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RESUMO

Hanseniase € uma doenca infecciosa cronica de evolugdo lenta e diagnéstico dificil e, portanto,
muitas vezes tardio, tendo o agente etioldgico, o bacilo Mycobaterium leprae, ja causado algum
grau de incapacidade fisica. O tratamento da doenca depende da forma clinica da doenca, se
multibacilar ou paucibacilar. Devido sua alta endemicidade no Brasil, sendo o segundo pais no
mundo em casos novos de hanseniase, busca-se diferentes formas diagndstica mais eficazes e
rdpidas que o diagndstico clinico. O trabalho justifica-se na identifica¢do de um teste molecular
de menor custo, com uma amostra de facil acesso e que permita um diagndstico precoce,
pautando-se na andlise de amostras de sangue de contatos menores de 15 anos e sem
necessariamente apresentarem lesoes suspeitas. Para a validacdo do método de diagnostico em
Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR) SYBR Green, utilizou-se alvos de
regides especificas do M. leprae, o RLEP e 16SrRNA, para a realizacio de teste de
especificidade e sensibilidade analiticas. A fim de avaliar a frequéncia de positividade do
método, foram utilizadas amostras de sangue coletadas de casos indices e de contatos de trés
municipios endémicos. Nos testes, encontrou-se alta sensibilidade e especificidade para o
método, especialmente para o alvo RLEP que apresentou menor taxa de detec¢do e
especificidade de 100%, apresentando resultados melhores que o método de qPCR ja validado
para diagndstico de hanseniase em amostras de bidpsia de lesdo de pele, o NAT Hanseniase.
Quanto a frequéncia de positividade, houve baixo indice entre os pacientes, portanto ja era
esperado devido a doenca ja estar bem estabelecida e em curso de tratamento, enquanto para os
contatos foram encontrados resultados significativos para o risco de desenvolver a doenga entre
contatos PB e MB, no entanto, era necessario o acompanhamento desses pacientes para
averiguar a evolu¢do do quadro, o que nao foi possivel por consequéncia da pandemia por
COVID 19. Percebe-se, assim, a necessidade da realizacdo de mais estudos longitudinais e de
continuidade utilizando o método SYBR Green entre contato para a avaliagdo da sensibilidade

diagnoéstica do teste.

Palavras-chave: Hanseniase; Mycobacterium leprae; Diagnéstico; PCR em Tempo Real.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease with slow evolution and a difficult diagnosis and,
therefore, often late, with the etiological agent, the bacillus Mycobaterium leprae, already
causing some degree of physical disability. The treatment of the disease depends on the clinical
form of the disease, whether multibacillary or paucibacillary. Due to its high endemicity in
Brazil, the second country in the world in new cases of leprosy, different forms of diagnosis
that are more effective and faster than the clinical diagnosis are sought. This study is justified
in the identification of a molecular test of lower cost, with a sample of easy access that allows
an early diagnosis, based on the analysis of blood samples of contacts younger than 15 years
and without necessarily presenting suspicious lesions. To validate the SYBR Green Real-Time
Polymerase Chain Reaction (QPCR) diagnostic method, targets from specific regions of M.
leprae, RLEP and 16SrRNA, were used to perform analytical specificity and sensitivity tests.
To evaluate the frequency of positivity of the method, blood samples collected from index cases
and contacts from three endemic municipalities were used. In the tests, high sensitivity and
specificity were found for the method, especially for the RLEP target, which presented a lower
detection rate and specificity of 100%, presenting better results than qPCR method already
validated for the diagnosis of leprosy in samples of skin lesion biopsy, the NAT Hanseniase.
As for the frequency of positivity, there was a low rate among patients, therefore it was expected
due to the disease being well established and undergoing treatment, while for contacts,
significant results were found for the risk of developing the disease between PB and MB
contacts, however, it was necessary to monitor these patients to verify the evolution of the
condition, which was not possible due to the COVID 19 pandemic. It is clear that more
longitudinal and continuity studies are needed, using the SYBR Green method between contacts

to assess the test's diagnostic sensitivity.

Keywords: Leprosy; Mycobacterium leprae; Diagnosis; Real-Time PCR.
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1 INTRODUCAO

A Hanseniase ¢ uma doenca infecciosa, de evolucao cronica, caracterizada por um
diagnéstico dificil, uma vez que € essencialmente clinico, e por evidenciar o desafio quanto ao
despreparo dos profissionais para identificar os sinais e sintomas da doenga (BRASIL, 2022a).
E causada pelo Mycobacterium leprae, um bacilo com tropismo pela pele e nervos,
caracteristica essa que pode levar a doencga a cursar com um progndstico pior, dado o risco de
ocasionar perda funcional e incapacidades fisicas (BRITTON; LOCKWOOD, 2004). Além
disso, fatores como diagndstico tardio, elevada carga bacilar e reacOes hansénicas sio fatores
de risco para o aparecimento de incapacidades fisicas (BRASIL, 2022a).

Segundo dados da Organiza¢do Mundial da Satde, o Brasil ocupa o segundo lugar
no mundo em casos de hanseniase, depois da India (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2021a). Trata-se de uma das vinte Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs),
segundo a OMS, as quais, geralmente estio associadas a condi¢des socioecondmicas precarias,
principalmente em paises pobres e subdesenvolvidos. O estigma e a discriminacdo associados
a essa doenca tém contribuido para a dificuldade em realizar um diagndstico precoce e para que
muitos individuos fiquem desassistidos e sem o tratamento adequado (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2021b).

Parametros como a avaliacdo do Grau de Incapacidade Fisica (GIF) no momento
do diagndstico e a taxa de casos em menores de 15 anos de idade s@o importantes para estimar
a eficiéncia do diagndstico, se precoce ou tardio, e se a transmissdo estd ativa em uma
populacdo. Em 2020, o Brasil registrou um alto nimero de casos novos com GIF 2, ou seja,
pacientes apresentando perda funcional e alteracOes morfoldgicas nos olhos, mios e/ou pés,
estando acima da média mundial (acima de 1.000 casos novos) (BRASIL, 2010; BRASIL,
2022b).

O tratamento da hanseniase tem por objetivo a cura e a prevenc¢ao de incapacidades
fisicas. A equipe de saude deve estar preparada para classificar corretamente a forma clinica da
doenca e indicar o esquema terapéutico adequado, uma vez que o tempo para poliquimioterapia
(PQT-U) muda com a classifica¢do operacional da doenga, sendo 6 doses mensais para a forma
Paucibacilar (PB) e 12 doses mensais para a Multibacilar (MB). A PQT consiste na associa¢ao
dos antimicrobianos dapsona, rifampicina e clofazimina, os quais estdo disponiveis de forma
gratuita pelo Sistema Unico de Satde (SUS). Esse esquema terapéutico leva a cura em até 98%

dos casos tratados, com taxa de recidiva de 1% no periodo de 5 a 10 anos. Com a adocao



mundial da PQT, a prevaléncia de casos de hanseniase caiu de 3 milhdes de casos em 1991 para
menos de 200 mil casos em 2019. No que concerne ao tratamento, hd fatores externos que
podem interferir no mesmo, tais como a vulnerabilidade social e estigma da doenga (BRASIL,
2022a).

Nas tltimas décadas, a OMS tem definido metas para o combate da hanseniase. A
estratégia atual, denominada Estratégia Global para a Hanseniase 2021-2030, tem por meta a
interrupcdo da transmissdo, com os objetivos de zero doenga, zero incapacidades e zero
discriminacdo. Essa estratégia compde o roteiro da OMS para o combate as DTNs, e possui 0s
pilares de implementar um roteiro de zero hanseniase nos paises endémicos, ampliar atividades
de prevencao e detec¢do ativa de casos novos, controlar a hanseniase e de combater os estigmas
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2021b).

No contexto brasileiro, a hanseniase ainda € um importante problema de satde
publica, por isso tem-se buscado novas formas diagnésticas que auxiliem na identificacdo
precoce de casos novos. Visto isso, em setembro de 2021 foi aprovado pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o primeiro teste comercial para deteccdo molecular de M.
leprae em amostras de contatos de casos confirmados de hanseniase, através do método da
Reacdo em Cadeia de Polimerase, denominado de NAT-Hanseniase. O NAT Hanseniase foi
desenvolvido pela Fundag¢dao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, RJ), juntamente com o Instituto de
Biologia Molecular do Parand (IBMP) e foi incorporado ao SUS para realizacdo em bidpsias

suspeitas de contatos de pacientes com hanseniase (BRASIL, 2022a).



2 JUSTIFICATIVA

O Brasil € o segundo pais com maior nimero de casos novos de hanseniase no
mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2021b). Dado o fato de que o diagndstico
da doenca € essencialmente clinico, tem-se buscado ferramentas diagndsticas passiveis de
serem empregadas. Recentemente, foi aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA) um teste de reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (QPCR) para deteccao
molecular de Mycobacterium leprae, baseado no método de Tagman (NAT Hanseniase), em
amostras de bidpsia de lesao. Como se trata de uma técnica de alto custo, apesar de sua elevada
sensibilidade e especificidade analiticas, foi proposto no presente projeto o desenvolvimento de
um teste para deteccdo molecular de M. leprae, baseado no método de SYBR Green, em
amostras de sangue de pacientes e contatos menores de 15 anos de idade, que, além do menor
custo, possui uma amostra de coleta mais simples e permite a investigacdo em individuos que

ainda ndo apresentam ledes, viabilizando um diagndstico precoce.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar validacdo de método para identificacdo molecular de Mycobacterium leprae em

amostras de sangue.

3.2 Objetivos Especificos

e Estabelecer o teste de deteccao molecular utilizando o método de SYBR Green;

e Caracterizar o perfil clinico demografico dos pacientes de hanseniase e contatos
menores de 15 anos de idade envolvidos no projeto;

e Analisar a presenca molecular de Mycobacterium leprae através do teste SYBR Green
nas amostras de DNA isolado de sangue de pacientes e contatos;



4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Epidemiologia

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), até o final de 2020 foram
registrados 127.396 casos novos de hanseniase no mundo, sendo 15,1% desses ocorridos nas
Américas (Norte, Central e Sul). Dos 15,1% registrados nas Américas, 93,6% (17.979)
correspondem a casos notificados no Brasil. Juntos, Brasil, India e Indonésia correspondem a
74% dos casos novos detectados em 2020, sendo o Brasil, o segundo lugar no mundo em
nimero de casos de hanseniase e a India, o primeiro lugar (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2021a).

Dos 127 paises que notificaram a OMS em 2020, 62 apresentaram casos novos de
hanseniase em criancas (menores de 15 anos de idade). Foram 8.629 casos novos no mundo,
correspondendo a 6,8% do total de casos novos registrados, enquanto, no Brasil, 878 dos casos
novos ocorreram em criangas (4,8%). A deteccdo da doenca em criancas € um indicativo de
uma alta taxa de transmissao na comunidade, visto o longo periodo de incuba¢do da doencga e
sua evolugdo lenta (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2021a; ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2021b). Diante desse fato, vé-se a importancia de a¢des diagndsticas
voltadas para criangas, com o intuito de entender melhor a situacdo endémica de uma regiao.

Outro parametro importante é o Grau de Incapacidade Fisica (GIF), que indica o
grau de acometimento neural da doenca, variando de zero (0) a dois (2), afetando olhos, maos
e pés (BRASIL, 2010). Um maior GIF em casos novos indica um atraso no diagndstico, o que
pode estar associado com a falta de conhecimento da populacdo sobre a doenga e com a falta
de preparo de grande parte dos profissionais para diagnosticar a doenca. Em 2020, o Brasil
registrou 1.504 casos novos com GIF 2, sendo 35 destes ocorridos em criangas
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2021a).

Em 2021, a regido Nordeste registrou 6.648 casos novos de Hanseniase,
representando 43,86% do total de casos novos no Brasil no mesmo ano. Desses, 510
apresentaram GIF 2 no momento do diagnéstico, sendo 7,67% dos casos novos no Nordeste.
Vale a pena destacar que a propor¢do de avaliacao quanto ao grau de incapacidade no momento
do diagnostico nessa regido € de apenas 78,4%. Nos Estados do Ceard e de Alagoas foram
registrados 1.033 e 229 casos novos, respectivamente, representando uma diminui¢@o na taxa

de deteccdo nesses Estados ao se observar a perspectiva histérica de 2010 a 2020. No entanto,
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€ preciso considerar que essa diminui¢do de casos novos acompanha o padrdo nacional e
mundial para os ultimos dois anos (2020 e 2021), onde os esfor¢cos dos sistemas de saude
estavam voltados para o combate da pandemia por COVID-19, ndo podendo-se dizer que houve
necessariamente uma diminui¢do na disseminacao da hanseniase (BRASIL, 2022b).

Os contatos dos casos com hanseniase sdo as pessoas que apresentam maior risco
de adoecimento, quando comparado com a populacdo em geral. Dessa forma, é importante
realizar a investigacdo nesse grupo com o objetivo de detectar precocemente casos novos da
doenca. Entre 2016 e 2020, houve uma reducdo de 31,8% na forma de detec¢do por exame de
coletividade e um aumento de 14,1% na deteccdo por exame de contato. Em 2020, a propor¢ao

de contatos de casos novos examinados foi de 82,0% (BRASIL, 2022b).

4.2 Mycobacterium leprae

O Mycobacterium leprae € um bacilo alcool-acido resistente, também conhecido
por bacilo de Hansen. Trata-se de um parasita intracelular obrigatorio com tropismo por células
de Schawnn, células que produzem bainha de mielina no sistema nervoso periférico. Mede
aproximadamente 0,3um de diametro e entre 1 a 8um de comprimento e se reproduz por divisao
binaria. Pelo fato de ser fagocitado por macréfagos na pele e outros 6rgaos, pode ser
considerado como patdgeno intravesicular, com capacidade de sobreviver e de se multiplicar
no interior dos fagolisossomas, em caso de haver microambiente favordavel (BRITTON;
LOCKWOOD, 2004; MACIEIRA, 2000).

O genoma do M. leprae possui 3.268.203 pares de bases, sendo 1.604 genes ativos,
que codificam protefnas, € 1.116 genes inativos ou pseudogenes. Possui um genoma mais
simples em comparacdo com o M. tuberculosis, que apresenta aproximadamente 4.000 genes
ativos, sendo 1.439 comuns em ambos os patégenos (COLE et al., 2001). M. leprae apresentou,
com a evolucdo, uma redu¢do em seu genoma, o que levou a perda de vias metabdlicas e genes
reguladores, tornando-o dependente de metabdlitos intracelulares do hospedeiro. Entretanto, tal
reducdo da diversidade genética do patégeno ndo parece ter afetado sua viruléncia (BRITTON;
LOCKWOOD, 2004).

A parede celular micobacteriana possui alguns componentes importantes para sua
sobrevivéncia, como peptideoglicanos, que confere rigidez a parede, o lipoarabinomanana
(LAM), que modula a atividade bactericida de macréfagos, além de componentes lipidicos,

como o glicolipidio fendlico I (PGL-1) (BRITTON; LOCKWOOD, 2004). O PGL-1 € um
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antigeno especifico do M. leprae, que atua provocando ativacao funcional de macréfagos, além
de estimular resposta imune potente formada principalmente por anticorpos do isotipo IgM

(MACIEIRA, 2000).

4.3 Caracterizacao da Hanseniase

A Hanseniase ¢ uma doenca infecciosa e de evolugdo cronica, mas curavel, causada
pelo Mycobacterium leprae. E endémica de regides mais pobres e populosas e, no Brasil, ainda
¢ um importante problema de saide publica, tendo sido reportado mais de 10.000 casos novos
em 2020, segundo dados da Organizacao Mundial da Saide (BRASIL, 2022a).

Possui evolucdo lenta, tendo um periodo de incubagdo que pode durar em média 5
anos ou mais. A principal fonte de infeccdo sdo individuos acometidos pela doenca e que
apresentam alta carga bacilar. Acredita-se que a principal via de transmissdo ocorra através de
perdigotos (goticulas contendo a micobactéria) expelidos durante a fala, espirro, tosse
provenientes de individuos com a forma multibacilar da doenca (casos indices) e que ndo
estejam em tratamento (SCOLLARD, 2017; BRASIL, 2022a). Necessita-se de um contato
prolongado para que a infeccio se desenvolva; assim sendo, acredita-se que os individuos com
maior risco de adoecimento sdo aqueles que convivem com o caso indice dentro ou préximo do
domicilio, como parentes proximos e vizinhos (BRASIL, 2022c).

O bacilo afeta principalmente a pele e nervos periféricos, mas pode atingir
linfonodos, olhos, mucosa do trato respiratério superior, entre outros. Trata-se de uma doenca
incapacitante, cursando com perda funcional principalmente em olhos, maos e pés. Geralmente,
um maior Grau de Incapacidade Fisica (GIF), est4 associado com diagnostico tardio da doenga
(BRASIL, 2022a).

A hanseniase pode ser caracterizada segundo a classificagdo operacional da
Organizacao Mundial da Saude (OMS), a classificacdo de Madri (1953) e a classificacdo de
Ridley-Jopling (1966). Segundo a OMS, a hanseniase apresenta-se na forma Paucibacilar (PB)
quando hd a presenca de 1 a 5 lesdes cutaneas e baciloscopia de raspado intradérmico negativa
e/ou acometimento de um tronco nervoso, e como Multibacilar (MB) quando ha a presenca de
mais de cinco lesdes de pele e/ou baciloscopia de raspado intradérmico positiva e/ou
acometimento de dois ou mais troncos nervosos (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2019). A classificacdo de Madri considera a existéncia de uma forma clinica inicial,

denominada Indeterminada, onde ainda ndo hd uma resposta imune definida, além de duas
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formas estédveis e opostas da doencga, chamadas de Tuberculdide e Virchowiana, existindo, entre
elas, formas clinicas instaveis denominadas de dimorfas (BRASIL, 2022c). Na classificacdo de
Ridley-Jopling, que € adotada internacionalmente, além dos polos Tuberculéide (TT), com alta
imunidade celular, e Virchowiano (VV), com alta carga bacilar, as formas dimorfas sdo
classificadas em borderline tuberculdide (BT), borderline-borderline (BB) e borderline
virchowiana (BV), representando uma diminuicao da resposta imune celular do polo TT para o

polo VV (RIDLEY; JOPLING, 1966).

4.4 Imunopatogenia da Hanseniase

A hanseniase pode se manifestar de diferentes formas, dependendo da interacdo
entre o M. leprae e o sistema imune do individuo. No primeiro contato do bacilo com o sistema
imune, hd a ativacdo da resposta imune inata e inespecifica, devido ao reconhecimento de
padrdes moleculares de micobactérias por receptores presentes nas células, como os receptores
Toll-like (TLR), levando a ativacdo de macrofagos e células dendriticas, responsdveis pela
ativacdo e diferenciacdo de células T em perfil Thl através da secrecdo da citocina pro-
inflamatoéria IL-12. As células Thl estdo diretamente envolvidas com a eliminacdo do bacilo
(MENDONCA et al., 2008).

Entretanto, a principal responsdvel pelo combate a infec¢do pelo M. leprae é a
resposta imune adaptativa, podendo esta ser celular (tipo 1) ou humoral (tipo 2). O tipo de
resposta imune influencia na evolucdo da doenca e na defini¢dao da forma clinica. Tal resposta
imunoldgica depende basicamente da ativacdo de macréfagos que podem se diferenciar em M1
(macrofagos classicamente ativados), predominante na forma clinica onde hda uma maior
resposta imune celular (tuberculdide), ou M2 (macréfagos alternativamente ativados),
predominante na forma onde ha uma maior carga bacilar (virchowiana) (MENDONCA et al.,
2008).

Quando héd o envolvimento de macréfagos M1, hd ativacdo de linfécitos T CD4
perfil Thl, sendo que estes produzem citocinas IL-2, TNF e IFN-y. A citocina IFN-y possui um
papel fundamental de ativar macréfagos, o que leva a uma atividade fagocitica intensa, e 0 TNF
colabora na formagao e manutencao dos granulomas, o que favorece a eliminagdo das bactérias.
Por outro lado, macréfagos M2 estimulam linfécitos T CD4 perfil Th2, que produzem citocinas
IL-4, IL-5 e IL-10, levando a uma supressdo macrofagica e a um perfil anti-inflamatério,

diminuindo a expressao de receptores e suprimindo a producao da citocina IL-12, favorecendo
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formas disseminadas da doenga e uma resposta imune humoral, a qual € ineficaz para eliminar

bactérias intravesiculares (BRASIL, 2022a; MENDONCA et al., 2008).

4.5 Diagnostico clinico-laboratorial da hanseniase

O diagnéstico da hanseniase € principalmente clinico, baseado em exames fisicos e
na avaliacdo da pele e nervos do paciente. O nervo facial pode ser avaliado observando a
simetria dos movimentos palpebrais e das sobrancelhas. E importante também observar e palpar
os nervos do pescog¢o, punho, cotovelo, pés, joelhos e tornozelos, analisando se estdo espessos,
assimétricos, endurecidos, dolorosos ou com sensacao de choque. Para confirmar uma possivel
alteracdo nerval deve-se realizar o teste de sensibilidade na regido inervada (BRASIL, 2022c).

A primeira sensibilidade que se perde € a térmica, seguida da dolorosa e, por fim, a
tatil. No teste de sensibilidade térmica, deve ser analisada as dreas suspeitas, utilizando tubos
de vidro contendo dgua fria e quente. E importante testar primeiro o tubo em dreas sem lesdes
e realizar uma comparacdo com uma area lesionada. O paciente nao deve estar olhando no
momento da avaliacdo. O teste de sensibilidade dolorosa deve ser realizado utilizando uma
agulha aplicada com leve pressdo sobre a drea lesionada, alternando entre o centro e a borda da
lesdo. Ja o teste de sensibilidade tatil pode ser realizado utilizando o monofilamento verde
(gramatura de 0,05g) do kit de estesiOmetro para avaliar uma diferenca de sensibilidade entre a
area lesionada e a normal (BRASIL, 2022c¢).

Os exames subsididrios também podem ser utilizados para auxiliar no diagndstico
quando necessdrio, sendo eles a baciloscopia de raspado intradérmico e a bidpsia de pele. A
baciloscopia de raspado intradérmico apresenta-se negativa em pacientes com a forma
tubercul6ide da doenca, positiva ou negativa nas formas intermedidrias e geralmente positiva
na forma virchowiana. Quanto ao exame histopatolégico, a amostra € coletada e corada para
avaliacdo histopatoldgica e procura de bacilos. Na hansenfase indeterminada encontra-se um
infiltrado inflamatdrio, enquanto na tuberculdide encontra-se granulomas do tipo tuberculdide,
sendo que ambas apresentam auséncia de bacilos. A forma virchorwiana, por outro lado,
apresenta infiltrado de macréfagos no exame e bacilos em nimeros incontdveis (BRASIL,
2022c).

Outras formas de diagndstico incluem a prova de histamina exdgena e enddgena,
que avalia a funcionalidade do sistema nervoso autondmico, quanto a dilatacdo de vasos

cutaneos superficiais para a formacdo do eritema, e a avaliacdo da sudorese, que consiste em
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investigar a presenca de dreas de hipoidrose ou anidrose (BRASIL, 2022c). Destaca-se ainda
a sorologia anti-PGL-1, que apresenta uma utilidade na detec¢io de contatos com maior risco
de desenvolver a doenca, mas que ndo pode ser utilizado isoladamente como teste diagndstico.
O teste ML Flow € um teste imunocromatografico rdpido que detecta anticorpos IgM contra o
antigeno PGL-1 e que estd aprovado para uso exclusivo na investigacao de contatos de casos
confirmados dentro do Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2022a).

Em dezembro de 2021, através da Portaria SCTIE/MS n° 78, foi incorporado ao
SUS um teste de reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (QPCR) para detectar
marcadores genéticos especificos do M. leprae. Esse teste de biologia molecular, desenvolvido
pela Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz) em parceria com o Instituto Carlos Chagas e o Instituto
de Biologia Molecular do Parand (IBMP), utiliza como amostra material coletado de bidpsia de
lesdo de pele ou nervo. O Kit NAT Hanseniase € o primeiro teste molecular desenvolvido no
Brasil para a detec¢do da doenca e aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA). O teste estd aprovado, no SUS, para uso no diagndstico de contatos de casos
confirmados de hanseniase no nivel da Atencao Especializada (BRASIL, 2022a; FUNDACAO
OSWALDO CRUZ, 2021).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Captacao de contatos e pacientes de hanseniase

5.1.1 Delineamento e municipios selecionados

Configura-se como um estudo transversal realizado com pacientes notificados no
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) e seus contatos na faixa etdria de
4 a 15 anos de idade, residentes nos municipios de Sdo Gongalo do Amarante — CE, Canindé —
CE e Santana do Ipanema - AL. A escolha dos municipios se deu por conta do alto niimero de
casos entre pacientes menores de 15 anos e devido a existéncia de contato ja pré-estabelecido

com os profissionais de satide destes, facilitando a coleta de dados.

5.1.2 Populacdo

Os casos indices foram selecionados a partir das fichas de notificacdo do Sistema
de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) notificados até 5 anos antes da realizagdo
do estudo em cada municipio. A coleta de amostras nos municipios do Ceara ocorreu em 2019,
Jaem Santana do Ipanema - AL foram utilizadas amostras de estudo anterior realizado em 2014.

O projeto foi explicado aos participantes em visitas domiciliares realizadas junto
aos agentes comunitarios de saude, seguido do agendamento de consulta no posto de satide para
avaliagdo dermatoneuroldgica e coleta das amostras de sangue. Os participantes (casos indices
e contatos) foram convidados a responder um questiondrio para coleta de dados
sociodemogréficos, apds assinatura do termo de consentimento e do termo de assentimento (se
a crianca estivesse na faixa etdria de 8 a 15 anos de idade).

Como critérios de inclusdo, os participantes sdo contatos de casos positivos, entre
4 e 15 anos de idade, residindo com o caso indice (intradomiciliares) ou a uma distancia de 5
casas a esquerda ou a direita ou na moradia a frente do caso indice (peridomiciliares), bem
como aqueles que frequentam a moradia. Critérios de exclusdo foram considerados como
aqueles que ndo realizaram alguma etapa do processo, seja na participacdo no momento de

responder ao questiondrio, na avaliagdo dermatoneuroldgica ou na coleta de sangue.
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5.1.3 Avaliacd@o Dermatoneurologica

A avaliacdo dermatoneuroldgica foi realizada seguindo as orientagdes do Guia
Prético sobre a Hanseniase, elaborado pelo Ministério da Saide (2017). Os responsaveis por
sua realizacdo foram os membros da Liga Académica de Doencas Estigmatizantes (LADES-
UFC) nos municipios de Sao Gongalo do Amarante — CE e Canindé - CE, sob supervisao da
professora Paula Sacha Frota Nogueira, do Departamento de Enfermagem da Universidade
Federal do Ceard, e por profissionais da saude locais no municipio de Santana do Ipanema —
AL, sob supervisdo da enfermeira professora Dra. Clédis Maria Tavares, da Universidade

Federal de Alagoas.

5.1.4 Coleta de amostras de sangue

Foram coletados 4mL de sangue total em tubo contendo EDTA. Essas amostras

foram aliquotadas e armazenadas a -20°C até a realizacdo da extracdo de DNA.

5.1.5 Extragdo de DNA das amostras de sangue

A extragdo de DNA de sangue total foi realizada utilizando o Kit Mini Spin Plus,
da linha Biopur Spin, seguindo as instru¢des do fabricante (ANEXO D). O principio da extragao
baseia-se na adesdo do DNA a coluna de silica do Kit, que, apds duas lavagens, € eluido com
tampao e armazenado em microtubos. O DNA extraido foi armazenado a -20°C até a realizagao

da qPCR (reacdo em cadeia de polimerase em tempo real).

5.2 Estabelecimento de teste molecular utilizando SYBR Green

5.2.1 Alvos e primers

Os alvos de Mycobacterium leprae selecionados foram o 16SrTRNA e o elemento

repetitivo RLEP2, conforme descrito em outros trabalhos na literatura corrente (MARTINEZ

et al., 2009; TRUMAN et al., 2008). Foi proposto ainda um terceiro alvo, em outra regiao do
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mesmo gene RLEP, denominado de RLEPI. A sequéncia RLEP1 foi desenhada pela
Doutoranda Andressa Almeida Albuquerque, utilizando o programa Primer Express™ 3.0,
enquanto a sequéncia RLEP2 foi escolhida a partir do trabalho de Truman et al. (2008). A
escolha do primer para o gene 16SrRNA foi baseada no estudo de Martinez et al. (2009). A fim
de verificar a qualidade da quantificacdo de DNA, foi utilizado como controle da reacdo a
RNAseP humana (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2020). Segue

abaixo quadro (Quadro 1) demonstrando as regides e sequéncias utilizadas.

Quadro 1: Sequéncias de primers utilizadas na detec¢ao molecular do M. leprae

Regido Primer Sequéncia do primer
16StIRNA 16S (Senso) 5 GCATGTCTTGTGGTGGAA AGC-3’
(MARTINEZ, A.
N. et al. 200) 16S (Antisenso) 5" CACCCCACCAACAAGCTGAT-3’
RLEP1
RLEPI (Senso) 5-GGCGTTTTAGTGTGCATGTCA-3'

(Desenhado no

programa Primer

RLEP1 (Antisenso) 5-GCAGAAATGGTGCAAGGGATA-3'
Express™ 3.0)

5'-
RLEP2
RLEP2 (Senso) GCAGTATCGTGTTAGTGAACAGTGCA
(TRUMAN et al., 3
2008)
RLEP2 (Antisenso) | 5-GCACATACGGCAACCTTCTAGCG-3'
RNAseP RNAseP (Senso) 5’- AGATTTGGACCTGCGAGCG-3’
(CDC, 2020) RNAseP (Antisenso) 5’- GAGCGGCTGTCTCCACAAGT -3’

Fonte: Albuquerque, A. A. (2022) (dados nao publicados); Martinez et al. (2009); Truman et al. (2008).

5.2.2 Validagdo de primers

Inicialmente, os primers foram analisados no software Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) para verificacdo de especificidade in silico com o genoma de M. leprae,
ou seja, se os primers demonstravam reagdo com outros bacilos e para DNA humano.

Para realizar a validag¢do dos primers foi utilizado o PowerUp™ SYBR® Green
Master Mix (Thermo Scientific, EUA). Definida a quantidade final no poco da placa para
andlise de 15 pL, foi utilizado 7,5 uLL de Mix, 2 pL de amostra de DNA de M. leprae extraida
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de bacilos liofilizados e a quantidade total foi completada com os primers senso, antisenso e
quantidade suficiente de 4gua (ALBUQUERQUE, 2022) (dados nio publicados).

Baseado na literatura existente, definiu-se as concentragdes 200nM, 400nM e
800nM para analisar os alvos e escolher a concentracdo ideal, todas em duplicata. Como
controle positivo utilizou-se DNA extraido de bacilo M. leprae liofilizado com concentragao
de 200.000 fg/uL (BEI Resources, ATCC, EUA) e para controle negativo utilizou-se dgua para
injecdo livre de DNA (ALBUQUERQUE, 2022) (dados nao publicados).

O critério de escolha para a concentracdo dos primers levou em consideracdo o
menor ciclo de quantificagdo (Cq) e a maior variagao de fluorescéncia (ARn), além do controle
negativo para aquela concentracao ndo ter apresentado pico na curva melt. O Cq corresponde
ao ciclo no qual a curva de amplificacdo atinge o limiar de deteccdo, gerando um sinal de
fluorescéncia (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2016) (ALBUQUERQUE, 2022) (dados nao
publicados).

5.2.3 Ciclos de amplificacdo

A técnica de PCR, baseada em ciclos de amplificacdo, foi realizada no
termociclador Bio-Rad CFX96™ cedido pelo Laboratorio de Analises Clinicas e Toxicologicas
(LACT/FFOE/UFC), sob as seguintes condi¢des: 50°C por 2 minutos, seguidos de incubacio
em 95°C por 10 minutos, e de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 45 segundos. Ao
final da PCR foi adicionada uma curva melting de 60°C a 95°C, variando 0,5°C a cada 20
segundos (ALBUQUERQUE, 2022) (dados ndo publicados).

5.2.4 Anadlise da especificidade analitica dos primers

Para andlise de especificidade analitica dos primers foram realizadas PCRs
utilizando amostras padroes do DNA de Mycobacterium bovis, Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium gordonae, Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa obtidas pela ATCC, de referéncias 6538P
ATCC, 19433 ATCC, 8739 ATCC e 27853 ATCC, respectivamente. As amostras de M. bovis,
M. fortuitum e M. gordonae foram gentilmente doadas pelo Prof. Dr. Célio Lopes Silva, da
Universidade de Sdo Paulo (USP), enquanto o DNA de M. tuberculosis foi gentilmente doado

pela Profa. Dra. Cristiane Cunha Frota, do Laboratério de Pesquisa em Micobactérias do
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Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceard. Para a
realizacdo da PCR, foram utilizados 10 ng de DNA de cada uma das cepas avaliadas.

Foi também analisada a especificidade de um controle positivo de DNA extraido de
bacilo liofilizado de M. leprae para o alvo 16SrRNA e para os alvos do RLEP, todos em
duplicata. A 4gua para injecdo foi utilizada como controle negativo. Para confirmar os
resultados de especificidade analitica para a corrida de qPCR, foi realizada eletroforese com
agarose 5%, a 100V, por 1 hora, revelada com SYBR™ Safe DNA Gel Stain (THERMO
SCIENTIFIC, EUA) (ALBUQUERQUE, 2022) (dados ndo publicados).

5.2.5 Analise da sensibilidade analitica dos primers

Trés curvas padrdes, com 6 pontos em duplicatas diluidas na razdo de 1 para 8,
foram realizadas em dias diferentes para cada alvo. O mix € constituido de PowerUp™ SYBR®
Green Master Mix (THERMO SCIENTIFIC, EUA), primers nas concentragdes definidas pela
validacdo e d4gua em quantidade suficiente para 13 pL. O protocolo do equipamento de PCR
também foi o mesmo definido na validag@o. O controle positivo foi 2 uL do DNA de M. leprae,
nas concentragdes 50.000 fg/poco, 6.250 fg/poco, 781,25 fg/poco, 97,66 fg/poco, 12,21 fg/poco
e 1,53 fg/poco, sendo que, em cada curva, foram utilizados 2 pocos para o controle negativo
com o intuito de verificar contaminacdo da PCR (ALBUQUERQUE, 2022) (dados ndo
publicados).

Para a primeira curva de cada alvo foi definido um valor fixo de Threshold, sendo
este o valor em que a curva obteve efici€éncia mais proxima a 100% (ALBUQUERQUE, 2022)
(dados ndo publicados). O threshold € o limiar de detec¢do, ou seja, valores abaixo dele sdo
considerados como ruido e ndo como sinal de amplificagdo, ao contrario dos valores que
ultrapassam o limiar, considerados como sinal de amplificacdo da fita de DNA (KUBISTA et

al, 2006).

5.2.6 Eficiéncia das reacoes

Para cada curva de calibragdo foi avaliada a eficiéncia, levando em consideracdo a
linearidade da reta (R?) e a inclinacao (Slope). Quanto mais préximo de 1,0 for o R?, mais linear
€ a curva, sendo possivel estabelecer uma boa correlagdo entre os pontos da mesma, utilizando

um ponto para prever outros valores da curva (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2016).
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5.3 Detec¢io molecular de M. leprae nas amostras de DNAs isolados de sangue utilizando

qPCR- SYBR Green

A andlise do DNA extraido das amostras coletadas foi realizada no Laboratério de
Imunologia (LABIM) da Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem da Universidade
Federal do Ceard, no ano de 2022. Para a realizacdo da PCR utilizando o sistema SYBR Green,
validado conforme demonstrado anteriormente, foi utilizado mix de 7,5 uL de PowerUp™
SYBR® Green Master Mix, 2,4 uLL de primer senso e antisenso com concentragdo de 5 uM e
quantidade de 4gua suficiente para completar 13 pL para os alvos RNAseP (controle interno
humano), 16STRNA e RLEP2. Para o RLEP1, o mix foi de 7,5 uL. de PowerUp™ SYBR®
Green Master Mix, 1,2 uL de cada primer com concentragdo de 5 uM e quantidade de dgua
suficiente para completar 13 pL. Visto que a quantidade total definida para os pogos da placa
foi de 15 pL, foram utilizados 2 uL. de amostra (pacientes ou contatos) para completar com os
13 puL de mix. O controle positivo utilizado foi o DNA extraido de M. leprae e o controle
negativo foi dgua. As quantidades e concentracdes dos primers (descritos no quadro 1) foram

definidas através da sua validagdo (ALBUQUERQUE, 2022) (dados ndo publicados).
5.4 Aspectos Eticos
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital Universitario

Walter Cantidio (HUWC) da Universidade Federal do Ceard (UFC) sob o parecer de nimero
532.850/2014.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Estabelecimento de teste molecular utilizando SYBR Green
No quadro abaixo, observa-se que o menor Cq e maior ARn (ou RFU) para os alvos
RNAse P e RLEP 2 foram obtidos na concentragdo de 800nM. Quanto ao 16SrRNA, o menor
Cq foi obtido na concentragao de 200nM, no entanto a concentragao de 800nM apresentou a
maior ARn. J4 0 alvo RLEP 1 apresentou menor Cq em 400nM e maior ARn em 800nM (Quadro

2).

Quadro 2: Média dos valores de Cq e RFU encontrados para as concentracOes analisadas.

RNAse P RLEP1 RLEP2 16SrRNA

Concentracao de primers| Cq | RFU | Cq | RFU | Cq | RFU | Cq | RFU
800nM 30,36{1729,75] 20,2 |1905,04]20,42{1650,31|24,87]2134,91
400nM 30,38[1582,34120,13]1753,62| 20,8 | 1407,2 |24,94]1955,21
200nM 30,7511275,39] 20,4 |1187,74]121,93|1187,74]24,81]1466,15

Fonte: Elaborado pela autora.

O menor Cq possuiu maior influéncia na escolha da concentracio para os casos em
que os dois parametros ndo foram atendidos, no entanto, para o alvo 16SrRNA foi considerado
a concentracdo que obteve maior variacdo ARn devido ao fato do menor Cq ter apresentado a
menor variagdo de fluorescéncia. A partir destes resultados e visto que em nenhum controle
negativo houve sinal de amplifica¢do, foram definidas as concentragdes 800nM para os alvos
16SrRNA, RLEP 2 e RNAse P, e 400nM para o alvo RLEP 1.

Abaixo estdo representadas as curvas de amplificacio (Cq x RFU) dos alvos
RLEPI, RLEP2, 16STRNA e RNAseP, respectivamente (Figura 1). A curva em azul representa
a amplificacdo obtida para a concentracdo de 800nM, a curva verde para a concentracao de
400nM e a curva rosa para a concentracdo de 200nM para todos os alvos. A linha verde

representa o limiar de deteccdo (threshold) definido para o alvo.



22

Figura 1 - Curvas de amplificacdo dos alvos para as concentracdes

analisadas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Ja a curva melting é um parametro utilizado para definir o momento tedrico em que

metade das fitas de DNA estdo dissociadas e metade ainda estdo como fita dupla. O pico melt
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varia de acordo com o tamanho do amplicon de cada amostra e com a quantidade de ligacdes
Guanina-Citosina da dupla fita, pois quanto mais ligacdes, maior serd a temperatura necessdria
para quebri-las. Dessa forma, como cada amplicon deverd gerar um pico de temperatura
proprio, sua andlise permite analisar a especificidade da reacdo, uma vez que se espera que o

pico seja semelhante para cada alvo (SALES, 2017).

Figura 2 - Gréficos contendo as curvas melting para cada alvo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Como demonstrado nos graficos acima (Figura 2), todas as concentracdes de cada
alvo possuem aproximadamente a mesma temperatura de pico, sendo estas 85°C para o RLEP1,
81,5°C para o RLEP2, 82,5°C para o 16SrRNA e 84°C para a RNAse P, atestando a
especificidade para esses alvos. As curvas em azul, verde e rosa representam, respectivamente,
as concentracdes 800nM, 400nM e 200nM para todos os alvos.

Para as bactérias Gram negativas e Gram positivas testadas no teste de
especificidade, nenhuma apresentou amplificagdo na PCR. Os “tracos” observados ndo
chegaram a formar curvas sigmoides, de forma que foram considerados como ruido, diferente
do observado para o controle M. leprae. Isso indicou a especificidade dos alvos escolhidos para
a M. leprae, visto que ndo foram capazes de se ligar a uma regido da fita de DNA molde das

outras bactérias para induzir a replicagdo. Na imagem abaixo (figura 3), as curvas azul, verde e
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amarela representam os alvos RLEP1, RLEP2 e 16SrRNA, respectivamente, com amplificagdo

observada apenas para o M. leprae.

Figura 3 - Curvas de amplificacdo para as bactérias Staphylococcus

aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa e o controle positivo Mycobacterium leprae.

Amplification

RFU

LEGENDA
Amplificagao para o alvo RLEP 1
Amplificagdo para o alvo RLEP 2

Amplificagdo para o alvo 16STRNA

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 4 — Curvas de amplificacdo para Mycobacterium bovis, Mycobacterium fortuitum,

Mycobacterium gordonae, Mycobacterium tuberculosis € Mycobacterium leprae.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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J4 o teste com as micobactérias apresentou resultado similar para os alvos RLEP 1
e RLEP 2, onde nenhuma apresentou amplificacdo além da M. leprae. Em contraposicdo, para
o alvo 16SrRNA observou-se amplificagdo para todas as amostras visto que a regido é
conservada no DNA do género Mycobacterium, conforme imagem acima (Figura 4)
(BODDINGHAUS, 1990).

Os resultados da eletroforese em gel, realizada com o intuito de confirmar o
resultado do teste de especificidade na PCR, resultaram na ndo formacgdo de bandas para 7 das
8 bactérias analisadas na placa de agarose, sendo a excecao o alvo 16STRNA, que formou banda

para as micobactérias, conforme as figuras abaixo (Figuras 5 e 6).

Figura 5 - Eletroforese em gel para os alvos RLEP 1 e RLEP 2, respectivamente.

LEGENDA

1 - Marcador de 100 pares de base. 7 - S. aureus.

2 - Controle positivo de M. leprac. § - E. feacalis.

3 - M. tuberculosis. 9-E. coli.

4 - M. bovis. 10 - P. aeruginosa.

5 - M. fortuitum. 11 - Controle positivo de M. leprae.

6 - M. gordonae. 12 - Marcador de 100 pares de bases. ﬁ Banda formada para o CP de M. leprae.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 6 - Eletroforese em gel para o alvo 16SrRNA.

LEGENDA

1 - Marcador de 100 pares de base. 7 - S. aureus.

2 - Controle positivo de M. leprae. 8 - E. feacalis.

3 - M. tuberculosis. 9-E. coli.

4 - M. bovis. 10 - P, aeruginosa.

5 - M. fortuitum 11 - Controle positivo de M. leprae.
6 - M. gordonae. 12 - Marcador de 100 pares de bases.

q Banda formada para o CP de M. leprac.

Bandas formadas para as micobactérias.

Fonte: Elaborado pela autora.

Nos 12 pogos feitos nas placas foram colocados os controles e as amostras na
seguinte ordem da esquerda para a direita: Marcador de 100 pares de bases, Controle positivo
de M. leprae, M. tuberculosis, M. bovis, M. fortuitum, M. gordonae, S. aureus, E. feacalis, E.
coli, P. aeruginosa, Controle positivo de M. leprae e Marcador de 100 pares de bases. E
possivel visualizar que, para o alvo 16SrRNA, as bandas formadas nas amostras com
micobactérias assumiram a mesma altura no gel.

Pode-se notar que a especificidade analitica do método nao foi de 100% visto a
reatividade com outros tipos de micobactérias para o alvo 16SrRNA, no entanto, ainda trata-se
de uma especificidade elevada, sendo esta de 100% para os alvos RLEP dentre as bactérias
analisadas neste estudo. Nao seria vidvel a eliminacdo do alvo 16S devido sua elevada
sensibilidade para o M. leprae, de forma que este alvo compde o kit de PCR utilizado para
diagnéstico pelo SUS (INSTITUTO DE BIOLOGIA MOLECULAR DO PARANA, 2022).

A constru¢do das curvas padrdes foi realizada com o intuito de verificar a
sensibilidade dos primers para o M. leprae e a eficiéncia do método, o qual deve ser o mais
proximo possivel de 100%. O valor de threshold para cada alvo foi definido de acordo com
aquele que a eficiéncia fosse mais proxima de 100% para a primeira curva padrdo, sendo 133,58
RFU para o alvo 16STRNA e 216,48 RFU para os alvos RLEP 1 e RLEP 2.

Quanto as curvas padrdes, para o alvo RLEP 1 (Figura 7) foram obtidas as

eficiéncias de 100,0% (R?=0,997; Slope =-3,323), de 102,5% (R*=0,996; Slope =-3,264) e de
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105,2% (R*= 0,996; Slope = -3,204), respectivamente, com deteccdo de até 1,53fg de DNA. A
eficiéncia média das trés curvas foi de 102,5%. Nesse alvo, o R? das curvas foi acima de 0,99,
considerado como uma linearidade ideal para relacionar os pontos da curva através da equacao

da reta formada.

Figura 7 - Curvas padrdes para o alvo RLEP 1, em triplicata.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para o alvo RLEP 2 (Figura 8), as eficiéncias foram de 99,8% (R?>=0,997; Slope=-
3,326), de 100,6% (R>=1,000; Slope = -3,307) e de 108,2% (R*=0,992; Slope= -3,140),
respectivamente, com deteccao de até 1,53fg de DNA. A eficiéncia média das trés curvas foi

de 102,8%. O R? das curvas foi acima de 0,99, sendo que para a segunda curva foi 1.
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Figura 8 - Curvas padrdes para o alvo RLEP 2, em triplicata.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para o alvo 16SrTRNA (Figura 9), as eficiéncias encontradas foram de 101,6%
(R?=0,996; Slope= -3,285), de 94,2% (R?>=0,999; Slope = -3,469) e de 108,5% (R?=0,993;
Slope= -3,134), respectivamente, com deteccdo de até 97,66fg de DNA, sendo o alvo menos
sensivel. A eficiéncia média foi de 101,4% e o R? para as trés curvas foi superior a 0,99. Nesse
alvo observou-se que ndo houve reprodutibilidade nos dois dltimos pontos da curva, quando

comparado com os outros dois alvos analisados, de forma que foram retirados.
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Figura 9 - Curvas padrdes para o alvo 16STRNA, em triplicata.

| Curva 1 | Standard Curve

ELa:
3§
303
20 §
28 4
a7 &
% +
25 1

24 %

234

Cq

S S s S
20 25 3.0 35 4.0 45
Log Starting Quantity

) Standard x  Unknown
SYBR E=1016% R"2=0 996 Slope=-3 285 yini=38 262

Standard Curve
Curva 2 y . .
Q

31+ R i
30 % i
20 1
28 L
a7 i . i
2% e i
25 I 5 ' 5 ” - 2 S . : i
24 1 ; . i
21 : S |

Cq

2,0 25 3,0 35 4,0 45
Log Starting Quantity

O Standard < Unknown
SYBR  E=042% R"2=0 999 Slope=-3 460 y-int=38 819

| Curva 3 | Standard Curve

21
LIES
30 +
29 3
28
27 4
%+
25 +
24 1
23

Cq

20 25 3.0 3,5 4.0 4.5
Log Starting Quantity

© Standard X, Unknown
SYBR E=108 5% R"2=0.003 Slope=23,134 y-int=37 879

Fonte: Elaborado pela autora.

Visto dados encontrados na literatura, tendo a faixa de eficiéncia de 90 a 110%
considerada como aceitdvel para determinar a viabilidade de um método, pode-se verificar
através dos testes realizados que o método de deteccdo utilizando qPCR - SYBR Green
apresenta boa efici€ncia, pois todas as curvas resultaram em valores dentro dessa faixa. O alto
valor de R? garantiu o controle de qualidade, variando de 0,992 até 1,000 (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, 2016). Quanto a sensibilidade analitica, os alvos RLEP demonstraram 6tima
sensibilidade, com detec¢ao de até 1,53fg/ulL de DNA, sendo mais sensivel que o kit NAT
Hans, método utilizado pelo SUS como padrao ouro para a anélise de bidpsia de pacientes, o
qual possui sensibilidade de 55fg/uL, segundo o fabricante. O alvo 16STRNA também obteve

Otima sensibilidade analitica, sendo a detec¢do de 97,66fg/uL, a qual foi aproximada da
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deteccao encontrada por Martinez, et al. (2009) em estudo utilizando o método de PCR por
TagMan. Ademais, mostrou melhor desempenho quando comparado com o kit NAT Hans, que
possui deteccdo de 3.800fg/uL para esse mesmo alvo (INSTITUTO DE BIOLOGIA
MOLECULAR DO PARANA, 2022).

Por fim, para a andlise das amostras de pacientes e contatos, o cut-off de cada alvo
foi definido com base no Cq do ponto de menor dilui¢do da curva, demonstrados no quadro 3,
com o intuito de determinar uma regido onde os valores de Cq caracterizariam as amostras
como positivas ou negativas. Amostras amplificadas até o cut-off em pelo menos um alvo foram
consideradas positivas, amostras amplificadas apds o cut-off em pelo menos um alvo foram
consideradas inconclusivas e aquelas em que ndo houve sinal de amplificagdo foram

consideradas como negativas (ALBUQUERQUE, 2022) (dados nio publicados).

Quadro 3: Valores de cut-off para cada alvo.
Alvos | RNAse P | 16SrTRNA | RLEP1 | RLEP2
Cut-off 39,5 35 36 35,5

Fonte: Elaborado pela autora.

6.2 Perfil clinico demografico dos contatos e casos indices

Ao todo, foram coletadas amostras de 56 casos indices e 305 contatos. A populagdo
de casos indices € de 21 mulheres e 35 homens, sendo a grande maioria com mais de 35 anos
de idade (n=43). Dentre os casos indices, 42 (75%) apresentaram a forma multibacilar (MB) e
14 (25%) a forma paucibacilar (PB) da doenca.

No que se refere aos contatos, sendo todos com idade de até 15 anos de idade, houve
leve predominancia de participantes do sexo feminino (n=163), representando 53% do todo.
Quanto a forma que os contatos se relacionavam com os casos indices, 61 (20%) eram
intradomiciliares e 244 (80%) peridomiciliares. Ainda no que diz respeito a forma clinica da
hanseniase, 89 (29%) eram contatos de pacientes que apresentavam a forma paucibacilar,
enquanto 216 (71%) eram contatos de individuos com a forma multibacilar. Dentre os contatos
intradomiciliares, ou seja, aqueles com maior convivéncia e contato mais préximo, 29% (18/61)
eram contatos de casos indices com a forma PB da doenca, e 71% (44/61) de casos com a forma

MB.
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6.3 Deteccao molecular de M. leprae utilizando método qPCR-SYBR Green em amostras

de contatos e casos indices.

6.3.1 Resultados de gPCR em amostras de casos indices

Inicialmente, foi definido que os resultados inconclusivos no teste de qPCR seriam
considerados juntamente com os resultados positivos, visto a baixa quantidade de DNA do
bacilo que esperava-se encontrar nas amostras de sangue.

Sendo assim, para os casos indices, o resultado foi positivo ou inconclusivo para 20
pacientes e negativo para 36, indicando uma frequéncia de positividade de aproximadamente
36%. Essa baixa frequéncia de positividade entre os casos indices ndo significa necessariamente
que o método possui baixa sensibilidade, pois os bacilos de M. leprae, depois de instalada a
infeccdo, tem tropismo pelas regides periféricas do corpo, visto a preferéncia do bacilo por
regides mais frias, como a pele e extremidades, além do tropismo pelas células de Schawnn,
sendo a corrente sanguinea a via para disseminacado para essas regides onde ele causa sua
patogenia, sendo, portanto, esperado uma baixa quantidade de bacilos para pacientes com a
doenca estabelecida e apresentando sinais clinicos (HASTINGS, 1968). Além disso, também ¢é
preciso considerar que esses pacientes ja se encontravam em tratamento e, portanto, com a carga
bacilar reduzida. A frequéncia de positividade entre os casos multibacilares foi de 33% e entre
os casos paucibacilares foi de 43%, sendo que, dentre os 20 pacientes com resultados positivos

ou inconclusivos, 70% (14/20) referiam-se a pacientes com a forma multibacilar.

Tabela 1: Associa¢do de resultados de qPCR e a forma clinica dos
casos indices

Casos indices Multibacilar (MB) Paucibacilar (PB)

qPCR positiva ou 14 (33%) 6 (43%)
inconclusiva
qPCR negativa 28 (67%) 8 (57%)
Total 42 (100%) 14 (100%)

Fonte: Elaborado pela autora.

Assim como demonstrado em estudo realizado por Azevedo et al. (2016), a gPCR

SYBR Green mostrou-se eficaz uma vez que permite o diagndstico independente da forma
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clinica da doenca, ao contrério da baciloscopia que sé apresenta detec¢do em casos MB. Além
disso, quando comparada com a baciloscopia, essa técnica permite uma andlise de um maior
numero de amostras em menos tempo. Para esse trabalho, diferente da pesquisa anteriormente
citada, houve maior frequéncia de positividade entre os casos paucibacilares (aproximadamente
50%), o que pode ser justificado pelo baixo nimero amostral de casos indices. No entanto, ndo
se trata de um achado negativo, uma vez que uma alta taxa de detec¢do entre casos PB comprova
a eficiéncia da qPCR frente a baciloscopia, trazendo a possibilidade da reducao na frequéncia

de falsos-negativos.

6.3.2 Resultados de qPCR em amostras de contatos

O teste resultou em positivo ou inconclusivo para 106 contatos, sendo uma
frequéncia de positividade de 35%, destes 18 eram amostras de sangue de contatos
intradomiciliares e 88 eram de contatos peridomiciliares (Tabela 2). Verificou-se que a
frequéncia de positividade para casos intra e peridomiciliar foram aproximadas, sendo 29,5% e

36%, respectivamente.

Tabela 2: Resultados de qPCR segundo o tipo de contato.

Contatos Intradomiciliar Peridomiciliar
gPCR positiva ou
18 (29,5%) 88 (36%)
inconclusiva
qPCR negativa 43 (70,5%) 156 (64%)
Total 61 244

Fonte: Elaborado pela autora.

Quanto a forma clinica da doenga nos pacientes os quais 0s contatos se
relacionavam, 25 amostras de contatos de pacientes com a forma paucibacilar (n=89) e 81
amostras de contatos de casos com a forma multibacilar (n=216) apresentaram resultado

positivo ou inconclusivo para o teste.
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Tabela 3: Resultados de qPCR para os contatos, segundo a forma

clinica dos casos indices.

Contatos Paucibacilar Multibacilar
qPCR positiva ou
25 (28%) 81 (37,5%)
inconclusiva
gPCR negativa 64 (72%) 135 (62,5%)
Total 89 216

Fonte: Elaborado pela autora.

Observa-se que a maior frequéncia de positividade encontra-se entre os contatos de
casos multibacilares (37,5%), corroborando com o estudo de Gama et al. (2018), o qual utilizou
amostras de sangue e de esfregaco cutaneo do 16bulo da orelha de contatos proximos analisados
por qPCR TagMan, encontrando uma frequéncia de positividade de 27,87% para contatos de
pacientes MB e de 19, 23% para contatos PB nos dois tipos de amostra. Portanto, este resultado
estd dentro do esperado visto que casos MB possuem uma maior carga bacilar, de forma que
esses contatos estdo mais expostos ao risco de desenvolver a doenga quando comparado com
os casos paucibacilares. Analisando os dados para os contatos, verifica-se a necessidade do
acompanhamento desses individuos, onde 36% ja apresenta DNA de M. leprae detectavel em
sua corrente sanguinea. Como proposto neste estudo, o objetivo baseia-se no diagndstico
precoce dessa doenca, justificando a andlise das amostras de sangue em contatos para a busca
de bacilos antes que se instalem nas extremidades e gerem sinais clinicos que caracterizam
estdgios mais desenvolvidos da doenga, como o aparecimento de lesdes e o espessamento de

nervos, a julgar pelo seu longo periodo de laténcia (SCOLLARD, 2017; BRASIL, 2022a).
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7 CONCLUSAO

Os resultados encontrados para a detec¢ao molecular de Mycobacterium leprae
utilizando SYBR Green apresentaram bons resultados quando aplicado com os alvos certos,
principalmente para o alvo RLEP que apresentou 100% de especificidade, comprovando a
aplicabilidade do método qPCR para a deteccdo de DNA de M. leprae.

Quando se trata da sensibilidade, verificou-se alta taxa de deteccdo para ambos 0s
alvos estudados, apresentando resultados ainda melhores que o Kit comercial NAT Hans, ja
validado e inserido no SUS, mostrando que o uso do SYBR Green pode ser uma alternativa ao
uso das sondas utilizadas no TagMAN PCR, tornando a técnica mais acessivel.

A andlise de amostras de sangue mostrou-se promissora, pois além de ser uma
amostra de mais fécil acesso, permite a investigacdo em individuos que ndo apresentam lesdes
suspeitas, o que viabiliza o diagnéstico precoce em contatos. Os resultados obtidos para a
andlise das amostras coletadas de contatos demonstraram o elevado risco destes para
desenvolver a doenga, nao havendo distin¢ao de maior risco para contatos PB ou MB. A baixa
frequéncia de positividade entre os casos indices revela o esperado para pacientes em
tratamento e com a doenga bem estabelecida, visto que o maior nimero de bacilos encontram-
se nos tecidos alvos.

Como limitacdo encontrada neste estudo, destaca-se que ndo foi possivel
estabelecer uma correlagdo de quantos contatos realmente chegaram a ser diagnosticados com
hanseniase dentre os participantes do estudo, visto que por conta da pandemia por COVID-19,
vivenciada nos ultimos dois anos, ndo foi possivel acompanhé-los. Portanto, faz-se necessario
estudos longitudinais e de continuidade utilizando o método qPCR-SYBR Green para melhor
levantamento de dados sobre a frequéncia de positividade entre os contatos que foram

diagnosticados para a doenga e buscando confirmar a aplicabilidade no diagndstico precoce.
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residentes em municipios de Alagoas e ltaitinga, CE.
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 532 850
Data da Relatoria: 18/02/2014

Apresentagao do Projeto:

o presente projeto visa realizar um estudo prospectiva a partir de contatos abaixo de 15 anos de idade,
durante dois anos a partir do ingresso no projeto, com objetivo de se associar os pardametros imunologicos
e/ou moleculares com o risco de desenvolvimento da doenga. A escolha dos municipios foi feita com base

em apoio técnico e logistico oferecido pelos servigos de salde locais.

Objetivo da Pesquisa:

Geral: Avaliar o risco de aquisigéo da doenga entre contatos de portadores de hanseniase abaixo de 15
anos de idade atraves de parametros clinicos, imunologicos e moleculares diagnosticados nos ultimos trés
anos em municipios de Alagoas e em ltaitinga, CE.

Especificos: Avaliar o perfil clinico e demografico dos casos de hanseniase nos municipios diagnosticados
nos Ultimos trés anos nos municipios; Realizar exame dermato-neurolégico nos contatos intradomiciliares
abaixo de 15 anos de idade dos casos identificados; Avaliar a frequéncia de positividade de anticorpos
séricos IgA, 1gG e IgM anti-PGL1 entre os contatos e casos indices; Avaliar a frequéncia de positividade de
anticorpos salivares IgA e IgM anti-PGL1 entre os contatos e casos indices; Avaliar a frequéncia de
positividade de DNA de Mycobacterium leprae em amostras de swab nasal e de sangue dos contatos e
casos indices; Avaliar a presenga de
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positividade para M. lepromatosis nas amostras positivas de PCR; Realizar seguimento clinico-laboratorial
anual dos contatos durante dois anos; Associar os parametros laboratoriais com o desenvolvimento da

Continuag3o do Parecer. 532 850

doenca.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Risco: desconforto das coletas de sangue da mucosa nasal.

Beneficio: Os testes realizados poderdo avaliar o risco de aquisi¢do da doenga entre os contatos de
portadores de hanseniase.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo prospectivo de coorte em um periodo de seguimento de dois anos apds o ingresso
no estudo com contatos de portadores de hanseniase com as formas clinicas paucibacilar ou multibacilar
abaixo de 15 anos de idade notificados nos ultimos trés anos, cujos responsaveis consintam em que
participem do estudo. Foram selecionados os municipios onde as equipes estardo devidamente capacitadas
para realizar exames dermato-neuroldgico (com objetivo de se realizar busca ativa de hanseniase entre os
contatos intradomiciliares abaixo de 15 anos de idade). Dentro desses critérios, foram eleitas quatro cidades
em Alagoas, ou seja,Rio Largo, Santana de Ipanema, Arapiraca, onde o grau de endemicidade é
considerado alto ou hiperendémico e uma cidade no Ceara, Itaitinga (hiperendémico).

Consideragoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Foram apresentados adequadamente: carta de encaminhamento, folha de rosto, curriculo do pesquisador,
anuéncia dos pesquisadores, cronograma, orgamento, anuéncia dos municipios, refez O TCLE e termo de
assentimento.

Recomendagoes:

Sem recomendagdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Néo se aplica.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Né&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1127

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-270
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 Fax: (85)3223-2903 E-mail: comepe@ufc.br

Pigina 02 de 03



Continuagdo do Parecer; 532.850

UNIVERSIDADE FEDERAL DO
- \

CEARA/ PROPESQ

FORTALEZA, 18 de Fevereiro de 2014

Assinador por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
(Coordenador)

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1127
Bairro: Rodolfo Tedfilo
Municipio: FORTALEZA

UF: CE
Telefone:

(85)3366-8344

CEP: 60 .430-270

Fax: (B5)3223-2903 E-mail: comepe@ufc.br

Pagna 03 de 03

40



ANEXO B - TERMO DE CONSETIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM

DePARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, , aceito
que , menor sob minha
responsabilidade, estd sendo convidado para participar da pesquisa Detecgao precoce de casos de hanseniase
entre jovens abaixo de 15 anos de idade através do auxilio de marcadores imunoldgicos e moleculares,
sobre andlise de anticorpos no sangue e na saliva contra a bactéria causadora da hanseniase e verificar se ela
esta presente na saliva e no sangue. Esta analise serd realizada uma vez por ano durante 3 anos. Este estudo
& importante para quem mora com uma pessoa que tem hanseniase e vai ser importante para ver se ele (a)
tem risco de desenvolver a doenca. Aceito também responder a um questiondrio relacionado a ele (a), noszos
familiares e ao paciente com guem moramos. Estou de acorde que no momento da coleta, ele (a) seja
examinado (a) para se verificar se ndo tem nenhuma mancha suspeita. Serdo coletados saliva (1 mL), sangue
(2 tubos com 3 mL cada). Na coleta de sangue, ele (a) podera sentir uma leve dor por causa da picada da
agulha. Todos os procedimentos serdo realizados por pessoas capacitadas.

Caso algum resultado esteja alterado, ele (a) serd encaminhado (a) para o posto de sadde.

I, Quais os beneficios e riscos que terei se eu aceitar que ele (a) participe do estudo?

Como beneficio, ele (a) terd oportunidade de ser acompanhado (a) durante 3 anos clinica e
laboratorialmente para avaliar se ele (a) adquiriu ou ndo a doenga. Com isto, ele (a) pord ajudar outras
pessoas que se encontram nas mesmas condigdes do que ele (a). Durante o estudo, iremos provar se os testes
laboratorials ajudam ou ndo a detectar precocemente a doenga. Se conseguirmos pravar que ha uma estreita
associagdo entre a positividade dos pardmetros imunaldgicos efou meleculares e associagdo com o risco de
desenvolvimento da hanseniase, serd um grande beneficio para o menor e para outros jovens e criangas.

Riscos da realizacdo dos testes: Todos os procedimentos serdo realizados por profissionais
habilitados, com registros em seus respectivos conselhos e obedecerdo as normas técnicas vigentes de coleta
de amostras bioldgicas. Contudo alguns desconfortos poderdo ser sentidos durante a coleta de sangue, dor
leve no momento do procedimento de (garrote) e pungdo venosa poderd ser sentida. Garantimos que em
nenhum momento haverd risco para do participante contaminar-se com qualquer doenga.

Il. Quando ele (a) ndo pode participar do estudo?
Ndo ha contra-indicagbes para ele (a) participar do estudo

Nds, pesquisadores, garantimas que:

% Os resultados obtidos durante este estudo serdo divulgados sob a forma de relatorios, resumos,
publicagdes cientificas e o grupo de pesquisa ndo divulgara a identidade das participantes.

% Os dados dos participantes serdo mantidos scb sigilo. No final da pesquisa ou mesmo durante a
pesquisa, caso seja necessario, os participantes poderdo ter acesso aos resultados individuais.

% E garantida aliberdade da retirada do consentimento a qualguer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualguer prejuizo a continuidade de seu tratamento a Instituic3o.
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+ Egarantido o direito de se manter atualizado sobre resultados parciais da pesquisa, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam de conhecimento dos pesquisadores.

% Despesas e compensagbes: nio ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames laboratoriais. Nao ha compensagdo financeira relacionada a sua participagio.

% A gualguer momento vocé podera recusar a participacdo do menor sob sua responsabilidade.

#* Vocé recebera uma via do TCLE, caso seja desejado.

#* A entrevista serd de aproximadamente 15 minutos e contera 10 perguntas simples.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que forom lidas
para mim sobre o estudo acima. Ficaram cloros para mim quais s3o os propdsitos do estudo, os procedimentos
o serem realizados, os garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também
que minha participagdo € isenta de despesas. Concordo voluntoriomente que o menor sob minha
responsabilidade participe deste estudo e poderei retirar o meu consentimento o qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejulzo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou
no meu atendimento neste Servico.

COM QUEM DEVO FALAR SE EU TIVER DUVIDAS?

Caso tenha perguntas au duvidas gerais sobre esta pesquisa ou quaisquer queixas relacionadas a
pesquisa, vocé poderd falar com a coordenadora do projeto (Prof? Aparecida Tiemi Nagao-Dias, telefone 85-
33668270 ou 85-999618435, Universidade Federal do Ceara - Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210).

Cidade Data da assinatura
do termo
Nome do
responsavel
Impressao digital do
responsdvel
Assinatura da pessoa que aplicou o termo Assinatura de aceitagdo do responsavel

ATENGAO: Se vocé tiver alguma consideragio ou davida, sobre a sua participagdo na pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ, Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo
Teofilo, fone: 3366-8344/46, (Horario: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira). O CEP/UFC/PROPESQ ¢
ainstincia da Universidade Federal do Ceari responsavel pela avaliagio e acompanhamento dos aspectos éticos
de todas as pesquisas envolvendo seres humanos. Att., CEP/UFC/PROPESQ (85) 33668344/8346
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ANEXO C - TERMO DE ASSENTIMENTO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM
DEPARTAMENTO DE ANALSES CLiNICAS E TONICOLOGICAS

Termo de Assentimento para Sujeitos de 08 a 15 anos de idade completos

Titulo do estudo: Detecgdo precoce de casos de hanseniase entre jovens abaixo de 15 anos de idade
através do auxilio de marcadores imunoldgicos e moleculares.
Eu, , aceito participar da pesquisa
sobre andlise de anticorpos no sangue e na saliva contra a bactéria causadora da hanseniase e verificar se ela
estd presente na saliva e no sangue. Esta andlise serd realizada anualmente por 3 anos. Este estudo é
importante para quem mora com uma pessoa que tem hanseniase e vai ser importante para ver se tenho
risco de desenvolver a doenga. Meus responsaveis ja estdo informados sobre o conteddo da pesquisa. Aceito
também responder a um questiondrio relacionado a mim, meus familiares e ao paciente com gquem moro.
Estou de acordo que no momento da coleta, eu seja examinado para se verificar se ndo tenho nenhuma
mancha suspeita e dorméncia, Serdo coletados saliva (1 mL) e sangue (2 tubos com 3 mL cada). Na coleta de
sangue, poderei sentir uma leve dor por causa da picada da agulha. Todos os procedimentos serdo
realizados por pessoas capacitadas.
Caso algum resultado esteja alterado, vocé serd encaminhado para o posto de saude,

I. Quais os beneficios e riscos que terei se eu aceitar participar do estudo?

Como beneficio, vocé terd a oportunidade de ser acompanhado durante 3 anos clinica e
laboratorialmente para avaliar se vocé adquiriu ou ndo a doenga. Com isto, vocé poderd ajudar outras
pessoas que se encontram nas mesmas condigdes do que vocé. Durante o estudo, iremos provar se os testes
laboratoriais ajudam ou ndo a detectar precocemente a doenga. Se conseguirmos provar gue hd uma
estreta associagdo entre a positividade dos pardmetros imunoldgicos efou moleculares e associagdo com o
risco de desenvolvimento da hanseniase, sera um grande beneficio para o menor e para outros jovens e
criangas.

Riscos da realizacdo dos testes: Todos os procedimentos serdo realizados por profissionais
habilitados, com registro em seus respectivos conselhos e obedecerdo as normas técnicas vigentes de coleta
de amostras bioldgicas. Contudo alguns desconfortos poderao ser sentidos durante a coleta de sangue, dor
leve no momento do procedimento de (garrote) e pung3o venosa poderad ser sentida. Garantimos gue em
nenhum momento haverd risco para do participante contaminar-se com gualquer doenga.

Il. Quando n3o posso participar do estudo?

N3o ha contra-indicagdes para vocé participar do estudo

Nos, pesquisadores, garantimos que:

%+ Os resultados obtidos durante este estudo serdo divulgados sob a forma de relatdrios, resumos,
publicagdes cientificas e o grupo de pesquisa n3o divulgara a identidade dos participantes.

%+ Os dados dos participantes serdo mantidos sob sigilo. No final da pesquisa ou mesmo durantea
pesquisa, caso seja necessario, os participantes poderdo ter acesso aos resultados individuais.

s+ E garantida aliberdade da retirada do consentimento a qualguer momento e deixar de participar do
estudo, sem gualguer prejuizo a continuidade de seu tratamento a Instituicdo.

<+ E garantido o direito de se manter atualizado sobre resultados parciais da pesquisa, quando em estudos
abertos, ou de resultados gque sejam de conhecimento dos pesguisadores.

<+ Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames laboratoriais. Ndo ha compensagdo financeira relacionada a sua participagao.

% Vocé é livre para decidir se participara ou n3o. Se vocé ndo quiser participar ndo vai ter nenhum
problema e vocé continuard seu acompanhamento na sua Unidade de Sadde do mesmo modo. Se vocé
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aceitar participar, vocé podera voltar atrds e desistir de realizar as coletas das amostras sequenciais a
qualguer momento.

%+ A gualguer momento vocé poderd recusar sua participagdo.

% \océ receberd uma via do termo de assentimento, caso seja desejado.

<+ A entrevista serd de aproximadamente 15 minutos e contera10 perguntas simples.

Acredito ter sido suficientemente informado o respeito das informagdes que i ou que foram
lidas para mim sobre o estudo acimo. Ficarom cloros pora mim quaois sdo os propdsitos do estudo, os
procedimentos a serem realizodos, os gorantias de confidenciolidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que minha participagdo € isenta de despesos. Concordo voluntariomente em participar
deste estudo e poderei retirar o meu consentimento o qualguer momento, antes ou duronte 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste Servico.

COM QUEM DEVO FALAR SE EU TIVER DUVIDAS?

Caso tenha perguntas ou duvidas gerais sobre esta pesquisa ou quaisquer queixas relacionadas
a pesquisa, vocé poderd falar com a coordenadora do projeto (Prof? Aparecida Tiemi Nagao-Dias, telefone
85-3366.8270 ou 85-999618435, Universidade Federal do Ceara — Rua Capit3o Francisco Pedro, 1210).

Data do
preenchimento

Cidade

Nome do
participante

Impressdo digital do
participante

Assinatura de aceitag3o do participante

Impressdo digital do
responsavel

Assinatura da pessoa que aplicou o termo Assinatura de aceitagdo do responsdvel

ATENGAO: Se vocé tiver alguma consideraglo ou divida, sobre a sua participaglo na pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ, Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 = Rodolfo
Teofilo, fone: 3366-8344/46. (Hordrio: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira). O CEP/UFC/PROPESQ ¢
ainstancia da Universidade Federal do Ceard responsdvel pela avahagido ¢ acompanhamento dos aspectos élicos
de todas as pesquisas envolvendo seres humanos. Att., CEFUFC/TROPESQ (85) 33668344/8346
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ANEXO D - PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA DO KIT EXTRACAO MINI
SPIN PLUS (BIOPUR, BRASIL)

1) Adicionar 25 puL de Proteinase K e 200 puL de amostra bioldgica (sangue, fluidos corporais
ou buffy coat proveniente de 1mL de sangue) em um microtubo de centrifugacdo de 1,5 mL
(ndo fornecido no kit).

2) Adicionar 200 pL de Tampao de Lise S e homogeneizar vigorosamente em voértex (10 a 20
segundos).

3) Incubar os microtubos a 56°C por 15 minutos.

4) Adicionar 210 pL de Etanol (96-100%) e homogeneizar em vortex.

5) Transferir toda a mistura para o Tubo Spin S. Centrifugar por 1 minuto a 11.000 x g. Se as
amostras ndo passarem completamente pelo tubo-filtro, repetir o passo de centrifugacdo com
uma velocidade maior (até 15.000 x g). Descartar o Tubo de Coleta com o filtrado.

6) Colocar o tubo-filtro sob um novo Tubo de Coleta e adicionar 500 pL. de Tampao de
Lavagem SI. Centrifugar por 1 minuto a 11.000 x g. Descartar o Tubo de Coleta com o filtrado.
7) Colocar o tubo-filtro sob um novo Tubo de Coleta e adicionar 600 pul. de Tampao de
Lavagem SII. Centrifugar por um minuto a 11.000 x g. Descartar somente o filtrado e reutilizar
o Tubo de Coleta.

8) Colocar o tubo-filtro novamente sob o Tubo de Coleta e centrifugar por um minuto a 11.000
x g (o etanol residual é removido durante este passo).

9) Colocar o tubo-filtro em um Tubo de Eluicao S e adicionar 200 pL. de Tampao de Elui¢do S
previamente aquecido (56°C). Dispensar o tampdo diretamente sobre a membrana de silica.

Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente. Centrifugar por 1 minuto a 11.000 x g.



