DataNasc____/____/______
Municipio: UF:
Classificacdo Operacional  P8:(0 MB: O
DatainicioPQT-U:____/____/____ DataAltaPQT-U:___/___/___

Queixas

Ressecamento (S/N)
Ferida (S/N)
Perfuracdo de septo (S/N)
Queixas

Diminuicdo da

sensibilidade (S/N)
da cornea

Diminuicao da

forca muscular das (S/N)
palpebra s superiores

Fecha ohos sem forca (Fenda)
Fechaohos comforca | “mm"ou 0"

Triquiase (S/N)
Ectropio (S/N)
Opacidade corneana (S/N)

) ) {anot
Acuidade visual do :mm ¥ f"'

Legenda: Sim =S Nao = N; Em caso de fenda anotar em milimetros (mm), m:asodemmdelendamao(mt
Acuidade visuak se usar dculos para longe, LSar durante o exame;
Utiizar a tabela de optotipos “E" a distancia a 3 metros para medida da acuidade visual

MEMBROS SUPERIORES r 7 /7 2 7 7/ 3 7 7 48 7 7/
Queixas
Radial
Ulnar
Mediano

Legenda: Normal =N Espessado=E Dor=D Chogue=C
Elevar o punho / F
Extensao de punho %
(nervo radial)
Abrir dedo minimo /
Abducao do 5° dedo
(nervo ulnar) -
Elevar o polegar / F.
Abducso do r @
(nervo ulnar

Legenda: Forte = 5, Resistincia Parcial = 4, Movimento completo = 3, ~-Mavimento Parcial = 2, Contracdo =1 Paralisado =0 OU

. Forte = F, Diminuida = D, Paralisado =P
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Legenda Seguir as cores dos manofilamentos conforme instrugdes do fabricante

Garra movel = M Garra rigida = R Reabsorcso = [l Lesoestroficas= () Lesdestraumaticas=  /\

Queixas

Fibular

Tibial

Elevar o halux
/ Extens3ode
halux (nervo
radial)

Legenda: Normal =N

Espessado =

E Dor=D Chogue=C

Elevaropé /
Dorsiflexao do

(nervo na)

=

Legenda: Forte = 5, Resisténga Pardal = 4, Movimento cormpleto = 3, -Maovimento Pardal =2, Cortracio =1 Paralisado=0 OU
Forte=F, Diminuida = D, Paralisado = P

Legenda: Seguir as cores dos menafilamentas conforme instrugdes do fabricante
Garramével =M, Garrarigida = R, Reabsorcio = [l Lesses raficas = () Lesdes traumaticas = /\

Soma | ASSINATURAE
DATADA Olhos Msos Pés Maior | OMP CARIMBO ot
AVALIAGAO | (@) | ) | (@) | (b) | @) | (b) | Grau | (aupece
doest)
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GRAL CLASSIFICACAO DO GRAU DE INCAPACIDA

Forca muscular das palpebeas preservadas Forcamusadar das Forcamuscular dospés | verde (0,07g)
« Consegue ocluir com forga e formacio f f —preencher @
de pregas papebrais simétricas e draulona cor verde
comgr;m'serest::::aaqgmra'da E E Anid(02g)
e e — preencher .
C dircudona cor azd
- f Sensibilidsde paimar Sensibiidade plantar | Violeta (20
c preservada senle o preservadx senteo | g) — preencher o)
Acuidade visual = 0,1(Tabela logaritmica) ou monofiamento2g monofiamento2g circudo na cor
Contadedos a6 metros (violeta/roxa). (vicleta/roxa). viokta/ roa
Vermedho (402) —
preencher crado [}
da daforca nacor vermedha
Diminuicio da forca muscular das péipebras musculor ds(s)mbols) |  musculardofs)péfs) | Laranja(100g) -
semn defickncias visives: sem defickéncias sem deficéncias marexo ciado ﬁ
o Apresenta resisténcia minina a abertura visivels visiveis com X nacor
forcada pelo exarminador vermeho
E/0U E/OU E/OU
Rosa(300g) -
Diminuicio ou perda da sersibilicade da comex: Alteracio da Alteracio da Grouar nacor O
» Resposta demorada ou ausente a0 sersibiidade palmar: sersibiidade vermeho sem
toque da fio dental ou diminuicio/ nosente o plantarndo senten | preencher
auséncia do piscar. monofianento 2g monoflamento2g NSo sentiu
(violeta/roxa). (vicleta/ roxa). Rosa (300 8) . .
preencher na cor
preta
NOTAS: Inspecio e avaliacio sensitiva
10 drauio fora da paima damaoindica
Defidéndials) visivel(es) causada(s) pela a avaicio daregiio dorsa entre
hanseniase. como: Defickncio(s) Deficiéncials) opdegr e indcador, nervado
o Lagoftakmo visivel(eis) causadals) | visiveleis) causada(s) pebradel
R el e
a
o Triquiase Sl ] ohiix e 0 2 artelo, nenado
o Fidociclite3 o Reabsorcio dssea o Reabsorcdo 6ssea pelo fular,
- Atrofia muscular * Atrofia muscular ATENCAD: As deficiencias
« Opacidade corneana - -
E£/0U o Mio caida o Pécaido mmgmle/
. SO ou 2, somerte serdo atribuidas
mu.oamw o Lesdes troficas o Lesdes trdficas ammm
ou ndo contadedas a 6 metros, exchadas o Lesdes traumaticas® | o Lesdestraumaticas® | outrascasas
oulras causas. *Lesdes: considerar lesdes em dreas
com alteracio de sensibiidade (ndo
sente 2g)
Disponived emx hitps://www.gov.be / aids/pt-br/centrais-de-conteudo/publicacoes/ 2021/ formulario-para-avaliacao-neurclogica-simplificada-e-

classificacao-do-grau-de-incapacidade-fisica-em-hanseniase / view

Fonte: Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Hanseniase, 2022.



8. ANEXOS

8.1 Parecer do Comité de Etica da UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE W
PORTO ALEGRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicdo Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Imunogenética e Neuropatia Periférica no Eritema Nodoso Hansénico
Pesquisador: RENATA HECK

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 40304620.5.3003.5345

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Ciéncias da Saide de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Namero do Parecer: 4.769.475

Apresentacao do Projeto:
As informacdes elencadas nos campos “Apresentacgio do Projeto”, Objetivo da Pesquisa®, “Avalia¢ao dos

Riscos e Beneficios” e Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa® foram retiradas do arquivo do
Projeto Detalhado (Anexado na PB em 20/11/2020) e das Informagdes Basicas do Projeto (Anexado na PB
em 29/04/2021).

O Eritema Nodoso Hansénico (ENH), uma reagao inflamatéria decorrente da Hanseniase, é caracterizado
por aumento na producao de citocinas préinflamatérias. O principal medicamento utilizado para tratar o ENH
no Brasil é a talidomida, combinada ou nao a outros fArmacos anti-inflamatérios. Apesar de eficaz, a droga
possui efeitos adversos importantes, como neuropatia periférica,que resulta na degeneragao dos nervos
periféricos.

Fatores genéticos podem interferir nos tratamentos e ocorréncia de efeitos adversos, sendo que
polimorfismos em enzimas que atuam no metabolismo ou genes que influenciem na acao dos
medicamentos podem ser importantes fontes de variacao da resposta individual.

A amostra deste estudo serd composta de pacientes coletados prospectivamente,com diagnéstico firmado
de hanseniase que buscam o Ambulatério de Dermatologia Sanitaria (ADS) em Porto Alegre, os quais serao

caracterizados quanto ao aparecimento de reacgdes. Serdo coletadas além de informagdes clinicas,

amostras de sangue no inicio e final do tratamento do ENH para avaliagao de variantes nos genes
SERPINB2, PKNOX1, TNF, IL6, IL1 e INFG e niveis das citocinas TNF, IL6, IL1 e

Endereco: Rua Sarmenio Ledte 245

Bairro: Sarmento CEP: 90.050-170

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3303-8804 E-mail: cep@ufcspa.edu.br
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INFG. Os parametros laboratoriais serdo analisados em relacao a resposta a tratamento, com presenca ou
auséncia de desenvolvimento de neuropatia periférica, assim como variagdo nos niveis das citocinas.
Hipétese:

- Existem variantes genéticas relacionadas ao desenvolvimento de neuropatia periférica em pacientes com
eritema nodoso hansénico.

- Existem polimorfismos nos genes que codificam TNF- IFN-, IL-1 e IL-6 relacionados & resposta ao
tratamento com talidomida.

Continuaglo do Parecer: 4.769.475

- Existem relacao entre haplétipos de risco do promotor de TNF e os niveis séricos dessa citocina em
pacientes com ENH.

- Existe relacao entre os niveis séricos de IFN-, IL-1 e IL-6 e as caracteristicas do ENH.

- Existem variantes genéticas nos genes SERPINB2, PKNOX1, TNF, IL6, IL1 e INFG associadas com a
ocorréncia de neuropatia relacionada ao uso de talidomida em pacientes com ENH.

Critérios de Inclusao:

« Apresentar episédio reacional do tipo ENH, diagnosticado clinicamente pela equipe médica do setor de
hanseniase do servico em questdo; Ter entre 18 e 85 anos; Capacidade de ler, entender e assinar o TCLE

(ou seu responsavel legal).
Critérios de exclusao:

« Pacientes com contraindicacao ao uso de Talidomida; Pacientes com menos de 18 ou mais de 85 anos;

Pacientes incapazes de assinar o TCLE (sem responsaveis legais capacitados).

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo primario

Avaliar a existéncia de associagdo entre variantes genéticas e neuropatia periférica, além de caracterizar do
ponto de vista imunogenético e sorolégico as principais citocinas envolvidas no ENH, investigando a relagao
gendtipofenétipo durante o tratamento com talidomida em pacientes com ENH.
Objetivos especificos

Investigar a associacao de polimorfismos nos genes que codificam TNF-, IFN-, IL-1 e IL-6 e resposta ao
tratamento com talidomida Analisar a relagao entre haplétipos de risco do promotor de TNF e os niveis
séricos dessa citocina em pacientes com ENH antes e apés o tratamento com talidomida.

Avaliar os niveis séricos de IFN-, IL-1 e IL-6 antes e apés o tratamento do ENH, explorando a relagao
gendtipo-fendtipo.

Endereco: Rua Sarmento Leite 245

Bairro: Sarmento CEP: 90.050-170

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3303-8804 E-mail: cep@uicspa.edubr
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Continuagao do Parecer: 4.769.475

Estabelecer a frequéncia alélica e genotipica das variantes genéticas de SERPINB2, PKNOX1, TNF, IL6,

IL1 e INFG em pacientes com Eritema Nodoso Hansénico.
Associar as variantes genéticas nos genes SERPINB2, PKNOX1, TNF, IL6, IL1 e INFG com a ocorréncia de
neuropatia periférica em pacientes com Eritema Nodoso Hansénico que fazem ou fizeram uso de talidomida.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagao na pesquisa sao minimos e relacionados a
coleta de sangue, na qual podera haver alguma dor em decorréncia da pungao da pele. Complicagdes de
coleta de sangue rotineira sao raras e geralmente sao de pequeno porte. Se houver extravasamento de
sangue da veia no local da pungao pode haver um pequeno

desconforto (hematoma) que desaparece em poucos dias. Com o objetivo de minimizar esses riscos, todas
as coletas serdo realizadas conforme as orientagdes de coleta do Ministério da Sadde. Ainda, ha um
pequeno risco de quebra de confidencialidade, no entanto, os pesquisadores utilizarao cédigos para
identificar os participantes do estudo.

Os possiveis beneficios decorrentes da participagao na pesquisa nao sao diretos aos participantes, mas
poderao aumentar o conhecimento sobre o assunto, e no futuro auxiliar a identificar perfis genéticos de
resposta ao tratamento da doenga.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo observacional analitico de coorte prospectiva.

Tamanho da amostra: 50 pacientes com ENH.

Este estudo prevé armazenamento do material biolégico e informacgdes associadas

em biorrepositério para estudos futuros do grupo, uma vez que a andlise de biomarcadores

genéticos requer um ndmero consideravel de individuos com prontas e rdpidas andlises.

O material biol6gico coletado sera armazenado de forma codificada. Apés a realizacao

das anélises previstas neste projeto, as amostras serdo armazenadas. No caso de novos

estudos, um novo projeto de pesquisa serd submetido para apreciagao do Comité de Etica

em Pesquisa e os participantes poderao ser chamados para reconsentir com o uso do material, conforme
apreciagao do CEP, e quando for o caso, CONEP.

Previsao de inicio 04/01/21 e encerramento do estudo 30/12/2022 (conforme cronograma das Informacdes
Bdasicas do Projeto (Anexado na PB em 29/04/2021)).

Serao coletadas dos prontudrios as seguintes informacgoes: idade, sexo, comorbidades, sintomatologia
anterior e atual, data do diagnéstico da hanseniase, classificagao operacional e diagnéstico
clinicoimunolégico da doenca, ocorréncia de efeitos adversos, ocorréncia de episédios

Endereco: Rua Sarmento Leite 245
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reacionais, tratamento dos episddios, ocorréncia e caracterizacdo da neuropatia pela talidomida, desfecho
do tratamento e dados do 'Formulario de

Prevencao de Incapacidades'.

Trata-se de provavel trabalho académico de mestrado do PPG Patologia da UFCSPA (conforme documento
(Justificativacepufcspa” anexado a PB em 20/11/20)

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Folha de rosto, TCLE e termo de compromisso de entrega de relatérios foram apresentados e estdo
adequados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Trata-se de andlise de resposta ao parecer pendente n. 4.712.058 emitido pelo CEP em 14 de Maio de
20217

Solicita-se que seja adicionado o termo de compromisso de envio de relatérios.

RESPOSTA: O pesquisador anexou o documento que faltava

ANALISE: ATENDIDA.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Ressalta-se que cabe ao pesquisador responsavel encaminhar os relatérios parciais e final da pesquisa, por
meio da Plataforma Brasil, via notifica¢ao do tipo “relatério” para que sejam devidamente apreciadas no
CEP, conforme Norma Operacional CNS no 001/13, item X1.2.d

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

[ Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS _DO_P | 27/05/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1734355.pdf 21:50:14
Outros termo_compromisso_relatorio.pdf 27/05/2021 |RENATA HECK Aceito
21:49:26
Outros termoderesponsabiulidaderenan.pdf 29/04/2021 |RENATA HECK Aceito
12:58:32
Outros carta_resposta_ao_cep.docx 08/12/2020 |RENATA HECK Aceito
21:52:40
Outros Autorizacao_biorrepositorio.pdf 08/12/2020 |RENATA HECK Aceito
21:51:17
Projeto Detalhado / |trabalhocompletoversaofinal.pdf 20/11/2020 |RENATA HECK Aceito
Brochura 13:40:34
| Investigador
Declaragao de biorrepositorio. pdf 20/11/2020 |RENATA HECK Aceito
Manuseio Material 13:39:40

Endereco: Rua Sarmento Leite 245
Bairro: Sarmento CEP: 90.050-170
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3303-8804 E-mail: cep@uicspa.edubr
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Biolégico / biorrepositorio. pdf 20/11/2020 |RENATA HECK Aceito
Biorepositério / 13:39:40

Biobanco

Outros Justificativacepufcspa.pdf 20/11/2020 |RENATA HECK Aceito

00:23:01

TCLE/ Termos de | TCLE.docx 20/11/2020 |RENATA HECK Aceito
Assentimento / 00:07:14

Justificativa de

Auséncia

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

PORTO ALEGRE, 11 de Junho de 2021

Assinado por:

Fernanda Bordignon Nunes

(Coordenador(a))
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PORTO ALEGRE DA %qmm
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UFRGS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicdo Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Imunogenética e Neuropatia Periférica no Eritema Nodoso Hansénico
Pesquisador: RENATA HECK

Area Temitica:

Versdo: 1

CAAE: 40304620.5.3001.5327

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.511.149

Apresentacgio do Projeto:

Trata-se de mesmo projeto j4 em andamento na institui¢ao registrado com o CAAE 24482719.3.0000.5327,
GPPG 20190685, cuja pesquisadora responsavel é Fernanda Sales Luiz Vianna.

Foi solicitado pelo Ambulatério de Dermatologia Sanitaria do Rio Grande do Sul que esta fosse a institui¢ao
proponente e o HCPA coparticipante. Portanto, o projeto foi novamente submetido.

As informacdes elencadas nos campos "Apresentacao do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliacao dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informagbdes Bdasicas da Pesquisa
(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1680574.pdf, de 23/01/2021).

INTRODUGCAO

A hanseniase é uma doenca cronica, infectocontagiosa, granulomatosa, provocada pelo Mycobacterium
leprae. Lesiona especialmente a pele e sistema nervoso periférico, resultando em incapacidades e
deformidades caracteristicas (Britton e Lockwood, 2004). O M. leprae é um bacilo pertencente ao género
Mycobacterium e a familia Mycobacteriaceae. E um bacilo dlcool-4cido resistente (BAAR), intracelular
obrigatério, predominante em macréfagos, podendo acometer células dendriticas (CDs) e células de
Schwann (CSs) (Fischer, 2017; Kaur etal., 2018; Reibel et al_,

Endereco: Rua Ramiro Barcelos 2.350 sala 2229

Bairro: Santa Cecilia CEP: 90.035-903

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
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2015). Os unicos hospedeiros naturais conhecidos do M. leprae,além dos humanos, sao os tatus.A inalagao
de goticulas através da mucosa nasal é o modo de transmissao mais significativo. O periodo médio de
incubacao é de quatro anos, sendo que em regides endémicas infecgdes latentes assintomaticas podem
perdurar por décadas. Uma parcela notavel da populagao destas regides esta infectada com o patégeno,
com grande parte apresentando resolucao espontanea precoce incluindo casos de doenca notéria (Fischer,
2017; Lastéria e Abreu, 2014).A hanseniase pode atingir pessoas de qualquer sexo ou idade. A incidéncia é

maior entre homens do que mulheres, na maior parte do mundo representada pela razao de 2:1,

apresentando picos nas faixas entre de 10-15 e 30-60 anos. Grande parte da populacéo é resistente a
infeccao pelo M. leprae, contudo, certos gendtipos sfo reconhecidos como fatores de risco para hansenfase

(Lastéria e Abreu, 2014, Legendre et al., 2012). Além disso, fatores relacionados aos niveis de endemia,

condi¢gdes socioecondmicas, precariedade de saude e condigdes individuais, induzem ao risco de
desenvolver a doenca (BRASIL, 2017).

HIPOTESE

- Existem variantes genéticas relacionadas ao desenvolvimento de neuropatia periférica em pacientes com
eritema nodoso hansénico.

- Existem polimorfismos nos genes que codificam TNF- IFN-, IL-1 e IL-6 relacionados & resposta ao
tratamento com talidomida.

- Existem relacao entre haplétipos de risco do promotor de TNF e os niveis séricos dessa citocina em
pacientes com ENH.

- Existe relacao entre os niveis séricos de IFN-, IL-1 e IL-6 e as caracteristicas do ENH.

- Existem variantes genéticas nos genes SERPINB2, PKNOX1, TNF, IL6, IL1 e INFG associadas com a
ocorréncia de neuropatia relacionada ao uso de talidomida em pacientes com ENH.

METODOLOGIA PROPOSTA
Serao selecionados prospectivamente, a partir da aprovagao do presente projeto, pacientes com diagnéstico
firmado de hanseniase que buscam o Ambulatério de Dermatologia Sanitaria (ADS) em Porto Alegre.

Critérios de Inclusao:

Endereco: Rua Ramiro Barcelos 2.350 sala 2229

Bairro: Santa Cecilia CEP: 90.035-903

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3359-7640 Fax: (51)3359-7640 E-mail: cep@hcpa edu.br
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- Apresentar episddio reacional do tipo ENH, diagnosticado clinicamente pela equipe médica do setor de
hanseniase do servigco em questao.

- Ter entre 18 e 85 anos

- Capacidade de ler, entender e assinar o TCLE (ou seu responsavel legal).

Dentre os critérios de selec¢ao para pacientes com NP causada por talidomida sera considerado:

- Pacientes que desenvolvam neuropatia compativel com quadro clinico caracteristico (parestesia dolorosa
simétrica das maos e pés, perda sensorial nos membros inferiores, com ou sem fraqueza muscular
proximal) temporalmente associada 2 introdugao da droga.

- Auséncia desta neuropatia relacionada a doenca de base previamente (Formulario de Prevencao de
Incapacidades - sempre preenchido na consulta inicial dos pacientes com hanseniase).

- Neuropatia nao atribuivel a quadro reacional conforme impressao clinica do médico assistente.

- Auséncia de outras doencas ou drogas que justifiquem a ocorréncia da neuropatia, de acordo com
avaliacdo do médico assistente.

Critérios de Exclusao:

- Pacientes com contraindicagao ao uso de Talidomida.

- Pacientes com menos de 18 ou mais de 85 anos.

- Pacientes incapazes de assinar o TCLE (sem responsaveis legais capacitados).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a existéncia de associagio entre variantes genéticas e neuropatia periférica, além de caracterizar do
ponto de vista imunogenético e sorolégico as principais citocinas envolvidas no ENH, investigando a relagao
gendtipo-fendétipo durante o tratamento com talidomida em pacientes com ENH.

Objetivos Secundarios:

- Investigar a associagdo de polimorfismos nos genes que codificam TNF- IFN-, IL-1 e IL-6 e resposta ao
tratamento com talidomida.

- Analisar a relagao entre haplétipos de risco do promotor de TNF e os niveis séricos dessa citocina em
pacientes com ENH antes e apés o tratamento com talidomida.

- Avaliar os niveis séricos de IFN-, IL-1 e IL-6 antes e apés o tratamento do ENH, explorando a
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relacao gendtipo-fendtipo.

- Estabelecer a frequéncia alélica e genotipica das variantes genéticas de SERPINB2, PKNOX1, TNF, IL6,

IL1 e INFG em pacientes com Eritema Nodoso Hansénico.-Associar as variantes genéticas nos genes
SERPINB2, PKNOX1, TNF, IL6, IL1 e INFG com a ocorréncia de neuropatia periférica em pacientes com
Eritema Nodoso Hansénico que fazem ou fizeram uso de talidomida.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagao na pesquisa sao minimos e

relacionados a coleta de sangue, na qual podera haver alguma dor em decorréncia da pungao da pele.

Complicagdes de coleta de sangue rotineira sao raras e geralmente sao de pequeno porte. Se houver
extravasamento de sangue da veia no local da pungao pode haver um pequeno desconforto (hematoma)
que desaparece em poucos dias.

Com o objetivo de minimizar esses riscos, todas as coletas serao realizadas conforme as orientagdes de
coleta do Ministério da Saude. Ainda, ha um pequeno risco de quebra de confidencialidade, no entanto, os
pesquisadores utilizarao cédigos para identificar os participantes do estudo.

Beneficios:

Os possiveis beneficios decorrentes da participagao na pesquisa nao sao diretos aos participantes, mas
poderao aumentar o conhecimento sobre o assunto, e no futuro auxiliar a identificar perfis genéticos de
resposta ao tratamento da doenga.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de mesmo projeto j& em andamento na instituicao registrado com o CAAE 24482719.3.0000.5327,

GPPG 20190685, cuja pesquisadora responsavel é Fernanda Sales Luiz Vianna.

Foi solicitado pelo Ambulatério de Dermatologia Sanitaria do Rio Grande do Sul que esta fosse a instituigao
proponente e o HCPA coparticipante. Portanto, o projeto foi novamente submetido. Porém, trata-se do
mesmo projeto.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Vide "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Endereco: Rua Ramiro Barcelos 2.350 sala 2229
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Nao apresenta pendéncias.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Lembramos que a presente aprovacao (projeto e TCLE versao de 20/11/2020 e demais documentos que
atendem as solicitagdes do CEP) refere-se apenas aos aspectos éticos e metodolégicos do projeto.

Os pesquisadores devem atentar ao cumprimento dos sequintes itens:

a) Este projeto esta aprovado para inclusdo de 50 participantes no Centro HCPA, de acordo com as
informagdes do projeto. Qualquer alteragao deste niumero devera ser comunicada ao CEP e ao Servigo de
Gestao em Pesquisa para autorizagdes e atualizagdes cabiveis.

b) O projeto esta cadastrado no sistema AGHUse Pesquisa (20200742) para fins de avaliagao logistica e
financeira e somente podera ser iniciado apés aprovagao final do Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacao.
c) Qualquer alteracao nestes documentos devera ser encaminhada para avaliagao do CEP. Informamos que
obrigatoriamente a versdo do TCLE a ser utilizada devera corresponder na integra a versao vigente
aprovada.

d) Deverao ser adicionados relatérios semestrais e um relatério final do projeto no cadastro do mesmo, no
Sistema AGHUse Pesquisa.

e) Eventos adversos deverao ser comunicados de acordo com as orientagdes da Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa - Conep (Carta Circular n® 13/2020-CONEP/SECNS/MS). Os desvios de protocolo
também deverdo ser comunicados em relatérios consolidados, por meio de Notificagao.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informacgdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 23/01/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1680574.pdf 10:32:23
Outros carta_resposta_ao_cep.docx 08/12/2020 |RENATA HECK Aceito

21:52:40
Outros Autorizacao_biorrepositorio.pdf 08/12/2020 |RENATA HECK Aceito
21:51:17

Endereco: Rua Ramiro Barcelos 2.350 sala 2229

Bairro: Santa Cecilia CEP: 90.035-903

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3359-7640 Fax: (51)3359-7640 E-mail: cep@hcpa edu.br
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Projeto Detalhado / |trabalhocompletoversaofinal.pdf 20/11/2020 |RENATA HECK
Brochura 13:40:34
igador

Aceito

Investigad : i _ _
Declaracgao de biorrepositono.pdf 20/11/2020 |RENATA HECK
Manuseio Material 13:39:40
Bioldgico /
Biorepositério /
| Biobanco

Aceito

Outros Justificativacepufcspa.pdf 20/11/2020 |RENATA HECK
00:23:01

Aceito

TCLE / Termos de | TCLE.docx 20/11/2020 |RENATA HECK
Assentimento / 00:07:14
Justificativa de
Auséncia

Aceito

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

PORTO ALEGRE, 26 de Janeiro de 2021

Assinado por:

Témis Maria Félix
(Coordenador(a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Imunogenética e Neuropatia Periférica no Eritema Nodoso Hansénico
Pesquisador: RENATA HECK

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 40304620.5.0000.5332

Instituigao Proponente: Ambulatério de Dermatologia Sanitaria do Rio Grande do Sul
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.460.424

Apresentagao do Projeto:

Projeto apresentado recentemente sobre o qual ficou uma pendéncia relativa a aceitagao para o
armazenamento de material biolégico no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (UFRGS), sendo
reencaminhado para autora para a devida complementagdo. Todos os demais documentos haviam sido

encaminhados e aprovados previamente.

Objetivo da Pesquisa:

Vide parecer anterior.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Vide parecer anterior.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Vide parecer anterior.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os documentos foram apresentados, incluindo a solicitagdo deste CEP a respeito do uso do

biorrepositario para armazenamento de material biolégico a ser coletado nesta pesquisa,

Recomendacoes:
Nada a acrescentar.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Projeto aprovado.

Endereco: Avenida Bento Gongalves 2460

Bairro: Partenon CEP: 90.650-001

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3240-1368 E-mail: comitehpsp@gmail.com
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Consideragoes Finais a critério do CEP:

HOSPITAL PSIQUIATRICO SAO

PEDRO/ RS

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/12/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1667826.pdf 21:53:17
Qutros carta_resposta_ao_cep.docx 08/12/2020 | RENATA HECK Aceito

21:52:40
Qutros Autorizacao_biorrepositorio.pdf 08/12/2020 | RENATA HECK Aceito
21:51:17
Projeto Detalhado / |trabalhocompletoversaofinal.pdf 20/11/2020 |RENATA HECK Aceito
Brochura 13:40:34
Investigador
Declaragdo de biorrepositorio.pdf 20/11/2020 | RENATA HECK Aceito
Manuseio Material 13:39:40
Bioldgico /
Biorepositorio /
Biobanco
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 20/11/2020 | RENATA HECK Aceito
13:30:48
Outros justificativacepufcspa. pdf 20/11/2020 | RENATA HECK Aceito
00:23:01
TCLE / Termos de [ TCLE.docx 20/11/2020 | RENATA HECK Aceito
Assentimento / 00:07:14
Justificativa de
|Auséncia
Orgcamento orcamento.docx 20/11/2020 | RENATA HECK Aceito
00:06:18
Cronograma cronograma.pdf 19/11/2020 |RENATA HECK Aceito
23:54:59

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco: Avenida Bento Gongalves 2460

Bairro: Partenon CEP: 90.650-001
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3240-1368 E-mail:

comitehpsp@gmail.com
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Continuacdo do Parecer: 4.460.424

PORTO ALEGRE, 14 de Dezembro de 2020

Assinado por:

Maria Helena Itaqui Lopes
(Coordenador(a))

Enderego: Avenida Bento Gongalves 2460

Bairro: Partenon CEP: 90.650-001

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3240-1368 E-mail: comitehpsp@gmail.com



