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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infecciosa crénica, que acomete
primariamente pele e nervos periféricos, e suas principais manifestagdes
clinicas sao lesdes com alteragdes de pigmentacao e sensibilidade. Seu agente
etiologico € o Mycobacterium leprae, um bacilo intracelular obrigatorio, alcool
acido resistente em forma de bastao reto ou ligeiramente curvo. A transmisséo
ocorre através das vias aéreas superiores, e o padrdo imunolégico do
hospedeiro varia desde uma elevada resposta imune mediada por células,
conhecida como resposta do tipo Th1, a uma alta susceptibilidade a infec¢ao
com elevada resposta imune humoral, resposta do tipo Th2. Este estudo teve
como objetivo, examinar clinicamente e correlacionar informagdes soécio-
epidemiologicas com os niveis de anticorpos IgM anti-PGL-1 no plasma, e a
detecgcdo por biologia molecular do M. leprae em swab nasal de casos e
comunicantes de hanseniase notificados entre 2004 e 2008, além de escolares
da rede publica de ensino do municipio de Oriximina-Para. Os resultados
demonstram que: 1) os pacientes de hanseniase possuem condigdes precarias
de habitacdo e alimentagdo, com quase 50% de privagdo alimentar; 2)
aproximadamente 45% da populacédo clinicamente saudavel apresenta IgM
anti-PGL-1 positivo, independente da idade, periodo de convivéncia com
casos-indices ou presenga ou auséncia da cicatriz de BCG e; 3) o DNA do M.
leprae é encontrado em 15 a 30% de comunicantes e casos, € em apenas
1,6% dos estudantes, ndo apresentando correlagdo com ELISA IgM anti-PGL-
1, com a forma clinica da doenca ou com o tempo de evolucdo da hanseniase
em individuos tratados com PQT nos 5 anos antes da coleta dos dados. Desta
forma, a positividade do ELISA IgM anti-PGL-1 parece indicar a magnitude da
exposicao de uma populagdo ao M. leprae, podendo contribuir para estudos
epidemiologicos e na definicdo de grupos populacionais prioritarios para a
realizacdo de busca ativa de casos de hanseniase em uma determinada

comunidade.

Palavras-chave: Hanseniase, Mycobacterium leprae, PGL-1, Detecgao

Molecular.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease that primarily affects skin and peripheral
nerves and its clinical signs are lesions with abnormal pigmentation and
sensitivity. Its etiologic agent is Mycobacterium leprae, an obligate intracellular
bacillus, acid fast rod-shaped straight or slightly curved. The transmission
occurs through the upper airway, and the default host immune ranges from a
high cell-mediated immune response, known as Th1 response, a high
susceptibility to infection with high humoral immune response, Th2 response.
This study aimed to examine clinical and socio-epidemiological information to
correlate with levels of IgM anti-PGL-1 in plasma, and molecular detection of M.
leprae in nasal swabs from cases and contacts of leprosy between 2004 and
2008, and schoolchildren from public schools in the city of Oriximina Para. The
results show that: 1) leprosy patients have poor housing and food, with almost
50% of food deprivation, 2) approximately 45% of clinically healthy presents IgM
anti-PGL-1 positive, regardless of age, period of living with index cases or the
presence or absence of a BCG scar and 3) the DNA of M. leprae is found in 15-
30% of cases and contacts, and only 1.6% of students did not show correlation
with ELISA IgM anti-PGL-1, with the clinical form of the disease or the duration
of the leprosy patients treated with MDT in the 5 years before data collection.
Thus, the positivity of ELISA IgM anti-PGL-1 seems to indicate the magnitude of
the exposure of a population to M. leprae, which may contribute to
epidemiological studies and the definition of priority population groups to

conduct active case finding of leprosy in a given community.

Key-words: Leprosy, Mycobacterium leprae, PGL-1, Molecular Detection.
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1. INTRODUGAO
1.1.HANSENIASE

A hanseniase’ (lepra ou doencga de Hansen) é uma doenga infecciosa
cronica, dermatoneurologica, causada pelo Mycobacterium leprae, que
apresenta um amplo espectro de manifestacdes clinicas variando de acordo
com a resposta imune do hospedeiro a infeccdo, acometendo primariamente

pele e nervos periféricos.

Manifestacbes sistémicas e lesdes neuro-musculares permanentes
podem surgir com o decorrer da doenga. Dentre os principais achados clinicos,
estdo lesdes na pele, tais como maculas hipopigmentadas com alteragdes de
sensibilidade, papulas ou nédulos caracteristicos da doenca, espessamento
neural acompanhado ou ndo de alteragdes de sensibilidade e/ou de forca
muscular. A baciloscopia do raspado dérmico, corada pelo método de Ziehl-
Neelsen, pode ser positiva ou negativa (FOSS, 1999; BRAKEL, 2007).

A doenca de Hansen é uma doenca complexa e esta relacionada ao
saneamento basico e nutricdo, além dos fatores genéticos dos hospedeiros
intrinsecamente relacionados, sendo endémica em paises emergentes
(ARAUJO, 2003).

A hanseniase € uma doenga muito antiga, com registros deixados ha
varios séculos. Entretanto, ndo se sabe quando e onde se desenvolveu ou foi
primeiramente descrita. Escritos antigos da india, China e Oriente Médio
sugerem que a doencga esta presente nessas regides por séculos. No tratado
meédico indiano Sushruta Samhita, datado de 600 a.C., encontrado pelo
hansenologista indiano Dharmendra em 1967, estao descritos com detalhes os
sinais clinicos da doenca, além do tratamento que era adotado para as
pessoas acometidas (TRAUTMAN, 1984; PANDYA et al, 2003).

Os Hebreus denominaram na biblia a doenga como tsaraath, um termo
com significado religioso, implicando em estigma e puni¢cdo de Deus. Por isso,

as pessoas com hanseniase eram vistas como impuras e pecadoras, razao

1 , . . . L e
O termo “hanseniase” sé passou a ser usado no Brasil a partir de 1991, por determina¢do do ministério
da saude, devido o fator estigmatizante, preconceituoso e excludente das palavras “lepra” e “leproso”.



pela qual eram excluidas da sociedade e mantidas isoladas das vilas, vilarejos
e cidades. Os gregos denominavam a lepra como elefantiase grecorum2 por
causa das deformidades que a doenca causava, e o termo relacionado com
lepra (hanseniase) s6 era usado quando a doenga apresentava alteragcbes na
pele (TRAUTMAN, 1984).

No Brasil, por décadas as pessoas com a hanseniase eram enviadas
para aos abrigos ou coldnias de leprosos, afastadas das cidades e isoladas da
populacao e familiares. A regido metropolitana de Belém tem registros de trés
colénias destas, uma no Tucunduba que foi desativado na década de 1980,
uma em Marituba, onde hoje funciona como abrigo para as pessoas que
ficaram com sérias debilitacbes fisicas, e por ultimo, a colénia do Prata, que
fica no municipio de Tomeé-Agu (BRASIL - MS, 2006).

Na década de 1980 a doenca de Hansen passou a ter tratamento mais
eficaz e fornecido pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e 6rgéos de
saude dos paises envolvidos no combate a doenca, que passou a ser instituido

com a pretensao de eliminar a doenga no mundo (WHO, 2000).
1.2. EPIDEMIOLOGIA

O programa de eliminagdo da hanseniase proposto pela OMS para o
quinquénio 2006 — 2010, baseado na detecgao de novos casos e fornecimento
de tratamento gratis com poliquimioterapia (PQT), obteve redugdo na

prevaléncia da doenca em muitos paises endémicos.

O Nepal foi o unico pais, em 2009, que atingiu a meta de eliminar a
hanseniase como problema de saude publica, apresentando taxa de
prevaléncia menor que 1/10.000 habitantes. Para os préximos cinco anos
(2011 — 2015) a OMS e seus parceiros desenvolveram estratégias baseadas
em cuidados de alta qualidade aos pacientes, reduzindo os problemas
causados pela doengca nao somente pela deteccdo de novos casos

precocemente, mas pela redu¢ao das incapacidades, estigma e discriminagao,

A elefantiase, como é conhecida atualmente uma doenga parasitaria filariode, era denominada de
elefantiase arabica.



fornecendo auxilio para a reabilitacdo social e econdbmica aos hansenianos
(WHO, 2010).

Prevaléncia mundial da hanseniase, 2009
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F|gura 1: Prevaléncia mundial da hanseniase no mundo no ano de
2009 por 10.000 habitantes.
Fonte: adaptado de WHO, 20009.

Em 2009 a OMS registrou 244.796 (18,71/100.000 habitantes) novos

casos detectados no mundo, uma reducao de 20.865 casos comparando com o

{;

ano de 2006. A prevaléncia no primeiro quadrimestre de 2010 era de 1,77
casos por 10.000 habitantes, ou seja, 211.903 casos no mundo. A india foi o
pais com maior numero absoluto de casos novos, 133.717, seguida do Brasil
com 37.610 e Indonésia com 17.610 (WHO, 2010).

O Brasil conseguiu uma redugéo de 6.826 casos, comparando o ano de
2009 com 2006, que apresentava prevaléncia de 44.436 casos, mas foi o pais
com a maior taxa de deteccdo e prevaléncia de hanseniase em todo o mundo
no ano de 2009 (Figura 1 e Figura 2) (WHO, 2010).
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Figura 2: Deteccdo de novos casos de hanseniase no mundo em 2009,
por 100.000 habitantes.
Fonte: adaptado de WHO, 20009.

No continente americano, ainda em 2009, o Brasil registrou 93%
(37.610) dos casos novos, 88% (38.179) da prevaléncia, 91% (21.414) dos
casos novos multibacilares, 94% (16.865) dos casos novos do género feminino,
96% (2.669) dos casos novos em menores de 15 anos, 92% (2.436) dos casos
novos com grau de incapacidade 2 e 92,6% (1483) dos casos de recidiva
(WHO, 2010).

Em 2009 o Brasil apresentou um coeficiente de deteccdo de casos
novos de 19,64 por 100 mil habitantes, nesse mesmo ano o Para foi o estado
com maior numero absoluto de casos novos da regido norte do Brasil, com o
terceiro (55,7 por 100 mil habitantes) maior coeficiente de detecgao da regiao
norte € o quinto entre os estados brasileiros (SINAN/SVS-MS, 2010; BRASIL-
MS, 2011).
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Figura 3: Dez clusters de detecgéo de casos de hanseniase no Brasil.
Fonte: BRASIL. Ministério da Saude. Vigildncia em Saude: situagcao
epidemiolégica da hanseniase no Brasil. SVS/DVE/PNCH. Brasilia, 2008

Estudos de tratamento de dados de notificagdo de hanseniase no SINAN
permitiram a criacdo de um mapa do Brasil apresentando dez clusters de
detecgdo de casos de hanseniase (Figura 3), a partir de grupos de cidades
com os maiores coeficientes de detecgao de casos novos no periodo de 2005 a
2007. Esses clusters mostram as regides com maior risco da doenga,
possibilitando o direcionamento mais eficiente das politicas de controle e
eliminagcdo da hanseniase. No estado do Para ha dois clusters. O cluster 1,
onde esta inserida a regido metropolitana de Belém, e perpassa pelo estado do
Maranhdo e o cluster 7, que insere municipios do Baixo Amazonas, como
Oriximina, e parte dos estados do Amazonas e Amapa (BRASIL — MS, 2008).

1.3. TRANSMISSAO E INFECGAO

O homem é considerado a unica fonte de transmissdo da hanseniase,
embora infecgdes naturais por M. leprae terem sido relatadas em animais
silvestres, como o chimpanzé (Pan troglodytes), o macaco mangabei

(Cercocebus torquatus atys) e o tatu (Dasypus novemcintus) (FOSS, 1999).

O contato com o agente etiolégico ocorre principalmente através das
vias aéreas superiores, apesar de outras formas de contagio terem sido
relatadas, como lesbes da pele e mucosas. Apesar de o M. leprae nao infectar

a pele integra, a pele erodida, eventualmente, pode ser a porta de entrada da



infeccado. Secregdes organicas como o leite materno, esperma, suor e secregcao
vaginal podem eliminar bacilos, entretanto, n&o possuem importancia

epidemioldgica do ponto de vista do contagio (ARAUJO, 2003).

A infecgao subclinica ocorre em uma grande proporgdo de pessoas que
residem em areas endémicas, a maioria dos infectados sao imunocompetentes,

e impedem a progressao da doenga (GOULART et al., 2002).

O periodo de incubacao da hanseniase dura em média de dois a cinco
anos, e os doentes baciliferos possuem grande importdncia na cadeia de

transmissao da doenca, pela possibilidade de eliminar os bacilos ao ambiente.

A disseminacdo e a manutencdo de focos de infecgcdo tém sido
associadas as condi¢des socio-econdmicas desfavoraveis, assim como fatores
higiénico-sanitarios e biolégicos inaceitaveis a vida humana moderna. O
domicilio € apontado como importante espaco de transmissdo da hanseniase,
embora ainda existam lacunas de conhecimento quanto aos fatores de riscos
implicados, especialmente com o alto poder incapacitante da hanseniase e
relacionados ao poder imunogénico do M. leprae (GOULART et al., 2002;
DEANNA et al., 2004; MAGALHAES & ROJAS, 2007).

1.4.0 AGENTE ETIOLOGICO

O M. leprae pertence a ordem Actinomycetales, subordem
Corynebacterineae, familia Mycobacteriaceae, género Mycobacterium, foi
descrito pelo noruegués Gerhard Henrik Armaeur Hansen em 1873 como
agente etiolégico da hanseniase, e por isso também é conhecido como bacilo
de Hansen, sendo o primeiro microrganismo classificado como causador de
doenca em seres humanos. A descoberta de um agente infeccioso descartou a
teoria hereditaria da hanseniase (JOPLING & HARMAN, 1986; MEIMA et al.,
2002; REES, 1985).

O M. leprae é um bacilo intracelular obrigatério que nao forma esporo, é
microaerofilo e alcool acido resistente (BAAR) (Figura 4). Apresentando-se na
forma de bastado reto ou ligeiramente curvo, com 1,5 a 8 ym de comprimento
por 0,2 a 0,5 ym de largura, com um nucleoplasma espiralado envolto em uma

membrana plasmatica densa. Nos esfregagos de pele, linfa e cortes



histopatolégicos, podem ser vistos isolados, em agrupamentos variados ou
arranjados em estruturas denominadas globias, resultado da unido das células
através da gléia. Possui alta infectividade, baixa patogenicidade e alta
viruléncia, sendo esta ultima representada pelo seu potencial incapacitante,
responsavel pelas deformidades e pelo estigma das pessoas frente a doenga
(Goulart et al., 2002; MURRAY et al., 2004; Rees, 1985).

Figura 4: Mycobacterium leprae isolado de pele de paciente
multibacilar e corado pelo método de Ziehl-Neelsen, 1000x.
Fonte: LDI

Os Macréfagos e as células de Schwann sao as principais células
infectadas pelo M. leprae, nas quais o bacilo é capaz de evadir da resposta
imunolégica do hospedeiro e encontrar um micro-ambiente favoravel a sua
multiplicacdo (RAMBUKKANA, 2000; RAMBUKKANA et al, 2002).

O M. leprae possui potencial de invadir as fibras do sistema nervoso
periférico sensitivo, motor e autébnomo, ocorrendo de forma isolada ou
simultdnea, como por exemplo, em lesdes na pele onde ocorre a invasao tanto
de fibras sensitivas como de fibras autbnomas resultando em diminuigdes ou
perdas da sensibilidade cutanea e sudorese (LEVINSON; JAWETZ, 2005). Em
lesdes das fibras motoras, a resposta muscular ao estimulo eferente do
sistema nervoso pode ser diminuida ou abolida, resultando em paralisias e
atrofias musculares (TALHARI et al, 2006).
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Figura 5: Representacdo esquematica das moléculas que compdem a
parede celular do M. leprae.
Fonte: VISSA & BRENNAN, 2001.

A parede celular do M. leprae (Figura 5) contém peptideoglicanos,
compostos por cadeias alternadas de N-acetilglicosamina e N-glicoliimuramato
ligados por pontes peptidicas, que séo ligados a camada de galactano pelo
arabinogalactano. Cadeias de arabinanas sao ligadas ao galactano e juntos
com os peptideoglicanos formam uma zona elétron-densa (SCOLLARD et al,
2006).

A zona elétron-transparente da parede celular do M. leprae é composta
por acido micdlico ligado a porgédo terminal da cadeia de arabinana, arranjos
intercalando os acidos micolicos com os monomicolatos de trealose e acidos
micoserosdicos com dimicoserosatos ftiocerol, assim como glicolipideos
fendlicos (PGLs). O PGL-1 (Figura 6) € o lipideo dominante da parede celular
que confere especificidade imunoldgica ao M. leprae (GUENIN-MACE et al, 2009;
SCOLLARD et al, 2006; VISSA & BRENNAN, 2001).
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Figura 6: Representacao espacial da molécula de glicolipideo fendlico 1
(phenolic glycolipid — PGL-1).
Fonte: GUENIN-MACE et al, 2009.

A aplicagdo da genética molecular para estudo da hanseniase trouxe
grandes contribuicbes para o entendimento da doencga, particularmente no
sequenciamento completo do genoma do M. leprae em 2001, a cepa TN, e em
2009 a cepa Br4923 (COLE et al, 2001; MONOT et al, 2009). O M. leprae
apresenta diminuigdo no tamanho do genoma de cerca de 1 Mb, ou seja, 25%
do genoma quando comparado ao M. tuberculosis, o que levou o
microrganismo a perda da funcionalidade de vias do metabolismo central e
intermediario, com o acumulo de 1.133 pseudogenes e 1.604 regides
codificadoras. Como resultado, o M. leprae se tornou um organismo intracelular
obrigatério (COLE et al, 2001; MAIDEN, 2009).

As andlises de comparagdo gendmica, permitiram a identificacdo e a
genotipagem de cepas de M. leprae, obtidas em varias regides do mundo.
Informacgdes de padrdes de repeticdes de sequéncias curtas (VNTRs — Variable
Number Tandem Repeats) ou de polimorfismo de base unica (SNPs — Single-
Nucleotide Polymorphisms) foram usadas para a classificagdo filogeografica
das diferentes cepas de M. leprae. Nesse sentido, foram identificados quatro
(4) tipos de SNPs e 16 subtipos, sendo que o tipo 1 ocorre predominantemente
na Asia, algumas regides do pacifico e leste da Africa, o tipo 2 é o mais raro e
estd presente na Etiépia, Malawi, Nepal/Norte da india e Egito, o tipo 3 é
encontrado na Europa, norte da Africa e Américas e o tipo 4 no oeste da Africa

e na regiao do Caribe. Esse estudo permitiu duas possibilidades para o cenario
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evolutivo do M. leprae, o primeiro é o tipo 2 do leste africano/Asia central, ter
precedido o tipo 1, que migrou para o leste, e o tipo 3 que se disseminou para o
oeste dando origem ao tipo 4 (Figura 7). A segunda hipotese € o tipo 1 ter sido

o progenitor do tipo 2, que deu origem ao tipo 3 e 4 (MONOT, 2005).
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Figura 7: Disseminacdo da Hanseniase no Mundo. Os circulos
representam os paises de origem das amostras examinadas e suas
distribuicdes entre os quatro tipos de SNPs. A cor amarela representa o
tipo 1, laranja tipo 2, lilas tipo 3 e verde tipo 4, a cabega de seta indica o
sentido da distribuicdo das cepas.

Fonte: MONOT, 2005.

1.5.MODELOS EXPERIMENTAIS PARA ESTUDO DA HANSENIASE

Os estudos experimentais em hanseniase podem ser divididos em duas
principais fases, a primeira segue um periodo que vai de 1874 a 1960,
chamados de “anos escuros”, e a segunda se segue apos 1960. O primeiro
periodo é caracterizado pelo uso de linhagens de células para a manutencgéao in
vitro de cepas de M. leprae. Esse método fornecia poucas informacgdes sobre o
metabolismo e multiplicacdo do bacilo de Hansen, devido o decaimento da

viabilidade da propria célula hospedeira.
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A segunda fase aparece com os estudos de Shepard em 1959, que
desenvolve um modelo in vivo para a manutencao de cepas de M. leprae em
patas de camundongos, principalmente camundongos atimicos, provando que
o tempo de multiplicagdo da micobactéria era longo, por volta de 14 dias. Essa
nova fase revolucionaria as pesquisas em hanseniase, pois o Bacilo de Hansen
nao podia ser cultivado em meios artificiais e esse era um método inovador de
se estudar a doenga, como por exemplo para pesquisar um esquema mais
eficaz de quimioterapia e viabilidade do bacilo, fortalecendo a desmistificacao
do emblema de incuravel para a lepra (SCOLLARD et al, 2006; SHEPARD,
1960).

Em 1968, experimentos de Kirch-Heimer e Storrs demonstraram que o
tatu (Dasypus novemcintus), que possui uma temperatura corporal entre 30 a
35°C, era suscetivel a infec¢ao pelo M. leprae, promovendo uma disseminagao
sistémica, o que o tornou uma boa alternativa para o cultivo in vivo do bacilo.
Esse modelo experimental permite a obtengédo de grande quantidade de bacilos
( SCOLLARD et al, 2006).

Modelos murinos de infecgdes intracelulares sao utilizados para analise
da resposta imune pela producao de citocinas, que demonstrou a presenca de
duas sub-populagdes de células T CD4", envolvidas nas respostas imunes
celular e humoral, denominadas de Th1 e Th2. A sub-populagcdo Th1 produz
citocinas como interferon (IFN)-y, interleucina (IL)-2 e IL-12, que s&o
responsaveis pela manutencdo da resposta imune celular. No entanto, no
padrao Th2 as principais citocinas detectadas sdo IL-4 e IL-10, que sao
imunossupressoras da atividade macrofagica, produzindo bloqueio na
estimulacdo de macréfagos, o que caracteriza como um mecanismo de escape
do patégeno, com predominio da resposta imune humoral (FOSS, 1997). Esse
paradigma Th1 e Th2 é estendido para o entendimento das formas clinicas da
hanseniase (GOULART et al, 2002).
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1.6.CLASSIFICAGAO E TRATAMENTO

As principais caracteristicas clinicas da hanseniase sao lesdes cutaneas
maculares, hipocrdmicas ou eritrematosas, associadas ou ndo a infiltragdes,
papulas ou nodulos, sempre com areas apresentando alteracbes de
sensibilidade, ou ainda espessamento de nervos periféricos com dor

espontanea ou a palpagédo (GOULART et al., 2002).

Em 1966, Ridley & Jopling propuseram uma classificagdo para a
hanseniase baseada na resposta imune celular e no indice baciloscépico,
segundo a qual, existem dois principais pélos da doenga, a hanseniase
Tuberculéide (TT), em que o paciente apresenta maior resposta imune celular e
menor indice baciloscépico e o pdlo da hanseniase Lepromatosa (LL), em que
a resposta imune predominante é do tipo humoral com proliferacao

disseminada do bacilo.

Ha ainda as formas instaveis da doenca como a hanseniase Borderline-
Tuberculoide (BT), Borderline-Borderline (BB) e Borderline-Lepromatosa (BL).
Esta classificagcdo leva em consideragdo ndo somente a condi¢ao clinica do
paciente, como também a imunopatologia da doengca (GOULART, 2002;
OCHOA et al, 1996). Ainda na década de 1970, foi introduzido o teste de
Mitsuda® para auxiliar no diagndstico e orientagdo quimioterapica (SCOLLARD
et al, 2006).

A classificagdo de Ridley & Jopling considera ndo apenas aspectos
clinicos como também resposta imune do hospedeiro, onde os individuos que
sao acometidos pela forma TT sao menos susceptiveis a doenca e apresentam
resposta imune celular mais evidente, com predominio da resposta tipo Th1,
caracterizada pela producéao de citocinas pré-inflamatérias como IL-2, IFN-y e 0
fator de necrose tumoral (TNF)-a (GOULART et al., 2002).

Pacientes na forma LL da hanseniase possuem maior susceptibilidade a
infeccdo, com disseminagao da doenga para orgaos internos. A resposta imune

3 0 teste de Mitsuda é um teste de reagdo intradérmica tardia, com a aplicagdo de M. leprae
biologicamente invidveis na regido medial do antebrago e avaliada apds 21 a 28 dias, a partir da
mensuragao do diametro da lesdo causada pela reagdo de resposta do individuo, com valor prognéstico
e na classificagdo.
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predominante é do tipo Th2, com producgao de citocinas anti-inflamatérias como
IL-10, IL-4 e IL-13, favorecendo a resposta humoral com grande producéo de
anticorpos. No entanto, como o M. lepraec € um patdégeno intracelular
obrigatério, esse tipo de resposta € pouco efetiva no combate a infecgdo. Com
a instituicdo da PQT e destruicdo do patégeno nos tecidos, a resposta imune
celular comecga a ser evidenciada, podendo se elevar a tal ponto que promova
as reagoes hansénicas (GOULART et al., 2002).

Com o objetivo de facilitar o diagnéstico da doenga e o direcionamento
do esquema terapéutico, a OMS estabeleceu uma classificacdo operacional na
década de 1990, segundo a qual a hanseniase pode ser diferenciada em
paucibacilar (PB) ou multibacilar (MB), dependendo do numero de lesdes, do
acometimento neural e da baciloscopia (WHO, 2008).

O tratamento para a hanseniase, quando corretamente aplicado, garante
a cura e pode ser realizado ambulatoriamente nas unidades basicas de saude.
A poliquimioterapia (PQT) é o tratamento padréao preconizado pela OMS para a
eliminagdo da doenca, constituida pela combinagcdo dos medicamentos:
rifampicina, dapsona e clofazimina (BEERS et al., 1996; MS — BRASIL, 2010).

A administracdo da PQT preconizada pelo Ministério da Saude do Brasil
obedece a classificagdo operacional da hanseniase em PB ou MB, a
associagao das drogas foi instituida com o fim de evitar o surgimento de casos
de resisténcia. Os pacientes PB realizam o tratamento com seis blisters
contendo rifampicina e dapsona, divididas em doses mensais supervisionadas
e diarias auto administradas. Os pacientes classificados com hanseniase na
forma multibacilar recebem tratamento com doze blisters, com a combinagao
de rifampicina, clofazimina e dapsona, também divididas em doses mensais
supervisionadas e diarias auto administradas (FOSS, 1999; MS — BRASIL,
2010).

Episédios agudos reacionais, denominados de reacdes hansénicas,
frequentemente aparecem no curso da doencga, durante ou apos o tratamento.
Os episddios reacionais afetam principalmente pele e nervos, acompanhados
de neurites, 0 que pode resultar em incapacidade fisica, muitas vezes

irreversivel. A neuropatia, desencadeada pela infeccdo do M. leprae nas
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células de Schwann das fibras do sistema nervoso periférico, pode ser
acompanhada de dor, devido o processo inflamatorio (RAMBUKKANA, 2000;
GOULART et al., 2002; ).

As reagdes hansénicas podem ser classificadas em tipo 1 (ou Reagao
Reversa) e tipo 2 (ou Eritema Nodoso Hansénico — ENH). A reacgéao tipo 1 é
caracterizada por apresentar episédios de hipersensibilidade tipo 1, ocorre
frequentemente em pacientes paucibacilares e na forma dimorfa, esta
associada ao aumento da resposta imune celular, com o clearance dos bacilos
e ao direcionamento do espectro ao polo tuberculdide. Na reacdo do tipo 2
ocorre um processo inflamatorio sistémico com wuma reacdo de
hipersensibilidade tipo 3, resultante da deposicdo de imunocomplexos em
qualquer tecido contendo antigeno do M. leprae, devido ao grande aumento da
resposta imune humoral com producdo de anticorpos. Usualmente sé&o
pacientes com alta carga bacilar, nas formas DL e LL em tratamento ou nao
(GOULART et al., 2002; FOSS, 1999).

1.7.DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico precoce da hanseniase é de fundamental importancia
para o controle da doenca, principalmente, por seu potencial incapacitante.
Varios métodos tém sido desenvolvidos para auxiliar no diagnostico clinico da
hanseniase, como a baciloscopia, os testes sorolégicos e a detecgdo molecular
(MARTELLI et al., 2002).

1.7.1. BACILOSCOPIA

A baciloscopia possui importancia no diagndstico, classificagdo e
monitoramento da hanseniase. Deve ser realizada em todos os pacientes com
suspeita clinica de hanseniase. E realizado um esfregaco em |amina a partir de
um raspado intradérmico de quatro sitios diferentes, com preferéncia para uma
lesdo ativa ou area com alteracdo de sensibilidade, além dos dois |6bulos
auriculares e do cotovelo contralateral a lesdo. No entanto, na auséncia de
lesdo o material € colhido dos dois I6bulos auriculares e ambos os cotovelos.

As laminas sao, entdo, coradas pelo método de Ziehl-Neelsen, no qual os
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bacilos permanecem na cor roseo-avermelhada, da fuccina, devido sua
propriedade alcool acido resistente (MS —BRASIL, 2006).

O indice baciléscopio (IB), é representado pela escala logaritmica de
cada esfregago examinado, representado pela média dos indices dos
esfregacos. Deve-se examinar em microscopia Optica cem campos para
calcular o IB relacionado abaixo, de acordo com a escala de Ridley e Jopling
(BATISTA et al, 2006).

IB = 0: nenhum bacilo em 100 campos examinados.

IB = 1+: um a dez bacilos em 100 campos examinados.
IB = 2+: um a dez bacilos em 10 campos examinados.
IB = 3+: um a dez bacilos por campo examinado.

IB = 4+: onze a cem bacilos por campo examinado.

IB = 5+: cem a mil bacilos por campo examinado.

IB = 6+: acima de mil bacilos por campo examinado.

A observacdo microscopica da morfologia do bacilo, levando em
consideragao a integridade da parede de bacilos isolados, é quantificada em
porcentagem de acordo com o numero de bacilos observados para cada
esfregaco, gerando o indicador indice morfolégico (IM), com grande
contribuicdo no progndstico da hanseniase (BATISTA et al, 2006).

As formas multibacilares (MB) apresentam baciloscopia positiva e as
formas paucibacilares (PB) sdo negativas. O resultado do IB esta sujeito
revisdo pelos centros de referéncias ou laboratorios centrais (BATISTA et al.,
2006).

1.7.2. SOROLOGIA

O isolamento do PGL-1 natural e o desenvolvimento de moléculas
sintéticas com epitopos do PGL-1, aliados a especificidade da molécula,
permitiram sua aplicabilidade na deteccdo de anticorpos anti-PGL-1 em

individuos que entraram em contato com o M. leprae. A partir dessa descoberta
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varios meétodos de detecgcdo de anticorpos anti-PGL-1 comecaram a ser
desenvolvidos para auxiliar no diagnéstico e epidemiologia da hanseniase. Os
testes mais utilizados na clinica e pesquisa atualmente no Brasil sdo o ML-Flow
e o0 ELISA, ambos capazes de detectar anticorpos IgM anti-PGL-1 presentes no
plasma humano (BUHRER-SEKULA et al., 2000; CHO et al., 1983).

O ML Flow é um teste rapido e muito simples de ser executado, possui
alta especificidade e sensibilidade. Sua leitura € visual e apresenta
proporcionalidade com a carga bacilar do paciente, por esse motivo tem sido
muito utilizado para a classificacdo de pacientes em paucibacilar e multibacilar
(BUHRER-SEKULA et al., 2001). A utilizacdo do ML Flow trouxe grandes
contribui¢des no estudo da epidemiologia da hanseniase em areas endémicas
e nao endémicas, como monitoramento e possivel indicador de infeccéo
(BUHRER-SEKULA et al., 2003).

O ELISA anti-PGL-1 é um teste bastante utilizados por apresentar uma
sensibilidade superior ao ML Flow, sua aplicabilidade esta na investigagao de
soroprevaléncia, infeccdo subclinica, detecgcao precoce da doenca e exame
complementar ao diagnostico, além da monitorizagdo da PQT e prevencgéo de
recidivas (SPENCER et al., 2011; WU et al., 1999).

1.7.3. DIAGNOSTICO MOLECULAR

A biologia molecular tem sido muito utilizada como ferramenta para a
deteccdo de patogenos, tratamento precoce e prevengao de doengas. A reagéo
em cadeia da polimerase (PCR) é a técnica mais utilizada na identificacdo de
agentes infecciosos e permite a deteccdo de um pequeno numero de
microrganismos patogénicos em qualquer tecido humano. Baseia-se na
amplificagdo de pequenas regides genémicas do organismo desejado por meio
de iniciadores predeterminados, em condigdes in silico adequadas
(RAMAPRASAD et al., 1997; RAFI et al., 1994).

A PCR é uma técnica altamente sensivel e especifica, sua utilizagao
recente na deteccdo do M. leprae supera a histopatologia e a baciloscopia,

permitindo detectar aproximadamente 5 micobactérias na amostra investigada,
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em individuos que foram infectados (RAMAPRASAD et al., 1997; RAFI et al.,
1994; YOUNG, 2003).

Estudos recentes utilizando a PCR tem demonstrado a presenca do M.
leprae em swab nasal de pessoas clinicamente saudaveis, comunicantes ou
nao de hanseniase, evidenciando seu valor na identificacdo de infecgao
subclinica e portadores sadios (KLATSER et al., 1993; RAMAPRASAD et al.,
1997).

O sequenciamento completo do genoma do M. leprae permite a
investigacao de regides génicas especificas e que melhor possam contribuir
para aumentar a sensibilidade da PCR, pois a escolha correta dos iniciadores
de sequéncia para a amplificacdo do fragmento desejado na deteccdo do
microrganismo, permite sua facil aplicabilidade e confiabilidade em estudos de

investigacao epidemiologica e diagnostica (MONOT et al, 2001).

Nesse estudo implantamos uma nova técnica para detecgdo de DNA de
M. leprae em swab nasal, com o desenho e utilizacdo dos iniciadores 5
TTGAATGGCATTAAGTGTCAAGG-3 e 5 TTCTAGATCGTTGCCGAATT-3’
que amplificam um fragmento de 245 bases, a partir do gene ML0579,
responsavel pela transcricdo da proteina 6-phosphogluconolactonase. Esses

iniciadores séo espécie especifica com 100% de identidade para o M. leprae.
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2. JUSTIFICATIVA

Segundo a OMS, o Brasil e a india, em 2009, foram os paises com
populacdo acima de 1 milhdo de habitantes que apresentaram os maiores
indices de prevaléncia e de detec¢cao de novos casos de hanseniase em todo o
mundo. O Norte do Brasil é classificado como hiperendémico por décadas, com
indices de prevaléncia e deteccdo acima da média nacional. O Para e o
Maranhao, segundo o departamento de informatica do sistema unico de saude,
apresentam os maiores indices de deteccdo da hanseniase em 2010 se
comparados aos demais estados brasileiros (DATASUS - MS, 2011). Isso
demonstra que a hanseniase ainda € um sério problema de saude publica e
que deve ser tomada de forma homogénea em todo o territério nacional
(SALGADO & CRUZ, 2007), justificando a necessidade de aumento dos
esforcos de politicas publicas na tentativa de alcancar as metas de eliminacao
da hanseniase em um futuro préximo.

Os mecanismos precisos de transmissdo, assim como as explicacdes
para a biologia da infeccdo do M. leprae no hospedeiro ndo estdo
completamente compreendidos, fazendo-se necessarias pesquisas de
investigacao soroldgica e de detecgdo molecular da infecgao pelo M. leprae em
individuos que residem em areas endémicas. A identificagdo daqueles que ja
tiveram contato com o M. leprae pode contribuir para o melhor entendimento do
risco de adoecimento em regides endémicas e na elaboragdo de politicas
publicas direcionadas ao controle da hanseniase, além de favorecer o
diagndstico precoce e permitir a constru¢do de novos conhecimentos sobre a

doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL

Correlacionar informagdes socio epidemiolégicas com a presenga de
anticorpos IgM anti-PGL-1 em amostras de sangue periférico e a
deteccdo de DNA do M. leprae em amostras da mucosa nasal de casos
e comunicantes de hanseniase e escolares de Oriximina, estado do

Para.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar anticorpos IgM anti-PGL-1 a partir do sangue periférico de
casos-indices e comunicantes de hanseniase, selecionados
randomicamente, entre os que foram notificados no periodo de 2004 a
2008 no municipio de Oriximina, estado do Para.

Detectar anticorpos IgM anti-PGL-1 a partir de sangue periférico de
escolares da rede publica de ensino do municipio de Oriximina.
Estabelecer uma técnica de biologia molecular, através da reagdo em
cadeia da polimerase, para diagndstico molecular da infecgédo pelo M.
leprae.

Detectar o DNA do M. leprae por biologia molecular em amostras da
mucosa nasal de casos-indices e comunicantes de hanseniase,
selecionados randomicamente, entre os que foram notificados no
periodo de 2004 a 2008, no municipio de Oriximina.

Detectar o DNA do M. leprae por biologia molecular em amostras da
mucosa nasal de escolares da rede publica, selecionados

randomicamente, no municipio de Oriximina.
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4. MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi realizado em trés etapas: na primeira ocorreu a
aplicagdo de questionarios socio-epidemioldgicos no domicilio dos casos e
comunicantes de hanseniase e em escolares voluntarios presentes nas escolas
da rede publica visitadas, exame dermato-neuroldgico e coleta de material
bioldgico (sangue total e swab da mucosa nasal) para exames. Na segunda
etapa foi realizada a preparacdo, o transporte e o acondicionamento das
amostras. Por fim, a realizacdo dos testes soroldégicos e moleculares. As
analises sorolégicas foram executadas no Laboratério de Dermato-Imunologia,
em Marituba, e os testes de biologia molecular no Laboratério de Genética
Humana e Médica no Campus do Guama da Universidade Federal do Para, em
Belém.

4.1.ASPECTOS ETICOS

Este estudo obedece as normas da resolugcdo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude, e faz parte de um projeto maior intitulado “Deteccéo e
analise da variagdo genotipica do Mycobacterium leprae de casos-indice e
comunicantes em regides endémicas do Estado do Para”, o qual possui
parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos do
Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para, sob protocolo
numero 197/07 (ANEXO I).

4.2.TIPO DE ESTUDO

Este € um estudo do tipo prospectivo, randomizado, observacional,
descritivo e analitico, com a aplicagao de questionarios socio-epidemioldgicos e

coleta de amostras bioldgicas.
4.3.LOCAL DE REALIZAGAO

Oriximinda €& um municipio localizado na mesorregido do Baixo
Amazonas, do estado do Para, com uma populacdo de 58.683 habitantes em
2009 (IBGE, 2010) e coeficiente de detecgéo (hanseniase) de 18,7 por 100.000
habitantes, portanto de alta endemicidade.
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Oriximina

Figura 8: Mapa do estado do Para, com a identificacdo do
municipio de Oriximina.
Fonte: LDI, 2010.

4.4.POPULAGAO ESTUDADA

Quarenta e dois casos de hanseniase notificados no Sistema de
Informacao de Notificagdo de Agravos no periodo de 2004 a 2008, no
municipio de Oriximina, estado do Para, foram selecionados randomicamente e
suas residéncias foram visitadas em outubro de 2009, por nossa equipe de
saude multidisciplinar, composta por profissionais da Unidade de Referéncia
em Dermatologia Sanitaria Dr. Marcelo Candia, de Marituba, Para, e
pesquisadores do Laboratério de Dermato-Imunologia. Um questionario sécio-
econdmico-cultural e de informagdes clinicas (ANEXO Il) foi aplicado em cada
residéncia correspondente ao caso de hanseniase notificado, amostras de
sangue periférico e swab nasal foram coletadas dos casos-indices e de até
cinco comunicantes presentes no momento da visita, quando foi realizado o
exame clinico-dermatoldgico dos participantes por um médico hansenologista.
Todos os individuos incluidos nesse estudo assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido contido no questionario. Foram visitadas seis
escolas, onde foram ministradas palestras, informagdes e esclarecimentos

sobre hanseniase. Em seguida, 139 escolares na faixa etaria de 8 a 18 anos
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concordaram em participar do estudo, apds assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido pelos respectivos pais (ANEXO Il). Sangue

periférico total e swab nasal foram coletados.

4.5.CRITERIOS DE ESCOLHA
4.5.1. DO MUNICIPIO

Ter notificados casos de hanseniase residentes no periodo de 2004 a
2008.

Possuir menos de 200 mil habitantes no ano de 2009.
4.5.2. DOS CASOS INDICES

Ter sido notificado como caso de hanseniase no periodo de 2004 a

2008, no municipio de Oriximina.

Apo6s ser esclarecido sobre o estudo, aceitar participar e assinar o termo

de consentimento livre e esclarecido.
4.5.3. DOS ESCOLARES
Ser aluno matriculado em uma das escolas publicas visitadas.
Possuir idade entre 8 e 18 anos.
Ser selecionado randomicamente para participar do estudo.

Ter sua participacdo aprovada pelos respectivos pais ou responsavel

legal, assinando o termo de consentimento livre e esclarecido.

4.6.CRITERIOS DE EXCLUSAO
4.6.1. DO MUNICIPIO

O municipio ndo aceitar fornecer informacgao da secretaria municipal de

saude sobre os casos de hanseniase notificados no periodo de 2004 a 2008.

Impossibilidade logistica para efetivar a viagem da equipe de

profissionais de saude e pesquisadores até o municipio.
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4.6.2. DOS CASOS iNDICES

Ter mudado de residéncia ou nio estar presente no momento da visita

pela equipe.
Impossibilidade de localizagdo ou acesso a residéncia.

Impossibilidade de fornecer informagdes para preenchimento do

questionario e/ou coleta de material biologico.
4.6.3. DOS ESCOLARES
Escolar cujos pais ndo aceitem participar do estudo.

Escolar que nado permitir a coleta de material biolégico, mesmo com o

aceite dos pais ou responsavel.
4.7. AMOSTRAS BIOLOGICAS

As amostras foram coletadas, manuseadas, transportadas e
acondicionadas de acordo com as normas de biosseguranga e boas praticas de
laboratério (<http:www.anvisa.gov.br>). Os materias foram descartados de
acordo com as normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
O sangue periférico foi coletado a vacuo com EDTA (&cido etilino-dietil-
tetracético) como anticoagulante, em seguida, foi centrifugado a 3.000rpm por
trés minutos, o plasma separado das células sanguineas, e estocado a -20°C
para transporte até o Laboratério de Dermato-Imunologia, onde se manteve o
acondicionamento em freezer -80°C, até o momento da realizacio do teste. Os
swabs da mucosa nasal foram coletados dos casos e comunicantes de
hanseniase e escolares, colocados em tubo contendo solugdo de lise de
células e mantidos em refrigeragdo a 4°C para transporte até o Laboratério de
Genética Humana e Médica para inicio do processo de extracao do DNA do M.

leprae.
4.8.ELISA PARA DETECGAO DE IgM HUMANO anti-PGL-1

O antigeno PGL-1 nativo foi fornecido pelo Dr. John S. Spencer, da
Colorado State University, USA. O PGL-1 foi diluido em etanol P.A. para uma
concentragdo de 1Tmg/mL, e estocado em geladeira. Para a sensibilizagcado da



24

placa diluimos a solugdo de PGL-1 em etanol P.A. para 0,5ug/50uL e
distribuimos 50uL nos pogos referente as amostras (cada amostra foi testada
em duplicata e possuia seu respectivo branco, sem sensibilizacdo pelo
antigeno) (SPENCER et al., 2011). Em seguida, a placa ficou em temperatura
ambiente overnight no fluxo laminar, para evaporar todo o alcool da solugao de
PGL-1. Posteriormente se adicionou 200 pL de PBS-BSA 3% (Sigma-Aldrich
A7906, St. Louis, MO, USA) em cada pogo para bloqueio, e apés 1 hora a
placa foi lavada por duas vezes com 200 uL de PBS-BSA 3%, sendo que na
segunda vez a solugdo de lavagem permaneceu na placa por 15 minutos. As
amostras de plasma a serem testados, foram diluidas 1:200 em solugédo de
PBS-BSA 3%. Em seguida, 100 yL de cada amostra foram adicionados em
seus respectivos pocos, cada amostra foi testada em duplicata e possuia seu

respectivo branco.

Esperou-se 2 horas em temperatura ambiente para se lavar a placa por
6 vezes, sendo 5 vezes com 200 uL de solugcdo de PBS-BSA 0,3% e a ultima
lavagem desta etapa com 200 L de solugéo de PBS-BSA 3%, deixando por 15
minutos na placa para se desprezar esta solucdo e adicionar 100 pL de
anticorpo secundario anti-lgM humano conjugado com peroxidase (Sigma-
Aldrich A0420, St. Louis, MO, USA) diluido 1:10000 em PBS-BSA 3%.
Incubou-se em temperatura ambiente por 2 horas para reagao anticorpo
primario e anticorpo secundario, apés esse periodo foram realizadas 6
lavagens, sendo 5 vezes com 200 pL de solugdo de PBS-BSA 0,3% e a ultima
lavagem desta etapa com 200 uL de solugao de PBS-BSA 3%, deixando por 15
minutos na placa. Em seguida se realizou mais 2 lavagens, desta vez somente
com 200 pyL PBS 1X, desprezou-se a solugéo de lavagem e foi colocado 100
ML de solugdo de OPD (SIGMAFAST™ OPD, Sigma-Aldrich P9187, St. Louis,
MO, USA) em cada pogo. Apds 30 minutos adicionou-se 50 pL de H,SO4 4N, e
esperou-se 10 minutos para realizar a leitura da densidade 6ptica da reacao
em leitora de ELISA MRX Revelation 4.25 microplate reader (Dynex
Technologies, Chantilly, VA, USA) com comprimento de onda de 490nm.

O ponto de corte (cut-off) do teste ELISA para IgM anti-PGL-1 foi
calculado em até 0,295 de densidade oOptica como valor maximo para ser

considerado negativo, através da média mais trés vezes o desvio padrao da
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densidade Optica de amostras de pessoas considerados clinicamente
saudaveis, casos de hanseniase com o teste ML flow negativo e individuos

com outras doengas infecciosas endémicas da regido amazonica.
4.9.EXTRAGAO DE DNA

O material genémico do M. leprae foi isolado a partir de swab nasal pelo
método de fenol-cloroformio (SAMBROOK et al, 1989). Apds as coletas, o
swab da mucosa nasal foi inserido em tudo contendo 0,5 mL de lise de células
(25mM Tris-HCI; 50mM EDTA; 400mM NaCl; pH 8,0). Em seguida, colocou-se
20uL de SDS 10% no tubo, 30uL de proteinase K (10mg.mL™") e se incubou
overnight em banho-maria a 65°C. No dia seguinte, o tubo foi retirado do
banho-maria e se acrescentou 150 pL de acetato de aménio (76,8mM), agitou-
se rapidamente em agitador automatico e o tubo retornou novamente ao

banho-maria, desta vez a 56°C por 30 minutos.

Em seguida, retiramos do banho-maria e o swab foi retirado do tubo,
para se acrescentar 250 pL de fenol e 250 uL de cloroférmio, agitou-se e o tubo
foi centrifugado por 10 minutos a 13.000rpm. Em seguida, em torno de 600 uL
do sobrenadante foi transferido para um tubo novo e foi adicionado 500 pL de
uma solugdo de cloroférmio/isopropanol (na propor¢dao de 24:1,
respectivamente), agitou-se e centrifugou por 10 minutos a 13.000rpm.
Novamente, em torno de 600 uL do sobrenadante foi transferido para um novo
tubo e se adicionou isopropanol puro e gelado até completar um volume de 1,5
mL, homogeneizou-se por inversdo e o tubo foi colocado no congelador
overnight. No dia seguinte, o tubo foi centrifugado por 20 minutos a 13.000rpm
e o0 sobrenadante foi desprezado, aguardou-se aproximadante 2 horas até todo
o isopropanol evaporar e hidratou-se o DNA com agua ultrapura ajustando a

concentragao para 40ng/ L.
4.10. REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Para a detecgdo molecular do M. leprae foram desenhados os iniciadores 5’
TTGAATGGCATTAAGTGTCAAGG-3' e 5 TTCTAGATCGTTGCCGAATT-3,
direto e reverso, respectivamente, a partir do software Primer 3 (Institute for

Biomedical Research, Steve Rozen). Estes iniciadores amplificam um
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fragmento de 245 pares de bases, a partir do gene ML0579 do M. leprae,
responsavel pela transcricdo da proteina 6-phosphogluconolactonase. O
anelamento dos iniciadores foi testado no software BLAST (National Library of
Medicine, US government), evidenciando 100% de identidade somente para o
M. leprae, demonstrando serem iniciadores espécie especificos. A solugédo de
PCR contém 10,1uL de agua ultrapura, 2,5uL de PCR buffer 10X (10mM Tris-
HCI, pH 8,3, 50mM KCI) (Invitrogen), 1,5uL (1,8mM) de cloreto de magnésio
(MgCly), 4uL (200uM) de desoxirribonucleares trifosfatados (dNTP), 1,5uL de
Dimetil sulfoxido (DMSO), 1,5uL (10pM) de cada iniciador, 0,4uL (2.0 U) de
TagDNA polimerase (Invitrogen) e 2L de DNA extraido.

A PCR foi realizada em termociclador Veriti (Applied Biosystem), de
acordo com as seguintes condi¢des: 95°C por 5 minutos para a desnaturagao
inicial, 35 ciclos de amplificagcdo a 95°C por 45 segundos, 60°C por 30
segundos e 72°C por 1 minuto. A extenséao final foi realizada a 72°C por 30
minutos e a finalizagdo a 4°C por 5 minutos. Os produtos da PCR foram
analisados em eletroforese em gel de agarose a 2% corado com Cybr safe
DNA (Invitrogen) e fotografados sob luz ultravioleta (UV) em sistema de video

documentacgéao (ImageGel) (Figura 8).

8591071112 1314 1516 17" 18
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Figura 9: Produtos de PCR para detec¢cao de DNA do M. leprae, a partir
de swab da mucosa nasal. Colunas 1 e 18 ladder (bandas de 100, 200,
400, 800, 1200 e 2000pb); 2 e 3 pacientes MB; 4 e 5 controles negativos;
6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16 e 17 amostras.
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4.11. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando a combinagao dos
softwares Graphpad Prism 5.0 e BioEstat 5.0. Os testes empregados foram ¢
Student para averiguar diferengas estatisticas entre as variaveis estudadas,
analise de regressdo em graficos de tendéncias, meta-analise (risco relativo)
para hipétese de diferenga estatistica considerando o risco de positividade e
analise de variancia para diferenca estatistica para resultados favoraveis entre
diferentes grupos ou variaveis. O nivel de significancia para as analises

empregadas foi de p < 0,05.



28

5. RESULTADOS

Quarenta e dois questionarios clinico-socio-epidemiolégicos foram
aplicados, divididos em 39 casos-indices e 126 comunicantes de hanseniase
notificados no periodo de 2004 a 2008 e 3 casos novos, entre os
comunicantes, diagnosticados e encaminhados para tratamento no momento
da visita domiciliar, pelo médico hansenologista integrante da equipe. Seis
escolas da rede publica de ensino também foram visitadas e informagdes
sécio-epidemiologicas coletadas de 139 escolares. As aplicagbes dos
questionarios foram acompanhadas de coleta de material biolégico para
deteccdo molecular de DNA do M. leprae, a partir da mucosa nasal, e
sorologica pelo teste ELISA para detecgdo de anticorpos IgM anti-PGL-1 em
cada individuo participante.

O numero de casos utilizados nas analises estatisticas foi 35, devido a
analise separada de 3 casos novos e a exclusdo de 4 casos indices que nao

tiveram nenhum comunicante participante do estudo.

A Tabela 1 mostra os escores, minima e maxima, mediana, média
aritmética e desvio padrdo da idade comparada dos casos novos, casos-
indices e comunicantes de hanseniase e escolares. Os trés casos novos
tinham 20 e 45, como menor e maior idades e média aritmética 29. Entre os
casos indices de hanseniase a menor idade era 7 anos e a maior 77, 46%

estavam na faixa etaria de 20 a 40 anos.

Os comunicantes de casos de hanseniase foram 126, com média de

idade 24,2 anos, sendo a menor idade 5 anos e a maior 78 anos.



Tabela 1: Estatistica descritiva da

Variaveis
Numero
Min - Max
Mediana
Média Aritmética

Desvio Padrao

Comunicantes

13-77
32
38,2
19,7

29

idade dos casos e comunicantes de
hanseniase e escolares de Oriximina — PA.

Casos -
indices

35

Casos
Escolares
Novos
3 138
20 - 45 8-18
22 12
29 12,5
13,9 3,4

Cento e trinta e oito escolares fizeram parte desse estudo, com média de

idade 12,5 anos, a menor idade era 8 anos e a maior 18.

Na distribuicdo dos grupos estudados, segundo a Tabela 2, 66% dos

casos sao do género masculino, 65% dos comunicantes do género feminino,

um dos trés casos novos era do género masculino e 42% dos escolares eram

do género masculino.

Tabela 2: Distribuicdo por frequéncia de cada grupo estudado de acordo
com o género dos individuos.

Grupos

Casos - indices

Comunicantes

Casos Novos

Escolares

Género

Masculino

Feminino

Masculino

Feminino

Masculino

Feminino

Masculino

Feminino

Numero

23

12

44

82

58

80

Porcentagem (%)
66
34
35
65
33
67
42

58
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A Tabela 3 demonstra que 60% dos casos de hanseniase sdo naturais

de Oriximina, 63% possuiam menos que sete anos de estudo regular, 57%

tinham uma renda de 2 salarios minimos e 26% de até um salario, 74%

recebem aposentadoria ou pensédo do Estado, 74% residem na casa visitada

por mais de cinco anos, 48,5% relataram que ja sofreram privagédo alimentar

por insuficiéncia financeira, 48,5% possuiam trés ou quatro comodos em sua

residéncia e 23% 1 ou 2 coémodos, em 68,5% das residéncias moravam mais

de cinco pessoas e 66% informaram que ha cdomodos na residéncia em que

dormem ou convivem trés ou mais pessoas.

Tabela 3: Caracteristicas socio-epidemioldgicas dos casos de hanseniase
notificados no periodo de 2004 a 2008, em Oriximina- PA.

Variavel

Género

Naturalidade

Escolaridade

Renda

Beneficio

Tempo de Residéncia

Privagao Alimentar

Descricao

Masculino
Feminino
Oriximina
Outra cidade (PA)
Outro estado
1a3anos
4 a7 anos
8 a 12 anos
S.I.
< 1 salario
2 salarios
= 3 salarios
S.I.

Nao
Aposentadoria
Pensao permanente
Bolsa familia
Outro beneficio
<5 anos
6 - 10 anos
> 10 anos
S.I.

Sim

Ndamero

23
12
21
8
6
10
12
12
1
9
20

o oA DOQG = O

_\QO:'

Porcentagem (%)

66
34
60
23
17
29
34
34
3
26
57
14
3
34
26
11,5
11,5
17
23
48
26

48,5
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Nao 18 51,5

1-2 8 23
R 3-4 17 48,5

N° de cdbmodos na casa 5.7 3 23
S.I. 2 5,5

<2 3 8,5

3-4 6 17

5-7 15 43

N° de pessoas na casa 8-10 6 17
>10 3 8,5

S.I. 2 6

Mais de dois por Sim 23 66
dormitério Nao 12 33

S.l. = Sem Informacgéo.

Considerando os aspectos clinico-epidemiolégicos a Tabela 4 mostra
que 37% dos casos de hanseniase conviveram intra ou extradomiciliar com
pessoas que foram diagnosticadas com hanseniase. Sessenta e cinco por
cento dos casos foram classificados com grau de incapacidade zero, 23% né&o
possuiam cicatriz da vacina BCG e 40% apresentaram uma cicatriz de BCG,
31% foram classificados com hanseniase na forma indeterminada, 3% na
forma tuberculdide, 23% na forma borderline-tuberculéide, 3% borderline-
lepromatosa e 6% lepromatosa. Quanto aos episddios de reagdes hansénicas,

11,5% declararam que ja haviam sofrido episédios reacionais.

Tabela 4: Caracteristicas clinico-epidemiologicas dos casos de hanseniase
notificados no periodo de 2004 a 2008, em Oriximina- PA.

Variavel Descrigao Numero Porcentagem (%)

Conviveu com portador Sim 13 37
de hanseniase Nao 22 63

0 23 65,5

. 1 3 8,5
Grau de Incapacidade 5 1 3
S.I. 8 23

0 8 23

N° de BCG 1 14 40

2 7 20
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S.L 6 17

I 11 31

TT 1 3

BT 8 23

Forma Clinica BB 0 0

BL 1 3

LL 2 6

S.lL 12 34
<5 24 68,5

N° de lesbes >6 7 20
S.lL 4 11,5
Reacgdo Hansénica Sim 4 1.5
Nao 31 88,5

S.l. = Sem Informacgéo.

As caracteristicas soécio-clinico-epidemiolégicas dos contatos de
hanseniase estdo demonstradas na Tabela 5, onde 32% eram filhos dos
casos, 10,5% pais, 21,5% irmaos, 12% cbnjuges, 12,7% parentes
consanguineos, 7% parentes ndo consanguineos e 3% nao parentes. Sessenta
e dois por cento declararam conviver com o referido caso por dez ou mais
anos, sendo 86,5% no convivio intradomiciliar. Cinquenta e oito por cento

possuiam uma cicatriz da vacina BCG e 13,5% nenhuma cicatriz.

Tabela 5: Caracteristicas sdécio-clinico-epidemiolégicas dos comunicantes de casos
hanseniase, em que os casos foram notificados no periodo de 2004 a 2008, em
Oriximina- PA.

Variavel Descrigcao Numero Porcentagem (%)
Filho 41 32,5
Pais 13 10,5
Irm&o (s) 27 21,5
Coénjuge 15 12
Grau de Parentesco Parente Consanguineo 16 12,7
Parente Nao Consanguineo 9 7
N&o Parente 4 3
S.1. 1 0,8
<5 8 6,3
Periodo de Convivéncia 5e10 29 23
(anos) >10 79 62,7

S.I. 10 8



Intradomiciliar

Tipo de Convivio Extradomiciliar
S.l.
0
1
N° de BCG 2
S.1.

S.l. = Sem Informacgéo.

5.2.ELISA IgM anti-PGL-1

109
13

17
/&
35

33

86,5
10,3
3,2
13,5
58
27,7
0,8

A Tabela 6 apresenta os resultados de ELISA anti-PGL-1 dos casos

testados, 65,5% foram positivos, dentre os quais 11 (40%) eram do género

masculino. Os resultados negativos para o teste ELISA IgM anti-PGL-1 foram

34,5%, dos quais 7% eram mulheres. Seis amostras n&do foram testadas por

isso ndo estao incluidas na analise estatistica.

Tabela 6: Positividade do teste de ELISA IgM anti-PGL-1 dos casos de

hanseniase.
ELISA anti-PGL-1 Género

Masculino

Positivo
Feminino
Masculino

Negativo
Feminino

S.A.
Total Geral

S.A. = Sem Amostra para teste.

Quantidade

11
8

35

Porcentagem (%)

54,3

28,6

171

100

A distribuicdo dos casos positivos para o teste de ELISA IgM anti-PGL-1

em relagéo a classificagdo operacional e de Ridley e Jopling esta apresentada

na Tabela 7. A porcentagem de casos positivos para o teste de ELISA IgM anti-
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PGL-1 foi de 54,3%, dentre os casos ELISA positivos 63% sédo Multibacilares,
com predominancia da forma borderline-tuberculdide. No entanto, entre os
paucibacilares ELISA IgM anti-PGL-1 positivos, 31% eram da forma

indeterminada.

Tabela 7: Distribuicdo dos casos ELISA anti-PGL-1 positivos de acordo com a
classificagao operacional no Ministério da Saude e a de Ridley e Jopling.

Classificagao

Operacional Ridley e Jopling Quantidade Porcentagem (%) ELISA(;())SitiVO
I 11 31
Paucibacilar TT 1 3 8 (42%)
S.. 6 17
BT 8 23
BB 0 0
Multibacilar BL 1 3 11 (58%)
LL 2 6
S.. 6 17
Total Geral 35 100 19 (100%)

S.l. = Sem Informagéo sobre a classificacdo de Ridley e Jopling.

A comparacédo da densidade 6ptica do ELISA IgM anti-PGL-1 dos casos
MB e PB, demonstrou diferenga estatisticamente significativa entre os dois

grupos (p < 0,05), de acordo com o apresentado no Grafico 1.
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Grafico 1: Comparagao da densidade éptica (O.D.) do ELISA
IgM anti-PGL-1 entre os casos de hanseniase PB e MB.
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A correlagdo entre o ano de diagndstico e a densidade optica dos casos

de hanseniase nao evidenciou diferenga estatistica (p > 0,05), como esperado,

quando comparado ano a ano, de acordo com o apresentado no Grafico 2.

Correlagao entre ano de diagnéstico e D.O.

4.

Ano de Diagnoéstico

Grafico 2: Correlagéo entre o ano do diagnéstico de hanseniase e
a densidade 6ptica (D.O.) dos resultados de ELISA IgM anti-PGL-1.
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O Grafico 3 mostra a correlacdo entre a densidade Optica do teste
ELISA IgM anti-PGL-1 e o numero de cicatrizes da vacina BCG dos casos de
hanseniase. As analises estatisticas revelaram que nao houve relacdo de
significancia (p > 0,05) entre a densidade optica do ELISA e a presenga de
cicatriz da vacina BCG, tanto no grupo de casos ELISA negativo como no

grupo ELISA positivo.

Correlagao entre a O.D. e BCG dos casos
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Grafico 3: Correlacédo entre a densidade 6ptica do teste de ELISA anti-
PGL-1 dos casos de hanseniase e o0 numero de cicatriz da vacina BCG.
O.D. (ELISA posit.) = densidade 6ptica dos casos positivos para o ELISA;
O.D. (ELISA negat.) = densidade optica dos casos negativos para o
ELISA.

A correlacéo entre a idade e a densidade Optica do resultado do ELISA
dos casos de hanseniase esta representada no Grafico 4, ndo apresentou

correlagao estatistica (p > 0,05) da densidade 6ptica com nenhuma faixa etaria.



37

Correlacao entre Idade e O.D. dos casos
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Grafico 4: Correlacdo entre a idade e a densidade optica (D.O.)
dos resultados de ELISA IgM anti-PGL-1 dos casos de hanseniase.

A comparacgao entre a idade e o indice de escolaridade (IE) dos casos
de hanseniase, representada no Grafico 5, evidencia que houve correlagao
estatistica (p < 0,05), ou seja, a analise de regressdo mostra que quanto maior
a idade menor € o grau de escolaridade, e em média os casos possuem entre 4
a 7 anos de estudo, representados entre as séries de escolaridade regular (4% a

72 série).
Correlagao entre idade e IE dos casos
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40-
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Grafico 5: Correlagéo entre a idade e o indice de escolaridade (IE)
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entre os casos de hanseniase. Os |IEs sdo representados por 1
ter cursa entre a 12 e 32 séries; 2 = cursado da 42 a 72 série; e 3
cursado da 82 série ao ensino médio.

A comparacao da densidade optica com a auto declaragao do caso de
hanseniase de ter sofrido privacdo alimentar ou nao, levando em consideracao
0s casos positivos para o teste ELISA IgM anti-PGL-1, demonstra que nao
houve correlagéo estatistica entre os grupos relacionados (p > 0,05), de acordo

com o apresentado no Grafico 6.

Correlagao entre a O.D. e privagao alimentar
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Grafico 6: Correlagdo entre a densidade optica (O.D.) e a auto
declaracao de ter sofrido privacdo alimentar ou nao, entre os
casos, e a positividade para o teste ELISA IgM anti-PGL-1.

Quando foi correlacionado o numero de pessoas por domicilio com a
densidade o6ptica do teste de ELISA IgM anti-PGL-1, entre os casos de
hanseniase que declararam se ha mais que duas pessoas por dormitdrio ou
nao, de acordo com o Grafico 7, verificou-se que ndo houve correlacéo
estatistica significativa em nenhuma das duas situagdes (p > 0,05), ou seja, a
densidade Optica do teste ELISA IgM anti-PGL-1 n&o esta relacionada com o
numero de pessoas no domicilio ou se mais de duas pessoas fazem uso do

mesmo dormitério em cada domicilio.
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Quando ha mais que dois por domitério
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Grafico 7: Correlagcédo da densidade optica (D.O.) e o numero de
pessoas no domicilio de casos de hanseniase, quando foi declarado se
trés ou mais pessoas fazem uso ou ndo do mesmo dormitério. O.D.
(Sim) = densidade optica do teste de ELISA anti-PGL-1 quando ha mais
que dois por dormitério; O.D. (N&o) = densidade o6ptica do teste de
ELISA anti-PGL-1 quando ndo ha mais que dois por dormitdrio.

A Tabela 8 apresenta os resultados do ELISA IgM anti-PGL-1 dos
contatos testados, com 45% de positividade, dentre os quais 33 (58%) sédo do
género feminino. Os resultados negativos para o teste ELISA anti-PGL-1 foram
55%, dos quais 71% sao mulheres. No total foram 126 amostras de contatos de

hanseniase testados para IgM anti-PGL-1 por ELISA.
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Tabela 8: Positividade do teste de ELISA IgM anti-PGL-1 dos comunicantes de
casos de hanseniase.

ELISA anti-PGL-1 Género Quantidade Porcentagem (%)

Masculino 24

Positivo 45
Feminino 33
Masculino 20

Negativo 55
Feminino 49

Total Geral 126 100

Em relagdo aos comunicantes de hanseniase, a comparacido da idade
com a densidade Optica dos resultados do teste de ELISA IgM anti-PGL-1,
como mostra o Grafico 8, verifica-se que houve correlagcdo estatistica

significativa (p < 0,05), ou seja, quanto maior a idade menor € a densidade

Optica do teste de ELISA.

Correlagao entre a idade e a O.D. dos comunicantes
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Grafico 8: Correlacdo entre a idade e a densidade 6ptica (O.D.) dos
resultados do teste de ELISA IgM anti-PGL-1 dos contatos de

hanseniase.
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O Grafico 9 mostra a relacado da idade dos comunicantes e o periodo de
convivéncia em anos com seus respectivos casos de hanseniase. Houve
correlagdo estatistica significativa (p < 0,05), pois quanto maior o tempo de
convivéncia maior € a idade do contato com seu respectivo caso de

hanseniase.

Relacao entre o periodo de convivéncia e a idade

Convivéncia (anos)

0 5 10 15 20 25
Idade

Figura 9: Relacdo entre a idade e o periodo de convivéncia dos
contatos com os casos de hanseniase.

Quando relacionamos a densidade optica do teste de ELISA anti-PGL-1
dos contatos e o periodo em anos de convivéncia com o caso de hanseniase
(Grafico 10), ndo encontramos significancia estatistica (p > 0,05), ou seja, nao

ha relacao entre a densidade Optica e o periodo de convivéncia, em anos.
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Relacao entre o periodo de convivéncia e a O.D.
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Grafico 10: Relacdo entre o periodo de convivéncia em anos dos
comunicantes com os casos de hanseniase e a densidade 6ptica (O.D.)
do teste de ELISA IgM anti-PGL-1.

O Grafico 11 demonstra a relacédo entre a densidade o6ptica do teste de
ELISA IgM anti-PGL-1 e o numero de cicatrizes da vacina BCG dos
comunicantes, distribuidos entre aqueles que foram positivos para o ELISA e
os que foram negativos. A analise estatistica revela que nédo houve
significancia (p > 0,05) entre o numero de cicatriz de BCG e a positividade para
o teste de ELISA anti-PGL-1, ou seja, nao foi encontrada correlagao estatistica
entre a presencga e/ou numero de cicatrizes de BCG e a positividade para o
ELISA anti-PGL-1.
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Correlagao entre a O.D. e BCG dos comunicantes
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Grafico 11: Correlacido entre a densidade 6ptica do teste de ELISA anti-
PGL-1 dos comunicantes de hanseniase e o numero de cicatriz da vacina
BCG. O.D. (ELISA posit.) = densidade 6ptica dos contatos positivos para
o ELISA; O.D. (ELISA negat.) = densidade 6ptica dos contatos negativos
para o ELISA.

Quando comparamos os niveis da densidade 6ptica do teste ELISA anti-
PGL-1 dos comunicantes distribuidos de acordo com a classificacado
operacional em PB e MB dos casos de hanseniase correspondentes (Grafico
12), observa-se que ndo houve correlagdo estatistica significativa entre
contatos de casos PB e MB (p > 0,05), mesmo entre os comunicantes que
foram ELISA positivos. No entanto, como esperado, houve diferenca entre os
niveis da densidade optica dos comunicantes positivos e negativos para o teste
ELISA anti-PGL-1 (p < 0,05).
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Densidade 6ptica dos comunicantes de casos PB e MB

2.0
1.5- ° A
v
Q1.0 o n A oy

®)

Grafico 12: Densidade optica do teste ELISA IgM anti-PGL-1 dos
contatos de casos de hanseniase, divididos entre os contatos de
casos PB e MB e entre os contatos de casos PB e MB ELISA
positivos.

5.2.1. CORRELAGAO CASO vs. COMUNICANTES

A frequéncia relativa de comunicantes por caso de hanseniase foi de
3,6. A correlagcao dos resultados do teste ELISA anti-PGL-1 indica que 56% dos
comunicantes sao positivos para o teste de ELISA quando o caso-indice
correspondente é também positivo para o ELISA anti-PGL-1(Grafico 13). No
entanto, quando a correlagao é feita em casos-indices que sdo negativos para
o teste de ELISA anti-PGL-1 somente 22% dos comunicantes correspondentes
sdo positivos para o ELISA anti-PGL-1. Quando calculado o risco relativo,
encontramos 2,4 vezes mais chances de o resultado de ELISA apresentar
positividade quando o caso de hanseniase do comunicante foi também positivo
(p <0,05).
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Correlagao do ELISA para os casos e comunicantes
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Grafico 13: Correlacdo dos resultados de ELISA anti-PGL-1 entre
comunicantes de casos-indices positivos e negativos para o ELISA anti-PGL-1.
Risco relativo (RR) = 2,422 e p < 0,05.

O Grafico 14 mostra a correlacao entre o teste de ELISA anti-PGL-1 dos
comunicantes de casos-indices MB e PB. Quando o caso é MB 45% dos
comunicantes sado positivos para o teste de ELISA anti-PGL-1, de modo
semelhante, quando o caso € PB 45,8% dos comunicantes s&o positivos para o
ELISA anti-PGL-1. O risco relativo dessa correlagdo nos mostra que ndo houve
diferenga estatistica significativa entre os comunicantes de casos PB e MB (RR
=0.98 e p>0,05).
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Correlagao do ELISA entre casos PB e MB e comunicantes
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Grafico 14: Correlagdo dos testes de ELISA anti-PGL-1 dos comunicantes de
casos-indices multibacilares (MB) e Paucibacilares (PB).

5.2.2. ESCOLARES

As caracteristicas socio-epidemioldgicas dos escolares de Oriximina
(Tabela 9) evidenciam que 80% deles sdo do género feminino, 83% sao
naturais de Oriximina, ha representacdo em todas as séries do ensino
fundamental e médio, 43% possuem duas cicatrizes da vacina BCG e 40%
apenas uma. Nao temos a informacéo quanto a BCG de vinte escolares, como

demonstrado na tabela 9.
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Tabela 9: Caracteristicas socio-epidemioldgicas dos escolares de Oriximina- PA.

Variavel Descrigcao Numero Porcentagem (%)
Género Masculino 58 42
Feminino 80 58
Oriximina 115 83
. Outra cidade (PA) 7 5
Naturalidade Outro estado 11 8
S.I. 5 4
12 série 5 4
22 série 16 11
32 série 19 14
42 série 15 11
52 série 23 16,6
. 62 série 12 8,7
Escolaridade 72 série 10 7
82 série 7 5
1° ano Ensino Médio 20 14,5
2° ano Ensino Médio 6 4,5
3° ano Ensino Médio 4 3
S.I. 1 0,7
0 3 2
o 1 55 40
N° de BCG 5 60 43.5
S.I. 20 14,5

S.I. = Sem Informacéo

O Grafico 15 representa a correlacao entre o nivel de escolaridade em
anos de estudo regular e a idade dos escolares, a andlise de regressao simples
mostra que ha crescimento correspondente da idade e o nivel de escolaridade

dos escolares (p < 0,05).
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Correlagao entre escolaridade e idade dos escolares
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Grafico 15: Correlagdo entre o nivel de escolaridade e a idade (em
anos) dos escolares. Cada série de estudo regular representa uma
unidade do eixo da escolaridade, iniciando com a 12 série representada
pela unidade 1.

A distribuicdo de positividade do teste ELISA IgM anti-PGL-1 identifica
que 58 (42%) dos escolares sdo ELISA positivos, dentre os quais 34 sao do
género feminino e dos 80 escolares que sado negativos 46 também sido do

género feminino, de acordo com a Tabela 10.

Tabela 10: Positividade do teste de ELISA IgM anti-PGL-1 dos escolares de
Oriximina - PA.

ELISA anti-PGL-1 Género Quantidade Porcentagem (%)
Masculino 24
Positivo 42
Feminino 34
Masculino 34
Negativo 58
Feminino 46

Total Geral 138 100
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O Grafico 16 indica que ndo houve correlagdo de regressao simples
entre a densidade Optica do teste ELISA anti-PGL-1 e a idade dos escolares de
Oriximina (p > 0,05), demonstrando que a positividade do ELISA anti-PGL-1

pode ser detectada em qualquer idade entre os escolares de 7 a 22 anos.

Correlagao entre a O.D. e a idade dos escolares
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Grafico 16: Correlagdo entre a densidade éptica (O.D.) e a idade dos
escolares de Oriximina.

A anadlise de regressdo simples para comparagdo entre o numero de
cicatriz da vacina BCG e a densidade optica do ELISA anti-PGL-1 dos
escolares, de acordo com o Grafico 17, mostra que n&o ha relacido estatistica
significativa (p > 0,05), ou seja, a positividade para o teste ELISA independe do

numero de cicatrizes de BCG.
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Correlagao entre a O.D. e a BCG dos escolares
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Grafico 17: Correlagéo entre a densidade 6ptica do ELISA IgM anti-PGL-1 e
o numero de cicatriz da vacina BCG entre os escolares de Oriximina,
subdivididos entre os que foram ELISA positivos e negativos.

A analise estatistica sobre a densidade 6ptica comparada dos resultados

positivos para o ELISA anti-PGL-1, de acordo com o Grafico 18, demonstra

que ha diferenca estatistica somente dos casos em relagdo aos comunicantes

e escolares (p < 0,05).
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Densidade 6ptica dos testes ELISA positivos
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Grafico 18: Densidade Optica comparada entre o0s escolares,
comunicantes e casos de hanseniase positivos para o ELISA anti-PGL-1.

5.3.CARACTERISTICAS SOCIO-EPIDEMIOLOGICAS DOS CASOS
NOVOS

Os casos novos de Oriximina estado identificados sob os questionarios
15, 39 e 41. Possuem idades entre 22 e 45 anos, dois s&o do género feminino
e um do género masculino, dois estudaram até a 72 série e um até a 32 série do
ensino fundamental, todos os trés recebem beneficio do Estado, um declarou ja
ter sofrido privacdo alimentar, o tempo em que residem no domicilio visitado
esta entre 4 a 10 anos, seus domicilios possuem individualmente entre 4 e 5
cdmodos, com 6 a 12 pessoas morando, e em todas os trés casos ha mais de

duas pessoas fazendo uso do mesmo dormitério.

Os trés casos novos foram contatos de casos de hanseniase por periodo
entre 5 e 22 anos. Somente um foi examinado pelo fisioterapeuta da equipe
com Gl igual a zero, dois n&o tinham cicatriz da vacina BCG e o outro somente
uma cicatriz, dois possuiam duas lesdes e o terceiro acima de seis, os trés
foram classificados com na forma BT, portanto MB. Somente um (20 anos de

idade; com 12 pessoas na casa; duas lesdes; irmao do caso-indice) foi positivo
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(OD = 1.069) para o teste de ELISA IgM anti-PGL-1. Trés pessoas entraram no
estudo como comunicantes deste caso novo, sendo dois positivos (OD de
0.458 e 0.846) e um negativos (OD de 0.062) para o teste de ELISA IgM anti-
PGL-1.

Os trés casos novos foram negativos para a detecgdo molecular do M.
leprae, a partir da mucosa nasal, através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR).

5.4.DETECGAO MOLECULAR

A Tabela 11 mostra a distribuicdo do numero de amostras de swab da
mucosa nasal colhidas e a positividade para a detec¢gao molecular pela reagao
em cadeia da polimerase (PCR), entre os casos-indices e comunicantes de
hanseniase e os escolares de Oriximina, além de sua divisdo por género. Oito
(28%) casos e 15 (12%) comunicantes foram PCR positivos, nenhum caso
novo e apenas 2 (1,6%) escolares apresentaram positividade para a PCR.

Tabela 11: Distribuicdo dos grupos estudados por género e positividade para
a deteccao molecular do M. leprae, pela reagao em cadeia da polimerase
(PRC), a partir de swab da mucosa nasal.

Grupos Género  Swab nasal (N) PCR positivo (%)
Masculino 19 6 (21%)
Casos - indices
Feminino 10 2 (7%)
Masculino 44 4 (3%)
Comunicantes
Feminino 81 11 (9%)
Masculino 1 0 (0%)
Casos Novos
Feminino 2 0 (0%)
Masculino 56 2 (1,6%)

Escolares
Feminino 70 0 (0%)
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A distribuicdo dos casos de hanseniase positivos para a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) de acordo com a classificagdo operacional do
Ministério da Saude do Brasil e de Ridley e Jopling esta evidenciada na Tabela
12. Entre os casos PCR positivos 3 sdo PB e 5 sdo MB, sendo a forma BT a de

maior predominancia para a positividade da PCR.

Tabela 12: Distribuicdo dos casos PCR positivos de acordo com a classificagao
operacional no Ministério da Saude e a de Ridley e Jopling.

Classificagao

Operacional Ridley e Jopling Quantidade Porcentagem (%) A F,Z)s T
I 11 31 2 (25%)
Paucibacilar o
(PB) TT 1 3 0 (0%)
S.I. 6 17 1(12,5%)
BT 8 23 3 (37,5%)
BB 0 0 0 (0%)
Multibacilar 0
(MB) BL 1 3 0 (0%)
LL 2 6 1(12,5%)
S.I. 6 17 1(12,5%)
Total Geral 35 100 8 (100%)

S.l. = Sem Informag&o sobre a classificacdo de Ridley e Jopling.

O Grafico 19 demonstra a relagéo entre a positividade para o ELISA IgM
anti-PGL-1 e a deteccdo molecular do M. leprae pela PCR, entre os casos e
comunicantes de hanseniase e os escolares. A analise estatistica revela que
ndo houve relacdo entre o nivel da densidade 6ptica do ELISA IgM anti-PGL-1
e a positividade para a PCR (p > 0,05) entre os casos e comunicantes de

hanseniase.
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Relagao da O.D. ELISA positivo e a PCR
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Grafico 19: Relac&o entre a densidade 6ptica (O.D.) das amostras ELISA
anti-PGL-1 positivas € o numero de positivos para a PCR (deteccao
molecular pela reagdo em cadeia da polimerase) dos casos- indices e
comunicantes de hanseniase e escolares de Oriximina.

A correlagdo de PCR positivos entre comunicantes de casos de
hanseniase que apresentaram positividade para o PCR esta evidenciada no
Grafico 20. Nao encontramos diferenga estatistica entre os dois grupos, casos
positivos e casos negativos (p > 0,05). Portanto, a positividade para a PCR
entre comunicantes independe de o caso estda ou nao positivo para esse

mesmo exame.
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Correlagao entre casos e comuicantes PCR positivos
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Grafico 20: Correlacio de positividade para a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em comunicantes de casos que foram positivos e negativos para a PCR.

A correlagao de positividade para a PCR entre comunicantes de casos
PB e MB, como mostrado no Grafico 21, ndo apresenta diferenca estatistica
entre os dois grupos (p > 0,05), portanto a probabilidade de ser PCR positivo
para os comunicantes ndo depende do caso - indice ser PB ou MB.
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Correlagao de comunicantes PCR positivos
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Grafico 21: Correlacido de positividade para a reagao em cadeia da polimerase
(PCR) na deteccdo molecular do M. leprae em comunicantes de casos PB e

MB.

O Grafico 22 demonstra que entre os casos de hanseniase notificados
no municipio de Oriximina nos anos de 2004 a 2008, a positividade para a

deteccdo molecular do M. leprae pela PCR independe do ano de diagndstico.

Distribuicdo dos casos PCR+ por ano de diagnéstico
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Grafico 22: Distribuicdo dos casos de hanseniase positivos para a
PCR de acordo com o ano do diagndstico.
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O Grafico 23 revela a correlacdo de positividade entre a PCR para
deteccao molecular do M. leprae e o ELISA anti-PGL-1 para os casos novos,
casos-indices e comunicantes de hanseniase e escolares. Os casos-indices
apresentaram 62,5% das amostras PCR positivos também positivos para o
ELISA anti-PGL-1, 60% dos comunicantes PCR positivos eram positivos
também para o ELISA anti-PGL-1 e entre os dois escolares PCR positivos
apenas 1 (50%) é positivo para o ELISA anti-PGL-1.

Correlacao de positividade entre PCR e ELISA
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Grafico 23: Correlacdo de positividade entre PCR e ELISA anti-PGL-1,
distribuidos entre os casos novos, casos-indices e comunicantes de
hanseniase e os escolares.

5.5.MENORES DE 15 ANOS

O Griafico 24 mostra a situacdo de menores de 15 anos, quando caso
ou comunicante, em relagao aos resultados de ELISA anti-PGL-1 e PCR para a
deteccdo molecular de DNA de M. leprae na mucosa nasal. Os casos e
comunicantes menores de 15 anos representam 11,4% e 24,6% do total de
casos e comunicantes que participaram do estudo, respectivamente. A
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porcentagem de casos menores de 15 anos positivos para o ELISA foi de 75%
e para o PCR zero por cento. Em relagdo aos comunicantes menores de 15
anos, 68% foram positivos para o ELISA e 9,7% positivos para a PCR. Quando
comparamos esses positivos com o total do estudo encontramos 8,6% de
casos menores de 15 anos positivos para o ELISA e zero para o PCR. Entre os
comunicantes menores de 15 anos, 16,6% foram positivos para o ELISA e
2,4% PCR positivos.

Positividade do ELISA e PCR em menores de 15 anos
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Grafico 24: Resultados de ELISA e PCR de casos e comunicantes
menores de 15 anos.
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6. DISCUSSAO

A definicdo de portadores sadios e infecgao subclinica em hanseniase
tém sido motivos de varios estudos, principalmente, com a utilizacdo e
validacdo de métodos moleculares e imunolégicos. Nesse contexto,
desenvolvemos e validamos um novo método para detec¢cao molecular de DNA
do M. leprae, a partir do gene ML 0579 com especificidade para esse patogeno
e correlacionamos com o teste sorolégico ELISA para detecgdo de anticorpos
IgM anti-PGL-1, considerando os aspectos soécio-epidemioldgicos de cada

grupo de individuos.

O presente estudo é o primeiro do estado do Para sobre epidemiologia
molecular e soroldgica da hanseniase, que investiga a deteccado molecular de
DNA do M. leprae em swab da mucosa nasal e sorolégica de anticorpos IgM
anti-PGL-1 em casos e comunicantes de hanseniase e escolares da rede
publica, correlacionando com a classificagao clinica, operacional, cicatriz da
vacina BCG, privagao alimentar, tipo de residéncia, género, idade, escolaridade

e periodo de exposicao estimado do contato ao caso indice de hanseniase.

A avaliagdo clinica de 35 casos de hanseniase diagnosticados em
Oriximina, entre os anos de 2004 e 2008, e seus respectivos comunicantes,
permitiu o diagndstico de trés casos novos entre os 126 comunicantes
avaliados em suas préprias residéncias, significando que a hanseniase é um
sério problema de saude publica que merece uma estratégia de combate mais

aprimorada nas diversas regides do Brasil (WHO, 2010).

Encontramos um numero maior de homens acometidos pela hanseniase
que mulheres, uma propor¢cdo de 1,9:1, o que estda de acordo com o
demonstrado em outros trabalhos, onde a diferenga chegou a 2:1 (JACOBSON
E KRAHENBUHL, 1999; HARROP, 2002). Por outro lado, o numero de
mulheres entre os comunicantes e escolares superou o de homens 1,86 e 1,4
vezes, respectivamente. Se considerarmos os casos que sao ELISA positivos,
a proporcao é de 1,4:1 (homens:mulheres); para os comunicantes e escolares
ELISA positivos a propor¢cao é inversa, ou seja, 1:1,4 (homens:mulheres),

certamente refletindo o numero total de mulheres em relacdo aos homens.



60

A hanseniase é considerada uma doenca influenciada por fatores
alimentares e socio-econdmicos (van BERRS et al., 1996), e os casos indices
de hanseniase descritos aqui contemplam esse perfil de pessoas que estdo em
maiores condigdes de risco, morando em casas pequenas, em conglomerados,
com baixo indice de escolaridade, vivendo na faixa da pobreza ou extrema
pobreza, que por falta de informagdo e/ou por sua precaria condicdo sécio-
econbmica demoram a procurar atendimento médico, estando mais
susceptiveis as incapacidades fisicas (BRAQUEL, 2007). Pelos mesmos
motivos 0s comunicantes desses casos estdo vulneraveis a desenvolver a
doenca, pois 86,5% pertencem ao nucleo familiar, 85,7% convivem a mais de
cinco anos com o caso indice e 57 (45%) sao positivos para o teste ELISA IgM
anti-PGL-1.

Varios estudos demonstraram a presenca de anticorpos anti-PGL-1 em
diversas formas clinicas da hanseniase, em comunicantes e pessoas
saudaveis residentes em areas endémicas (BRETT et al, 1986; CARDONA-
CASTRO et al, 2005; SPENCER et al, 2011). Em Oriximina, vinte (65,5%) dos
casos indices estudados foram positivos para o teste ELISA anti-PGL-1. SILVA
e colaboradores (2009), quando subdividiram os casos em PB e MB,
encontraram uma taxa menor de positividade entre os PB. Nesse estudo
encontramos 23% de positividade entre os casos PB e 31% de positividade
entre os casos MB, portanto, sem diferenca estatistica para a positividade entre
as duas formas operacionais de classificar a doenca. Talvez esta discrepancia
possa ser explicada pelo fato de termos avaliado pacientes de uma coorte
previamente detectada e tratada para hanseniase (2004 a 2008), e esse
numero poderia indicar apenas a manutenc¢do de contato dos casos tratados
com casos ainda nao detectados, mantendo assim a positividade para o anti-
PGL-1.

Quando comparamos a densidade Optica do teste de ELISA entre PB e
MB encontramos uma média de 0,602 para os casos PB e 1,170 para os casos
MB, corroborando com outros autores que demonstram niveis mais elevados
de IgM anti-PGL-1 em pacientes multibacilares (CHO et al., 1989; SILVA et al.,
2009; SPENCER et al., 2011). No entanto, quando comparamos a densidade

Optica com o ano de diagnostico em um intervalo de 4 anos (2004 a 2008) n&o
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observamos diferenca estatistica entre as médias das densidades Opticas,
apesar de os casos diagnosticados em 2008 apresentarem maior média do
nivel de densidade Optica do teste ELISA. Outro estudo demonstrou que na
instituicdo do tratamento os niveis de IgM anti-PGL-1 diminuem com o passar
dos meses, até negativarem préximo de um ano do inicio da PQT (CHO et al.,
2001).

A eficacia da vacina BCG na protecéo parcial contra a hanseniase tem
sido muito discutida, pois varios trabalhos apresentam resultados controversos
(ZODPEY, 2007). GOULART e colaboradores (2008), acompanhando
comunicantes de hanseniase por um periodo de 5 anos, encontraram maior
risco de desenvolver a doenca naqueles que n&o possuiam cicatriz de BCG em
associagdo com o teste de Mitsuda negativo e IgM anti-PGL-1 positivos.
ZODPEY (2007) em seu estudo de Meta-Andlise, a partir de 29 artigos de
revistas indexadas sobre o efeito da BGC na prevencdo da hanseniase,
concluiu que ndo ha evidéncias convincentes do efeito protetor da vacina BCG
contra hanseniase. Na populacédo de Oriximina, quando comparamos 0s niveis
da densidade o6ptica do teste ELISA anti-PGL-1 e o numero de cicatrizes da
vacina BCG, independente do grupo estudado (casos indices, comunicantes ou
escolares) nao encontramos relagdo alguma com a presenga ou auséncia da
cicatriz da vacina BCG, pois a positividade para IgM anti-PGL-1 independe do
numero de doses da vacina BCG.

A positividade para o teste ELISA IgM anti-PGL-1 n&o apresentou
correlagdo com o numero de pessoas em cada domicilio, com a utilizagao de
mais que duas pessoas do mesmo dormitério ou com a idade; para os
comunicantes, nao se relaciona com o periodo de convivéncia acima de um
ano com os casos indices ou a idade; e para os escolares, ndo € proporcional a
idade. Esses dados corroboram com estudos que relatam alta infectividade e
baixa patogenicidade para o M. leprae na populagdo residente em areas
endémicas (MARTINELLI et al., 2002).

Uma alimentacao balanceada é parte fundamental no desenvolvimento
fisico e manutengao de resisténcia imunoldgica contra os diversos patogenos,
aos quais somos expostos (CALDER and KEW, 2002; SATYARAJ, 2011).
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Nesse aspecto, quando analisamos a privagao alimentar sofrida pelos casos
indices 17 (48,5%) relataram ter faltado alimento em sua casa e 83% dessas
familias subsistem com dois ou menos salarios minimos, somando que sao
compostas, em média, por cinco integrantes morando no mesmo domicilio.
Quando comparamos a densidade Optica do teste ELISA com esses dados,
nao encontramos relagédo da privagao alimentar com os niveis de IgM anti-PGL-
1.

van BEER e colaboradores (1996), baseados em estudos
epidemioldgicos, afirmam que o contato de um caso MB possui de 5 a 10 vezes
maior chance de adoecer de hanseniase quando comparado com uma pessoa
que nao € comunicante, e quando o caso € PB o risco de adoecer é reduzido
para 3 vezes. Em Oriximina, 63% dos casos relataram nao ter conhecimento de
contato prévio com portadores de hanseniase, demonstrando que em area com
alta endemicidade o bacilo circula com maior facilidade, e que os casos MB de
menor evidéncia clinica da doencga para os leigos, provavelmente, ndo estao

sendo diagnosticados e se tornam uma importante fonte de transmisséao.

Cinquenta e sete (45%) dos comunicantes foram positivos para o teste
ELISA IgM anti-PGL-1. No entanto, quando subdividimos em comunicantes de
casos PB e MB ndo ha relacdo entre o nivel da densidade Optica e a
classificagado operacional do caso correspondente, pois embora a carga bacilar
de exposicéo possa ser diferente, a susceptibilidade a hanseniase é enddgena,
depende da competéncia imune de cada individuo (BEER, et a., 1996;
SCOLLARD et al., 2006). Por outro lado, quando o caso correspondente &
ELISA IgM anti-PGL-1 positivo, 0 comunicante possui um risco relativo de 2,42
vezes maior de ser positivo para o mesmo teste, quando comparado com

comunicantes de casos ELISA negativos.

A comparacao entre a média das densidades 6pticas do ELISA IgM anti-
PGL-1 ndo mostrou diferenga entre os trés grupos (escolares, casos e
comunicantes de hanseniase), evidenciando que em areas endémicas, o bacilo
circula em grande escala, e mesmo pessoas consideradas clinicamente
saudaveis podem pode apresentar positividade para IgM anti-PGL-1
(SPENCER et al., 2011).
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Métodos moleculares para a deteccdo de DNA do M. leprae tém sido
empregados no estudo de transmissdo desse patdgeno, principalmente em
regides endémicas e como diagndstico complementar da hanseniase. A
principal técnica utilizada é a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que
possui altas especificidade e sensibilidade (BANERJEE et al., 2010).

Nesse estudo padronizamos uma PCR para deteccdo do M. leprae, a
partir de iniciadores que produzem um fragmento de 245pb do gene ML 0579,
codificador da proteina 6-phosphogluconolactonase, regido genémica espécie
especifica e de copia unica no genoma dessa mycobacteria. A PCR simples
diminui a possibilidade de anelamento inespecifico quando comparado com as
reacoes de nested PCR, técnica utilizada na detec¢cao de DNA do M. leprae em
outros estudos (WALKER & RAPLEY, 1999).

A taxa de positividade geral para a PCR na detecgdo do M. leprae
utilizando swab nasal é muito baixa, com variagdo de 3,4 a 9,1% (KLATSER et
al., 1993; PATTYN et al., 1993; RAMAPRASAD et al., 1997; TORRES et al.,
2003; ALMEIDA et al., 2004). Nesse estudo encontramos 28% de positividade
entre os casos indices, 12% entre os comunicantes e 1,6% entre os escolares
da rede publica de ensino. As variagdes, em diversos estudos, na porcentagem
de positivos entre casos de hanseniase pode ser resultado de problemas na
escolha da metodologia, como na coleta do swab nasal, armazenamento das
amostras, método de extragdo adotado, sequéncias de primers utilizadas,
condigdes de realizagdo da PCR e dificuldades subjetivas na interpretacdo dos

resultados.

TORRES e colaboradores (2003) identificaram 65% dos pacientes MB e
nenhum PB positivo para PCR de swab nasal. Nesse estudo encontramos
37,5% e 62,5% de casos PB e MB positivos para a PCR de swab da mucosa
nasal, respectivamente. Esses casos de hanseniase foram notificados entre os
anos de 2004 e 2008 (um ano antes da coleta das amostras) e ainda
apresentaram positividade para a PCR de swab nasal, com uma representacao
de 27,5% dos casos investigados. Nenhum dos trés casos novos,
diagnosticados entre os comunicantes foi PCR positivo. No estudo de TORRES

e colaboradores (2003) a positividade para a PCR em casos de hanseniase
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diminuiu 70% apo6s trés meses de tratamento. MARTINEZ e colaboradores
(2009) também relataram que a positividade para a detecgdo molecular do M.
leprae é proporcional ao indice baciloscépico e inversamente proporcional a
instituicado da PQT.

Varios estudos defendem proporcionalidade direta entre os niveis de
PGL-1 e detecgdo molecular do M. leprae (TORRES et al., 2003). Em
Oriximina, a positividade para a PCR na detec¢cao de DNA do M. leprae a partir
da mucosa nasal, ndo correlacionou com a positividade para o teste ELISA IgM
anti-PGL-1, quando comparados entre os casos indices, os comunicantes e os

escolares.

A positividade para a PCR dos comunicantes mostrou ser independente
de seus respectivos casos indices estarem ou ndo positivos para a mesma

técnica, bem como a classificagdo operacional desses casos.

O numero de casos novos de hanseniase entre os menores de 15 anos
reflete as condigbes epidemiolégicas da doenga. O Brasil em 2009 apresentou
um coeficiente de deteccao de casos novos entre menores de 15 anos de 5,43
por 100.000 habitantes, sendo o pais do continente americano com maior
numero absoluto (2.669) de novos casos entre os menores de 15 anos
notificados. O estado do Para apresentou o segundo maior coeficiente de
deteccdo de novos casos entre os menores de 15 anos (19,11) em 2009,
comparado com os outros estados da federagdo (SINAN/SVS-MS, 2011). Em
Oriximina, considerando os comunicantes, trinta e quatro (24,6%) eram
menores de 15 anos de idade, sendo 21 (68% do total de menores de 15 anos)

positivos para o teste ELISA IgM anti-PGL-1 e 3 (2,4%) positivos para a PCR.

Nosso estudo de acompanhamento dessa populagdo sera de grande
importancia no esclarecimento sobre os riscos de adoecimento de cada
individuo, considerando os resultados de ELISA IgM anti-PGL-1 e detecgao
molecular do M. leprae em swab nasal, considerando as informagdes soécio-

epidemiologicas.
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7. CONCLUSOES

Vi.

Vii.

viii.

Xi.

Xii.

Os casos e comunicantes de hanseniase s&o pessoas que vivem na
faixa da pobreza, residindo em casas pequenas e familias apresentando
em média quatro pessoas.

Quase 50% dos casos de hanseniase ja passaram por privagao
alimentar.

A mensuragdo de IgM anti-PGL-1 por ELISA parece ser um bom
indicador de infectividade do M. leprae na comunidade.

Casos de hanseniase podem apresentar positividade para ELISA IgM
anti-PGL-1 apds o fim do tratamento em até quatro anos, independente
da forma clinica.

Quarenta e cinco por cento da populagdo clinicamente saudavel
apresenta positividade para ELISA IgM anti-PGL-1.

A idade e o periodo de convivéncia dos comunicantes com casos
indices néo interfere na positividade para IgM anti-PGL-1.

Comunicantes de casos ELISA IgM anti-PGL-1 positivos possuem duas
vezes mais possibilidades de ser positivos para o mesmo teste.

O numero de cicatrizes da vacina BCG nao interferiu na positividade IgM
anti-PGL-1 e na deteccao de DNA do M. leprae na mucosa nasal dos
casos e comunicantes de hanseniase e em escolares da rede publica.
Padronizamos um protocolo para deteccao molecular do M. leprae por
PCR simples.

O DNA do M. leprae foi detectado em casos de até quatro anos do inicio
da PQT, independente da classificagdo da hanseniase.

Quinze por cento dos comunicantes e 1,6% dos escolares apresentam
DNA do M. leprae na mucosa nasal.

A positividade para a PCR independe da positividade para o ELISA IgM
anti-PGL-1.
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9. ANEXOS

9.1. ANEXO | — Parecer de comité de ética em pesquisa em seres humanos.

Universicace Federal ue.Daa AL 2
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS DO INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARA

Carta: 06/08 CEP-ICS/UFPA Belém, 21 de fevereiro de 2008.

Ao
Prof. Dr. Claudio Guedes Salgado

Senhor Pesquisador,

Temos a satisfagdo de informar que seu projeto de pesquisa “Detecciio e andlise
da variagfio genotipica do mycobacterium leprae de casos-indice e comunicantes em regides
endémicas do Estado do Pard” de Protocolo n"197/07, CEP-ICS/UFPA, foi apreciado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Satide
da Universidade Federal do Para, na reunido do dia 04 de dezembro de 2007.

Assim, Vossa Senhoria tem o compromisso de entregar o relatorio parcial do
mesmo até o dia 30 de dezembro de 2008, no CEP-ICS/UFPA, situado no Campus Universitario

do Guama, Campus profissional, no Complexo de sala de aula do 1CS - sala 13 (Altos).

Alenciosamente,

ga’-""ﬂ"’l- - \mﬁ Ol d CaTon -—\M_xﬁﬂ,.'
Prof’. M. Sc. Mari4 da Conceigdo S. Fernandes.’
Coordenadora do CEP-ICS/UFPA

»

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Satide da Universidade Federal do Pard
(CEP-ICS/UFPA) - Complexo de Sala de Aula/ CCS - Sala 13 - Campus Universitario do Guamé, n°® 01, Guama —
CEP: 66075-110 - Belém-Para. Tel /Fax. 3201-8028/3201-7735 E-mail: cepccsi@ufpa br
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9.2. ANEXO II- Questionario e ficha de avaliacdo dos casos-indice e

comunicantes

-
Detec¢ao e Analise da Variacao Genotipica
do Mycobacterium leprae de Casos-indice
e de Comunicantes, em Regioes Endémicas
do Estado do Para.
L 486256/2007-3

=,

Este projeto tem a participacao das seguintes instituicoes:

Universidade Federal do Para
Instituigao Coordenadora

Laboratoério
‘ e de Dermato-Imunologia

Unidade de Referéncia Especializada
Dr. Marcelo Candia

Dr. Marcelo Candia

. Conselho Nacional de Desenvolvimento
Rene volvime

B, Cientifico e Tecnolégico

Numero de série: pggg
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ﬂ LABORATORIO DE DERMATO-IMUNOLOGIA -
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO PACIENTE |

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA - URE “MARCELLO CANDIA™.

Eu

Doe:, fuiconvidado(a) a participar do estudo “Detecgiio ¢ anilise da variagio genotipica
do Mycobacterium leprae de casos-indice e comunicantes em regides endémicas do Estado do Pard” ¢
recebi do seu pesquisador responsavel, informagdes que me fizeram entender, sem dificuldades ou dividas, os

seguintes aspectos:

O estudo tem por objetivo. identificar caracteristicas relacionadas s pessoas, aos seus modos de vida, ao meio
ambiente ¢ d genética da bactéria que causaa hanseniase, buscando entender mais sobre a transmissio da doenga

¢ melhorando sua prevengido e seu tratamento.

Os participantes deste estudo responderiio a um questiondrio, serfio submetidos 4 bidpsia de pele, a coleta de
sangue ¢ de secregiio nasal, realizadas por médicos ¢ profissionais de saide experientes, sempre com a finalidade
de diagnosticar a doenga. Suas casas seriio visitadas, para que seja realizado o mapeamento da doenga por ruas ¢
bairros do municipio. As pessoas de convivio mais proximo aos participantes, também serio examinadas ¢
submetidas i coleta de sangue ¢ de secregiio nasal de forma rapida ¢ sem dor, desde que devidamente autorizado,

bem comeo, serdo onentadas sobre 0s sinais ¢ sintomas da hanseniase.

A pesquisa serid realizada em ambiente seguro, com material limpo e descartavel, utilizando medicamentos
confidvers, oferecidos gratuitamente pelo sistema tnico de saiide ¢ administrados por um longo periodo, com

acompanhamento ¢ atengdo a qualquer complicagio pela unidade de saide.

A colera de sangue poderd causar dor ¢ pequena reagio no local e a biopsia cutiinea um pequeno ferimento na
pele.

Sempre que desejar, serio fornecidos esclarecimentos sobre todas as etapas do estudo e a qualquer momento, o
participante poderi recusar-se a continuar no estudo e retirar seu consentimento, sem que isso lhe traga qualquer
penalidade ou prejuizo.

Esta garantido o cumprimento do que fora informado acima, a gratuidade de todos os procedimentos e o sigilo da
idenndade dos participantes,

Finalmente, tendo compreendido todas as informagdes sobre a minha participagio no estudo ¢ estando
consciente dos meus direitos, das minhas responsabilidades, dos riscos ¢ dos beneficios que a minha

participagio implica, concordo em participar deste estudo e, paraisso, DOU O MEU CONSENTIMENTO.

.-\s.;inaluu ou impressio dactiloscopica do(a) voluntirio(a) ou responsavel legal.

—

Local: Data: |

Prof. Dr. Claudio Guedes Salgado
CRM-PA 5062
Laboratirio de Dermato-Imunologia
Av, Jodio Paulo 11, 113, Marituba, Pard, Brasil. Fone: (91) 3256-9097
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28 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO COMUNICANTE |

0999 €Y

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA - URE *“MARCELLO CANDIA™.

Eu, ‘
Doc: . fui convidado(a) a participar do estudo “Detecciio e anilise da variagio

genotipica do Mycebacterium leprae de casos-indice e comunicantes em regides endémicas do Estado do
Pard” ¢ recebi do seu pesquisador responsavel, informagdes que me fizeram entender, sem dificuldades ou
dividas, os seguintes aspectos:

O estudo tem por objetivo, identificar caracteristicas relacionadas as pessoas, aos secus modos de vida, ao meio
ambiente e 4 genética da bactéria que causa a hanseniase, buscando entender mais sobre a transmissdo da doenga

¢ melhorando a prevengio e o tratamento.

Os participantes deste estudo responderiio a um questionirio, serdo submetidos i coleta de sangue e de secregio
nasal. realizadas por médicos ¢ profissionais de saide experientes, sempre com a finalidade de diagnosticar a
doenga. Suas casas serdo visitadas, para que seja feito um mapeamento da doenga por ruas ¢ bairros do
municipio.

A pesquisa seri realizada em ambiente seguro, com material limpo ¢ descartivel. A coleta de sangue poderd

causar dor e pequena reagdo no local e a coleta de secrego nasal serd realizada de forma rapida e indolor.

A participagdo nesta pesquisa ¢ voluntaria ¢, sempre que desejar, serdio fornecidos esclarecimentos sobre todas
as etapas do estudo. A qualquer momento, o participante poderd recusar-se a continuar no estudo e retirar seu

consentimento, sem que isso lhe traga qualquer penalidade ou prejuizo.
Esta garantido o cumprimento do que fora informado acima, a gratuidade de todos os procedimentos ¢ o sigilo da

identidade dos participantes.

Finalmente, tendo compreendido todas as informagdes sobre a minha participagio no estudo e estando
consciente dos meus direitos, das minhas responsabilidades, dos riscos ¢ dos beneficios que a minha
participagio implica, concordo em participar deste estudo e, para isso, DOU O MEU CONSENTIMENTO.

Assinatura ou impressiio dactiloscopica do(a) voluntirio(a) ou responsavel legal.

Local: Data: f .-“

Prof. Dr. Claudio Guedes Salgado
CRM-PA 5062
Laboratério de Dermato-Imunologia
Av. Juiio Paulo 11, 113. Marituba, Pard, Brasil. Fone: (91) 3256-9097
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B LABORATORIO DE DERMATO-IMUNOLOGIA
o INFORMACOES PESSOAIS

1  Nome:

2 Nascimento: I N 3 |dade: anos 4| Género:l M| _|F

5/ Naturalidade (Cidade/UF):

6 Estado Civil: [_] Solteiro [_] Casado(a) [__] Unido estavel [ | Separado(a) D Vidvo(a)
7 Cor da Pele/Etnia:| | Negra [ |Branca [ |Parda [ |Amarela [ | Indigena

8/ Escolaridade (em anos de estudos concluidos):

[ 1123 [ Jaa7 [ ]8a12 [ |13oumais [ _|Nao se aplica

Maior grau de escolaridade atingido:

[ INenhum [ Ensino Fundamental || Ensino Médio [ | Ensino Superior

9 Ocupagdo:

i Afastado
[ ]Em exercicio (] Temporariamente [ I pesocupado
10 Renda do nicleo familiar:
[ |semrenda [ 1< 1 salario minimo []1 salario minimo

|| Até 2 salarios minimos | | Até 3 salarios minimos | | > 3 Salarios minimos

11 O nucleo familiar é beneficiado com algum tipo de transferéncia governamental?

[ INao

[_i Sim. Qual? f_] Aposentadoria m Pensao permanente G Pensao temporaria

[: Programa oficial de auxilio: —

[ ] outro:
12 Ja sofreu privagao alimentar?
[ ]sim [ |Nao

07
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13

14

17

18

19

20

22

23

24

25

26

27

28

29

a&mnxmmo DE DERMATO-IMUNOLOGIA

¥ INFORMACOES DOMICILARES

Enderego:

Ponto de referéncia:

Bairro/Cidade/UF: 15/ CEP:

Zona: [_|Urbana [ JRural [ ]Urbana/Rural [ _]Ignorado

Fones:( ) Cel: () Contato: ()

Georreferencimento do domicilio

[ INao []sim Latitude: ° : " Longitude: _° ' "

Tempo de residéncia no domicilio: ——

Niumero decomodosnacasa: 21| Total de moradores: Pessoas

Ha dormitério(s) com densidade acima de 2 pessoas? | |Sim | | Nao
Residéncias anteriores:

(Bairro/Cidade/UF): - Por quanto tempo?

(Bairro/Cidade/UF): Por quanto tempo?

Expectativa de mudanga? | |Nao [ Sim. Bairro/Cidade/UF:

Abastecimento de agua:

[ |Rede de agua encanada [__J Pogo “"boca larga™

[ TPogo artesiano [ Toutro:

1 > Filtrada, fervida Coada ou nenhum
Agua para consumo: [ |Mineral [ | o cloria (] vk sdlado
Rede de esgoto: [ ]Pablica [ ]Fossa [ ] Outro:
Destino do lixo: [ ]Coleta [ ]Queima | | Enterra [ | Acéuaberto

Domicilio subnormal? [ |Sim [ |Nao
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30|

30.1

30.2

‘ "\ﬂj CONTATO COM HANSENIASE

Conviveu com caso(s) de hanseniase, previamente?

[INgo [ )sim Quantos? [ J1 [J2 [J3 [J4 [ 15 [ 16 [ 17 oumais

Nome:
Grau de Parentesco: [|_|Pais  [_|Namorado(a) [ | Parente ndo Consanguineo

[Jimaos [ ] Cénjuge [ Nao Parente
[_|Filho(a) [ ] Parente Consanguineo
Tipo de convivio: [__] intra-domiciliar [ | Extra-domiciliar

Periodo de convivéncia: [ |<1[ J1a2 [ _]2a5 [ |5a10 [_]>10anos
Ha mais de 10 anos? [ | Sim [ ] Nao

Nome:

Grau de Parentesco: | | Pais [ | Namorado(a) [ | Parente ndo Consanguineo
[ Jirmaos [ ] Conjuge [ ] Nao Parente
[ Filho(a) EI Parente Consanguineo

Tipo de convivio: [T Intra-domiciliar [ ] Extra-domiciliar

Periodo de convivéncia: [ |<1[ 11a2 [ ]2a5 [ ]5a10 [_]>10anos
Ha mais de 10 anos? | | Sim [ Nao

Nome:

Grau de Parentesco: || Pais [ ]Namorado(a) [ | Parente nao Consanguineo
[ Jimaos [ | Cénjuge [ ] Nao Parente
[ | Filho(a) [ | Parente Consanguineo

Tipo de convivio: [ ] intra-domiciliar [ | Extra-domiciliar

Periodo de convivéncia: [ |<1[ ]1a2 [ |2a5[ 15a10 [_]>10anos
Ha mais de 10 anos? [ | Sim [ ] Nao



81

31

40

LABORATORIO DE DERMATO-IMUNOLOGIA
CL DIAGNOSTICO

Data do diagnostico: [ | 32 Unidade de Saude:
Prontuario:. 34 SINAN:

Recidiva: [ Nao [ ] sim

Foto: [ INao [ ] Sim. Registro:

Grau de Incapacidade fisica no diagnéstico:

[70 [J1 [J2 []Nao realizado

Cicatriz BCG:
Numero de cicatrizes: [ |0 [ |1 [ |2 [ |Duvidosa
Diametro das cicatrizes mm; mm,
Tipos de ledes: C .
S - Somente area hipoestésica _ ’C _J e
' . = \\ f/ \
M - Macula hipocrémica [ I| l o
'I e \ | | 1
T- Tubérculo ! H| i ]I'I | | || ' ‘t-,} \
/ | | \I .-’" | II ".
P- Pl R L |/ \
ace [/ — W —\
{ \ P N | \
F - Fovea o | ™ & (| | N
II.r"En'U"I' __“_q____l 'L"I.N i J"-J *\___ __f_—:‘ |'u'1|!\"
I - Infiltragao N \ |
\ | { \ il |
.‘I }‘ II. | | | II |
N - Nodulo | | \ \ | | I'; (
iy (0] ]

Numerodelesées: | |1 | |2 [ |3 [ |4 [ |5 [ | 6oumais
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Q_ DIAGNOSTICO

41 Forma clinica:

[ [T [Is8T [188 [ 1BV []V

[ INeural pura

42/ Classificagao operacional: (lpB [ ImB

43 Co-morbidades:
Diabetes Melitus []sim [ INao
Hipertensao Arterial Sistémica []sim [ INao
Neoplasias [ ]sim [__|N&o
Outras:

44  Co-infecgoes:
HIV [ 1sim [ ]Nao
Tuberculose [ ]sim [ |Nao
Hepatite C [ ]sim [ |Nao
Outras:
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45 Baciloscopia: | |Positva [ |Negativa [ | N&o realizada

46

47

48

49

50

1B:
IM:

Data e local do teste: / /

Técnico responsavel:

Histopatologia: [ |1 [ |7 [ |BT [ BB [ |BV [ ]V [ |Nao realizada

Sorologia:

ELISA (Anti-PGL1): DO: Cut-off:

Data e local do teste: / N

Técnico responsavel:

| INao realizada

Diagnéstico molecular:

[ Positivo [ I Negativo [ | Nao realizado

Sensibilidade medicamentosa - Sequenciamento:

moB mutagdo | |Nio []sim [] Nao realizado
folP mutagdo [ |Nao []sim [ ]Nao realizado
gyrA mutagdo | |Nao []sim [ | Nao realizado

Genotipagem:

D Nao realizado
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51 Esquema de tratamento:

[ 1PQT/PB 6 doses
[ 1PQT/MB 12 doses
[ ] PQT/MB 24 doses

[ | Esquema alternativo:

52 Reacdo hansénica antes do tratamento:

[ INao
[ Isim

Tipo de reagao:
=14 )2 [ IMista [ Neurite isolada

Tratamento:

[ Prednisona [ Talidomida [ Outro:
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(® RECIDIVA
* Procedéncia das informagoes: | | Prontuario [ | Paciente | | Acompanhante
53 Datado 1° diagnéstico: ||
54 Quantos episodios de recidiva o paciente ja apresentou?
55 Local do 1° diagnéstico:
[ IMesmaus | |Outraus [ ]US Referéncia
56 Tipos de lesoes observadas no 1° diagnéstico
S - Somente area hipoestésica
M - Macula hipocromica p !
T- Tubérculo ( / i .-__\‘!
P - Placa !.' ’J\_, \_'I \ |'J ) ‘ ’I' {
F- Fovea Eille v i |\ (] | \.\
|- Infiltragao ';( | ‘—__‘-EI\L&-' 4 / |f"‘— = “j\l ""-\
N - Noédulo bWJ -_%.___Ilf W U )Il.l;—;)\;—_-'_. HM&
. \ I\ | | Ha /
57 Namero de lesdes: |‘_|J \ < L |I | 'k
1 D2 s K | / |\ ‘ |
a S— | Y §
4 [ 15 [ ] 6oumais ' | | \ | | [
58 As lesoes observadas no 1° diagnostico desapareceram apos o tratamento?
[ ] sim || Nao
59 Forma clinica no 1° diagnostico:
C v []7 [I87 []8B [ ]BV [ ]V [ |Neural pura [ | Nao sabe informar
60 Classificagao operacional: [ |PB []mB
61 Esquema terapéutico apos o 1° diagnéstico:

| _|PQT/PB6doses [ |PQT/MB 12doses | | PQT/PB 24 doses

| DNDS + PQT [ IROM [ ]Esquema alternativo:



86

-
LABORATORIO DE DERMATO-IMUNOLOGIA
(» RECIDIVA

62 Grau de Incapacidade fisica no 1° diagnéstico:

[Jo []1 [ ]2 [ ]Nao realizado

63 Apresentou reacao durante o 1° tratamento?

Tipo de reagdo: [ | Tipo 1 [ ipo 2
Tratamento: [ |Prednisona | | Talidomida
Resposta: [ |Boa " IRuim

64 N°de trocos nervosos afetados no 1° diagnéstico:

[ Jo [ 11 [ ]2oumais

[ | N&o sabe informar

[]sim [ |N&o

D Mista || Neurite isolada

[ ] Outros

[_I Radial direito D Radial esquerdo
[_ Ulnar direito D Ulnar esquerdo
|| Mediano direito [ | Mediano esquerdo
[_‘I Fibular direito ITJ Fibular esquerdo
|| Tibial direito [_] Tibial esquerdo
|l outros

|| Nao sabe informar

55 Baciloscopia no 1° diagnostico:

|_|Positiva [ |Negativa [ |Naorealizada | | Nao sabe informar

1B:

IM:
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(P RECIDIVA

56 Histopatologia no 1° diagnostico:

T [T [Jer []BB [ ]BV [ ]V [_]Né&o realizada

67 Apresentou reagao hansénica no periodo pés-alta?

| _Isim [ IN&o

Nao sabe

Tipo de reagao: | | Tipo 1 [ Tipo 2 [ Imista [__|Neurite isolada ] informar

Quanto tempo apos a alta?
[ IMenosde 3meses | |De3a12meses [ |Maisde 12 meses

Quantos episodios reacionais?

11 [(J2 13 [J4 [ds [IMmaisde5

Esquema de Tratamento:

|| Prednisona. Periodo: meses
|| Talidomida. Periodo: meses
" lp+TPeriodo: ____________ meses
| Outro: : _ Periodo meses
Tratamento Continuo: [ Isim [ INao
Resposta: ﬂ Boa E Ruim

54 Apresentou outra doenga durante o periodo pés-alta?

[ INao

[ Isim, Qual?
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})) COMUNICANTE
69 Comunicantes do paciente: o

0999
691 Nome:

69.1.1 Grau de Parentesco:

[ Pais [ Namorado(a) [ ] Parente nao Consanguineo
[ Jumaos [ ]| Cénjuge [ ] Nao Parente

| Filhofa) [ ] Parente Consanguineo

6912 Periodo de convivéncia: —

69.1.3 Tipo de convivio: [ ] Intra-domiciliar [] Extra-domiciliar
Telefone: () ) )
Endereco: -

Ponto de referéncia: o o

Georeferenciamento do domicilio:

| INao | !Sim Latitude: 9 ' " Longitude: o

69.1.4 Cicatriz BCG:
Numero de cicatrizes:| |0 [ |1 [ ]2 [ | Duvidosa

Diametro das cicatrizes mm; mm.

69.1.5 Formaclinica: [ |1 [ |T [ ]8T [|BB [ BV [ |v [ |Neuralpura
69.1.6 Classificagao Operacional: [ ]rB [ ImB

69.1.7 Presenga de lesdes: [ |sim [ INao
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1) COMUNICANTE

69.1.8 Tipos de lesoes:

S - Somente area hipoestésica
M - Macula hipocrémica

T- Tuberculo

P - Placa

F - Fovea

|- Infiltragdo

N - Nodulo

Numero de lesoes:
L1+ J2 (3
[ 14 [ ]5 [ | 6oumais

£9.1.9 Sorologia:

ELISA (Anti-PGL1):

DO: Cut-off: .

Data e local do teste: /

Tecnico responsavel:

69110 Diagnostico molecular:

[ ] Positivo [] Negativo

[ ] Nao realizado

541 11 Comunicante foi diagnosticado como caso novo?

[ ] Nao || sim. Ver questionario, numero de série:

Observagoes:
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AVALIACAO NEUROLOGICA SIMPLIFICADA

Queixa principal

“Ressecamento (SIN)

Ferida (S/N)

Perfuragao de septo (S/N)
Olhos
Queixa principal

'Fecha olhos s/ forga (mm)

Fecha olhos ¢/ forga (mm)

Triquiase (S/N) / Ectropio (S/N)

Dimin. sensib. comea (S/N)

| Opacidade da comea (S/N)
Catarata (SIN) _

Acuidade visual

Membros superiores

Queixa principal

Ulnar

Mediano

_ Radi_al

Legenda N = normal

Avaliagao da forga

Abrir dedo minimo

Abdugao do 5° dedo ~F

(nervo ulnar) F

Elavar o polegar

Abdugao do polegar F'a =

(nervo mediano) o -
Elevar o polegar

Extensao do punho Fa

(nervo radial)

Legenda: F = Forte D = Dimiunuida P = Paralisado ou 5 = Forle, 4 = Resisténcia Parcial, 3 = Movimento complelo,
2 = Movimento parcial, 1 = Contragéo, 0 = Paralisado

Inspecdo e avaliagdo sensitiva

[

Legenda: Caneta/filamento lilas (2g). Sente &— Naosente X ou  Monofilamenlos: seguir cores
Garamoével M Garrarigida: R Reabsorvicio: 2/]  Ferda' C_ 7
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| B AVALIACAO NEUROLOGICA SIMPLIFICADA

_ __ Membros superiores [ 1 [ ! I 2. ! 1 [3- 1 !
Queixa principal

Palpacgio de nervos D 3 D E D E
Fibular
Tibial Posterior
Legenda N = normal E=espessado D =dor

Avaliagao da forga 1 l} ! 2+ ! 1 3 ! !
E:gs;uhggj :laluu /&
(nervo fibular) AN
Elevar o pé o
iy )

Legenda F = Forte D = Dimiunuida P = Paralisado ou 5 = Forte, 4 = Resisténcia Parcial, 3 = Movimento complelo,

2 = Movimento parcial, 1 = Contragio, 0 = Paralisado

Inspecan e avaliagao sensitiva

1e ! /

Legenda: Canetaffilamento lilds (2 g).

Garramdvel: M Garra rigida: R

Sente &~ Naosente X
Reabsorgao:

ou  Monofilamentos: seguir cores

Ferida: 7

CLASSIFICAGAO DO GRAU DE INCAPACIDADE (OMS)

DATA DA AVALIACAO OLHOS MAOS PES MAIOR GRAU ASSINATURA
D E D E D E D E
Aval. diagndstico [ |/
Aval diagnéstico [ [
LEGENDA PARA PREENCHMENTO DO GRAU DE INCAPACIDADE MONOFILAMENTOS
GRAU CARACTERISTICAS
0 Nenhum g com os olhos, mAos e pés decorrente da hanseniase Verde 0o0s
| Diminuigao ou perda da sensabilidade nos olhos Azul 02 |
Diminuicho ou perda da sensabilidade nas maos efou pés (ndo sente 2 g ou m
togue da caneta) Lilas .20 |
" Othos: lagoftalme efou ectrapio; tiquiase: central. acuidade Verm fechado 40
isual 0, 1 ou nd0 conta dedos a &
Mics: lestes rolicks elou traumiticas; garras; rasbsorcBo; pé caido Verm cruzado | 100
confratura do tomazelo Verm. aberto 300.0
Preto siresposta
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[B' INSTRUCOES PARA PREENCHIMENTO

Preencher com nome completo do paciente, sem abrevi

Preencher com a data de nascimento do paciente (dla.fnwsfam] de forma completa,

Anotar a idade do paclente,

Assinalar a categona referente ao sexo do paciente.

Preencher com o nome completo do municipio e com a sigla do Estado onde o paciente nasceu.

Assinalar a categona referente ao estado civil do paciente

Assinalar a cor da pele/etnia auto-declarada pelo paciente.

Assinalar o nimero de anos de estudo concluidos pelo paciente. Considerar cada séne concluida com aprovagao como um

ano de estudo. (Ex.. O paciente cursou 4 anos, porém ndo concluiu o Gitimo ano, este paciente entdo devera ser incluido na

calegoria de 1a 3), Este campo nao se aplica para pacientes com idade inferior a 7 anos. Em seguida, assinalar o maior grau de
escolaridade concluido pelo paciente.

9 Anolar a atividade desempenhada pelo paciente no setor formal, informal ou autbnomo. Em caso de afastamenlo temporarno
ou desemprego, considerar a ultima atividade exercida pelo paciente. Marcar, em seguida, a situagao atual do paciente
referente ao exercicio de sua alividade.

10, Assinalar a renda mensal do nicleo familiar do paciente, considerando o somaldrio da renda de todos os membros da familia,

que residem no mesmo domicilio gue o paciente.

INBAWN S

11. Assinalar se o nucleo familiar do paciente recebe algum tipo de transferéncia governamental, incluindo apc
ou programa oficial de auxilio. Em resposta positiva, deve-se especificar o tipo de transferéncia. (Ex.: Bolsa famllls Boisa
escola)

12. Assinalar se o paciente ja vivenciou a fome, em algum momento de sua vida.

13. Anotar o lipo de logradouro (Ex.: Avenida, Rua. Travessa), nome completo e o nimero da residéncia do paciente. além de um
ponto de releréncia,

14, Anotar o bairro, o municipio @ a sigla do Estado onde o pacienta reside.

15. Anotar o codigo de enderecamento postal do logradouro da residéncia do paciente.

16. Assinalar o tipo de zona da residéncia do paciente. Deve-se considerar zona urbana, a area com caracteristicas estrilamente
urbana, rural, drea com caracteristicas estritamente rural e urbanalrural, a area com aglomeragao populacional que se
assemelha a area urbana

17. Anotar o codigo de area e o numero de telefone residencial, celular ou de um contato proximo do paciente.

18. Assinalar se a residéncia do paciente foi georreferenciada. Em resposta positiva, registrar os ponlos de latilude e longilude,

19, Anotar ha quanto tempo o paciente reside no domicilio atual,

20. Anotar o nimero de comodos existente na residéncia do paciente, desconsiderando o numero de banheiros.

21. Anotar o nimero total de moradores da residéncia.

22. Assinalar se na residéncia, ha pelo menos um dormitério ocupado por mais de duas pessoas ao mesmo tempo.

23. Assinalar o bairro, 0 municipio, a sigla do Eslado e o lempo de moradia na ultima e na penultima residéncia do paciente,
respectivamente

24 Assinalar se o paciente tem expectativa de mudanga proxima. Em resposta positiva, anolar o bairro, o municipio e a sigla do
Estado de destino

25. Assinalar a procedéncia do abastecimento de 4gua na residéncia do paciente.

26. Assinalar o lipo de agua utilizada para consumo pelo paciente.

27. Assinalar o tipo de rede de esgolo presente na residéncia do paciente

28, Assinalar o destino dolixo utilizado na residéncia do paciente.

29. Assinalarse a déncia do paciente é considerada subnormal ou ndo. O domicilio subnormal é aquela habitagao carente dos
servigos publicos e que ndo apresenta condigbes fisicas para a marad:a e, garalmenle esla localizada em area irregular
(propnedade particular, publica ou de preservagao ambiental), a o de ir . palafitas, elc.

30, Assinalar se o0 paciente ja conviveu, previamente, com algum caso du hanseniase. Em mspus!n positiva, marcar o numero
total de contatos e, em seguida, anotar o nome completo dos trés contatos mais proximos e frequentes relatados pelo paciente,
selecionando o grau de parentesco, o tipo de convivio, o periodo de convivéncia e se a mesma ocorreu ha mais de 10 anos

31, Anotar a dala em que o pacienie fol diagnosticado com hanseniase. Em caso de recidiva, anotar a data do diagnodstico atual

32, Anotar o nome completo da Unidade de Sadde em que foi realizado o diagnostico.

33, Anotar o nimero de prontuéario do paciente na Unidade de Saude.

34, Anotar o numero do SINAN do pacienta.

35 Assinalar se o paciente & um caso de recidiva ou nao

36. Assinalar se o paciente foi fotografado ou nao. Para resposta positiva, anotar o numero de registro das imagens.

37 Assinalar o grau de incapacidade fisica resultante da avaliagho por ocasido do diagnéstico. segundo as normas técnicas
vigentes

3B. Assinalar o nUmero de cicatrizes resultantes da vacina BCG. A cicalriz pode ser observada no brago direito do paciente. Em
caso de duvida quanto a sua presenca, assinalar a categoria intitulada duvidosa. Na presenga da cicatriz, medir com uma
régua milimetrada transparente, o seu didmetro transverso e longitudinal. Fazer a meédia dos dois resultados e anota-lacoma
unidade mm

39 Marcar no esquema do corpo humano, os tipos de lesbes nas posi¢des cormespondentes as observadas no paciente no
momento do diagnostico, utilizando suas respeclivas siglas.

40. Assinalar o niumero de lesdes apresentadas pelo paciente no momento do diagnostico.

41 Assinalar a classificacio clinica do paciente, segqundo Ridley-Jopling, no momento do diagnostico.
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42.

43

45,

46.

47

48
49

51

52

GRg

23883

61

62

63.

65

B6
67

68,

69.

LABORATORIO DE DERMATO-IMUNOLOGIA
= 7 INSTRUCOES PARA PREENCHIMENTO

Assinalar a classificagio operacional do paciente atribuida, segundo normas lécnicas vigentes, no momento do diagnastico.
Assinalar a presenga ou auséncia de diabetes mellitus, hipertensao arterial sistémica e neoplasias, concomitantes a
hanseniase. Caso o paciente apresente outras doengas ndo mencionadas, deve-se anold-las.

Assinalar a presenga ou auséncia de co-infecgbes por tuberculose, HIV e hepatile C. Caso o paciente apresente oulras
infecgdes ndo mencionadas, dove-se registra-las.

Assinalar o resultado posilivo ou negativo da baciloscopia do paciente, no momento do diagnostico, ou se for o caso, a sua
nao realizagao,

Para o resultado posilivo de baciloscopia, registrar os indices morfologico{IM) e baciloscopico(lB), assim como, a data, o
local onde a baciloscopia fora realizada e o nome do técnico responsavel pela execugao do teste (ndo rubricar).

Assinalar a forma clinica do paciente indicada pela hislopalologia, na ocasiao do diagndstico, ou a sua nao realizacio.
Anotar o resultado do ensaio imunoenzimatico Anti-PGL 1 do paciente, bem como os valores de densidade optica, de cut-off,
adata, o local onde o teste foi realizado, além do nome do lécnico responsavel ensaio (nao rubricar),

Assinalar a presenga ou auséncia de mulagbes nos genes rpoB, folP e gyrA, ou a ndo reahzagao do teste.

Anotar os resultados de genolipagem do Mycobaterium leprae ou assinalar a nao realizagao do tesle.

. Assinalar o resultado positivo, negativo ou a nao realizagao do diagndstico molecular.

Assinalar 0 esquema lerapéutico eslabelecido para o paciente, por ocasifio do diagnéstico. Em caso de tratamento
alternalivo. deve-se especifica-lo.

Assinalar a presenca ou a auséncia de reagao hansénica anles de iniciar o tratamento. Em respostas positivas, deve-se
marcar o ipo de reagao apresentada pelo paciente, assim como o tratamento que ihe fora atnbuida.

*Assinalar a procedéncia das informagdes soliciladas ac paciente para responder as quesldes de numero 53 a 58
Anotar a dala do primeiro diagnostico de hanseniase do paciente.

. Registrar o nimero de episddios de recidiva apresentados pelo paciente.

Anotar o nome complelo da Unidade de Salide (US) em que foi realizado o pnmeiro diagnostico de hanseniase do paciente
e, em seguida, assinalar se esta @ amesma US atual, outra ou de referéncia,

. Marcar os tipos de lesbes encontradas no paciente, utilizando suas respectivas siglas, no esquema do corpo humano, em

posiches cormespond as relatadas no primeiro diagnostico do paciente.
Assinalar o numero de lesbes apresentadas pelo paciente em seu primeiro diagnostico.

. Assinalar se as lesdes apresentadas no primeiro diagnéstico desapareceram apos o lratamento.

Assinalar a classificagao clinica do paciente, segundo Ridiey-Jopling, no primeiro diagnostico

Assinalar a classificagio operacional do paciente, atribuida no primeiro diagnostico do paciente, segundo nonmas técnicas
entes.

Eslnalar 0 esquema lerapéulico estabelecido para o paciente, no primeiro diagnostico. Em caso de tratamento alternativo,

deve-se especifica-lo.

Anotar o grau de incapacidade fisica do paciente resullante da avaliagao no pr

Assinalar a presenca ou a auséncia de reagao duranle o "atamen!o Ink::al do pauente Em resposla positiva, deve-se

assinalar otipo de reagao, o tratamento atribuido e a qualidade da resposta a esle lralamenlo,

Registrar o numero de troncos nervosos afetados. na ocasido do primeiro diagnéstico. Em resposta positiva, assinalar quais

troncos nervos foram afelados.

Assinalar o resullado positivo ou negativo da baciloscopia no primeiro diagnastico do paciente. ou se for 0 caso, a sua nao

realizacio ou o desconhecimento do resultado.

Assinalar a forma clinica, segundo o resultado da histopatologia, no primeiro diagnastico do paciente.

Assinalar a presenga ou a auséncia de reacdo no periodo pos-alta do primeiro diagnostico do paciente. Em resposta

positiva, deve-se assinalar o tipo de reagio ap ada pelo p te, o periodo de lempo entre a alla e o aparecimento de

reagao, o numero de episddios reacionais, o tralamento atribuido, a continuidade deste tratamento e a qualidade da

resposta do paciente

Assinalar a presenga ou a auséncia de outras enfermidades apds a alta do paciente. Em resposia positiva. deve-se

especifica-las.

Anotar o nome completo das cinco pessoas que residem (ou residiram nos Oltimos 10 anos) com o paciente ou que

mantiveram convivéncia proxima e fregliente. Em se tratando de paciente com recidiva, considerar os comunicantes desde

o primeiro diagnostico.

Para cada comunicante registrado, deve-se selecionar o grau de parentesco, o periodo e o tipo de convivéncia estabelecida

com o paciente. Para os comunicanles cuja convivéncia for extra-domiciliar, anolar o enderego, com ponta de referéncia e

registrar os pontos de latitude e longitude do geomeferenciamento da residéncia do paciente. Assinalar ainda, as

Informagdes requendas referentes a cicatriz BCG, & forma clinica, & classificagdo operacional, & presenca, ao numero de

lesdes cbservadas e aos resultados da triagem soroldgica e da confirmagéo molecular.

Sa o comunicante for considerado um caso novo. anotar o numero de série do questionanio.

30
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9.3. ANEXO llI- Ficha de identificacao dos escolares.

9J

10

1

13

14

1§

16

17

18

19

LABORATORIO DE DERMATO-IMUNOLOGIA
i) £

) j G 0901

! Nome: _
e ﬁ ~—
Nome da mae:
| Nome do pai:
Nascimento: / i / 5/ |dade: anos 6 Género:[ IM [ JF

Naturalidade (Cidade/UF):

Cor da Pele/Etnia: [ | Negra [ |Branca [ IParda [ | Amarela ] Indigena

Série atual:

Enderego:

Ponto de referéncia:

Bairro/Cidade/UF: 12 CEP: .

Fones: (___ ) Cel:(___) Contato: ()

Georreferencimento do domicilio

[ INgo [_]Sim Latitude: 3 : " Longitude: o : "

Numero de cicatrizes BCG:

Nomero: [ ]0 []1 [X]2 [] Duvidosa Diametro: 25 om0 mm

Sorologia:
ELISA (Anti-PGL1): DO: Cut-off: [ ] N&o realizada

Diagnéstico molecular: [ | Positivo || Negativo || Nao realizado

Sensibilidade medicamentosa - Sequenciamento:

rpoB  mutagéo D Nao D Sim D Nao realizado
folP  mutagdo [ _|Nao [ ]sim [__INao realizado
gyA mutagdo [ _|Nao [ |Sim [ ]Nao realizado

Genotipagem:

[ Nao realizada
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a LABORATORIO DE DERMATO-IMUNOLOGIA

o 0901

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA - URE “MARCELLO CANDIA™.

A equipe de pesquisadores coordenada pelo Professor Dr. Claudio Guedes Salgado esta
realizando o estudo “Detecgdo e analise da variacdo genotipica do Mycobacterium leprae de
casos-indice e de comunicantes, em regides endémicas do Estado do Pari”, do qual gostariamos
que seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade participasse e, para isso, precisamos de sua
autorizagao.

O estudo tem por objetivo identificar caracteristicas relacionadas as pessoas, aos seus modos
de vida, ao meio ambiente e a genética do microbio que causa a hanseniase, para entender melhor sobre
a transmissio da doenga, melhorando sua prevengao e tratamento.

As criangas e os adolescentes que participarem deste estudo, serdo submetidas a coleta de
sangue ¢ de secre¢do nasal, realizada por médicos e profissionais de saide experientes, sempre com a
finalidade de identificar o M. leprae. Suas casas serdo visitadas, para que s¢ja feito um mapeamento dos
casos de hanseniase por bairros e ruas.

A pesquisa sera realizada em ambiente seguro, com material limpo ¢ descartavel. A coleta de
sangue podera causar dor e pequena reagio no local. E a coleta de secrecdo nasal sera realizada de
forma rapida e indolor.

A participagdo nesta pesquisa ¢ voluntaria e seu filho participard apenas se vocé autorizar,
Sempre que desejar, sera fornecido esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo. A qualquer
momento, o participante podera recusar-se a continuar no estudo e retirar seu consentimento, sem que
isso lhe traga qualquer penalidade ou prejuizo.

Esta garantido o cumprimento do que fora informado acima, a gratuidade de todos os
procedimentos e o sigilo da identidade dos participantes.

DECLARACAO DE PAIS OU RESPONSAVEIS

Tendo compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado, AUTORIZO QUE
MEUFILHO(A) s
PARTICIPE DESTE ESTUDO, SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU
OBRIGADO.

‘Assinatura ou impressio dactiloscopica do(a) pai/mie ou responsivel legal.

Doc.:

Local: Data: / /

Prof. Dr. Claudio Guedes Salgado
CRM-PA 5062
Laboratério de Dermato-Imunologia
Av. Jodo Paulo 11, 113, Marituba, Para, Brasil. Fone: (91) 3256-9097



