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RESUMO

Introducdo: A hanseniase é uma doenca infecciosa causada pelo
Mycobacterium leprae e que resulta em importantes sequelas aos pacientes
acometidos. O tratamento precoce € essencial para prevencao das
incapacidades. Mecanismos moleculares e experimentais de resisténcia do
M. leprae a ofloxacina vém sendo descritos. O principal objetivo do presente
estudo foi monitorar variaveis para instituicdo do tratamento substitutivo
contendo ofloxacina e associar a identificacdo de resisténcia molecular como
preditor de insucesso terapéutico. Métodos: Trata-se de um estudo de
coorte prospectivo com variavel independente principal a presenca ou ndo de
mutacdes genéticas de resisténcia a ofloxacina e variavel dependente
principal a presenca de cura clinica. A resisténcia medicamentosa foi testada
por meio do kit Genotype LepraeDR® (Hain Lifescience, Nehren, Alemanha).
Resultados: Foram avaliados 53 pacientes. Vinte e um pacientes estavam
em curso de retratamento por recidiva ou insuficiéncia terapéutica. Trinta e
um pacientes utilizaram esquema substitutivo com ofloxacina. Nao foram
encontrados marcadores moleculares de resisténcia ao tratamento neste
estudo. O tipo de medicacao utilizada nao influenciou a taxa de cura no curto
prazo (de 6 a 8 meses) para a hanseniase, uma doenca de evolucao lenta.
Os pacientes que estavam em retratamento tiveram menor porcentagem de
cura do gue os pacientes em primeiro tratamento (p=0,034). Conclusdes:
Conclui-se gue a resisténcia bacteriana a ofloxacina, aparentemente, ndo é
um fator limitante para o tratamento da hanseniase no Hospital Universitario

de Brasilia.

Palavras chave: Hanseniase; Resisténcia medicamentosa; Diagndstico;

Tratamento.
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ABSTRACT

Introduction: Leprosy is an infectious disease caused by Mycobacterium
leprae and results in important sequelae. Early treatment is essential for
preventing deformities. Molecular and experimental mechanisms of M. leprae
resistance to ofloxacin have been described. The main objective of the
present study was to monitor variables for the institution of alternative
treatment containing ofloxacin and to associate the identification of molecular
resistance to therapeutic failure. Methods: We conducted a prospective
cohort study considering the presence of genetic mutations related to
treatment resistance to ofloxacin as the main independent variable and the
presence of clinical cure as the main outcome. Drug resistance was tested
using the commercial kit Hain LepraeDR® (Hain Lifescience, Nehren,
Germany). Results: Fifty-three patients were included. Twenty-one patients
were being retreated due to relapse or insufficiency of therapy. Thirty-one
patients used a substitute regimen with ofloxacin. No molecular markers of
resistance to treatment were found in this study. The type of medication used
did not influence the cure rate in the short term (6 to 8 months). Patients who
were in retreatment had a lower percentage of cure than patients on first
treatment (p = 0.034). Conclusions: We can conclude that bacterial
resistance to ofloxacin is probably not a limiting factor for the treatment of
leprosy in the Hospital Universitario de Brasilia.

Keywords: Leprosy; Drug resistance; Diagnosis; Treatment.
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1. INTRODUCAO

1.1 Histérico da hanseniase

A hanseniase, conhecida desde os tempos biblicos como lepra é doenca com
evidéncias ha mais de trés mil anos na China, Jap&o e india, ja existindo no Egito
quatro mil e trezentos anos antes de Cristo. A Africa era considerada como foco
original da hanseniase, pois era gravemente afetada pela doenca. A hanseniase foi
levada ao continente europeu oriental pelos exércitos romanos e persas. A
disseminacdo da doenca na Europa deu-se pelas expedi¢cdes sarracenas e pelas
cruzadas. Os fenicios a expandiram em toda a costa do Mediterraneo e depois deles
as expedicOes de Alexandre, o Grande, contribuiram para a sua difusdo na bacia

oriental (Torres Mufioz, 2013).

A histéria da hanseniase no continente americano se confunde com a histéria
da colonizacdo, uma vez que os nativos ndo tinham essa doenca e uma vez gue 0s
primeiros relatos de suas manifestacfes estdo entremeadas com a chegada de
portugueses e espanhais ao continente (Torres Mufioz, 2013). Torres Mufioz, Montoya
e Flores, assinalam que os primeiros doentes de hanseniase observados na Colémbia
eram de origem espanhola. Ainda segundo Torres Mufioz, Virchow e Ehlers atribuiram
a hanseniase as mutilacdes encontradas em figuras e vasos da época pré-
colombiana, dando a entender que a chegada de escravos, por meio do tréafico, foi a

grande responsavel pela entrada da hanseniase no continente americano.

‘A lepra aportou ao Brasil com os primeiros colonizadores portugueses,
principalmente acorianos, e para sua dissemina¢ao bastante contribuiram os escravos
africanos. Entretanto, outros povos posteriormente concorreram para a sua

expanséo.” (Torres Mufioz, 2013).
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1.2 Aspectos epidemioldgicos

A hanseniase € uma doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium leprae
e tem evolugéo cronica. Em populacdes de alta endemicidade, poucos expostos
desenvolvem a doenca, seja devido a uma resisténcia genética ou a aquisicao de

resposta imunoldégica protetora (Almeida et al. 2004).

Apesar de décadas de pesquisa intensiva sobre a imunologia da hanseniase,
0 mecanismo pelo qual M. leprae € capaz de gerar toda a gama de respostas
imunolégicas ainda ndo foi elucidado. A maioria dos inquéritos clinicos
concentraram-se no "defeito imunoldgico" dos doentes lepromatosos, ou seja, ha
sua anergia aparentemente especifica ao M. leprae. Os amplos esforcos de
pesquisa dos ultimos anos, no entanto, forneceram uma descricdo cada vez mais
detalhada dos componentes imunoldgicos das lesdes cutaneas em todo o espectro

da hanseniase.

A hanseniase tem um periodo médio de incubacéo de cinco anos, embora
0s sintomas possam demorar 20 anos a aparecer (OMS, 2016). A doenca afeta
principalmente a pele, os nervos periféricos, as membranas mucosas do trato
respiratorio e os olhos. E curavel e a deficiéncia que ela cria pode ser prevenida se
a doenca for diagnosticada e tratada adequadamente. Quando 0s casos hdo sao
tratados precocemente, a doenca e as reacbes que ocorrem podem causar
sequelas progressivas e permanentes, incluindo deformidades e mutilacdes,

reducdo da mobilidade, perda de membros, e até mesmo a cegueira (OMS, 2016).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define a hanseniase como um

problema de saulde publica, principalmente naqueles paises cujas taxas de
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prevaléncia ultrapassam 1/10.000 habitantes. Apesar de o numero de casos
mundialmente estar abaixo deste ponto, ha varios paises onde o nimero de casos
de hanseniase permanece acima deste limiar. Além disso, apesar do uso quase
universal da poliquimioterapia (PQT), o nUmero anual de novos casos detectados,
incluindo criancas, manteve-se relativamente constante, em torno de 200.000 a

300.000 casos/ano (Bratschi et al. 2015; Gomes et al. 2007).

De acordo com relatérios oficiais recebidos de 138 paises de todas as regides
da OMS, a prevaléncia global registrada de hanseniase no final de 2015 era de
176.176 casos, 0,2 casos/ 10.000 habitantes. O numero de casos novos notificados
globalmente em 2015 foi de 211.973 (2,9 casos novos por 100.000 pessoas) (OMS,
2016). O numero de casos novos indica o grau de transmissao continua da
infeccdo. Estatisticas globais mostram que 199.992 (94%) dos novos casos de
hanseniase em 2015 foram notificados em 14 paises. Estes relataram mais de
1.000 novos casos cada, dentre eles estdo india e Brasil, e apenas 6% dos novos
casos foram notificados no resto do mundo (OMS, 2016). Alguns destes
apresentam taxas de notificagcdo muito elevadas para casos novos e podem ainda

testemunha uma transmisséo intensa (Figura 1).
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FIGURA 1: DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE CASOS NOVOS DA HANSENIASE, 2015.
Fonte: OMS,2016

A OMS mostra que em 2017 o Brasil detectou 26.875 novos casos de hanseniase,
ou seja, uma taxa de deteccdo acima de 10 novos casos por 100.000 habitantes,

desmonstrando ser uma area de alta endemicidade como mostra a figura 2.

00600

New case detection rates (per 100 000 population)

-0 [ Not reported o %

[ 1.0-100 [ Not applicable /
Lr—_

[ 0cases reported

FIGURA 2: TAXA DE DETECCAO DE NOVOS CASOS DE HANSENIASE,2016.

Fonte: OMS,2017
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1.3 Agente Etioldgico

O M. leprae é um parasita intracelular obrigatorio, tem afinidade por células
cutaneas (histiocitos e macrofagos) e dos nervos periféricos (células de Schwann),
podendo afetar outros 6rgaos também como o figado e os testiculos. Instala-se no
organismo da pessoa infectada, podendo se multiplicar. O bacilo tem metabolismo
lento levando de 11 a 16 dias para se multiplicar, tem alta infectividade e baixa
patogenicidade. O homem €, provavelmente, o Unico reservatério, embora tenham

sido identificados animais infectados (Brasil., 2002).

O M. leprae ndo é cultivavel in vitro, o que o diferencia de outras bactérias,
inclusive de outras micobactérias. O maior avan¢o no diagnéstico laboratorial da
hanseniase nos ultimos anos tem sido o desenvolvimento de métodos para a
extracdo, amplificacéo e identificacdo do DNA do M. leprae em espécimes clinicos
utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e outras técnicas
moleculares. Este é um acréscimo inestimavel ao diagnéstico laboratorial e aos
estudos da epidemiologia deste microrganismo sem a necessidade de cultivo in
vivo, embora, ainda ndo esteja disponivel como teste laboratorial de rotina (Scollard

et al., 2006).

1.4 Transmissao

A transmiss@o da hanseniase por meio das secre¢fes das vias respiratorias
(nariz e boca) entre seres humanos tem sido proposta como a mais provavel forma
de transmisséo da doenca. O contato intimo e prolongado com 0s pacientes que
apresentam as formas multibacilares da doenca € um fator importante para a

transmissdo do bacilo. A interrupcdo da transmissdo da hanseniase € um dos
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principais desafios dos programas de controle da doenca. As fontes de infeccao
sao principalmente pessoas com altas cargas bacterianas com ou sem sinais
clinicos de hanseniase. Os pacientes MB, principais fontes de infeccdo, tém um
poder de infectividade 11 vezes maior que os pacientes PB (Almeida et al., 2004;

Noordeen et al., 1994).

1.5 Classificacao e Formas Clinicas

A hanseniase apresenta uma ampla gama de manifestacfes clinicas e
histopatoldgicas. Essa grande variabilidade genética determinada pela modulagéo
de diferentes vias biologicas pelo M. leprae intrigou e frustrou clinicos e
investigadores até que se percebeu que essa diversidade era baseada na
capacidade do hospedeiro de desenvolver uma resposta imune celular ao bacilo

(Scollard et al., 2006).

Ridley e Jopling (1966), de acordo com a resposta imunoldgica do paciente
infectado, classificaram a hanseniase em formas clinicas espectrais. Desta forma
tem-se a hanseniase lepromatosa (LL), uma forma clinica na qual os individuos
apresentam uma intensa resposta imune humoral com resposta imune celular
deficiente e alta carga bacilar. Na hanseniase tuberculdide (TT), os pacientes
apresentam uma resposta imune humoral baixa, com forte imunidade celular
adquirida, além de desenvolverem uma hipersensibilidade frente ao M. leprae, com
carga bacilar tipicamente baixa e reacdo positiva a lepromina. A maioria dos
pacientes hansenianos esta posicionada entre essas duas formas clinicas,
constituindo o grupo “borderline”, que inclui as formas resistente (borderline

tuberculdide, BT) ou suscetivel (borderline lepromatoso, BL). O grupo borderline-
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borderline (BB) situa-se entre os dois grupos intermediarios (Ridley & Jopling 1962;

Gomes et al. 2007).
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FIGURA 3: ESPECTRO CLINICO DA HANSENIASE BASEADO NA CLASSIFICACAO DE RIDLEY E
JOPLING.

Fonte: Goulart (2002). A imunidade celular (IC) é inversamente proporcional a carga bacilar, medida pelo
indice baciloscopico (IB). TT - pdlo tuberculdide; LL — pdlo virchowiano ou lepromatoso; BL, BB, BT — formas
borderline (instaveis).

O Ministério da Saude do Brasil preconiza um modelo de classificacdo em
paucibacilar (PB) e multibacilar (MB), para pacientes com baciloscopia negativa e
positiva, respectivamente. A OMS sugere uma classificagdo clinica com base no
namero de lesbes cutaneas, naqueles locais endémicos onde nao estao disponiveis
meétodos diagndsticos laboratoriais. Desta forma temos a hanseniase paucibacilar
(PB), nos casos com até cinco lesbes cutaneas e a hanseniase multibacilar (MB),
em casos com mais de cinco lesGes cutaneas ou acometimento neural (WHO,

2008).
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1.5.1 Hanseniase Indeterminada (paucibacilar)

Primeira forma da doenca que ocorre apos infeccdo. Pode evoluir
espontaneamente para a cura, mas em % dos pacientes, aqueles que apresentam
susceptibilidade evoluem para as formas polares. Caracteriza-se clinicamente por
lesdo Unica, hipocrdmica com reducdo da sensibilidade, podendo ou ndo ser
acompanhada por alopecia e anidrose. Trata-se de uma forma mais comum em

criangas (Figura 4) (Brasil, 2017Db).

FIGURA 4: HANSENIASE INDETERMINADA ( SETA BRANCA MOSTRANDO LESAO)

Fonte: Instituto Lauro de Souza Lima (Brasil, 2017)

1.5.2 Hanseniase tuberculdide (paucibacilar)

Nesta forma clinica, o sistema imune destroi os bacilos, mas nédo é suficiente
para cura espontanea. Pode acometer criangcas, com tempo de incubagéo de cerca
de cinco anos, podendo se manifestar até em criancas de colo. E denominada

hanseniase nodular da infancia (figura 5) (Brasil, 2017b). Manifesta-se
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frequentemente, por uma placa totalmente anestésica ou por placa com bordas
elevadas na face ou tronco, bem delimitadas e centro claro. Pode apresentar-se
como espessamento de tronco nervoso Unico, com perda total ou parcial de
sensibilidade. Nesses casos, a baciloscopia é negativa e a bidpsia de pele nao
demonstra bacilos. Sempre ha perda de sensibilidade, associada ou ndo a

alteracéo de funcéo motora.

FIGURA 5: HANSENIASE TUBERCULOIDE (LESAO COM BORDA ELEVADA).

Fonte: Acervo pessoal (2018)

1.5.3 Hanseniase dimorfa (multibacilar)

A lesdo pode assemelhar-se a encontrada na hanseniase tuberuldide, mas
ocorre em multiplas lesdes e com bordos mal definidos. (figura 6) (Brasil, 2017b).
Nas lesdes ha hipoestesia ou até anestesia, com reducéo de fun¢gbes autonémicas.
Os nervos periféricos tendem a ser acometidos de forma assimétrica. Esta forma

da doenca ocorre apés periodo de incubacdo acima de 5 anos, devido a lenta
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multiplicacdo do bacilo. A baciloscopia é frequentemente positiva e deve ser
coletada da borda infiltrada das lesdes. Esta € considerada a forma mais comum

da hanseniase e pode ser encontrada em até 70% dos pacientes diagnosticados.

FIGURA 6: HANSENIASE DIMORFA (VARIAS LESOES DE PELEAVERMELHADAS)

Fonte: Acervo pessoal (2018)

1.5.4 Hanseniase virchowiana (multibacilar)

O paciente com hanseniase virchowiana pode apresentar-se sem lesfes
reconheciveis ao exame clinico, principalmente nas formas iniciais. Com a evolucdo
da doenca, a proliferacéo livre do bacilo resulta em pele com turgor alterado, seca,
avermelhada, com poros dilatados. O paciente pode apresentar-se infiltrado com
queda dos supercilios. A doenca poupa areas do corpo com temperatura mais

elevada como couro cabeludo, axilas e topografia da coluna vertebral. Podem
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aparecer papulas e nédulos (hansenomas) (Figura 7) (Brasil, 2017b). Disestesias
das maos e pés, dores articulares sdo queixas comuns. O diagndstico é facilmente
confirmado pela baciloscopia dos l6bulos das orelhas e cotovelos (Brasil, 2017a).

Esta é a forma mais contagiosa da doenca.

FIGURA 7: HANSENIASE VIRCHOWIANA (LESOES AVERMELHADAS E SECAS NO TRONCO)

Fonte: Acervo pessoal (2018)

1.6 Diagnéstico

O diagndstico da hanseniase é baseado na lesao clinica, na epidemiologia e no
exame fisico. A definicdo de caso se da por 3 achados simultaneos ou isolados: 1.
LesBes cutaneas com reducdo de sensibilidade, 2. Espessamento de nervos

periféricos, 3. Baciloscopia positiva (Brasil, 2002). Em algumas situacdes a bidpsia
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de pele pode ser necessaria para auxiliar o diagnostico clinico (Brasil, 2002). O
resultado positivo da baciloscopia classifica o caso como MB, porém o resultado
negativo ndo exclui o diagnostico da hanseniase, e nem classifica o paciente como

PB (Brasil, 2017b).

1.7 Baciloscopia de Raspado Intradérmico

A baciloscopia é o exame microscopico que consiste na pesquisa do M. leprae
por aspados intradérmicos das lesées ou dos I6bulos auriculares e cotovelos. E o
anico exame complementar que entra na definicdo de caso de hanseniase e
também é util para pesquisa de recidiva em situacfes nas quais a suspeita clinica

esta presente. E um exame que tem boa especifidade, mas, baixa sensibilidade

(Brasil, 2002).

Como j& dito, o diagnéstico da hanseniase deve ser baseado, essencialmente,
no quadro clinico. Quando disponiveis, os exames subsidiarios (baciloscopia e
bidpsia de pele) podem ser feitos. Quanto aos exames subsidiarios é importante
lembrar que toda técnica laboratorial apresenta resultados falso positivos e falso
negativos. No paciente MB (hanseniase dimorfa e virchowiana), a baciloscopia
normalmente é positiva. A dificuldade esta em diagnosticar o paciente paucibacilar
(PB), ou seja, com hanseniase indeterminada ou tuberculéide, onde a baciloscopia
€ negativa (Brasil, 2017b). O resultado deste exame baseia-se na enumeracgéo
semiquantitativa de organismos &acido-resistentes em pele infectada, é util no
acompanhamento de pacientes durante e apos o tratamento, tendo-se o indice
baciloscépico (IB), representado por uma uma escala logaritmica com variacao

entre 0 a 6+, conforme descrito abaixo (Brasil,2010).
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Escala Logaritmica de Ridley
(0) — Auséncia de bacilos em 100 campos examinados.
(1+) — Presencga de 1 a 10 bacilos, em 100 campos examinados.
(2+) — Presenca de 1 a 10 bacilos, em cada 10 campos examinados.
(3+) — Presenca de 1 a 10 bacilos, em média, em cada campo examinado.
(4+) — Presenca de 10 a 100 bacilos, em média, em cada campo examinado.
(5+) — Presenca de 100 a 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado.

(6+) — Presenca de mais de 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado.

1.8 Reacdo em cadeia da polimerase

A PCR em tempo real (JQPCR) vem se tornando um método bem estabelecido
para a detec¢do, quantificacao e tipagem de diferentes agentes microbianos nas
areas de diagndstico clinico (Kralik & Ricchi, 2017). Essa metodologia € capaz de
amplificar um fragmento especifico de DNA, e tem sido usada em diagnésticos de
diversos agentes patogénicos. Com a crescente quantidade de dados de
sequenciamento disponiveis, € possivel projetar ensaios de gPCR para cada
microrganismo de interesse, além de detectar e quantificar de forma rapida e com
alto rendimento de sequéncias de DNA alvo em diferentes amostras (Kralik &
Ricchi, 2017). Estes ensaios sdo usados ndo apenas para a detec¢do, mas também
para determinar a presenca de genes e alelos especificos, por exemplo, tipagem
de cepas e isolados, perfil de resisténcia antimicrobiana, etc., (Kralik & Ricchi,

2017).
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N&o sendo o M. leprae um microrganismo cultivavel in vitro e ndo havendo
possibilidade de crescimento em meios de isolamento padrdo de micobactérias, o
maior avanco no diagnostico laboratorial da hanseniase tem sido o
desenvolvimento de métodos para a identificagdo do DNA do M. leprae em
espécimes clinicos utilizando PCR e outras técnicas moleculares. Este € um
acréscimo inestimavel ao diagnostico laboratorial e aos estudos da microbiologia
basica deste organismo, embora seja dispendioso e ainda ndo esteja disponivel

como teste clinico de rotina (Scollard et al., 2006).

1.9 Tratamento

O tratamento da hanseniase, conforme recomenda¢des da OMS emprega uma
PQT, composta pelas drogas clofazimina (CFZ), dapsona (DDS) e rifampicina
(RFM). Adota-se a terapia multidroga por 6 meses em pacientes com doenca
paucibacilar, e 12 meses em pacientes com doenga multibacilar (Figura 8) (Brasil,
2016). Esses regimes podem, no entanto, ndo ser suficientes para pacientes com
doenca lepromatosa e alta carga bacteriana. Apesar da resisténcia as drogas ndo
ser vista como um grande problema devido a instituicdo da PQT, o monitoramento

desta situacao € essencial (Sekar et al. 2011).
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FIGURA 8: ESTRUTURA MOLECULAR DAS PRINCIPAIS DROGAS UTILIZADAS NA
POLIQUIMIOTERAPIA PARA HANSENIASE. ADAPTADO DE
HTTPS://INTERNATIONALTEXTBOOKOFLEPROSY.ORG/CONTENT/PRIVACY-POLICY.

FAILXA | CARTELA PB | CARTELA MEB
Rifampicina (RFM): capsula de Rifampicina (RFM): capsula de 300 mg
300 mg (2) 2)
Adult Dapsona (DD5): comprimido de Dapsona (DDS): comprimido de 100 mg
U 1 100 mg (28) (28)

Clofazimina (CFZ): capsula de 100 mg
(3) e capsula de 50 mg (27)

Rifampicina (RFM): capsula de Rifampicina (RFM): capsula de 150 mg
150 mg (1) & capsula de 300 mg (1) | (1) e capsula de 300 mg (1)

Crianca | Dapsona (DDS): comprimido de Dapsona (DDS): comprimido de 50 mg
50 mg (28) (28)

- Clofazimina (CFZ): capsula de 50 mg (16)

QUADRO 9: APRESENTACAO DAS CARTELAS PARA PQT PB E MB.

Fonte: (Brasil, 2017)


https://internationaltextbookofleprosy.org/CONTENT/PRIVACY-POLICY
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Os esfregacos cutaneos séo utilizados para distinguir entre hanseniase PB ou
MB. Quando as baciloscopias estdo disponiveis todo paciente com baciloscopia
positiva deve ser classificado e tratado com o esquema de PQT para hanseniase

MB.

A PQT padrao inviabiliza o bacilo e se iniciada precocemente previne
incapacidades. A terapia interrompe ainda a cadeia de transmissdo. Essa
associacao evita a resisténcia medicamentosa do bacilo que pode ocorrer quando
se utiliza apenas um medicamento, impossibilitando a cura da doenca. Caso ocorra
intolerdncia a alguma droga que compfe o0 esquema padrdo ou suspeita de

resisténcia medicamentosa, drogas substitutivas estao disponiveis (Brasil, 2017a).

A principal dificuldade para a determinacdo da efetividade de esquemas
terapéuticos substitutivos na hanseniase reside em fatores como o longo tempo de
evolucdo da doencga, dificil manuseio do bacilo em laboratérios e a presencga de
reacbes hansénicas reentrantes durante e apds o tratamento. Isto dificulta a
deteccao de resisténcia ao esquema de tratamento padrao de poliquimioterapia da

Organizacdo Mundial de Saude (PQT/OMS).

A ofloxacina é uma fluoroquinolona de segunda geracdo. Estudos in vitro
demonstram que este antibiético tem acéo bactericida contra o M. Leprae (Burgos
2011). A droga vem sendo usada como uma das principais escolhas substitutivas
em casos de resisténcia ou contraindicacdo a uma ou mais drogas do esquema
padrdo. Mecanismos moleculares e experimentais de resisténcia do M. leprae a
ofloxacina, rifampicina e dapsona vém sendo descritos (Matsuoca et al. 2010). A
resisténcia a estes medicamentos pode ser detectada através de mutacdes mais

prevalentes dos genes rpoB (codificando para a subunidade-B da RNA plimerase),
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gyrA (codificando para a subunidade-A da DNA girase) e folpl1 (codificando para a

dihidropteroato sintase).

Apesar do exposto acima, é notoéria a necessidade de monitoramento do uso de
novos medicamentos para o tratamento da hanseniase, jA que o0 uso em maior
escala, a prescricdo inadequada e a falta de abastecimento do sistema de saude
podem ocasionar falhas no tratamento e estes fatores sdo reconhecidamente

causadores de resisténcia.
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2. JUSTIFICATIVA

A hanseniase ainda hoje é um grande problema de saude publica no Brasil,
sendo importante tanto o tratamento adequado como também o diagndstico
precoce. De acordo com dados da OMS, a integracdo dos servicos de saude de
controle e tratamento da hanseniase com outros servicos e programas de saude
gerais leva a uma perda de capacidade e habilidade em lidar com questbes
especificas da hanseniase, levando a falhas no diagndstico e tratamento da doenca
(Rodrigues & Lockwood 2011). Por isso acles e servicos especificos para o

combate a doenca sdo desejaveis.

A preocupacédo com a faléncia dos esquemas terapéuticos padrdo e substitutivo
no tratamento da hanseniase é frequente. Isto mostra a necessidade de constante
vigilancia com critérios clinicos e, se possivel, moleculares do advento de

resisténcia bacteriana na hanseniase.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Monitorar variaveis para instituicdo do tratamento substitutivo contendo
ofloxacina como indicacdo, adesdo ao tratamento e efetividade em pacientes
tratados para hanseniase no HUB e associar a identificacdo de resisténcia

molecular como preditor de insucesso terapéutico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a taxa de cura clinica em pacientes que usaram esquema substitutivo

contendo ofloxacina, minociclina e moxifloxacina;

Avaliar a presenca de mutacdes genéticas entre isolados de M. leprae de pacientes

hansenianos em tratamento no HUB;

Investigar resisténcia a ofloxacina e a outras fluorquinolonas por meio da detecc¢éo

de mutacdes mais significantes no gene gyrA (codifica para a subunidade A da DNA
gyrase);

Avaliar a adequabilidade do uso de esquemas substitutivos contendo ofloxacina
prescritos no Hospital Universitario de Brasilia (HUB) por exames clinicos e

laboratoriais;

Detectar fatores clinicos que possam influenciar no desenvolvimento de resisténcia
genética ou clinica ao esquema substitutivo contendo ofloxacina, moxifloxacina e

minociclina.
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4. METODOS

4.1 Local do estudo

Os pacientes foram recrutados de janeiro a dezembro de 2018 no HUB, que
€ um hospital terciario onde casos suspeitos de Hanseniase, e aqueles com
sequelas da doenca sdo encaminhados para procedimentos de diagndstico e

tratamento.

As amostras foram coletadas por médicos do ambulatério de Dermatologia
do HUB e processadas no Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal

(LACEN).

4.2 Delineamento

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo com variavel independente
principal a presenca ou ndo de mutaces genéticas de resisténcia a ofloxacina e
variavel dependente principal a presenca de cura clinica. Demais covariaveis
analisadas incluiram sexo, idade, motivo da instituicdo do esquema substitutivo,
droga padréo substituida, tempo de uso da ofloxacina, adequabilidade da indicacao
do esquema substitutivo, adeséo ao esquema de doses supervisionadas, numero
de doses supervisionadas, sinais de toxicidade a PQT, presenca de reacdes

hansénicas.
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4.3 Populacéo estudada

Foram incluidos, consecutivamente, pacientes com diagnostico de
hanseniase ativa, antes ou até o 3° més de tratamento. Os critérios diagnosticos
de Hanseniase seguiram critérios do Ministério da Saude do Brasil e da OMS com
baciloscopia positiva, com lesfes cutaneas visiveis e/ou areas com alteracdo de
sensibilidade além de espessamento dos nervos periféricos. Considerou-se cura
terapéutica aquele paciente que completou o esquema terapéutico proposto e que
nao teve indicacdo de novo esquema terapéutico, conforme avaliacao clinica dos

meédicos responsaveis.

4.4 Critérios de exclusao

Foram excluidos pacientes menores de 18 anos, pertencentes a
comunidades indigenas ou que ndo assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido (TCLE).

4.5 Aspectos éticos

Este estudo esta de acordo com a Declaracdo de Helsinque e sua revisédo
de 2013. Este projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da FM-UnB
(CAAE: 71029717.1.0000.5558) (Anexo 2). Todo paciente foi incluido ap0s

assinatura e concordancia com TCLE.



b)

38

4.6 Exames e procedimentos realizados

4.6.1 Amostras analisadas

As seguintes amostras, a depender da indicacdo clinica realizada em

atendimento assistencial, foram analisadas:

4.6.2 Raspado intradérmico

O raspado intradérmico foi coletado conforme orientacdes prestadas pelo
Guia de Procedimentos Técnicos Baciloscopia em Hanseniase do Ministério da

Saude do Brasil (Brasil, 2002).

Em pacientes com lesGes cutaneas visiveis ou areas com alteracdo de
sensibilidade, a coleta foi feita em |6bulo auricular direito (LD), I6bulo auricular
esquerdo (LE), cotovelo direito (CD) e lesdo (L). Nas lesdes planas, a amostra foi
coletada no limite interno. Nos nodulos, tubérculos e placas eritematosas
marginadas por microtubérculos, as amostras foram coletadas no centro. Em
pacientes que ndo apresentam lesfes ativas visiveis, o0 material foi colhido no I6bulo
auricular direito (LD), I6bulo auricular esquerdo (LE), cotovelo direito (CD) e

cotovelo esquerdo (CE).

A realizacdo da coleta, foi conforme o Guia de Procedimentos Téchicos

Baciloscopia em Hanseniase do Ministério da Saude do Brasil (Brasil, 2002):

O paciente foi acomodado em sala apropriada e o procedimento foi explicado ao
mesmo.
Em seguida, foi realizada antissepsia com alcool a 70% dos sitios indicados na

solicitagdo médica.
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Com o auxilio da pinca Kelly, foi realizada uma prega no sitio de coleta,
pressionando a pele o suficiente para obter a isquemia, evitando o sangramento. A
presséao foi mantida até o final da coleta sem travar a pinca.

Foi realizado um corte na pele de aproximadamente 5mm de extensao por 3mm de
profundidade e o esfregaco foi adequadamente inserido na lamina e fixado para

posterior analise.

4.6.3 Bidpsia de pele

Bidpsia incisional circular com diametro de 4mm foi realizada apds assepsia,
antissepsia e anestesia local com solugdo de lidocaina a 2%. O local escolhido para
obtencdo da amostra foi a periferia da leséo suspeita de Hanseniase. A bidpsia foi

utilizada para extracdo de DNA conforme descrito abaixo.

4.7 Extracdo do DNA

A amostra foi imersa em solucéo de etanol a 70% e mantida em temperatura
ambiente até proceder a extracdo do DNA. Centrifugou-se o tubo contendo a
amostra em solucdo conservante por 5 min. a 10.000 x g. Desprezou-se o0
sobrenadante. Colocou-se 100 pL de tampao de lise celular 10 mM (Tris pH 7,5; 1
mM EDTA pH 8,0; 1% SDS). Deixou-se sob agitacdo por 5 minutos a 95°C.
Adicionou-se 30 pL de solugao de precipitagdo. Homogeneizou-se por inversédo 10
vezes. Centrifugou-se por 3 minutos a 10.000 x g. Passou-se o sobrenadante para
outro tubo. Adicionou-se 130 pL de isopropanol ao sobrenadante. Centrifugou-se
por 5 minutos a 10.000 x g. Desprezou-se 0 sobrenadante. Lavou-se 0 pellet com

alcool a 70% (500 pL). Inverteu-se o tubo por 10 vezes. Centrifugou-se por 5
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minutos a 10.000xg. 10.000xg. Desprezou-se o sobrenadante. Esperou-se secar e

hidratou-se com tampéo TE (30 pL) por 24 horas. Armazenou-se o0 DNA a 2-8 °C.

4.8 Detecc¢éo e Quantificacdo do M. leprae

Para a deteccédo e quantificacdo do M.leprae pela PCR em tempo real fez-se

uma curva padrdo utilizando a regido da sequéncia repetitiva do M. leprae (RLEP)

baseada em protocolo previamente proposto por Truman e colaboradores (2008). No

protocolo em questédo foram empregados iniciadores e sondas do sistema Tagman®

(PE Applied Biosystems), marcadas com o fluor6foro HEX sob as concentragcfes

descritas abaixo. Cada reacdo com volume final de 15 uL contém:

TABELA 1: REAGENTES PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO DO M. LEPRAE.

Reagente Concentragdo Volume (uL)
Master mix 5x 3,0
Primer Forward 10 nM 0,45
Primer Reverse 10 nM 0,45
Probe HEX 10 nM 0,3
Agua DNAse Free 1 7,8
DNA - 3,0

A padronizagéo se deu por volume 3 pL (150ng) de DNA para a realizacéo do

exame dada necessidade de atribuir a negatividade do teste a auséncia do M.
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leprae e ndo a uma falha do processo de extracdo de DNA, amplificou-se um gene
humano (RNAse P) como controle de amplificacdo com primers forward 5’-
AGATTTGGACCTGCGAGCG-3', reverse 5-GAGCGGCTGTCTCCACAAGT-3' e

sonda FAM BHQ1 TTCTGAGAAGGCTCTGCGCG.

4.9 Clonagem do gene RLEP e confeccao de curva padréo para qPCR

O gene RLEP foi amplificado em PCR convencional usando os primers forward
5-GCAGTATCGTGTTAGTGAA-3' e reverse 5-GCACATACGGCAACCTTCTA-
GCG-3’ que originou um fragmento de 481 pares de bases. A integridade e o
tamanho do fragmento foram confirmados por uma eletroforese em gel de agarose
2%, corado com brometo de etideo. Posteriormente a banda correspondente ao
gene RLEP foi excisada do gel de agarose e o DNA eluido para separar a mistura
com auxilio do kit QIAquick Gel Extraction (QUIAGEN), segundo recomendado pelo

fabricante. Esse gene foi clonado no laboratério do Instituto de Biologia da UNB.

O produto da PCR eluido do gel foi clonado no vetor pGEM-T easy (Promega).
Posteriormente, esse vetor foi usado para transformar bactérias competentes da
cepa Escherichia coli IM109, que foram selecionadas por resisténcia a ampicilina.
Todas as etapas deste processo seguiram as instrucdes do fabricante. Dez colénias
resistentes foram cultivadas em 3 ml de meio LB (Kasvi) a 37 °C sob agitacédo a 300
RPM por 18h na presenca de Ampicilina. Posteriormente, as culturas foram
centrifugadas a 3500 g, por 5 min e as bactérias sedimentadas foram usadas para
a extracao de DNA plasmidial usando QIAprep Spin Miniprep (Kiagen) conforme

instrucao do fabricante.
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A presenca do inserto RLEP foi confirmada através da PCR usando os primers
forward 5-GCAGTATCGTGTATGAACAGTGCAZ, e reverse: 5-
CGCTAGAAGGTTGCCGTATGTGC-3' (conforme Tabela 2) por eletroforese em
gel de agarose. Finalmente, os plasmideos cujo o inserto do gene RLEP foi positivo
foram quantificados, usando NanoDrop (Thermo) e diluidos para solucdo estoque
de 108 copias de RLEP em 1 pL de DNA. Imediatamente antes das PCR, o DNA
estoque foi homogeneizado e diluido de forma seriada originando 6 diferentes
pontos (107; 10°; 105 10% 10% 102 cépias de RLEP em 1 pL de DNA, eficiéncia =
2,006; slope = -3,308). As diluicdes compdem o0s pontos da curva padrdo para

quantificacdo absoluta por gq°PCR conforme figura 9.

TABELA 2: SEQUENCIA DE PRIMERS E SONDAS UTILIZADOS CLONAGEM DO GENE RLEP.

Gene Oligonucleotideo 5’-3’ Fragmento
amplificado
RLEP Forward GCTTCGTGTGCTTTGCCGCA 481
Reverse GGTGTTGTGGTGGGCTGGTG 481
RLEP3 Forward GCAGTATCGTGTATGAACAGTGCA 129
Reverse CGCTAGAAGGTTGCCGTATGTGC 129

Sonda TCGATGATCCGGCCGTCGGCG
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FIGURA 10: CURVA DE CALIBRACAO

4.10 Reacado em cadeia da polimerase (PCR)

Os ensaios para avaliar a presenca de DNA do M. leprae no raspado dérmico
e bidpsia de pele pela técnica de gPCR foram realizados em um sistema de PCR
em tempo real (LC 480 da Roche), utilizando-se primers e sonda TagMan®,
marcadas com o fluoréforo HEX segundo protocolo de Truman e colaboradores
(2008). A sequéncia dos primers e sonda foi a seqguinte: 5'-
GCAGTATCGTGTTAGTGAA CAGTGCA tcgatgatccggecgtcggeg GCA CATACG

GCAACCTTCTAGCG-3' (tabela 3).



TABELA 3. SEQUENCIA DE PRIMERS E SONDAS UTILIZADOS NA PCR EM TEMPO-REAL DO M.
LEPRAE.

Gene Oligonucleotideo 5’-3’ Fragmento
amplificado
RLEP Forward GCAGTATCGTGTTAGTGAA 129
Reverse GCA CATACGGCAACCTTCTAGCG 129
Sonda TCGATGATCCGGCCGTCGGCG
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O protocolo de amplificacdo constituiu-se de uma fase inicial de

desnaturacao a 95 °C por 10 min, seguida por 45 ciclos a 95°C por 15 segundos e

a 60°C por 1 minuto para amplificagcdo do RLEP e identificacdo do M. leprae nas

amostras para posteriormente ser feita a hibridizacdo reversa somente das

amostras positivas. Os resultados foram obtidos de acordo com a primeira deteccao

de sinal fluorescente do Cycle Threshold (CT) e a amostra foi considerada positiva

guando mostrou CT menor que 40, adotado como ponto corte, enquanto amostras

com CT’s superiores foram consideradas negativas (figura 10).

Para verificar o limite de detec¢éo, uma curva padrao foi preparada a partir

do DNA purificado do M. leprae, pela detec¢cdo do RLEP, do qual plotou-se uma

curva padrao com sete pontos com diluicdo seriada (1:10) com diluicao inicial e

pontos finais 0,3ng e 3 fg, respectivamente. Essa curva foi realizada em triplicata

para confirmar a reprodutibilidade, sendo os resultados dos CT’s das amostras

comparados a curva padrdo para se determinar o numero de cépias detectados.

Neste caso, 3 fg do gene RLEP foram consideradas equivalentes a um bacilo.
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FIGURA 9: CURVA DE AMPLIFICACAO DAS AMOSTRAS

4.11 Hibridizag&o Reversa

4.11.1 Amplificacdo do DNA

Foi utilizado o Kit Genotype LepraeDR® (Hain Lifescience GmbH, Germany)
para deteccao de resisténcia nos genes rpoB, gyrA e folpl para rifampicina, ofloxacina
e dapsona respectivamente em amostras clinicas. No qual cada reagdo continha 35
Ml de PMN (Polinucleotideos), 5 ul de 10x Tampao de PCR Buffer para HotStar Taq
(Contém 15mM de MgClI2), 2 pul 25mM de solugao de MgCl2, 0,2 pl (1U) Hot Star Taq,

3 pl de agua ultrapura e 5 ul de solugao de DNA. A concentragao final de MgCI2 nesta
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mistura de amplificacéo é de 2,5mM. A amplificacao feita em termociclador seguiu os
seguintes passos fornecidos pelo fabricante do kit Genotype LepraeDR: 15 minutos
a 95°C (1ciclo), 30 segundos a 95°C e 2 minutos a 58°C (10 ciclos), 25 segundos a
95°C, 40 segundos a 53°C e 40 segundos a 70°C (30 ciclos) e 8 minutos a 70°C (1

ciclo).

4.11.2 Hibridizacao

Nesta etapa foi utilizado o Twincubator, pré-aquecendo as solu¢cdes HYB e STR
a 37 a 45 °C antes de usar, somente para as amostras positivas na qPCR, como o

protocolo a seguir:

- Dispensando 20 pl da solugao de desnaturagéo (DEN) num canto de cada pogo a

ser usado.

- Em seguida adicionou-se 20 pl da amostra amplificada, homogeneizando por 5

minutos.

- Em seguida colocou-se 1mL do tampao de hibridizacao (HYB, verde).

- Colocou-se as tiras em cada poco. Incubando as tiras no Twincubator por 30

minutos a 45°C.

- Aspirou-se completamente o tampao de hibridizacéo.

- Adicionou-se 1mL de solugcédo de lavagem adstringente (STR, vermelho) a cada

tira por 15 minutos a 45°C.
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- Removeu-se completamente essa solucgao.

- A partir deste passo o aparelho de incubacao trabalhou em temperatura ambiente.
- Lavou-se cada tira com 1mL de solucdo Rinse (RIN) durante 1 minuto. - Adicionou-

se 1mL do conjugado diluido a cada tira durante 30 minutos.

- Removeu-se a solugéo lavando as tiras duas vezes, durante 1 minuto, com 1mL
de RIN e uma vez, durante 1 minuto, com 1mL de agua destilada. Desprezando a

solucédo a cada lavagem.

- Adicionou-se 1mL de substrato diluido e incubou-se. Parando a reacdo apos
enxaguar as tiras por duas vezes com agua destilada. Apds esta etapa as fitas
revestidas com oligonucleotideos especificos, contendo as sondas para
hibridizacédo foram interpretadas conforme o padrao de bandas reveladas para cada
tipo de sonda. A avaliacdo das bandas positivas e negativas, para cada tira de DNA
foi feita comparando com uma ficha modelo de avaliacdo apds a hibridizacéo,
alinhado a respectiva tira, com no topo a banda de controle de conjugado e bandas
de controle positivo, ou seja, que devem aparecer para tornar o teste valido,
continha também controle de conjugado, controle de amplificacdo, controle de
identificacdo para a espécie M. leprae e controles de amplificacdo dos genes
rpoB, folP1 e gyrA para deteccdo de resisténcia a rifampicina, dapsona e

ofloxacina, respectivamente.

A interpretagdo para cada gene / antibiotico era dada como suscetivel quando todas

as bandas WT foram positivas e todas as bandas MUT foram negativas; o resultado
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era dado como resistente quando pelo menos uma banda MUT fosse positiva ou

pelo menos uma banda WT fosse negativa, conforme mostrado abaixo:

FIGURA 12: FIGURA DEMONSTRANDO UM CONJUNTO DE FITAS HAIN LEPRAEDR APOS
REVELACAO

4.12 Tamanho amostral

O tamanho amostral foi calculado com base em dados demograficos. Coletados
no ambulatorio de Hanseniase do HUB, que registra cerca de 70 casos de
pacientes com alguma contra-indicacéo a rifampicina, clofazimina ou dapsona em
um periodo de 1 ano, tempo previsto para o estudo. Destes, cerca de 70%
apresentardo cura clinica com o esquema substitutivo. Utilizando-se uma preciséo
absoluta de 5%, um efeito de desenho igual a 1 e um intervalo de confianca de

95%, calcula-se um minimo de 58 pacientes a serem avaliados. O célculo amostral
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foi realizado pelo ambiente virtual OpenEpi® version 3.01 (Emory University, Rollins

School of Public Health, Atlanta, Georgia, Estados Unidos da América).

4.13 Anélise estatistica

Para as variaveis expressas em média = desvio padrdo e que apresentaram
distribuicdo gaussiana, a comparacao se deu pela utilizacdo do teste t de student,
ou pelo teste de Mann-Whitney para aquelas que néo apresentaram distribuicdo
gaussiana. Para as variaveis expressas em frequéncia, a comparagcao entre as
formas se deu pelo uso do teste de qui-quadrado, ou pela sua verséo exata quando
mais de 20% das caselas apresentaram frequéncia esperada inferior a 5. Para
efeito de analise empregou-se o nivel de significaAncia de 5%. Foi utilizado o
programa (RStudio Team (2018). RStudio: Integrated Development for R. R Studio,

Inc., Boston, MA URL http://www.rstudio.com/.)



http://www.rstudio.com/
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5 RESULTADOS

5.1 Analise demografica

Foram recrutados 58 pacientes conforme calculo amostral, mas foram
excluidos 5 (<10%) pacientes por perda de dados relacionados aos exames
de diagndstico e resisténcia.

Foram incluidos 53 pacientes, 25 do sexo masculino e 28 do sexo
feminino. A média de idade da populacédo foi de 47,5 anos (desvio padrao
= 16,41). Vinte e um pacientes estavam em curso de retratamento por
recidiva ou insuficiéncia terapéutica. Trinta e um pacientes utilizaram
esquema substitutivo com ofloxacina, 3 utilizaram minociclina e 6 utilizaram

moxifloxacina.

Pacientes com Hanseniase tratados com no HUB

Pacientes selecionados (n=58)

Perda por falta de dados no
prontuario =5

Pacientes eleitos= 53

Medicamento utilizado

Moxifloxacina= 6 PQT padrao= 13

Ofloxacina= 31

Figura 13: Fluxograma de pacientes com Hanseniase tratados no HUB.




Treze pacientes apresentaram estados reacionais do tipo | e do tipo Il
concomitantes durante o tratamento. Treze pacientes apresentaram ainda
reacdo do tipo | isolada durante o tratamento e apenas 1 paciente
apresentou reacao do tipo Il isolada durante o tratamento. Os efeitos
adversos as drogas que constituem a PQT padréo foram descritos em 24
pacientes. Quatorze pacientes apresentaram hemodlise significativa pelo
uso da dapsona e 1 caso apresentou metahemoglobinemia pela mesma
droga. Quatro pacientes apresentaram hepatopatia medicamentosa (tabela

4).
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TABELA 4. DADOS DEMOGRAFICOS E ESQUEMA TERAPEUTICO UTILIZADO.

53

n %
Idade (Anos)
Mais de 30 44 83,1
Menos de 30 9 16,9
Género
Masculino 25 47,2
Feminino 28 52,8
Baciloscopia(IB)
0 27 50,9
0,25-2 9 17,0
>2 9 17,0
Esquema Terapéutico
PQT Padrdo 13 25,0
Substitutivo 40 75,0
Ofloxacina 31 77.5
Minociclina 3 7,5
Moxifloxacina 6 15,0
Reacdo Hansénica
Reacao tipo | 13 24,5
Reacéo tipo Il 1 1,9
Reacoes tipos | e |l 13 24,5
Reacgbes Adversas
Hemolise 14 26,4
Metahemoglobinemia 1 4,17
Hepatopatia 4 16,67
Outras Reacbes 5 20,83

Em relacdo a forma clinica da hanseniase desses pacientes
(tabela 5), a forma predominante foi LL com 31%, BL 29%, BB 27%, BT
4%, TT 2% com 7% nédo definidos por incompletude dos dados. Néo
houve influéncia da classificacdo de Ridley & Jopplin na frequéncia de
pacientes considerados curados apos o tratamento (0,517). Todos os
pacientes foram classificados como portadores de forma MB segundo a
classificagcdo operacional. Todos os pacientes inicialmente considerados
como portadores das formas indeterminada, TT e BT apresentaram mais

de um tronco nervoso acometido a avaliagdo neurologica simplificada.
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TABELA 4. FREQUENCIA DE CASOS E FORMA CLINICA DOS PACIENTES DE HANSENIASE
TRATADOS NO HUB NO ANO DE 2018.

Classificacéo Periodo
(2018)(%)
LL 31
BL 29
BB 27
BT 4
TT 2
ND 7

LL: Lepromatoso-lepromatoso; BL: Borderline-lepromatoso; BB-: Borderline- Borderline; BT- Borderline -
tuberculéide; TT- Tuberculdide-tuberculdide; ND- Ndo definido.

Quanto ao domicilio do paciente incluido neste estudo, a maioria € do DF com
26 (49%), observando que os estados vizinhos também contribuem com muitos
casos: Goias 16 (30%), Minas Gerais 2 (4%), tendo 1 (2%) da Paraiba e outros 8

(15%) sem domicilio definido, como pode ser visto na tabela 6.

TABELA 5: NUMERO E PROPORCAO DE CASOS DE HANSENIASE EM ESQUEMA SUBSTITUTIVO
NO HUB QUANTO AO DOMICILIO.

Domicilio N %
Distrito Federal 26 49
Goias 16 30
Minas Gerais 2 4
Paraiba 1 2
Nao Definido 8 15

Quarenta e trés pacientes foram considerados curados apds tratamento
avaliado, enquanto em 4 pacientes a faléncia terapéutica foi detectada. Em 6
pacientes o estado de cura ndo pode ser averiguado por falta de dados no
prontuario. Os pacientes que estavam em retratamento tiveram menor

porcentagem de cura do que o0s pacientes em primeiro tratamento (p=0,034)

(Tabelas 7 e 8).



TABELA 6: INFLUENCIA DAS VARIAVEIS DEMOGRAFICAS E DE TRATAMENTO NA CURA DOS
PACIENTES COM HANSENIASE.

Variavel Pacientes Risco Relativo p-valor
analisada curados n/total

(%)
Sexo Feminino 22/24 (91,67) 1,00 1,000
Sexo Masculino 21/23 (91,30) 1,00
Retratamento 17/21 (80,95) 0,82 0,034
Tratamento 26/26 1,00 1,00
Primario
Minociclina 2/3 (66,67) 0,69 0,187
Moxifloxacina 5/6 (83,33) 0,87 0,349
Ofloxacina 29/31 (93,55) 1,07 0,597
Efeitos 23/24 (95,83) 1,10 0,348
adversos
Uso de 24/26 (92,31) 1,02 1

corticosteroides

Uso de 13/14 (92,86) 1,02 1

talidomida




TABELA 7: INFLUENCIA DAS VARIAVEIS DEMOGRAFICAS E DE TRATAMENTO NUMERICAS NA
CURA DOS PACIENTES COM HANSENIASE.

Variavel Curados N&o curados p-valor

Idade meédia (desvio 47,88 (16,76) 45,00 (16,18) 0,74
padrao)

Numero de doses da 12 (0) 12(0) 0,32
PQT mediana
(intervalo interquatrtil)

indice baciloscépico 1,02 (1,57) 0,94 (1,71) 0,92
média (desvio
padréo)
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Exames diagnosticos

A gPCR foi positiva em 23 pacientes. Foi detectada uma média de 245.276
bacilos por 3 uL de DNA extraido, variando de 41 a 4.230.000 bacilos. A
baciloscopia foi positiva em 21 pacientes, com IB médio de 2,46, variando de 0,25
a 5,0. Os métodos moleculares apresentaram positividade em 17 pacientes, sendo
que 6 desses pacientes apresentavam baciloscopia negativa, mostrando uma
sensibilidade 54% maior quando comparada ao exame baciloscopico. Nao foram
observados indicios de resisténcia molecular em nenhum dos pacientes avaliados

neste estudo.

Em 8 pacientes com baciloscopia negativa, a gPCR resultou positiva com uma
meédia de 39.045 bacilos por 3 uL de DNA extraido, variando de 41 a 311.000. Em
3 pacientes com baciloscopia positiva a qPCR mostrou-se negativa. Em 4 pacientes
com IB menor do que 2 o Kit Hain mostrou-se positivo. A concordancia da

baciloscopia com os exames de qPCR positivos foi de 63,8% (1C95% = 44.89 —
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81.19) e a concordancia da baciloscopia com os exames de qPCR negativos foi de
82,4% (IC95% = 66.49 — 91.65), resultando em um indice Kappa de 48,4% (IC95%

= 0.2236 — 0.7414) (Tabela 9).

TABELA 8. CONCORDANCIA ENTRE AS METODOLOGIAS DE QPCR E BACILOSCOPIA

Métodos Diagndosticos (%) IC95%
Baciloscopia x qPCR (Positivos) 63,8% 44.89 — 81.19
Baciloscopia x gPCR (Negativos) 82,4% 66.49 — 91.65
Kappa 48,4% 0.2236 — 0.7414

IC95% = Intervalo de confianca de 95%.

Observou-se correlacao regular (r 2= 0,61) entre a contagem microscopica

direta “padrao-ouro” e as estimativas baseadas na PCR RLEP TagMan®. (Figura 13).
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FIGURA 10: CORRELACAO ENTRE OS VALORES DE BACILOSCOPIA E QPCR.
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DISCUSSAQO




6. DISCUSSAO

A introducéo da PQT proposta pela OMS provou ser um dos mais importantes
avancos na gestdo e controle da hanseniase (OMS, 2016). Os excelentes
resultados relatados com a PQT validaram sua eficacia, seguranca e aceitagdo. No
entanto, descricoes de insucesso, reacdes hansénicas e recidivas por suspeita de
possiveis quadros de resisténcia conduziram este estudo como forma de
monitoramento a esquemas de tratamento substitutivo estipulado pelo Ministério da
Saude do Brasil, bem como para averiguar a eficAcia em pacientes que nao
respondem ao esquema de PQT padréo. Vale ressaltar que na pratica nem sempre
é facil diferenciar reacédo de recidiva apesar de didaticamente, como disposto na
figura 14, haver diferencas entre um e outro. Muitas vezes os sinais e sintomas

cursam de maneira quase analoga confundindo o profissional que assiste o

paciente.

CARACTERISTICAS

Periodo de ocorréncia

| REAGAO

Frequente durante a PQT efou
menos frequente no periodo

de dois a trés anos apos
término do tratamento

‘ RECIDIVA

Em geral, periodo superior
a cinco anos apos término
da PQT

Surgimento

Lesdes antigas

Lesdes recentes
Ulceragao

Regressao

Comprometimento
neural

Resposta a
medicamentos
antirreacionais

Subito e inesperado

Algumas ou todas podem se
tornar eritematosas, brilhantes,

intumescidas e infiltradas
Em geral, multiplas

Pode ocorrer

Presenca de descamacio

Muitos nervas podem ser
rapidamente envolvidos
ocorrendo dor e alteragdes
sensitivo-motoras

Excelente

Lento e insidioso

Geralmente imperceptiveis

Poucas

Raramente ocorre

Auséncia de descamacao

Poucos nervas padem ser
envolvidos com alteragoes
sensitivo-motoras de
evolugao mais lenta.

Nao pronunciada

FIGURA 15: DIFERENCAS CLINICAS ENTRE REACAO HANSENICA E RECIDIVA.

Fonte: Coordenacdo-Geral de Hanseniase e Doencas em Eliminagdo —

CGHDE/DEVIT/SVS/IMS.




60

N&o foi detectado caso de resisténcia molecular dentre os pacientes avaliados,
0 que impediu conclusédo do desfecho primario conforme protocolo de pesquisa, ja
gue este componente analitico ndo foi possivel pela auséncia de grupo de casos e
controles. E possivel inferir que a resisténcia do M.leprae ndo seja um fenémeno
tdo comum. O que se pode perceber € que a persisténcia do quadro de infec¢éo e
das manifestacdes clinicas que envolvem a hanseniase esteja mais ligada a

suscetibilidade do paciente ao bacilo.

A dificuldade para a avaliacdo dos contatos domiciliares do paciente com
hanseniase prejudica a quebra da cadeia de transmissédo da doenca (Ministério da
Saude, 2010). A despeito de tudo o que foi observado, a persisténcia do quadro de
nao melhora do paciente pode ser explicada por reinfec¢do, necessitando que 0s
contatos domiciliares do caso-indice sejam avaliados de forma detalhada pois
esses tém papel fundamental na persisténcia da hanseniase (Brasil, 2017b).
Estudos epidemiol6gicos mostram que no convivio domiciliar, 0 contato com uma
pessoa com a forma multibacilar, ndo tratada, numa zona endémica implica um
risco de doenca até 10%, sendo que as criangcas encontram-se em maior risco
(Worobec, 2009). A OMS recomenda o exame dos contatos domiciliares no
momento do diagnostico do paciente (Worobec, 2009), mas a reavaliagdo anual por

um periodo de 5 anos pode detectar casos inicialmente nao identificados.

O impacto positivo da PQT tem sido limitado ainda pela dificil adeséo ao regime
terapéutico, pelo longo periodo de tratamento a que o paciente deve ser submetido
e pela dificuldade no manejo dos efeitos adversos e reacdes hansénicas que
podem surgir durante o tratamento. Apesar de a PQT retardar o surgimento de

resisténcia medicamentosa e proporcionar uma parada mais rapida da transmissao
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da doenca, ela pode provocar efeitos colaterais como hiperpigmentacdo da pele
causada pela clofazimina (CFZ), que se acentua com o sol, deixando a pele mais
seca e mais sujeita a eczemas; gastrite, cefaléia, e anemia hemolitica pela dapsona
(DDS), esta ultima mais frequente em individuos com deficiéncia da glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH), podendo ainda aparecer metahemoglobinemia e
hepatites toxicas e, distarbios digestivos, trombocitopenia, sindrome pseudogripal

e dispneia pela rifampicina (Opromolla, 1997).

Fica claro que o exame dos contatos intradomiciliares e a adesdo ao
tratamento, como em outras doencas séo fatores indissociaveis na cura do paciente
com hanseniase, pois interfere diretamente no sucesso terapéutico. Assim, a nao
adesdo ao tratamento ou a ma utilizacdo dos medicamentos afeta e protela a alta
por cura. A principal limitacdo do presente estudo consiste no curto tempo de
acompanhamento dos pacientes apdés fim do tratamento (6 a 8 meses). A faléncia
terapéutica foi dada por critérios clinicos e presenca significativa de bacilos viaveis

na baciloscopia feita apés o tratamento em casos selecionados.

A Unica variavel que influenciou negativamente a cura dos pacientes tratados
foi a presenca de retratamento durante o periodo avaliado. Varios motivos podem
explicar este achado. A exposicdo mais prolongada a PQT pode gerar maior
resisténcia medicamentosa, no entanto este achado nédo foi comprovado neste
estudo. Devemos considerar ainda que os pacientes retratados podem apresentar,
de forma recorrente, adeséo irregular ao tratamento como verificado em alguns
casos ou problemas metabdlicos de processamento das drogas. Ambos os ultimos

fatores séo de dificil avaliacao.
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Foi demonstrado que a qPCR € um método importante para o diagnostico
da doenca e consequente sucesso do esquema farmacoterapico, uma vez que
pode classificar como multibacilar um paciente que outrora fora diagnosticado como
paucibacilar apenas pelo exame baciloscopico, mostrando possuir maior
sensibilidade. A presenca de bacilos detectaveis por gPCR, mesmo na auséncia de
baciloscopia positiva pode representar uma doenca mais disseminada, apenas com

menos sintomas.

No presente estudo, observa-se que a baciloscopia permanece como
método complementar de escolha para a avaliagdo inicial dos pacientes com
suspeita de hanseniase por ter baixo custo e reduzida complexidade requerida para
sua execucao apesar da limitacao de sensibilidade 39,6% (21/53) para este estudo.
A PCR mostrou-se o0 método mais sensivel para o diagnostico da doenca 43%
(23/53), com a vantagem de maior sensibilidade se comparada a baciloscopia para
0S casos paucibacilares. Até o presente momento, ndo se dispde de outro método
mais efetivo quando h& a combinacao de achados clinicos e laboratoriais para uma
terapia medicamentosa mais efetiva. Apesar disso observamos ainda casos de
baciloscopia positiva em pacientes com qPCR negativa. Este resultado mostra que
apesar da gPCR ser mais sensivel, todo o teste esta sujeito a variacdes intrinsecas
explicadas pelo acaso. Logo todo o teste diagndstico pode apresentar resultados

falso positivos e falso negativos.

N&o se pode deixar de citar, também, a importancia da divulgacdo para a
populacdo de sinais e sintomas da doenca, o treinamento de profissionais para
deteccdo e acompanhamento dos novos casos de hanseniase, a sensibilizacao dos

gestores, informando a necessidade de acfes e a formulacéo de estratégias para
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0 manejo da hanseniase, como elementos importantes para que 0S NOVOS casos
de hanseniase sejam diagnosticados, tratados e curados. Torna-se mister a
avaliacdo dos contatos de pacientes com hanseniase, para que se possa quebrar
a cadeia de transmissdo dessa doenca, pois, parece provavel que contatos
intradomiciliares de pacientes com hanseniase, possam permanecer clinicamente
de forma silenciosa. As ferramentas moleculares sao aliadas importantes nessa

investigacao.

Por isso, a utlizacdo de estratégias como o exame de contatos
intradomiciliares dos casos novos detectados e 0 seguimento de tais contatos dos
casos indices tende a ter um impacto positivo na deteccdo de novos casos da
doenca, pois, podem ampliar as oportunidades de diagnostico mais precocemente,
contribuindo para a cura, evitando que o paciente seja diagnosticado ja nas fases
tardias da doenca e com incapacidades fisicas instaladas. Por fim, € importante
reforcar a apropriagcéo, a coordenacéo por parte do governo, garantindo os recursos
adequados, promovendo parcerias e a colaboracéo intersetorial em niveis nacional
e internacional. Esta articulacao visa facilitar pesquisas em hanseniase, reforcar os
sistemas de vigilancia e de informagéo sanitaria para a monitorizagdo além da
avaliacdo dos programas. Estes séo alguns dos pilares necessarios para controlar

a hanseniase e evitar suas complicagées (WHO, 2020).
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7. CONCLUSAO

Apos analise cautelosa do estudo pode-se concluir que:

. A Taxa de cura clinica no curto prazo, em pacientes que usaram
esquema substitutivo contendo ofloxacina néo foi diferente dos pacientes que

usaram outros esquemas de tratamento;

. Apesar de todas as dificuldades que permeiam o diagndstico e, por
conseguinte o tratamento do paciente com hanseniase nao foi detectado nenhum

gene de resisténcia nas amostras testadas;

. A indicagdo do uso de esquemas substitutivos contendo ofloxacina
prescritos no Hospital Universitario de Brasilia — HUB foi aparentemente adequada
uma vez que, trata-se de um hospital terciario e uma vez que a taxa de

complicagdes reportadas nos pacientes foi relativamente elevada;

. Apenas a condi¢ao de retratamento influenciou o desfecho clinico de cura

no curto prazo.
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de Medicina da Universidade de Brasilia.
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