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RESUMO

Hanseniase ¢ uma doenga cronica causada pelo Mycobacterium leprae, um parasita
intracelular obrigatorio de células do sistema mononuclear. Suas formas clinicas sdo
definidas levando-se em conta padrdes imunolégicos, formando um amplo espectro
intimamente proporcional & potencialidade de resposta do hospedeiro ao parasita. A mucosa
nasal é a principal porta de saida de bacilos de pacientes com hanseniase multibacilar ndo
tratados, dai a importincia de termos um diagnostico de certeza, para que todos os casos da
doenca possam ser diagnosticados e tratados adequadamente conforme sua classificagdo
operacional, evitando assim, as deformidades fisicas causadas pelos danos neurais (que
ocofrem nos casos mais graves da doenga). No presente estudo foram analisados quatro
pares de primers, que ampliam fragmentos de 372, 130, 89 e 78pb, para detectar a presenga
de DNA de Mycobacterium leprae em amostras de bidpsias de pele de 88 pacientes com
diagnostico de hanseniase; foi usado um grupo controle de 35 pacientes do CREDESH,
negativos para esta doenga. O fragmento que amplifica 130pb detectou 59.1% dos
pacientes, seguido do fragmento amplificado de 78pb, com 52.3%. Os fragmentos
amplificados de 372pb e 89pb detectaram 43 .2%e 42.1% respectivamente, enquanto que 0
IB de pele foi positivo em 40.9%, concordando com os valores encontrados na literatura,
que permanecem entre 36 e 41%. O primer que amplifica fragmentos de 130pb detectou
34.6% dos pacientes negativos para 372pb; 38.4% dos negativos para 89pb e 21.1% dos
negativos para o 78pb e deixou de detectar 13.8%, 11.1% e 13.8% dos casos positivos para
estes mesmos pares de primers. A PCR com primer que amplifica fragmentos de 130pb
concordou em 86,1% com o IB de pele, e detectou 42 3% dos pacientes negativos para este
teste. A positividade encontrada neste estudo com os pares de primers que amplificam os
fragmentos de 130pb e 78pb concordaram com a literatura, que relata valores entre 50,0% ¢
80,0%. A nio-detecgdo pelos demais pares de primers que amplificam 372, 89 ¢ 78pb pode
ter ocorrido por limitagdes na PCR, e por isso novos estudos devem ser feitos,
principalmente testando outras técnicas como Nested-PCR, PCR em tempo real e RT-PCR.
Obteve-se que a maior positividade dos testes ¢é obtida quando associamos 0s testes

moleculares com o primer de 130pb ao teste baciloscopico, mantendo boa especificidade e
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acuracia, e aumentando assim, a sensibilidade do teste, e por isso, preconizamos o uso da

associagio destes dois testes como diagnostico de certeza de hanseniase.

Palavras chave: PCR, primer, diagnostico, hanseniase
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INTRODUCAO

1. Aspectos Gerais

Hanseniase ¢ uma doenga cronica causada pelo Mycobacterium leprae, um
parasita intracelular obrigatério de células do sistema mononuclear fagocitario € células
de Schwann (GOULART ef al., 2002). Ele € considerado de alta infecciosidade, por ser
capaz de contaminar um grande numero de individuos, mas de baixa patogenicidade,
tendo em vista que apenas uma pequena parte das pessoas infectadas, aproximadamente
10%, efetivamente chegam a apresentar sinais da doeng¢a apos um periodo usual de
incubagdo que atinge em média, de 2 a 7 anos (BRASIL, 2002).

Suas formas clinicas s3o definidas levando-se em conta padroes imunologicos,
formando um amplo espectro intimamente proporcional a potencialidade de resposta do
hospedeiro ao parasita (GOULART et al, 2002).

Os pacientes de hanseniase sdo classificados clinicamente de acordo com a
escala de Ridley-Jopling em: virchovianos (V), dimorfo-virchovianos (DV), dimorfo-
dimorfo (DD), dimorfo-tuberculoides (DT), tuberculdides (T) ou indeterminadas @
(RIDLEY & JOPLING, 1966). A manifestagio da forma indeterminada (I) ¢
insuficientemente diferenciada para permitir classificagao, podendo evoluir para cura
espontanea ou desenvolver aspectos clinicos (GOULART ef al., 2002).

Porém, para efeitos operacionais de alocagdo em esquemas de tratamento, estas
formas clinicas sdo dividas em Paucibacilares (PB) ou Multibacilares (MB) de acordo
com o indice baciloscopio (IB) (WHO, 1982). As formas paucibacilares sao:
indeterminada € tuberculdide, € as multibacilares sdo: dimorfa e virchoviana
(TALHARI & NEVES, 1997). No entanto, 08 diferentes sistemas de classificagdao
clinica apresentam disparidades na capacidade de detectar OS multibacilares
(sensibilidade) e identificar corretamente OS paucibacilares (especificidade) (CRIPPA ef

al., 2004).

Pacientes com hanseniase tuberculéide tém uma forte imunidade celular, mas
tém baixos niveis de anticorpos. Observa-se uma resposta imune celular especifica com
participagdo de linfocitos, principalmente do tipo TCD4+, tipico do padrao Thl, que

apresenta citocinas tipicas (IL-2 € INF-y) e atuam no sentido de aumentar a imunidade



mediada por células (MOSMANN ef al., 1980, YAMAMURA et al., 1991).
(YAWALKAR et al., 2002).

Nos pacientes dimorfos a progressiva redugio da resposta imune mediada por
célula é acompanhada por lesdes de pele e nervos mais numerosas, aumento da carga
bacilar e dos niveis de anticorpos (GOULART, et al., 2002). No polo virchoviano (VV
¢ DV) ha uma auséncia de resposta celular especifica aos antigenos do Mycobacerium
Jeprae, com predominio da resposta Th2 e exarcebagdo da resposta humoral, medida
pela determinagao dos niveis de anticorpos anti-PGL-1 (glicolipideo fenolico presente

na superficie do Mpycobacerium leprae), por meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA)

e pelo teste do ML-flow (GOULART e? al.,2002).

Avaliar a exposi¢do ao bacilo, o inicio da infeccdo ¢ da doenca, é dificil pelo
fato do M. leprae, ndo poder ser cultivado in vitro, por ter longo periodo de incubagio,

além de existirem formas paucibacilares que sio dificilmente detectadas.

5. Situacio epidemiologica da hanseniase

A Organizagao Mundial de Satde (OMS), através de programas governamentais
bem como pelo apoio do Banco Mundial e de Organizagdes nio Governamentais
(ONGs), havia estabelecido a eliminagdo da hanseniase como meta até 0 ano de 2005.
Alguns paises como Angola, Brasil, Republica da Africa Central, Republica
Democratica do Congo, Mogambique, Nepal € Tanzania ainda apresentam altos indices
de prevaléncia, concentrando 74% do total de casos registrados no inicio de 2005
(WHO, 2005).

Nos dias de hoje a hanseniase ainda constitui um problema de saude publica no
Brasil, o que exige um plano de aceleragdo e de intensificacdo das agdes de eliminagdo €
de vigilancia resolutiva e continua (BRASIL, 2007). O Brasil registrou no final de 2005
um coeficiente de prevaléncia de hanseniase de 1,48 casos/ 10.000 habitantes (27.313
casos em curso de tratamento em dezembro de 2005) e um coeficiente de detecgdo de
casos novos de 2,09/ 10.000 habitantes (38.410 casos novos em dezembro de 2005); a
regido sudeste apresentou taxa de prevaléncia de 0,60 casos/10.000 habitantes €

coeficiente de detecgdo de 0,88/10.000 habitantes (BRASIL, 2007).

Até o final de 2006, Minas Gerais registrou 5 368 doentes em tratamento, 0 que

corresponde a uma taxa de prevaléncia de 1,2 casos/ 10.000 habitantes; taxa que em



2005 foi de 1,5/10.000 habitantes. A meta da Secretaria do Estado de Satde (SES) para
2007 ¢ atingir o indice de menos de um caso por 10 mil habitantes, proposta feita pela

OMS para a eliminagdo da hanseniase como problema de saide publica nos paises

detectados como endémicos em 1991 (MINAS GERAIS/SES-MG, 2007).

Em Uberlandia, até o més de Novembro de 2006, a taxa de prevaléncia foi de
0,73/10.000 habitantes, enquanto que em 2005 esta mesma taxa foi de 1,3/10.000
habitantes; e taxa de detecgdo deste municipio foi de 0,97/10.000 habitantes no final do

ano de 2006 (MINAS GERAIS/SES-MG, 2007).

Os dados do ano de 2005 revelaram a necessidade de focalizar e agilizar o
diagnostico de hanseniase em menores de 15 anos que podem ser contactantes de casos
ainda ndo-assistidos e nio-identificados pelo sistema de saude, portanto, essa € uma
acdo da maior significancia para as estratégias subseqiientes. Assim, agoes devem ser
desenvolvidas para o alcance da meta de eliminacdo da hanseniase nos municipios
brasileiros até o ano de 2010, conforme Plano de Eliminacdo da Hanseniase em nivel

municipal 2006-2010 (BRASIL, 2007).

3. Vias de transmissio

O contato com 0 M. leprae nio precisa ser necessariamente “pele a pele” como
se acreditava previamente, porque a mucosa nasal ¢ a principal porta de saida de bacilos
em pacientes com hanseniase multibacilar nio tratados (DE WIT et al, 1993;
CARDOSO, 2006). Os bacilos sdo raramente encontrados na pele intacta, sendo apenas
as lesdes ulceradas porta de saida de bacilos (YAWALKAR, 1992). Por outro lado,
pacientes virchovianos nao tratados podem liberar até 100 milhdes de bacilos de

hanseniase de suas secregdes nasais diariamente (WATERS, 1981).

Atualmente discute-se a possibilidade de que ndo somente OS doentes de
hanseniase liberem bacilos, mas também seus contatos sadios portadores de M. leprae
na mucosa nasal como encontrado em pesquisas com swab nasais de contactantes

(HATTA et al 1995 RAMPRASAD et al.,1197, GOULART et al., 2002,
PATROCINIO et al., 2005; CARDOSO, 2006).

Considera-se que a transmissao do M. leprue se dé pelo contato de pessoas

suscetiveis a4 doenga com os doentes ndo tratados das formas multibacilares, grupo



dimorfo (D) e forma virchoviana (V), ou seja, com baciloscopia positiva. No entanto,
acredita-se que a transmissdo por pessoas sem nenhum sintoma de hanseniase, porém
com a presenca do M. leprae na mucosa nasal possa ocorrer (CARDOSO, 2006;
TALHARI & NEVES, 1997).

4. Diagnéstico em hanseniase

O diagnostico clinico ¢é feito pela constatagdo de lesGes cutaneas
hipopigmentadas ou eritematosas, presenca de maculas, infiltragdo, papulas ou nodulos.
Outros sinais clinicos sio anestesia das lesdes dérmicas e espessamento de nervos
periféricos (TALHARI & NEVES, 1997).

Além do diagnostico clinico, realiza-se o exame baciloscopico nos pacientes
com suspeita de hanseniase. Esse exame ¢ feito através da coleta de material nos lobulos
auriculares, cotovelos, joelhos e de duas areas infiltradas. Apos a realizagdo de
procedimentos laboratoriais adequados, o resultado é negativo quando nenhum bacilo ¢
encontrado em cem (100) campos e é positivo quando se encontram mais de dez (10)
bacilos em cem (100) campos (TALHARI & NEVES, 1997).

Ainda hoje, os exames clinico-neurologicos ¢ a baciloscopia sdo considerados
como padrdo de diagnostico de hanseniase. Porém, sao necessarios no minimo 100.000
bacilos por grama de tecido para que a detecgdo pela coloragdo de BAAR (bacilo
alcool-acido resistente) seja confiavel (SHEPARD & McRAE, 1968), e por isso, sua
sensibilidade é baixa (TALHARI & NEVES, 1997), principalmente em pacientes com
caracteristicas tuberculodides da doenga, onde os bacilos sdo raros ou ausentes.

A confirmagdo do diagnostico da hanseniase em casos duvidosos mostra-se
como um importante motivo para a realizagdo de exames histopatolégicos. Como em
qualquer outra doenga, espera-s¢ um resultado definitivo, entretanto, ele apresenta
algumas limitagSes, pois nem sempre se detectam bacilos em pacientes com
sintomatologia caracteristica, ja que tem havido controvérsias sobre a eficacia da
microscopia para a identificagio do bacilo da hanseniase em esfregagos e bidpsias
(HARDAS et al., 1981).

Em virtude da dificuldade de encontrar bacilos alcool-acido resistentes atraveés

de métodos histopatologicos nas fases iniciais da doenca, a Reagdo em Cadeia da



Polimerase (PCR) tem sido usada com sucesso na deteccio de bacilos presentes em
pequenas quantidades nos tecidos (DONOGHUE et al., 2001).

A recente utilizagdo da PCR trouxe uma oportunidade sem precedentes da
deteccdo do M. leprae de forma rapida, sensivel e especifica (YOON et al., 1993). Sua
sensibilidade ¢ limitada a aproximadamente cinco (5) bactérias presentes no material
coletado (RAMAPRASAD e al, 1997). Rafi e colaboradores (1994) descreveram um
estudo em que o limite de deteccio era de aproximadamente uma bactéria, a
especificidade e sensibilidade da PCR dependem das seqiiéncias dos primers
selecionados para iniciar a reagao.

Ela tem sido amplamente usada para diagnosticos e estudos epidemiologicos da
hanseniase (KRAMME et al., 2003; CHAE et al., 2002; DONOGHUE et al., 2001,
JAMIL et al., 1993; KLATSER et al., 1993; PATTYN ef al., 1993; SANTOS et al.,
2001; WILLIAMS et al., 1992). Varias seqiiéncias ja foram descritas para a detecgdo do
M. leprae tais como seqiiéncias de DNA que codificam os antigenos 18-kDa, 36-kDa e
65-kDa, ou as que ndo codificam antigenos, como aquelas repetitivas do M. leprae ou
de RNA ribossdmico (MIRSA et al., 1995).

Alguns trabalhos tém mostrado boas perspectivas com relagdo a detecgdo do M.
leprae em vérias amostras (sangue, swabs, pele) de pacientes portadores de hanseniase
por PCR (DE WIT et al., 1991; FIALLO et al., 1992; DE WIT et al., 1993, YOON et
al., 1993; WICHITWECHKARN et al., 1995; PATROCINIO et al., 2005).

Tem-se obtido resultados também com PCR tempo-real para M.leprae
(KRAMME et al., 2003; SHAMSI et al., 2006; MARTINEZ et al., 2006) e também
para Mycobacterium ulcerans (RONDINI et al., 2003). Phetsuksiri e colaboradores
(2006) descreveu o uso de RT-PCR para a detecgdo de RNA do bacilo de hanseniase
com o intuito de verificar sua viabilidade nas amostras.

Assim, melhorar o diagnéstico de hanseniase é uma necessidade constante,
visando eliminar os focos de infecgdo, quebrar a cadeia de transmissdo e permitir um
controle efetivo da doenca (GOULART, 1995). E para isto, a PCR que detecta 0 DNA
do M. leprae pode ser de grande valia para modificar o padrdo ouro de diagnostico em
hanseniase, principalmente nas formas indeterminada e tuberculdide, nas quais os
métodos convencionais (baciloscopias) ndo conseguem detectar o Mpycobacterium
leprae em amostras de esfregacos dérmicos ¢ de biopsias de lesdes de pele (KANG ef
al., 2003).



OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Utilizar quatro pares de oligonucleotideos iniciadores da reagio de PCR
(primers) especificos ao Mycobacterium leprae, que amplificam fragmentos de
tamanhos diferentes entre si (372 pb; 130 pb; 89 pb e 78pb), para determinar os casos de
presenca do DNA do bacilo em amostras de tecido dos pacientes com hanseniase,
correlacionando-os com a forma clinica e classificagio operacional, e ainda com o

Indice Baciloscopico (IB) de les3o de pele.

Objetivos especificos:

1. Otimizar a Reagio em Cadeia da Polimerase, a fim de detectar o DNA de M./eprae,
correlacionando-a com as diferentes formas clinicas da doenga, conforme o espectro de

Ridley & Jopling (1966), e classificac¢io operacional.

2. Comparar a eficiéncia dos diferentes pares de primers especificos para o M. leprae,
correlacionando-os com os exames baciloscopicos convencionais de bidpsias de lesdo

de pele em pacinetes com hanseniase.

3. Avaliar a sensibilidade, especificidade e acuracia de cada para de primer para o
diagnéstico de hanseniase, principalmente das formas paucibacilares, uma vez que

analises histopatologicas raramente detectam bacilos nesses casos.



CASUISTICA

1. SELECAO DE PACIENTES

Foram convidados a participar do estudo 88 pacientes com diagnosticos de
hanseniase, virgens de tratamento, atendidos no Centro de Referéncia Nacional em
Hanseniase com énfase em Dermatologia Sanitaria (CREDSH), Hospital de Clinicas,
Faculdade de Medicina, Universidade Federal de Uberlandia (HC/UFU), em suas duas
Unidades, Ambulatorio Central e Centro de Saude - Escola (CSE) — Jaragua.

Para classificagio clinica, os pacientes foram submetidos a exames dermato-
neuroldgicos, com descri¢do detalhada das caracteristicas macroscopicas das lesdes,
quantidade e distribui¢do, que foram mapeadas em diagrama corporal contido nos
prontuarios. Foram realizados teste de Mitsuda, teste soroldgico pelo ML-Flow para
complementar a classifica¢do e Indice Baciloscopico (IB) de biopsias de lesdes de pele
para exame histopatologico. Estes resultados foram comparados com os resultados
obtidos pelas PCRs feitas com os quatro pares de primers.

A classificagdo das formas clinicas dos pacientes foi feita segundo a escala de
Ridley & Jopling (1966), dividindo-os em seis (6) formas clinicas conforme a
imunidade celular e a carga bacilar. A classificagio operacional final de pacientes
atendidos no CREDSH/HC/UFU considerou que os pacientes paucibacilares (PB)
apresentavam ML-Flow negativo e baciloscopia do esfregago dérmico negativa €
pacientes multibacilares (MB) apresentavam ML-Flow diferente de zero e/ou
baciloscopia de esfregago dérmico positiva, independentemente do niimero de lesdes.

Foram convidados 35 pacientes do CREDSH para compor o grupo controle
deste estudo. As bidpsias foram coletadas e analisadas, sendo que todos tiveram
resultados negativos para hanseniase, e foram diagnosticados positivamente para outras
patogenias. O historico dos pacientes foi analisado e somente foram convidados aqueles

pacientes que ndo tinham antecedentes de hanseniase.



2. ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa faz parte do projeto tematico intitulado “Caracterizacao
Imunologica e Molecular de Pacientes com Hanseniase e seus Comunicantes para
Identificagdo de Grupos de Risco”, com aprovagao do Comité de Etica em Pesquisa da
UFU por meio do parecer n°099/2003 (Anexo I). Os pacientes que concordaram em
participar da pesquisa assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo
ID), e estavam conscientes de que poderiam desistir de fazé-lo a qualquer momento, sem

que houvesse prejuizo proprio.



METODOS

1. COLETA DE BIOPSIAS DE PELE

Iniciou-se com anti-sepsia da regido com alcool iodado, seguida de anestesia
local subcutinea de lidocaina a 2%. Incisou-se, em cunha, com bisturi, obedecendo as
linhas de tensdo da pele, retirando um fragmento de aproximadamente 1 cm na sua

maior extensdo com mononylon 2-0, pontos separados e curativo.

Uma parte da amostra foi acondicionada em papel aluminio esterilizado e
mergulhada, em seguida, em nitrogénio liquido para ser encaminhado ao Laboratorio do
CREDSH/UFU, anexo ao Laboratério de Biotecnologia da FAMED. A outra parte foi
enviada ao Laboratorio de Patologia do Hospital de Clinicas — UFU, em frasco com
formol tamponado a 10% para classificagdo histopatologica da forma clinica do

paciente.
2. EXTRACAO DE DNA

As biopsias de pele foram acondicionadas a -80°C a fim de garantir a
conservacdo do DNA. No momento da extragdo, elas foram picotadas com um bisturi e
transferidas para tubos de 2ml, onde foram adicionados 300 ul de TLN (NaCl 400 mM;
EDTA 50mM pH 8,0; Tris-HCI 25 Mm pH 8,0), 50 ul de proteinase K (10 mg/ ml) e
30 ul de SDS(10%). Os tubos foram incubados a 55°C. Apéds 24 horas, foram
adicionados 500 pl de fenol tamponado (pH 8,0), 250 ul de TRIS-HC1 1 M, pH 8,0 e
250 pl de cloroférmio. Os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos. A
seguir, 600ul do sobrenadante foram transferidos para tubos estéreis, ¢ adicionou-se 1,0
ml de etanol absoluto. Os tubos foram incubados a -20°C overnight. Em seqiiéncia, 0s
tubos foram centrifugados a 15.000 rpm/15 minutos € © sobrenadante descartado.
Adicionou-se 1.0 mL de etanol 75%, e centrifugou-se 0s tubos por mais 10 minutos a
velocidade de 15.000 rpm. O sobrenadante foi descartado deixando o pellet secar e, em
seguida, foram diluidos em 50 pl de 4gua ultra pura e armazenados a -20°C overnight.

Foi feito um gel de agarose para visualizar a qualidade destes materiais extridos (Figura

1).
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Figura 01 — Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo contendo os produtos das extragbes de
DNA total de biopsia de pele de pacientes de hanseniase. Centro de Referéncia em Hanseniase -

Dermatologia Sanitaria, UFU/ SUS-MG.

3. PCR

Para a detecgio do Mycobacterium leprae foram utilizados quatro pares de
primers, que amplificam fragmentos de 372 pb, 130 pb, 89 pb e 78 pb, de uma mesma
seqiiéncia repetitiva RLEP3 (X17 153) do M. leprae. O par de primers que amplifica
372pb apresenta alta especificidade e sensibilidade (YOON et al, 1993). Em estudos
recentes para amplificar fragmentos sequencias de DNA de M. leprae em biopsias de
mucosa nasal, o par de primers que amplifica fragmentos de 130pb apresentou uma
positividade de 69.2% do total de pacientes analisados (PATROCINIO et al., 2005). Os
primers que amplificam fragmentos de 89pb e 78pb foram desenhados internamente a0
par que amplifica fragmentos de 130pb, através do software PRIMER, comparando as
sequéncias com os dados do Gene Bank, com o objetivo de amplificar fragmentos de
DNA de M. leprae que poderiam estar degradados nas amostras, € por iss0 nao seriam
detectados pelos primers maiores.

Foi usado um par de primers especifico que amplifica um fragmento de 200pb
do gene NRAMPI (proteina de macrofago associado a resisténcia natural) como
controle interno das reagdes de PCR. As condigdes das reagoes foram padronizadas
segundo a metodologia proposta por Innis e colaboradores (1990), € as concentragdes
dos reagentes foram de 200 uM de DNTPs; 2,5 mM de MgClI2; 10 pM de cada primer;
1 unidade de Taq Platinum e tampdo 1X. O programa da PCR foi otimizado com as
seguintes condigdes: desnaturacdo inicial a 95° C por 1 minuto, seguidos por 35 ciclos
de desnaturagdo a 95° C por 20 segundos, anelamento a 56° C por 20 segundos e
extensdo a 72° C por 30 segundos. Todas as amostras foram submetidas a extensdo final

a 72° C, por 10 minutos.



i1

4. ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE DOS TESTES

A especificidade dos testes foi avaliada usando primers especificos para 0
Mycobacterium leprae, que amplificam 372 pb, 130pb, 89pb e 78pb do genoma deste
bacilo. Os primers foram testados em amostras positivas para diferentes espécies
patogénicas: Mycobcterium tuberculosis, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Leishmania chagasi, Leishmania amazonensis e Leishmania brasiliensis. Nao foram
observadas bandas em gel de agarose referentes a estes fragmentos.

O grupo controle foi usado para caleulos dos testes de acurécia, especificidade e
sensibilidade para a detecgao do bacilos pelos primers que amplificam 372, 130,89e 78

pares de bases.
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(1998), que encontrou 50.0% de amostras positivas com um primer que amplifica
fragmentos de 531pb.

Para as formas clinicas DD, DV e V, a positividade do primer 130pb foi superior
aos valores encontrados pelo IB, sendo que este primer detectou 78,6% em DD, 84,6%
em DV e 100,0% em V (Tabela 1). Os testes moleculares com os primers de 78pb e
130pb foram os tnicos que detectaram 100.0% dos casos de DV e V, respectivamente,
enquanto que o IB detectou apenas 77 0% de DV e 92.8% de V, deixando de detectar
23.0% (3/13) de DV € 7.1% (1/14) de V (Tabela 1).

Tabela 1: Positividade encontrada para os quatro pares de primers e para o IB de pele, evidenciando

as percentagens encontradas em cada forma clinica, para cada teste.

el VOO Wi Ry NdD  NewNeo.
I 1/88 (1,1) 0 (0) 1 (100,0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
T 21/88(23.8) 7(333) 6(286)  3(14D) 5 (23,8) 0 (0)

DT 2588 (284) 8(320) 7(280)  5(200)  8(20 3 (12,0)

DD 14/88 (15,9) 5(35,7) 11 (78.6) 7 (50,0) 8(57.1H 10 (71.4)

DV 13/88 (14.7)  9(692)  11(846) 12(923) 13(1000)  10(77.0)

\% 14/88(159)  9(643)  14(100,0) 10(7TL4) 13(928)  13(928)

Positividade $8/88 (100,0) 38/88 (43,2) 59,1 (52/88) 37/88 (42,1) 46/88 (52,3) 36/88 (40,9)

I (forma indeterminada), T (forma tuberculéide), DT (forma dimorfo-tuberculéide), DD (forma dimorfo-

dimorfo), DV (forma dimorfo-virchoviana) e V (forma virchoviana).

O primer que amplifica fragmentos de 130pb detectou 34.6% dos pacientes
negativos para 372pb; 38.4% dos negativos para 89pb e 21.1% dos negativos para o
78pb e deixou de detectar 13.8%, 11. 1% e 13.8% dos casos positivos para estes mesmos
pares de primers. A PCR com primer que amplifica fragmentos de 130pb concordou em
86,1% com o IB de pele, e detectou 42,3% dos pacientes negativos para este teste
(Tabela 2), deixando de detectar apenas 16.6% (6/36) dos pacientes com IB positivo,

sendo que destes pacientes 2 eram DD e 4 eram DT.
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Tabela 2: Freqiiéncias de concordancias entre os resultados obtidos pelo TB de biopsias de pele € os

resultados encontrados pela PCR com os quatro diferentes pares de primers

" Indice Baciloscépico de Produtos amplificados por PCR (%)
Pele 372pb 130pb 89pb 78pb
Positivos 40,9% 58,3 86,1 63,8 75,
(36/88)
Negativos 59,1% 327 423 270 36,5
(52/88)
Total 43,2 59,1 42,1 52,3

Em amostras com IB negativo os primers de 89pb e 78pb foram positivos em

27.0% e 36.5%, respectivamente. Os pares de primers de 372pb, 89pb e 78pb deixaram

de detectar 41.6%, 36.1% e 25.0%, respectivamente, de casos que tiveram IB de pele

positivo (Tabela 3).

Tabela 3: Relagdo entre positividade para os fragmentos amplificados pelos quatro pares de primers pelo

Indice Baciloscopico.
B 372 pb 130 pb 89 pb 78 pb

Positivo  Negativo Positive Negativo  Positivo  Negativo  Positivo Negativo

N (%) N (%) N (%) N (%) N®%) N N N (%)

ngf;g" 21/36 15/36 30/36 6/36 2336 13536 27/89 9/36

309% (583)  (416)  (86.1) 166) (638 (61  (750)  (25.0)

Negativo 1752 35/52 22/52 30/52 1452 38/52  19/52  33/52

52/88 (27 (673)  (423) 573 Q10 (730 (365  (63.9)

(59.1%)
TOTAL 38/88 50/88 52/88 36/88 37/88 51/88 46/88 42/88
43,2) (56,8) 39,1 40,9) 42,1) (87,9) (52,3) 7,7

IB: Indice Baciloscopico de bidpsias de pele

Todos os pares de primers apresentaram 100,0% de especificidade ao M. leprae,

e apresentaram especificidade e acuracia maiores que os valores observados para IB. A

maior sensibilidade e acuracia foram obtidas pelo par de primer que amplifica

fragmentos de 130pb, 59,1% e 70,7%, respectivamente. O par de primers que amplifica

fragmentos de 372pb obteve 43,2% e 59,3%; o que amplifica 89pb apresentou 42,1% e
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Tabela 5: Comparagio da eficiéncia da PCR do M. leprae pelo par de primers que geram amplicons de

130pb com pares de primers que amplificam 372, 89 ¢ 78 pb.

Produtos amplificados pela PCR

Amplicons 372 pb 89 pb 78 pb
de 130pb Positivos Negativos ~ Positivos  Negativos  Positivos  Negativos
Positivos 63,4 34,6 63,4 38.4 78.8 21,1
59,1% (52//88) (33/52) (18/52) (33/52) (20/52) (41/52) {11/52)
Negativos 13,8 86,1 11,1 86,1 13.8 86,1
40,9% (36/88) (5/36) (1/36) (4/36) (3136)  (536)  (31/36)
43,2 56,8 421 57,9 52,3 47,7
Total (38/88) (50/88) (37/88) (51/88) (46/88) (42/88)
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DISCUSSAO

A validagio de vérios indicadores para a epidemiologia e controle da hanseniase
tem sido avaliada em muitos estudos, incluindo métodos moleculares € imunologicos
para a detecgdo do M. leprae, defini¢do de portadores sadios e de infecgéo subclinica,
porém com resultados controversos, devido a alta complexidade da doenga ¢ também
pela metodologia de detecgdo do M. leprae (CARDOSO, 2006).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem mostrado alta sensibilidade e
especificidade para detecgio de M. leprae e pode ser de grande utilidade na detec¢do de
pacientes com hanseniase em seu estagio inicial e na classificagdo clinica correta para
aloca-los em esquemas de tratamento PB e MB com riscos de incapacidades

diferenciados (VIRMOND, 1997).

O presente estudo investigou a sensibilidade, especificidade e acuracia da PCR
convencional para a detecgdo de DNA de M. leprae em bidpsias de pele, com objetivo
de amplificar fragmentos de diferentes tamanhos, mas que amplificam uma mesma
regido do genoma do bacilo.

A escolha pela biopsia de pele foi baseada nas diferencas de sensibilidade
relatadas na literatura entre a baciloscopia de biopsias e esfregagos dérmicos (BATHIA
et al., 1993; ILA, 2002), mostrando que biOpsias sdo mais efetivas que esfregagos
dérmicos. A pouca quantidade de células em esfregagos pode justificar a baixa detec¢do
de DNA de M. leprae nas amostras, ¢ também pode ser mais suscetivel a contaminagdes
exogenas (KAMPIRAPAP et al., 1998).

O numero de pacientes com hanseniase no sexo masculino foi discretamente
maior do que no sexo feminino o que concorda com os dados encontrados no Brasil ¢
no estado de Minas Gerais (SINAN, 2005). As mulheres desenvolvem resposta
imunologica mais forte ao M. leprae do que os homens, como sugerido por uma
incidéncia menor e formas clinicas da doenga menos graves na maior parte do mundo
(ULRICH et al., 1993). Além disso, os homens geralmente expdem-se a fatores de
infeccdo maiores como resultado do estilo de vida (NOORDEEN, 1985).

A literatura tem apresentado variagdes nas positividades da PCR através da
utilizacdo de diversos tamanhos de fragmentos amplificados. Kang e colaboradores
(2003) comparou dois pares de primers com diferentes tamanhos (360pb e 129pb), mas

que amplificavam regides diferentes do genoma do bacilo, e demonstrou uma maior
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positividade da PCR com 0 menor fragmento (80,0%) e 56,7% com o maior fragmento.
Wichtwechkarn e colaboradores (1995) e Kampirapap e colaboradores (1998) usaram
um par de primers que amplifica fragmentos de 531pb e encontraram 66,0% e 50,0%,
respectivamente; Yoon € colaboradores (1993) utilizou primers que amplificam
fragmentos de 372pb e obteve 73,3%. A positividade encontrada neste estudo com 0s
pares de primers que amplificam os fragmentos de 130pb ¢ 78pb concordam com a
literatura, que relata valores entre 50,0 e 80,0%.

E importante ressaltar que 25,0% dos pacientes tiveram resultados negativos
para todos os testes avaliados com biopsias de pele. Todos esses pacientes pertenciam
as formas clinicas T(10) ou DT(12). Uma exarcebagao de resposta imune celular com
afluxo de linfocitos TCD4+ e com intensa produgdo IL-2 e [FN-y, além da presenca de
macrofagos epitelioides e células gigantes de Langhans, com a produgido de TNF-a,
uma potente citocina inflamatoria, contribuem para a manutengio do granuloma imune,
com grande poder bactericida (GOULART et al., 2002).

A presenga destas citocinas, especialmente TNF-a and IFN-y, nas formas T ¢ DT
(GOULART et al., 1996), que em grandes quantidades in situ, levariam a ativagdo da
via do oxido nitrico, com destruigdo bacilar (GOULART et al, 2002) e,
conseqiientemente, & degradagdo do DNA (BRONTE et al., 1993; IBUKI et al.,2003) e
por isso fragmentos de DNA ndo sao amplificados pela PCR nestas formas clinicas.

Outras técnicas também véem sendo utilizadas como Nested-PCR, PCR Tempo-
Real, PCR in situ e RT-PCR (KRAMME et al., 2003, PHETSUKSIRI et al., 2006,
MARTINEZ et al., 2006). Dayal e colaboradores.(2005) relatou o uso de PCR in situ
para detecgdo de M. leprae em 60,0% das amostras analisadas em criangas. A PCR
Tempo-real obteve 91,3% de sensibilidade (MARTINEZ et al., 2006) usando primers
que codificam genes para antigenos 85-B, e foi 17,7% superior a PCR convencional.
Phetsuksiri e colaboradores (2006) relatou a RT-PCR (transcriptase reverse) como
forma de avaliar a viabilidade do bacilo nas amostras analisadas para o diagnostico de

hanseniase.

Algumas limitagdes podem ter ocorrido durante a PCR como bactérias que nao
tiveram suas capsulas lisadas durante o processo de extragio de DNA; ou inibigdo
causada pelo excesso de DNA gendmico humano ou problemas na manipulagdo das
amostras, que podem ter degradado o DNA. Outras limitacdes também podem diminuir

a eficacia do método da PCR, como a ocorréncia de mutagdes de ponto no sitio de



19

ligagio dos primers e a provavel existéncia de outros inibidores da PCR (YOON et al.,
1993).

Quanto as diferengas observadas entre a sensibilidade da PCR e do IB, pode-se
inferir o fato de que o fragmento da biopsia ¢ dividido em duas partes, sendo uma
encaminhada ao laboratorio de Patologia € outra, ao laboratorio de Biologia Molecular.
Isto influencia os resultados, uma vez que a amostra analisada nos testes possui

diferentes quantidades de DNA do bacilo.

Sugerimos que em estudos posteriores sejam realizadas as técnicas de RT-PCR
para mensurar a viabilidade do bacilo nestas amostras, bem como Nested-PCR com os
primers que amplificam fragmentos de 78pb e 89pb (internos aos fragmentos
amplificados de 130pb), buscando um aumento significativo entre a positividade desta

técnica com a técnica realizada neste trabalho.
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CONCLUSOES

Nao existe um padrio-ouro para diagnostico de hanseniase, sendo que este €
feito através da combinacdo de exames clinicos, laboratoriais e histopatologicos (ILA,
2002). Neste trabalho propusemos a investigagio do DNA de M. leprae através da
amplificacio de quatro fragmentos, e observamos que o par de primers que amplifica
fragmentos de 130pb teve o melhor desempenho em sensibilidade, especificidade e
acuracia, com boa positividade nas formas I, T e DT. Por isso, preconizamos o uso desta
técnica, associada ao IB de biopsia de pele como diagnostico de certeza para

hanseniase.
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