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RESUMO

O DNA do Mycobacterium leprae das amostras de fragmentos de tecido e swab pos-
bidpsia conservados em solucao tampéo lise 2 e swab pds-bidpsia conservados em
solugdo tampéo lise 1, retirados de lesbes hansénicas de 20 pacientes com
diferentes formas clinicas da doenca, foi submetido a amplificacdo pela PCR,
visando avaliar a sensibilidade deste método. A extracdo do DNA foi realizada pela
técnica do fenol-cloroférmio modificada e foram usados para a amplificacdo trés
pares de iniciadores, LP1/LP2, R1/R2 e S13/S62 que amplificam fragmentos de
129pb, 372pb e 531pb, respectivamente. Dos pacientes em estudo, 55% eram
paucibacilares e 45% multibacilares. A PCR com os marcadores LP1/LP2 detectou
40%, sendo 15% PB e 25% MB das amostras conservadas em lise 1 e, das
conservadas em lise 2 foram 15%, sendo 5% PB e 10% MB; o primer R1/R2
detectou 15%, com 5% em PB e 10% em MB em lise 1, em lise 2 ndo houve
amplificacdo; o primer S13/S62 ndo amplificou as amostras em lise 1 e amplificou
apenas 10% em lise 2, sendo um de cada grupo. A baciloscopia de esfregacos
dérmicos apresentou resultados positivos para 20% dos pacientes MB e foi negativa
para todos PB; a histopatologia foi positiva para 30%, sendo 20 % para PB e 10%
para MB. A PCR com o primer LP1/LP2 deixou de detectar DNA do Mycobacterium
leprae em 60% das amostras, a baciloscopia em 80% e a histopatologia em 70%.
Devido a reduzida sensibilidade da PCR nas amostras conservadas em lise 2, neste
estudo os melhores resultados foram obtidos em amostras de swab pds-bidpsia
conservadas em solucdo tampéo lise 1, com DNA extraido pelo método de fenol

cloroférmio modificado e amplificado pelo primer LP1/LP2.

Palavras chaves: Mycobacterium leprae, Hanseniase, PCR, primer.



ABSTRACT

The Mycobacterium leprae DNA of the samples of tissue fragments and swab pos
biopsy conserved in lysis buffer solution 2 and swab pos biopsy conserved in lysis
buffer solution 1, removed of leprosy lesions of 20 patients with different clinical
forms of the illness, was submitted to the amplification for the PCR, aiming at to
evaluate the sensitivity of this method. The extration of the DNA was carried through
by the technique of modified phenol-chloroform and had been used for the
amplification three pairs of primers, LP1/LP2, R1/R2 and S13/S62 that amplify
fragments of 129pb, 372pb and 531pb, respectively. Of the patients in study, 55%
were paucibacillary and multibacillary 45%. The PCR with primer LP1/LP2 detected
40%, being 15% PB and 25% MB of the samples conserved in lise 1 and, of the
conserved ones in lise 2 had been 15%, being 5% PB and 10% MB; primer R1/R2
detected 15%, with 5% in PB and 10% in MB in lise 1, in lise 2 did not have
amplification; primer S13/S62 did not amplify the samples in lise 1 and amplified only
10% in lise 2, being one of each group. The bacilloscopy of skin smears presented
positives results for 20% patient dos MB and was negative for all PB; the
histophatology was positive for 30%, being 20 % for PB and 10% for MB. The PCR
with primer LP1/LP2 left to detect DNA of the Mycobacterium leprae in 60% of the
samples, the bacilloscopy in 80% and the histophatology in 70%. Due to reduced
sensitivity of the PCR in the samples conserved in lise 2, in this study the best ones
resulted had been gotten in samples of swab pos biopsy conserved in lysis buffer
solution 1, with DNA extracted for the phenol method chloroform modified and

amplified for primer LP1/LP2.

Key words: Mycobacterium leprae, Leprosy, PCR, primer
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1 CONSIDERACOES GERAIS

1.1 RESUMO HISTORICO DA HANSENIASE

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa considerada uma das mais antigas ja
ocorridas no homem, cuja origem ainda ndo esta bem estabelecida. As mais remotas referéncias
escritas sdo oriundas da india e datam de 600 a.C.. Acredita-se que seu berco tenha sido a india e a
China, pois a mais auténtica descricdo desta doenca encontra-se na literatura chinesa que narra a

hanseniase como doencga que provoca perda de sensibilidade e deformidades (OPROMOLLA, 2000).

Referéncias a lepra sdo também realizadas na Biblia no capitulo 13 e 14 do Levitico, onde se
encontra o termo hebreu Tzara’ath, para designar afecgdes impuras que sdo associadas a imagens
de deformidades, uma das principais origens que determina a conotacdo estigmatizante que é

presente até os dias de hoje (YAWALKAR, 2002).

A evidéncia da hanseniase na Asia foi referida em um dos livros sagrados da india 0 Regveda
Samhita no ano de 1.500 a.C. Esta doen¢a ndo era conhecida na Europa, na época de 457 a.C.,
entretanto, admite-se que as tropas de Alexandre “O grande” ao retornarem, apds a conquista do
mundo, trouxeram individuos portadores da lepra, contaminados nas campanhas na india. E
precisamente na Grécia, em 150 a.C., foi introduzido por Galeno o termo “facies leonina” para o
aspecto infiltrado da face do paciente (OPROMOLLA, 2000).

Na Africa, a ocorréncia da hanseniase se deu ao longo das rotas comerciais, durante a ldade
Média. Ha referencias desta doenca, no Egito, desde 1350 a.C. e que provavelmente foi introduzida
pelos escravos negros do Suddo (MUIR, 1947). Nas Américas, foi introduzida na metade do século
XVI por imigrantes europeus e escravos africanos, especialmente no Brasil. Os casos registrados,
atualmente, nos Estados Unidos, sdo de veteranos da Il guerra mundial e de imigrantes recentes,

principalmente, dos paises asiaticos (YAWALKAR, 2002).
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Embora haja muitas contradig6es sobre a origem da hanseniase, a rota de expresséo (Figura
1) indica seu inicio na Asia 0 que posteriormente se estendeu para Europa, Africa e Américas,

especialmente no Brasil.

Hawaii

Oceania

— |

O registro da existéncia da hanseniase no Brasil data de 1600, na cidade do Rio de Janeiro,

Figura 1: Rota da expressédo da Hanseniase no mundo

onde mais tarde seria criado o primeiro "Lazareto” (abrigo dos leprosos). Os documentos antigos que
referenciam a existéncia da hanseniase em Sao Paulo datam de 1765 e 1768. Através de censos, foi
observada a elevacdo do nimero de pacientes ano a ano, devido ao pleno desenvolvimento do
Estado que provocava um intenso movimento migratério. No inicio da década de 30, o Estado de Séo
Paulo adotou 0 modelo de isolamento compulsério, com objetivo de eliminar a doenc¢a que até entdo

néo tinha tratamento (OPROMOLLA, 2000).

A distribuicdo geogréafica da hanseniase no Brasil ndo é diferente da encontrada nos anos 40,
sobretudo na alta endemicidade observada na regido Norte. As medidas preventivas que foram
adotadas nas décadas de 40 e 50, ndo eram diferentes do que ocorria em outros paises. Varios
estados brasileiros fizeram uso de preventérios, como: Maranhdo, Ceara, Paraiba e Santa Catarina,

dentre outros. O Estado do Pard também adotou os leprosarios, preventérios e dispensérios. Na
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capital havia os leprosarios Hospital de Tucunduba (1816), Asilo Santa Terezinha (1931) e o
preventério Educandario Eunice Weaver e o dispensario de Belém. No interior do estado havia os
leprosarios Lazarépolis do Prata (1924), Colénia de Marituba (1937), Lazar6polis do Tocantins (1938)

e o Leprosario Asilo Frei Gil Vila Nova (1938) (SANTOS, 2003; MACIEL et al., 2003).

Com essa medida previa-se o declinio da doenca em 10 anos e a eliminagdo nos anos 50, o
gue nao ocorreu. Nesta mesma década, por recomendacdo da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), teve inicio o declinio do modelo isolacionista no Brasil, a exemplo de outros paises e foi
implantado o tratamento domiciliar de todos os doentes e a vigilancia dos comunicantes. A lei do
isolamento compulsério (n° 610) foi revogada pelo Decreto federal ne 868 de 07/05/1962. Em 1967, o
Brasil, através do Professor Abrado Rotberg, pioneiramente, substitui o termo lepra por hanseniase,
com objetivo de reduzir o estigma existente em relacdo a doenca, o que ndo foi suficiente para
eliminar o preconceito e 0s problemas psicossociais ainda hoje relacionados com a doenga

(OPROMOLLA, 2000; OLIVEIRA et al., 2003).

A hanseniase existe em todo territério paraense, com distribuicdo heterogenia e em expanséo

nas regides sul e sudeste, onde sdo bastante elevadas a taxas de prevaléncia (SVS, 2007).

1.2 ETIOLOGIA E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICO DA HANSENIASE

A hanseniase é uma doenga infecciosa causada pelo Mycobacterium leprae, também
chamado Bacilo de Hansen, por ter sido descoberto pelo fisico noruegués Gerhard Henrik Amauer
Hansen, em 1873, quando por microscopia, observava em preparacfes ndo fixadas oriundas de
nddulos de pacientes hansénicos, a presenca de microorganismos em forma de bastonetes reto ou
ligeiramente encurvado, medindo aproximadamente de 1,5 a 8 micra de comprimento por 0,2 a 0,5
micra de didmetro, vistos isolados ou em agrupamentos ou arranjos especiais chamados de globias,
formag0es solidas devido a unido dos bacilos devido a uma substancia chamada gléia (GOULART et

al., 2002; ARAUJO, 2003).

O M. leprae apresenta crescimento lento com tempo de geracdo em média, de 12 a 21 dias,
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intracelular obrigatério das células do sistema fagocitico-mononuclear predominantemente em
macrofagos, o que imprime caracteristica de doenga cronica a hanseniase. Esta bactéria é aerébia
com tropismo para a célula de Schwann, onde induz necrose caseosa, causa principal das
deformidades caracteristicas desta doenca, apresenta reproducdo por fissdo binaria, &alcool-acido
resisténcia e se mantém viavel, fora do organismo, por até 10 dias a 4°C. Em fragmentos de biopsias
e\ou suspensdo; em secrecdes nasais, podem sobreviver por até 7 dias a 20,6 °C e umidade de
43,7%, entretanto, o aumento da temperatura e da umidade leva a diminuicdo de sua viabilidade

(MADEIRA, 2000; ARAUJO 2003).

Este microorganismo se prolifera seletivamente em areas frias (menos 37°C) do corpo: pele,
trato respiratério superior, estrutura anterior dos olhos e segmentos superficiais dos nervos
periféricos, determinando, nestes locais, lesGes hansénicas. Para que os BAAR, sejam observados,
na microscopia, em esfregacos de linfa/raspado celular e tecidos corados, se faz necessario que a
amostra apresente concentracdo de aproximadamente 10* /mL, o que justifica a baixa sensibilidade

da baciloscopia (Figura 2 e 3) (MADEIRA, 2000; ARAUJO 2003).

Figura 2: Bacilos de Hansen visto pela Figura 3: M. leprae (Bacilo de Hansen) visto pela
microscopia Otica em esfregago cutaneo microscopia eletrdnica de varredura
corados pelo Ziehl-Neelsen

Fonte: LEIKER & NUNZI, 1981 como seu | Fonte: OPROMOLLA, 2000 mjss&o ocorre por
contato interpessoal, principalmente pelas vias aéreas superiores e a infec¢éo subclinica ocorre em
grande proporcdo de pessoas e apresenta periodo de incubacdo longo, devido ao seu crescimento
lento, em média, de cinco anos, 0 que proporciona evolucdo insidiosa do comprometimento neural,

causando deformidades que desfiguram o paciente, aumentando o preconceito em relacdo aos
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portadores desta doenca e elevando sobremaneira o risco de transmissdo. A transmisséo silenciosa
desta bactéria, a recidiva e o longo periodo de incubacdo sao os principais desafios para o controle
desta doenga o que podera reverter o quadro de “eliminagao” proposta e em andamento para uma
situacao de alta endemicidade. Assim, é que o diagnéstico da hanseniase além de ser determinante
na interrupcdo da transmisséo, pode aumentar a deteccdo de casos novos em regifes endémicas

(ALMEIDA et al., 2004).

Em estudos soro-epidemiolégicos tém sido demonstrados que, 15% das criangas entre cinco
a dez anos, em regido endémica de hanseniase, apresentam anticorpos especificos ao M. leprae,
sem evidéncias clinica da doen¢a, em um periodo de observag¢éo de cinco anos (GOULART et al.,

2002; SMITH et al., 2004).

O numero de novos casos de Hanseniase detectados e registrados no mundo em 2006,
segundo a OMS, foi de 259.017, sendo o Sudeste da Asia, 0 maior detentor de casos, com 174.118
(10,51), seguido pelas Américas com 47.612 (5.58), Africa com 27.902 (5.15), Pacifico Ocidental com

6.124 (0,35), e o Leste mediterraneo com 3.261 (0,71) (Figura 4) (WHO, 2007).
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Figura 4: Taxa de prevaléncia da hanseniase no mundo.

Fonte: WHO, 2007

Os casos registrados nas Américas, em sua maioria, referem-se a América do Sul. Na
atualidade todos os paises sul-americanos tém hanseniase com excecao do Chile. O Brasil é o que
apresenta a mais alta prevaléncia, sendo o segundo pais do mundo em nimero absoluto de casos,
superado apenas pela india (82.801), considerado pela OMS como &rea de alta endemicidade (Figura

5) (WHO, 2007).
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Figura 5: Prevaléncia da Hanseniase na América Latina

Fonte: Adaptado de OPAS, 2007
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Segundo os dados do Ministério da Saude até o ano de 2006, temos os Estados do Rio

Grande do Sul (0,17), Santa Catarina (0,31), Sado Paulo (0,48), Rio Grande do Norte (0,86) e Distrito

Federal (0,99) exibindo menos de um caso em cada 10.000 habitantes. Mato Grosso (10,47) e

Roraima (10,07), com taxa de detec¢do acima de dez para cada 10.000 habitantes. Os outros

estados brasileiros apresentam taxas de deteccdo que variam de um a dez casos/10.000 habitantes

(Figura 6) (SVS, 2007).

O Estado Para é o primeiro do Brasil em nimeros absolutos de casos (4.282) no ano de

2006, e detém o maior nimero de casos de hanseniase na regido Norte, apresentando um contexto

hiper-epidémico da doenca, considerado como um grande problema de salde publica, principalmente

na regido Sudeste do Pard, nos municipios de Jacundéa e Eldorado dos Carajas, aonde o nimero de

casos vem aumentando a cada ano devido ao elevado fluxo migratério de garimpeiros e
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trabalhadores rurais vindos do nordeste do Pais (SVS, 2007).

NorTE [ 5.77
C. OESTE E 457

NORDESTE |:| 295
SUDESTE [ ] 0,96

suL [ 0.65

Figura 6: Mapa da situacdo atual da hanseniase no Brasil (Coeficiente de deteccédo
de casos novos em cada 10.000 hab.)

Fonte: SVS, 2007

1.3 ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA HANSENIASE

O hospedeiro exerce sua defesa contra 0 M. leprae pelas barreiras inespecificas (Imunidade
Inata) e especificas (Imunidade Adaptativa). A resposta adaptativa se da tanto pela imunidade celular
quanto pela humoral. O M. leprae se liga a célula do hospedeiro através de adesinas bacterianas, de
antigenos de superficie, como o PGL-1 (Glicolipideo fendlico 1) e ML-LBP21 (M. leprae—Laminin
binding protein 21) e receptores da célula hospedeira, especialmente o a-distroglicano, que serve
como receptor da Célula de Schwann para o M. leprae. Mas, também pode ser indiretamente por

absorgdo sobre a superficie bacteriana atravessando a molécula da célula original do hospedeiro
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(RAMBUKANA et al., 1998; SAMPAIO et al., 2002).
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Figura 7: Representacdo diagramatica da resposta imune da hanseniase

A interacdo celular através da acdo de macrdéfagos ocorre apds estes serem ativados pela
presenca de bacilos no seu interior, quando passam a expressar citocinas como IL-1 (Interleucina 1),
TNFo (Fator de Necrose Tumoral o) e IL-12 (Interleucina 12) que atuam sobre os linfocitos T,
geralmente a populagdo de fenétipo CD4+ (Helper), ativando-os e tornando-os capazes de produzir
citocinas, como a Interleucina 2 (IL2) que estimula diretamente a célula Natural Killer (NK) induzindo a
producdo de IFN vy (Interferon y). Este age sobre os macrofagos estimulando a fagocitose e o0s
mecanismos de ativacdo celular com conseqiente producdo de TNFa, que possui o poder de

incrementar a ativacdo macrofagica (TALHARI & NEVES, 1997; GOULART et al., 2002).

A resposta Th2 se contrapbe a resposta Thl, quando expressa a Interleucina 4 (IL-4),
Interleucina 10 (IL-10) e fator transformador do crescimento beta (TGF-B), pois enquanto na resposta
Th1 ocorre producdo do fator de necrose tumoral (TNF-o)) que promove a ativacdo dos macrofagos
para destruicdo intracelular da célula bacteriana, o TGF-B desativa 0o macréfago permitindo a
proliferacdo bacteriana, auxiliado pela IL-4 que também regula os niveis de anticorpos especificos

(GOULART et al., 2002; FOSS, 1997).
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A resposta humoral é inefetiva para eliminacédo dos bacilos e pode ser avaliada pela deteccéo
de anticorpos especificos (anti- PGL1), para o glicolipideo fendlico da parede do M. leprae. Nao
apresenta reacdo cruzada com outras espécies e em altas concentracdes no sangue periférico
denuncia a acentuada carga bacilar, encontrada nas formas borderline lepromatosas (BL) e
lepromatosas (L), diferente dos pacientes tuberculdides que apresentam titulos semelhantes aos

controles sadios (ABULAFIA & VIGNALE, 2001).

O padrao clinico da doenca esta associado aos genes ligados ao HLA, pois ha evidéncias,
ainda ndo comprovadas, que sugerem que os individuos suscetiveis aos alelos HLA-DR2 e HLA-
DR3, apresentam mais resisténcia a doenca e desenvolvem com mais freqiiéncia hanseniase
tuberculdide (HT), enquanto que os com HLA-DQ1 apresentam mais susceptibilidade a doenca e

desenvolvem hanseniase lepromatosa (HL) (GOULART et al., 2002; ARAUJO, 2003).

As reacgbes imunolégicas envolvendo os linfécitos T podem produzir danos na hanseniase
tuberculéide (HT), enquanto os complexos imunes intravasculares podem ser responsaveis pela
deterioragdo neural na hanseniase lepromatosa (HL), especialmente durante episédios reacionais do
tipo Eritema Nodoso Hansénico (ENH). O dano neural, causado por esta bactéria é atribuido a sua
proliferagdo ou a resposta imune do hospedeiro. (ABBAS et al, 2003). A destruicdo dos nervos na
hanseniase se deve principalmente pela interferéncia bioquimica do bacilo com o metabolismo da
célula hospedeira; destruicdo mecénica, devido ao intenso fluxo de células e fluidos e/ou deterioragao
imunoldgica. Quanto ao aspecto imunoldgico, temos o mediador quimico TNFa como a principal
citocina envolvida neste processo e foi detectada no soro de pacientes multibacilares (MB) com
reacdo tipo Il ou Eritema Nodoso Hansénico (ENH) e reacgdo tipo | ou reacao reversa (RR) e em
pacientes paucibacilares (PB) com neurite isolada, entretanto como esperado, em indices mais

baixos que no ENH (Figura 7) (SAMPAIO et al., 2002).

O bacilo de Hansen possui na superficie externa grande quantidade de componentes
lipidicos. Entre eles, os mais importantes sdo o Ftiocerol dimicocerosado (PDIM), quimicamente
distinto dos encontrados nas outras espécies de micobactérias; e o Glicolipideo Fendlico | (PGL-I)

que apresenta um grupo fendlico glicosilado com um trissacaridio caracteristico e aparentemente
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Unico para o M. leprae. Estes lipidios podem ser encontrados nos tecidos de humanos e de tatus
infectados, mesmo apés a eliminacéo da bactéria, indicando sua permanéncia por longos periodos. A
especificidade da resposta humoral, durante a infeccdo é devido a porcao terminal 3,6—di-O-metil
glucose do PGL-1, e que ainda nao foi detectado em nenhuma outra molécula natural (FOSS &

CALLERA, 1993; MADEIRA, 2000; YAWALKAR, 2002).

Os niveis de anticorpos, em acordo com o indice bacterioscopico aumentam das formas
tuberculéides as formas lepromatosas (TT a LL). Desta forma a sorologia pode ser utilizada como
mais um instrumento na classificacdo de pacientes hansenianos, pois demonstra que cerca de 85% a
100% dos pacientes multibacilares (MB) e 5% a 34% de pacientes paucibacilares (PB) séao

soropositivos (BUHRER, 2000; BUHRER et al., 2001; BUHRER et al., 2003).

Os testes sorolégicos realizados apresentam aproximadamente 98% de especificidade e
sensibilidade para deteccdo de pacientes multibacilares de 80 a 100% e de 30 a 60 % para detecgéo

de pacientes paucibacilares (BUHRER, 1998; BUHRER et al., 2001).

A profilaxia da hanseniase se baseia fundamentalmente em a¢Bes de controle e vigilancia
epidemiolégica centradas na educacgdo e salde, nos exames periédicos dos contatos, na vacinagao
com BCG (Bacilo de Calmette e Guérin) e na prevencdo e tratamento das incapacidades fisicas
(OPROMOLLA, 2000; WHO, 2002).

Além do exame sistematico dos contatos de pacientes hansenianos, as medidas
imunoprofilaticas deveriam ser realizadas, através da administracdo da vacina BCG id, nos contatos
sadios de pacientes hansenianos, pois estd comprovada em diversos trabalhos de investigagédo sua
eficicia na protecéo de individuos sadios das formas graves da hanseniase (OMS/OPAS, 1989; URA,

2000).

Devido a inabilidade desta bactéria crescer “in vitro”, fato que dificulta a disponibilidade da
vacina especifica considerando que é preparada com bactérias mortas ou atenuadas. A vacinacao
pelo BCG foi desenvolvida por Albert Calmette e Camille Guérin e confere prote¢do contra a

tuberculose e a hanseniase. Através da portaria 01\89 DNDS\MS (Diviséo Nacional de Dermatologia
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Sanitaria da Saude\Ministério da Saude) foi determinado a vacinacdo de todos os novos casos de

hanseniase, independente da forma clinica do caso indice (YAWALKAR, 2002).

Recentemente estudos realizados avaliaram a correlacdo entre BCG id e os niveis de
anticorpos IgM anti-PGL-1 em pacientes hansenianos e seus contatos, onde demonstra redugéo de
anticorpos especificos independente do nivel da forma clinica, demonstrando associa¢do da
capacidade desta vacina de induzir ativacdo da resposta imunolégica tanto de pacientes quanto de

seus contatos a queda de anticorpos anti-PGL-1 (LOMBARDI et al., 1995).

1.4 ASPECTOS CLINICOS DA HANSENIASE

Os aspectos clinicos na hanseniase estdo diretamente relacionados com a resposta
imunoldgica que varia de individuo para individuo e depende da carga bacteriana, do percurso do
bacilo e da natureza da célula apresentadora de antigeno. As manifestagdes clinicas caracterizam-se
pelo comprometimento neural e/ou cutaneo. Na forma clinica Indeterminada (HI), forma inicial, o
paciente apresenta uma ou varias manchas hipocrdmicas, planas e com bordas, em geral,
imprecisas. Estas maculas apresentam distlrbios da sensibilidade do tipo ramuscular, anidrose ou
hipohidrose e pode ocorrer alopecia local. Ndo ha comprometimento de troncos nervosos e, por isso,
nao ocorrem alteragcbes motoras ou sensitivas que possam causar incapacidade (Figura 8)

(OMS/OPAS, 1989; YAWALKAR, 2002).
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SFS

Figura 8 Figura 9
Hansenfase Indeterminada: Macula hipocrd- | Hanseniase Tuberculoide: lesdo circinada
mica e hipoestésica pelo acometimento dos | com bordas réseas, elevadas e granulosas;

ramusculos nervosos com tropismo pela célula | area central insensivel ao toque e & dor e com
de Schwann. alopecia.

Fonte: SILVA, 2007

Esta forma inicial, ndo tratada, pode evoluir para a forma tuberculdide (HT), com lesbes
tuberculéides maduras planas ou elevadas formando placas bem individualizadas, com limites com a
pele normal bem nitido e ndo apresenta tendéncia a disseminacao e alguns casos podem evoluir para
a cura espontanea. Nesta forma clinica observam-se altera¢des da sensibilidade térmica, dolorosa e,
nas lesbes mais antigas, também a tatil, além de alopecia, hipohidrose ou anidrose e de dor nos

nervos periféricos, que sao em geral unilaterais (Figura 9) (TALHARI & NEVES, 1997; YAWALKAR,
2002).

Figura 10 Figura 11

Hanseniase Dimorfa tuberculoide: Placa Hanseniase Dimorfa Dimorfa: LesGes em
infiltrada bem delimitada com superficie “queijo suigo” e areas centrais anestésicas

levemente escamosa e anestésica
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Fonte: SILVA, 2007 Fonte: SILVA, 2007

A forma clinica inicial (HI), com resisténcia imunolégica, evolui para hanseniase dimorfa ou
“borderline” (HD ou HB), é muito instavel e as lesdes se apresentam, geralmente, como placas,
faixas, nodulos, etc... (Figura 10). As placas apresentam contornos irregulares, com limites pouco
precisos e tonalidade ferruginosa quando ndo estdo em reacao. As lesbes caracteristica dessa forma
clinica apresentam area central circular, hipocrédmica, plana, bem delimitada e com a periferia
infiltrada formando um bordo espesso que se difunde gradativamente para a pele aparentemente sa
circunvizinha. Os nervos periféricos podem estar comprometidos de maneira extensa e intensa
principalmente quando sofrem reagudizacdo da doenca, denominada de reacdo tipo | ou reacao

reversa (VAN BEERS et al., 1999; YAWALKAR, 2002).

A forma clinica Indeterminada, sem resisténcia imunoldgica, evolui para a forma Virchowiana
e que suas lesdes podem se manifestar como um surto de eritema nodoso ou uma infiltragcéo difusa
com formacdo de papulas, tubérculos, nddulos e placas, denominadas genericamente de
hansenomas, que ocorrem por total auséncia de resisténcia ao bacilo. H& infiltracdo nasal, lesbes
amigdalianas da mucosa bucal, palato mole, palato duro, pilares e lingua e o comprometimento
neural nos casos iniciais é discreto, podendo agravar-se com a evolucado da doenca (Figura 11,12 e

13) (TALHARI & NEVES, 1997; YAWALKAR, 2002).
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) _ Figural2 Figura 13
Hanseniase Dimorfa Virchowiana: Numerosas | Hanseniase Virchowiana: Acentuada infiltrago

placas disseminadas, lesdes anulares, papulas | difusa “facies leonina”, madarose, perda de
e maculas, com baixa perda de sensibilidade. cilios.

Fonte: SILVA, 2007 Fonte: GUINTO et al., 1990

A resposta individual ao bacilo de Hansen pode ser avaliada pela reacdo de Mitsuda que
avalia a capacidade de resposta imune, apos injecdo intradermica de uma suspensédo de M. leprae
mortos. A reagdo positiva € observada pela formacdo de papula infiltrada, e negativa quando ndo ha
alteragdo cutanea. A reacdo de Mitsuda associada ao indice baciloscopico, realizado pela pesquisa
de Bacilos Alcool Acido Resistente (BAAR) na lesdo e linfa em sitios definidos, demonstram que os
pacientes suscetiveis, apresentam menor resisténcia ao bacilo e carga bacilar elevada com Mitsuda
negativo e os pacientes resistentes ao bacilo apresentam hiperreatividade imunolégica e carga bacilar
negativa. As formas clinicas e imunolégicas intermediarias nesses espectros podem apresentar um

equilibrio entre estes dois fatores (FOSS, 1997; TRAO, 1997).

A complicacdo maior desta doenca se faz pela deterioracdo neural, assim € que, o
diagndstico histopatologico esta baseado na deteccdo dos bacilos ou do dano que ele induz em
nervos cutaneos ou periféricos. Este dano pode ocorrer em todo o espectro da doenca, sendo que na
forma Indeterminada ocorre nos ramusculos nervosos da pele e é rarissimo nos troncos nervosos
periféricos normalmente comprometidos a partir da forma tubercul6ide. A destruicdo dos nervos

periféricos provoca a perda da sensibilidade e/ou paralisia motora, cujos efeitos podem progredir com
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infeccbes frequentes, osteomielite, reabsorcdo O6ssea com perda de digitos ou deformidades

resultantes de traumas devido a perda da sensibilidade (SAMPAIO et al., 2002).

O tratamento precoce da hanseniase reduz significativamente a extensdo neural e em
consequéncia o aparecimento das deformidades que desfiguram o paciente, pois o longo processo de

doenca é a maior causa do dano funcional dos nervos (TRAO, 1997).

Os pacientes que recebem alta depois de completado o tratamento com multidrogaterapia e
com auséncia de bacilos viaveis na microscopia de raspado celular, apresentam neurite persistente e
comprometimento neural pos-cura que pode ser devido a morte bacteriana ou tentativa do hospedeiro
na realizagao do “clareamento” bacteriano ou de seus componentes, porém isso ainda nao esta muito

claro (SAMPAIO et al., 2002).

Até bem pouco tempo, o controle da hanseniase nas populagbes se fazia de forma
segregadora, e isto ocorria por falta de conhecimento cientifico de tratamento e de opg¢bes de
tratamento e para completar a crueldade das medidas ainda existia o estigma em relacdo aos
doentes. A recomendacao da polioquimioterapia proposta de OMS (Organiza¢do Mundial de Saude)
na década de 80, melhorou consideravelmente a situacdo dos doentes de hanseniase, em conjunto

com as medidas profiladticas (OMS/OPAS, 1989; WHO, 2002).

A hanseniase, devido a todo o comprometimento neural € considerada uma doenca
incapacitante, que marginaliza e leva a diminuicdo ou a interrupcdo da capacidade produtiva de

milhares de pacientes (WHO, 2000).

1.4.1 Classificagao das Formas Clinicas da Hanseniase

Varias classificagbes foram propostas ao longo dos anos, sendo as seguintes, as mais
importantes e mais utilizadas:
e Classificagdo de Madri: Durante o VI Congresso Internacional de Leprologia, realizado em
Madri, em 1953, foi proposta esta classificagdo baseada em 4 critérios: Clinico. Imunologico,

histolégico e o bacteriolégico. E a mais utilizada nos servicos de salde publica do Brasil para
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diagnéstico e organiza esta doenca em duas formas polares imunologicamente estaveis — forma
tuberculéide (HT) e forma virchowiana (HV) — e dois grupos imunologicamente instaveis — o0 grupo

indeterminado (HI) e o grupo dimorfa (HD) (OMS e OPAS, 1989).

¢ Classificagao Ridley e Jopling: Realizada pelos médicos Ingleses, Ridley e Jopling, em 1966,
gue apesar de considerar os critérios acima, esta baseada, eminentemente, no critério histopatologico
e sugere a possibilidade das formas evoluirem no espectro da doenca, ora ao pélo de resisténcia

(TT), ora ao podlo anérgico (LL), com 4 grupos imunologicamente instaveis: | — BT — BB — BL.

e Classificagdo da OMS (Organizagdo Mundial de Saude): Proposta em 1982 e tem fundamento
nos aspectos clinicos através do nimero de lesdes apresentados. Pacientes com 6 ou mais lesbes
serdo considerados multibacilares (MB - formas HD e HV) e os com menos de 6 lesGes serdo

considerados paucibacilares (PB) - HI e HT ( WHO, 1982).

e A classificagio pelo indice Baciloscopico: Ridley, em 1971, avalia a densidade dos bacilos
vivos e mortos nos esfregacos de lesfes cuténeas corados pelo método de Ziehl-Neelsen, usando a
escala logaritmica de Ridley, que é baseada no numero de bacilos vivos, observados em campos
microscopicos através da objetiva de imersdo (WHO, 2002).

A baciloscopia do raspado celular é realizada em individuos que apresentam sinais e/ou
sintomas dermatoneuroldgicos compativeis com hanseniase, e que deve ser coletado de quatro
sitios, segundo recomendacdes do Ministério da Saude: I6bulo da orelha direita (OD); I6bulo da

orelha esquerda (OE); cotovelo direito ou esquerdo e lesdo (OMS&OPAS, 1989; YAWALKAR, 2002).
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Figura 14: Representacéo diagramatica do indice Bacterioldgico de
esfregagos dérmicos de acordo com a escala de Ridley e Jopling.

IB 1 + =1-10 bacilos em média em 100 campos IB 2 +=1-10 bacilos em média em 10 campos
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100 x (imersao) objetiva de 100 x (imersé&o)
O D
%g&%;g O
OOO © O O
OOQ OO
o(SDoo O%O O O
© S
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IB 3+ = 1-10 bacilos, em média por campo, IB 4+ = 10-100 bacilos, em média por campo,
examinado e visualizados com objetiva examinado e visualizados com objetiva
de 100 x (imersao) de 100 x( imers&o)

IB 5+ = 100-1000 bacilos, em média por campo, IB 6+ = Mais de 1000 bacilos, em média por
examinado e visualizados com objetiva campo, examinado e visualizados com
de 100 x (imers&o) objetiva de 100 x (imers&o)

Fonte: MS, 2002

Os esfregagos s@o corados pelo método de Ziehl-Neelsen. Este exame é muito (til para
diagnéstico e classificagcdo dos pacientes para fins de tratamento em multibacilares, formas clinicas
Dimorfa e Virchowiana, que apresentam indice baciloscopico diferente de zero em qualquer um dos
sitios de coleta, e paucibacilares, formas clinicas Indeterminada e Tubercul6ide com indice
baciloscépico igual a zero em qualquer dos sitios examinados. A multidrogaterapia é administrada

durante 12 meses para os pacientes Multibacilares e de seis meses para os paucibacilares (Figural4)
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Baseada em critérios histolégicos, a classificacdo proposta por Ridley e Jopling em 1962,

originariamente planejada para fins de pesquisa explicita as transformacdes que correm no tecido dos

pacientes portadores de qualquer forma de hanseniase.

Fonte: UNICAMP, 2007

Fonte: UNICAMP, 2007

Na forma Indeterminada, os bacilos de Hansen estédo ausentes ou em pequenas quantidades

no infiltrado celular incipiente, formado somente de linfécitos em torno de ramos nervosos e anexos

da pele (Figura 15). Na Tuberculoide (TT), os BAAR (bacilos alcool acido resistente) quase nunca sao

encontrados no infiltrado que consiste de ilhas de células epitelidides rodeado por uma densa massa

de linfdcitos, os quais pressionam a epiderme mostrando auséncia de zona livre sub-epidérmica, com

presenca das células gigantes de langerhans com infiltracéo e destruicdo dos ramos nervosos, o que

dificulta o seu reconhecimento (Figura 16).

PEQUENO RAMO
NERVOSO

ADIPOCITOS

Figura 15
Hanseniase Indeterminada: Infiltrado
inflamatério cronico inespecifico

linfomonocitario em torno de vasos e filete
nervoso.

Figura 16
Hanseniase  Tuberculdide:
epiteliéides, com infiltrado

eficiente na destruicdo dos bacilos.

Granuloma
linfocitario,

A forma Borderline Tuberculdide (BT) apresenta infiltrado que est4 parcialmente ou

completamente separado da epiderme por uma zona livre de infiltracdo rica em colageno, constituido
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de células epitelidides e um numero menor de linfécitos que no TT, e as células gigantes de

Langerhans podem ou ndo estar presentes.

Figura 17 Figura18

Hanseniase Dimorfa Virchowiana: | Hanseniase Virchowiana: Granuloma
Granuloma histiocitério com grande infiltrado | histiocitario com varias células gigantes e
de linfécitos e faixa clara sub-epidérmica alguns linfocitos e plasmécitos difusamente
espalhados, com faixa clara subepidermica. Fon
te:
GUINTO et. al., 1990 Fonte: UNICAMP, 2007

Na forma Borderline Borderline (BB) ha um nimero bem reduzido de bacilos presentes nos
histiécitos e o infiltrado é visivelmente separado da epiderme por uma zona livre e consiste de células

epitelidides semelhantes a histiécitos (OMS & OPAS, 1989; YAWALKAR, 2002).

A forma Borderline-lepromatoso (BL) apresenta infiltrado de pequenos macrofagos
vacuolizados com grande numero de bacilos no seu interior e linfécitos dispersos, sem, entretanto
formar globias (Figura 17). Na forma Lepromatosa (LL) se caracteriza por apresentar um grande
namero de bacilos no infiltrado celular com macréfagos dispersos com a presenca de raros linfécitos,
epiderme retificada pela atrofia da epiderme, em geral devido a compressao exercida pelos
hansenomas na derme, além da freqliente observacdo da faixa de Unna que se caracteriza pela fina
camada de colageno sub-epidérmica sem a presencga de células de virchow (Figura 18) (OMS &

OPAS, 1989; YAWALKAR, 2002).
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2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA HANSENIASE

Os testes laboratoriais sdo de extrema importancia em paises endémicos, pois, além de
auxiliar no diagnéstico da hanseniase, contribuem para a classificacdo da forma clinica e em
conseqiéncia na administragdo correta do esquema terapéutico, além de subsidiar o controle de
individuos sadios com alto risco de desenvolver formas graves de hanseniase. Ndo ha um padréo
ouro para o diagndstico da hanseniase, que em geral € baseado em critérios clinicos como a
presenca de placas avermelhadas ou hipopigmentadas com perda de sensibilidade, espessamento
dos nervos periféricos e a presenca de bacilos alcool acido resistente nos raspados celulares de pele

e em biopsias (KURABACHEW et al., 1998).

A identificacdo do M. leprae é dificultada, em parte, pela inabilidade de ser isolado ‘in vitro”.
Entretanto o diagnéstico da hanseniase pode ser bem estabelecido na maioria dos casos, pelos

métodos tradicionais: exame clinico, baciloscopico e histopatologico (TORRES et al., 2003).

O diagnéstico mais utilizado na rotina esta baseado na deteccao microscépica do bacilo no
raspado celular da pele em combinacdo com o histopatologico e a evolugéo clinica. Para o achado
deste patdgeno, nestes métodos laboratoriais, é necessaria a presenca de 10* organismos por grama
de pele, o que determina sua baixa sensibilidade, principalmente para os pacientes acometidos com
as formas paucibacilares da hanseniase, ou seja, com baixo numero de bacilos (KURABACHEW et

al., 1998; ALMEIDA et al., 2004).

Além do uso rotineiro da baciloscopia, exame laboratorial prioritariamente recomendado pela
Organizagdo Mundial de Saude e Ministério da Saude do Brasil para diagnostico da hanseniase,
também sdo usados o histopatologico de lesbes de pele para determinar a categoria da doenca,
considerado padréo ouro, além dos testes sorolégicos e métodos moleculares (FIALLO et al., 1992;

KLASTER et al., 1996).

Os testes soroldgicos baseados no antigeno especificos do M. leprae, principalmente o

glicolipideo fendlico 1, tem aberto novos métodos de monitoramento da infec¢éo desde que os niveis
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de anticorpos estejam associados com a intensidade de exposi¢do e envolvimento sistémico desta
bactéria. O desenvolvimento de ensaios simples usando esses novos glicolipideos mostra serem
adequados para uso em condi¢cdes de campo, como por exemplo, a pesquisa de anticorpos IgM para
PGL-I pela técnica da fita (ML Dispstick) e técnica do fluxo lateral de 10 minutos (ML Flow) (BUHRER,

1998).

Estudos envolvendo testes imunolégicos para identificacdo sub-clinica tem se revelado
inconclusivo, por apresentarem baixa sensibilidade. Mesmo com deteccdo imunoldgica satisfatéria,
existe possibilidade de individuos estarem soropositivos por causa de infeccBes anteriores, néo

fornecendo informag®es segura sobre o status bacterioldgico atual (DE WIT et al., 1991).

Durante o tratamento, os niveis de anticorpos tendem a diminuir devido a redugéo do indice
Bacteriol6gico — IB, e a carga inicial dessa bactéria presente no organismo determinam o grau dessa
diminuicdo. Assim é que, pacientes que apresentam carga bacteriana elevada antes do tratamento
persistem com niveis elevados de anticorpos por muitos anos apds a terapia. O aumento dos niveis
de anticorpos em contatos de pacientes hansenianos é um indicativo do desenvolvimento de doenca
clinica. A sorologia dos contatos de novos casos indices multibacilar - MB, identifica os infectados
que podem estar no periodo de incubagdo, sendo, portanto, potencial fonte de futuras transmissées

(VAN BEERS et al., 1999; BUHRER et al., 2001; BUHRER et al., 2003).

Na atualidade os testes cutaneos e soroldgicos disponiveis ndo apresentam sensibilidade e
especificidade necessarias para como métodos diagnésticos serem capazes de detectarem e

quantificarem o M. leprae (MARTELLI et al., 2002).

A Biologia molecular, através do avanc¢o dos estudos, tem contribuido significativamente para
o entendimento de varias etiologias das doencas humanas. As técnicas de recombinacao dos acidos
nucléicos tém permitido a identificagdo de varios genes responsaveis por doencas hereditarias, dos
agentes infecciosos e seus mecanismos de acdo. Assim como, tem apresentado também aplicacao
bastante expressiva na pesquisa de marcadores genéticos Uteis ao diagndstico laboratorial (HIRATA

& HIRATA, 1998).
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Atualmente, métodos na Biologia molecular tém sido desenvolvidos para diagndstico confiavel
e sensivel ferramenta de identificacdo de muitas doencas infecciosas como a especifica amplificacéo
do M. leprae pela PCR. Esta técnica é a mais usada no diagnéstico da hanseniase devido a
sensibilidade, especificidade e rapidez na detec¢cdo do microorganismo, mesmo em baixos nimeros,
em diversos espécimes clinicos, como raspado celular, linfa, sangue, biopsia de pele e de nervos e
swab nasal, tanto de pacientes hansenianos quanto dos contatos sadios. Muitas informagfes existem
na literatura considerando a utilidade de diferentes e especificas seqiiéncias alvos para PCR e sonda

de DNA para M. leprae (FIALLO et al., 1992; KLASTER et al., 1993; TORRES et al., 2003).

As seqiéncias alvos para PCR e sondas especificas de DNA do M. leprae tal com genes
codificando os antigenos protéicos 65 kDa, 18 kDa e 36 kDa, e seqiiéncias repetidas desta bactéria
sdo detectadas em espécimes biolégicos e sdo mais sensiveis e especificas que os métodos

tradicionais de pesquisa do bacilo (ALMEIDA et al., 2004).

Esta técnica pode também ser aplicada no estudo da transmissdo da hanseniase e
manutencé@o da infeccdo nos reservatdrios para deteccdo do DNA de M. leprae na cavidade nasal,
pois esta rota esta envolvida na disseminag&o deste microorganismo e o nariz é também considerado
a porta de entrada para este bacilo (TORRES et al.,, 2003). Em estudo realizado em paises
endémicos por Smith et al (2004), foi detectado o DNA do M. leprae em swab nasal de individuos

saudaveis, confirmando a transmissao pelas vias aéreas, desta bactéria.

A avaliacdo da aplicacdo clinica da técnica de PCR para deteccdo do DNA do bacilo de
Hansen em biopsias da mucosa nasal de pacientes hansenianos néo tratados e de seus contatos
obteve especificidade de 89,9%, sensibilidade de 69,2% e uma acuracia de 82,8%, em pesquisa
realizada em Uberlandia, Minas gerais, demonstrando que o bacilo invade a mucosa nasal
(PATROCINIO et al., 2005).

Outro estudo, realizado na india com 39 pacientes, evidenciou que a PCR apresenta maior
sensibilidade que o exame clinico e o histopatolégico, quando detectou em 11 dos pacientes o0 DNA

da bactéria, enquanto que no histopatologico foi positivo para apenas dois dos pacientes estudados
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(JOB et al., 1997). Também através desta técnica, foi detectado a presencga da proteina 36 kDa na
urina de 36,4% (4/11) pacientes com hanseniase multibacilar e 40% (2/5) em paciente com

hanseniase paucibacilar (YOON et al., 1993; PARKASH et al., 2004).

A deteccao do DNA do agente etiolégico da hanseniase pela técnica da PCR, realizado por
Wichitwechkarn et al. (1995), em 31 pacientes multibacilares, mostrou positividade para 87,1%
(27/31) de espécimes de biopsia e 41,9% (13/31) de esfregacos de pele e nos paciente
paucibacilares foram encontrado 36,4% (8/22) nas biopsias de pele e 18,2% (4/22) em esfregacos de

pele.

Nas amostras de biopsia de pele fixadas pela formalina neutra a amplificacdo do DNA do M.
leprae foi positiva para 92% dos pacientes com baciloscopia positiva e, 61% para 0s pacientes com
baciloscopia negativa, enquanto que em 100% das amostras de biopsia congeladas foram positivas
para os pacientes com baciloscopia positiva e 56% para os com baciloscopia negativa (DE WIT et al.,
1991). Em outro estudo também com espécimes de bidpsias de pacientes hansénicos, a PCR, obteve
resultados positivos em aproximadamente de 61% em pacientes hansenianos com resultados
negativos para pesquisa de BAAR, mostrando que a PCR é uma ferramenta bastante sensivel e

importante para o diagndstico laboratorial dessa doenca (YOON et al, 1993).

Pacientes paucibacilares tratados com a multidrogaterapia apés um longo periodo de
acompanhamento e com altos niveis de casos positivos pela PCR, sugerem que apesar de
completado o tratamento até a cura, parte dos bacilos continuam circulando no sangue, sem
aparentemente causar nenhum dano ao hospedeiro. Isto, junto com o fato de que somente um
pequeno numero de individuos infectados, atualmente, desenvolve a doenca, sugere que 0sS
resultados da PCR devem estar sempre atrelados a evolugao clinica e deva ser usada somente para

confirmagéo de casos de dificil diagnostico pelos métodos convencionais. (SANTOS et al., 2001).

Todos os estudos realizados usando a biépsia de pele tém confirmado que a técnica do PCR
€ capaz de aumentar a sensibilidade na detecg¢édo do M. leprae, sobrepondo-se na sensibilidade aos

exames baciloscépico e histopatologico convencionais. Mas, apesar da alta especificidade,
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sensibilidade e rapidez que a técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase proporciona, ainda néo
esta amplamente disponibilizada para a detecgdo do M. leprae em espécimes clinicos de pacientes
hansenianos por apresentar alto custo e exigir tecnologia avancada, sendo usada apenas nos paises
desenvolvidos como ferramenta para elucidar os casos mais dificeis de diagnosticar pelas técnicas
convencionais e subsidiar o entendimento da epidemiologia deste e de outros patégenos (MARTELLI

etal., 2002).

Muitos locais do Brasil, assim como em outros paises endémicos, sdo adotados programas
de controle vertical, porém é necessario atentar que as implicacdes destas acdes sdo imprevisiveis
em longo prazo, devido a eliminacdo da hanseniase como um problema de sadde publica depender

menos dos fatos cientificos e muito mais das questfes operacionais.

O controle da hanseniase sempre foi um grande desafio para a saude publica por ser uma
doenca insidiosa que apresenta um longo periodo de incubagdo em decorréncia do desenvolvimento
lento do seu agente etiol6gico, com riscos elevados de transmissdo, de recidiva e de eminente
comprometimento neural, além do estigma imputado aos seus portadores, o que implica na real
necessidade de diagnéstico precoce para, principalmente, promover agdes que possam interromper a

cadeia de transmisséao.

Os profissionais bem treinados e instrumentalizados para realizar diagnéstico precoce,
monitorar a eficicia da quimioterapia, a incidéncia de recidivas, identificacdo de pacientes com alto
risco de desenvolver reacbes apdés o tratamento e, até mesmo, controlar pessoas sadias que
possuem alto risco de desenvolver formas graves de hanseniase, € tudo que se faz necessério para o
controle da hanseniase e futura eliminacdo desta doengca. Em 2006, o Estado do Para, detectou
4.282 casos novos 0 que representa 9,64% de todos os casos detectados no Brasil, e que evidencia
a atuacao dos profissionais de saude comprometidos com a saude coletiva e com o programa de
controle desta doenca, além das pesquisas realizadas que fornecem aporte cientifico que possibilitam

proposicao de medidas mais adequadas ao problema.

Nos paises endémicos € de fundamental importdncia que se disponha de um teste
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laboratorial com sensibilidade e especificidade para auxiliar na classificacdo correta das formas
clinicas da hanseniase, na administracdo da terapia adequada a forma clinica apresentada pelo

paciente, no controle dos individuos sadios com risco de desenvolver formas graves.

O desenvolvimento deste estudo tem como expectativa contribuir para a deteccao do M.
leprae através do uso da PCR como ferramenta de diagndstico laboratorial de alta sensibilidade e
especificidade, o que possibilita a identificacdo deste agente etiologico de forma mais rapida e
eficiente, principalmente nas formas de baixa eliminacdo bacilar e assim proporcionar tratamento
adequado e medidas de controle efetivas que possam contribuir para o controle e a eliminacdo da

hanseniase no Estado do Para.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a sensibilidade do método de PCR na detecgdo do M. leprae em espécimes clinicos (fragmentos de tecido e fluido
sanguineo) coletados de lesdes hansénicas, em pacientes portadores de hanseniase nas diferentes formas clinicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliar a sensibilidade da PCR na detec¢do do M. leprae nas diferentes formas clinicas

e Correlacionar o resultado da PCR com os métodos convencionais de diagndstico

e com a forma clinica da hanseniase desenvolvida pelo paciente.

e |dentificar o melhor método de conservacgao das amostras e de procedimentos de

extracdo do DNA, além dos marcadores usados para a realizagcao do PCR.
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4 METODOLOGIA

4.1 CASUISTICA E METODOS

4.1.1 Tipo de Estudo

Foi realizado um estudo transversal para avaliar a sensibilidade da Reag¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR) na deteccdo do DNA do M. leprae em fragmentos de tecido e fluido sanguineo,
retirados de lesdes hansénicas de pacientes portadores de hanseniase nas diversas formas clinicas e
com tempo variado de tratamento, segundo a classificacéo de Ridley e Jopling (1966) (T, BT, BB, BV
e V), comparando com outros métodos convencionais de diagnéstico laboratorial, como baciloscopia

e histopatologia e com as formas clinicas.

A carga bacilar foi avaliada pela baciloscopia dos raspados dérmicos retirados dos |6bulos
das orelhas direita e esquerda, cotovelos direito e esquerdo e corados pelo método de Ziehl-Neelsen
e a diagnostico histopatologico dos fragmentos de tecido retirados de les6es hansénicas do paciente
foi realizado segundo a classificacdo de Ridley e Jopling e a baciloscopia da bidpsia que se

apresentam como auséncia e presenca de Bacilos Alcool Acido Resistentes.

4.1.2 Populacéo de Estudo

O estudo foi realizado em 20 pacientes diagnosticados, segundo critérios clinicos e
laboratoriais preconizados pelo Ministério da Saude do Brasil, com quaisquer das formas clinicas da
hanseniase, com ou sem terapéutica especifica anterior e que foram atendidos no Ambulatério de
Dermatologia do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do Para e no Hospital

Municipal de ltaituba - Pard, selecionados no periodo de agosto de 2006 a setembro de 2007.

4.1.3 Critérios de Incluséo
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e Pacientes maiores de 15 anos de ambos os sexos, procedentes de qualquer municipio do Estado
do Para e de outros Estados brasileiros, com diagndstico de hanseniase, segundo os critérios
clinicos e laboratoriais do Ministério da Saude do Brasil, através de Histopatologia com pesquisa
de BAAR e Baciloscopia do raspado dérmico e que concordarem em participar da pesquisa

assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE.

4.1.4 Critérios de Exclusdo

e Pacientes menores de 15 anos, diabéticos, doentes mentais, gravidas, com reacdo hansénicas,
portadores de outras doencas neurolégicas e com co-morbidades que envolvam a
imunodeficiéncia e os que ndo concordarem em participar da pesquisa (Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido - TCLE).

4.1.5 Coleta de Dados e Aspectos Eticos

Os pacientes selecionados clinicamente para este estudo foram devidamente informados sobre a pesquisa de forma clara e
objetiva, e posteriormente convidados a assinar de livre e espontanea vontade o Termo de Compromisso Livre e Esclarecido (Apéndice
1) em acordo com a Resolugéo 196/96 do Conselho Nacional de Satde, possibilitando de forma ética a coleta de material biolégico e o
acesso aos dados registrados em seus prontuarios.

Este estudo foi submetido a avaliacdo e aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Nicleo
de Medicina Tropical (CEP/NMT) da Universidade Federal do Para (UFPA) sob o protocolo n° 11/2006-
CEP/NMT (Anexo I).

4.2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

4. 2.1 Amostras Bioldgicas

As amostras foram obtidas por bidpsia de tecido, swab pés-biépsia e raspado

dérmico de pacientes selecionados clinicamente como portadores de hanseniase.
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4.2.1.1. Raspado Dérmico

Apos incisdo realizada com bisturi em cada I6bulo da orelha do paciente,
foram coletados raspados celulares para preparacdo de esfregacos posteriormente
corados pelo método de Ziehl-neelsen para pesquisa de Bacilos Alcool Acido
Resistentes, realizadas no Laboratorio de Analises Clinicas do Centro de Ensino

Superior do Para.

4.2.1. 2 Amostra de Tecido

A coleta das amostras de tecido foi realizada em todos os pacientes com
lesbes sugestivas de hanseniase, apds anti-sepsia com alcool iodado, seguida de
anestesia com lidocaina a 2% no local das lesdes ativas selecionadas e, com auxilio

de punch n° 3 foi retirado fragmento de tecido.

Apbés a coleta, o fragmento de tecido sofreu cortes para obtencdo de
fragmentos de 5 um de espessura Uma parte deste fragmento de tecido foi
acondicionado em formalina a 10% e enviado ao laboratério de histopatologia do
Nucleo de Medicina tropical, para a classificacao histopalégica da forma clinica do
paciente e a outra parte foi colocada em 400 ul de tampéo de LISE 2 (10 mM NacCl,
10 mM EDTA, 1 mM Tris, 1% SDS) mantida em temperatura ambiente e
transportada ao laboratério de Biologia Molecular e Celular do Nucleo de Medicina

Tropical

4.2.1.3 Swab poés-biopsia
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As amostras de fluido sanguineo foram obtidas com auxilio de swabs esterilizados
introduzidos nas incisbes apods bidpsia. O fluido sanguineo foi retirado do swab através de
movimentos rotatérios apos sua imersdo em 400 uL de solugcédo de LISE 1 (Img/mL de proteinase K
em 100 mM de Tris-HCI, pH 8,5, 0,05% Tween 20) e de solucédo de LISE 2 (10 mM NacCl, 10 mM

EDTA, 1 mM Tris, 1% SDS).

As amostras de fluido sanguineo conservadas em solucdo de Lise 1 foram refrigerados
imediatamente enquanto que as amostras conservadas em Lise2 foram mantidas em temperatura
ambiente e ambas foram transportadas ao laboratério de Biologia molecular do Ndcleo de Medicina

Tropical da Universidade Federal do Para.

Também foram colhidos raspados dérmicos, bidpsias de tecido e swab pds-bidpsia de
pacientes lepromatosos, utilizando os métodos descritos acima, com a finalidade de uso como

controle positivo na reacéo de PCR.

4.2.2 Extracdo do DNA do M. leprae

Foram aplicados trés protocolos de extracdo de DNA com o objetivo de identificar o melhor
para o diagnéstico da hanseniase pela técnica da PCR, um para amostras conservadas em tampao

de Lise 1 e outro para as amostras em Lise 2.

a- Fragmentos de tecido e fluido sanguineo conservados em solugao tampéo de LISE 2

Protocolol:

Nas amostras de bidpsia de tecido conservadas em solu¢do de LISE 2 foram adicionadas
proteinase K (numa concentracéo final de 50 ug/mL), seguida de incubacédo a 42 °C durante 2 horas.
O DNA foi obtido por meio de extracdo utilizando o fenol: cloroférmio: &lcool isoamilico (25:24:1),
conforme Sambrook et al. (1989) e precipitado com 1/10 do seu volume pela adicdo de solucéo de
acetato de sédio 3M, pH 7,0 e 2 % volumes de etanol absoluto gelado. Foi mantido a -20°C por 8

horas ou mais e entdo o material foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a temperatura
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ambiente. Todo o sobrenadante foi desprezado e o sedimento seco, depois suspenso em 30 uL de
tampdo TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) e mantido a 4°C até o momento do uso. Dois

microlitros (2uL) da amostra foram utilizados em cada reacéo de PCR.

b- Fluido sanguineo conservados em solugdo tampéo LISE 1

Protocolo 2:
As amostras de fluido sanguineo conservados em solucédo de LISE 1 foram incubadas sob
6leo mineral a 60°C durante toda noite. A proteinase K foi entdo inativada por incubacgao a 97°C por
15 minutos, conforme Jadhav et al. (2001). Posteriormente, foi submetida a centrifugacdo por 10

segundos a 10.000 x g. Dois microlitros (2uL) da amostra foram utilizados em cada reacéo de PCR.

Protocolo 3:

As amostras de fluido sanguineo conservados em solug¢éo de LISE 1 foram incubadas sob
6leo mineral a 60°C durante toda noite. A proteinase K foi entdo inativada por incubacdo a 97°C por
15 minutos, conforme Jadhav et al. (2001). Posteriormente, foi submetida a centrifugacdo por 10
segundos a 10.000 x g. O DNA foi obtido por meio de extragdo utilizando o fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (25:24:1), conforme Sambrook et al. (1989) e precipitado com 1/10 do seu volume pela
adicao de solugédo de acetato de sédio 3M, pH 7,0 e 2 % volumes de etanol absoluto gelado. Foi
mantido a -20°C por 8 horas ou mais e entdo o material foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a
temperatura ambiente. Todo o sobrenadante foi desprezado e o sedimento seco, depois suspenso
em 30 uL de tampéo TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) e mantido a 4°C até o momento do uso.

Dois microlitros (2uL) da amostra foram utilizados em cada reacéo de PCR.

4.2.3 Amplificacdo do DNA do M. leprae pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras foram testadas com diferentes pares de iniciadores que foram preparados pela

Invitrogen:
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a) S13(5-CTCCACCTG GACCGG CGAT-3)e S62 (5—- GAC TAG CCT GCC AAG TCG —
3’), que amplificam parte do gene codificador de antigeno rico em prolina “pra” do M. leprae,
um fragmento de 531 pb, desenhado por Hartskeerl e colaboradores em 1989 (De WIT et al.,

1993).

b) R1 (5 — CGG CCG GAT CCT CGATGC AC - 3) e R2 (5 — GCA CGT AAG CTT GTC GGT
GG-3’), que amplificam um fragmento de 372pb de sequéncias repetitivas (WOODS & COLE,

1989, 1990).

c) LP1(5-TGC ATG TCATGG CCT TGA GG- 3’) e LP2 (5 — CAC CGA TAC CAG CGG CAG

AA - 3’), que amplificam fragmento de 129 pb. (DONOGHUE et al, 2001).

Para a PCR, cada reacdo de amplificacdo foi feita em um volume final de 25 pL contendo 2,5
U/uL de Tag DNA polimerase (GIBCO), 200 uM de cada dNTPs, 1,5 mM de MgCI2, 50 mM de KCl,
100 mM de Tris-HCI, pH 8,5, com 50 ng dos oligonucleotideos sintéticos (iniciadores) por reacao e 2

uL de DNA extraido.
As reagBes em cadeia de polimerase foram realizadas em termociclador (Eppendorf
Mastercycler personal), em condi¢cdes especificas para cada par de iniciador conforme descrito

abaixo (Quadro 1).

Quadro 1: Condi¢cbes da PCR para deteccao do DNA do M. leprae

Iniciadores Condic¢des para a PCR

S13 e S62 95°C por 3 minutos; seguido de 03 ciclos de 94°C por 2 minutos; 55°C por 2 minutos
e 72°C por 3 minutos; e 30 ciclos de 94 °C por 1 min; 55 °C por 1 min e 72°C por 1

min.

RleR2 95°C por 3 minutos; seguido de 32 ciclos de 94°C por 1 minuto; 60°C por 1 minuto e
72°C por 1 minuto; e 72°C por 10 minutos

LPlelLP2 95°C por 5 minutos, 58°C por 2 minutos e 72°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos
de 94°C por 30 segundos; 58°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto; e 72°C por

10 minutos
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O produto da PCR foi fracionado em eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1% em tampdo TBE. O fragmento amplificado DNA foi corado com
brometo de etidio em concentracao final de 0,5 ug/ml e as bandas visualizadas em

transluminador de UV e fotografadas com filme Polaroid 665.

4.2.4 - Andlise dos Dados

Os dados obtidos foram analisados no Programa BIOSTAT 3,0 (Ayres et al 2003), através de
testes paramétricos e ndo paramétricos com limite de significancia estatistica adotado menor ou igual a
0,05. Os testes ndo paramétricos utilizados foram Teste Exato de Fischer para avaliar em que
classificagdo operacional da hanseniase ocorreu mais resultados positivos em rela¢@o ao conservante e
os iniciadores; o Teste de Cochran que testou a probabilidade de resultados positivos em cada iniciador,
e o teste paramétrico Correlacdo Linear de Pearson para medir o grau de dependéncia entre duas

variaveis (iniciador x baciloscopia e iniciador x histopatologia).



52

5- RESULTADOS

Dos 20 pacientes selecionados para a realizacdo deste estudo, 55% foram classificados com
formas clinicas da hanseniase do pélo tuberculdide e 45% apresentavam formas clinicas do pélo

virchoviano, sendo 30% da forma clinica bordeleine bordeleine (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo dos pacientes com hanseniase segundo a classificacéo

operacional (PB= paucibacilar e MB= multibacilar) e as formas clinicas

Formas Classificacdo operacional
clinicas PB MB Total
N’ % N’ % N’ %
BV 2 10 2 10
BB 6 30 6 30
vV 1 1 5
TT 11 55 0 11 55
Total 11 55 09 45 20 100

BV (bordeleine virchoviana); BB (bordeleine borderleine); VV (virchoviana virchoviana),
TT (tuberculoide)

Tabela 2: Resultados das baciloscopias dos esfregacos dérmico de acordo

com a forma clinica dos pacientes com hanseniase.

Formas indice baciloscopico dos esfregacos dérmicos
clinicas Positivo Negativo Total
N’ % N’ % N’ %
BV 2 10 0 0 2 10
BB 1 25 6 30
\AY, 1 0 0 1 5
TT 0 11 55 11 55
Total 4 20 16 80 20 100

Na tabela 2, observa-se que em 25 % (5/20) dos pacientes apresentavam com forma clinica

BV (bordeleine virchoviana); BB (bordeleine borderleine); VV (virchoviana virchoviana),
BB cuja b TT (tuberculoide)

Dentre os pacientes classificados como paucibacilares as baciloscopia dos esfregacos
dérmicos foram 100% (11/11) negativas e nos multibacilares a positividade foi em 20% (4/9). A
sensibilidade da baciloscopia foi de 20% no total (4/20) e de 44,4% (4/9) para as formas

multibacilares (Tabela 3).
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Tabela 3: Resultados das baciloscopias de esfregacos dérmicos, segundo a.

classificacdo operacional dos pacientes com hanseniase

Classificacéo indice baciloscopico dos esfregacos dérmicos
operacional Positivo Negativo Total
N’ % N’ % N’ %
PB 0 0 11 55 11 55
MB 4 20 5 25 9 45
Total 4 20 16 80 20 100

PB: Paucibacilar; MB: Multibacilar

Tabela 4: Resultados da histopatologia com pesquisa de BAAR em fragmentos de

tecido, segundo a classificacdo operacional de pacientes com hanseniase.

Classificacéo Histopatologia com pesquisa de BAAR em fragmentos de
operacional tecido
Positivo Negativo TOTAL
N’ % N’ % N %
PB 4 20 7 35 11 55
MB 2 10 7 35 9 45
Total 6 30 14 70 20 100

PB: Paucibacilar MB: Multibacilar
A presenga de BAAR nos histopatolégicos de fragmentos de tecido foi detectada em 30 %

(6/20) dos pacientes com hanseniase, sendo que 22,22% (2/9) foram das formas multibacilares e

36,37% (4/11) das formas paucibacilares (Tabela 4).

Tabela 5: Resultados da PCR com iniciadores LP1 e LP2 que amplificam uma sequéncia de 129pb
em swab poés-bidpsia conservados em Lise 1, de pacientes com hanseniase, para
deteccé@o de DNA do M. leprae, relacionados com a classificacdo operacional

Classificacéo PCR com iniciadores LP1 e LP2 (129pb)
operacional Swab pés-biépsia em Lise 1
Positivo Negativo Total
N’ % N’ % N’ %
PB 3 15 8 40 11 55
MB 5 25 4 20 9 45
Total 8 40 12 60 20 100
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PB: Paucibacilar; MB: Multibacilar; Teste Exato de Fisher: a= 0,05 p(valor) = 0, 3618

Observa-se na tabela 5 que a PCR com iniciadores LP1 e LP2 que amplificam seqiiéncia de
129pb, detectou o DNA do M. leprae em swab pés-bidpsia em 25% (5/20) e 15% (3/20) dos pacientes
com hanseniase nas formas multibacilares e paucibacilares, respectivamente. A distribuicdo de
positividade foi de 55,56% (5/9) para multibacilares 27,27% (3/11) para paucibacilares. Do total de

pacientes 60 % (12/20) apresentaram resultados negativos A sensibilidade obtida na PCR foi de 40%.

Para verificar se havia diferengcas no resultado da PCR considerando duas variaveis, o
conservante Lise 1 e as formas clinicas distribuidas na classificagdo operacional, aplicou-se o Teste
Exato de Fisher que demonstrou que o nimero resultados positivos € o0 mesmo em ambas as

categorias, ou seja, estatisticamente insignificante com p (valor) = 0, 3618 (Tabela 5).

Na tabela 6, observa-se que a PCR com iniciadores LP1 e LP2 que amplificam uma
sequéncia de 120pb, detectou o0 DNA do M. leprae em swab pds-bidpsia conservados em Lise 2 em
15% (3/20), com 22,22% (2/9) e 9,09% (1/20) nas formas multibacilares e paucibacilares,

respectivamente. Neste conservante a PCR apresentou sensibilidade de 15%.

Para verificar se havia diferengcas no resultado da PCR considerando duas variaveis, o
conservante Lise 2 e as formas clinicas distribuidas na classificagdo operacional, aplicou-se o Teste
Exato de Fisher que demonstrou que o nimero resultados positivos € o0 mesmo em ambas as

categorias, ou seja, considerou os resultados estatisticamente insignificante com p (valor) = 0, 5658.

(Tabela 6)

Tabela 6: Resultados da PCR com iniciadores LP1 e LP2 que amplificam uma seqiiéncia de 129pb
em swab pés-bidpsia, conservados em Lise 2, de pacientes com hanseniase para

deteccéo de DNA do M. leprae relacionados com a classificacdo operacional.

Classificacéo PCR com iniciadores LP1 e LP2 que amplificam (129pb)
operacional Swab pés-biépsia em Lise 2

Positivo Negativo Total

N’ % N’ % N’ %

PB 1 5 10 50 11 45
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MB 2 10 7 35 9 55

Total 3 15 17 85 20 100

Teste Exato de Fisher: a= 0,05; p (valor) = 0, 5658; PB: paucibacilar; MB: Multibacilar.
Comparando-se a eficacia da PCR com iniciadores LP1 e LP2 que amplificam uma seqiéncia

de 129pb com a baciloscopia de esfregacos dérmicos observou-se que a PCR detectou 31,25%
(5/16) nos pacientes com baciloscopia negativa dos esfregacos dérmicos e que houve concordancia

dos casos em 75% (3/4) (Tabela 7).

Para avaliar a relacdo entre os resultados da baciloscopia e da PCR em swab pés-biopsia
conservados em solugéo de Lise 1, aplicou-se o teste paramétrico de Correlagdo Linear de Pearson
que considerou a correlacdo entre as duas varaveis negativa, ou seja, os dados obtidos néo
apresentam significancia estatistica ao nivel a= 0,05 (r (Pearson) = 0, 3572 e p= 0, 1220). (Tabela 7)

(Figura 19)

Tabela 7: Resultados da baciloscopia dos esfregagos dérmicos e da PCR com iniciadores LP1 e LP2
gue amplificam 129pb em swab pés-bidpsia conservados em Lise 1 de pacientes com

hanseniase para deteccdo de DNA do M. leprae

PCR com iniciadores LP1 e LP2 que amplificam 129pb

Baciloscopia Swab pés-biopsiaem lise 1
Negativo Positivo Total
N’ % N’ % N’ %
NEGATIVO 11 55 5 25 16 80
POSITIVO 1 5 3 15 4 20
Total 12 60 08 40 20 100

Teste de correlagdo de Pearson: a= 0,05; p= 0, 1220; r (Pearson) = 0, 3572.
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Figura 19:

Correlacéo entre baciloscopia e PCR com iniciadores LP1 e LP2

gue amplificam 129pb em swab pés-bidpsia conservados em
solucéo de Lise 1

Tabela 8: Resultados da histopatologia com pesquisa de BAAR em fragmentos de

tecido e da PCR com iniciadores LP1 e LP2 que amplificam 129pb em

swab pos-bidpsia conservados em Lise 1 de pacientes com hanseniase

para deteccdo de DNA do M. leprae

Histopatologia

PCR com iniciadores LP1 e LP2 que amplificam 129pb
Swab pés-bidpsiaem lise 1

_ Negativo _ Positivo _ Total
N % N % N %
NEGATIVO 14 70 2 10 16 80
POSITIVO 3 15 1 5 04 20
Total 17 85 03 15 20 100

Teste de Correlacdo de Pearson: o= 0, 05, p=0, 5743, r(Pearson): 0, 1336.

Comparando-se a eficiéncia da PCR com iniciadores LP1 e LP2 que amplificam 129pb com a

histopatologia, observou-se que a PCR detectou o DNA do M. leprae 12,5% (2/16) de pacientes com

histopatologia negativa, apresentando sensibilidade de 15% (3/5) e concordancia de 25% (1/4).

(Tabela 8)
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Para avaliar a relacdo entre os resultados da histopatologia e da PCR em swab pdés-biopsia
conservados em solucdo de Lise 1, aplicou-se o teste paramétrico de Correlacéo Linear de Pearson
que considerou a correlacdo entre as duas varaveis negativa, ou seja, os dados obtidos nao
apresentam significancia estatistica ao nivel a= 0,05 (r (Pearson) = 0, 1336 e p= 0, 5743). (Tabela 8)

(Figura 20)
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Figura 20: Correlacéo entre histopatologia com pesquisa de BAAR de fragmentos
de tecido e PCR com inEiaHope'él?Fﬁ% LP2 que amplificam129pb em
swab pds-biopsia conservados em solugdo de Lise 1

Na tabela 9, observa-se que a PCR com iniciadores R1 e R2 que amplificam 372pb detectou
0 DNA do M. leprae em apenas 9.09% (1/11) dos swabs pos-bidpsia de pacientes multibacilares e
22,22% (2/9) dos paucibacilares, quando conservados em Lise 1, com sensibilidade de 15% (3/20).
N&o houve detec¢cdo do DNA pela PCR com iniciadores que amplificam 372pb nos swabs pés-bidpsia

quando conservados em Lise2.

Tabela 9: Resultados da PCR R1 e R2 que amplificam 372pb em swab p6s-biépsia
conservados em Lise 1 e Lise 2 de pacientes com hanseniase para

deteccdo de DNA do M. leprae.

PCR R1/R2 372pb em swab p6s-biopsia
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Classificacao Lise 1 Lise 2
operacional UPositivo . Negativo UPositivo UNegativo
N % N % N % N %
PB 1 5 10 50 0 0 11 55
MB 2 10 7 35 0 0 9 45
Total 3 15 17 85 0 0 20 100

PB (Paucibacilar); MB (Multibacilar)

A PCR com iniciadores S13 e S62 que amplifica 531pb ndo detectou o DNA do M. leprae em
swab pds-bidpsia conservados em Lise 1. Apresentou 10% de sensibilidade quando conservados em

Lise 2, com positividade de 9,09% (1/11) dos paucibacilares e 11.1% (1/9) dos multibacilares (Tabela
10).

Tabela 10: Resultados da PCR S13/S62 que amplificam 531pb em swab p4s-

biépsia conservados em Lise 1 e Lise 2 de pacientes hansenianos para
deteccéo de DNA do M. leprae.

PCR S13/S62 531pb em swab p6s-hidpsia

Classificacéo Lisel Lise 2
operacional Positivo Negativo Positivo Negativo
N % N % N % N %
PB 0 0 11 55 1 5 10 50
MB 0 0 9 45 1 5 8 40
Total 0 0 20 100 2 10 18 90

PB: Paucibaliar MB: Multibacilar

Comparando-se a PCR 129pb com a PCR 372pb e PCR5 531pb em fragmentos de tecido
conservados em Lise 2 observa-se maior sensibilidade de 25% (5/20) na PCR 129pb em relacéo a
PCR 372 pb com 5% (1/20) e a PCR 531 pb com 15% (3/20). A PCR 129pb detectou 18,18% (2/11)

nas formas paucibacilares e 27,27% (3/9) nas multibacilares, enquanto que a PCR 372pb detectou o
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DNA do M. leprae apenas em 11,11% (1/9) das formas multibacilares e a PCR 531pb detectou 9,09%

(1/11) nas paucibacilares e 22,2% (2/9) nas multibacilares. (Tabela 11)

O Teste Exato de Fisher foi aplicado para verificar a diferenca entre os resultados positivos
obtidos com os trés iniciadores nos fragmentos de tecido conservados em Lise 2 em ambas as
classificacBes operacionais, constatando que os resultados positivos ndo sdo diferentes entre as
formas clinicas, considerado, portanto estatisticamente insignificante com valor de p= 0, 6169, ao
nivel a= 0,05. O teste ndo paramétrico Q de Cochran foi aplicado para verificar a probabilidade dos
resultados serem 0s mesmos para cada iniciador e os resultados obtidos foram considerados
diferentes, portanto estatisticamente significativo para os iniciadores LP1 e LP2 em fragmentos de

tecido, com valor de p= 0, 0498 ao nivel o= 0,05 (Tabela 11).

Tabela 11: Resultados das PCR em fragmento de tecido conservado em Lise 2 de

pacientes com hanseniase para deteccdo de DNA do Mycobacterium

leprae.
PCR em fragmentos de tecido conservadas em Lise 2
Classificacéo LP1/LP2(129pb) R1/R2 (372pb) S13/S62 (531pb)
Operacional
POSITIVO  NEGATIVO ~ POSITIVO  NEGATIVO  POSITIVO ~ NEGATIVO
N % N % N % N % N % N %
PB (n=11) 02 10 09 45 00 00 11 55 01 05 10 50
MB (n=9) 03 15 06 30 01 05 08 40 02 10 oO07 35

Total (n=20) 05 25 15 75 01 05 19 9 03 15 17 85

Teste Exato de Fisher: a=0, 05 p (valor)=0, 6169.
Teste Q de Cochran: a= 0,05, p (valor)= 0, 0498

Observou-se na tabela 12 que o iniciador LP1 e LP2 que amplificam 129 pb foi o que
apresentou maior positividade na deteccdo do DNA do M. leprae em swabs pés-bidpsia conservados
em Lise 1, tanto para as formas paucibacilares quanto para as formas multibacilares. Para avaliar a
probabilidade dos resultados positivos pela PCR em cada iniciador, aplicou-se o teste néo
paramétrico Q de Cocrhan que considerou os resultados obtidos altamente significantes para os
iniciadores LP1 e LP2 em swab pos-biopsia em Lise 1 com valor de p=0, 0043, e em Lise 2 os

resultados ndo mostraram significAncia estatistica o valor de p= 0, 0970. (Tabela 12)



Tabela 12: Resultados das PCR em Swab pos-biépsia conservados em Lise 1

e Lise 2 de pacientes com hanseniase para deteccdo do DNA do
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M. leprae.
PCR de Swab p06s-biopsia
LP1/LP2 (129 pb) S13/S62 (531 pb) R1/R2 (372 pb)
co Lise 1l Lise 2 Lisel Lise 2 Lisel Lise 2
POS NEG POS NEG POS NEG POS NEG POS NEG POS NEG

PB 3 8 1 10 0 11 1 10 1 10 11

MB 5 4 2 7 0 9 1 8 2 7 0 9
Total 8 12 3 17 0 20 2 18 3 17 20

CO: Classificagéo operacional; POS: Positivo; NEG: Negativo
Teste Q de Cochran: a=0,05 p (valor) =0, 0043 (Lise 1); p (valor)=0, 0970 (Lise 2);

Avaliando a sensibilidade dos trés testes realizados para diagnéstico da hanseniase,

observou-se que a PCR com os iniciadores LP1 e LP2 que amplificam 129pb na detec¢cdo do DNA do

M. leprae apresentou menor positividade que a histopatologia no caso dos paucibacilares e na

baciloscopia no caso dos multibacilares (Tabela 13). Nos pacientes paucibacilares, onde a

baciloscopia do esfregago dérmico foi negativa a PCR foi positiva para 27,27%, com positividade

menor que a histopatologia (36,36%). Nas multibacilares a PCR foi positiva para 44,44% semelhante

aos resultados obtidos pela baciloscopia e diferente em 50% da histopatologia (Tabela 12). A

positividade da PCR quando comparada aos outros testes laboratoriais, através do teste de

Correlacédo Linear de Pearson, mostrou-se estatisticamente sem significancia com p (valor) = 0, 1220

(PCR x Baciloscopia) e p (valor) = 0, 5743 (PCR x histopatologia), ao nivel a= 0,05 (Tabela 14).

Tabela 13: Resultado da baciloscopia dos esfregacos dérmico, da biépsia de pele,
PCR 129pb em swab pés-bidpsia de lesdo de pacientes com hanseniase
para deteccéo do DNA do M. leprae de acordo com a

classificacéo operacional

Classificagdo Operacional

PB (n=11) MB (n=9)
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. Negativo . Positivo Nuegativo . Positivo

Testes N % N % N % N %
IB esfregaco 11 100 00 00 05 55,56 04 44,44
IB biopsia 07 63,63 04 36,37 07 77,78 02 22,22
PCR129pb 08 72,73 03 27.27 05 55.56 04 44,44

PB: paucibacilar, MB: Paucibacilar, IB: indice baciloscopico.

Tabela 14: Teste de diferenciacdo de proporcdes entre os resultados de  baciloscopia de lesédo de
pele, PCR 129pb em lise 1 e lise 2, segundo a classificacdo operacional de

pacientes com hanseniase.

% de positividade

Classificacéo PCR 129pb IBx129pb IBx129pb
operacional IB Lisel Lise?2 Lise 1 Lise 2
PB 0,0 27,27 9,09
MB 44,44 55,56 22,22 P=0, 1220 p=0, 5743
Positividade geral 20% 40% 15%
(4/20) (8/20) (3/20)

Teste de Correlacéo Linear de Pearson: o= 0,05
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6- DISCUSSAO

As diversas manifestacdes clinicas da hanseniase resultam da interacdo entre 0 homem e o
M. leprae que sé@o expressas pelos mecanismos fisioldgicos diversos e peculiaridades nos sinais e
sintomas, na contagiosidade, na evolugdo e no prognoéstico, resultando desde as primeiras
referéncias da doenga numerosas classificagcdes. Pela inexisténcia de diagnostico padrdo, as
diversas classificacdes baseiam-se nos exames clinico, histopatol6gicos e baciloscopico, porém com
a introducdo, pela OMS, da poliquimioterapia, surgiu a necessidade de alocar o paciente no correto
esqguema terapéutico, considerando a associagdo de drogas e duracgdo do tratamento, assim é que as
formas clinicas com indice baciloscopico igual a zero foram classificadas como paucibacilares e as
que apresentavam indice baciloscopico maior que zero como multibacilares. E quando h&
dificuldades do estabelecimento de diagnéstico laboratorial baciloscopico de qualidade, a
classificagdo do paciente com hanseniase se faz pelo nimero de lesbGes apresentadas, assim
pacientes com mais de 5 lesdes sdo considerados multibacilares e com menos de 5 lesfes,

paucibacilares (GALLO et al., 2003).

Os pacientes analisados, neste trabalho, fazem parte do grupo etario economicamente ativo,
dado relevante, pois como fontes de infeccdo podem estar disseminando a doenca entre seus

contatos profissionais (BUHRER-SEKULA et al., 2003).

Dos 20 pacientes estudados, 55% (11/20) possuem forma clinica classificadas no pélo
tuberculdide, com baciloscopia negativa, padréo tipico das regides endémicas (CABALIER & PEREZ,
2003). E 45% dos pacientes apresentaram forma clinica multibacilar com baciloscopia positiva para
20% (4/20) demonstrando a baixa sensibilidade deste teste laboratorial, que requer 10" organismos
por grama de material bioldgico. Esta baixa sensibilidade se acentua particularmente em pacientes
paucibacilares onde os BAAR séo raros ou ausentes nas amostras, além de ndo informar sobre a
viabilidade e efetividade destes organismos (ALMEIDA et al., 2004; PATROCINIO, et al., 2005), Se
neste estudo fosse considerado a baciloscopia como Unico critério para a alocacao dos pacientes,
segundo Andrade et al., 1996, teriam sido classificados 25% dos pacientes multibacilares como

paucibacilares, o que constituiria um erro no tratamento.



63

A histopatologia nédo é considerada padrao ouro no diagnéstico da hanseniase, porém ainda é
0 método convencional mais indicado para o estabelecimento do diagnéstico de hanseniase, pois
identifica a presenca de granulomas epitelidides tipico das formas clinicas incluidas no pélo
tuberculéide e granulomas macrofagicos proprio das formas do pélo virchoviano (TORRES et al.,

2003).

A histopatologia de tecido revelou resultados positivos em 30% (6/20) dos pacientes,
resultados similares aos encontrados pelo Narasimha et al. (2006), quando afirma que poucos sdo 0s
pacientes multibacilares que apresentam indices baciloscopicos elevados em bhiépsias de pele e de

nervos.

Varios estudos tém sido realizados com o uso da PCR para detectar o M. leprae, usando
diversos nucleotideos para a amplificagdo da sequéncia alvo. Neste estudo foram usados os
iniciadores R1 e R2 que amplificam um fragmento de 372pb de seqiiéncias repetitivas (WOODS &
COLE, 1989, 1990); LP1 e LP2, que amplificam fragmento de 129 pb. (DONOGHUE et al., 2001); e
S13 e S62 amplificam parte do gene codificador de antigeno rico em prolina “pra” do M. leprae, que
amplificam fragmento de 531 pb, desenhado por Hartskeerl e colaboradores em 1989 (De WIT et al.,

1993), com o propdsito de evidenciar o mais eficiente na deteccdo do DNA desta bactéria.

Observou-se que a detec¢do do DNA desta bactéria em swab pds-bidpsia conservadas em
Lise 1 usando os iniciadores LP1 e LP2, obteve-se sensibilidade total de 40%, detectando
positividade maior nos casos multibacilares (25%) que para os paucibacilares (15%), resultados
esperados, pois os multibacilares apresentam uma carga bacteriana maior que nos paucibacilares.
Os resultados encontrados apresentam menor sensibilidade do que os encontrados no estudo
realizados por Donoghue et al. (2001), que apresentaram alta sensibilidade, detectando até 3
microorganismos. Provavelmente, a sensibilidade, neste estudo, tenha sido menor devido uma
grande parte dos pacientes estarem por longo tempo usando a quimioterapia especifica ou em re-
tratamento, pois segundo Wichitwechkarn et al. (1995), a positividade da PCR diminui gradativamente

com o tratamento, isto é um sinal positivo, pois significa que a PCR pode calcular a reducéo
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bacteriana durante o curso do tratamento, como também pode servir para avaliagdo médica desde
que a PCR demonstre a viabilidade potencial da bactéria uma vez que a baciloscopia nem sempre
pode diferenciar entre um bacilo vivo e 0 morto. Pode também indicar, de acordo com o paciente, a
presenca de resisténcia as drogas, persisténcia ou recaida, quando o nimero de bacilos viaveis
aumenta outra vez apos o inicio do tratamento e diminui durante o tratamento (WICHITWECHKARN
et al., 1995). Comparando-se os resultados do raspado dérmico, onde 80% (16/20) dos pacientes
estudados apresentaram indice baciloscopico igual a zero, mas com positividade de 25% (5/16) pela
PCR, o que demonstrou claramente a maior sensibilidade desta sobre a baciloscopia, embora pelo
Teste de Correlacdo de Pearson ndo tenha tido significancia estatistica (p=0, 1220; r(Pearson) = 0,

3572), concordando com os estudos de De Wit et al., 1991.

A deteccdo do DNA desta bactéria, em swab pds-biopsia foi de 15% quando conservadas em
lise 1 e sem nenhum sucesso quando conservadas em lise 2, frente aos iniciadores R1/R2 (372pb);
enquanto que com os iniciadores S13/S62 os resultados das amostras de swab pos-biépsia em lise 1
ndo detectaram o DNA do M. lepra, e em lise 2 apenas 10% apresentaram amplificacdo. Resultados
diferentes da maioria dos estudos, como 0s encontrados no estudo desenvolvido por Wichitwechkarn
et al., (1995), que detectou o DNA em 87,1% dos pacientes multibacilares e 36,4% nos
paucibacilares, com os iniciadores S13/S62 além de que esta amplificacdo tem sido referida como

especifica para o M. leprae e tem sua deteccao limitada a presenca aproximada de 1 bactéria.

Comparando-se os resultados da histopatologia com os da PCR LP1/LP2 (129pb) observou-
se que houve sensibilidade total de 15% (3/20), deteccdo de DNA em 12,5% (2/16) das
histopatologias negativas com concordancia de 25% (1/4), demonstrando a menor sensibilidade da
PCR sobre a histopatologia, correlacdo sem significancia estatistica (p= 0, 5743; r (Pearson) = 0,
1336, contrariando os estudos de Yoon et al., (1993), onde 70% das biopsias negativas mostraram-se

positivas para PCR 372pb e entre 60 e 80% das baciloscopias positivas foram PCR positivos.

Comparando-se a PCR de LP1/LP2 (129 pb), PCR de R1/R2 (372 pb) e S13/ S62 (531 pb)
de swab pés-bidpsia tanto as conservadas em Lise 1 quanto em Lise 2 e os de fragmentos de tecido

conservados em lise 2, observou-se que ndo houve concordancia entre as técnicas, pois a PCR
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usando os iniciadores LP1/LP2 obteve melhores resultados que com os outros iniciadores.
Resultados que concordam com outros estudos como o de Kang et al. (2003), que fez comparacdes
de iniciadores com pares de base diferentes e que também relatou superioridade dos iniciadores com
menor nimero de bases, embora no estudo dele tenha sido realizadas compara¢cées com apenas
dois pares de iniciadores. Os resultados obtidos foram altamente significativos nas amostras de swab
pos-bidpsia conservadas em lise 1 (p= 0, 0043) e significativo para as amostras de fragmento de

tecido conservadas em lise 2 (p=0, 0498).

Os pacientes que tiveram resultados negativos nos trés métodos sdao na maioria do grupo
paucibacilar e a sensibilidade da PCR pode ter diminuido devido a exacerbada resposta celular, com
presenca de IFN y e TNF o em grandes quantidades in situ, ambos com sinergismo sobre a enzima
Oxido nitrico sintase induzivel nos macréfagos que levariam a ativagdo da via do 6xido nitrico com
destruicdo bacilar, em conseqiiéncia a degradacdo do DNA (GOULART et al, 2002). Isto
provavelmente justifique a baixa deteccdo do DNA do M. leprae, pois as citocinas expressadas

degradam o DNA.

A solugéo tampéo de lise 2 tem sido utilizada com sucesso na PCR realizada em amostras de
tecido de lesdo leishmaniética (DE BRUIJIN et al., 1992; SMYTH et al., 1992), entretanto, neste
estudo, a PCR realizada em amostras de lesdo hansénica conservadas em tampdo de Lise 2
apresentou baixa positividade, possivelmente isto se deva a interferéncia de algum componente
utilizado na solucdo. No entanto, ha necessidade de novos testes para maiores esclarecimentos. A
intencdo em utilizar esta solugdo foi visando obter algo Util para transportar material de campo,

especialmente quando este pode ser mantido em temperatura ambiente.

A PCR realizada com os iniciadores R1/R2, ndo detectou o DNA do M. leprae em maior
numero de amostras. A positividade sé ocorreu nos pacientes do pélo virchoviano e em apenas um
paucibacilar com apenas dois meses de tratamento. Como estes iniciadores amplificam um fragmento

de 372pb, talvez seja necessério que os bacilos ainda estejam intactos ou pouco degradados.

Os marcadores S13/S62 que amplificam fragmentos de 531bp, apresentou positividade em
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pacientes com mais de seis meses de tratamento. ApOs avaliacdo, detectou-se que estes iniciadores
apresentavam amplificagGes inespecificas para M. leprae. Apesar de Woods e Cole (1989 e 1990),

referirem como bom marcador, ndo obtivemos a mesma concluséao.

7- CONCLUSAO

e O Lpl/Lp2 que amplifica 129 pb foi o iniciador que apresentou maior sensibilidade, tanto nas
amostras de swab pés-biopsia conservadas em lise 1 quanto nas de fragmentos de tecido

quando conservadas em solugdo tampdao de Lise 2.

e Neste estudo, a PCR apresentou maior positividade para os multibacilares e baixa

sensibilidade para as formas paucibacilares.

e Os resultados deste estudo evidenciaram que as amostras conservadas em tampdo de Lise 1
promoveu melhores resultados para PCR que as amostras conservadas em tampao de Lise

2.

e As amostras de swab pds-bidpsia conservadas em Lise 1 apresentaram maior positividade

que as amostras de fragmentos de pele e swab pos-bidpsia conservadas em Lise 2.

e A solugdo de lise 2 usada na conservacdo das diversas amostras clinicas estudadas néo

expressou funcionalidade significativa.

e Entre os trés protocolos de extracdo utilizados neste estudo, os melhores resultados foram
apresentados quando realizada a extracdo pelo método modificado de fenol: cloroférmio:
alcool isoamilico (25:24:1), em tampdo de Lise 1.

e A PCR apresentou maior positividade (25%) que a baciloscopia (20%), entretanto a

histopatologia (30%) apresentou melhores resultados que a baciloscopia e a PCR



67

Pela necessidade de padronizacdo das técnicas, de técnicos bem treinados e de
equipamentos sofisticados, a PCR, provavelmente néo substituira em curto prazo os métodos
convencionais de exame clinico, baciloscopico e histopatologico, mas pode ser usada como
ferramenta complementar para o diagnéstico de casos inconclusivos pelos métodos
convencionais da rotina laboratorial, além de também poder ser usada para estudos

epidemiolégicos para determinar a distribuicdo do M. leprae em diferentes populagoes.
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&
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL

MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL
AREA DE PATOLOGIA TROPICAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Baseado na Resolucdo No. 196 de 10/10/1996 do Conselho Nacional de Salde)

Detecgdo do DNA do M. leprae pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em lesdes de pele e
swab pds-biopsia de pacientes portadores das diversas formas clinicas da hanseniase.

A hanseniase é uma doenca infecciosa e contagiosa causada por uma bactéria chamada M.
leprae. Esta doenca é transmitida de homem para homem principalmente pelas vias respiratorias e se
caracteriza pelo aparecimento de manchas claras ou avermelhadas na pele e que pode causar
deformacdes, que muitas vezes deixam o homem sem condigdes de trabalhar.

Esta pesquisa possui como principal objetivo estudar uma forma de identificagdo mais rapida, sensivel
e eficiente desta bactéria, por isso € muito importante a sua participacdo neste estudo, pois terad
contribuido para a adogéo de futuras medidas de controle e eliminag&o deste mal.

Esclarecemos que para efetivar sua participagdo, basta que permita a coleta de material das
manchas de pele que ser realizado com bisturi e cotonete por profissional treinado, reduzindo os riscos
decorrentes da coleta de material bioldgico, responda algumas perguntas e autorize o registro das
imagens das lesfes e da coleta, além do uso destas informagdes em futuras publicages. Todo material
utilizado na coleta estard devidamente esterilizado e serd descartado de acordo com as normas de
biosseguranga.

Sua identidade e todas as informagGes fornecidas serdo mantidas em sigilo e vocé terd a
liberdade de deixar de participar a qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo, coagdo ou
represalia. E ndo haverd, pela sua participagdo, nenhum gasto financeiro com qualquer dos
procedimentos realizados e 0s riscos serdo minimos.

Os beneficios desta pesquisa serdo de contribuir para que tenha um diagndéstico mais precoce,
preciso e especifico e que podera ser futuramente estendidos a outros pacientes.

Caso concorde em participar deste estudo, assine a declaragdo abaixo.

Eu, declaro que li as informacbes acima e assim
tomei conhecimento dos objetivos deste estudo e compreendi seus beneficios pelo que concordo
plenamente em participar do mesmo, autorizando a coleta das informacfes necessarias, do material
bioldgico (corte de pele e swab p6s-bidpsia) e do registro das imagens da lesdo e da coleta, por minha
livre vontade. Todo o material coletado serd usado apenas para realizacdo desta pesquisa que ndo podera
ter fins lucrativos.

Belém, / /2006.

Assinatura do sujeito da pesquisa ou do responsavel polegar direito
polegar direito

Maria das Gragas Carvalho Almeida
Tv. Enéas Pinheiro, 427 — Pedreira - CEP. 66090-240
Fone: (091) 3241-5799 ou 9112-9873

Edna Aoba Yassui Ishikawa (Orientadora do Projeto)
Endereco: Av. Generalissimo Deodoro, 92.

CEP: 66.055-240 Belém-Para

Tel/Fax: (091) 241-0032
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