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RESUMO

Acredita-se que a hanseniase € a doencga infectocontagiosa mais antiga da
humanidade e até os dias de hoje, € um problema publico de saide mundial. Segundo a OMS,
161 paises relataram dados sobre a doenca em 2019 e o total de novos casos atingiu 202.256.
O Brasil, pais englobado no grupo prioritario de controle & doenca, no mesmo ano, notificou
27.864 incidentes, sendo destes 2.351 classificados com Grau de Incapacidade Fisica - GIF 2
e 1.545 casos infantis. Uma vez que o diagnostico da enfermidade é exclusivamente clinico e
que os exames laboratoriais hoje existentes servem apenas como instrumento de auxilio, é
importante desenvolver uma ferramenta diagnostica que seja menos invasiva, pouco onerosa
para os cofres publicos e que possibilite a confirmacdo do quadro clinico relatado pelo
médico. Este estudo propde a detec¢do do Mycobacterium leprae nos diferentes componentes
do sangue total periférico, por meio da Reacdo em Cadeia de Polimerase em tempo real e a
quantificacdo da bactéria. A populacdo de estudo consistiu nos pacientes com suspeita de
hanseniase, atendidos no Hospital Universitario de Brasilia, compreendidos no periodo de um
ano entre junho de 2020 e junho de 2021, totalizando 111 pacientes, sendo 55 diagnosticados
positivamente para hanseniase, conforme orientacbes do Ministério da Saude, e 56 suspeitos,
mas ndo diagnosticados, como sendo controles. Ap6s a obtencdo do soro, plasma,
concentrado de hemaécias e células mononucleares do sangue periférico, os mesmos foram
submetidos a extracdo de DNA por meio de kit comercial Purelink Genomic da Thermofisher
Scientific. Para a padronizacdo dos controles positivos e reacdo da curva padrdo de
quantificacdo, foi confeccionado o alvo genético RLEP do genoma da micobactéria. A gPCR
foi feita de forma qualitativa e quantitativa utilizando os primers RLEPBR F -5> —
CTTGCACCATTTCTGCCGCT — 3’ ¢ RLEPBR R — 5 — TGCGCTAGAAGGTTGCCGTA
— 3°. Dos participantes diagnosticados clinicamente com hanseniase, 52,73% eram do sexo
feminino, a idade média foi de 44,33 anos e nenhum era contactante. Dos participantes do
grupo controle, 50% eram do sexo masculino, a idade média foi de 45,11 e 48 eram
contactantes. Pela classificacdo do quadro clinico, 1 participante era indeterminado, 5
tuberculdide-tuberculéide, 8 dimorfo-tuberculdide, 18 dimorfo-dimorfo, 11 dimorfo-
virchowiana, e 12 virchowiana-virchowiana. Quanto ao GIF, 17 pacientes eram GIF 1, 15 GIF
2 e 23 GIF 0. Quanto aos resultados biomoleculares, a sensibilidade foi baixa correspondendo
a 11,54% no soro, 7,31% no plasma, 9,26% nas células mononucleares do sangue periférico,
9,80% no concentrado de hemacias e na baciloscopia de 38,18%. Entre os pacientes
paucibacilares, a maior sensibilidade foi para o soro e para o concentrado de hemaécias e entre
os multibacilares a maior sensibilidade foi encontrada no soro. A baixa sensibilidade
encontrada nos resultados indica que o sangue periférico ndo é um material consistente para
diagnosticar a hanseniase.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae, QgPCR, hanseniase, sensibilidade,

quantificacdo, satde publica
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ABSTRACT

It is believed that leprosy is the oldest infectious and contagious disease of the
humanity and until today it is a public health problem worldwide. According to WHO, 161
countries reported data on the disease in 2019 and the total of new cases reached 202.256.
Brazil, a country included in the priority group for the disease control, in the same year
reported 27.864 incidents, of which 2.351 were classified as Disability Degree 2 and 1.545
were child cases. Since the diagnosis of the disease is exclusively clinical and the laboratory
tests that exist today are used only as an aid tool, it is important to develop a less invasive
tool, a less costely for the public coffers and that allows the confirmation of the clinical
condition reported by the doctor. This study proposes the detection and quantification of
Mycobacterium leprae in the different components of peripheral whole blood through real-
time Polymerase Chain Reaction (qPCR). The study population consisted of leprosy
suspected patients, treated at the University Hospital of Brasilia, during the one-year period
between June 2000 and June 2021, totaling 111 patients, of which 55 were positively
diagnosed and 56 were controls. After obtaining the serum, plasma, red blood cells and
peripheral blood mononuclear cells, they were subjected to DNA extraction using a
commercial Purelink Genomic kit from Thermofisher. For the standarization of the positive
controls and the reaction of the quantification standard curve, the RLEP genetic target of the
mycobacterial genome was made. The gPCR was performed qualitatively and quantitatively
using the primers RLEPBR F -5 — CTTGCACCATTTCTGCCGCT -3’ ¢ RLEPBR R - 5° —
TGCGCTAGAAGGTTGCCGTA — 3°. Of the participants clinically diagnosed with leprosy,
52,73% were female, the average age was 44.33 years and none were household contacts. Of
the control participants, 50% were male, the average age was 45.11 and 48 were household
contacts. By the classification of the clinical condition, 1 participant was indeterminate, 5
were tuberculoid, 8 borderline-tuberculoid, 18 borderline, 11 borderline-lepromatous and 12
lepromatous. As for the disability degree, 17 were classified as degree 1, 15 patients as degree
2 and 23 with none degree. As for the biomolecular results, the sensitivity was low
corresponding to 11.54% in serum, 7.31% in plasma, 9.26% in peripheral blood mononuclear
cells, 9.80% in red blood cells and 38.18% in smear microscopy. Among paucibacillary
patients, the highest sensitivity was found in both serum and red blood cells and among
multibacillary patients the highest sensitivity was found in serum. The low sensitivity found
in the results suggests that peripheral blood is not a consistent material for diagnosing leprosy.

Keywords: Mycobacterium leprae, qPCR, leprosy, sensibility, quantification, public

health
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1. INTRODUCAO

1.1 Histérico da Hanseniase

A hanseniase é uma enfermidade que assolou vérias populagdes e que, por falta de
entendimento, era confundida com outras doencas venéreas e de pele, o que causava
preconceito com seu portador, levando-o até mesmo ao seu isolamento (CAVALIERE, 2021).
E provavel que a doenca tenha se originado no Leste, uma vez que foi la que a primeira
descricdo auténtica, de suas diversas formas, foi encontrada. Escritas antigas descrevem a
existéncia da hanseniase em 300 a.C., na China, india e Egito. Um documento escrito na
india, por volta de 600 a.C., nomeou a enfermidade por “Kushtka”, derivado do sanscrito
“Kushnati” que significa “devorar”. Um dos mais classicos médicos da China, o Nei Jing
datado de 400 a.C., descreve a hanseniase sob a denominagdo de “Da Feng” ¢ uma referéncia
similar aparece da mesma época em achados japoneses. Restos de esqueletos de uma mumia,
do segundo século a.C., com vestigios da doenca, foram encontrados no Egito (WHO, 1996).

Acredita-se que a doenca foi introduzida na Europa, por meio da Grécia, pelos
soldados de Alexandre O Grande, ap6s retornarem da conquista da India em 326 a.C., pelo rio
Indo. Da Grécia, a hanseniase espalhou-se por todo o mediterraneo, sendo 0s romanos 0s
portadores da enfermidade ao ocidente europeu (MONOT, 2021).

Segundo Trautman (1984), alguns historiadores especulam que soldados do exército
persa de Darius foram a porta de entrada da hanseniase na Grécia durante o século I1X a.C. e
que as tropas de Alexandre tenham levado a doenca da India para o Egito, um século depois.
Alguns académicos indicam que trabalhos de Aristoteles, datados de 345 a.C., e de
Hipdcrates, o qual o precede, descrevem a doenca, mas 0 consenso dos estudiosos sobre a
hanseniase € de que nenhum deles tivesse conhecimento sobre a enfermidade.

Na época da vivéncia de Cristo, a Biblia descreve em Levitico, capitulo 13, o
aparecimento de manchas brancas na pele que, analisadas por um sacerdote, determinaria se o
portador seria considerado imundo ou se seria encerrado por alguns dias para ser examinado
novamente (BIBLIA, 2021). Segundo Chuoraqui (1978), citado por Cunha (2002, p.236):

“Os sacerdotes tinham a missdo de diagnosticar e tratar a doenca, visto que se
relacionava com uma fraqueza oriunda de pecados e devia ser combatida através de

sacrificios, purificagdes e rituais que incluiam desde a queima de objetos pessoais
até o contato direto do doente com o que se julgava puro, assim como um passaro, a

manjerona, a 4gua ou a madeira de cedro”.
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Conforme Pinto (1995), a hanseniase se instalou como endemia na Europa
apenas nos séculos VI e VII. A Igreja e a Realeza, detentores do poder & época, ndo tardaram
em demonstrar preocupacdo com a doenca e produziram um Concilio de 549 a.D. e um texto
legislativo lombardo datado de 635-652 a.D.. E por consequéncia das cruzadas que a
estabilidade da enfermidade sofre desequilibrio e acaba ocorrendo um aumento em sua
incidéncia. Em virtude dos grandes deslocamentos populacionais, com o intuito de conquistar
as terras do Oriente Médio, é que a hanseniase acaba se espalhando pelos povos islamicos.

A mencdo da hanseniase no Alcordo é desconhecida e, diferentemente da
Biblia, que referenciava a doenca como sendo castigo ou pecado sexual e como consequéncia
era imposto o isolamento, o livro islamico pregava que os seguidores da religido islamica
deveriam cuidar dos doentes. Sendo assim, existe a indicacdo de que os muculmanos nédo
cometeram praticas de exclusdo e estigmatizacdo para com os acometidos pela hanseniase.
Pelo contrério, a oportunidade de cuidar dos hansenianos permitiu que os médicos
muculmanos descobrissem as placas de insensibilidade na pele, levando a uma descricdo mais
detalhada sobre a doenca na Idade Média (MACIEL, 2018).

Na Espanha, a partir do século XI, ocorreram as invasdes arabes, as quais foi
imputada a propagacdo da hanseniase pelas regides de Levante, Murcia, Albacete, Andalucia
e Extremadura. A doenca era combatida, mas sem hospitalizacdo nem isolamento dos
pacientes (ECHEVARRIA, 2012). O primeiro centro de confinamento para hansenianos do
pais foi instaurado em 1037, situado em Valéncia e, em 1284, Don Sancho IV decretou que 0s
acometidos pela hanseniase deveriam permanecer isolados. Os Reis Catdlicos, por volta de
1477, criaram “Los Alcaldes de La Lepra”, um grupo cujo objetivo era o de assumir as
prerrogativas, antes designadas aos sacerdotes e juizes eclesidsticos, de determinar o
isolamento dos portadores da hanseniase para impedir o crescimento da doenca
(GARGANTILLA, 2011).

Segundo Souza-Araljo (1946), a hanseniase se alastrou de tal maneira na Franca,
que no seculo XIII, a contagem de doentes chegava a um total de cem mil, os quais se
encontravam abrigados em 1503 gafarias criadas entre bispos, comunas, senhores e reis. Nos
dois séculos subsequentes, havia no pais mais de 750 leprosarios distribuidos desde a
Bretanha até a Normandia. Acredita-se que no século XVI, quando ocorreu o periodo de
conquistas e navegacdo francesa, varios portadores da hanseniase espalharam a doenca para

Portugal, Canada e o sul dos Estados Unidos.
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A propagacdo do mal de L&zaro ocorreu de forma excepcional em Portugal. Devido a
sua abstencdo no envio de portugueses no alistamento para as Cruzadas, gragas a uma ordem
do papa Pascoal Il, e por ter suas fronteiras limitadas por mar e estdveis com 0s outros
territorios, a enfermidade teve sua disseminacdo limitada, no inicio do século X (DORIA,
2014). No entanto, o transito de enfermos dentro do territério europeu ndo isentou o pais do
contdgio e, anos depois, o rei Afonso Henriques ordenou a constru¢cdo dos primeiros
leprosarios portugueses. Mesmo que esses estabelecimentos tivessem sido criados pela coroa,
os regulamentos eram locais, ndo havendo medidas obrigatorias de isolamento, propiciando
que os doentes vagassem pelas ruas para pedir esmolas. Foi apenas em 1505 que as camaras
municipais tornaram o isolamento compulsério em vilarejos leprosos e casas privadas
(BALA, 2018).

De acordo com Aguilar (2003), as origens da hanseniase na América sdo bastante
discutidas. Alguns autores asseguram que a doenca é autdctone, outros preferem atribui-las
aos colonizadores europeus e outros acusam os africanos, arabes, judeus e chineses. Nao
obstante, a hanseniase aparece nas Ameéricas de forma bem precoce, levando a implementacéo
em 1514, de uma instituicdo de confinamento em Cartagena, na Colémbia. A maneira com
que a doenga é vista na América Colonial diverge da tendéncia de estigmatizacdo da tradicao
judeu-cristd, quebrando assim uma continuidade do periodo medieval. Mesmo com a
propenséo de discriminacgéo social, esta ndo ocorre em sua totalidade.

A etiologia da hanseniase ficou conhecida em 1873 quando Gerhard Henrik Armauer
Hansen, um médico noruegués, descobriu o agente causador da doenca: o bacilo
Mycobacteirum leprae. Essa descoberta foi a primeira evidéncia a apoiar a teoria de que a
doencga tinha uma etiologia contagiosa e infecciosa e reafirmou a necessidade de isolamento
dos hansenianos, acreditando ser um método eficiente para impedir a disseminacdo da
bactéria (HORWITZ, 2006).

Conforme Pandya (2003), a Primeira Conferéncia Internacional sobre hanseniase
sediada em Berlim, em 1897, foi a primeira tentativa mundial para se tratar sobre a doenca.
No evento, Hansen reforcou suas propostas: a doenga podia ser prevenida por meio de
isolamento; o sistema compulsorio de registro, controle e segregacdo adotado na Noruega era
recomendado; e que as autoridades sanitarias de cada pais deveriam desenvolver regras de
acordo com suas particularidades sociais, com a permissdo de seus governos. Apesar de varios
especialistas no assunto considerarem as recomendagdes do noruegués como sendo medidas

cruciais para o combate da enfermidade, outra vertente defendida pelo renomado
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dermatologista francés, Ernest Besnier, reconhecia que a hanseniase era contagiosa, mas
discordava quanto ao isolamento dos pacientes. Para ele, a notificagdo e simples precaucdes
tomadas pelas familias de hansenianos, ja seriam suficientes como processo de profilaxia.

Anteriormente a era dos antibioticos, a hanseniase era tratada com o0 0leo
Chaulmoogra da castanha Hydnocarpus wightiana, com sucesso limitado. No inicio dos anos
40, comecou a era moderna no tratamento da doenga, quando o Dr. Faget do National
Hansen’s Disease Center em Carville, nos Estados Unidos, demonstrou beneficios na terapia
com Sulfona. Ja no final da mesma década, estudos comprovando a toxicidade da substancia
levaram os médicos a estabelecerem tratamento utilizando a Dapsona (BENNETT, 2008).

No 5° “Congresso Internacional de Hanseniase”, sediado em Havana — Cuba, no ano
de 1948, os principios da terapia com Sulfoterapia, como doses e formas de administracéo,
foram discutidos. O uso da Dapsona tinha diversas vantagens a época, e seu baixo custo, a
simplicidade na administragdo (oral) e seu uso Unico semanal, ou de duas doses, tornaram-na
a melhor opcdo para tratamento em grande escala (WHO, 1953).

Efeitos colaterais, da entdo terapia aceita, como anemia, psicose, dermatite
esfoliativa e eritemas nodosos levaram ao questionamento sobre a toxicidade da droga, que
teve como consequéncia a diminuicdo na quantidade das doses. No entanto, ndo demorou em
que se demonstrassem dados de pacientes cujos resultados na diminuicdo em 25% da
administracdo da Dapsona, em seus tratamentos, ndo tinham diferenca com pacientes cujo
tratamento era de 100% do total de doses, corroborando com a ideia de que, além da Dapsona
ser tdxica, a droga ndo colaborava significativamente na diminuicdo global da enfermidade
(WHO, 1960).

Considerado o terceiro maior evento dentro da histéria da hanseniase, em 1960,
Shepard conseguiu, por meio de lavagens nasais com presenca de bacilos alcool-acido
resistentes, o crescimento da micobactéria na pata de camundongos (SHEPARD, 1960). Essa
descoberta foi um marco, uma vez que permitiu testar a sensibilidade e resisténcia do bacilo
as drogas ja existentes e abriu a possibilidade para que novas fossem testadas.

Nos anos subsequentes, diversas substancias foram testadas no combate a bactéria.
Em 1964, Shepard & Chang (1964) fizeram um estudo experimental em que onze drogas
diferentes foram testadas para verificar a supressao da atividade do bacilo em ratos infectados.
A multiplicacdo de M. leprae foi completamente suprimida por Sulfona, B663 (um composto
rimino), isoniacida, acido para-aminosalicilico e estreptomicina. Resultados parciais foram

obtidos ao se utilizar cicloserina e amitiozona e nenhum resultado foi alcancado com
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difeniltioureia, etambutol, dietil-ditiolisofalato e pirazinamida. Rees et al. (1970) fizeram
ensaios quimioterapicos com a rifampicina utilizando a pata de camundongos infectados pelo
Mycobacterium leprae. Os estudos comprovaram a eficacia da droga, estabelecendo néo
apenas a sua atividade anti-hansénica, mas também a capacidade de proporcionar uma grande
queda no indice morfoldgico, comprovando a acdo bactericida da substancia.

N&o levou muito tempo para que se observasse que, mesmo ap0s Varios anos de
melhoria clinica e bacteriologica, alguns pacientes cujo tratamento regular era feito com
dapsona ndo mostravam evolucdo. Foi entdo que, em 1977, a resisténcia das micobactérias a
droga foi documentada pela primeira vez (PEARSON, 1981).

Segundo Noussitou & Sansarricq (1974) a Organizacdo Mundial da Saude priorizou,
portanto, a promoc¢do de atividades no setor de colaboracdo e pesquisa da quimioterapia
contra a hanseniase, envolvendo ensaios clinicos e laboratoriais de drogas que pudessem
reduzir drasticamente a incidéncia da doenga. Sendo assim, iniciou-se a corrida para encontrar
um medicamento que tivesse as seguintes propriedades:

-Efetividade em suprimir rapidamente a atividade clinica e bacterioldgica na grande
maioria dos casos;

-Boa tolerancia, excluindo efeitos adversos sérios e mantendo as reacfes induzidas
da droga no minimo possivel,

-Inexisténcia de resisténcia ou desenvolvimento insignificante da bactéria no curso
do tratamento, garantindo resultados, em longo prazo, e uma baixa proporcao de reincidéncia;

-Simplicidade na administracdo da droga, especialmente para utilizd-la em
tratamento de grande escala.

Em abril de 1976, O “Programa de Investigacdo em Quimioterapia da Lepra —
THELEP” foi criado com o objetivo de desenvolver um protocolo padrdo para ensaios
clinicos controlados de quimioterapias combinadas (poliquimioterapia), entre pacientes
acometidos pelo M. leprae. No inicio dos anos 80 a Organizacdo Mundial da Saude
recomendou 0 uso da poliquimioterapia para o tratamento da hanseniase e seu grupo de
estudos desenvolveu dois regimes de multidrogas:

1. Paraa hanseniase multibacilar:
1.1  Pelo menos dois anos de duragdo ou até alcancar negatividade baciloscopica,
quando possivel;
1.2 Recomendagéo padréo de:

¢ Rifampicina supervisionada de 600 mg, mensal
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e Dapsona auto-administrada diariamente de 100 mg
e Clofazimina supervisionada de 300 mg uma vez por més e 50 mg auto-
administrada diariamente
2. Paraa hanseniase paucibacilar:
2.1 Recomendacéo padrdo de:
e Rifampicina de 600 mg, mensal, por seis meses;
e Dapsona de 100 mg diariamente, por seis meses. (WHO, 1982).

Apos a introducéo da poliquimioterapia para a hanseniase, em meados dos anos 80, a
prevaléncia global diminuiu em 90%, de 5,3 milhdes de casos, em 1985, para 192.713 casos,
ao final de 2017 (RICCO, 2019).

A implementacdo da poliquimioterapia foi feita de forma gradativa em um periodo
compreendido entre 1982 a 1985 e que abrangeu menos de 1% da cobertura da doenca.
Subsequentemente foi aplicado em paises endémicos e a cobertura geografica comecou a
aumentar significativamente até chegar aos 50%, ao final de 1992 (WHO, 2004).

De acordo com o relatério WHA 44.9 da 40% Assembleia Mundial de Saude (WHO,
1991), a Organizacdo Mundial da Saude declarou seu comprometimento para continuar
promovendo todas as medidas de controle existentes para manter a eliminagdo global da
hanseniase como um problema de salde publica, até o ano de 2000. A Instituicdo também
incentiva os estados, em que a doenca é endémica, a permanecer ou aumentar sua
contribuicdo para o fim da doenga; assegurar que a cobertura com poliquimioterapia
permaneca no mais alto nivel; fortalecer politicas para identificar hansenianos e coordenar
fontes financeiras e técnicas para o controle da hanseniase disponibilizadas por organizagdes
internacionais e ndo governamentais para serem utilizadas da melhor forma possivel, entre
outros.

O ndmero global registrado de casos de hanseniase para tratamento era de 218.065,
em 2008. Comparado aos dados de 2007, 258.133 casos, esse numero sofreu reducdo
significativa. A Estratégia Global Aprimorada para Reducdo Adicional da Carga Da
Hanseniase de 2010, que tem base nos mesmos principios da politica mundial de controle da
Hanseniase — detec¢do oportuna de novos casos e no tratamento com quimioterapia eficaz — e
cujo objetivo principal permanece sendo a garantia de atendimento de qualidade aos
acometidos pela doenga, propés que a taxa de novos casos detentores do grau 2 de
incapacidade (GIF) por cada 100.000 habitantes fosse reduzida em pelo menos 35% até o
final de 2015, em comparacdo com a linha base relatada no final de 2010 (PAHO, 2010).
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Ao final de 2014, 213.899 era 0 numero de pacientes recém-diagnosticados com a
doenca; dos casos notificados, 94% pertencia a moradores de 13 paises entre 0s quais
constaram Brasil, india, Nigéria e Filipinas; 175.554 pacientes estavam em tratamento final;
14.110 dos casos eram pertencentes a GIF 2; 8,8% eram crianc¢as e 36% mulheres. Prop6s-se
para 2020, portanto, que ocorresse a eliminagdo de casos infantis de GIF2, a reducdo total de
casos de GIF2 a menos de um caso por milhdo de habitantes e a abolicdo de leis que
permitissem a discriminacgéo por hanseniase em todos os paises (OMS, 2016).

Segundo a OMS (2021), um total de 161 paises relatou dados sobre a doenga em
2019. Os novos casos de hanseniase contabilizaram 202.256 em 118 paises, sendo 23 paises
prioritarios, dos quais 79% estavam no Brasil, India e Indonésia. A quantidade de pacientes
portadores do GIF2 chegou a 10.816, reportando uma diminuicdo comparando-se aos dados
do relatorio anterior, mas houve um aumento no total de criancas e mulheres infectadas
correspondendo, respectivamente, a 7,4% e 38,9%. Estima-se que para 2030, 120 paises
apresentem zero casos novos autdctones, que o nimero de casos Novos por ano seja reduzido
em 70% e que haja reducdo de 90%, tanto na taxa por milhdo de habitantes de novos casos

com GIF2, quanto na taxa por milhdo de criangas de novos casos de hanseniase.

1.2 Hanseniase no Brasil

Para indagar sobre a origem da hanseniase no Brasil é necessario se questionar sobre
as trés etnias que primeiramente povoaram o pais. A doenca ja se encontrava em territério
brasileiro, ela foi trazida pelos colonizadores europeus ou essa incumbéncia coube aos
escravos africanos?

De acordo com tratado sobre a doenca (BRASIL, 1950), os historiadores acreditam
que a hanseniase ndo era uma enfermidade que acompanhou os indigenas. Estudos literarios
apontam para a inexisténcia de algum termo, na lingua nativa, que se referisse a doenca,
incongruentemente as populacfes acometidas pela hanseniase. Por sua vez, os colonizadores
europeus nunca comentaram em seus relatos de viagens sobre a presenca de doengas venéreas
nas terras descobertas. Muito pelo contrario, em seus registros, 0s missionarios descreviam as
novas terras como sendo um lugar sadio para se viver, onde as pessoas morriam apenas pela
idade avangada.

A hipotese da entrada da Hanseniase pela comercializagdo de escravos negros

provindos da Africa ndo teve sustentagio visto que a negociacéo de africanos doentes ou com
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lesBes cutaneas era dificil. No entanto, acredita-se que os escravos tiveram grande papel na
disseminacdo da doenca no pais (OPROMOLLA, 2000).
Conforme Garcia (2001):

“Terra, em 1926, ainda questionava a origem da lepra no Brasil. N&o se sabia se
ja existia antes da colonizacgéo ou se foi trazida pelos colonizadores, embora ndo se
encontrasse indicios da doenca entre os habitantes pré-colonizadores. A vinda da
lepra para o Brasil coincide com outras endemias como variola e a febre amarela.
Em 1600, a doenca ja existia no Rio de Janeiro. Acredita o autor que a lepra tenha
sido trazida pelos colonizadores portugueses”.

Os primeiros hospitais destinados ao tratamento de pacientes com hanseniase datam do
século XVIII. O primeiro leprosario brasileiro foi instalado em Recife no ano de 1713,
seguido do Rio de Janeiro em 1740, 1771 em Minas Gerais, 1787 na Bahia, 1796 em
Pernambuco, em Sédo Paulo, no ano de 1802 e 1908 em Manaus (MARZLIAK, 2008).

Com o desenvolvimento das atividades agricolas, o territdrio brasileiro foi explorado,
novas terras foram colonizadas e a mao-de-obra para agricultura se fez necessaria. Dessa
forma, a migracdo de varios enfermos ocorreu e a hanseniase chegou as cidades de maior
interesse politico e econémico. Pernambuco, o principal centro agucareiro, foi o foco da
disseminacdo da hanseniase para a Paraiba e Alagoas que, futuramente, incentivaram o
desenvolvimento agricola do Ceara, Maranhdo, Para e Amazonas. Minas Gerais, Mato Grosso
e Goiés tiveram como introducdo da doenca o deslocamento dos bandeirantes provenientes de
Sédo Paulo, os quais também chegaram aos estados do Sul (EIDT, 2004).

No ano de 1904, pelo decreto 5.156, o presidente da Republica dos Estados Unidos do
Brasil decreta a necessidade compulsoria da notificagdo de moléstias infecciosas, nas quais a
hanseniase é abrangida (BRASIL, 1904). Quatorze anos depois, o presidente Venceslau Bras
autoriza a criagdo de comissdes meédicas que ficariam a cargo da profilaxia rural (BRASIL,
1918) e no mandato seguinte, o presidente Epitacio Lindolfo da Silva Pessoa cria o
Departamento Nacional de Saude Publica, que fica responsavel pelo servico de prevencdo a

hanseniase (BRASIL, 1920).
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As décadas seguintes, no Brasil, se caracterizaram pela implementacdo de diversas acdes
voltadas ao combate da hanseniase. Em Sao Paulo instituiu-se a “Fundacdo da Federacéo das
Sociedades de Assisténcia aos Lazaros e Defesa contra a Lepra”; em Belém fundou-se a “Liga
contra a Lepra” e no pais, criou-se o “Selo de Educagdo” com o intuito de arrecadacao de
fundos para a campanha nacional contra a hanseniase.

A Portaria Ministerial 165 de 1976 veio como instrumento de inclusdo dos hansénicos a
sociedade e com o intuito de abolir terminologias que fizessem apologia a hanseniase, para
desmistificar a necessidade de segregacdo e isolamento dos acometidos pela bactéria. A
pratica de distanciamento dos filhos de pais em tratamento ambulatorial foi extinta para que a
unidade familiar fosse preservada. A portaria promovia o controle da hanseniase por meio de
educacdo em saude, a aplicacdo da vacina BCG, acOes para identificacdo e tratamento dos
pacientes (BRASIL, 1976).

Apdbs um longo periodo de discriminacdo e preconceito, 0os anos 80 vieram como um
marco na vida dos enfermos. A poliquimioterapia, apoiada internacionalmente pela OMS, e o
fim da hospitalizacdo obrigatéria dos enfermos deram inicio a uma nova era. Os pacientes
comecaram a sua jornada de aceitacdo publica na sociedade.

Conforme Ferreira (2019), em 1988, o Ministério da Salde realiza a primeira analise
sobre o uso da poliquimioterapia no pais e verifica alta aceitacdo terapéutica, a facil
implementacdo da mesma e a necessidade de incentivo ao novo tratamento. O Plano de
Emergéncia Nacional é instaurado, com o intuito de analisar a incidéncia e prevaléncia da
doenga no pais, levando a seccionar o Brasil para a eficiente distribuicdo de recursos nas
regides prioritarias (GREGORIO, 1999).

Segundo FIOCRUZ (2010), o neologismo hanseniase ganhou forca legal apenas em 1995,
quando o presidente da Republica sancionou a lei proibindo o termo Lepra e seus derivados.

No primeiro mandato do governo de Luis Inacio Lula da Silva, 2003, a geréncia técnica de
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Dermatologia Sanitaria foi extinta e substituida pelo “Programa ao Controle da Hanseniase”.
Ainda em seu governo, o presidente promulgou lei que dispunha sobre a concessdo de pensédo
especial as pessoas atingidas pela hanseniase que foram submetidas a isolamento e internacao
compulsorios.

Desde 2003 a 2016, o coeficiente de deteccdo de novos casos diminuiu significativamente
no Brasil. No entanto, em 2016, a taxa de deteccdo recomendada pelo Ministério da Saude foi
mais alta nas regiGes Norte, Nordeste e Centro-Oeste sendo a doenca considerada controlada
apenas nas regides Sul e Sudeste em que havia 2.84 e 4.17 casos por 100.000 habitantes,
respectivamente. A regido central e norte e os estados de Mato Grosso, Tocantins e Maranhéo
apresentaram niveis hiperendémicos, com 39.99 casos a cada 100.000 habitantes
(MARCIANO et al., 2018).

Apbs o lancamento da Estratégia Global para a Hanseniase 2016-2020 da OMS, o Brasil
elabora a Estratégia Nacional para Enfrentamento da Hanseniase 2019-2022 com o propoésito

de:

113

. apresentar metodologias diferenciadas frente aos distintos padrdes de
endemicidade existentes no pais, de forma que se possa alcancar maior cobertura e
melhor desempenho de acBes para o controle da doenga. Portanto, a Estratégia
Nacional visa subsidiar o planejamento das a¢des nas trés esferas governamentais”.

Sendo assim, seu principal objetivo € de reducdo da carga da doenca no pais, baseada no
fortalecimento da gestdo do Programa, enfrentamento da enfermidade e suas complicacdes e a
promocdo da incluséo social por meio da luta contra o preconceito e a desonra (BRASIL,

2020).
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Conforme a OMS (WHO, 2021), em 2020 o Brasil teve:

Tabela 1 - Dados brasileiros sobre a Hanseniase em 2020

DADOS NUMEROS
NuUmero Total de Novos Casos de Hanseniase 17.979

Taxa de Deteccdo de Novos Casos de Hanseniase por 1.000.000 de

84.583
habitantes
Numero de casos registrados de Hanseniase em tratamento (Prevaléncia) 22.872
Numero de novos casos de Hanseniase com Grau de Incapacidade 2 1.504
Numero de novos casos infantis (> 15 anos) de Hanseniase 878

Fonte: Elaborada pela autora com base em WHO (2021).

1.3 Distribuicédo Geografica da Hanseniase
1.3.1 Distribuicéo Geografica da Hanseniase no mundo

Segundo os dados da OMS (WHO, 2021), referentes ao ano de 2020, a quantidade de
novos casos de hanseniase no mundo totalizou 127.506. A maior concentracdo foi no Sudeste
Asiatico, contemplando 84.818 casos; seguida das Américas com 19.195; a Africa com
16.690; o Leste Mediterraneo abrangendo 4.077, o Oeste Pacifico com 2.699 e a regido com o
menor nimero de casos, a Europa, com 27 casos totais.

Ainda sobre as estatisticas apresentadas pela OMS, apenas trés paises no mundo detém
uma concentragdo de mais de 10.000 novos casos da doenca e sio eles: india (65.147 casos);
Brasil (17.979) e Indonésia (11.173). Paises africanos como Mogambique, Nigéria, Etidpia e
Somalia e alguns asiaticos como Bangladesh, Nepal, Myanmar se encontram categorizados
entre 0s paises com numero de novos casos entre 1.000 e 10.000. Paises vizinhos ao Brasil
como Argentina, Colémbia, Venezuela e Paraguai, além de grandes nacbes como Estados

Unidos e China estdo entre os Estados que englobam dentre 100 a 999 casos.
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Dados de nimeros com menos de 100 casos por pais sdo encontrados, por exemplo,
na Australia, Rassia, Franca, Namibia, Panama, Chile, Uruguai, Tailandia, Jap&o e Irlanda. Ja
a grande maioria de paises que ndo registraram nenhum caso novo de Hanseniase encontra-se
na Europa. N&o obstante, a Mongolia, Mauritania, Turcomenistdo, a Coreéia do Sul, a Argélia
e Libano também pertencem a este grupo. Ainda existem muitas regides do globo em que
informacdes ndo foram fornecidas e 62 ¢ o numero total de paises que ndo apresentaram

dados (Figura 1).

Figura 1 - Numero de casos novos de Hanseniase, por pais, em 2020
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Fonte: WHO (2021).

1.3.2 Distribuicdo Geografica da Hanseniase no Brasil
A distribuicdo geografica da Hanseniase no Brasil é desigual e a doenca
persiste em regibes com maiores niveis de pobreza e desnutricdo, mostrando uma relacéo
proxima com precérias condic¢des de vida, baixo nivel de educacédo, desigualdade social e com

movimentos migratorios (SILVA et al., 2017).
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Confirmando a constatacdo acima, os dados coletados entre 2015 e 2019 demonstram que
individuos com ensino fundamental incompleto sdo os mais afetados, constituindo 42,2% do
total, sequido de individuos com ensino médio completo e ensino superior incompleto (Figura
2). Ao se analisar as estatisticas de escolaridade por regides, verifica-se que a populacdo com
menos nivel de escolaridade € a mais atingida no pais, sendo o Nordeste a que tem maior
concentracdo de casos (BRASIL, 2021c).

Figura 2 - Proporcao de casos novos de hanseniase segundo escolaridade e regido de
residéncia
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Fonte: Brasil (2021c).

A regido Nordeste é a que concentra 0 maior nimero de casos novos do pais com 132,7
mil pacientes, o equivalente a 43% do total dos casos, seguida da regido Centro-Oeste com
20% e da regido Norte com 19%. As regifes Sudeste e Sul detém os menores indices
abrangendo 15% e 4% do total de casos, respectivamente (Figura 3). Acredita-se que essa
concentracdo de casos ocorra nas regides em que as condigdes socioecondmicas Sa0 mais
precarias: baixo nivel de educacdo, dificuldade de acesso a servicos de saude e aglomeracoes,
seja pela necessidade de morarem varias pessoas embaixo de um mesmo teto, seja pela

lotacdo dos meios publicos de transporte (GANDRA, 2021).
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Figura 3 - Mapa de Casos de Hanseniase no Brasil
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Fonte: Gandra (2021).

Conforme a Figura 4 os dados expostos no Boletim de Hanseniase de 2021 tiveram
uma drastica diminuicdo, a qual deve ser imputada a pandemia da COVID-19, resultado da
piora de subnotificacdo de casos. Sendo assim, em 2020, foram diagnosticados 13.807 novos
casos da doenca, dos quais 672 foram em menores de 15 anos. O Estado com o maior nimero
de novos casos é o Mato Grosso com 13,42%, seguido do Maranhdo com 11,33% e Para com
9,50%. Roraima € a Unidade da Federacdo com menos casos a cada 100.000 habitantes,
seguido do Estado do Rio do Grande do Sul que diagnosticou apenas 40 casos (BRASIL,

2021c).
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Figura 4 - Numero Total de casos novos de Hanseniase e em menores
de 15 anos segundo Unidade da Federacdo de residéncia
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Fonte: Brasil (2021c).

1.4 Mycobacteirum leprae

De acordo com o ITIS — Integrated Taxonomic Information System (2021), o organismo
Mycobacterium leprae pertence ao reino Monera, filo Actinobacteria, Subclasse
Actinobacteridae, ordem Actinomycetales e subordem Corynebacterideae. Foi em 1880 que o
noruegués Hansen identificou pela primeira vez a bactéria, mas foi apenas em 1896 que
Lehmann e Neumann categorizaram seu género. Um ano depois, Chester determinou a
familia: Mycobacteiaceae.

Geneticamente, 0 genoma desta bactéria se caracteriza como sendo 0 menor dentre as
espécies do mesmo género. E composto por 1614 genes codificadores de proteinas e 1300
pseudogenes. Essa diminuta evolucdo é uma marca de bactérias que mudaram seu estilo de
vida livre para parasitas obrigatorios. Devido ao seu demorado ciclo de 14 dias e a falta de
transferéncia genética horizontal, o genoma de M. leprae é altamente conservado, possuindo
menos de 300 polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), observados entre cepas
distantemente relacionadas (BENJAK et al., 2018).

Segundo Blevins et al. (2020), comparando-se 0s genomas das linhagens indiana e
brasileira, foram encontrados 5 SNPs. Destes, trés foram utilizados para analises filogenéticas

que permitiram a identificacdo de trés tipos diferentes de M. leprae e, posteriormente, de
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outros subtipos com associacdes geograficas. Nesse sentido, foi possivel identificar seis
ramos diferentes sendo numerados entre 0 e 5: 0 principalmente da Asia Oriental, 1
principalmente do Asia Meridional e Oriental, 2 do Oriente préximo e Sul Asiatico, 3 da
América do Norte e América Latina, 4 da Africa Oriental e América do Sul e, finalmente, 5
das llhas do Pacifico.

A morfologia desta bactéria é caracterizada por formato bacilar cido resistente que possui
lados paralelos, pontas arredondadas, mede em média entre 1 a 8 um de comprimento e 0,3 a

2,1 um de diametro (Figura 5).

Figura 5 - Microscopia eletronica (esquerda) e de varredura
(direita) do Mycobacterium leprae

Fonte: Scollard et al. (2006).

Conforme Macieira (2000), o agente etioldgico da hanseniase € um parasita intracelular
obrigatdrio, mais comumente encontrado em macrofagos e que pode formar aglomerag6es ou
globias. Esta bactéria utiliza a divisdo binaria como método reprodutivo, € classificada como
gram-positiva e é alcool-acido resistente quando corada pelo método de Ziehl-Neelsen. Sua

parede celular mede aproximadamente 20 nm de espessura e é formada por uma malha de
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peptideoglicanos ligados a cadeias de polissacarideos que sustenta os acidos micolicos, 0s
quais possuem alto peso molecular, responsaveis por metade da constituicdo da parede celular
da bacteéria.

O PGL-1, glicolipideo fendlico-1, faz parte da constituicdo da parede bacteriana do M.
leprae. Da massa total que compde a bactéria, 2% correspondem a este lipideo e caracteriza-
se por ser um antigeno especifico do bacilo. Pode ser encontrado em tecidos, no sangue
periférico e da urina de pacientes multibacilares. Sua estrutura é formada por fenol, acido
micoseossidico, fitiocerol e um trissacarideo (FOSS, 1997).

1.5 Aspectos Clinicos da Hanseniase

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica causada pela Mycobacterium leprae,
que afeta principalmente o sistema nervoso periférico, a pele e outros tecidos como 0ssos e
articulagbes, mucosas, olhos, musculos, testiculos, supra-renais e sistema reticuloendotelial. A
apresentacdo clinica da doenca pode ocorrer desde poucas a inimeras lesdes. De forma
similar, a histopatologia de lesbes de pele varia desde pequenos granulomas a difusas
infiltracbes da derme, que dependerdo do estado do sistema imunoldgico do paciente
(TALHARI et al., 2015).

Segundo o Ministério da Satde (BRASIL, 2021b),

“As lesdes cutdneas mais comuns sdo: manchas esbranquicadas ou
avermelhadas, sem relevo; papulas (lesdes sélidas, com elevagdo superficial e
circunscrita; infiltraces), tubérculos, (lesdes solidas e elevadas semelhantes a
carogos externos) e nddulos. Dentre os sinais e sintomas neuroldgicos estdo as
neurites, lesGes decorrentes de inflamacOes dos nervos periféricos, que sao causados
tanto pela acéo direta do bacilo nos nervos, como por uma resposta do organismo ao
bacilo”.

Considera-se caso de hanseniase 0 paciente que apresenta uma ou mais das seguintes
ocorréncias e precisa submeter-se a poliquimioterapia: lesdo ou lesbes de pele com perda de
sensibilidade; acometimento de nervos com espessamento neural ou baciloscopia positiva

(BRASIL, 2016).
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De acordo com Souza (1997), a infeccdo pelo Mycobacterium leprae progride de diversas
formas a depender do sistema imunolégico do hospedeiro. A resposta imunologica do
portador do agente infeccioso ditara a evolucdo da doenca e determinara: se for competente, a
doenca evolui para a forma ndo contagiosa e localizada, mas se a resposta for insuficiente, ela
evolui para a forma difusa e transmissivel. Entre esses dois pdlos, existem as formas
intermedidrias as quais retratam diversas variagcdes de resisténcia a bactéria.

Apesar da classificacdo operacional ser utilizada pela Organiza¢do Mundial da Saude para
definir o tipo de tratamento, no meio académico, as classificacbes mais utilizadas sdo a do
Congresso Internacional de Madrid e a de Ridley e Jopling. Histopalogicamente, Ridley e
Jopling padronizaram a nomenclatura, gerando uma escala de classificacdo para a hanseniase.
Baseado em cinco grupos definidos estritamente, essa classificacdo é considerada o sistema
mais adequado para a pesquisa sobre a doenca, provendo facilidades em sua aplicacao,
especialmente no planejamento dos desenhos quimioterapicos e prognosticos. A classificacdo
histopatologica fornece uma padronizagdo entre os casos de hanseniase de diferentes

pacientes em diferentes locais do mundo (BARBOSA JUNIOR, 1998).

Figura 6 - O Espectro da Hanseniase (Classificacdo de Ridley-Jopling)

BORDERLINE

UNSTABLE

INDETERMINATE

Fonte: Belachew & Naafs (2019).
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A escala idealizada por Ridley e Jopling (Figura 6) consiste em dois quadros opostos,
sendo a forma Tuberculdide-Tuberculdide descrita por apenas uma lesdo dermatologica bem
descrita, ou um nervo comprometido, sem deteccdo de bacilos e com alta resisténcia
imunoldgica a bactéria. Do lado oposto do espectro encontra-se a forma Virchowiana-
Virchowiana, caracterizada pela presenca de nddulos e placas, com comprometimento
simétrico de nervos, com presenca de varios bacilos e auséncia de resisténcia imunoldgica.
Entre essas duas formas existem as Dimorfas que abrangem a Dimorfa-Tubercul6ide, com
caracteristicas tipicamente tuberculdides e a Dimorfa-Virchowiana com particularidades
virchowianas. No meio destas formas esta um grupo pequeno de pacientes classificados como
dimorfos-dimorfos que apresentam lesdes anulares assimétricas com perfuracfes tipicas e
comprometimento médio da sensibilidade (BELACHEW & NAAFS, 2019).

A fase inicial da doenca pode ser classificada ainda como indeterminada, a qual apresenta
manifestacdo clinica discreta, representada pelo aparecimento de uma pequena macula
hipocrémica com perda reduzida da sensibilidade (JUNIOR et al., 2022).

A classificacdo de Madrid consiste em dois pdlos estaveis e opostos (Virchowiano e
Tuberculdide) e dois grupos instaveis (Indeterminado e Dimorfo) (ARAUJO, 2003).

Segundo a OMS (2019), a hanseniase pode ser classificada, ainda, entre Paucibacilar e
Multibacilar. O primeiro grupo sdo 0s pacientes que apresentam de uma a cinco lesdes
cutaneas, com auséncia de bacilos detectaveis na baciloscopia, j4 o segundo abrange 0s casos
que desenvolvem mais de cinco lesdes cutaneas, ou com comprometimento dos nervos, ou
com resultado positivo para observacdo microscopica de bacilos em esfregaco do raspado
intradérmico, independentemente do nimero de lesdes na pele.

Conforme Silva et al. (2019) outra classificacdo possivel relacionada a hanseniase é
quanto ao GIF — Grau de Incapacidade Fisica - o qual funciona como um indicador

epidemioldgico que permite estimar, de forma indireta e efetiva, a identificacdo precoce da
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doenca. Os graus sdo determinados em ordem crescente de acometimento de méaos, pés e
olhos: grau 0, auséncia de incapacidades; grau 1, presenca de alteracfes sensoriais nas maos
e/ou pés e/ou olhos e 0 grau 2, caracterizado pela presenca de alteragdes motoras visiveis
como Ulceras, garras, reabsorcdes oftalmoldgicas ou 6sseas.

Relatos na literatura indicam que a hanseniase € mais frequente em pacientes portadores
do tipo Sanguineo A, quando comparado a grupos controles (VOGEL et al., 1969). Da mesma
forma, a presenca dos pacientes desse mesmo grupo € mais constante nos diagnosticos de
hanseniase virchowiana do que os de hanseniase tuberculdide. No soro sanguineo de pessoas,
com tipo sanguineo A e que apresentam a manifestacdo clinica mais grave da doenca, foram
encontrados niveis mais baixos de globulina alfa 1 e alfa 2. Quanto aos sintomas, nos tipos
sanguineos A e AB houve mais frequéncia de alteracdes oftalmoldgicas e cutaneas, quando
comparados aos outros grupos.

1.6 Tratamento

De acordo com o Ministério da Saide do Brasil (BRASIL, 2021c) e com a OMS, o
tratamento da hanseniase deve ser feito com o uso da poliquimioterapia Unica (PQTU) que
consiste na associagdo da rifampicina, dapsona e clofazimina.

Em pacientes classificados como paucibacilares o tratamento consistird na administracdo
mensal de 600 mg de rifampicina, 100 mg de dapsona e 300 mg de clofazimina em dose
supervisionada e em casa deverdo tomar diariamente 100 mg de dapsona e 50 mg de
clofazimina. O tratamento devera ter duracdo de seis meses.

Pacientes classificados como multibacilares fardo um tratamento com duragdo de doze
meses com prescricdo de 600 mg de rifampicina, 100 mg de dapsona e 300 mg de clofazimina
em dose mensal supervisionada e auto-administrardo doses diarias de 100 mg de dapsona e 50
mg de clofazimina. Para efeitos adversos ou resisténcia aos medicamentos poderdo ser

utilizados ofloxacino, minociclina ou claritromicina como tratamentos de segunda linha.
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2. JUSTIFICATIVA

Em 1873, Armauer Hansen descobriu o bacilo causador da hanseniase, por meio da
biopsia de pele. No entanto, as tentativas de cultivar a bactéria falharam. Esforcos
subsequentes para demonstrar 0 crescimento da bactéria em meios sintéticos foram
infrutiferos, apesar de ter sido possivel a deteccdo de atividade metabolica (COLE et al.,
2001).

Segundo Monot et al. (2005), as principais adversidades de se trabalhar com M. leprae se
devem a dificuldade de cultiva-la em meios axénicos e ao tempo de duplicacdo em tecido que
leva, em média, 13 dias. Foi apenas quando se descobriu que o Dasypus novemcinctus podia
ser infectado que foi possivel se obter grandes quantidades do bacilo, possibilitando analises
bioldgicas e imunoldgicas.

A bactéria causadora da hanseniase tem um periodo de incubacdo longo que compreende
de dois a dez anos, desde 0 momento em que ela entra em contato com o paciente, até a
doenca aparecer. Nesse contexto, o diagnostico da enfermidade € tardio, dificultando o
controle da disseminacdo da mesma. No Brasil, o surgimento de novos casos anualmente
estima-se em 30 mil (GANDRA, 2021).

Nos dias de hoje, o diagnostico da hanseniase € puramente clinico e o desenvolvimento de
exames de alta sensibilidade e especificidade, que sejam menos invasivos, menos onerosos
aos cofres publicos e que permitam um diagnostico rapido e eficiente, para possibilitar a
introdugdo precoce do tratamento, se fazem necessarios.

Devido a carga de discriminacdo que os hansénicos sofreram ao longo da historia, um dos
objetivos principais da OMS, na estratégia global contra a doenca, é oferecer aos acometidos
pela hanseniase principios de equidade e justica social para que ndo sofram exclusdo e tenham

uma melhor qualidade de vida (PAHO, 2010).
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Nesse cendrio, quanto mais eficiente e rapida for a deteccdo dos hansenianos, mais
eficaz se tornardo as medidas de controle e disseminacdo da doenca. Dessa forma, sera
possivel evitar com que os pacientes evoluam para as formas mais graves da doenca,
desenvolvam deficiéncias e deformidades irreversiveis, diminuam sua interacdo social,

desenvolvam problemas psicoldgicos e tenham sua capacidade laboral comprometida.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Testar a acuracia da PCR em tempo real em células mononucleares periféricas,

extraidas por gradiente de Ficoll, no diagndstico da hanseniase.

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1 Testar a performance comparativa de gPCR entre o concentrado de
hemacias, plasma, soro e célula mononuclear do sangue periférico
(PBMC);
3.2.2 Acarear as caracteristicas do quadro clinico do paciente e os resultados
da PCR em tempo Real;
3.2.3 Analisar a presenca do Mycobacterium leprae no sangue periférico

humano.
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4. METODOLOGIA

Trata-se de um estudo de acuracia diagnostica (transversal), com alocacdo prospectiva
entre os grupos (denominado na literatura internacional como cross-sectional/cohort) no qual
0s pesquisadores do estudo sé terdo conhecimento da real classificagdo do paciente ao final da
analise (HUDSON et al., 2005).

4.1 Populacgao
A populacdo alvo consiste nos pacientes com suspeita de hanseniase, atendidos no
ambulatorio de hansenologia do Hospital Universitario de Brasilia - HUB a partir de 01 de
junho de 2020 até 01 de junho de 2021. Foram acessados todos os pacientes encaminhados
pela regulacdo da Secretaria de Saude do Distrito Federal para investigacdo diagndstica de
hanseniase. A coleta do material ocorreu de forma consecutiva ao recrutamento dos
participantes.
4.2. Padrao de referéncia (Padrao ouro)
O caso de hanseniase foi definido clinicamente, seguindo o0 processo
preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude:

1. Area de pele com reducdo de sensibilidade ou

2. Dano neurologico periférico (disfuncdo autonbmica, espessamento neural,

deformidades motoras) ou

3. Identificacdo do bacilo por baciloscopia ou bidpsia e que requeira tratamento clinico.

4.3 Critérios de exclusio
Foram excluidos pacientes imunossuprimidos, ou que tenham se submetido ao
tratamento para hanseniase até 5 anos antes da inclusdo, além daqueles que ndo concordaram
em participar da pesquisa ou ndo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido —

TCLE, para participacdo na pesquisa.
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4.4 Procedimentos

Apos inclusdo dos pacientes e assinatura do termo de consentimento, o individuo foi
encaminhado para investigacao clinica conforme as diretrizes da Organizacdo Mundial da
Salde e do Ministério da Saude do Brasil (BRASIL, 2008).

4.4.1 Coleta das amostras de sangue:

Além dos procedimentos clinicos diagnosticos propostos pela equipe assistencialista,
foi realizada coleta de 15 ml de sangue venoso por puncdo cubital armazenado em Tubo Gel
BD SST® Il Advance® contendo ativador de coagulo e em tubos contendo heparina (Becton
DickinsonVacutainer, Franklyn Lakes, EUA).

Posteriormente, o sangue venoso foi separado por meio das seguintes fases, para
avaliacdo do DNA de M. leprae, de acordo com o recipiente de coleta:

e Tubo Gel BD SST® Il Advance®

Os tubos foram submetidos a centrifugacdo a 2.000 rpm por 10 minutos e separacdo
apenas do soro como sobrenadante.

e Tubos contendo heparina

O conteudo coletado foi dividido nos seguintes componentes conforme 0s
procedimentos a seguir:
- Plasma
- Células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
- Concentrado de eritrocitos
4.4.2 Procedimentos da Separacéo:
Esta etapa foi realizada exclusivamente pelo mesmo profissional.
1. Os tubos contendo heparina foram inicialmente centrifugados a 1.900 g, a 22°C por 10

minutos.
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2. Apo6s centrifugacdo, transferiu-se o plasma heparinizado com auxilio de pipeta
soroldgica de 10 ml para quatro microtubos conicos de 15 ml, previamente identificados e
armazenados a -80°C até extracdo do DNA.

3. Em seguida, diluiu-se o sangue na proporcdo de 1:1 em RPMI 1640 incompleto
Gibco® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) pela parede do tubo.

4. O sangue total + RPMI incompleto foram homogeneizados e aplicados lentamente
com auxilio de pipeta sorolégica de 10 ml a metade (proporcdo de 2:1) do volume de uma
solucdo de Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, San Luis, EUA) a temperatura ambiente, em
tubos conicos de 15 ml.

5. Os tubos foram centrifugados a 680 g durante 40 minutos a 22°C, com aceleracéo e
desaceleracdo baixas (aceleragdo: 2 e desaceleragdo: <0).

6. O sobrenadante de RPMI foi descartado. Em seguida, retirou-se o anel de células
mononucleares com o auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro e foi feita a transferéncia para
tubos cénicos de 15 ml de polipropileno (tubo fosco) e as células foram mantidas em um
banho de gelo.

7. Os tubos foram completados para 14 ml de RPMI incompleto, homogeneizados
suavemente por inversdo e centrifugados a 400 g por 7 minutos a 4°C (12 lavagem), com
aceleracdo (9) e desaceleracdo (3). Esta lavagem foi realizada por 3 vezes e as células foram

ressuspendidas em 200 ul de RPMI.

4.4.3 Extragdo do DNA:
A extracdo do DNA foi realizada com 200 pul das seguintes fases (Figura 7):
- Soro
- Plasma — Separado conforme protocolo acima

- Células mononucleares — Separadas conforme protocolo acima
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- Concentrado de hemacias — Homogeneizado depois da retirada do Ficoll
residual

Figura 7 - Fases de separacao dos componentes do sangue periférico

S <>

CENTRIFUGATION PLASMA + RPMI

>

SANGUE + RPMI CELULAS MONONUCLEARES

' HISTOPAQUE 1077

Fonte: Figura adaptada de Bharadwaj et al.(2012).

HISTOPAQUE 1077

ERITROCITOS + GRANULOCITOS

al

Foram utilizados 200 pl de cada uma dessas fases apresentadas para extragdo com uso
do Kit Purelink Genomic DNA Minikit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) conforme
orientacdo do fabricante.

4.4.4 Deteccdo do DNA do M. leprae:

Os procedimentos de amplificacdo foram realizados segundo validacdo
previamente publicada. Considerando que o bacilo ndo é cultivavel em meios artificiais, para
padronizacdo dos controles positivos e reacdo da curva padrdo de quantificacdo, estudamos o
gene RLEP (Repetitive element), conforme descrito pelo estudo de Sevilha-Santos et al.
(2021). Por meio da ferramenta Geneart (Thermofisher Scientific, Waltham, EUA)
confeccionamos 5 pg do alvo genético correspondente, com 481 pares de bases (pb),
pertencente a0 genoma do Mycobacterium leprae apds conferéncia pela ferramenta Primer-

BLAST, conforme sequéncia a seguir:
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5°-
GCTTCGTGTGCTTTGCCGCAGTGGACACGATTAGCGCGGCGCACGTAAGC
ATGTCGGTGGTGGATGCTGCTTGGTCTACATGTTGATGATGCCAGGGGCTG
GGCACCTGGGCTGTGCTGAAGGCGATATCGATGCAGGCGTGAGTGTGAGG
ATAGTTGTTAGCGCCGCGGGGTAGGGGCGTTTTAGTGTGCATGTCATGGCC
TTGAGGTGTCGGCGTGGTCAATGTGGCCGCACCTGAACAGGCACGTCCCC
GTGCACGGTATAACTATTCGCACCTGATGTTATCCCTTGCACCATTTCTGCC
GCTGGTATCGGTGTCGGCGGCTTGTTGACCGGCCCTCAGCCAGCAAGCAG
GCATGCCGCCGGGTGCAGCAGTATCGTGTTAGTGAACAGTGCATCGATGA
TCCGGCCGTCGGCGGCACATACGGCAACCTTCTAGCGCAGATCAACCACC
CACACCCCACCAGCCCACCACAACAcCC
-3’
A confeccdo resultou em um total de 9,63 x 10** cépias do gene alvo.
Posteriormente, confeccionamos 0s seguintes pares de iniciadores para
realizacdo da PCR em tempo real:
RLEPBR F—-5"—-CTTGCACCATTTCTGCCGCT -3’
RLEPBR R -5" - TGCGCTAGAAGGTTGCCGTA -3’
A reacdo de PCR em tempo real foi padronizada com o0s seguintes

reagentes, nas seguintes concentracgdes, ciclos e temperaturas (Tabelas 2, 3 e 4):
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Tabela 2 - Reagentes utilizados na reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

REAGENTES CONCENTRACAO VOLUME (ul)
SYBR 2X 7,5
Primer-R 10 pM 0,45
Primer-F 10 pM 0,45
H,0 -- 3,6
DNA 3,0
VOLUME FINAL -- 15

Fonte: Sevilha-Santos et al. (2021).

Tabela 3 - Programa utilizado para a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real

Etapa Temperatura Tempo Ciclos
UDG ativacao 50°C 2min 1x
Ativacdo enzima 95°C 2min 1x
Desnaturacéo 95°C 15s 45x
Anelamento 60°C Imin 45x

Fonte: Sevilha-Santos et al. (2021).



Tabela 4 -Programa utilizado para a curva de dissociacédo

Ramp rate Temperatura Tempo
1.6°C/s 95°C 15s
1.6°Cls 60°C 1min

0.15°C/s 95°C 15s

Fonte: Sevilha-Santos et al. (2021).

As reacdes acima descritas foram realizadas em um termociclador Quantstudio 1
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA). A curva padrdo de quantificacdo foi realizada
considerando-se que o Mycobacterium leprae tem 37 copias do gene alvo. A quantificacéo foi
feita em triplicata com uma curva partindo de 7,8 x 10" a 7,8 bacilos por reacdo (Slope -3,324;
R?: 0,992; Eficiéncia: 99,909) (Figura 8).

Figura 8 - Curva padrdo para quantificacdo
Standard Curve Plot
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Target: RLEP Slope: -3.324 R*:0.992 Y-Inter: 30.667 Eff%: 89.909 Error: 0.065

Fonte: Sevilha-Santos et al. (2021)

4.5 Etica
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina da Universidade de Brasilia pelo niumero de protocolo 34164820.6.0000.0030.
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Todos os pacientes foram incluidos apds concordancia e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido.
4.6 Tamanho amostral:

O calculo amostral foi realizado com base em uma recente meta-regressao que
considerou que a sensibilidade e especificidade da PCR com iniciadores que visam amplificar
0 gene RLEP é de 75.0% (IC95% = 45.2-91.6) e 96.1% (IC95% = 86.3-99.0),
respectivamente, com os indicados intervalos de confianca. Esta foi definida como a provavel
acuracia da PCR em sangue total. A prevaléncia de hanseniase nessa populacdo segundo
dados assistencialistas do ambulatério de hanseniase é de 30%. Considerando uma hipotese
alternativa de que a sensibilidade do exame em amostra de células mononucleares periféricas
pode alcancar uma sensibilidade de 90%, um poder de 0,80 e um p<0,05, o célculo amostral
minimo ficou em 103 pacientes, com um numero minimo de 31 casos de hanseniase
(BUJANG & ADNAN, 2016).

4.7. Anélise estatistica:

Dados descritivos foram tabulados. As variaveis categoricas foram comparadas
entre casos e controles por meio do teste do teste do Qui-quadrado ou por sua versdo exata
caso uma das caselas apresentasse valores de frequéncia menor ou igual a 5. As variaveis
numéricas foram comparadas por meio do teste T-student, para grupos com distribuicdo
normal, e pelo teste de Wilcoxon, quando a distribuicdo ndo seguiu a normalidade. A
propriedade dos testes diagnosticos sensibilidade, especificidade e acuracia foram calculadas.
A andlise foi realizada no programa estatistico R versdo 4.1.2, R Core Team (2021). A

significancia foi definida com um valor de p<0,005 e um intervalo de confianca (IC) de 95%.
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5. RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 111 pacientes sendo 55 casos com diagnostico de
hanseniase e 56 controles (pacientes com suspeita da doenca e ndo diagnosticados). As
caracteristicas demograficas dos grupos estdo demonstradas na tabela 5. Quarenta e oito
pacientes (85,71%) incluidos no grupo dos controles também

eramcontactantesintradomiciliares de pacientes com hanseniase.

Tabela 5 - Caracteristicas demogréaficas dos pacientes incluidos no estudo

CARACTERISTICA CASOS DE HANSENIASE CONTROLES p-VALOR

Sexo 0,922
Feminino 29(52,73%) 28(50,00%)
Masculino 26(47,27%) 28(50,00%)
Idade 44.33(14,84) 45.11(14,70) 0,781
Contactante 0 48(85,71%) <0.001
Hanseniase prévia 24(43,64%) 13(23,21%) 0,037

Mediana das Doses de
1(2) 1(2) 0,004
BCG (Interquartil)

Fonte: autoria propria.

As caracteristicas relacionadas a hanseniase estdo pormenorizadas nas tabelas

6, 7, 8 € 9. A maioria dos pacientes apresentava a forma dimorfa da hanseniase e 25 pacientes

estavam em estado reacional hansénico no momento da inclusdo no estudo. Apenas 23

pacientes ndo apresentavam qualquer sequela da hanseniase e 17 apresentaram GIF1 e 15

GIF2, ao diagndstico.
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Tabela 6 - Caracteristicas relacionadas a forma da hanseniase

FORMA CASOS DE HANSENIASE
Indeterminada 1
Tuberculbide-Tuberculdide 5
Dimorfa-Tuberculoide 8
Dimorfa-Dimorfa 18
Dimorfa-Virchowiana 11
Virchowiana-Virchowiana 12

Fonte: autoria propria.

Tabela 7 - Caracteristicas relacionadas a reacao da hanseniase

REACAO CASOS DE HANSENIASE
Tipo | 11
Tipo Il 6

Tipos l e 1l 12

Fonte: autoria propria.

Tabela 8 - Caracteristicas relacionadas ao GIF da hanseniase ao diagnéstico

GIF AO DIAGNOSTICO CASOS DE HANSENIASE
0 23
1 17
2 15

Fonte: autoria propria.
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Tabela 9 - Caracteristicas relacionadas a baciloscopia da hanseniase

CASOS DE HANSENIASE média (desvio
BACILOSCOPIA

padréo)
Baciloscopia 1,1(1,79)
Baciloscopia negativa 34

Fonte: autoria prépria.

Apenas 1 paciente apresentou, a quantificacdo, nimeros correspondentes a mais de 1
bacilo por 200 microlitros de material sanguineo avaliado. Todas as quantificacBes restantes
demonstraram quantidades de fragmentos de bacilos (tabela 10).

Tabela 10 - Quantificacdo do nimero de bacilo por amostra (NUmeros representados pela
média padréo P=0,261)

AMOSTRA QUANTIFICACAO MEDIA (DESVIO PADRAO)
Soro 0,033 (0,088)
Plasma 0,005 (0,018)
PBMC 0,030 (0,099)
Hemacias 0,003 (0,008)

Fonte: autoria propria.

Conforme os dados apresentados nas tabelas 11 e 12, para a gPCR observou-se uma
maior especificidade entre as amostras de PBMC com um valor de 98,15% comparado a
100% para a baciloscopia e uma baixa sensibilidade para todos os testes diagnosticos, sendo o
menor encontrado na gPCR do plasma (7,31%). Dentre os casos classificados como
multibacilares (pacientes diagnosticados com as formas Virchowiana, Dimorfa-Virchowiana e

Dimorfa-Dimorfa) observou-se a positividade em quatro amostras de soro, trés amostras de
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plasma, quatro amostras de PBMC e em trés amostras de concentrado de hemaécias. J& nos
casos classificados como paucibacilares houve positividade em duas amostras de soros, um de
PBMC, duas de concentrado de hemécias e nenhuma de plasma. A positividade dos exames
em contactantes esta pormenorizada na legenda da tabela 11 e ndo houve diferenca na
positividade da gPCR em controles, a depender do paciente ser classificado como contactante

ou nao.
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Tabela 11 - Propriedade dos testes diagndsticos nos materiais avaliados

SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE — )
) ACURACIA
AMOSTRA POSITIVO/HANSENIASE NEGATIVO/CONTROLES
(1C95%)
(1IC95%) (1C95%)
11,54% - 6/52 92,45% - 49/532 52,8%
Soro

(5,39-22,97) (82,14-97,03) (42,91-61,68)

7,31% - 3/41 95,45% - 42/44° 52,94%

Plasma

(2,52-19,43) (84,86-98,74) (42,43-63,19)

9,26% - 5/54 98,15% - 53/54° 53,70%

PBMC

(4,02-19,91) (90,23-99,67) (44,33-62,82)

9,80% - 5/51 94,34% 50/53¢ 52,88%

Hemacias

(4,26-20,98) (84,63 —98,06) (43,36-62,20)

38,18% - 21/55 100% - 56/56 69,37%

Baciloscopia

(26,52-51,39) (93,58-100) (51,90-71,54)

Fonte: autoria propria. Legenda: a: 2 exames positivos em contactantes; b: 1 exame positivo
em contactante; c: 2 exames positivos em contactantes; d: 2 exames positivos em

contactantes.
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Tabela 12 - Sensibilidade dos testes diagndsticos nos materiais avaliados de acordo com a
classificacdo multi ou paucibacilar.

SENSIBILIDADE SENSIBILIDADE
MULTIBACILAR — PAUCIBACILAR —
AMOSTRA
POSITIVO/HANSENIASE POSITIVO/HANSENIASE
(1C95%) (1C95%)
10,53% - 4/38 14,29% - 2/12
Soro
(4,17-24,13) (4,01-39,94)
10,00% - 3/30
Plasma 0/11
(3,46-25,62)
10,00% - 4/36 7,14% - 1/14
PBMC
(3,96-23,005) (1,27-31,47)
8,11% - 3/34 14,29% - 2/12
Hemécias
(2,79-21,30) (4,01-39,94)

Fonte: autoria prépria.
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6. DISCUSSAO

Devido as diversas formas clinicas com que a hanseniase se apresenta e o impacto da
capacidade diagnostica em cada exame, nos dias de hoje, ndo ha uma ferramenta precisa que
possa determinar a infeccdo por M. leprae. Dessa forma, o diagnostico € feito por meio de
uma combinacdo entre analise baciloscopica e avaliagcdo clinica médica dermatoneuroldgica.
Casos assintomaticos ou a previsdo do progresso da doenca, em pacientes que sofreram
exposicao, acabam sendo negligenciados, o que facilita a disseminacdo (BRASIL, 2021b).

Segundo Azevedo et al. (2017), uma vez que o cultivo in vitro de M. leprae ainda nao
é possivel, o diagnostico da hanseniase € limitado e baseia-se na avaliacdo clinica dos
pacientes. A analise histopatologica e a baciloscopia sdo utilizados como exames
complementares, 0s quais ajudam a determinar o tipo de tratamento a ser prescrito. No
entanto, essas técnicas demandam tempo e tem baixa sensibilidade, mas a positividade destes
testes é considerada um dos fatores para defini¢do de caso clinico.

No estudo de pacientes hansénicos, na era anterior a poliquimioterapia ampla, a
bacilemia - transporte de patdgenos pelas vias do sistema circulatério - pdde ser encontrada
em 76% dos pacientes. Dentre aqueles classificados como Virchowianos, 88,2% tiveram
resultados positivos para o M. leprae nos esfregacos visualizados ao microscépio e dentre 0s
dimorfo-Virchowianos, o total foi de 50%, demonstrando que a presenca dos bacilos é mais
frequente nos pacientes que apresentam o pior quadro clinico (CHATTERJEE et al., 1989).

Por meio da PCR convencional, como método de deteccdo da infec¢do subclinica por
M. lepraeem sangue e secrecdo nasal de contactantes, Almeida et al.(2004) obtiveram um
namero positivo baixo como resultado. Apesar de a mesma técnica ter sido utilizada para a
deteccdo de DNA da micobactéria no sangue, bulbos pilosos e secre¢do nasal de pacientes

cujo tratamento havia sido finalizado ha 6 ou 8 anos, acredita-se que a baixa detecgdo foi
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atribuida a baixa sensibilidade do protocolo desta PCR, em relacdo a baixa carga bacteriana
das amostras dos contatos.

Segundo Nutz et al. (2011), a PCR em tempo real é o método analitico padréo para a
quantificacdo de biomassa patogénica em tecidos de organismos hospedeiros. Os parametros
de performance padrdo de um meétodo analitico sdo o Limite de Deteccdo (LOD) e o Limite
de Quantificacdo (LOQ). Respectivamente, esses conceitos equivalem a minima quantidade
detectavel do patdgeno em uma reacdo e a minima quantidade quantificavel de um patdgeno.
No geral, o limite de quantificacdo é mais alto do que o limite de detec¢do uma vez que 0
primeiro conta com a precisdo de varios pontos de quantidade de DNA ou cDNA pipetados.
No caso da deteccdo, apenas a sinalizacdo de um Ciclo de Quantificacdo (Cq) € suficiente. No
contexto da gPCR, o valor de LOD é considerado como a concentragdo minima de acido
nucléico ou nimero de células, que sempre proporciona um resultado positivo em todas as
amostras testadas, ou em 95% delas (KRALIK & RICCHI, 2017).

Em seu ensaio para deteccdo ultra-sensivel de M. leprae, Manta et al. (2020) testaram
seis métodos diferentes de extracdo de DNA, em oito tipos diferentes de amostras clinicas de
pacientes hansenianos. Para sangue periférico, os ensaios demonstraram que este tipo de
material ndo é adequado para a deteccdo da bactéria, uma vez que a sensibilidade para
pacientes paucibacilares e multibacilares foi de 3,1% e 25,9%, respectivamente. Este dado
estd de acordo com os resultados aqui apresentados e podem ser explicados pela baixa
circulagdo de patogenos vivos, mesmo em pacientes Virchowianos. Acredita-se que a
disseminacédo do bacilo seja predominantemente linfatica fazendo com que testes moleculares
e diagndsticos que utilizam sangue periférico apresentem baixa sensibilidade.

De acordo com Gama et al. (2018), a deteccdo da regido alvo 16S rRNA para M.
leprae em 25% das amostras de sangue de pacientes paucibacilares e 30% dos pacientes

multibacilares, que apresentaram indice bacteriolégico (IB) negativo, receberam um resultado
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positivo na qPCR. No caso dos pacientes multibacilares, todos os que apresentaram um
resultado positivo para o 1B, acusaram presenca da bactéria na qPCR. Neste presente estudo,
dentre os diferentes extratos do sangue, a maior sensibilidade encontrada entre pacientes
paucibacilares e multibacilares foi no soro, correspondendo a 14,29% e 10,53%,
respectivamente. O mesmo valor do soro foi encontrado para as hemacias de pacientes
paucibacilares positivos e de 8,11% para hemacias de pacientes multibacilares.

Nos resultados obtidos, apenas um paciente teve detectado os numeros
correspondentes a mais de um bacilo por 200ul de material avaliado em seu plasma e nas
células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Nos demais pacientes, houve apenas a
deteccdo de fragmentos de DNA do M. leprae. Segundo Pan (2013), DNA circulante,
conhecido também como DNA livre de células se refere ao DNA que se encontra no sistema
circulatério, mas ndo no interior das células. Ja se sabe ha algum tempo que este tipo de DNA
pode ser encontrado no plasma ou soro de individuos saudaveis ou doentes. Para testes pré-
natais genéticos e bidpsia liquida de céncer, a deteccdo de DNA livre de células tem sido
extensivamente utilizada. A presenca parcial desse material genético é resultante da
renovacao celular em que fragmentos de DNA acabam sendo liberados em fluidos corporais
como sangue, urina e derrame pleural (YANG et al., 2020).

Outro resultado intrigante consiste na maior frequéncia de resultados positivos
em pacientes paucibacilares para alguns dos componentes do sangue. De fato, 0 nimero de
pacientes paucibacilares foi muito pequeno e qualquer positividade neste grupo pode levar a
uma falsa hiper estimacdo do nimero de bacilos circulantes. Como o paciente multibacilar
tem uma multiplicidade de bacilos seria mais ldgico pensar que este teria uma maior
quantidade de DNA bacilar no sangue. Por outro lado, a maior imunidade celular dos
pacientes paucibacilares pode levar a uma maior fragmentacdo de bacilos resultando em uma

consequente maior circulacdo de DNA livre de células.
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Conforme Click et al.(2018), 44% das amostras de plasma testadas por meio de qPCR
para a presenca de DNA circulante de M. tuberculosis tiveram pelo menos um resultado
positivo na triplicata. Foi possivel demonstrar a deteccdo da bactéria em amostras de
participantes com escarros positivos para a doenga, mesmo na auséncia de mycobacteremia.
Os resultados sdo consistentes com a presenca de DNA livre circulante no plasma de
pacientes com tuberculose. Uma vez que todas as amostras positivas para este método tiveram
valores altos de Ct (threshold cycle) e nem todas as triplicatas foram positivas, sugere-se uma
concentracdo baixa do DNA alvo proximo ao limite de deteccdo.

Em estudo prévio, a presenca de DNA livre circulante de M. tuberculosis no plasma
foi detectada em 54,2% do total de participantes, incluindo aqueles com resultados negativos
para o escarro (46,2%). A especificidade da gPCR foi de 94,3%. As limitaces deste estudo se
concentraram no tamanho amostral pequeno e no kit de extracdo de DNA o qual ndo era
especifico para DNA livre, subestimando a detectabilidade do mesmo (PAN et al., 2021).

A deteccéo de fragmentos livres de DNA de M. leprae, assim como no estudo
do plasma de pacientes com céancer, tem sua origem incerta (STROUN et al., 1987). N&do é
possivel determinar se esse material genético é proveniente dos préprios bacilos encontrados
no sangue ou se esse DNA é liberado pelas células do sistema imunolégico invadidas pelas
bactérias causadoras da hanseniase, como os macr6fagos. Nao existem estudos aprofundados
sobre a presenca de DNA livre circulante de M. leprae no sangue. A baixa sensibilidade desta
gPCR e a presenca de fragmentos de DNA propdem uma otimizacdo nos processos de
extracdo de DNA. Estas limitacdes impedem qualquer conclusdo sobre a existéncia de bacilos
viaveis no sangue periférico de pacientes multibacilares. No entanto, estudos anteriores
demonstram a presenca de bactérias no sangue periférico de uma minoria de pacientes
Virchowianos. Sem embargo, a avaliagdo morfoldgica ndo permite demonstrar se os bacilos

encontrados estavam viaveis (LANE, 2006).
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A rota de infeccdo de M. leprae comeca pelo trato respiratorio superior,
particularmente o nariz, que funciona como porta de entrada e saida da bactéria. A exposicao
ao patogeno leva a infeccdo da mucosa nasal que desencadeia resposta imunoldgica. Se a
colonizacdo é sucedida, a bactéria é transportada pelo sistema circulatério e disseminada para
locais que favorecem seu crescimento. A comparacdo na analise de concentracdes de bacilos
de diferentes amostras, dentre as quais swab nasal, biopsia nasal e sangue periférico,
corroboram com essa hipotese. Macréfagos infectados circulantes no sangue sdo rapidamente
depositados ou limpos do préprio sangue enquanto migram para a pele ou nervos (ARAUJO,
etal., 2016).

Conforme REIS et al. (2013), em suas analises, apesar da gPCR para sangue periférico
ter sido alta (99,1%), a sensibilidade foi baixa (11,5%) e nenhum teste com esse valor pode
ser considerado relevante para atestar o diagnostico de hanseniase, a menos que seja
combinado com outros exames. Acredita-se que o0 sangue ndo seja 0 melhor material de
amostra para a deteccdo de M. leprae, uma vez que sua temperatura regular de 37°C ndo
constitui um bom ambiente de desenvolvimento e sobrevivéncia do patégeno. O bacilo é
presumidamente encontrado no sangue durante o curto periodo em que células infectadas
migram para as extremidades corporais, cujas temperaturas alcancam entre 30°C e 35°C e
favorecem a reproducdo da bactéria.

Mesmo que a sensibilidade de qPCR seja alta para a deteccdo de M. leprae em ensaios
realizados com amostras de pele, esses resultados ndo aumentam a sensibilidade clinica.
Dessa forma, em locais em que a prevaléncia da hanseniase permanece alta, as avaliagdes
clinica e microscopica continuam sendo as melhores técnicas de diagnostico da doenca, visto
que a gPCR ndo demonstra melhorar o valor preditivo de diagnéstico laboratorial
(KRAMME, 2003). Neste contexto, ainda existe uma dificuldade muito grande no diagndstico

da Hanseniase. As adversidades no cultivo do bacilo, In vitro, comprometem o
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desenvolvimento de uma ferramenta menos invasiva, mais eficiente e barata para a
averiguacdo da infeccdo por M. leprae. Em contexto laboratorial, as amostras corporais que
oferecem um melhor resultado para corroborar com o quadro clinico fornecido pelo médico
sdo escarros, amostras nasais ou amostras de biopsias.

O uso da qPCR para deteccdo da bactéria causadora de hanseniase no sangue, como
método diagnostico da doenca, ndo tem demonstrado bons resultados de sensibilidade. Apesar
de ser altamente especifico, o processo de extracdo de DNA pode afetar o material genético
da bactéria, enviesando os resultados da metodologia. Em 1915, averiguou-se a presenca de
bacilos causadores da Hanseniase em diversas secrecdes corporais humanas, observadas em
laminas ao microscopio. Os resultados demonstraram a presenca de bactérias no sangue e
urina em 50% dos participantes do estudo. Apenas em 37,5% dos pacientes se encontrou o
patdgeno nas fezes. No entanto, quantidades maiores de Mycobacterium leprae foram
avistadas quando as secre¢Oes eram de escarro, muco nasal e Ulceras. As lagrimas de nenhum
participante apresentaram presenca da bactéria (HONEIJ, 1915).

No processo de infecgdo e com 0 aumento da carga bacteriana, grandes concentracdes
da bactéria atingem a corrente sanguinea, causando bacteremia. Pacientes com hanseniase
multibacilar ndo tratada apresentam a bactéria disseminada no sangue e alguns desses bacilos
se mantém viaveis e, teoricamente, sdo infecciosos. No entanto, como o M. leprae €
transmitido por goticulas de saliva, dificilmente esses bacilos encontrados no sangue
participam do processo de transmissao (LANE, 2006).

Doadores de sangue costumam ser individuos saudaveis com quadro de salde acima
do padréo e, como esperado, aqueles que foram expostos ao M. leprae ndo desenvolvem a
doenca. Uma vez que a bactéria tenha entrado no sistema circulatério e ndo haja ocorrido o
aparecimento de sinais ou sintomas da hanseniase, a infec¢ao subclinica ocorre e ela pode ser

curada de forma espontanea ou ter a progressdo da doenca. Nesse periodo, é plausivel que
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estas pessoas saudaveis participem no processo de transmissdo da enfermidade (ARAUJO,
2012).

Amostras de sangue de doadores assintomaticos foram testadas por meio da técnica
ELISA e a deteccdo de DNA de M. leprae foi feita por meio de gPCR. Os participantes que
obtiveram resultados positivos foram convidados a participarem de um acompanhamento de
cinco anos. Do total de pessoas que continuou apresentando resultados positivos, 55,55%
progrediu com a doenca. Mesmo que ainda ndo haja relato de transmissdo por meio de
transfusdo de sangue, recomenda-se que, em paises em que a hanseniase continua sendo um
grave problema de salde publico, testes de triagem sejam feitos em todas as amostras
coletadas em bancos de sangue (GOULART et al., 2016).

E possivel o isolamento de bacilos em amostras de sangue de pacientes com
hanseniase, que ainda ndo foram submetidos ao tratamento, e uma atencdo maior deve ser
dada a transmissdo potencial de bactérias por meio de transfusGes, considerando que seus
receptores costumam ser individuos hospitalizados que carecem de cuidados e estdo

suscetiveis a infecgdes.
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7. CONCLUSAO

De acordo com o objetivo geral tracado neste estudo pode-se concluir que a PCR em
tempo real tem baixa acuracia para o diagnostico da hanseniase, em qualquer componente do
sangue periférico.

Quanto aos objetivos especificos pode-se concluir que:

- N&o houve diferenca significativa em relacdo a acuracia da PCR em tempo real dos
diferentes componentes do sangue periférico analisados.

- Os pacientes multibacilares apresentam maior chance de apresentar bacilos circulantes ou
fragmentos dos mesmos.

- Independente da viabilidade, estruturas do M. leprae estdo presentes no sangue periférico

de alguns casos de hanseniase.
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