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RESUMO

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium leprae, com
transmissdo ativa em areas endémicas como o Brasil, que registrou mais de 90% dos
casos novos de hanseniase das américas no ano de 2021, e o segundo lugar na escala
global. Clinicamente ¢ caracterizada pelo aparecimento de lesdes nervosas ou cutaneas
com alteracdo de sensibilidade, que podem evoluir para deficiéncias. Sua transmissao
ocorre principalmente pelas goticulas respiratdrias de pessoas infectadas, que ainda nao
receberam tratamento. O diagndstico da hanseniase € clinico com tratamento multidroga
PQT (poliquimioterapia), sendo crucial para evitar a cadeia de transmissao da doenga.
O atendimento de casos suspeitos deve ser realizado por um profissional habilitado nas
unidades bésicas e especializadas de saude, além de servicos de busca ativa. No processo
de doacdo de sangue, embora cuidadosamente regulamentado, riscos imediatos ou
tardios podem ocorrer. A hanseniase ¢ considerada uma doenga com inaptidao definitiva
para doacdo de sangue. No entanto, a investigagdo ocorre apenas através de uma
entrevista clinica, sem avaliagdo laboratorial. No Hemocentro do estado do Para
(HEMOPA) foram selecionados 500 doadores para a pesquisa e coletado sangue para
investigacao soroldgica de anticorpos IgM anti-PGL-1. Dos doadores escolhidos, 4%
(20/500) tiveram resultados soroldgicos positivos maiores ou iguais a 0,750 DO por
ELISA, e apenas oito aceitaram ser examinados clinicamente e realizaram outros
exames laboratoriais complementares para o diagndstico da doenga, como baciloscopia
e qPCR. Destes oito, cinco (62,5%) foram diagnosticados com hanseniase, um na forma
clinica primariamente neural, trés como boderline-tuberculdéide € um virchowiano. No
qPCR do sangue periférico foi comprovada a presenca do DNA do bacilo em dois
individuos, este fato pode ser uma possivel via de transmissdo da doenca, ainda a ser
esclarecida. Esses achados enfatizam a necessidade critica de triagem cuidadosa em
doadores de sangue, principalmente em regides endémicas para a hanseniase, dado o
risco potencial de transmissdo representado pela presenca do M. leprae em sangue

periférico, inferindo provavel presenga em bolsas de sangue.

Palavras-chaves: Hanseniase; Mycobacterium leprae; Hemocentro; Doadores de

sangue; Triagem laboratorial.



ABSTRACT

Hansen’s disease (HD) is an infectious disease with active transmission in endemic
areas such as Brazil, which accounted for over 90% of the new HD in the Americas in
2021, and the second highest in the global scale. Clinically is characterized by the
appearance of nerve or skin lesions with altered sensitivity, that in advanced cases, can
cause deformities and physical disabilities. Its transmission occurs mainly through
Mycobacterium leprae, through respiratory droplets of sick people, and has a prolonged
incubation period. The diagnosis of leprosy is clinical, with multidrug treatment PQT
(polychemotherapy) being crucial to avoid the chain of disease transmission. Suspected
cases should be attended by a qualified professional in basic health units or active case
finding campaigns. Although leprosy patient is considered definitively unfit for blood
donation process, according to Consolidation regulation n° 5, of October 3, 2017,
leprosy investigation occurs only through a clinical interview, without laboratory
evaluation. At Hemocenter from Para, 500 donors were selected for the study and blood
was collected for serological investigation of anti-PGL-I antibodies. Of the selected
donors, 4% (20/500) had positive serological results greater than or equal to 0,750
optical density among only eight agreed to be clinically examined and underwent other
laboratory tests: bacilloscopy and qPCR. Among donors with clinical evaluation, more
than half were diagnosed with leprosy, 62.5% (5/8), with the following cases: one
individual with the primarily neural clinical form, three with borderline-tuberculoid, one
lepromatous. of peripheral blood, the presence of the bacillus in two individuals was
confirmed, suggesting a possible route of transmission of the disease. We emphasize
that the prevalence of subclinical leprosy infection due to its etiological agent among
the study population is very high, but compatible with the hidden prevalence already

recorded in the state of Para.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenga negligenciada e de notificagdo compulsoéria e possui
uma epidemiologia importante, que vem se mantendo presente na populagdo. E uma
doenca milenar com caracteristicas clinicas sist€émicas com acdo principalmente em
nervos periféricos e pele. O principal agente etioldgico € o Mycobacterium leprae que
¢ uma bactéria intracelular com estrutura de bacilos retos ou ligeiramente curvado com
dimensdes que variam de 1-8 um de comprimento por 0,2-0,5 pm de largura. Sua
caracteristica de bacilo alcool acido resistente (BAAR) ¢ devido sua composicao da
parede celular espessa em camadas de acidos micolicos e grande quantidade de lipidios
(60 a 70%) (Scollard et al., 2006; Singh e Cole, 2011).

O M. leprae pode estar presente em diversos tipos celulares, porém possui
predilecdo por células de Schwann e macréfagos, devido a fatores genéticos e epitopos
de ligagdo que determinam a infectividade do patdgeno. Apos a entrada da bactéria nas
células nervosas, inicia-se um processo inflamatorio que, se nao cessado, pode resultar
em danos decorrentes da resposta imunologica presente no local, podendo evoluir para
desmielinizagdo e, consequentemente, comprometimento da transmissao dos impulsos
nervosos que clinicamente se caracteriza por alteracao de sensibilidade tatil, térmica e
dolorosa (Brennan e Vissa, 2001; Chavarro-Portillo, Soto e Guerrero, 2019; Singh e

Cole, 2011).

A classificagdo clinica para a doenga depende dos sintomas e sinais clinicos
apresentados pelo paciente. Alguns individuos, classificados como primariamente
neural, podem apresentar sintomas iniciais da doenga, com a presenga da alteracao de
sensibilidade tatil, térmica e/ou dolorosa em uma regido. Mas, dermatologicamente, a
maioria dos casos de hanseniase, se caracterizam por apresentar manchas hipocromicas,
eritematosas ou nddulos infiltrados observados na pele. Em 1953, em um congresso em
Madri, na Espanha, foi apresentado um modelo de classificagdo que utilizava os
aspectos clinicos, bacterioldgicos e de resposta imunologica a reagdo de Mitsuda para
definir a doenga em polos tuberculdide e virchowiano, além de formas clinicas

intermediarias denominadas borderline (Fernandez, 1954).

Os pesquisadores Ridley e Jopling, em 1966, propuseram uma classifica¢do para a
doenca utilizando parametros histopatologicos, bacteriologicos e da resposta imune,

dividindo as formas clinicas em polos tuberculoide (T) e virchowiano (V) como formas
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clinicas estaveis e polares, em contrapartida o boderline-tuberculdide (BT), boderline-
boderline (BB) e boderline-virchowiano (BV) sdo formas intermediarias e
imunologicamente instaveis (Ridley e Jopling, 1966). Segundo a Organiza¢cao Mundial
de Saude (OMS), para fins operacionais e facilitar o tratamento, estabeleceu-se a
classificacdo dos individuos baseada na presenca ou auséncia de BAAR no raspado
intradérmico, nimero de lesdes e nervos acometidos, subdividindo os pacientes em:
paucibacilares que sdo individuos com poucos bacilos e menos de 5 lesdes de pele e
individuos multibacilares que sdo aqueles que possuem lesdes disseminadas pelo corpo
devido a presenca de muitos bacilos no organismo (Ministério da Saude, 2016). O
tratamento medicamentoso para a doenga ¢ caracterizado por esquemas de
poliquimioterapia, sendo padronizado que pacientes paucibacilares devam utilizar os
antibidticos dapsona 100mg diariamente e rifampicina 600 mg uma vez ao més por um
periodo de 6 meses. Ja os multibacilares devem tratar por 12 meses com dapsona 100
mg e clofazimina 50 mg diariamente, adicionado de uma dose mensal de rifampicina
600 mg e clofazimina 300 mg (“Guidelines for the diagnosis, treatment and prevention

of leprosy”, 2018).

Os individuos infectados com a doenga expelem bacilos pelas vias aéreas superiores,
podendo transmitir para outras pessoas susceptiveis, sendo essa a principal via de
transmissao da hanseniase. No entanto, fatores associados com a imunidade, genética e
nutricdo, além da taxa de exposi¢do ao patogeno, sao determinantes para a
suscetibilidade e/ou resisténcia do hospedeiro quanto a evolugdo da patogénese da
doenga(Pinheiro et al., 2011). Estudos sugerem a possibilidade de transmissdao do M.
leprae também via sanguinea, uma vez que individuos sem hanseniase (clinicamente
diagnosticavel) apos transplante coragdao e em outro individuo transplante de rim,
apresentaram sintomas clinicos para a doenga (Bhat e Prakash, 2012; Launius et al.,

2004; Shih et al., 2005).

Em 2019, a hanseniase foi reportada em 118 paises, sendo 79,01% dos casos
notificados concentrados na India, no Brasil e na Indonésia (WHO, 2023). Na regido
das Américas, o Brasil concentra 92,4% (18,314) dos casos notificados, ocupando o
segundo lugar entre os paises com maior numero de casos no mundo. A distribui¢cdo da
hanseniase no Brasil, ocorre de forma heterogénea, concentrando maior numero de
casos nos estados: Mato grosso, Maranhao e Para. A taxa de detec¢@o no estado do Para

em 2019 foi de 29,82/100.000 habitantes, considerada hiperendémica, indicando a
12



necessidade de atuagdo dos servicos de saude na identificagdo de novos casos
(Ministério da Saude, 2023). Dados epidemiologicos mais atuais apresentam uma
diminui¢do no numero de casos ocasionado pelo impacto nos servicos de saide em

decorréncia da pandemia pela covid-19 (Ministério da Saude, 2023).

Apesar de estratégias e campanhas governamentais serem implantadas para o
controle da hanseniase no mundo, existem trabalhos que demostram indicativos que o
numero estimado de casos ocultos de hanseniase pode chegar a ser 5 vezes maior que
os dados oficialmente registrados, indicando uma alta incidéncia da doenca dispersa de
forma oculta na sociedade (Barreto et al., 2011). A¢des de busca ativa realizadas no
estado do Para identificaram uma alta endemia oculta apds avaliar criangas em escolas.
A estratégia se baseou na avaliagao neurodermatologica de criangas utilizando-as como
um parametro direcionador para a identificacdo de novos casos entre contatos
intradomiciliares. Sendo assim, escolares casos tinham em seguida a avaliagdo dos
demais individuos que possuiam contato frequente e prolongado com o0s casos
diagnosticados, denominados contatos intradomiciliares ou comunicantes, dos casos de
hanseniase (Barreto et al., 2014). A partir dessas acoes foi possivel fortalecer a hipotese
de alto quantitativo de casos de hanseniase dispersos ocultamente na comunidade,
fortalecendo a necessidade de se implementar agdes de vigilancia em satide em regides

endémicas para a doenga (WHO, 2021).

O diagnostico precoce da hanseniase enfrenta desafios, especialmente em individuos
que apresentam poucos sintomas, conhecidos como "oligossintomaticos". Isso pode
levar a confusdo com outras doengas, como artrose e fibromialgia, contribuindo para o
diagnostico tardio. Assim, os sintomas classicos s6 se tornam evidentes mais tarde,
sendo a identificacio da doenca muitas vezes feita através de exames clinicos
dermatoldgicos e neuroldgicos, focados em encontrar alteracdes de sensibilidade e/ou
comprometimento de nervos periféricos, e também lesdes ou areas de pele com aspectos

iniciais da doenca, tornando o diagndstico essencialmente clinico. (Nery et al., 2013).

Laboratorialmente, o diagndstico da hanseniase, segundo o manual do ministério da
saude, baseia-se na identificacdo do M. leprae em amostras de raspado intradérmico
através da baciloscopia ou através do exame de histopatologico de fragmentos de
bidpsia de pele ou nervo. Apesar das limitagdes técnicas para a identificagdo de

individuos com poucos bacilos, ambos os exames sdo considerados “padrdo ouro”,
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fortalecendo a necessidade de desenvolver ou implantar novas ferramentas laboratoriais
que contribuam para a identificagdo de casos de hanseniase. Nesse sentido, outros
exames complementares vém sendo estudados a fim de identificar padrdes sorologicos
e moleculares entre as formas clinicas da hanseniase que possam ser utilizados para o

diagnostico da doenga (Dijk, van et al., 2021; Lima et al., 2022; Silva et al., 2021).

A utilizagdo de testes sorologicos vem demostrando importdncia no apoio
diagnostico, especialmente quando avaliamos a resposta contra o anticorpo especifico
IgM anti-PGL-I, no qual se verifica presenga de anticorpos especificos contra o M.
leprae. Apesar da molécula demonstrar uma alta sensibilidade na detec¢ao de pacientes
MB em decorréncia da presenca de uma grande quantidade de bacilos nas lesdes e,
consequentemente, resultar em altos titulos de anticorpos IgM anti-PGL-I, a
identificacao dos pacientes PB ¢ muito mais limitada, estando presente somente em 20-
40% dos casos, em razao da baixa concentracio de bacilos no organismo, influenciando
assim na baixa producdo de anticorpos anti M. leprae. A positividade frente a esse
marcador ¢ um indicativo de exposicao ao patégeno, podendo direcionar inclusive para
a identificacdo de individuos com infec¢des subclinicas com risco aumentado para
desenvolver a infecg¢do. Os anticorpos [gM anti-PGL-I também podem ser detectaveis
em uma parcela da populagdo saudéavel residente de regido endémica mesmo que estes
nao venham a desenvolver futuramente a doenca, limitando ainda mais o uso dessa
ferramenta como triagem diagnostica (Barreto et al., 2014; Geluk, Duthie e Pencer,

2011; Misch et al., 2010).

Além da sorologia, outros exames laboratoriais vém sendo aplicados como as
técnicas de biologia molecular em virtude de sua alta sensibilidade e especificidade.
Para fins de pesquisa cientifica, sua utilizagdo tem contribuido como importante
ferramenta complementar ao diagnostico da infeccdo pelo M. leprae. A reagdo em
cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) utilizando a regido alvo RLEP com a
identificacao da sequéncia de nucleotideos conhecidamente expressa em uma regiao do
Mycobacterium leprae de amostras obtidas do raspado intradérmico e/ou sangue tém
demonstrado uma positividade relevante, inclusive entre pacientes com baciloscopia
negativa ou individuos antes de manifestarem os sintomas clinicos da doenga (Costa et

al.,2023; Turankar et al., 2015).
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Os exames laboratoriais complementares sao amplamente utilizados em agdes
de busca ativa (Bernardes Filho et al., 2020; Geluk, Duthie e Pencer, 2011; Lincoln
Silvaet al.,2021). Nesse sentido o uso dessas ferramentas na investigacao de hanseniase
em diferentes ambitos clinicos, tal como no recrutamento de doadores de sangue, se faz
necessario no diagndstico de casos de hanseniase possivelmente presentes nessa

amostragem.

A doacao de sangue ¢ um processo voluntario que presa pela seguranca de
pacientes e doadores. Para isso, antes da coleta sanguinea os doadores passam por uma
entrevista clinica em que ¢ realizada a investigagdo por anamnese para admissdo de
doadores. Nesse questionario, caso o individuo apresente alguma alteragdo temporaria
que possa interferir na qualidade do hemocomponente, o doador ¢ considerado como
inapto temporario ou definitivo. Entretanto, se o individuo apresentar ou tiver
desenvolvido anteriormente patologias sist€émicas, tal como a hanseniase, este serd
considerado inapto definitivo, ndo podendo doar sangue em nenhum outro momento

(ANEXO 1).

Ap0s a coleta de sangue, essas amostras passam por um processo de testagens
laboratoriais para algumas doencas (Ex.: HIV I/Il, HTLVI/II, doenca de chagas,
hepatites e sifilis) antes da bolsa de sangue ser efetivamente liberada para transfusao
sanguinea. Com isso, a investigacdo laboratorial da hanseniase em banco de sangue se
faz necessaria para a garantia da seguranga transfusional. Estratégias de busca ativa em
servicos de satide como banco de sangue, pode contribuir também para a quebra da
cadeia de transmissao da hanseniase (Foss, Callera e Alberto, 1993; Goulart et al.,
2015). Embora a hanseniase esteja listada na Portaria de Consolidagdo n° 5, de 28 de
setembro de 2017, como uma das doengas que levam a inaptidao definitiva para doacdo
de sangue, ela somente ¢ investigada através da anamnese, ndo havendo investigacao na

triagem laboratorial e/ou clinica antes da doacao de sangue (Goulart et al., 2015).

Criancas menores de 15 anos, com sintomas clinicos de hanseniase sdo
indicadores epidemiologicos utilizados para reconhecer a dispersdo da hanseniase em
uma localidade, pois a doenga em pessoas em menores de 15 anos confirma a existéncia
de focos ativos de transmissdo do M. leprae, principalmente em parentes que
compartilham um mesmo ambiente, chamado de contato intradomiciliar (Sales et al.,

2011). A busca ativa de casos novos, especialmente entre contatos intradomiciliares, ¢
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uma estratégia para a deteccdo dos doentes no inicio das manifestagdes clinica e dos

possiveis focos de transmissdo da hanseniase (Barreto et al., 2012).

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Pesquisar casos de hanseniase em doadores de sangue inaptos do Hemocentro

Coordenador do Estado do Para (HEMOPA) de 2019 a 2022.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Testar amostras de sangue de doadores de sangue do HEMOPA para anticorpos
IgM anti-PGL-L.

2. Avaliar clinicamente e com exames laboratoriais doadores de sangue que
apresentem titulagdes altas para o anticorpo IgM anti-PGL-I.

3. Analisar a presenca do bacilo pela detec¢dao de bacilos alcool acido resistentes
(BAAR) no raspado intradérmico e pela amplificacdo da regido RLEP do M.
leprae em amostras de raspado intradérmico e no sangue de doadores

selecionados.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho obedeceu aos aspectos éticos preconizados pela declaracdo de
Helsinque e legislagdo em vigor, sendo avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Paré, sob CAAE
34990920.5.0000.0018 e parecer nimero 4188123. Todos os participantes do estudo

assinaram o Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido (TCLE).

3.2 POPULACAO DE ESTUDO

No periodo de 2019 a 2022 foram selecionados aleatoriamente 500 doadores de
sangue no Hemocentro Coordenador do Estado do Para (HEMOPA) durante o processo
de convocacao médica para investigacdo de doengas infecciosas (AIDS, Sifilis, doengas
de chagas, Hepatite B e C, HTLV I/I). Os individuos considerados inaptos temporarios

para doacdo de sangue foram em um segundo momento, convidados para participagio
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do projeto de investigacdo de hanseniase, sendo aplicado o TCLE para aqueles que

aceitaram participar do estudo.

Apos explicagdo da pesquisa, os participantes do estudo seguiram para uma
coleta de sangue periférico para avaliagdo da titulacdo de anticorpos IgM anti-PGL-I,
sendo que os individuos selecionados para o estudo foram direcionados para uma
avaliacdo clinica neuro dermatoldgica e laboratorial com uma equipe multiprofissional

para investigacao mais detalhada de hanseniase.

As avaliagoes clinicas ¢ laboratoriais foram realizadas na Unidade de Referéncia
(URE) em Dermatologia Sanitaria do Estado do Para “Dr. Marcello Candia” onde foram
coletados material de raspado intradérmico de ambos os I6bulos auriculares para exames
de biologia molecular e ambos os 16bulos auriculares e ambos os cotovelos e/ou lesdao
suspeita para exame de baciloscopia. A figura 1 apresenta o fluxograma do trabalho,
que consistiu nas seguintes etapas: os doadores de sangue identificados como inaptos
temporarios foram convidados para participagdo do estudo, onde foi aplicado o termo
de consentimento livre e esclarecido e em seguida foi coletado o sangue periférico para
a triagem sorologica anti-PGL-I, no qual todos com sorologia igual ou maior que 0,750
de densidade optica foram selecionados para avaliagdo clinica neurodermatoldgica e
testes laboratoriais de identificagdo do M. leprae. Os doadores confirmados como casos
novos de hanseniase foram notificados no SINAN e tratados de acordo com o protocolo
do Ministério da Satude. Foram excluidos os individuos que se recusaram a participar da
pesquisa e aqueles cujas amostras encontraram-se hemolisadas ap6s o processo de

centrifugacao.

Figura 2 - Fluxograma do projeto: Doadores de sangue inaptos (N=500 doadores), selecdo
sorologica considerando o cut-off de 0,750 DO (N=20 doadores), avaliagdo clinica (N=8 doadores) e
diagndstico de caso novo de hanseniase (N=5 doadores). Casos de doadores com hanseniase: 1 neural
pura, 3 boderline-tuberculdide e 1 virchowiano.

™) (o _,
{ 5
Novos Casos
8 de Hanseniase
500 Doadores | ,20 q Avalisdes
de Sangue Selecionados AV
Cut-off 20.750 DO clinicamente

v\

1 3
Primariamente Boderline - ' 1 .
neural Tuberculéide Virchowiano
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Fonte: LDI-UFPA.

3.3 ENSAIO DE IMUNOABSORCAO ENZIMATICA (ELISA) PARA
DETECCAO DE ANTICORPOS IgM ANTI-PGL-I

O ensaio foi realizado conforme previamente estabelecido (Gobbo et al., 2022).
Resumidamente, foram coletadas amostras de sangue em E.D.T.A. (K3) e realizado o
método ELISA in house utilizando microplacas com fundo “L” de 96 pogos
(Immulon®, USA) que foram sensibilizadas com 50ng/50ul. de solucdo de
carbonato/bicarbonato de sdédio com o antigeno sintético ND-O-BSA para cada pogo
sensibilizado. Nesta etapa de sensibilizacao foi utilizado duplicata para cada individuo
para garantir a reprodutibilidade do teste e aplicada de 12-24 horas antes do teste. Apds
trés etapas de lavagens com a solugdo de lavagem (SL) = PBS 1X + 0,05% Tween-20,
foram bloqueados todos os pogos com solucdo de bloqueio (SB) = solucdo salina
tamponada (PBS - pH 7.2) com 1% de albumina de soro humano (BSA) e 0,05% de
Tween-20 (T) e incubado por 1h a temperatura ambiente (TA). Em seguida, as amostras
de plasma foram diluidas 1:300 em SB no poco sem sensibilizagcdo, chamado de branco,
e transferido 100puL essa dilui¢do para as duplicatas sensibilizadas por um periodo de
incubac¢do de 2h. O anticorpo secundario anti-humano IgM conjugado com a peroxidase
foi utilizado apos 3 etapas de lavagens, para a deteccao dos anticorpos anti-ND-O-BSA
na concentragdo de 1:10.000 diluido em SL e incubado por 1h e 30 min. Ap6s 3 etapas
de lavagens, foi adicionado 0 substrato colorimétrico (o-
phenylenediaminedihydrochloride SIGMA FASTTM OPD, Sigma-Aldrich P9187,
USA) diluido em 4gua ultrapura e pipetado em todos os pogos por 15 min. Por fim,
foram adicionados 50ul de solugdo de parada (H2SO4 4N) em todos os pocos, que
neutraliza a reacdo. Em sintese, a figura 2 resume as seguintes etapas: (1) Sensibilizagdo
do antigeno ND-O-BSA fixando-se na placa, (2) Adi¢ao de amostra e ligacdo especifica
de anticorpos anti-PGL-I presente no plasma sanguineo, (3) Adi¢ao do anticorpo
secundario ligado com a enzima peroxidase, (4) Reacao ao cromogeno OPD com a
enzima alterando a cor da solucdo (5). Finaliza¢do, com a adi¢do da solu¢do de acido

sulfarico 4N.

18



Figura 2 - Etapas do protocolo do ELISA para detecgao de
Anticorpo IgM anti-PGL-I em amostra de plasma sanguineo.
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Fonte: LDI-UFPA.

Foi realizada a leitura em espectrofotometro a 490 nm, o resultado foi obtido através
do célculo da média das duplicatas das densidades opticas (DO) menos o valor do branco
da amostra. Conforme previamente publicado (Gobbo et al., 2022), sdo consideradas
positivas as amostras com DO > 0,295, entretanto, com o objetivo de melhor selecionar
individuos com risco aumentado de desenvolver a doenca, o presente trabalho utilizou
como triagem soroldgica um cut-off arbitrario de 0,750 que representa cerca de 2,5 vezes
a mais que o cut-off padrao (0,295), estabelecido a partir de resultados identificados em
acoes de busca ativa no municipio de mosqueiro, no qual entre os individuos que foram

casos e seus respectivos resultados soroldgico anti-PGLI.

3.4 IDENTIFICACAO DO Mycobacterium leprae

3.4.1 BACILOSCOPIA
Para a deteccao do M. leprae foi realizada a técnica de baciloscopia, no qual ¢
realizada a partir da leitura microscopia 6ptico, campo claro com lente de aumento de

r

100 vezes. O material utilizado ¢ o raspado intradérmico de ambos os 16bulos
auriculares, cotovelo direito, cotovelo esquerdo ou lesdo alvo (se houver), fixado em
lamina de microscopia seguida por coloracdo de Ziehl-Nielsen a frio, conforme
preconizado pelo Ministério da Saude. A técnica baseia-se na adi¢do do corante de
fucsina de Ziehl que, apos incubagdo, deve passar por etapas de lavagens até a retirada
do excesso de corante. Em seguida, descoloracdo utilizando o alcool acido a 1%,

posteriormente aplicando o azul de metileno para fins de corante de fundo para que

residuos celulares que nao o M. leprae fiquem corados em azul. A figura 3A demonstra
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essa etapa: a adicao da solugdo fucsina, apds o tempo de incubacao etapas de lavagens
e em seguida descolorag@o com alcool 4cido 1% e por ultimo aplicado o azul de metileno
como corante contraste. Ao final dessa coloragdo verifica-se o bacilo da hanseniase,
alcool acido resistente (BAAR), permanecem corados em vermelho “fucsia”. Para a
leitura da lamina ¢ realizada em microscopia Optica, com objetiva em aumento de 100
vezes, € a determinacdo da quantificacdo da baciloscopia ¢ determinada através da
escala logaritmica de Ridley. A figura 3B apresenta a escala logaritmica de Ridley.
Parametro utilizado para a quantificacao dos bacilos de M. leprae por microscopia nas
areas da orelha direita (OD), orelha esquerda (OE), cotovelo direito (CD) e cotovelo

esquerdo (CE) ou lesdo suspeita solicitada pelo médico (*).

Figura 3 - Protocolo para determinacdo de leitura de Baciloscopia através da coloragdo de
Ziehl-Nielsen (a frio) — (A e B)

| COLORAGAODE ZIEL-NELSEEN |
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CORRENTE CORRENTE CORRENTE 100X EM
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1+ — Pr ¢ade 1a 10 bacilos em 100 pos examinados.

Pr de 1 a 10 bacilos em 10 p inad

2+ — ¢

3+ Presenca de 1 a 10 bacilo, em média, em cada campo examinado.

4+ Presencga de 10 a 100 bacilos, em média, em cada campo examinado.

Presenga de 100 a 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado.

5+ —»

6+ Presenga de mais de 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado.

Fonte: LDI-UFPA.
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3.4.2 DETECCAO MOLECULAR DA REGIAO RLEP POR qPCR

A extracdo do DNA total das amostras de raspado intradérmico e sangue total seguiu
as recomendagdes do kit Qiagen Blood & Tissue DNA (Qiagen — Alemanha). Em
resumo, a amostra do raspado dérmico foi obtida de cada um dos 16bulos auriculares e
colocada em um unico tubo eppendorf de 1,5 ml com alcool a 70°, seguida por uma
etapa de incubag@o em tampao por 12 horas para melhor obten¢do do material genémico.
Foi realizada a PCR em tempo real para amplificacdo da regido RLEP do genoma de M.
leprae, que € especifica para a bactéria, utilizando os pares de primes LP1 (5°-
TGCATGTCATGGCCTTGAGG -3°) e LP2 (5’- CACCGATACCAGCGGCAGAA-
3’) ja descrita previamente (Lima et al., 2022; Silva et al., 2021). Foi estabelecido como
resultados positivos as amostras que amplificarem até 45 ciclos de Ct (cycle threshold),

tendo sido utilizando a marcador fluorescente SyBr green.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Aplicamos inicialmente a estatistica descritiva para caracterizar a amostra
estudada, identificando as medidas de tendéncia central (média e mediana) e dispersao
(desvio padrdo, além da amplitude, maximo ¢ minimo).

Em seguida, aplicamos o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade da
distribuicdo dos titulos de anticorpos IgM anti-PGL-I e do Ct da qPCR para o gene
RLEP. Apds a confirmacdo de que estes resultados seguem uma tendéncia ndo-
gaussiana (ndo normal), o teste U de Mann-Whitney foi utilizado para analisar a
dispersdo dos anticorpos anti-PGL-I, sendo considerado significativamente estatistico
quando p < 0,05. Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando-se o software

GraphPad Prism 6.0.

4. RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO DO ESTUDO

Para avaliar a presenca de anticorpos IgM anti-PGL-I em doadores de sangue,
foram testados sorologicamente 500 individuos que tiveram suas bolsas de sangue
descartadas em virtude da presenca de algum fator de inaptidao temporaria nos testes de
laboratério realizados na fundagdo HEMOPA. Este numero corresponde a

aproximadamente 18% do total de individuos inaptos por ano na captacio de doador de
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sangue. Em 2019, de 94.445 bolsas coletadas, 2.842 (3,01%) foram descartadas em
razao de alguma inaptiddo soroldgica. Estes nimeros se mantiveram estdveis nos anos
seguintes, chegando em 2023 a 2.742 bolsas descartadas (2,75%), de um total de 99.756
bolsas coletadas no estado do Para.

Das 500 pessoas que participaram do estudo, 251 (50,2%) eram do sexo
masculino, ¢ 171 (34,2%) do sexo feminino, e 78 (15,6%) estavam sem a informagao.
A média de idade foi de 38 anos, com 0 maximo de 68 ¢ o minimo de 18. Quanto ao
endereco, 297 (59,4%) informaram morar em Belém, 80 (16,0%) em Ananindeua, 21
(4,2%) em Marituba, 19 (3,8%) em outros municipios, e 83 (16,6%) estavam sem o
endere¢o do doador na planilha do estudo.

Em relacdo a inaptiddo soroldgica, a principal causa foi a presenca de soro
lipémico, afetando 116 (23,2%) individuos. Em seguida, 93 (18,6%) apresentaram
resultado positivo para VDRL, 76 (15,2%) para hepatite B, 46 (9,2%) para HIV, 32
(6,4%) para hepatite C, 20 (4,0%) para HTLV, 10 (2,0%) para doenga de Chagas e 7
(1,4%) para anemia. Além disso, 12 pessoas foram consideradas inaptas por
apresentarem mais de um destes testes com resultado positivo, enquanto em 88 (17,6%)
nao continham informagdes sobre a razao da inaptidao sorolégica.

Os individuos que apresentaram resultado de IgM anti-PGL-I com DO acima ou
igual a 0,750 (n = 20) foram convidados para a realizacio de um exame
neurodermatolégico com a equipe multiprofissional de hanseniase. Aqueles
diagnosticados como casos de hanseniase foram classificados como sendo
multibacilares, correspondendo as formas clinicas primariamente neural (1) BT (3) e V
(1.

Na figura 4 ¢ possivel ver as etapas para a deteccao desses casos novos entre 0s
doadores inaptos que apresentaram titulagdo de IgM anti-PGL-I elevada. Do total de
500 doadores de sangue inaptos temporariamente, 20/500 (4,0%) individuos
apresentaram sorologia maior ou igual a 0,750 de densidade Optica, oito concordaram
em participar da avaliagdo neurodermatologica, ¢ 5 individuos foram diagnosticados
como novo caso de hanseniase, dois do sexo masculino ¢ 3 do sexo feminino, todos
residentes do municipio de Ananindeua, no estado do Para. Em relacao a deficiéncia
ocasionada pela hanseniase, dois pacientes BT e um com hanseniase primariamente
neural ndo apresentaram deficiéncias, enquanto os demais, BT e V, foram classificados

como grau 1.
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Figura 4 - Deteccdo de casos novos entre os

doadores inaptos que apresentaram titulacdo de IgM elevada.
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Fonte: autoria propria

4.2 SOROPREVALENCIA DE ANTICORPOS IgM ANTI-PGL-I

Para analisar a soroprevaléncia da hanseniase, baseado na capacidade da resposta
imune humoral dos doadores de sangue participantes do projeto, foram quantificados os
anticorpos IgM anti-PGL-I das 500 amostras de plasma coletadas. Foi verificada uma
soroprevaléncia elevada entre os individuos estudados considerados saudaveis para
doagdo de sangue, permitindo que estes posteriormente se tornassem aptos a doacao
novamente. Do total de amostras analisadas 28,2% (141/500) foram soropositivas para
o IgM anti-PGL-I, utilizando o cut-off padrao de 0,295 de DO Com a finalidade de
melhor conduzir para uma avaliagdo clinica, foi considerado o cut-off arbitrario de 0,750

de DO, revelando 4% (20/500) de soropositivos com alta titulacdo de anticorpos.

Avaliando a populacio do estudo, houve diferenca estatistica entre os grupos de
soronegativos (<0,295 DO), soropositivos (>0,295-0.749) e soropositivos altos (>0,750
DO), fortalecendo a hipdtese de que os individuos soropositivos altos apresentam uma
maior exposicdo ao M. leprae e, por isso, torna importante a avaliacdo clinica
neurodermatologica. A figura 5 apresenta o quadro de soroprevaléncia de IgM anti-

PGL-I entre doadores de sangue. Soronegativos com resultados menores ou iguais a
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0,294 DO; soropositivos com valores maior ou igual a 0,295 DO e soropositivos altos

com valores maiores que 0,750 DO

Figura 5. Soroprevaléncia de anticorpos IgM anti-PGL-I entre doadores de sangue.
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Fonte: autoria propria

Entre a populacdo de doadores, os individuos com altos niveis sorologicos (cut-
off >0,750 DO) se diferenciam da maioria devido ao perfil de producdo de anticorpos
anti-PGL-I, indicando maior exposicdo ao M. leprae. Com base nesse cut-off, esses
valores sorologicos podem auxiliar na triagem para a detec¢do precoce de novos casos,
ja que os individuos identificados ndo buscavam tratamento para hanseniase ¢ eram
considerados como nao portadores da doenga. A figura 6 apresenta a dispersdo de
anticorpos anti-PGL-I da populagdo geral do estudo (n=500) (A) e destacando o perfil
de dispersdao dos soropositivos altos cut-off maior que 0,750 DO em (B), classificando
de forma individual entre individuos nao avaliados, (circulo preto) e avaliados

classificados como casos de hanseniase (circulo azul), em observacao (circulo branco).

Figura 6 - Perfil de produgdo dos anticorpos anti-PGL-I em doadores de sangue.
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Do total de soropositivos com alta titulacdo de anticorpos IgM anti-PGL-I
avaliados clinicamente (n = 8), foi solicitado que os individuos que residissem na mesma
casa também realizassem a avaliagdo neurodermatoldgica com a equipe
multiprofissional do projeto, com isso, foram avaliados 22 individuos dentre os contatos
intradomiciliares de doadores de sangue, e 63,6% (14/22) foram diagnosticados como
casos novos de hanseniase. A maioria (13/14) dos contatos intradomiciliares
diagnosticados também foram classificados como multibacilares, na forma clinica BT,
sendo um Unico caso novo pertencente a forma clinica indeterminada. Outros 4 contatos
intradomiciliares ficaram em observacdo por apresentarem sinais e sintomas
inconclusivos e 4 contatos intradomiciliares ndo apresentaram sinais de atividade da

doenca (Tabela 1).

Tabela 1- Avaliacdo de contato de doadores de sangue caso e ndo caso de hanseniase.
Quantitativo de contatos avaliados por doador e classificagdo da forma clinica
apresentada pelos contatos intradomiciliares diagnosticados como casos novos de
hanseniase.

DOADORES CONTATOS DOS Ne DE CASOSDE  FORMA
DE SANGUE DOADORES AVALIADOS  HANSENIASE CLINICA
8 w 1 5 4 4BT
S (7]
o < 2 5 3 3BT
2 w Z
2 O o 3 9 5 4BT/1
a 2 4 0 0 -
g T
o 5 0 0 -
9 g 6 0 0 -
< 2 7 3 2 3BT
o 8 0 0 -
TOTAL DE CONTATOS 22 14 -

Foi observado que a maioria dos contatos de doadores avaliados tiveram

sorologia para anticorpos IgM anti-PGL-I compativel com os resultados sorolégicos
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encontrado na populagdo em geral, com mediana de 0,210 ¢ DO maxima de 0,602,
apresentando uma soropositividade de 27,3% (6/22) para o cut-off de 0,295 de DO. Tal
como observamos para os casos advindos dos doadores, os contatos intradomiciliares
também exibiram perfil sorologico semelhante entre casos € ndo casos (p=0.3191),
fortalecendo que o diagnostico nessa populagdo também ocorreu ainda no inicio das
manifestagdes clinicas da doenga. Na figura 7 demonstra-se o Perfil de producdo dos
anticorpos anti-PGL-I em contatos intradomiciliares e a dispersdo de anticorpos anti-
PGL-I da populagao dos contatos intradomiciliares de doadores de sangue em relagdo a

avaliacdo clinica (n=22).

Figura 7 - Perfil de producdo dos anticorpos anti-PGL-I em contatos intradomiciliares
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Fonte: autoria propria

4.3 IDENTIFICACAO DO Mycobacterium leprae

A fim de fazermos a avaliagdo do perfil de deteccdo do M. leprae na populagdo
do estudo, nds realizamos os testes de baciloscopia e qPCR para o gene RLEP. Foi
realizada a baciloscopia em todos os doadores de sangue avaliados clinicamente (n=8),
uma vez que ¢ considerado o teste laboratorial mais utilizado pelos servicos de saude,
no diagndstico da hanseniase. Apenas 25,0% (2/8) dos doadores avaliados clinicamente
obtiveram positividade na baciloscopia, com indices bacilares de 0.5 € 5.0 e nos contatos
intradomiciliares de doadores somente 2 individuos (9,1%) tiveram resultado positivo

na baciloscopia entre os 22 avaliados.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas da popula¢io dos doadores casos de hanseniase.
Varidveis de sexo, tipos de forma clinica, baciloscopia e grau de incapacidade fisica.
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Abreviagdes: Hanseniase primariamente neural (HPN); boderline-tuberculdide (BT);
Virchowiano (V) e Indice bacilar (IB).

DOADOR GRAU DE
CASO DE SEXO FORMA CLINICA BACILOSCOPIA IB INCAPACIDADE
HANSENIASE FiSICA

1 FEMININO BT NEGATIVA N/A 1

2 MASCULINC BT POSITIVO 0,5 1

3 FEMININO A POSITIVO 5 1

4 MASCULINC BT NEGATIVO N/A 0

5 FEMININO HPN NEGATIVO N/A 0

Para a detec¢do molecular do M. leprae foi realizada a qPCR das amostras de
sangue e raspado intradérmico, onde 37% (3/8) dos doadores avaliados clinicamente
apresentaram positividade nas amostras de raspado intradérmico e 25% (2/8) foram
positivos no sangue periférico, sendo que o duplo positivo foi de uma doadora que
estava em observacao clinica, ou seja, oligossintomatica para o diagnostico clinico da
hanseniase no momento da consulta médica. Avaliando especificamente os doadores
que se tornaram casos novos, 66,6% (2/3) foi positiva para a qPCR RLEP das amostras

de raspado intradérmico. Conforme Tabela 3.

Tabela 3. Resultados de PCR e respectivos CT nos doadores de sangue casos de
hanseniase.

Doadores de Amostras de raspado
Amostras de sangue . L
sangue intradérmico
Resultado Ct Resultado Ct

1 Negativo 0 Negativo 0
2 Negativo 0 Nao realizado -
3 Positivo 39,71 Positivo 32
4 Negativo 0 Positivo 32,18
5 Positivo 42,16 Positivo 40,95

5. DISCUSSAO

Apesar da pratica de selecdo para doagdo de sangue ser realizada de forma
criteriosa e segura, toda transfusdo de sangue pode trazer riscos para o paciente. Estes
riscos podem ser imediatos e tardios de acordo com critérios de classificagao da portaria

vigente (Goulart et al., 2015; Martins et al., 2013; Taira et al., 2013). Durante o
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processamento do sangue sdo realizadas investigagdes laboratoriais para algumas
doencas infecciosas que podem ser transmissiveis pelo sangue como: HIV, HTLV,
sifilis e hepatites. No entanto, a hanseniase ndo esta entre essas doengas investigadas
laboratorialmente, sendo realizado somente um questionario de triagem de doencgas

inaptas definitivas para doagdo, no qual a hanseniase estd inserida entre elas.

Caso o doador se autodeclare estar fazendo ou ter feito tratamento para
hanseniase, ele sera excluido definitivamente para doag¢do. Neste contexto, individuos
com hanseniase que nunca fizeram tratamento e oligo ou assintomaticos para a doenga
podem realizar doagdo de sangue. Alguns relatos de outras doengas infeciosas
transmitidas pelo sangue ja foram comprovadas em pacientes que adquiriram apds a
transfusdo sanguinea, reforcando a necessidade garantir a qualidade do sangue e a
seguranca transfusional, investigando outras doengas, principalmente em dareas

endémicas para a doenca de interesse (Bihl ef al., 2007; Taira et al., 2013).

Trabalhos de pesquisa em hanseniase ja foram realizados em outros bancos de
sangue. Em 2015, o Hemocentro de Minas Gerais- HEMOMINAS utilizou como
ferramentas laboratoriais a sorologia anti-PGL-I e a biologia molecular, no qual
encontrou 3,8% (38/1007) e 0,3% (3/1007) respectivamente de positividade para esses
parametros, além de ainda identificarem 5 casos novos de hanseniase entre os doadores
de sangue. Em outro estudo anterior, em 1993, em Ribeirdo Preto, ja utilizando também
a sorologia anti-PGL-I, verificou-se uma soropositividade para o M. leprae de 3%
(10/324), contudo, ndo foram diagnosticados casos novos de hanseniase entre os
doadores de sangue (Foss, Callera e Alberto, 1993). A inten¢do de pesquisar hanseniase
entre doadores de sangue, vem refor¢ando a hipotese de que a infec¢do assintomatica
entre doadores de sangue pode ser também um modo de transmissdo da hanseniase por
transfusao sanguinea, uma vez que foi encontrado no teste molecular a presenga do DNA
do bacilo no sangue e no raspado intradérmico em nossos dados, e anteriormente, na

pesquisa realizada no HEMOMINAS (Goulart ef al., 2015).

Nesse trabalho, participaram 500 doadores de sangue, no qual foi utilizado a
sorologia anti-PGL-I, pelo qual foi aplicado o cut-off arbitrario com objetivo de
direcionar possiveis doadores com hanseniase. Nesses foram encontrados: 5 novos casos
de hanseniase, equivalente a 62,5% (5/8) entre os doadores avaliados clinicamente. Um

dado preocupante ¢ o fato de que faltaram ser avaliados 60% (12/20) dos individuos
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com sorologia anti-PGL-I alta, os quais ndo compareceram ou se recusaram a consulta
médica para avaliacdo clinica. Considerando a alta prevaléncia de casos entre os
individuos com sorologia alta avaliados clinicamente (n = 5/8), acreditamos que esse
grupo pode ainda estar habilitado para doagdo de sangue e possivelmente os seus

produtos sanguineos coletados para doagdo podem estar com a presenga do M. leprae.

O anticorpo IgM anti-PGL-I ¢ marcador de infec¢do especifico para hanseniase.
Em individuos com alta positividade soroldgica, o risco de adoecimento ¢ maior, sua
utilizacao pode direcionar pessoas com maior disposi¢cdo de adoecimento ou ja doentes
(Barreto et al., 2011). Considerando isso, este teste laboratorial vem sendo utilizado
mundialmente nos servigos de saude e em trabalhos de pesquisas. No Para, ¢ realizado
no Laboratério de Dermato-Imunologia da Universidade Federal do Para,
principalmente para as pessoas atingidas pela hanseniase que sdo atendidas na Unidade
de Referéncia Especializada em Dermatologia Sanitaria “Dr. Marcello Candia”, Gnica
referéncia do estado do Para para a hanseniase, com finalidade de acompanhar o
tratamento e complementar o diagndstico dos casos de hanseniase, bem como seus

contatos intradomiciliares.

A probabilidade de adoecimento entre os positivos sorologicos € de 2,5 vezes
maior se comparado com pessoas com sorologia negativas (Barreto et al., 2015). Em
areas endémicas, a utilizacdo da sorologia em associagdo com parametros moleculares,
podem ser de grande utilidade para o diagndstico de casos iniciais da hanseniase,
auxiliando no entendimento da prevaléncia oculta da hanseniase, além de auxiliar na

interrupgao da cadeia de transmissdo da doenga.

Apesar da transmissdo da hanseniase ocorrer pelas vias aéreas superiores,
estudos demostram a existéncia do bacilo na natureza como em solo, cistos amebianos
presentes na dgua e em animais silvestres, estes achados sugerem outra possivel via de
transmissdo da doenca da hanseniase (Reis et al., 2014; Silva, da et al., 2018). Além
disso, foram comprovados casos de transmissdo da hanseniase por transplantes de
orgaos em individuos submetidos a enxertos cardiaco e renal (Launius et al., 2004; Shih

et al., 2005).

A disseminagao do M. leprae € potencializada entre individuos multibacilares

que mantem contato intimo e prolongado com pessoas do seu convivio diario, chamado
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de contatos intradomiciliares, e a alta carga bacilar esta associada com soropositividade
da titulagdo de anticorpos anti-PGL-I (Barreto et al, 2011). Este exame ¢ uma
importante ferramenta para direcionar as avaliagdes em busca de novos casos da doenga.
Foi verificado nos contatos de doadores de sangue examinados para hanseniase a
circulacao do M. leprae entre as pessoas deste convivio, mesmo que ndo tivessem uma
alta sorologia, e 63% (14/22) foram novos casos diagnosticados. Mesmo em um doador
com altos titulos soroldgicos para a IgM anti-PGL-I, que ndo foi diagnosticado como
caso novo de hanseniase, foram encontrados casos novos entre seus contatos. Este fato
ressalta que a utilizacao de exames soroldgicos, como a detecgao e quantificagao de IgM
anti-PGL-I, constituem importantes ferramentas laboratoriais para investigar ou
direcionar possiveis novos casos na comunidade. Conforme a figura 6, verificamos que
a alta soropositividade entre os doadores avaliados, sinaliza um grupo de individuos
clinicamente doentes em fase inicial dos sinais e sintomas da hanseniase, ou mesmo

contatos de casos de hanseniase ainda ndo diagnosticados.

Estudos sugerem a transmissao pelo sangue. Ha registros de hanseniase em gémeos apds
uma transfusdo de sangue de um paciente LL na década de 1960 (Terencio de las Aguas,
1967). O M. leprae foi isolado do sangue de pacientes com hanseniase na década de
1970, mostrando-se vidvel e capaz de crescer em camundongos no coxim plantar (Drutz,
O’Neill e Levy, 1974; Manja et al., 1972). E importante enfatizar que 2/5 (40,0%)
testaram positivo na qPCR para amostras de sangue, sendo, portanto, potencialmente
capazes de transmissdo pelo sangue, como observado no caso dos gémeos infectados
apos a transfusdo na década de 1960, e ¢ uma das hipoteses para pacientes
diagnosticados com hanseniase apos transplantes (Ardalan ef al., 2011; Gasink et al.,
2006; Launius et al., 2004; Pieroni et al., 2007; Shih et al., 2005; Trindade et al., 2011),

facilitada pela imunossupressao.

As aplicagdes de medidas estratégicas objetivam maior seguranga transfusional
e o controle da hanseniase, fortalecendo maior atuagdo do governo e de vinculos com
parcerias estatais e ndo estatais, assegurando compromisso politico e recursos para
implantagcdo de programas de combate a hanseniase, colaborando para uma maior
cobertura de assisténcia a saide de doadores oligo ou assintomaticos para a doenga,
principalmente em areas de maior incidéncia da hanseniase, como no estado do Para

(Barreto et al., 2011).
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Considerando a alta endemicidade de casos de hanseniase no estado do Para,
torna-se necessaria uma melhor investigacdo clinica e laboratorial durante a triagem no
processo de doacdo. No melhor do nosso conhecimento, até onde pudemos verificar,
este € primeiro trabalho realizado em amostras de doadores de sangue no estado do Par4,
classificado como hiperendémico (> 40 casos / 100.000 habitantes), com analise de
amostras de sangue de doadores assintomaticos e aptos na triagem clinicado HEMOPA,
apesar de inaptos na triagem laboratorial, em razdo de outros pardmetros laboratoriais

ndo relacionados a hanseniase.

Mesmo considerando outros estudos nacionais e/ou internacionais com
hanseniase em banco de sangue, o nimero de trabalhos ¢ muito pequeno. A realizagdo
de triagem soroldgica utilizando um marcador de infec¢do especifico para hanseniase
direcionou a detec¢ao de novos casos de hanseniase em pessoas que compareceram ao
HEMOPA para doar sangue. Este achado destaca a importancia de investigacdo em
novos em servigos de saude, principalmente em regides endémicas para a doenga como

o estado do Para.

A deteccao do gene RLEP presente no DNA do bacilo, realizado pela técnica de
biologia molecular pode contribuir para diagndsticos precoces (Gobbo et al., 2022; Silva
et al., 2021; Yan et al., 2014), principalmente se for direcionado por uma sorologia
previamente realizada, como a pesquisa em questao, pois trata-se de uma técnica precisa
e sensivel, que complementa a avaliacdo médica para o diagndstico de novos casos de

hanseniase.

Ferramentas laboratoriais para diagndstico da hanseniase ndo tem deteccdo
eficaz para todas as formas clinicas da doenga. O diagndstico da hanseniase ainda
depende da avaliacdo clinica por uma equipe médica experiente, pois a identificacao do
M. leprae em amostras de raspado dérmico através de baciloscopia para BAAR ou
através de exame histopatoldgico possui limitagdes significativas e baixa sensibilidade,
especialmente em casos de hanseniase precoce, oligosintomatica ou latente (Chen et al.,

2022; Silva et al., 2021).

Testes sorologicos, qPCR e outros exames laboratoriais podem colaborar para
deteccao precoce do diagndstico da hanseniase. Os achados deste trabalho revelaram a

presenca do M. leprae nas amostras de raspado e de sangue para o teste de biologia
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molecular em percentuais significativos de doadores de sangue. Este fato ressalta a
importancia da investigacdo em outros servigos de saude, como os bancos de sangue
espalhados por todo o pais, principalmente aqueles em regides endémicas para a

hanseniase.

A detecgao do DNA do bacilo pode significar a presenca do bacilo em amostra
de sangue periférico, bem com podem estar presentes nas bolsas dispensadas para
receptores de sangue, e podem ser uma possivel via de transmissio da doenga ainda ndo
esclarecida. Até o presente momento nao ha testes laboratoriais para hanseniase
realizados em bolsa de sangue, devido o fluxo do processo de doagdo ser ressalvado
pela portaria vigente, a qual ndo estabelece essa pesquisa, mas pontua que riscos tardios
inerentes a doacdo de sangue podem ocorrer. O diagndstico de novos casos de
hanseniase em doadores de sangue tem importante aplicagao nas medidas preventivas
de investigacdo da doenca, uma vez que a alta infectividade da hanseniase possibilita
facil dispensacdo e propagagdo do bacilo entre individuos que convivem no mesmo

domicilio por periodos prolongados.

6. CONCLUSOES

6.1. O percentual de 28,2% de doadores de sangue com resultado positivo, DO
0.295 < x < 0.750, para a IgM anti-PGL-I indica uma alta circulagdo do M.
leprae nesta populagdo, e corrobora estudos anteriores realizados no estado do
Para, indicando alta circulagdo bacilar.

6.2. A detecgdo de 5 casos novos (62,5%) em 8 pessoas avaliadas com titulacao de
IgM anti-PGL-I > 0,750 indicam que este cut-off pode funcionar bem para o
diagnostico de novos casos de hanseniase na populagao de doadores de sangue.

6.3. O percentual de 4% de doadores nesta faixa com resultado de DO maior ou
igual a 0,750 ao ELISA, indica um altissimo niimero de casos de hanseniase
sem diagnostico nesta populagdo.

6.4. Com a média anual de 2.762 inaptos nos ultimos 5 anos, considerando 4% de
positivos altos, teriamos aproximadamente 110 pessoas a serem examinadas

anualmente, ¢ 68 casos novos.
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6.5. Dois dos 5 casos novos diagnosticados foram positivos pelo gPCR RLEP para
0 M. leprae no sangue, indicando a possibilidade de transmissdo por via
sanguinea.

6.6. Diante do cenario apresentado, parece necessario realizar capacitagdao para a
equipe de triagem do HEMOPA, e ampliar os dados obtidos, com a finalidade
de propor o uso das ferramentas aqui descritas nos hemocentros de areas

endémicas para a hanseniase.
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ANEXO1

Tabela de Triagem Clinica de Doadores de Sangue — Doengas

(Origem: PRT MS/GM 158/2016, Anexo 1) ANEXO I TABELA DE TRIAGEM
CLINICA DE DOADORES DE SANGUE — DOENCAS

A - PRINCIPAIS CAUSAS DE INAPTIDAO DEFINITIVA PARA DOACAO
DE SANGUE

Alcolismo cronico

Anafilaxia (choque anafilatico)

Antecedentes de acidente vascular cerebral (AVC) Bronquite e asma (crises com
intervalos de 3 meses ou menos, sem controle com medicamentos por via inalatdria)

Babesiose

Blastomicose sistémica

Cancer (inclusive leucemia). Antecedentes de carcinoma in situ de cérvix uterina e
de carcinoma basocelular de pele ndo impedem a doagdo de sangue

Doenga cardiovascular grave. Especial atencdo para doenga coronariana, angina,
arritmia cardiaca grave, insuficiéncia cardiaca, doenca valvular, aneurismas, ma
formacdes arteriovenosas, endocardite com sequela, miocardite com sequela,
trombose arterial, trombose venosa recorrente e trombofilia

Diabetes tipo I, diabetes tipo II, insulino-dependente

Doengas autoimunes que comprometam mais de um 6rgao. Por exemplo: lupus
eritematoso sistémico, tireoidites imunes, artrite reumatoide, etc

Doenga pulmonar grave: especial atencao a enfisema, doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC), historia de embolia pulmonar

Doengas endocrinas: hiperaldosteronismo, hiperfungao hipofisaria,
hiperlipoproteinemias essenciais, hipertireoidismo, hipopituitarismo, insuficiéncia
suprarrenal, sindrome de Cushing

Doengas gastrointestinais: cirrose hepatica, retocolite ulcerativa cronica, doenga de
Crohn, hepatopatia cronica de origem desconhecida, hipertensao porta, pancreatite
cronica

Doengas neurologicas: esclerose em placa, esclerose lateral amiotrofica, esclerose
multipla, hematoma extra ou subdural com sequela, leucoencefalopatia multifocal
progressiva, neurofibromatose forma maior, miastenia gravis Doenca renal cronica

Doengas hemorragicas congénitas ou adquiridas

Doenga de Creustzfeldt Jakob (vaca louca) ou historico familiar de encefalopatia
espongiforme humana e suas variantes, transplante de cornea e implante a base de
dura-matér

Elefantiase (filariose)

Esquistossomose hepatoesplénica

Feocromocitoma

Hanseniase

Hepatite viral ap6s 11 anos de idade (exceto para caso de comprovagao de hepatite
A aguda com IgM reagente, a época do diagnostico clinico) Infeccao por HBV,
HCV, HIV, HTLV I/lIl

Intoxicagdes por metais pesados

Leishmaniose visceral (Calazar)

Maléria (Febre quarta - Plasmodium malarie)
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Doenga psiquiatrica que gere inimputabilidade juridica (incapacidade)

Pénfigo folidceo Psoriase extensa ou com outras manifestagdes associadas

Reac¢do adversa grave em doagdo anterior

Tuberculose extrapulmonar
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