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Dedico este trabalho a todos os pacientes com
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deformidades, a exclusdo social e o estigma
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RESUMO

Introducdo: A neuropatia hansénica ¢ a neuropatia periférica de etiologia infecciosa mais
comum em todo o mundo. Apesar dos avancgos significativos no controle da hanseniase, ela
continua sendo um problema de satde publica e seu diagndstico precoce representa um dos
principais objetivos dos programas de saude, especialmente nos contatos domiciliares (CD), os
quais representam um grupo de alto risco para o desenvolvimento da doenga. Recentemente, a
ultrassonografia (US) surgiu como uma nova ferramenta para avaliagdo da neuropata
periférica. Objetivos: Esta tese foi subdivida em dois estudos, cujos objetivos foram identificar
o comprometimento neural por meio da US em CD assintomaticos (estudo 1) e em pacientes
com diagndstico confirmado de hanseniase (estudo 2). Materiais e métodos: No primeiro
estudo, foram recrutados 49 contatos domiciliares com sorologia positiva (CDSP) e 30 com
sorologianegativa (CDSN) acompanhados em um centro de referéncia nacional em hanseniase,
e um grupo controle composto por 53 voluntarios saudaveis. No segundo estudo, 53 pacientes
com hanseniase foram incluidos. Todos os participantes foram submetidos a técnica
multissegmentarde US dos nervos periféricos,que consistiuna avaliagdodas medidas das areas
seccionais transversas (ASTs) dos nervos ulnar, mediano e tibial em dois pontos (no tunel e
proximal ao tunel) e do nervo fibular comum (FC) ao nivel da cabeca da fibula. As medidas das
ASTs dos nervos periféricos dos CDSP e CDSN (estudo 1) e dos doentes (estudo 2) foram
comparadas com as dos controles. Os dados ultrassonograficos dos CD e dos doentes também
foram comparados com os resultados dos testes soroldgico (ELISA anti-PGL-I) e molecular.
Resultados: No estudo 1, a avaliagdo por US detectou espessamento neural em 26,5% (13/49)
dos CDSP e apenas em 3,3% (1/30) entre os CDSN (p = 0,0038). Os valores médios de ASTs
dos nervos FC e tibial foram significativamente maiores no grupo dos CDSP. Esse grupo
também apresentou assimetria significativamente maior nos nervos FC e tibial (proximal ao
tinel). Os CDSP apresentaram chance 10,5 vezes maior de comprometimento neural (OR =
10,48; p = 0,0311). Por outro lado, a presenca de pelo menos uma cicatriz da vacina BCG
conferiu protecdo 5,2 vezes maior contra o envolvimento neural (OR=0,19;p = 0,0184). No
estudo 2, a US detectou espessamento neural em 71,1% (38/53) dos doentes, sendo o ulnar € o
tibial os nervos mais acometidos. Entre os pacientes com mononeuropatia, a maioria
apresentava parametros sorologicos e moleculares de alta carga bacilar. Todos os nervos
apresentaram medidas significativamente maiores nos doentes em relacdo aos controles, e
também maior assimetria entre os lados esquerdo e direito, com valores significativamente
maiores para os nervos ulnar e tibial. Ademais, importante destacar as diferengas significativas
encontradas nas medidas da AST entre os pontos tinel e pré-tiinel para os nervos ulnar e tibial,
com valores maximos proximais ao tinel. Todas as formas clinicas da hanseniase mostraram
espessamento neural a US. Conclusdes: No estudo 1, nossos resultados demonstraram maior
prevaléncia de espessamento neural nos CDSP. A combinag¢do de soropositividade e auséncia
de cicatriz de BCG pode identificar individuos com maiores chances de desenvolver neuropatia
hansénica, refor¢gando a importancia da inclusdo de métodos sorologicos e de imagem na
vigilancia epidemioldgica dos CD de hanseniase. No estudo 2, nossos resultados demonstraram
que espessamentoneural assimétrico e irregular, mais evidente acima do tunel osteofibroso, sdo
caracteristicos da neuropatia hansénica. Por fim, nossos resultados reforcam que a hanseniase
¢ uma condi¢do primariamente neural. Portanto, propomos o uso da US multisegmentar dos
nervos periféricos dos membros superiores e inferiores na investigagdodos CD e pacientes com
hanseniase, a fim de melhorar o diagndstico da neuropatia hansénica e prevenir incapacidades
e deformidades estigmatizantes.

Palavras-chave: Hanseniase; Nervos periféricos; Ultrassonografia; Neuropatia; Sorologia.



ABSTRACT

Introduction: Leprosy neuropathy is the most common infectious peripheral neuropathy
worldwide. Despite significant advances in leprosy control, it remains a public health problem
and its early diagnosis represents one of the main objectives of health programs, especially in
leprosy household contacts (HHCs), which represent a high-risk group for the development of
leprosy. Recently, ultrasonography (US) has emerged as a new tool for the evaluation of
peripheral neuropathy. Objectives: This thesis was subdivided into two studies, whose
objectives were to identify neural impairment through US assessment in asymptomatic leprosy
HHC:s (study 1) and in patients with a confirmed diagnosis of leprosy (study 2). Materials and
methods: In the first study, 49 seropositive HHCs and 30 seronegative HHCs, followed at a
national leprosy reference center, and a control group composedof 53 healthy volunteers (HVs)
were recruited. In the second study, 53 leprosy patients (LPs) diagnosed with leprosy were
included. All participants underwent the multisegmental peripheral nerve US technique, which
consisted of evaluating the measurements of the cross-sectional areas (CSAs) of the ulnar,
median and tibialnerves attwo points (in the tunnel and proximal to the tunnel) and the common
fibular (CF) nerve at the level of the fibular head. Peripheral nerve CSAs measurements of
seropositive and seronegative HHCs (study 1) and LPs (study 2) were compared with those of
HVs. US data from HHCs and LPs were also compared with the results of serological (anti-
PGL-I ELISA) and molecular tests. Results: In study 1, US evaluation detected neural
thickening in 26.5% (13/49) of the seropositive HHCs and only in 3.3% (1/30) among the
seronegative ones (p = 0.0038). The mean values of CSAs of the common fibular and tibial
nerves were significantly higher in seropositive HHCs. This group also had significantly greater
asymmetry in the CF and tibial nerves (proximal to the tunnel). Seropositive HHCs presented
a 10.5-fold higher chance of neural impairment (OR =10.48;p = 0.0311). On the other hand,
the presence of atleastone scar from BCG vaccine conferred 5.2-fold greater protection against
neural involvement (OR = 0.19; p = 0.0184). In study 2, US evaluation detected neural
thickeningin 71.1% (38/53) of LPs, and the ulnar and tibial were the most frequently affected
nerves. Among LPs with mononeuropathy, most had serological and molecular parameters of
high bacillary load. Allnerves showedsignificantly higher measurements in LPs compared with
HVs, and also greater asymmetry between left and right sides, with significantly higher values
for ulnar and tibial nerves. Furthermore, it is important to highlight the significant differences
found in CSAs measurements between the tunnel and pre-tunnel points for the ulnar and tibial
nerves, with maximum values proximal to the tunnel. All clinical forms of leprosy showed
neural enlargementthrough the US. Conclusions: In study 1, ourresults demonstrated a higher
prevalence of neural thickening in leprosy-seropositive HHCs. The combination of
seropositivity and absence of BCG scar can identify individuals with greater chances of
developing leprosy neuropathy, reinforcing the importance of including serological and
imaging methods in the epidemiological surveillance of leprosy HHCs. In study 2, our results
demonstrated that asymmetry and irregular neural thickening, most evident above the
osteofibrous tunnel, are hallmarks of the leprosy neuropathy. Finally, our results reinforce that
leprosy is a primarily neural condition. Therefore, we propose the use of multisegmental US
technique of the peripheral nerves of the upper and lower limbs in the investigation of HHCs
and LPs, in order to improve the diagnosis of leprosy neuropathy and prevent stigmatizing
deformities and disabilities.

Keywords: Leprosy; Peripheral nerves; Ultrasonography; Neuropathy; Serology.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa, transmissivel e de carater cronico, que afeta
predominantemente os nervos ¢ a pele, e ainda persiste como problema de saude publica no
Brasil. Apesar de um aparente progresso observado nos ultimos anos no controle da doenca, a
identificagdo precoce de casos continua sendo um dos objetivos primordiais dos programas de
saude. Além disso, as altas taxas de incidéncia da hanseniase demonstram que a eliminacdo da
doenga como problema de satide publica, proposta pela Organizagado Mundial de Saude (OMS),
depende deumaacaoincisivasobrea interrupcdoda sua cadeia de transmissdo (BRASIL, 2022;
RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

O longo periodo de incubacao da hanseniase, seus sintomas e sinais insidiosos promovem
dificuldades no seu diagndstico e classificagdo clinica correta (RODRIGUES; LOCKWOOD,
2011). Como nao ha prevengdo primadria, o Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia
Sanitaria e Hanseniase (CREDESH) do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) tem trabalhado, desde o ano 2000, para possibilitar o diagnostico precoce
por meio do monitoramento dos contatos domiciliares, o que tem permitido analisar o eventual
processo de adoecimento dos contatos.

A hanseniase representa a principal etiologia infecciosa de neuropatia periférica em todo
o mundo. Seu agente etiologico, o Mycobacterium leprae (M. leprae) é um bacilo virulento,
nao porque ¢ letal, mas porque afeta os nervos periféricos, podendo levar a deficiéncias,
deformidades e estigmas sociais, com consequéncias graves e irreversiveis para o paciente. O
reconhecimento precoce do comprometimento neural na hanseniase representa um grande
desafio na pratica clinica, tanto pela dificuldade em suspeigao diagnostica, como pela falta de
métodos diagnosticos disponiveis durante a investigacao, ja que poucos centros dispoem de
ultrassonografia, eletroneuromiografia, testes soroldgicos, moleculares e bidopsia de nervo
periférico para auxiliar na comprovagao diagndstica (LOCKWOOD; SAUNDERSON, 2012;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

Dessa forma, considerando a hanseniase como uma doenga primariamente neural, este
estudo teve como objetivo a identificagdo precoce do comprometimento neural em contatos
domiciliares e em pacientes com hanseniase por meio da avaliagdo ultrassonografica dos nervos
periféricos. Mesmo que essa proposta de investigagdo possa gerar maior custo de assisténcia a
saude, o beneficio pode ser muito maior, tendo em vista os elevados custos de um programa de
reabilitagdo, a fim minimizar os anos de vida perdidos devido a deficiéncias e incapacidades

causadas pela doenca.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos historicos

A hanseniase € uma doenca cronica granulomatosa, que afeta primariamente os nervos
periféricos e a pele, causada pelo Mycobacterium leprae e também pelo Mycobacterium
lepromatosis, este Gltimo identificado recentemente (HAN et al., 2008). Trata-se de bacilo
gram-positivo, dlcool-acido resistente (BAAR), parasita intracelular obrigatorio, e que até hoje
nao ¢ cultivavel in vitro (GUNATILAKE; SETTINAYAKE, 2004). E considerada uma das
mais antigas doencas da humanidade. Os primeiros relatos da ocorréncia de hanseniase
ocorreram ha mais de 3000 anos, sendo a origem da doenca ainda controversa, embora se
acredite que tenha iniciado na Africa ou Asia. A doenga foi introduzida na América Latina
durante o periodo de colonizacdo espanhola e portuguesa, associado ao trafico de escravos
africanos, que constituiu a sua principal via da disseminag¢do no continente (EIDT, 2004).

A hanseniase representa uma doenca relacionada a discriminagdo e exclusao sociais,
sendo que na Europa medieval os doentes eram considerados impuros e isolados da sociedade
(GUNATILAKE; SETTINAYAKE, 2004). O noruegués Gerhard Armauer Hansen foi o
primeiro pesquisador a identificar o bacilo M. leprae como causa da doenca em 1873. A
identifica¢do do bacilo ajudou a reduzir o preconceito contra os pacientes com hanseniase,
afastando a hereditariedade como causa da doenca, porém mesmo nos tempos atuais, os
pacientes sao estigmatizados, sobretudo devido as deformidades neuroldgicas que a doenca

pode causar (NASCIMENTO, 2013).

2.2 Aspectos epidemiolégicos

A hanseniase ainda ¢ considerada um problema de saude publica especialmente pelo
seu potencial incapacitante e forte efeito de discriminagdo e estigma sociais. A doenga atinge
pessoas de ambos os sexos e de todas as faixas etarias, podendo apresentar evolugao lenta e
progressiva e, quando ndo tratada, ¢ passivel de causar deformidades e incapacidades fisicas,
muitas vezes irreversiveis. Além disso, a hanseniase representa a principal etiologia infecciosa
de neuropatia periféricaem todo o mundo (BRASIL, 2016,2017,2019, 2022).

A hanseniase faz parte da Lista Nacional de Notificagdo Compulséria de Doengas,
Agravos e Eventos de Saude Publica, e, portanto, ¢ obrigatorio que os profissionais de satide

reportem os casos do agravo no Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo (SINAN).
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Até o inicio da década de 1940, ndo existia tratamento efetivo, sendo o isolamento
compulsorio a Unica forma de controle da transmissdo da doenga. Com a introdugdo da
monoterapia com dapsona ocorreu uma revoluc¢do no tratamento, porém a partir da década de
1960, observou-se resisténcia bacteriana a dapsona. Em 1982, a OMS passou a recomendar o
tratamento de todos os pacientes com poliquimioterapia (PQT) (RODRIGUES; LOCKWOOD,
2011; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1982).

Aposoinicio dousodaPQT, a prevaléncia mundial da hanseniase caiu acentuadamente.
Entretanto, a queda da prevaléncia mundial da hanseniase deveu-se exclusivamente a
implementacdo dos esquemas de PQT e alta médica de todos os casos notificados apds a
conclusdo do tratamento proposto. Apesar da quedana prevaléncia, a deteccdo de casos novos
ainda ¢ alta, indicando que ha continuidade da transmissao da doenga, que persiste como
problema de satde publica(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

No final de 2019, foram reportados 8 OMS 202.185 casos novos da doenga no mundo,
e identificada uma prevaléncia mundial de 177.175 casos registrados, com uma taxa de
prevaléncia de 22,4 por um milhdo de habitantes (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2020). Jaem 2020, foram reportados a OMS 127.396 casos novos da doen¢a no mundo, uma
prevaléncia mundial de 129.192 casos registrados, com uma taxa de prevaléncia de 16,6 por
um milhao de habitantes. Vale ressaltar que, embora tenha se observado diminuicao dos casos
de hanseniase ao longo dos anos, a redu¢do mais acentuada nos ultimos dois anos esta
provavelmente relacionada a menor detec¢do de casos ocasionada pela pandemia de covid-19
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021b).

Do total de casos novos registrados no mundoem 2019, 29.936 (14,8%) ocorreram na
regido das Américas e 27.864 foram notificados no Brasil, correspondente a 93,0% do numero
de casos novos das Américas. Nesse contexto, o Brasil ocupa o segundo lugar entre os paises
com maior nimero de casos no mundo, atras apenas da India (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020). O numero de casos em tratamento no Brasil no final de 2019 foi de
31.685 casos, com uma taxa de prevaléncia de 1,5 por 10.000 habitantes (BRASIL, 2021),
sendo considerado pais de média endemicidade. A taxa de detec¢ao geral de casos novos
apresentou uma redugao de 25,0% entre 2011 e 2019, porém ainda continua alta, representada
por 13,23 casos por 100.000 habitantes em 2019. O pais se manteve no pardmetro de alta
endemicidade, exceto nas regides Sul e Sudeste, estados de média endemicidade. J4 em 2020,
a taxa de deteccdo geral de casos novos foide 8,49 casos por 100.000 habitantes, porém esta

maior redu¢do da taxa de detecg¢do geral dos casos neste ano esta relacionada aos efeitos do
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menor nimero de diagnosticos causado pela sobrecarga dos servigos de satide e pelas restricoes
durante a pandemiada covid-19, seguindo uma tendéncia mundial (BRASIL, 2022).

Entre osanosde2010a2019, foram diagnosticados 301.638 casosnovos de hanseniase,
sendo 20.684 casosnovos de hanseniase em menores de 15 anos. Emrelacdo ataxa de deteccao
de casos novos em menores de 15 anos, o pais apresentou uma reducdo de 55,2% passando de
5,34 em 2010 para 3,44 em 2019, com mudanca do parametro de “muito alto” para “alto”.
Apesar da reducdo na taxa de deteccdo de casos novosnessa faixaetdria, a ocorréncia de casos
nessa populagdo indica focos de transmissdo ativa, importante sinalizador para o
monitoramento da endemia (BRASIL, 2019,2021).

Além disso, a propor¢do de casos novos de hanseniase diagnosticados com grau 2 de
incapacidade fisica apresentou um aumento entre 2010 ¢ 2019, passando de 7,2 em 2010 para
10,0 em 2019, o que evidencia diagnoéstico tardio da doenga (BRASIL, 2019, 2021).

Ainda no periodo de 2010 a 2019, evidenciou-se um aumento na propor¢ao de casos
novos multibacilares (MB) no pais, passando de 59,1% em 2010 para 78,4% em 2019, um
incremento observado em todas as regides durante o periodo analisado (BRASIL, 202 1).

O predominio dos casos novos nas formas MB, a presenca de casos com maior grau de
comprometimento fisicoocasionado pelahanseniase e a notificagdo de novos casos em menores
de 15 anos demonstram a realizacdo do diagnostico tardio, o despreparo no reconhecimento das
consequéncias dessa doenca, e o controle epidemiologico ineficiente da hanseniase, cuja
transmissdo ainda esta ativa no pais (BRASIL, 2022; CARNEIRO; POSSUELO; VALIM,
2011). As regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste sdo as mais afetadas, possivelmente devido
a uma associacao das condigdes socioecondmicas e de escassez de politicas publicas locais, o
que pode dificultar o acesso aos servigos de satide (ARAUJO, 2003; BRASIL, 2022; KERR-
PONTES et al., 2004; SOUZA; EL- AZHARY; FOSS, 2009).

A hanseniase esta inserida na agenda sanitaria internacional da Organizagao das Nagoes
Unidas (ONU) e um dos objetivos mundialmente assumidos visa promover o bem-estar € uma
vida saudéavel, com a meta de combater as epidemias de aids, tuberculose, maldria e outras
doencas transmissiveis e tropicais negligenciadas até o ano de 2030 (ORGANIZACAO DAS
NACOES UNIDAS, 2017).

A Estratégia Global de Hanseniase, proposta pela OMS para o periodo de 2021 a 2030,
traz uma mudanca significativa na abordagem ao enfrentamento da hanseniase no mundo. As
estratégias anteriores estavam pautadas na elimina¢do da hanseniase como problema de saiude
publica, tendo obtido avancos significativos na redugdo da carga global da doenga nas tltimas

trés décadas. Todavia, anova estratégia tem como objetivo a interrup¢ao da transmissdo e a
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eliminacao dos casos autdctones, conforme ilustra a Figura 1, cujo objetivo em longo prazo ¢ o
conceito de zero hanseniase: zero infec¢do e doenca, zero incapacidade, zero estigma e
discriminagdo. A nova estratégia estd fundamentada nos seguintes pilares: implementar, em
todos os paises endémicos, um roteiro zero hanseniase do préoprio pais; ampliar a prevengao da
hanseniase integrada com a detecg¢do ativa de casos; controlar a hanseniase e suas complicacoes
e prevenir novas incapacidades; combater o estigma e garantir que os direitos humanos sejam
respeitados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021a).

No Brasil, a Estratégia Nacional para o Enfrentamento da Hanseniase 2019-2022 traz a
visdo de um Brasil sem hanseniase. A Estratégia tem como objetivo geral reduzir a carga da
doenga no pais ao fim de 2022, com as seguintes metas: 1) reduzir para 30 o nimero total de
criangas com grau 2 de incapacidade fisica; 2) reduzir para 8,83/1 milhao de habitantes a taxa
de pessoas com grau 2 de incapacidade fisica; e 3) implantar em todas as Unidades da Federagao
canais para registro de praticas discriminatdrias as pessoas acometidas pela hanseniase e seus

familiares (BRASIL, 2022).

Figura 1 - Estratégia Global de Hanseniase no periodo de 2021 a 2030

A estratégia em resumo

Visdo a longo prazo: Zero hanseniase: zero infecgdo e doenga, zero incapacidade, zero estigma e discriminagdo
Meta: Eliminagao da hanseniase (definida como interrupgao da transmissao)

Metas globais para 2030:

© ©

Paises com zero Reducdo do nimero Redug3o da taxa por Reducdo da taxa por
Novos casos anual de novos casos milhdo de habitantes de milhdo de criangas
autdctones detectados novos €asos com incapaci- de casos novos de
dade de grau 2 (G2l) hanseniase em criangas

Modelo esquematico ilustrando os principais objetivos € metas para este periodo pela Organizagido
Mundial de Satde
Fonte: adaptado de World Health Organization (2021a).

2.3 Vias de Transmissao de Mycobacterium leprae

As vias de transmissdo ainda ndo estdo totalmente esclarecidas, porém a principal
forma de contégio ¢é através das vias aéreas superiores por goticulas nasais ricas em bacilos.

Estudo recente publicado por Araujo et al. (2016) corroborou com esta afirmacao, através da
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avaliacao de amostras de bidpsias de concha nasal, swabsnasais e da sorologia de pacientes e
contatos, comprovando a via aérea como a principal via de dissemina¢do de M. leprae. Os
contactantes domiciliares apresentam os maiores riscos de adoecimento, visto que a infecgao
decorre do contato intimo e prolongado com individuos doentes (BAZAN-FURINI etal., 2011;
GOULART et al., 2008).

O M. leprae ja foi detectado em fontes ambientais, como solo, d4gua e até mesmo em
superficies de areas endémicas, porém outras vias de infec¢ao do bacilo ndo sdo relevantes do
ponto de vista epidemioldgico, ja que o bacilo ndo atravessaa pele integra e a infec¢ao ndo se
dissemina pelo toque (ARAUJO etal.,2016;JOBetal., 2008).

A infec¢do da mucosanasal pelo bacilo desencadeia respostas imunes, tanto celulares
quanto humorais e, quando a coloniza¢do ¢ bem sucedida, o M. leprae ¢ transportado pela
corrente sanguinea para locais em que possa encontrar um crescimento favoravel, como as
células de Schwann (ARAUJO et al., 2016; MARTINEZ et al., 2011; PATROCINIO et al.,
2005; REIS et al.,2014).

Classicamente, considera-seque a transmissaodo M. leprae se dé exclusivamente pelo
contato de pessoas suscetiveis a doenca através de doentes ndo tratados das formas MB: grupo
dimorfo (D) e forma virchowiana(V), ou seja, com baciloscopia positiva. Entretanto,a presenca
de acido desoxirribonucleico (DNA) em metade das amostras de swab nasal de contatos
domiciliares, no estudo de Araujo et al. (2016) corrobora a teoria de que a transmissao por
pessoas assintomaticas possa ocorrer (ARAUJOetal.,2016; CHELH; JOB; HASTINGS, 1985;
PATROCINIO etal., 2005).

Embora esse agente possua capacidade de infectar um grande niumero de individuos
(alta infectividade), poucos desenvolvem a doenca (baixa patogenicidade). Dentre essas,
algumas pessoas apresentam resisténcia ao bacilo, constituindo os paucibacilares (PB),
teoricamente com carga bacilar insuficiente para infectar outras pessoas. Entretanto, um nimero
menor de individuos ndo apresenta resisténcia ao bacilo, que se multiplica no organismo
infectado, passando a ser eliminado e podendo infectar outras pessoas, constituindo os MB, que
sao a maior fonte de infeccdo e manutencdo da cadeia de transmissdao da doenga (BRASIL,
2019; NOORDEEN, 1985).

A velocidade de multiplicagao do bacilo ¢ muito lenta e pode durar em médiade 11 a
16 dias, permanecendo viavel no meio ambiente por até 9 dias. O M. leprae apresenta o maior
tempo de multiplicacdo entre as micobactérias patogénicas, o que reflete no tempode incubagao
prolongado, geralmente variando entre 2 e 5 anos, € na cronicidade da doenga (BRASIL, 2019;

OPROMOLLA, 2000).
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2.4 Formas clinicas

A hanseniase pode ser compreendida como uma doenga espectral, cuja apresentacdo
clinica depende da interagdo entre o parasita e a resposta imune celular do hospedeiro. A forma
clinica inicial ¢ chamada de indeterminada (BRASIL, 2017; LOCKWOOD, 2010) e pode ter
remissdo espontanea ou evoluir paraalguma das formas clinicas descritas por Ridley e Jopling
(1966). A classificacdo de Ridley-Jopling (Figura 2), proposta na décadade 1960, baseia-se na
resposta imunolégica do hospedeiro, classificagdo histopatoldgica da lesdo cutanea e na carga
bacilar. O espectro clinico descrito por Ridley e Jopling varia entre dois polos estaveis e bem
caracterizados: tuberculoide (T) e virchowiano (V). Nos pacientes T, observamos uma melhor
resposta imunologica do tipo celular (mediada por linfécitos T), com formacao de granulomas,

restri¢do da infeccdo e eliminacdo do parasita.

Figura 2 - Classificagdo de Ridley & Jopling (1966)

TT DT DD DV W

Imunidade
humoral

Imunidade
celular

| Maior quantidade de bacilos
< Reagdo tipo 1 >
Reacgao |
tipo 2 :

Acometimento neurolégico

T: hanseniase tuberculoide; DT: dimorfa-tuberculoide; DD:
dimorfa-dimorfa; DV: dimorfa-virchowiana; V: virchowiana
Fonte: adaptado de Lockwood e Saunderson (2012).

Ja os pacientes do polo V apresentam uma deficiéncia importante deste tipo de

resposta imune celular e, consequentemente, a disseminagao do bacilo (RIDLEY; JOPLING,
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1966). Entre estes dois extremos, ha formas clinicas intermediarias com resposta imunoldgica
variavel, chamadas de formas dimorfas ou “borderlines”). Além disso, de acordo com a
resposta imune destas formas intermediarias, podem ser classificadas como dimorfa-
virchowiana (DV), dimorfa-tuberculoide (DT) ou mesmo dimorfa-dimorfa (DD). Deve-se
ressaltar ainda que até em um mesmo individuo, estas formas clinicas podem sofrer variagdes,
de acordo com o estado imunolégico do doente (GOULART et al., 1996; HASTINGS, 1985;
RIDLEY; JOPLING, 1962).

Por ser uma forma clinica inicial, a hanseniase indeterminada (HI) encontra-se fora do
espectro clinico descrito por Ridley e Jopling, e frequentemente, ndo ¢ diagnosticada. Na HI, o
exame dermatologico pode mostrar macula hipocrdmica, por vezes com leve eritema, com
alteracao de sensibilidade. Acredita-se que a maioria dos casos evolui espontaneamente para
cura, enquanto que alguns individuos podem passar por um periodo de incubagdo, que pode
variar de um a cinco anos, o que confere a hanseniase caracteristicas de uma doenga infecciosa
de evolugao cronica, paraentdo evoluir para as formas clinicas definitivas da doenga, de acordo
com a capacidade de respostaimune do hospedeiro contra o M. leprae (YAWALKAR, 2002).

A forma T ¢ considerada o polo de resisténcia da hanseniase, com resposta imune
celular acentuada e consequente produgao de citocinas do padrao Th1 — interleucina-2 (IL-2) e
interferon-gama (IFN-y) (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; LOCKWOOD;
SAUNDERSON, 2012). Clinicamente, ¢ caracterizada por uma ou poucas lesdes hipocrdmicas
ou eritematosas, maculares ou infiltradas, com bordas bem definidas, de tamanhos diversos,
com formas anulares ou circulares bem delimitadas, apresentando distiarbio de sensibilidade do
tipo anestésico, redugao de sudorese e pelos. Pode haver comprometimento de troncos neurais,
inclusive com formacdo de abscessos em casos mais graves (GUNATILAKE,;
SETTINAYAKE, 2004; RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011).

No centro do espectro, observamos as formas dimorfas, que sdo as formas de
apresentagdo clinica mais comuns da doen¢a, com manifestacdes clinicas variaveis. O quadro
clinico ¢ polimoérfico, com lesdes cutaneas assimétricas, geralmente com bordas eritemato -
infiltradas e com o centro mais claro (lesdes foveolares) (Figura 3). Pode haver rarefacao de
pelos e alteracao das sensibilidades térmica, tatil e dolorosa, além de comprometimento neural

variavel (OPROMOLLA, 2000; RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011; SOUZA, 1997).
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Figura 3 - Manifestacdes cutaneas nas diferentes formas clinicas da hanseniase

A — Forma tuberculoide (T).
B — Forma dimorfo-tuberculoide (DT).
C — Forma dimorfo-dimorfo (DD).

Fonte: Imagens autorizadas pelos pacientes e cedidas pelo CREDESH/UFU.

Na outra extremidade do espectro clinico, encontra-se o polo V, com baixa resposta
imune celular ao M. Leprae, exacerbagdo da resposta imune humoral (ineficaz para a
eliminagao do bacilo) e predominio de citocinas do padrao Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10)
(GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; LOCKWOOD; SAUNDERSON, 2012). Nessa forma,
ocorre multiplicacao bacilar e disseminacao da doenga, podendo acometer multiplos nervos e
orgaos internos. Geralmente, manifesta-se como lesdes difusas do tipo papulas, tubérculos,
nodulos (hansenomas), placas de aspecto ferruginoso, rarefacdo de pélos, infiltragdo difusa da
pele, perfuracdo do septo nasal, lesdes osteoarticulares, lesdes periodontais, laringite,
acometimentos hepatico, esplénico, testicular e dentre outros. As lesdes de pele distribuem-se
nas areas mais frias do corpo, que sdo ricas em bacilos, incluindo cotovelos, joelhos, regides
frontal e central da face e os 16bulos das orelhas, as quais apresentam aspecto infiltrado,

caracterizando a facies leonina (Figura 4) (OPROMOLLA, 2000; SOUZA, 1997).

Figura 4 - Manifesta¢des cutaneas nas diferentes formas clinicas dahanseniase

4

A — Forma dimorfo-virchowiana (DV).
B e C — Forma virchowiana (V).
Fonte: Imagens autorizadas pelos pacientes e cedidas pelo CREDESH/UFU.
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2.4.1 Hanseniase neural primdria

A hanseniase pode se manifestar em alguns pacientes na auséncia de quaisquer lesdes
de pele, definida como hanseniase neural primaria (HNP) (JARDIM et al., 2004;
NASCIMENTO et al., 2013; SANTOS et al., 2017). Esta forma clinica, classicamente
reconhecida como HNP, tem uma nomenclatura varidvel na literatura, podendo ser referida
como hanseniase neural pura, primariamente neural, forma neuritica, forma neuritica pura e até
mesmo polineuritica (JARDIM et al., 2003). Nesses casos, o diagnostico correto da etiologia
da neuropatia ¢ mais complexo, muitas vezes sendo necessdrios exames de imagem,
neurofisiolégicos e histopatoldgicos (JAIN etal., 2013).

O atraso no diagnoéstico € comum especialmente nesta forma clinica, possivelmente
em decorréncia da falta de ferramentas diagnosticas disponiveis, corroborando para um
subdiagnostico € um maior comprometimento funcional. Quanto maior o tempo entre o inicio
dos sintomas, mais grave ¢ o comprometimento sensitivo-motor e, consequentemente, as
incapacidades e deformidades decorrentes desta neuropatia (TOMASELLI, 2014;
TOMASELLI etal., 2022).

Por definigao, a HNP se refere aos casos em que se observa a presenga de uma
neuropatia periférica, na auséncia de lesdes cutdneas ao exame dermaneuroldgico, e em que a
baciloscopia do raspado intradérmico € negativa. A neuropatia pode se manifestar como uma
mononeuropatia, mononeuropatia multipla ou at¢ mesmo uma mononeuropatia multipla
confluente (GARBINO etal., 2011,2013; SANTOS etal., 2017; TOMASELLI etal., 2022).

A classificacao dos casos de HNP, para fins de definigdo do tratamento, ¢ feita
conforme orientacdo da OMS: em casos de acometimento de um unico nervo, o paciente €
classificado como paucibacilar, e se apresentar dois ou mais nervos acometidos ¢ classificado
como multibacilar (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012). Entretanto, esta
classificacdo obedece apenas a critérios clinicos com baixa sensibilidade para avaliar
adequadamente a extensdo do comprometimento neural. Além disso, conforme demonstrado na
literatura, casos de mononeuropatia podem apresentar um espectro multibacilar na avaliagdo
sorologica e molecular. A indicacdo mais atual ¢ que todos os casos primariamente neurais
sejam tratados com esquema multibacilar, visando evitar faléncia terapéutica e recidivas neste
grupo (SANTOS etal., 2017).

Clinicamente, a HNP cursa com um comprometimento predominantemente sensitivo
e assimétrico (SANTOS, 2015; SANTOS et al., 2017; TOMASELLI et al., 2022). Um estudo

recente realizado encontrou um predominio sensitivo em 69,8% dos casos em relagado as queixas
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iniciais de pacientes com o diagnostico de HNP, particularmente hipoestesia, parestesia e dor
(SANTOS et al., 2017).

Na neuropatia hansénica, dor e temperatura sdo as modalidades sensitivas
predominantemente alteradas ao exame fisico, enquanto a sensibilidade vibratoria, cinético
postural, bem como os reflexos tendinosos profundos ¢ a for¢ca muscular estdo alterados
geralmente nas fases mais avancadas da doenca. Além disso, os sinais clinicos sugestivos de
comprometimento autondmico sdo frequentes e podem ocorrer em qualquer fase da doenca
(SABIN; SWIFT; JACOBSON, 2005; SANTOS, 2015; SANTOS et al., 2017; TOMASELLI,
2014; TOMASELLI etal., 2022).

O espessamento neural, embora nio seja um sinal clinico exclusivo da neuropata
hansénica, contribui com a suspeita diagnostica, sobretudo na existéncia de um antecedente
epidemiolégico em regides endémicas. Santos et al. (2017) observaram a presencga de
espessamento neural ao exame fisico em uma frequéncia de 58,6% dos casos de HNP,
refor¢ando a importancia deste achado em pacientes sob suspeita de HNP (Figura 5) (SANTOS,
2015; TOMASELLI, 2014; TOMASELLI et al., 2022).

Figura 5 - Espessamento neural na neuropatia hansénica

A — Palpago clinica do nervo ulnar no tergo inferior do brago.
B — Espessamento do nervo fibular superficial (seta).
Fonte: Imagens autorizadas pelos pacientes e cedidas pelo CREDESH/UFU.

Além do comprometimento sensitivo truncal descrito na maioria dos trabalhos com
pacientes com o diagnostico de HNP, o dano neural periférico pode assumir uma forma
exclusivamente intradérmica, refor¢cando o padrao temperatura dependente desta neuropatia.

No acometimento intradérmico, a 4rea sensitiva alterada ndo corresponde a um territério de
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inervagao especifico de um nervo, mas apresenta alteragdes multifocais, sobretudo em areas
frias do corpo, como aregido anterior do joelho, face posterior do cotovelo e antebrago, l6bulos
das orelhas e glabela (SANTOS et al., 2017; TOMASELLI, 2014; TOMASELLI et al., 2021).

O diagnostico diferencial da HNP deve incluir outras causas de neuropatias, tais como
inflamatorias (colagenoses e vasculites nao-sistémicas); metabodlicas (diabetes, hipotireoidismo);
traumaticas e posturais (compressdes agudas e cronicas); congénitas e hereditarias (neuropatia

hereditéria suscetivel a pressdo - HNPP, neuropatias hereditarias sensitivo-motoras — Charcot-
Marrie-Tooth - CMT e suas variantes) e tumorais (GARBINO et al., 2011, 2013).

2.5 Estados reacionais

Os estados reacionais podem ocorrer durante o curso natural da doencga, durante o
tratamento e mesmo apos o tratamento. Sdo classificados em reagdes tipo 1 (reacdo reversa) e
tipo 2 (eritema nodoso hansénico). Podem acometer todas as formas clinicas da doenca, com
excecdo da HI, e geralmente sdo precipitados pelo tratamento especifico da hanseniase e
reducdo da carga bacilar (BRASIL, 2017; FOSS etal., 2005; NAAFS, 1994).

As reacdes hansénicas podem ser definidas como manifestagdes clinicas agudas
resultantes de alteragdes no balan¢o imunolodgico entre o hospedeiro € o M. leprae (SAMPAIO;
SARNO, 1998), e afetam principalmente a pele e nervos, constituindo a principal causa de
morbidade e incapacidades relacionadas a doenga (BRASIL, 2019; FOSS etal., 2005).

Reagdo Tipo 1 ou reagao reversa (RR), ocorre principalmente nas formas dimorfas
(DT, DD, DV) e com menor frequéncia nas formas T e virchowianos- subpolares (Vsp), além
de estar associada com um aumento abrupto da resposta imune celular contra antigenos do M.
leprae. E uma reagio de hipersensibilidade tardia, associada a redugio da carga bacilar das
lesdes e ascensdao no espectro em dire¢cao ao polo T, também denominado de upgrading
(ANTUNES et al., 2016; FOSS et al., 2005). Clinicamente, cursa com uma piora acentuada e
aguda das lesdes de pele presentes previamente, tornando-se eritematosas e edemaciadas, e até
mesmo surgimento de novas lesdes. Pode haver edema de maos e pés associado, bem como
agressao a um ou mais troncos neurais, com consequente dor e/ou alteragdes sensitivo-motoras

(Figura 6) (BHAT etal., 2012; FOSS etal., 2005).
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LesOes eritematosas e edemaciadas no abdome e no dorso.
Fonte: Imagens autorizadas pelos pacientes e cedidas pelo CREDESH/UFU.

A reacdo Tipo 2 € caracterizada porumareacao inflamatdria sistémica e, normalmente
ocorre em pacientes MB, V e DV. Nestas reacdes, existe uma associagdo com a resposta imune
do tipo Th2, envolvendo a produgao de fator de necrose tumoral (TNF-a), IL-6, IL-8 e IL-10
(ANTUNES et al., 2016; FOSS et al., 2005; NAAFS, 1994). Pode ocorrer o surgimento de
péapulas ou n6dulos subcutaneos eritematosos e dolorosos, reconhecidos como eritema nodoso
hansénico (ENH). Pode ocorrer ainda a deposicdo de imunocomplexos em diversos 0rgaos,
levando a quadros de artrite, glomerulonefrite, orquiepididimite, miosite, iridociclite,
vasculites, hepatomegalia, assim como alteragcdes hematologicas e laboratoriais. Além disso,
podem ocorrer edema, dor e perdafuncional dos nervosperiféricos associados ao quadro clinico

geral (Figura 7) (BHAT et al., 2012; FOSS etal., 2005).

Figura 7 - Reacao hansénica tipo 2

28/04/2011

Multiplos noédulos subcutdneos compativeis com eritema nodoso hansénico e inimeras papulas
eritematosas.
Fonte: Imagens autorizadas pelos pacientes e cedidas pelo CREDESH/UFU.
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As reagdes hansénicas constituem uma situagao de urgéncia médica, com necessidade
de interven¢do medicamentosa e acompanhamento multiprofissional, ja que sua evolugdo pode
levar a grave dano neural, mesmo na auséncia de lesdo de pele, infecgdes secunddrias,
incapacidades fisicas e deformidades, que perpetuam o estigma relacionado a hanseniase
(BRASIL, 2016). Destaca-se a falta de consenso sobre o momento exato da realizacao da
descompressio cirurgica neural periférica para o tratamento da neurite hansénica, o que aumenta
a chance de danos irreversiveis relacionados ao acometimento neural (TIAGO etal., 2021).

Por isso, o monitoramento dos estados reacionais ao longo do tratamento ¢ mesmo
aposaalta é fundamental, ja que dados clinicos e laboratoriais podemajudar a identificar grupos
de risco e criar protocolos de monitoramento, prevenindo sobretudo a ocorréncia de lesdes

neurais (ANTUNES etal., 2013, 2016).

2.6 Espectro da resposta imune ao M. leprae

Embora a hanseniase seja uma doenca infecciosa cronica, ela também pode ser
considerada uma doenga imunoldgica, uma vez que as reagdes do sistema imune sdo de grande
importancia na defesa contraa infeccdo (RIDLEY; JOPLING, 1966). A imunidade celular tem
um papel primordial na hanseniase umavez que ela protege o individuo contraa doengae contra
a disseminacgao do bacilo (GODAL; NEGASSI, 1973; GOULART; MINEO; FOSS, 2000).
Quando a micobactéria entra em contato com os macréfagos do hospedeiro, ele € fagocitado e
o macrofago passa a produzir citocinas IL-1, TNF-a e IL-12 que atuam sobre linfocitos T,
principalmente CD4+, tornando-os ativados e capazes de produzir suas proprias citocinas. Os
linfocitos CD4+ sao subdivididos em T-auxiliares 1 (Thl), que produzem as citocinas IL-2,
IFN-y e TNF-B, e em T-auxiliares 2 (Th2), que produzem as citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 ¢
IL-10 (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; MODLIN, 2010; MONTOY A et al., 2009).

Na hanseniase, a ativagdo dos linfécitos Th1 produz IL-2 e leva a proliferagio de
elementos da imunidade mediada por célula (IMC) e da hipersensibilidade tardia. Através de
fatores como o IFN-y, os linfocitos Th1 ativam os macréfagos aumentando suas capacidades
microbicidas (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; GOULART; MINEO; FOSS, 2000;
MODLIN, 2010).

Pacientes com hanseniase no polo T t€ém uma forte imunidade celular, mas apresentam
baixa producao de anticorpos. Esse modelo de imunidade ¢ refletido em granulomas que se
formam em torno dos nervos e produzem dano neural sensitivo periférico e lesdes de pele

secundarias (FREITAS; NASCIMENTO; QUAGLINO, 2003). Nesses pacientes, observa-se
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uma resposta imune celular especifica com participagao de linfocitos, principalmente do tipo
TCD4+, tipico do padrdo Thl. Desse modo, M. leprae é raramente visto e a resisténcia ao
patogeno ¢ forte (MODLIN; REA, 1988). Portanto, as citocinas que predominam nas lesdes da
formaclinica T sdo tipicas do padrdao Th1 (IL-2 e IFN-y) e atuam no sentido de aumentara IMC
(MODLIN, 2010).

Pacientes com hanseniase no polo V ndo apresentam resposta celular eficaz contra o
M. leprae, e nas lesdes de pele encontram-se macrofagos jovens pouco diferenciados e um
pequeno numero de células T, predominantemente do tipo CD8+ (GOULART et al., 1996).
Nesse polo, predomina a imunidade humoral tipo Th2, a qual exibe altos titulos de anticorpos
especificos contra o glicolipideo fendlico I (PGL-I), antigeno especifico de M. leprae, presente
nos tecidos e soro de pacientes DV e DD, sem, no entanto, conferir prote¢ao efetiva contra o
bacilo (SPENCER; BRENNAN, 2011).

Além do modelo biféasico de diferenciaciao das células T CD4+ nos subtipos Th1 ou
Th2, diversas subpopulagdes de células T também estdo envolvidas com a resposta imune e
foram caracterizadas recentemente, de modo que os subtipos de células T sdo distinguidos nao
s0 pelas citocinas, mas também pela expressao de fatores de transcri¢do, incluindo os subtipos
Th17, Th9 e as células T-reguladoras (Treg) (HIRAHARA; NAKAYAMA, 2016).

As células Treg suprimem ativamente a resposta imune a antigenos proprios € antigenos
tumorais, além de inibir o desenvolvimento de doengas autoimunes, contribuindo para a
persisténcia do agente infeccioso (KAUFMANN; KABELITZ, 2010). Pesquisas tém
demonstrado um predominio de células Treg nas formas do polo V da doenga, indicando um
papel supressor daresposta imune (FERNANDES etal., 2013) e eventual persisténcia da infec¢do
pelo M. leprae. Também ha evidéncias da relacdo das células Treg com as reagdes hansénicas,
principalmente do tipo 1 (PARENTE etal., 2015). Os linfocitos Th17 sdo secretores da citocina
IL-17, que tem acao pro-inflamatoria, e estdo envolvidos na defesa contra microrganismos € na
mediag¢do de inflamagio, principalmente nos pacientes PB (SADHU et al., 2016).

A capacidade de o individuo gerar uma resposta imune celular especifica contra o M.
leprae podia ser mensurada através do teste de Mitsuda (Figura 8), porém este teste ndo esta
mais disponivel atualmente. Consistia numa ferramenta que avaliava o prognostico dos casos
de hanseniase através de um teste intradérmico, no qual era injetada uma suspensao de bacilos
mortos que desencadeava no local uma reagdo de hipersensibilidade tardia do tipo

granulomatosa.
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Figura 8 - Teste de Mistuda

o

Realizag@o da injegdo intradérmica de suspensdo de bacilos mortos, desencadeando uma reagao local,
considerada positiva (> 5 mm).
Fonte: Imagens autorizadas pelos pacientes e cedidas pelo CREDESH/UFU.

O resultado era obtido apds 21 a 28 dias e graduado de acordo com a medida em
milimetros (mm) do diametro da enduracdo (ndo do eritema) no local da injecdo. Em geral,
eram considerados positivos resultados maiores ou iguais (>) a 5 mm. Pacientes MB,
especialmente aqueles com formas clinicas DV e V, com resposta imune celular pouco efetiva
contra o M. leprae, apresentavam resultados negativos no teste de Mitsuda. Do outro lado,
pacientes PB, particularmente T, eram reativos ao teste e apresentavam resultados positivos.
Em pacientes dimorfos, verificava-se que a positividade da reacdo diminuia gradualmente a
partir do polo T, a medida que a resposta imune celular diminuia em dire¢do ao polo V
(DHARMENDRA, 2012). Em individuos sadios, a positividade ao teste de Mitsuda associava-
se a uma menor probabilidade de este desenvolver a doenga posteriormente (GOULART;

GOULART, 2008).

2.7 Hanseniase: uma doen¢a primariamente neurologica

O comprometimento neural pode ocorrer em todas as formas clinicas da hanseniase,
em grau e extensdo variados, antes, durante ou apds o tratamento antimicrobiano da doenga. As
consequéncias relacionadas ao dano neural periférico na hanseniase constituem a p rincipal
causa das incapacidades fisicas e deformidades, conforme demonstrado na Figura 9

(GARBINOe et al.,2011; LOCKWOOD; SAUNDERSON, 2012; NASCIMENTO, 2013).
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Figura 9 - Deformidades e sequelas nas maos e pés de pacientes com diagndstico de

hanseniase

A — Mao em garra e amiotrofia dos interosseos devido a lesdo do nervo ulnar.
B — P¢ caido devido a lesdo do nervo fibular comum.
C — Ulceras plantares devido a lesdo do nervo tibial.
Fonte: Imagens autorizadas pelos pacientes e cedidas pelo CREDESH/UFU.

Entretanto, ainda ha muita dificuldade no diagndstico do comprometimento neural
pelos profissionais de saude, ja que as manifestacdes cutaneas sao mais conhecidas e mais
facilmente reconhecidas na pratica clinica. Muitos autores t¢ém defendido a ideia de que a
hanseniase deveria passar a ser encarada como uma doenca primariamente neurolégica,
enfatizando a importancia da detecg¢ao e tratamento precoces do dano neuroldgico para redugdo
das incapacidades, e consequentemente, da discriminagdo (LOCKWOOD; SAUNDERSON
2012; LUGAO etal., 2015; WILDER-SMITH; VAN BRAKEL, 2008).

Apos a entrada dos bacilos no organismo humano pela via respiratdria, ocorre uma
especificidade imunologica pelos macrofagos e células de Schwann, com uma consequente
infecgdo destes tipos celulares. O M. leprae compromete os nervos, deslocando-se nos linfaticos
epineurais e vasos sanguineos, invadindo o compartimento endoneural (SCOLLARD, 2008;
SCOLLARD; TRUMAN; EBENEZER, 2015).

O neurotropismo do M. leprae pode ser atribuido a expressao do glicolipideo fenolico-I
(PGL-I) na sua parede celular, molécula presente apenas no bacilo de Hansen. O PGL-I ¢ um
trissacarideo que se une a cadeia a2 da laminina presente na lamina basal da célula de Schwann,
garantindo a internalizacdo do bacilo. Apds a entrada do bacilo nas células de Schwann, ocorre
deflagracdo darespostaimune, que tendera para polosde maiorou menorresisténcia, dependendo
das caracteristicas individuais do paciente (RAMBUKKANA,2001; VINCENT etal., 2000).

A neuropatia hansénica pode decorrer de trés mecanismos distintos relacionados a

interacdo entre o M. leprae e o hospedeiro. O primeiro mecanismo compreende as lesdes
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decorrentes do efeito direto dainfeccdo das células pelo M. leprae, como por exemplo dano aos
neurofilamentos, alteragdes de células de Schwann e desmielinizagdo por contato. O segundo
mecanismo envolve lesdes consequentes a processos inflamatdrios e imuno-mediados,
compreendendo a ligagdo de anticorpos aos neurofilamentos, citotoxicidade, ativagdo de
linfocitos T e outros. Por fim, a degeneragao neuroldgica pode decorrer de edema e processos
mecanicos, determinando maior susceptibilidade das fibras neurais a efeitos mecanicos,
podendo levar a compressao das fibras e isquemia (VAN BRAKEL etal., 2007).

Histopatologicamente, hd um comprometimento das fibras mielinizadas e amielinicas,
geralmente seguido por substitui¢do do tecido nervoso por tecido conjuntivo e fibrose
(FREITAS; NASCIMENTO; QUAGLINO, 2003; NASCIMENTO, 2013). Por vezes, como o
M. leprae ¢ muito bem adaptado, minimamente toxico, ¢ capaz de se multiplicar em varias
células, porém sem causar uma disfuncdo importante nas fases iniciais (SCOLLARD:;
TRUMAN; EBENEZER, 2015).

O processo inflamatorio descrito acima pode gerar espessamento dos nervos, que por
vezes se tornam palpaveis e dolorosos. O espessamento neural pode ser observadoem 40 a 75%
dos casos (NASCIMENTO, 2013). E importante ressaltar que as anormalidades
eletroneuromiograficas podem ser encontradas tanto em nervos espessados como naqueles sem
espessamento, assim como a presenca de espessamento neural pode ser observada em nervos
sem anormalidades eletroneuromiograficas, evidenciando uma dissociacdo clinico-
neurofisioldgica em alguns casos (ELIAS et al., 2009; KUMAR, 2016; VAN BRAKEL;
NICHOLLS; DAS, 2005).

As formas de apresentagdo clinica mais comumente citadas por alguns autores sdo:
mononeurite, mononeurite multipla e polineuropatia (mononeuropatia confluente)
(NASCIMENTO, 2013), sendo a mononeuropatia multipla a principal forma de apresentacao
desta neuropatia (GARBINO et al., 2004; JARDIM et al., 2003; KUMAR et al., 2016;
TOMASELLI, 2014;).

Nas formas iniciais da hanseniase (indeterminada), o acometimento de fibras neurais
geralmente € limitado a ramos distais intradérmicos, com redug¢ao das sensibilidades térmica,
dolorosa e tatil, inclusive em areas sem lesdes cutaneas visiveis, assim como em regidoes mais
frias do corpo, como na regido posterior do cotovelo e do antebraco, joelhos e l16bulos das
orelhas. Este padrao pode corresponder a um dos sinais mais precoces na doenga, por vezes
acompanhado poruma reducdo de sudorese e dos pelos locais, eventualmente apresentando
um padrio em “ilhas” ou “em mosaico”, inferindo comprometimento de fibras finas

autonOmicas, nem sempre associado a lesdo de troncos nervosos, justificando a normalidade do
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estudo eletroneuromiografico em alguns pacientes (BRITTON; LOCKWOOD, 2004; ROSA;
FOSS; FRADE, 2012; SANTOS, 2010; TOMASELLI, 2014).

O comprometimento de nervos periféricos pode progredir atingindo troncos nervosos
mais profundos. O bacilo causa uma neuropatia periférica de origem sobretudo imunoldgica,
podendo resultar em comprometimento motor, sensitivo e autondmico (VAN BRAKEL;
NICHOLLS; DAS, 2005). Os sintomas sensitivos geralmente correspondem as queixas iniciais
e sdo mais prevalentes. O comprometimento de fibras finas (sensibilidade térmica e dolorosa)
¢ predominante nos estagios iniciais, enquanto o comprometimento motor e de fibras grossas
ocorre mais tardiamente (KUMAR et al., 2016; NASCIMENTO, 2013; TOMASELLI, 2014).
As alteragoes de fibras motoras podem ser detectadas ao exame fisico como redugao de forga
muscular e atrofia muscular em graus varidveis, podendo levar a garras fixas e incapacidades
irreversiveis (BRASIL, 2002).

Em um trabalho que investigou o comprometimento do nervo periférico em contatos
domiciliares assintomaticos de pacientes com hanseniase por meio de exame clinico,
ultrassonografia (US) e eletroneuromiografia (ENMG), foram detectadas alteragdes estruturais e
funcionais dos nervos em uma parcela significativa dos participantes (BAZAN-FURINI, 2008).
As alteragdes de imagem foram mais frequentes nos nervos fibular comum e ulnar. Em relagio a
avaliacao eletrofisiologica, foi mais frequente o comprometimento sensitivo do nervo ulnar.

O acometimento de troncos nervosos ocorre principalmente nos segmentos em que o
nervo segue trajeto mais superficial, com temperaturas mais baixas. Estes locais mais frios
(joelho, cotovelo e face) sao adequados para a proliferacao do M. leprae, cujo crescimento €
extremamente influenciado pela temperatura corporal (AGRAWAL et al., 2005). As areas
proximas a tuneis osteofibrosos, comoasregides proximais ao tinel cubital e ao tinel do carpo,
sdo particularmente propensas ao espessamento de nervos em pacientes com hanseniase
(MARTINOLI et al., 2000). Os troncos nervosos mais frequentemente acometidos sao: ulnar
na regido do cotovelo, mediano, radial, fibular comum, tibial posterior, sural, facial e auricular
posterior (BRITTON; LOCKWOOD, 2004; OOI; SRINIVASAN, 2004; WILDER-SMITH;
VAN BRAKEL, 2008). Estudos prévios indicam acometimento frequente e intenso do nervo
fibular comum em formas precoces ¢ PB da hanseniase (BECHELLI; ROTBERG, 1956;
SANTOS etal.,2018);janos pacientes MB, ¢ descrito o envolvimentomais frequente do nervo
ulnar (VAN BRAKEL etal., 2005).

Em relacdo ao comportamento da neuropatia hansénica nas diferentes formas clinicas,
na forma T, o comprometimento dos nervos periféricos ocorre de forma mais restrita,

geralmente com um ou poucos nervos alterados, inicialmente restrita aos ramos intradérmicos,
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levando a hipostesia térmica e dolorosa nas fases iniciais do quadro em areas circunscritas do
corpo, em especial areas de temperatura inferiorao da temperatura central do paciente. Porém,
coma progressao dadoenca, aresposta inflamatoria mediada por linfécitos T pode levara lesao
neural exuberante, acometendo nervos de maior calibre, como 0s nervos mistos (compostos de
fibras sensitivas € motoras) subjacentes a lesdo de pele (SABIN; SWIFT; JACOBSON, 2005).
Na forma V, o acometimento dos nervos ocorre de forma mais difusa, com multiplos nervos
comprometidos pelo bacilo. Apesar da extensdo do quadro, a resposta inflamatéria do
hospedeiro ¢ fraca, preservando relativamente a arquitetura e funcdo dos nervos mistos, até
mesmo nas fases mais avangadas da doenga. E muito comum a palpagdo de nervos
espessados pela doenca nesta forma clinica, mas com preservagao funcional dos mesmos
(SABIN; SWIFT; JACOBSON, 2005). Nas formas dimorfas, o envolvimento de nervos
periféricos ¢ variavel e pode resultar em deformidades graves, j4 que o acometimento ¢ mais
rapido do que nas formas V e pode ocorrer destrui¢do irreversivel do nervo (LOCKWOOD;
SAUNDERSON, 2012; NASCIMENTO, 2013; OOI; SRINIVASAN, 2004; WILDER-
SMITH; VAN BRAKEL, 2008).

E interessante destacar queestudorecentede Lugdo etal. (2015), identificou que o padrio
assimétrico de acometimento dos nervosperiféricos detectado pelo exame ultrassonografico € uma
caracteristica da neuropatia hansénica, tanto nas formas PB como nas MB.

As reagoes tipo 1 e 2 podem vir acompanhadas de neurites agudas, mesmo sem lesdes
cutdneas reacionais. As neurites agudas sdo frequentemente caracterizadas por edema, dor
espontanea ou a palpagao do nervo, além de perda funcional de evolugao aguda, com redugao

de for¢ca muscular e alteragdes da sensibilidade (BRASIL, 2017; LOCKWOOQOD, 2010).

2.8 Diagnoéstico da Hanseniase

Por se tratar de uma doenca infectocontagiosa e de grande potencial incapacitante, o
diagndstico precoce deve ser o primeiro objetivo das agdes de controle da hanseniase. O
diagnostico clinico é baseadona presenga de alguns sinais cardinais da doenca, sen do necessaria
a presenga de um ou mais dos critérios abaixo: lesdes de pele com hipoestesia termo -analgésica,
espessamento de nervos periféricos e presenca do bacilo em esfregagcos dérmicos, bidpsia de
pele ou nervo. Na presenca destes trés sinais, a sensibilidade diagnostica € de até 97% e o valor
preditivo positivo de 98% para o diagnostico de hanseniase (BRITTON; LOCKWOOD, 2004;
OOI; SRINIVASAN, 2004; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012).
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Até os dias atuais, a classificacdo de Ridley e Jopling continua sendo a mais usada em
pesquisas. O espectro clinico de Ridley e Jopling ndo contempla a forma inicial da hanseniase,
chamada de indeterminada. Dessa forma, foi proposta a classificacdo de Ridley-Jopling
modificada, cominclusdo dos pacientes com hanseniase indeterminada, totalizando seis grupos
de classificagdo: hanseniase indeterminada (HI), tuberculoide (T), dimorfo-tuberculoide (DT),
dimorfo-dimorfa (DD), dimorfo-virchowiana (DV) e virchowiana (V) (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2012).

Para fins de tratamento, foi proposta a classificagao operacional, que subdivide os
pacientes em PB ou MB de acordo com o indice baciloscopio (IB), o nimero de lesdes cutineas
e a quantidade de nervos acometidos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012). Os
pacientes classificados como PB apresentam baciloscopia negativa, no maximo cinco lesdes de
pele e/ou apenas um tronco nervoso acometido; ja os MB apresentam baciloscopia positiva, mais
de cinco lesdes de pele e/ou dois ou mais troncos nervosos acometidos. Fazendo uma analogia
entre as classificacdes de Ridley-Jopling modificada e operacional, podemos agrupar no grupo
PB as formas HI, T e DT, e no grupo MB, as formas DT, DD, DV e V (BRASIL, 2019).

O padrao ouro de diagnostico em hanseniase, considerado ainda hoje, sdo o exame
clinico dermato-neuroldgico e a baciloscopia (coloragdo para BAAR) do esfregago dérmico e
da bidpsia de lesdo de pele, porém, as formas PB, por terem poucos bacilos, ndo sao detectadas
poreste método convencional. Como na coloragdode BAAR sdo necessarios no minimo 10.000
bacilos por grama de tecido para detec¢do confidvel, a sensibilidade ¢ baixa, principalmente em
pacientes com caracteristicas tuberculoides da doenga, onde os bacilos sdo raros ou ausentes
(SHEPARD; McRAE, 1968).

O exame baciloscopico deve ser feito idealmente através da coleta de material nos
l6bulos auriculares, cotovelos e joelhos. O resultado ¢ considerado negativo quando nenhum
bacilo ¢ encontrado em cem campos e positivo quando encontra-se mais de 10 bacilos em 100
campos (SHEPARD; McRAE, 1968).

Abaciloscopiadoesfregacodérmico ¢ umdos pardmetros integrantes da defini¢ao de caso
segundoa OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012), porém o “Guia para o Controle
daHanseniase” (BRASIL,2002) ratifica que o diagnéstico € clinico e mesmo quando a baciloscopia
estiver disponivel, ndo se deve esperar seu resultado para iniciar o tratamento do paciente.

Caso o individuo apresente apenas espessamento de nervos periféricos, devera ser
realizada investigacdo mais minuciosa através de exames complementares. Dessa forma,
observamos a importancia fundamental do acometimento neuroldgico no diagnostico da

hanseniase, ressaltando a necessidade de investigagdo detalhada do possivel dano neuroldgico
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em pacientes com suspeita clinica de hanseniase.

Como o diagndstico da hanseniase ¢ baseado principalmente em manifestacoes
clinicas, a escassez de sintomas no inicio da doeng¢a pode contribuir para erros no diagndstico
ou para o subdiagnostico. Por isso, com o avango tecnoldgico, inumeras ferramentas
laboratoriais vém sendo desenvolvidas na investigagdo da hanseniase, tais como os testes

sorolégicos e moleculares, bem como os métodos de imagem (principalmente o ultrassom).

2.8.1 Histopatologia

Os exames histopatologicos de pele e nervos possuem papel complementar no
diagnoéstico de hanseniase, contribuindo na classificagdo da doenga, principalmente nos casos
de baciloscopia negativa, bem como para excluir possiveis diagndsticos diferenciais. Além da
colora¢do usual de hematoxilina-eosina, deve ser realizada a coloracdo de Fite-Faraco para
evidenciar BAAR.

Nas manifestacoes iniciais da forma indeterminada, os achados histopatologicos sao
inespecificos, com infiltrado inflamatério predominantemente linfocitario de localizagdo
perianexial e perineural, o que ¢ bastante sugestivo da doenca. Os bacilos estdo escassos ou
ausentes (LOCKWOOD, 2010).

Nopolo T, hdmacrégagos e histiocitos diferenciadosem células epitelioides formando
granulomas proximos a pele e aos nervos. A pesquisa de bacilos também ¢é quase sempre
negativa (LOCKWOOD, 2010; OOI; SRINIVASAN, 2004).

No polo V, o infiltrado inflamatorio ¢ extenso e encontramos os macrofagos
carregados de bacilos e globias (células de Virchow), pois ndo t€ém capacidade de destrui-los.
Os bacilos sao vistos também nos filetes nervosos, endotélio e parede de vasos, bainhas e
musculos eretores dos pelos (FLEURY, 2000; LOCKWOOD, 2010; OOI; SRINIVASAN,
2004; RIDLEY, 1990).

Nas formas dimorfas, as alteragdes histoloégicas podem variar conforme o espectro
clinico do paciente, assumindo caracteristicas similares as do polo T, com granulomas
epitelioides menos delimitados, ou se aproximar do polo V, com macréfagos com discreta
vacuolizacdo. A pesquisa de bacilos pode ser positiva em quantidades varidveis ou mesmo
negativa (LOCKWOOD, 2010; OOI; SRINIVASAN, 2004).

A descrigdo histopatoldgica das alteragdes encontradas nos nervos periféricos
comprometidos na hanseniase tem grande valor no diagnéstico da HNP através da

demonstragdo das principais alteracdes morfologicas, sobretudo nos casos em que a
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baciloscopia do nervo ¢ negativa, contribuindo com o diagndstico diferencial com outras
neuropatias periféricas (GARBINO etal., 2004).

Antunesetal. (2012)avaliou 144 bidpsias de HNP, apenas 24.3 % destes apresentaram
quadro histologico definitivode HNP, definido pelademonstracao do M. leprae nos macréfagos
e/ou células de Schwann do nervo. Outros achados foram encontrados nestas amostras, embora
ndo sejam patognomodnicos de HNP, tais como presenca de infiltrado epineural, perineural e
endoneural, constituido por célulasmononucleares, granuloma epitélioide e macrofagos; edema
subperineural, espessamento perineural e presenca de fibrose epineural, perineural e
endoneural; além de redugdo na propor¢do de fibras mielinizadas, presenca de
microfasciculacao e sinais de remielinizacao.

Além disso, a avaliagdo da biopsia de pele da area suprajacente ao nervo
comprometidotambém pode contribuir com o diagnodstico. Estima-se que em até 30% dos casos
¢ possivel encontrar alteragdes histoldgicas compativeis com o diagndstico de hanseniase, ainda
que clinicamente o paciente ndo apresente lesdes cutineas caracteristicas (SUNEETHA et al.,

2001).

2.8.2 Sorologia na Hanseniase

No inicio dos anos 1980, o pesquisador Patrick Brennan, da Universidade Estadual do
Colorado (EUA), descreveu o PGL-I, uma molécula da parede celular do M. leprae altamente
antigénica, principalmente na estimulagao da produg¢ao de imunoglobulina do tipo M (IgM)
(HUNTER; BRENNAN, 1981). Além de antigénica, esta molécula também est4 envolvida no
processo patogénico da invasdo de células de Schwann (HUNTER; FUITWARA ; BRENNAN,
1982; NG etal., 2000) e naregulagdo negativa daresposta imune inflamatoria, o que permite a
persisténcia de M. leprae no organismo (SPENCER; BRENNAN, 2011).

A titulagcdo dos anticorpos anti-PGL-I ¢ diretamente proporcional & carga bacilar do
doente, de modo que a soropositividade em pacientes com hanseniase em sua formaclinica MB
¢ praticamente universal, ao contrario de pacientes PB, que geralmente sao soronegativos (CHO
etal.,2001; LOBATO etal.,2011; SPENCER; BRENNAN, 2011).

A avaliacdo sorolégica também ¢ de extrema importdncia nos pacientes com o
diagnoéstico de HNP, ja que embora o padrao ouro para o diagndstico desta forma clinica seja a
avaliagdo histopatoldgica e a baciloscopia do nervo periférico, métodos ndo invasivos podem
corroborar com este diagnodstico. No estudo de Jardim, Antunes e Simons (2005), foram

avaliados 67 pacientes com diagnostico de HNP, os quais 2 1% foram soropositivos ao teste
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Ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA) anti-PGL-I. Dentre os pacientes com
baciloscopia positiva incluidos neste trabalho, 63% foram soropositivos.

Os testes sorologicos anti-PGL-I sdo capazes de detectar anticorpos nao sé entre os
pacientes de hanseniase, ja que muitos estudos relatam a detec¢ao de anticorpos especificos
contra o M. leprae em populagdo sadiae em contatos domiciliares de pacientes com hanseniase
(ARAUJO et al., 2012; 2016; DOUGLAS et al., 2004; ILANGUMARAN et al., 1996;
MENZEL et al., 1987). Esta positividade indica que estas pessoas foram expostas ao bacilo, e
que este conseguiu infectar uma célula fagocitica e posteriormente estimular uma resposta
imune humoral com produ¢ao de anticorpos pelos linfocitos B, caracterizando assim, em um
individuo assintomatico, uma infecg¢ao subclinica (LOBATO etal., 2011).

Por isso, os testes sorologicos como o ELISA anti-PGL-I tem sido utilizados em
pesquisas de investigagdo populacional, os chamados screenings, e podem ser importantes
ferramentas para auxiliar no diagndstico precoce de novos casos, principalmente dos pacientes
com hanseniase MB (ARAUJO etal.,2012;2016; GOULART; GOULART, 2009). A deteccao
de anticorpos especificos contra o PGL-I apresenta positividadede 13% a 25% no grupo dos
contatos de pacientes com hanseniase, além de estudos ja terem demonstrado uma associagao
entre a soropositividade anti-PGL-I em contatos e um risco maior de adoecer, refor¢ando a
importancia da utilizacdo da sorologia ELISA anti-PGL-I como uma estratégia de
monitoramento dadoengca(GOULART etal.,2008; MOURA et al.,2008; PENNA etal.,2016).

Ainda hoje, o maior desafio de um teste soroldgico para o diagndstico especifico da
hanseniase ¢ a identificacdo de antigenos que diferenciem entre a exposi¢cdo ¢ a doenga; e
naqueles individuos soropositivos, diferencie com alta sensibilidade e especificidade o estagio

e a forma clinica da doenga (LOBATO etal., 2011).

2.8.3 Detecgio de Mycobacterium leprae

O M. leprae ¢ um microrganismo do reino Monera, filo e classe Actinobacteria, ordem
Actinomicetales, familia Mycobacteriaceae composta pelo tinico género Mycobacterium. Possui
divisdo binéria muito lenta, sdo Gram-positivo e bacilos dlcool-acido resistentes (BAAR).

Na avaliagdo da baciloscopia do raspado intradérmico, o resultado € negativo quando
nenhum bacilo € encontrado em cem campos e ¢ positivo quando se encontra pelo menos um
bacilo em cem campos examinados. Por isso, como na coloracdo de BAAR sdo necessarios no
minimo 10.000 bacilos por grama de tecido para deteccao confidvel (SHEPARD; McRAE,

1968), a sensibilidade deste método € baixa, principalmente em pacientes com hanseniase PB,
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na qual os bacilos sdo raros ou indetectaveis. Apesar da baixa sensibilidade, o exame de
baciloscopia ainda ¢ considerado o padrao ouro para o diagndstico laboratorial em hanseniase
(BRASIL, 2016).

Uma das grandes limitagdes no estudo da hanseniase sempre foi a incapacidade do
cultivo de M. leprae em meio de cultura artificial, fato que motivou novas pesquisas sobre o
agente causador da doenca, sobretudo no final da década de 1980, quando alguns autores
demonstraram a possibilidade do uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés
polymerase chain reaction) para deteccao especifica do DNA de M. leprae (HARTSKEERL;
DE WIT; KLATSER, 1989; WILLIAMS etal., 1990; WOODS; COLE, 1989).

A PCR tornou-se uma técnica commultiplas aplicagdes visto que constitui umatécnica
rapida, especifica e sensivel, permitindo a amplificagdo e identificagdo do DNA de M. leprae
em amostras contendo pequenas quantidades de bacilos. Dessa forma, o uso de ferramentas
moleculares se tornou util ndo sé na pesquisa, mas também para auxiliar no diagndstico de
hanseniase, na classificacdo dos pacientes e no monitoramento do tratamento com a PQT
(GOULART et al., 2007).

O desenvolvimento da técnica de PCR em tempo-real quantitativa (QPCR) melhorou a
sensibilidade e a especificidade na deteccao do DNA de M. leprae. Um estudo particular que
descreveu a técnica de qPCR para detecg¢ao do gene repetitivo RLEP do genoma de M. leprae,
por meio da amplificacdo e hibridizagdo de sonda especifica, indicou o potencial de detecgao de
aproximadamente 10 bacilos em uma amostra, com quantificacdo da carga bacteriana pela
interpolagdo com o nimero de moléculas de DNA de um controle padrao conhecido (TRUMAN
etal., 2008).

Nas fases iniciais da doenga, em virtude da dificuldade de se encontrar BAAR, através
de métodos histopatologicos, a PCR tem sido usada com sucesso na deteccaode BAAR presentes
em pequenas quantidades nos tecidos. A técnica de PCR torna possivel detectar com alta
sensibilidade e especificidade o bacilode Hansen, quantificar e determinar a viabilidade do bacilo
em sitios especificos (através da deteccdo do seu DNA), dando valiosas informagde s a respeito
da infecgao e transmissdo do M. leprae (ARAUJO etal.,2016; DONOGHUE; SPIGELMAN;
HOLTON, 2001; GOULART etal., 2007, PATROCINIO et al., 2005; REIS et al., 2014).

A avaliacdo da PCR também pode contribuir com o diagnéstico definitivo da
hanseniase em sua forma neural, principalmente nos casos com baciloscopia negativa € com
achados histopatolégicos inconclusivos na biopsia de nervo periférico (MARTINEZ;

TALHARI; MORAES, 2014).
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Além disso, estudos relatam o uso da PCR para determinar a presenga do DNA de
Mycobacterium leprae em swabs nasais de pacientes, contatos e populacao endémica (DE WIT
etal., 1993; PATROCINIO et al., 2005), podendo estar relacionada com a dispersdo do bacilo
em regides endémicas. Outros estudos inferem a existéncia de portadores sadios ou infecgao
subclinica com presenca transitoria de bacilos na secregdo nasal (ARAUJO etal., 2016; JOB et
al., 2008), indicando que esses individuos podem exercer um papel ativo na transmissao para

pessoas susceptiveis.
2.8.4 Eletrofisiologia

Os estudos eletrofisioldgicos contribuempara a compreensdo da patogénese da doenga
e sdo essenciais para o diagnoéstico dos casos de HNP. Os exames eletrofisiologicos também
sdo uteis no seguimento terapéutico, ja que fornecem informagdes sobre o padrdo basal de
acometimento neurolégico do paciente, permitindo a diferenciagdo entre neuropatia ativa,
neurite reacional e complicacdes secundarias ao tratamento (OOI; SRINIVASAN, 2004).

A ENMG ¢ o estudo davelocidade e amplitudeda condugdode nervose dos potenciais
de acdo musculares. Os padrdes eletrofisiologicos mais frequentes na hanseniase sao
mononeurite, mononeurite multipla e polineuropatia (NASCIMENTO, 2013).

O padrao neurofisiologico mais encontrado em estudos prévios ¢ de neuropatia
sensitivo-motora assimétrica, com alentecimento focal de conducao (SANTOS etal.,2017). A
diminui¢ao das amplitudes de condugao sensitiva € motoraindicam dano axonal e parecem ser
as modifica¢cdes mais precoces detectadas pelos exames eletrofisiologicos. A reducao da
velocidade de condugaoindica desmielinizagdo e pode também seruma manif estagdo inicial da
neuropatia hansénica (MARQUES et al.,, 2003). Estudos confirmam um componente
desmielinizante nesta neuropatia, que ¢ predominantemente axonal para a maioria dos autores
(ANDRADE, 2010; BATHALA et al., 2012; KUMAR et al., 2016; NASCIMENTO, 2013;
TOMASELLI, 2014).

A avaliacdo eletroneuromiografica pode detectar a disfun¢do neural mesmo antes do
aparecimento dos sintomas (CHAURASIA etal., 2011; VITAL etal., 2012). Estudos apontam
que até 47% dos pacientes ja apresentam algum comprometimento neural no momento do
diagnostico, 12% cursam com esta injuria apds o inicio do tratamento e apenas 33% ndo
apresentam indicios de comprometimento neural em nenhum momento da doenga

(SAUDERSON et al., 2000).
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A realizagdo da ENMG nos pacientes com diagndstico de hanseniase apresenta grande
importancia, pois possibilita ndo somente a estratificacdo da gravidade e padrao de
comprometimentoneural periférico, mas tambéma detecgdo de formas iniciais, contribuindo com
o diagndstico precoce. Muitos pacientes apresentam uma neuropatia subclinica, de modo que a
avaliacao eletroneuromiografica, sobretudo com um estudo da condugao sensitiva € motora
detalhado € superior a avaliagdo quantitativa da sensibilidade térmica, vibratdria, for¢ga muscular
e, também, a avaliagdo sensitiva por meio de monofilamentos, conforme recomendado
atualmente (BATHALA et al., 2012; KHAMBATI etal.,2009; VAN BRAKEL etal., 2008).

Em relagdo ao estudo neurofisioldégico em contatos domiciliares assintométicos de
pacientes com o diagnostico de hanseniase, existem poucos estudos na literatura sobre o tema.
Estudo recente publicado por Santos et al. (2018) detectaram alteragdes funcionais na ENMG
de 31,4% dos contatos soropositivos e em 13,3% dos contatos soronegativos, reforgcando a
possibilidade de comprometimento neural subclinico nesta populagdo, o que poderia contribuir
com o diagndstico precoce, embora mais estudos sejam necessarios para corroborar estes

achados.

2.8.5 Avaliagdo ultrassonogridfica na neuropatia da Hanseniase

Recentemente, a técnica ultrassonografica de alta resolug@o surgiu como uma nova
ferramenta para avaliacdo das neuropatias periféricas, permitindo o estudo do nervo ao longo
do seutrajeto deum ponto de vistaanatomico. O estudo do sistemanervoso através da obtencao
de dados morfoldgicos pode ser usado para correlacionar com informagdes clinicas e auxiliar
no diagnostico precoce e no tratamento adequado (CHADUVULA etal., 2018; ELIAS et al.,
2009; JAIN etal., 2009; LUGAO etal., 2016; SREEJITH etal., 2021).

A deteccdo precisado espessamento do nervo € muito importante na classificagao e no
tratamento da hanseniase. Estudos mostram que o exame de US acrescenta maior detalhamento
das alteragdes anatomicas de nervos periféricos em pacientes com hanseniase em relagao a
palpacdo, permitindo a avaliagdo de nervos periféricos em areas mais extensas e incluindo mais
nervos do que a avaliagdo clinica ¢ capaz de identificar (JAIN et al., 2009). Varios estudos
concordam que a palpacao de nervos periféricos € subjetiva, de baixa acuracia e que, mesmo
entre profissionais experientes no atendimento de pacientes com hanseniase, a concordancia
entre os grupos quanto ao espessamento a palpagdo ¢ insatisfatoria (CHEN et al., 2006;

NAGAPPA; VISSER; BATHALA, 2021; VAN BRAKEL et al., 2007).
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Além disso, dois estudos prévios demonstraram que, em pacientes com hanseniase, ¢
possivel encontrarmos anormalidades ultrassonograficas com achados neurofisioldgicos
normais e vice-versa(BATHALA etal.,2012; ELIAS etal., 2009). Neste sentido, tem ganhado
for¢a o conceito de que as avaliagdes funcional (por estudo eletrofisiolégico) e anatdmica (por
métodos de imagem) tem papéis complementares na investigacdo de neuropatias periféricas
(GOEDEE etal., 2013; LUGAO etal., 2015).

No contexto da neuropatia hansénica, um estudo comparou os achados da ressonancia
magnética (RM) e US e concluiu que ambas as técnicas tém boa sensibilidade para detecgao das
alteracdes (MARTINOLI et al.,2000). Apesar da RM ser considerada uma técnica superior a US
na avaliacdo de partes moles, constitui um exame de custo elevado, pouco disponivel e que pode
consumir grande periodo de tempo. Além disso, a US ¢ capaz de estudar o nervo por um
comprimento maior do que a RM e permite detectar alteragdes estruturais em locais do nervo que
nao podem ser biopsiados para histopatologia (FRADE et al.,2013). O US ¢ considerado um
método mais eficiente, seguro e econdmico, quando comparado a RM na avaliagdo dos nervos
periféricos (BATHALA etal., 2017; GARBINO; HEISE; MARQUES, 2016).

A evolucdo tecnoldgica disponibilizou transdutores de alta frequéncia (acima de 12
MHz) para melhor detalhamento de estruturas superficiais, sendo denominados de aparelhos de
US de alta resolugdo. Estudos anteriores mostraram que o espessamento de nervos periféricos
¢ um achado frequente em pacientes com hanseniase, o qual pode ser objetivamente medido
pelas areas seccionais transversas correspondentes na avaliacao por US (ELIAS et al., 2009;
FRADE et al.,2013; JAIN et al., 2009; LUGAO et al., 2015, 2016; MARTINOLI, 2000). Os
nervos periféricos, em especial os acometidos pela hanseniase, seguem em sua maioria trajeto
superficial, sendo, portanto, facilmente avaliados por US (GOEDEE et al., 2013).

Os nervos periféricos normais apresentam uma imagem caracteristica nos cortes
transversais denominada de aspecto em favo de mel (“honey comb pattern’). Esse aspecto €
caracterizado por multiplas areas arredondadas hipoecoicas, correspondendo aos fasciculos
neurais, separadas por bandas hiperecoicas que correspondem ao perineuro, constituido por
tecido conjuntivo e colageno, agrupados pelo epineuro (GOEDEE et al., 2013; SREEJITH et
al.,2021) (Figura 10).
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Figura 10 - Nervo mediano de voluntario saudavel

A — Aspecto ultrassonografico habitual do nervo mediano no corte transversal (aspecto em favo de mel).
B — Tlustragdo de um nervo periférico em corte transversal, composto por multiplos fasciculos
individuais circundados por colageno, agrupados pelo epineuro

Fonte: adaptado de Brown et al. (2016).

A US ¢ capaz demonstrar cinco principais alteragdes patoldgicas nas neuropatias
periféricas em geral: espessamento de nervos, alteragdes de ecogenicidade, alteragdes do padrdo
fascicular, aumento da espessura do epineuro e aumento do fluxo sanguineo endoneural e/ou
perineural (GOEDEE et al., 2013; MARTINOLI et al., 2000; REDDY et al., 2021). Em
pacientes com hanseniase ¢ possivel detectar graus variaveis das alteragdes descritas acima, que
por si s6 ndo sdo especificas para o diagndstico. No entanto, algumas caracteristicas
ultrassonograficas podem sugerir o diagnostico de hanseniase.

As alteragdes de ecogenicidade que podem ser detectadas na US de nervos periféricos
de pacientes com diagnostico de hanseniase sdo hipoecogenicidade (que pode representar
edema intraneural) ou hiperecogenicidade (associada a focos de calcificagdo ou fibrose)
(GOEDEE et al., 2013). As alteragcdes do padrao fascicular que podem ser observadas na
neuropatia hansénica sdo fasciculos individualmente espessados e globosos, € em casos de
hanseniase de longa evolugao, o padrao fascicular pode sofrer alteragdes profundas, perdendo
completamente suas caracteristicas habituais (MARTINOLI et al., 2000).

O espessamento dos nervos periféricos detectado na US pode ser quantificado por
medidas da area de sec¢do transversa (também conhecida por “cross sectional area”, em
inglés). Em pacientes com hanseniase, € possivel observar espessamento geralmente de aspecto
fusiforme e que ocorre predominantemente nas por¢gdes proximais aos tineis osteofibrosos,
podendo comprometer uma grande extensdo do nervo, o que ndo ¢ comum em outras

neuropatias compressivas (JAIN etal., 2009, 2013; MARTINOLI et al., 2000) (Figura 11).
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Figura 11 - Estudo ultrassonografico do nervo tibial esquerdo em paciente com hanseniase

A — Corte ultrassonografico transversal do nervo tibial esquerdo na regido acima do tinel do tarso

(pré-tinel), evidenciando acentuado espessamento da sua area seccional transversa, hipoecogenicidade

difusa e perda do padrao fascicular habitual.

B — Corte longitudinal do mesmo nervo, mostrando espessamento ao longo do trajeto do nervo (setas).
Fonte: Arquivos da autora.

O padrao assimétrico de comprometimento neural na hanseniase ja foi descrito em
estudos anteriores (BATHALA etal., 2012; ELIAS etal., 2009; FRADE etal., 2013; LUGAO
etal, 2015). O exame de US pode detectar medidas objetivas de assimetria através do calculo
de dois indices: ACSA (diferenca absoluta entre os valores de CSA dos nervos nos lados direito
e esquerdo) e Atpt (diferenca absoluta entre os valores de CSA do nervo nos pontos tinel e pré-
tunel). Altos valores de ACSA refletem assimetria do nervo em relagao ao seu correspondente
contralateral e altos valores de Atpt refletem espessamento nao uniforme e irregular do nervo
nas regides pré-tinel e tinel. Os autores concluiram que os ACSA e Atpt sao significativamente
maiores em pacientes com hanseniase do que em individuos saudaveis e que essas novas
medidas de assimetria podem contribuir com o diagnostico da neuropatia da hanseniase

Alguns trabalhos investigaram a presen¢a do sinal Doppler em nervos de pacientes
com hanseniase (BATHALA etal.,2012;JAIN etal.,2009; MARTINOLIetal.,2000; VISSER
etal., 2012) e identificaram que este pode ser um indicador confidvel de neurite ativa associada
a reagoes (Figura 12). O sinal Doppler foi detectado mesmo em nervos distantes dos locais de
reagdo clinicamente identificados e também em nervos que ndo apresentavam alteragdes no

exame fisico, indicando que ele pode ser um sinal precoce de dano aos nervos periféricos,
detectando reacoes ainda subclinicas (JAIN etal., 2009; MARTINOLI et al., 2000).
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Figura 12 - Estudo ultrassonografico com Doppler do nervo ulnar esquerdo em paciente com

hanseniase

s — - -

A — Corte ultrassonografico transversal do nervo ulnar esquerdo na regido acima do tnel cubital (pré-
tanel), evidenciando presenca de fluxo endo e perineurais ao estudo power Doppler, acentuado
espessamento da sua area seccional transversa, perda do padrdo fascicular habitual com foliculos
globosos de permeio e espessamento do epineuro.
B — Corte longitudinal do mesmo nervo, mostrando presenga de fluxo endoneural ao estudo power
Doppler.

Fonte: Arquivos da autora.

2.9 Tratamento da Hanseniase

O Ministério da Saude do Brasil, em cumprimento as recomendagdes da OMS,
regulamenta o tratamento ambulatorial da hanseniase através de esquemas terapéuticos
padronizados de acordo com a classificacao operacional do paciente. Os casos PB devem ser
tratados com regime de 6 doses: rifampicina (600mg) com administracdo supervisionada
mensal e dapsona (100mg mensal e dose diaria autoadministrada de 100mg). Na sexta dose, os
pacientes PB devem ser submetidos ao exame dermatologico, avaliagdo neuroldgica e do grau
de incapacidade fisica e receber alta por cura. Os casos MB devem ser tratados com regime de
12 doses: rifampicina (600mg), dapsona (100mg) e clofazimina (300mg) com administracdo
supervisionada mensal, e dose didria com dapsona (100mg) e clofazimina (50mg)
autoadministrada. Na décima segunda dose, os pacientes MB devem ser submetidos ao exame
dermatolégico, avaliagdo neurologica e do grau de incapacidade fisica e receber alta por cura
(BRASIL, 2016).

Pacientes MB que nao apresentarem melhora clinica ao final do tratamento devem ser
encaminhados para avaliagdo nas unidades de maior complexidade para verificar a
necessidade de um segundo ciclo de tratamento com 12 doses. Em crianc¢as ou adultos com
peso inferior a 30 kg, deve-se ajustar a dose de acordo com o peso. Em casos de intolerancia ou

contraindica¢do, esquemas terapéuticos substitutivos com a combinacdo de ofloxacina e/ou
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minociclina sdo recomendados (BRASIL, 2016).

Em relacdo ao tratamento da forma HNP, existem algumas dificuldades na classifcagao
operacional destes doentes. Entretanto, desde 1998, a OMS propds critérios clinicos que levam
em consideragdo o numero de nervos acometidos, classificando como PB aqueles que
apresentam apenas um nervo ¢ como MB aqueles que apresentam dois ou mais nervos
alterados (BRASIL, 2016). Essa classificacdo ¢ questionavel por nao levar em consideragao
fatores como o tempo de evolu¢do dadoencae o momento do diagnostico, podendo resultar em

tratamento insuficiente.

2.10 Avaliaciao de contatos domiciliares como estratégia complementar de controle da

Hanseniase

Embora a PQT tenha reduzido a infectividade dos pacientes, ela parece ndo ter efeito sobre o
aparecimento de novos casos. Especula-se que este efeito seja devido ao diagnostico tardio ou ainda pela
incapacidade, pelos métodos atuais, de detecgao de infecgao subclinica entre os comunicantes de pacientes
com hanseniase (GOULART; GOULART, 2008).

A vigllancia de contatos tem como objetivo a descoberta de casos novos entre aqueles que
convivem ou conviveram, de forma prolongada com o caso novo de hanseniase diagnosticado (caso
indice). Além disso, visa também descobrir suas possiveis fontes de infec¢do no domicilio (familiar) ou
foradele (social), independentemente de qual seja a classificagdo operacional do doente (BRASIL, 2016).

Considera-se contato domiciliar toda e qualquer pessoa que resida ou tenha residido com o
doente de hanseniase. Contato social ¢ qualquer pessoa que conviva ou tenha convivido em relagdes
familiares ou nao, de forma préxima e prolongada. Os contatos sociais, que incluem vizinhos, colegas de
trabalhos e de escola, entre outros, devem ser investigados de acordo com o grau e tipo de convivéncia, ou
seja, aqueles que tiveram contato muito proximo e prolongado com o paciente ndo tratado (BRASIL,
2016).

Estima-se que os contatos domiciliares de pacientes MB t#©m um risco relativo de
desenvolvimento de hanseniase 5 a 10 vezes maior do que o da populacdo em geral. A magnitude deste
risco esta relacionada a carga bacteriana do caso indice, sendo até¢ duas vezes maior nos contatos de
pacientes MB quando comparados aos PB (DOUGLAS et al. 2004; MOET et al., 2004; PENNA et al,
2016). A mnvestigacdo epidemiologica de contatos consiste em uma anamnese dirigida aos sinais €
sintomas da hanseniase, exame dermatoneuroldgico de todos os contatos dos casos novos e vacinagao
com Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) para os contatos sem presenga de sinais e sintomas de hanseniase

no momento da avaliacdo. A aplicacdo da vacina BCG depende da historia vacinal e/ou da presenca de
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cicatriz vacinal, de forma que os contatos com auséncia ou apenas uma cicatriz, devem receber uma nova
dose da BCG (BRASIL, 2016).

A vacina¢ao com BCG tem sido usada como estratégia de prevencao contra a hanseniase desde
1960 (YANAGISAWA, 1960). Desde entdo, alguns trabalhos t€m corroborado com este efeito protetor,
com uma redugao de até 95% dorisco de adoecimento nos contatos com duas oumais cicatrizes vacinais
(ARAUJO et al., 2015; CONVIT et al., 1992, 1993; MULIYIL; NELSON; DIAMOND, 1991; SETIA
et al., 2006).

Devido as relagdes complexas entre fatores genéticos, imunoldgicos € ambientais, a maioria dos
contatos ndo serdo infectados nem irdo desenvolver a hanseniase (GOULART; GOULART, 2009). No
entanto, eles podem disseminar o M. leprae para individuos susceptiveis, contribuindo para 0 mecanismo
de transmissao da doenga. Estudos na literatura demonstraram que a soropositividade no teste ELISA anti-
PGL-I ¢ um fator de risco elevado para o desenvolvimento de doenga em contatos assintomaticos,
principalmente diante de um caso indice MB. A soropositividade do teste anti-PGL-I indica que bacilos
entraram com éxito no sistema circulatorio, o que pode indicar uma infeccdo subclinica, além de
representar um risco relativo de quase seis vezes maior para o aparecimento da doenca. Entretanto, o
numero de pacientes soropositivos ndo indica a verdadeira prevaléncia de contatos infectados, ja que os
pacientes PB raramente produzem anticorpos especificos, de modo que o numero de contatos infectados
pode ser subestimado (DOUGLAS etal., 2004; GOULART etal., 2008; GOULART; GOULART, 2008;
PENNA et al., 2016).

A existéncia de portadores assintométicos e infectados subclinicos tem sido observada apos a
realizagao destes estudos sorologicos e moleculares em nosso servigo, embora o papel desses individuos
e as condutas neste grupo nao estejam bem definidas. Sabe-se que este grupo € constituido por pessoas
infectadas, porém sem nenhum sintoma clinico muito evidente, apesar da presenga do bacilo na pele e/ou
na mucosa nasal, 0 que os leva inclusive a ser uma fonte de disseminagdo da doenca (ARAUIJO et al.
2012,2016; GOULART et al., 2008; PATROCINIO etal, 2005). Além disso, considerando-se a ideia de
que a hanseniase ¢ uma doenga primariamente neural, esses individuos podem apresentar alteragdes
neurologicas periféricas ainda nao identificadas pelo exame fisico (SANTOS et al., 2018).

A ivestigacdo da transmissdo e infectividade do M. leprae por meio das ferramentas
moleculares e imunologicas, assim como o diagndstico do comprometimento neural subclinico neste
grupo ¢ fundamental, pois tornara possivel discutir a quimioprofilaxia ou mesmo o tratamento precoce,
como estratégia complementar ao controle da hanseniase (GOULART; GOULART, 2008; SANTOS et
al., 2018).
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3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi detectar a presenga de comprometimento neural em

pacientes com diagnoéstico de hanseniase e em contatos domiciliares assintomaticos por meio

da avaliacao ultrassonografica de nervos periféricos.

3.2 Objetivos E

3.2.1 Estudo 1

3.2.2 Estudo 2

specificos

Detectar comprometimento neural subclinico em contatos domiciliares
assintomaticos de pacientes com hanseniase por meio da avaliagdo
ultrassonografica de alta resolugao.

Avaliar a area seccional transversa dos nervos periféricos mais comumente
acometidos na neuropatia hansénica, a presenga de assimetria entre os lados
direito e esquerdo, e o padrao de acometimento dos nervos ao longo do seu
trajeto.

Determinar os nervos mais comprometidos em contatos domiciliares pela
técnica ultrassonografica.

Correlacionar a presen¢a de comprometimento neural pela ultrassonografia
com outros exames complementares relacionados a doenga (ELISA anti-PGL-
I, qPCR de raspado intradérmico, qPCR da biopsia de pele) e medidas
adicionais (presenga de cicatriz vacinal pelo BCG) realizados em contatos de
casos de hanseniase, identificando fatores de risco para a neuropatia

hansénica.

Detectar comprometimento neural nos pacientes com diagndstico de
hanseniase por meio da avaliagao ultrassonografica de alta resolugao.
Avaliar a area seccional transversa dos nervos periféricos, a presenca de

assimetria entre os lados direito e esquerdo, € o padrdo de acometimento dos
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nervos ao longo do seu trajeto.

Determinar os nervos periféricos mais acometidos nos pacientes com
diagndstico de hanseniase.

Verificar a presenca de diferenca entre as formas clinicas da hanseniase em
relacdo ao espessamento neural.

Correlacionar a presenca de espessamento neural pela ultrassonografia com o
espessamento detectado pela palpacdo clinica.

Caracterizar os aspectos clinicos, soroldgicos e moleculares nos pacientes com
diagndstico de hanseniase.

Comparar a positividade nos exames complementares com o padrao de

acometimento neural (mononeuropatia € mononeuropatia multipla).
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4 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi realizado por meio da avaliacdo de pacientes com diagndstico de
hanseniase e de contatos domiciliares de pacientes com hanseniase acompanhados
regularmente no Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitaria e Hanseniase
(CREDESH) do Hospital de Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina da Universidade de
Uberlandia (UFU).

Mais informacgdes sobre a metodologia utilizada, sobretudo referentes a casuistica,
critérios de selecdo dos pacientes e dos contatos domiciliares, critérios de inclusdo e de
exclusdo, instrumentos de avaliacdo clinica/laboratorial e andlise estatistica utilizada em cada
trabalho, estdo descritos separadamente em cada um dos estudos apresentados.

A seguir, serdo descritos detalhadamente apenas o método ultrassonografico utilizado

em ambos os estudos.

4.1 Aspectos éticos

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU) (CAEE 23136419.3.0000.5152) (Anexo A). Os contatos e
pacientes que concordaram em participar da pesquisa assinaram um termo de consentimento
esclarecido (Apéndice A) e foram submetidos aos protocolos de avaliagdo clinica ja realizados

de rotina no servigo (Apéndices B e C).

4.2 Ultrassonografia

Os exames ultrassonograficos foram realizados por uma profissional especialista
(radiologista), em um aparelho de ultrassom modelo Esaote MyLab™50 XVision (ESAOTE
LATINOAMERICA, Huixquilucan, México) no estudo 1, ¢ modelo LOGIC P6 PRO (GE
Medical Systems, Milwaukee, Wisconsin, U.S.A) no estudo 2, usando um transdutor linear de
alta frequéncia (12-15 MHz).

Para medir as areas seccionais transversas do nervo (ASTs), o feixe de US foi mantido
perpendicular ao nervo para minimizar a anisotropia. As ASTs foram medidas por delimitacdo
a mao livre nas bordas internas das bordas ecogénicas dos nervos, utilizando-se o cursor
eletronico no momento do exame. As medidas das ASTs foram avaliadas no ponto de espessura

méxima do nervo em cadacaso (LUGAO etal., 2015).
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Os participantes foram examinados na posicdo sentada com o brago em abdugao e
cotovelo fletido a 45° para avaliacdo dos nervos ulnares, € com joelhos fletidos a 90° para
avaliagcdo do nervo fibular comum. Para o exame do nervo mediano, os bracos do participante
foram posicionados ao lado do corpo e em supinagdo. Para avaliagdo do nervo tibial, os
pacientes foram examinados em dectbito dorsal, com rotagdo medial dos membros inferiores.
O posicionamento dos participantes durante o exame ultrassonografico foi mantido uniforme
durante todo o estudo (LUGAO etal., 2015; SREEJITH etal., 2021).

As medidas de US foram realizadas em locais de compressao frequentemente afetados
na neuropatia da hanseniase. Abaixo, encontra-se uma descri¢cdo do trajeto e inervagdo de cada

um desses nervos, bem como da técnica empregada na sua avaliagdo.

4.2.1 Nervo ulnar

O nervo ulnar origina-se do fasciculo medial do plexo braquial e recebe inervagao das
raizes nervosas de C8 e T1. E o maior nervo desprotegido no corpo; ¢ inteiramente subcutineo
e carece de estruturas 6sseas ou musculares protetoras sobrejacentes. Os marcos anatdmicos
importantes sdo a artéria braquial na regido superior do braco, o epicondilo medial no cotovelo
e 0 o0sso pisiforme no punho (BROWN etal., 2016).

O nervo ulnar ndo fornece nenhuma fungao sensitiva ou motora no cotovelo. Pode ser
identificado posteriormente ao epicondilo medial ao se aproximar do tiinel cubital. A fascia da
cabeca medial do musculo triceps braquial une-se ao septo intermuscular para formar a fascia
de Osborne, cobrindo o nervo ulnar imediatamente proximal ao tinel cubital. O tunel cubital &
formado logo ap6s o epicondilo medial, onde o ligamento arqueado constitui o teto do tinel
entre as cabegas umeral e ulnar do musculo flexor radial do carpo, formando o sulco ulnar. O
epicondilo medial e o tunel cubital sdo locais comuns de aprisionamento do nervo ulnar no
cotovelo. Sintomas de aprisionamento ulnar incluem dor medial do cotovelo e déficits motor e
sensorial do quarto e quinto dedos. E importante notar que a nervo ulnar demonstra um leve
aumento de calibre habitual ao nivel do epicondilo medial ( BROWN et al., 2016).

No exame ultrassonografico, o nervo ulnar foi avaliado no tinel cubital (Ut), posterior
ao epicondilo medial, e 3 a 4 cm acima do epicondilo medial, proximal ao tinel cubital (Upt)

(BATHALA et al., 2017), conforme as Figuras 13 e 14.
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Figura 13 - Avaliagdo ultrassonografica do nervo ulnar no nivel pré-tanel (Upt)

ki
A — Posicionamento do transdutor.
B — Imagem em corte transversal no antebraco distal, correspondente a posi¢do do transdutor,

demonstra o nervo ulnar (setas) superficial a cabeca medial do musculo triceps braquial, cercade 3 a
4 acima do tunel cubital.

Fonte: Arquivos da autora.

Figura 14 - Avaliagdo ultrassonografica do nervo ulnar no tunel cubital (Ut)

A — Posicionamento do transdutor.

B — Imagem em corte transversal no cotovelo, posterior ao epicondilo medial do umero distal,

correspondente a posi¢cdo do transdutor, demonstra o nervo ulnar (setas) dentro do tunel cubital,

formado pelo ligamento arqueado, entre as cabecas umeral e ulnar do musculo flexor ulnar do carpo.
Fonte: Arquivos da autora.
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4.2.2 Nervo mediano

Onervo mediano origina-sedosfasciculos medial e lateral do plexobraquial e ¢ formado
pelas raizes nervosas de C5-T1. Este nervo nao fornece nenhuma fun¢do motora ou sensorial no
brago. Ele apresenta func¢do motora no antebrago, e fungdes motora e sensorial no punho e na
mao. Os importantes pontos dereferéncia uteisparaa identificagdo do nervomediano sdoa artéria
braquial na parte superior do brago e cotovelo, os musculos flexores profundo e superficial dos
dedos no antebrago, e o tinel do carpo no punho (BROWN et al.,2016).

No antebrago distal, o nervo mediano da origem ao ramo cutaneo palmar, que fomece
inervagao sensorial paraa pele na face radial da palma da mao. Distal ao tiinel do carpo, o nervo
mediano fomece inervagao motora diretamente para o primeiro e segundo lumbricais e, através do
ramo recorrente, para os musculos ténares. Pode ser seguido entre os musculos flexores profundo
e superficial dos dedos no antebragco em dire¢@o ao tunel do carpo (BROWN et al., 2016).

No punho, estd localizado superficialmente, apenas pro fundamente ao tendao palmar
longo e ao retinaculo dos flexores, lateral aos tenddes do flexor superficial dos dedos e medial
ao flexor radial do carpo. O teto do tunel do carpo ¢ formado pelo retindculo dos flexores (ou,
ligamento transverso do carpo). Proximalmente, o retinaculo fixa-se ao tubérculo do escafoide
na porcao radial e no osso pisiforme na porc¢ao ulnar. Distalmente, o retinaculo dos flexores
fixa-se ao tubérculo trapezoidal no lado radial e ao gancho do hamato no lado ulnar. Dentro do
tinel do carpo, o nervo mediano localiza-se superficial e lateral aos tenddes flexores profundo
e superficial dos dedos, e superficial e medial ao tendao flexor longo do polegar. Sintomas
relacionados a sindrome do tinel do carpo incluem parestesia e dorméncia nos dedos polegar,
indicador, médio e metade radial dos anelares (BROWN et al., 2016).

No exame ultrassonografico, o nervo mediano foi avaliado no tinel do carpo no punho, ¢ 3 a 4

acima do tinel do carpo (SREEJITH et al., 2021), conforme as Figura 15 ¢ 16.
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Figura 15 - Avaliagdo ultrassonografica do nervo mediano no nivel pré-tunel (Mpt)

A — Posicionamento do transdutor.
B — Imagem em corte transversal no antebrago médio, correspondente a posi¢do do transdutor,
demonstra o nervo mediano (setas) entre musculos flexores profundo e superficial dos dedos, cerca de
3 a 4 acima do tanel do carpo.

Fonte: Arquivos da autora.

Figura 16 - Avaliacao ultrassonografica do nervo mediano no tinel do carpo (Mt)

A — Posicionamento do transdutor no punho.

B — Imagem em corte transversal no punho, correspondente a posi¢do do transdutor, demonstra o
retinaculo dos flexores (RF) formando o teto do tunel do carpo, e posteriormente, o nervo mediano
(setas).

Fonte: Arquivos da autora.

4.2.3 Nervo fibular comum

O nervo fibular comum (FC) surge das raizes nervosas de L4-S2. Antes de se dividir
do nervo ciatico, ele fornece uma ramificacdo motora para a cabeca curta do biceps femoral
(Gnico musculo da coxainervado pelo FC). Nao fornece mais inervagdo motorana perna até se

bifurcar nos nervos fibular profundo e fibular superficial. O FC fornece inervagao sensorial
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para a regiao lateral da perna através do nervo cutaneo sural lateral (YABLON etal., 2016).

Na fossa poplitea, o nervo FC corre profundamente ao musculo biceps femoral e, em
seguida, apresenta trajeto lateral a cabecga da fibula no joelho. Ele cursa superficialmente, de
posterior para anterior, entre a gordura subcutinea e a cabeca da fibula, e depois entra no tlinel
fibular, formado pela origem do musculo fibular longo e a cabeca da fibula (Figura 17). Assim
que emerge do tunel fibular, o FC trifurca nos nervos fibular profundo, fibular superficial e ramo
articular recorrente. A cabega da fibula ¢ um importante ponto de referéncia que ajuda a localizar
o FC e consiste em um local comum de compressdo ou aprisionamento devido a sua localizagao
superficial. Pacientes com lesdo do nervo FC apresentardo queda parcial ou completa do pé e
fraqueza dos musculos dorsiflexores e eversores do tornozelo, além de déficits sensoriais na
regido anterolateral da parte inferior daperna e dorso do pé (YABLON et al., 2016).

No exame ultrassonografico, o nervo FC foi avaliado ao nivel da cabeca da fibula,

conforme demonstrado na Figura 17 (LUGAO etal., 2015).

Figura 17 - Avaliagdo ultrassonograficado nervo fibular comum ao nivel da cabega da fibula

A — Posicionamento do transdutor.
B — Imagem em corte transversal, correspondente a posi¢@o do transdutor, mostra o nervo FC (setas),
localizado superficialmente na gordura subcutanea, direcionando-se de posterior para anterior ao
redor da cabeca da fibula.

Fonte: Arquivos da autora.

4.2.4 Nervo tibial

O nervo tibial ¢ composto pelas raizes nervosas de L4-S3. Fornece inervacao motora
para os compartimentos superficial e profundo da perna. O compartimento superficial
compreende os musculos gastrocnémio, séleo e plantar. O compartimento profundo contém os

musculos popliteo e flexor. O nervo tibial também inerva o musculo popliteo na fossa poplitea.
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O nervo tibial fornece inervagao sensorial para o joelho através de um ramo articular, bem como
inervacao sensorial para a regido postero-lateral da perna através do nervo sural medial
(YABLON et al., 2016).

Na parte posterior do joelho, o nervo tibial estd localizado entre as cabecas medial e
lateral do musculo gastrocnémio e acompanhaa artéria tibial posterior entre os compartimentos
superficial e profundo da panturrilha. O nervo segue distalmente até o pé, junto da artéria tibial
posterior, posterior ao maléolo medial. Os marcos anatdomicos importantes usados paralocalizar
o nervo tibial na perna sdo as cabegas medial e lateral do gastrocnémio na porc¢ao proximal da
panturrilha, a artéria tibial posterior nas por¢des média e distal da panturrilha, e o maléolo
medial no tornozelo (YABLON etal., 2016).

No tornozelo, o nervo tibial ¢ encontrado posteriormente ao maléolo medial,
juntamente com as artérias e veias tibiais posteriores, entre os tendoes flexor longo dos dedos
e flexor longo do halux. Distalmente ao maléolo medial, o nervo tibial entra no tinel do tarso.
O retindculo dos flexores forma o teto do tinel do tarso, e a parede medial do tlus e do calcaneo
formam o assoalho. Os sintomas da sindrome do tinel do tarso consistem em dor que se origina
atras do maléolo medial, irradiando-se para o arco plantar, além de parestesias ao longo do
aspecto plantar do pé e dos dedos (YABLON etal., 2016).

No exame ultrassonografico, o nervo tibial foi avaliado no tornozelo, logo atrds do
maléolo medial, ao nivel do tunel do tarso e 3 a 4 cm acima do maléolo medial, proximal ao

tunel do tarso (SREEJITH etal., 2021), conforme as Figuras 18 e 19.

Figura 18 - Avaliacao ultrassonografica do nervo tibial no nivel pré-tanel (Tpt)

A — Posicionamento do transdutor.
B — Imagem em corte transversal na regido distal da panturrilha (Tpt), 3 a 4 cm acima do maléolo
medial, correspondente a posi¢do do transdutor, mostra o nervo tibial (setas), localizado entre os
compartimentos profundo e superficial da perna.

Fonte: Arquivos da autora.
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Figura 19 - Avalia¢do ultrassonografica do nervo tibial no tunel do tarso (Tt)
\

A — Posicionamento do transdutor.
B —Imagem em corte transversal no tornozelo, posterior ao maléolo medial, correspondente a posicao
do transdutor, mostra o nervo tibial (setas) junto da artéria (A) e veias tibiais posteriores (V)

Fonte: Arquivos da autora.
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Abstract

Background

Leprosy household contacts (HHCs) represent a high-risk group for the development of the disease.
Anti-PGL-I IgM seropositivity also increases the risk of illness. Despite significant advances in leprosy
control, it remains a public health problem and early diagnosis of this peripheral neuropathy represents
one of the main goals of leprosy programs. The present study was performed to identify neural
impairment in leprosy HHCs by analyzing differences in high-resolution ultrasonographic (US)
measurements of peripheral nerves between leprosy HHCs (seropositive and seronegative) and healthy

volunteers (HVs).

Methodology/Principal findings
Seventy-nine leprosy HHCs (49 anti-PGL-I IgM seropositive and 30 seronegative) underwent dermato-
neurological examination and molecular analysis, followed by high-resolution US evaluation of cross-

sectional areas (CSAs) of the median, ulnar, common fibular and tibial nerves. In addition, 53 HVs
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underwent similar US measurements.

The US evaluation detected neural thickening in 26.5% (13/49) of the seropositive contacts and only
in 3.3% (1/30) among the seronegative ones (p = 0.0038). The mean values of CSAs of the common
fibular and tibial nerves were significantly higher in seropositive contacts. This group also had
significantly greater asymmetry in the common fibular and tibial nerves (proximal to the tunnel).
Seropositive contacts presented a 10.5-fold higher chance of neural impairment (p = 0.0311). On the
contrary, the presence of at least one scar from BCG vaccine conferred 5.2-fold greater protection

against neural involvement detected by US (p=0.0184).

Conclusions/Significance

Our findings demonstrated a higher prevalence of neural thickening in leprosy-seropositive HHCs and
support the role of high-resolution US in the early diagnosis of leprosy neuropathy. The combination of
positive anti-PGL-I serology and absence of BCG scar can identify individuals with greater chances of
developing leprosy neuropathy, who should be referred for US examination, reinforcing the importance

of including serological and imaging methods in the epidemiological surveillance of leprosy HHCs.

Author summary

Hansen’s neuropathy represents the main etiology of non-traumatic peripheral neuropathy worldwide.
The early identification of leprosy cases remains one of the main goals of public health programs
promoted by the World Health Organization (WHO) in view of the failure of the current therapeutic
scheme on the incidence of the disease. Several studies have shown that ELISA anti-PGL-I IgM
seropositive contacts are more likely to become sick than seronegative ones. Recently, ultrasonography
(US) has emerged as a new tool for the evaluation of peripheral neuropathy. Therefore, our question
was: do seropositive contacts already have subclinical neural anatomical changes detectable by US? The
current research was undertaken to identify neural thickening in leprosy HHCs by analyzing differences
in US measurements of peripheral nerves between leprosy household contacts (HHCs) and healthy
volunteers. We found that seropositive leprosy HHCs may have neural enlargement detectable by US
and represent the population group with higher chances of neural damage. The implementation of US
assessment of peripheral nerves is important in the epidemiological surveillance of leprosy contacts in

an attempt to early detection of leprosy neuropathy in this population.

Introduction

Leprosy is an infectious disease caused by Mycobacterium leprae, an obligate intracellular parasite with

a predilection to infect peripheral nerves and the skin. It represents the main etiology of non-traumatic

peripheral neuropathy worldwide, and Brazil ranks second in the world in number of new cases [1,2].
Leprosy still represents a challenge for public health policies, since it continues to be the main cause

of disability among infectious diseases, which mainly reflects the delay between the onset of symptoms



64

and diagnosis, which can consist of years, in which Hansen’s neuropathy evolves slowly and
progressively [3,4]. The predominance of multibacillary cases with neural impairment suggests failure
in early diagnosis and indicates continuous transmission of the disease [5,6].

Household contacts (HHCs) of multibacillary patients have a 5 to 10 times greater risk of illness than
the general population. In addition, the possibility of dissemination of the bacillus may be related to
healthy carriers and individuals with subclinical infections (presence of anti-PGL-I IgM antibodies and
PCR from nasal swabs positives) [7-10].

Therefore, it is important to emphasize the importance of investigating subclinical neural
involvement in this group, which is still poorly understood in the literature. Such an investigation would
enable the discussion on chemoprophylaxis and early treatment as a strategy for leprosy control [8,11-
13].

Recently, the high-resolution ultrasonography (US) technique has emerged as a new tool for the
assessment of peripheral neuropathy, allowing the study of the nerve morphology along its course. The
most important sonographic parameter is the nerve cross sectional area (CSA), in order to assess the
presence of nerve enlargement, observed in several types of polyneuropathies, such as chronic
demyelinating inflammatory polyneuropathy (CIDP), hereditary motor sensory polyneuropathy
(HMSN), and also in leprosy [14—19]. Neural thickening can be identified clinically by palpation,
however this method is subjective and has low accuracy [17,20-22]. Although the literature points to the
significance of high-resolution US in leprosy patients [14-17,21], there is no study available on the
evaluation of peripheral nerve impairment by this technique encompassing leprosy HHCs.

Our study was carried out to identify subclinical neural impairment in leprosy HHCs by analyzing
differences in US measurements of peripheral nerves between leprosy contacts (seropositive and

seronegative) and healthy volunteers.

Materials and Methods

Ethics statement

We recruited leprosy household contacts from the National Reference Center of Sanitary Dermatology
and Leprosy in Brazil, under the approval of the Ethics Committee of the Federal University of
Uberlandia (CAAE: 23136419.3.0000.5152). A written informed consent was obtained from all
participants for research participation. Some participants were minors and their parents provided written

consent on behalf of them.

Type of study and subjects

This is a cross-sectional study composed of 3 groups, encompassing 49 seropositive HHCs, 30
seronegative HHCs and 53 healthy volunteers (HVs), enrolled by intentional sampling at the National
Reference Center for Sanitary Dermatology and Leprosy — Clinical Hospital, Medical School, Federal
University of Uberlandia, from September 2019 to March 2021.
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As eligibility criteria, for the group of seropositive HHCs, the participants should have a history of
domiciliary contact of a case of leprosy and positivity in ELISA anti-phenolic glycolipid I
Immunoglobulin M (anti-PGL-I IgM) serology. For the group of seronegative HHCs, the participants
should have a history of domiciliary contact of a case of leprosy and negativity in ELISA anti-PGL I
IgM test. The group of healthy volunteers was composed of participants of the same population from a
endemic region for leprosy, but without a history of domiciliary contact with cases of leprosy.

Participants who presented other possible etiologies of peripheral neuropathies, such as diabetes
mellitus, hypothyroidism, hepatitis B or C, human immunodeficiency virus infection, hereditary

neuropathies and chronic alcoholism were excluded from both groups.

Clinical and laboratorial characterization of leprosy household contacts

In Brazil, the epidemiological investigation of leprosy HHCs consists of anamnesis, dermato-
neurological examination and vaccination with BCG for contacts without signs and symptoms of leprosy
at the time of evaluation. A new dose of BCG is applied to contacts with no or only a vaccine scar [23].
They are classified in intra or extradomiciliary, and also in contact of pauci or multibacillary, according
to the operational classification of the index case.

At this center, leprosy contacts are followed up for a period of at least 7 years, annually, when they
are evaluated by a multidisciplinary team and submitted to clinical examination, serological and
molecular analyses.

During dermato-neurological examination, each contact was carefully examined in order to inspect
skin lesions (such as hypopigmented or erythematous patches, plaques, annular lesions, infiltrated
plaques or nodules) and also to look for neurological impairment, through the presence of sensory
symptoms or muscle weakness on clinical evaluation. Furthermore, the contact groups underwent
clinical palpation of nerves, always by the same trained professional, to detect peripheral nerve
thickening: ulnar nerve at the elbow, common fibular at the fibular head and tibial nerve at the ankle.
Clinical palpation of the median nerve could not be performed due to its deeper location.

Bacilloscopy - Identification of acid-fast bacilli (AFB) analyses were performed on slit-skin smears
from six sites (two ear lobes, two elbows, two knees), as well as skin biopsy samples. Sample collection
was preceded by topical application of cream containing lidocaine (7%) and tetracaine (7%) at all sites.
Tests were negative on all HHCs.

Skin Biopsy- Considering that none of the HHCs presented skin lesions, biopsies were per formed on
the small elbow skin fragment, which is the coldest region with a possible intradermal impairment, and
a site often attacked in leprosy neuropathy.

ELISA anti PGL-I IgM serology-enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed on
all household contacts. Serum anti-PGL-I IgM antibodies were detected by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) performed against the purified native PGL-I from the Mycobacterium

leprae cell wall, according to a methodology previously described elsewhere. The reagent was obtained
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from BEI Resources, NIAID, NIH: Monoclonal Anti-Mycobacterium leprae PGL-1, Clone CS-48
(produced in vitro), NR-19370 [24].

DNA Extraction and Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction (Real-Time PCR)—the
DNA extraction from slit-skin smear (one sample) from six sites (two ear lobes, two elbows, two knees),
and elbow skin biopsy were performed. To detect M. lepraec DNA, a previously described quantitative
real-time PCR (qPCR) primer/probe assay targeting the M. leprae species-specific genomic element of
dispersed repeats (RLEP) was performed in the real-time PCR system ABI 7300 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) [25-27].

In summary, as exposure factors of the HHCs, we have epidemiological (age, gender, type of contact
- intra or extradomiciliary), operational classification of the index case (pauci ou multibacillary),
absence of scar or presence of at least one scar of BCG vaccine and the clinical variables (presence of
skin lesions, sensory symptoms or muscular weakness on clinical evaluation, thickened nerve on clinical
palpation). Regarding laboratory variables, we have the results for the following tests: skin biopsy,

ELISA anti-PGL-I IgM and qPCR research in slit-skin smear and in skin biopsy.

Ultrasonography

All of the high-resolution US sessions were performed in leprosy HHCs and HVs by a Board certified
radiologist, with experience in peripheral nerve imaging, using a broadband frequency of 6-18 MHz
linear transducer model Esaote MyLab™50 XVision (ESAOTE LATINOAMERICA, Huixquilucan,
Meéxico). In order to avoid verification bias, the investigator was blinded regarding leprosy HHCs
classification, preventing interferences on US outcomes.

Participants were examined in a seated position with the arm in abduction and a 45° flexed elbow for
assessment of ulnar nerves and 90° flexed knees for the common fibular. For median nerve examination,
the arms of the study participant were positioned by the side and in supination. The tibial nerve was
examined in minimal external rotation of the lower limb. Positioning of limbs of study participants
during US were kept uniform throughout the study.

US measurements were performed at compression sites often affected in leprosy neuropathy. The
ulnar nerve was evaluated at the ulnar sulcus in the cubital tunnel (Ut) and 3 to 4 cm above the medial
epicondyle, proximal to the cubital tunnel (Upt) [14,15]. Median nerve was scanned at the wrist in the
carpal tunnel (Mt) and 3 to 4 above the carpal tunnel (Mpt). Common fibular (CF) nerve was evaluated
at the level of the fibular head. Tibial nerve was scanned at the ankle in the tarsal tunnel (Tt), behind the
medial malleolus, and at 3 to 4 cm above the medial malleolus, proximal to the tarsal tunnel (Tpt) [22].

For measuring cross-sectional areas (CSAs) of the nerves, the US beam was kept perpendicular to
the nerve to minimize anisotropy. CSAs were measured by freehand delimitation at the inner borders of
the echogenic rims of the nerves, using the electronic cursor at the time of examination [28].

CSA measurements were used to determine the CSA index (ACSA), which was calculated as the

absolute difference between CSAs for each nerve point from one side to the contralateral side. High
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ACSA values reflect nerve asymmetry with the contralateral nerve [28].

Moreover, we also calculated the absolute difference between CSAs measurements of each nerve at
the the tunnel and proximal to the tunnel points (Atpt): Mt-Mpt index (AMtpt) of the median nerves, Ut-
Upt index (AUtpt) of the ulnar nerves, and Tt-Tpt index (ATtpt) of the tibial nerves. High AMtpt, AUtpt
and ATtpt values reflect non-uniform enlargement of the nerves [20,28].

In summary, as outcome factors, we have the following variables: CSA and ACSA of each peripheral
nerve, and AMtpt, AUtpt and ATtpt.

For the classification of the values of CSA, ACSA, AMtpt, AUtpt and ATtpt as normal or abnormal,
the measurements obtained in the evaluation of the nerves of HVs were used, considering as abnormal
values greater than the mean plus 3 standard deviations. We chose to use 3 standard deviations to
increase the specificity of the US method and avoid false-positive cases, since leprosy is a chronic

disease that evolves slowly and progressively [3,4].

Statistical analysis

The Shapiro Wilk test was used to test data normality within groups. As all ultrasound variables did not
present normal probability distribution, we performed the Kruskal-Wallis test to analyze differences
between the means of the three groups. The Chi-square test was applied for the study of dichotomous
variables. For continuous variables, the Mann-Whitney was used. Simple and multiple logistic
regression were used to verify the dependence relation between the presence of US abnormality
(categorical variable) and the independent variables (ELISA anti-PGL-1 IgM, slit-skin smear qPCR, skin
biopsy qPCR and BCG scar), followed by the selection of variables by the stepwise method. Probability
(p) values less than 0.05 were considered significant. The procedures were performed using the software

Statistical Package for Social Sciences - SPSS version 20 (IBM, Armonk, NY, USA) for Windows.

Results
In our study, the total sample size was 132 participants, subdivided into 3 groups: 49 seropositive HHC,
30 seronegative HHC and 53 HVs, according to the eligibility criteria. In the group of HVs, there were
33 women and 20 men, with a mean age of 40.9 £+ 12.0 years, while there were 39 women and 10 men,
with a mean age of 42.57 + 16.30 years in the group of seropositive HCCs, and 19 women and 11 men,
with an mean age of 42.30+ 15.36 in the group of seronegative HCCs. The comparison between the
means of age and number of participants by gender between the groups did not show significant
statistical differences.

Comparisons of other epidemiological characteristics between seropositive and seronegative HHCs
did not show any significant difference, as presented in Table 1. The presence of neural thickening by
nerve palpation was clinically observed in 2.0% (1/49) of seropositive and none of seronegative contacts.

None of the evaluated contacts presented skin lesion and/or sensory symptoms or muscular weakness.
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The mean ELISA anti-PGL-I IgM index was 2.02 in seropositive contacts and 0.37 in seronegative
contacts (p<0.0001). The positivity of skin biopsy and slit-skin smear qPCR analysis did not show any

significant difference between these groups (Table 1).

Table 1 — Epidemiological, clinical and laboratory characteristics among leprosy household

contacts.

Parameters Seropositive HHCs (n=49) Seronegative HHCs p value
(n=30)

Age 42.57+16.30 42.30+15.36 0.9476
Gender 0.1124
Male 20.4%(10/49) 36.7%(11/30)
Female 79.6% (39/49) 63.3%(19/30)
Type of contact 0.2595
Intradomiciliary 53.1%(26/49) 40%(12/30)
Extradomiciliary 46.9% (23/49) 60% (18/30)
BCG 0.6201
0 scar 20.4% (10/49) 13.3%(4/30)
1or2scar 79.6% (39/49) 86.7%(26/30)
Index case 0.9232
Paucibacillary 6.1%(3/49) 6.7%(2/30)
Multibacillary 93.9% (46/49) 93.3%(28/30)
Clinical evaluation
Neural thickening 2.0%(1/49) 0 0.3264
Skin lesions 0 0 -
Sensory symptoms 0 0 =
Muscular weakness 0 0 -
Laboratorial analyses
ELISA index 2.02+0.73 0.37+0.21 0.0001*
Positivity skin biopsy gPCR 6.1%(3/49) 3.3%(1/30) 0.5723
Positivity slit-skin qPCR 12.2%(6/49) 6.6%(2/30) 0.4126
Abnormal US 26.5%(13/49) 3.3%(1/30) 0.0038*

HHCs=household contacts. n =number of contacts. BCG= Bacillus Calmette-Guérin. ELISA =enzyme-linked
immunosorbent assay. qPCR =Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction. US = Ultrasonography.
*Statistically significant.

A total of 392 nerves (ninety-eight each of ulnar, median, common fibular and tibial nerves) were
assessed in seropositive HHCs, 240 nerves (60 nerves of each) in seronegative HHCs and 424 nerves

(106 nerves of each) in 53 HVs. We excluded one measurement of the CF nerve of a participant with a
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previous history of fibula fracture, which may be related to the injury of the respective nerve in this
location [29]. In addition, we excluded eleven measurements of the Mt nerve due to suspicion of carpal
tunnel syndrome, since its measurement corresponded to more than twice the measurement of the same
nerve at the pre-tunnel level [30]. In our study, we investigated all participants for the presence of
Doppler signal; however, none of them showed signs of intra and perineural hyperemia on Doppler.
US evaluation detected neural enlargement in 26.5% (13/49) of seropositive contacts. Among
seronegative contacts, only one showed change in this examination (p = 0.0038) (Table 1). Among
seropositive contacts with thickening detected by US, the mean number of nerves affected was 1.8 per
contact. 53.8% (7/13) presented only one altered nerve (mononeuropathy) and 46.2% (6/13) two or more

altered nerves (multiple mononeuropathy). The nerves most frequently affected were the common
fibular (Fig.1) and the tibial (Fig.2) nerves, as described in Table 2.

Table 2 — Distribution of peripheral nerves most involved in high-resolution ultrasonography

evaluation of seropositive contacts.

Affected nerves n %
Median 0 0
Ulnar 2 8.7%
Tibial 9 39.1%
Common fibular 12 52.2%
Total of affected nerves 23 100%

n=numberofnerves

Fig 1 — High resolution ultrasonography of common fibular nerves (transverse view) in a seropositive
contact (A), showing neural thickening, compared to normal nerve in a seronegative contact (B).
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Fig 2 — High resolution ultrasonography of tibial nerves (transverse view) in a seropositive contact (A),
showing neural thickening, compared to normal nerve in a seronegative contact (B).

The following tables show the mean * standard deviation for CSA, ACSA, AMtpt, AUtpt and ATtpt

values of the nerves assessed on HVs, seropositive and seronegative HHCs.

The mean values of CSA of the common fibular, tibial at the tunnel (Tt) and tibial proximal to the tunnel

(Tpt) nerves were significantly higher in seropositive contacts compared to the other groups, as

described in Table 3. The other nerves did not present any significant difference between the groups.

Table 3 — Cross-sectional area (CSA) measurements (mm?) by high-resolution ultrasonography in

healthy volunteers and leprosy household contacts.

Nerves Healthy Seropositive Seronegative plvalue p2value p3value
volunteers HHCs HHCs
Median (Mpt) n 106 98 60
Mean £ SD 597+1.12 5.85+1.14 597+1.33 >0.9999 >0.9999 >0.9999
95%Cl [5.69-6.25] [5.56-6.17] [5.49-6.45]
Abnormal 1(0.94%) 0 1(1.66%)
(>9.33)
Median (Mt) n 106 90 57
Mean £ SD 762+135 7,18+1.37 7,42+1.28 0.2174 >0.9999 0.4599
95%Cl [7.28-7.97] [6.83-7.58] [6.99-7.98]
Abnormal 0 0 0
(>11.67)
Ulnar (Upt) n 106 98 60
Mean £ SD 4.81+1.09 5.0%+1.36 4.56+0.96 >0.9999 0.8035 0.6542
95%Cl [4.53-5.09] [4.63-5.37] [4.23-4.9]
Abnormal 0 2 (2.04%) 0
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Ulnar (Ut)

Common

Fibular

Tibial (Tpt)

Tibial (Tt)

(>8.08)

n
Mean £ SD
95% Cl
Abnormal
(>9.53)

n
Mean +SD
95% Cl

Abnormal
(>18.53)
n
Mean + SD
95% Cl
Abnormal
(>12.04)
n
Mean + SD
95%Cl

Abnormal

(>12.25)

106 98 60
581+1.24 5881148 555+1.14 >0.9999
[5.5-6.12] [5.46-6.28] [5.15-5.95]

0 2(2.04%) 0
106 97 60
12,08 +2,15 14,14+421 11,7+1,97  0.0025*
[11.5- [13.11-  [10.97-12.43]
12.65] 15.36]
0 12 (12.37%) 0
106 98 60

8,47+1,19 9,82+2,66 8,6+1,49 0.0003*
[8.18-8.77] [9.11-10.57] [8.05-9.15]

0 9(9.18%) 0
106 98 60
847+126 9,77+251  863+1,54  0.0003*
[8.17 -8.78] [9.06 - [8.09-9.18]
10.45]
0 8(8.16%) 0

>0.9999

0.8149

>0.9999

>0.9999

>0.9999

0.0002*

0.0212*

0.0484*

HHCs=household contacts. n =number of nerves. SD= standard deviation. 95% CI — 95% confidence interval
Abnormal=numberof nerves with abnormal measurements and percentages in parentheses. p / value = healthy
volunteers x seropositive HHCs. p2 value = healthy volunteers x seronegative HHCs. p3 value = seropositive
HHCs x seronegative HHCs.
*Statistically significant.

Seropositive contacts showed significantly higher ACSAs compared to seronegative contacts at the

common fibular and tibial proximal to the tunnel (Tpt) nerves, reflecting asymmetry with the

contralateral side. We observed that seronegative HHCs presented significantly lower ACSAs compared

to HVs for the CF nerve only. The other nerves did not present any significant difference between the

groups (Table 4).
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Table 4 — Absolute difference in cross-sectional area (ACSA) measurements (mm?) between right
and left sides by high-resolution ultrasonography in healthy volunteers and leprosy household

contacts.

Nerves Healthy Seropositive Seronegative  plvalue p2value p3value
volunteers HHCs HHCs

Mean + SD 0.66+0.71 0.63+0.64 0.47+0.57 >0.9999 0.6917 0.7506

Abnormal 0 0 0
(>2.79)

Mean = SD 0.72+0.79 0.75+0.81 0.57+0.57 >0.9999  >0.9999 >0.9999

Abnormal 0 0 0
(>3.09)

Mean + SD 0.49+0.58 0.61+£0.76 0.47+0.57 >0.9999  >0.9999 >0.9999

Abnormal 0 1(2.04%) 0
(>2.23)

Mean = SD 0.72+0.69 0.55+0.68 0.57+0.68 0.5250 0.8864  >0.9999

Abnormal 0 0 0
(>2.79)

Mean + SD 0.87+0.68 1.60+3.21 0.33+£0.66 >0.9999  0.0017*  0.0029*

Abnormal 0 4 (8.33%) 0
>2.91)

Mean = SD 0.83+0.64 1.16+1.20 0.47+0.51 >0.9999 0.0665 0.0168*

Abnormal 0 1(2.04 %) 0
(>2.75)

Mean + SD 0.94+0.79 1.02+0.95 0.73+0.74 >0.9999 0.7977 0.5653
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95% CI [0.72-1.16] [0.77 - 1.35] [0.46-1.01]
Abnormal 0 0 0
(>3.31)

HHCs=household contacts. n =number of nerves. SD= standard deviation. 95% CI — 95% confidence interval
Abnormal=numberof nerves with abnormal measurements and percentages in parentheses. p / value = healthy
volunteers x seropositive HHCs. p2 value = healthy volunteers x seronegative HHCs. p3 value = seropositive
HHCs x seronegative HHCs.

*Statistically significant.

Regarding the absolute difference in measurements between the two points of the nerve (Table 5), none

of the nerves showed a statistically significant difference between the groups.

Table 5 — Absolute difference in cross-sectional area (CSA) measurements (mm?) between tunnel
and proximal to the tunnel points on the same side by high-resolution ultrasonography in healthy

volunteers and leprosy household contacts.

Nerves Healthy Seropositive Seronegativ plvalue p2value p3value
volunteers HHCs e HHCs

Median n 106 90 57

(AMtpt)

Mean+SD 171125 1.61+1.04 140+0.82 >0.9999 >0.9999  >0.9999
95%CI  [147-195] [1.4-185] [1.25-1.66]

Abnormal 0 0 0
(>5.46)
Ulnar (AUtpt) n 106 98 60

Mean+SD 1.09+088 1.07+£091 098+0.72 >0.9999 >0.9999  0.7345

95%CI  [0.93-126] [0.89-125] [0.79-1.17]

Abnormal 0 1(1.0%) 0
(>3.73)
Tibial (ATtpt) N 106 98 60

Mean£SD 0.8+0.60 0.60+0.71 047+0.60 >0.9999  0.8095 0.8005

95% CI [047-0.7] [0.46-0.76] [0.31-0.62]
Abnormal 0 0 0
(>2.38)

HHCs=household contacts. SD = standard deviation. n =number of nerves. 95% CI — 95% confidence interval
pl value=healthy volunteers x seropositive HHCs. p2 value = healthy volunteers x seronegative HHCs. p3value
= seropositive HHCs x seronegative HHCs.

*Statistically significant.

In order to further explore the complex interaction among results, a multivariate statistical method was

conducted to confirm the dependence relation of variables elucidated above with the chance of
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occurrence of US neural thickening, demonstrating that ELISA anti-PGL-I IgM positivity confers a
10.5-fold greater chance of neural damage (OR = 10.48; 95% CI: 1.24 to 88.61; p = 0.0311). The
presence of at least one BCG vaccine scar demonstrated 5.2-fold greater protection against neural
impairment (OR =0.19; 95% CI: 0.05 - 0.75; p = 0.0184). There was no dependence relation with the
variables slit-skin smear qPCR and skin biopsy qPCR (Table 6).

Table 6 — Analysis of dependence relation between peripheral neural enlargement demonstrated
by high-resolution ultrasonography and the variables ELISA anti-PGL-I, skin smear qPCR, skin
biopsy qPCR and BCG scar, through multiple logistic regression.

Simple Logistic Regression Multiple Logistic Regression
Predictor factors P ODDS 95% CI P ODDS 95% CI Dependence
Relation
ELISAanti-PGL-I  0.0278* 10.48 (1.29-84.83) 0.0311* 1048 (1.24-88.61) Yes
Skin smear qPCR 0.5727 1.64 (0.29-9.12) - - - No
Skin biopsy gPCR  0.6979 1.59 (0.15-16.52) - - - No
BCGscar 0.0110*  0.19 (0.05-0.68) 0.0184* 0.19 (0.05-0.75) Yes

ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay. anti-PGL-I = anti-phenolic glycolipid I. qPCR = Real Time
Quantitative Polymerase Chain Reaction. BCG =Bacillus Calmette-Guérin.
*Statistically significant.

Discussion

This is the first study to investigate neural thickening in leprosy HHCs through US assessment. Previous
studies have documented neural involvement in leprosy contacts, but none have explored the possible
morphological changes of nerves on US study in this population. In addition, several previous studies
have shown the importance of US evaluation for the diagnosis of neuropathy in leprosy patients,
however none have evaluated possible neural damage by US assessment in leprosy HHCs [13,14,20,31].

We observed that neural enlargement detected by high-resolution US in seropositive leprosy HHCs
may precede the classic clinical symptoms of leprosy and indicate that subclinical neuropathy may be
the first clinical manifestation of leprosy. Furthermore, previous studies have demonstrated that leprosy
patients could show abnormal nerve anatomy with preserved nerve function and vice versa. Therefore,
it is growing the idea that US should be performed in addition to the neurophysiological study during
the investigation of peripheral neuropathies [19,32,33].

The US results, reported in this current research, have revealed anatomic changes in nerves, also
pointed out in previous studies that investigated neuropathy using US in leprosy patients, reinforcing
US as a useful tool for the diagnosis of peripheral nerve involvement in leprosy. Nerve palpation is
considered a subjective and low-accuracy method. Furthermore, US may detect a greater extent of nerve
thickening and a greater number of affected nerves when compared with clinical assessment [ 16,17,34].

In our study, the common fibular nerve was the most commonly involved nerve in seropositive
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HHCs, presenting significantly higher values of CSA, in agreement with clinical studies that suggest
that this nerve can be affected even in the early course of the disease. We also observed significantly
greater values of CSA of tibial nerves in this group, a nerve rarely evaluated by US, even among leprosy
patients. Thus, our findings suggest the importance of US evaluation of lower limb nerves, not only of
the common fibular nerve, but also of the tibial nerve in this population [13,22,28].

We also found asymmetrical nerve involvement of the common fibular and tibial proximal to the
tunnel (Tpt) between right and left sides (ACSAs), detected by US evaluation in seropositive HHCs
compared to seronegative ones, consistent with results of previous studies that stated asymmetric neural
impairment as a characteristic of leprosy neuropathy [14,20,28].

In our study, seronegative HHCs presented significantly lower ACSAs for the tibial proximal to the
tunnel (Tpt) nerves compared to HVs. Perhaps, we have observed this because the number of common
fibular nerves evaluated among the seronegative HHCs was much smaller than among the other groups,
not reflecting the real difference that may exist between the common fibular on each side, as observed
among the HVs.

Our results pointed ELISA anti-PGL-I as the most important screening test in defining the increased
chance of neural enlargement in leprosy contacts, in agreement with prior studies. The use of the ELISA
anti-PGL-I test is explained due to its high correlation with multibacillary clinical forms. Hence, this
laboratory assay may help identify individuals with higher chances of developing leprosy neuropathy,
not only justifying the treatment in those with confirmed diagnosis, but also indicating
chemoprophylaxis for susceptible individuals [7,25,35-37].

Based on our results, the presence of one or more BCG scars provided protection against neural
impairment, corroborating prior studies that showed an association between the vaccine and the
prevention of leprosy, especially the multibacillary forms. Therefore, in order to protect against leprosy,
it is suggested to maintain the booster dose in leprosy control programs [35,38].

Despite the positivity of the qPCR in slit-skin smear and in skin biopsy did not determine a greater
chance of neural thickening in our study, these tools can contribute to the definition of the existence of
healthy carriers and subclinical infection [12,25,27].

One limitation of our study is the difficulty of evaluating distal cutaneous branches by US, usually
related to the initial sensory symptoms of leprosy neuropathy, as demonstrated before in several clinical
studies [39-41]. Although this is the first study to evaluate and detect nerve thickening in leprosy HHCs
using high-resolution US, the number of subjects in each group was small, and more studies need to be
replicated to confirm our findings, aiming to improve the efficacy of high-resolution US diagnosis in
the identification of subclinical neuropathy.

Finally, the present study was innovative, proving to be useful in the early detection of potential
neural thickening in seropositive leprosy HHCs, especially in the common fibular and tibial nerves.
Therefore, our findings highlight the relevance of using high-resolution US to assess peripheral nerves

during the follow-up of leprosy HHCs with recurrent positive serology over the years and strengthen the
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importance of epidemiological surveillance of this population.
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Abstract

Background

Leprosy is the most common treatable peripheral neuropathy worldwide. The detection of peripheral
nerve thickening is essential for its diagnosis and treatment, in order to prevent stigmatizing deformities
and disabilities. This study was performed to identify neural impairment through multisegmental US
evaluation of peripheral nerves, examining differences in US measurements between leprosy patients

(LPs) and healthy volunteers (HVs), as well as between different clinical forms of leprosy.

Methodology/Principal findings

We performed US measurements of the cross-sectional areas (CSAs) of ulnar, median and tibial nerves
at two points (in the osteofibrous tunnel and proximal to the tunnel), and also of common fibular nerve
at level of the fibular head in 53 LPs, and compared with those of 53 HVs. LPs also underwent
serological and molecular analyzes.

Multisegmental US evaluation detected neural thickening in 71.1% (38/53) of LPs and a mean
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number of 3.6 enlarged nerves per patient. The ulnar and tibial were the most frequently affected nerves.
Among patients with mononeuropathy, most had serological and molecular parameters of high bacillary
load. All nerves showed significantly higher measurements in LPs compared with HVs, and also greater
asymmetry, with significantly higher values for ulnar and tibial nerves. We found significant differences
of CSAs measurements between tunnel and pre-tunnel points for ulnar and tibial nerves, with maximum
values proximal to the tunnel. All clinical forms of leprosy evaluated showed neural enlargement

through the US.

Conclusions/Significance

Our findings support the role of multisegmental US as a useful method for the diagnosis of leprosy
neuropathy, revealing that asymmetry and irregular thickening are characteristic of the disease. The
results reported here also demonstrate that even patients with mononeuropathy can present high bacillary
load and should be treated as multibacillary. Furthermore, we observed that neural involvement is
common in different clinical forms of leprosy, reinforcing the importance of including US evaluation of

peripheral nerves in the investigation of all leprosy patients.

Author summary

Leprosy neuropathy is the most common peripheral neuropathy of infectious etiology worldwide. The
long incubation period, insidious symptoms and signs of leprosy make its diagnosis difficult.
Ultrasonography is a new modality by which the morphology of peripheral nerves can be evaluated. As
one of the characteristics of leprosy is neural thickening, the present study was performed to identify
neural enlargement in leprosy patients through a multisegmental US assessment. Patients underwent
bilateral US of the ulnar, median and tibial nerves (in the tunnel and proximal to the tunnel) and of the
common fibular nerve, and their measurements were compared with those of healthy volunteers. We
found the multisegmental US technique to be useful for detecting neural enlargement in leprosy
neuropathy. Our results also demonstrated that asymmetry and irregular thickening are hallmarks of the
disease. Furthermore, we noticed that even patients with mononeuropathy can present high bacillary
load on serology and molecular analyses. Finally, we observed that neural thickening is common in
different clinical forms, reinforcing that leprosy is a primarily neural disease. Therefore, we propose the
use of multisegmental US technique in this group of patients, in order to improve the diagnosis of leprosy

neuropathy and prevent stigmatizing deformities and disabilities.

Introduction

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae that mainly involves the nerves
and skin. Its clinical forms are defined by the host immune response and bacillary load, resulting in a
wide clinical spectrum [1,2]. Leprosy neuropathy is considered the most common peripheral neuropathy

of infectious etiology worldwide, representing a public health problem, primarily due to its



83

incapacitating potential by functional impairments and deformities, leading to social discrimination and
stigma|3,4]. Therefore, some authors advocate that leprosy should be regarded as a chronic neurological
condition rather than a skin disease. [5,6].

Disability in leprosy is a direct consequence of damage to the peripheral nervous system, which
may result in autonomic, sensory and motor dysfunction. Neurological involvement can begin before
diagnosis, during or after treatment, and can include nerve trunks as well as distal cutaneous branches.
Mononeuropathy, multiple mononeuropathy and confluent mononeuropathy are the most common
clinical presentations. Sensory symptoms often correspond to the initial and most common complaints
[7-10].

Leprosy is classified into five clinical forms according to the Ridley-Jopling, proposed in 1966
[11], which is based on skin lesion histopathology and bacterial load. According to this classification,
patients are grouped into two polar forms: cases with cellular immune response mediated by T
lymphocytes are classified as tuberculoid (TT), and cases of anergic patients with humoral response that
are considered as lepromatous leprosy (LL). Patients between these two extremes are defined as
borderline, presenting intermediate immune responses, depending on alterations of the level of immunity
and the number of bacteria over time. For operational purposes aiming to achieve proper treatment
regimens, patients are divided into paucibacillary (PB) or multibacillary (MB) forms, according to their
bacilloscopic index (BI), the number of skin lesions and affected nerves [12,13].

Currently, nerve assessment in leprosy relies mainly on clinical palpation and on nerve conduction
studies, but these techniques have limitations and may therefore lead to treatment delay. Although
neurophysiology gives detailed information about dysfunction of affected nerves, it does not show
anatomic changes, such as thickening and fascicular pattern changes. High-resolution ultrasonography
(US) is an additional technique that enables assessment of multiple nerve trunks over a long course in a
few minutes, and is considered an accessible and reasonably precise method [14-17]. Besides, it is
reported that US is more accurate than clinical palpation for evaluation of peripheral nerve enlargement,
providing objective measurements of peripheral nerve thickening and asymmetry [ 18-20].

The purpose of this study was to investigate neural impairment in leprosy patients by
multisegmental US assessment of peripheral nerves, examining differences in US measurements
between leprosy patients and healthy volunteers, as well as between leprosy types according to the

Ridley-Jopling classification.

Materials and Methods

Ethics statement

The Ethics Committee of the Clinics Hospital of Uberlandia Medical School approved the study (process
n°23136419.3.0000.5152). Written informed consent was obtained from all participants. Some

participants were minors and their parents provided written consent on behalf of them.
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Subjects

Fifty-three consecutive leprosy patients (LPs), attending the outpatient clinic of the National Reference
Center of Sanitary Dermatology and Leprosy (CREDESH) at the Clinical Hospital, Medical School,
Federal University of Uberlandia, from May to June 2021, diagnosed to have leprosy by the World
Health Organization (WHO) criteria and who had not yet completed the fixed duration treatment were
enrolled in the study.

Fifty-three healthy volunteers (HVs) were also included in the study. They underwent
multisegmental US evaluation of peripheral nerves from September 2019 to March 2021, by the same
investigator who performed the leprosy patient exams of the current study. They were selected from
amongst the persons with no clinical evidence of leprosy and who worked in other care units at the
Clinical Hospital of Uberlandia Medical School.

Participants with a history of chronic alcoholism, diabetes mellitus, hypothyroidism, hepatitis B or

C, human immunodeficiency virus infection and hereditary neuropathies were excluded from the study.

Clinical and laboratorial characterization of leprosy patients

Leprosy diagnosis was established based on clinical signs and symptoms, bacilloscopy, ELISA anti-
PGL-1 serology and M. leprae DNA-PCR detection. Serological and molecular tests are routinely
performed at this center.

Bacilloscopic analyses were performed on slit skin smears from six sites (two ear lobes, two elbows,
two knees), as well as on skin biopsy samples, performed on a skin lesion.

ELISA anti PGL-I IgM serology-enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed on
all household contacts. Serum anti-PGL-I IgM antibodies were detected by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) performed against the purified native PGL-I from the Mycobacterium
leprae cell wall, according to a methodology previously described elsewhere. The reagent was obtained
from BEI Resources, NIAID, NIH: Monoclonal Anti-Mycobacterium leprae PGL-I, Clone CS-48
(produced in vitro), NR-19370 [21].

DNA Extraction and Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction (Real-Time PCR) were
performed from the following samples: 1- slit skin smear; 2- skin biopsies; 3- blood (500 pL). To detect
M. leprae DNA, a previously described quantitative real-time PCR (qPCR) primer/probe assay targeting
the M. leprae species-specific genomic element of dispersed repeats (RLEP) was performed in the real-
time PCR system ABI 7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The vials were always
compared to two negative controls to ensure that the sample is not contaminated [22-24]. [35, 37].

Based on the clinical findings and laboratory analyses, LPs were classified according to the Ridley-
Jopling classification in four groups [11]: borderline-tuberculoid (BT), borderline-borderline (BB),
borderline-lepromatous (BL), and lepromatous (LL). We did not obtain patients from the tuberculoid
(TT) group in our study.

The level of functional disability was assessed by experienced professionals in all LPs according
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to the recommended protocol of the Ministry of Health [25], which evaluates the neural function
integrity and the degree of physical disability, through muscle strength and sensoriality tests of the hands
and feet. The grade 2 of disability was established based on the presence of visible deficiencies, such as
claws (clawing of digits), bone resorption, muscular atrophy, contractures and wounds.

In addition, LPs underwent clinical palpation of peripheral nerves to detect neural thickening on
the following sites: ulnar nerve at the elbow, common fibular nerve at the fibular head and tibial nerve
at the ankle. The nerves were palpated at the same sites in all LPs and clinically classified in enlarged
and not enlarged. Clinical palpation of the median nerve could not be performed due to its deeper
location [18].

In summary, as exposure factors of the LPs, we have epidemiological (age, gender) and the clinical
variables (clinical form according to the Ridley-Jopling classification, degree of disability, absence or
presence of thickened nerve on clinical palpation). Regarding laboratory variables, we have the results
for the following tests: slit skin smear, skin biopsy (Fite-Faraco), ELISA anti-PGL-I IgM and qPCR

research in slit-skin smear, skin biopsy and blood.

Ultrasonography

All leprosy patients underwent multisegmental US of the peripheral nerves, performed by a Board
certified radiologist, with experience in peripheral nerve imaging, using a 12-13 MHz linear transducer
model LOGIC P6 PRO (GE Medical Systems, Milwaukee, Wisconsin, U.S.A). The investigator who
performed US sessions was blinded to the clinical and laboratory characteristics of the LPs, in order to
avoid interference on US outcomes.

Participants were examined in a seated position with the arm in abduction and a 45° flexed elbow
for assessment of ulnar nerves and 90° flexed knees for the common fibular. For median nerve
examination, the arms of the study participant were positioned by the side and in supination. The tibial
nerve was examined in minimal external rotation of the lower limb. Positioning of limbs of study
participants during US were kept uniform throughout the study [ 14, 26].

US measurements were performed at compression sites often affected in leprosy neuropathy. The
ulnar nerve was evaluated at the ulnar sulcus in the cubital tunnel (Ut) and 3 to 4 cm above the medial
epicondyle, proximal to the cubital tunnel (Upt). Median nerve was scanned at the wrist in the carpal
tunnel (Mt) and 3 to 4 above the carpal tunnel (Mpt). Common fibular (CF) nerve was evaluated from
at thelevel of the fibular head [ 14]. Tibial nerve was scanned at the ankle in the tarsal tunnel (Tt), behind
the medial malleolus, and at 3 to 4 cm above the medial malleolus, proximal to the tarsal tunnel (Tpt).

For measuring cross-sectional areas (CSAs) of the nerves, the US beam was kept perpendicular to
the nerve to minimize anisotropy. CSAs were measured by freehand delimitation at the inner borders of
the echogenic rims of the nerves, using the electronic cursor at the time of examination.

CSA measurements were used to determine the CSA index (ACSA), which was calculated as the

absolute difference between CSAs for each nerve point from one side to the contralateral side. High
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ACSA values reflect nerve asymmetry with the contralateral nerve [14].

We also calculated the absolute difference between CSAs measurements of each nerve at the the
tunnel and proximal to the tunnel points (Atpt): Mt-Mpt index (AMtpt) of the median nerves, Ut-Upt
index (AUtpt) of the ulnar nerves, and Tt-Tpt index (ATtpt) of the tibial nerves. High AMtpt, AUtpt and
ATtpt values reflect non-uniform enlargement of the nerves [ 14, 27].

In summary, as outcome factors, we have the following variables: CSA and ACSA of each
peripheral nerve, and AMtpt, AUtpt and ATtpt. For the classification of the values of CSA, ACSA,
AMtpt, AUtpt and ATtpt values as normal or abnormal, we used the measurements obtained in evaluating
the nerves of HVs from September 2019 to March 2021, by the same investigator who performed the
leprosy patient exams, as explained before. It was considered as abnormal values that were greater than
the mean plus 3 standard deviations. We chose to use 3 standard deviations to increase the specificity of

the US method.

Statistical analysis

The Shapiro Wilk test was used to test data normality within groups. As all ultrasound variables did not
present normal probability distribution, we performed the Mann-Whitney test to analyze differences
between the means of two groups (LPs and HVs) and the Kruskal-Wallis test to verify differences
between the four clinical forms of leprosy. The Chi-square test was applied for the study of dichotomous
variables. For continuous variables, the Mann-Whitney was used. The agreement between neural
thickening detected by clinical examination and through US exam was evaluated by the Kappa
coefficient. Probability (p) values less than 0.05 were considered significant. The procedures were
performed using the software Statistical Package for Social Sciences - SPSS version 20 (IBM, Armonk,
NY, USA) for Windows.

Results
In the group of LPs, there were 32 men (60.4%) and 21 women (39.6%), with a mean age of 46.9 + 15.3
years, while in the group of HVs, there were 33 women (62.3%) and 20 men (37.7%), with a mean age

0f'40.9 £ 12.0 years. The clinical data and laboratory characteristics of LPs are presented in Table 1.

Table 1. Clinical and laboratory characteristics among leprosy patients.

Parameters Leprosy patients (n=53)
Ridley-Jopling classification

Lepromatous (LL) 39.6% (21/53)
Borderline-Lepromatous (BL) 13.2%(7/53)
Borderline-Borderline (BB) 17.0% (9/53)

Borderline-Tuberculoid (BT) 30.2% (16/53)
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Degree of disability

Grade 0 39.6% (21/53)
Grade | 34.0% (18/53)
Grade 2 26.4% (14/53)
ELISA index (anti-PGL-11IgM) 1.7+ 1.3 (mean=SD)
ELISA anti-PGL-11gM

Negative 34.0% (18/53)
Positive 66.0% (35/53)
Positivity skin biopsy (Fite-Faraco) 54.7%(29/53)
Positivity skin biopsy gPCR 67.9% (36/53)
Positivity slit skin smear 47.1% (25/53)
Positivity slit skin smear qPCR 58.5% ((31/53)
Positivity blood qPCR 5.7%(3/53)
Total of patients with enlarged nerves by US exam 71.7% (38/53)

n=number of leprosy patients. ELISA =enzyme-linked immunosorbent assay. SD =standard deviation. qPCR =
Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction. US = Ultrasonography.

A total of 424 nerves (one hundred and six nerves each of ulnar, median, common fibular and tibial
nerves) were assessed in 53 leprosy patients. We excluded two measurements of the Mt nerve due to

suspicion of carpal tunnel syndrome, since its measurement corresponded to more than twice the
measurement of the same nerve at the pre-tunnel level [28].

Multisegmental US evaluation detected a total of 138 enlarged nerves, inferring neural impairment
in 71.7% (38/53) of leprosy patients, and a mean number of 3.6 enlarged nerves per patient. US
assessment detected only one thickened nerve per patient (mononeuropathy) in 23.7% (9/38), and two
or more affected nerves (multiple mononeuropathy) in 76.3% (29/53) of LPs. The ulnar (Fig.1 and 2)
and tibial (Fig.3 and 4) were the most frequently affected nerves by US assessment, followed by the
median (Fig. 5) and common fibular (Fig. 6), as described in Table 2.

Table 2. Distribution of peripheral nerves most involved in multisegmental US evaluation of

leprosy patients.
Enlarged nerves N %
Ulnar 54 39.1
Tibial 35 254
Median 25 18.1
Common fibular 24 17.4
Total of affected nerves 138 100%

n=numberofnerves.
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Fig 1 — High resolution ultrasonography of ulnar nerves proximal to the cubital tunnel (transverse view)
in a leprosy patient (A), showing neural thickening and enlarged fascicles, compared to normal nerve in
a healthy volunteer (B).

Fig 2 — High resolution ultrasonography of ulnar nerves at the cubital tunnel (transverse view) in a
leprosy patient (A), showing neural thickening and hypoechogenicity, compared to normal nerve in a
healthy volunteer (B).

Fig 3 — High resolution ultrasonography of tibial nerves proximal to the tarsal tunnel (transverse view)
in a leprosy patient (A), showing neural thickening, compared to normal nerve in a healthy volunteer

(B).
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Fig 4 —Highresolution ultrasonography of tibial nerves at the tarsal tunnel (transverse view) in a leprosy
patient (A), showing neural thickening and fascicular pattern change, compared to normal nerve in a
healthy volunteer (B).

Fig 5 — High resolution ultrasonography of median nerves proximal to the carpal tunnel (transverse
view) in a leprosy patient (A), showing neural thickening and hypoechogenicity, compared to normal
nerve in a healthy volunteer (B).

Fig 6 — High resolution ultrasonography of common fibular nerves at the level of the fibular head
(transverse view) in a leprosy patient (A), showing neural thickening and heterogeneity, compared to
normal nerve in a healthy volunteer (B).

The laboratory characteristics of LPs with neural enlargement in multisegmental US evaluation
according to the number of affected nerves (mononeuropathy and multiple mononeuropathy) are

described in Table 3. It is important to highlight that both groups showed positivity on the laboratory
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analyzes, without statistically significant difference between them.

Table 3. Laboratory characteristics of leprosy patients with neural enlargement in multisegmental

US evaluation according to the number of affected nerves.

Parameters Mononeuropathy Multiple Mononeuropathy p value
Positivity ELISA anti-PGL-1 IgM 55.5%(5/9) 75.8%(22/29) 0.2406
Positivity skin biopsy (Fite-Faraco) 44.4% (4/9) 62.0% (18/29) 0.3495
Positivity skin biopsy qPCR 66.6% (6/9) 75.8% (22/29) 0.5842
Positivity slitskin smear 44.4% (4/9) 55,2%(16/29) 0.5734
Positivity slitskin smear qPCR 66.6% (6/9) 62.0% (18/29) 0.8027

US = Ulltrasonography. ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay. JPCR = Real Time Quantitative
Polymerase Chain Reaction.

The following tables show the mean + standard deviation for CSA, ACSA, and AMtpt, AUtpt and ATipt
values of the nerves studied in LPs and HVs.
The mean values of CSA of all nerves evaluated were significantly higher in LPs, as described in

Table 4. The percentage of enlarged Upt nerves was significantly greater in the group of LPs (p =
0.0024).

Table 4 — Cross-sectional area (CSA) measurements (mm?) by multisegmental ultrasonography

evaluation in healthy volunteers and leprosy patients.

Peripheral nerves Healthy volunteers Leprosy patients p value
Ulnar (Upt) n 106 106
Mean+SD 481+1.09 11.3£10.62 0.0000%*
95%ClI [4.6-5.02] [9.24-13.31]
Abnormal 0 47.2% (50/106) 0.0000%*
(>8.08)
Ulnar (Ut) N 106 106
Mean+SD 5.81+1.24 9.68+5.7 0.0000%*
95%ClI [5.57-6.05] [8.58—-10.78]
Abnormal 0 33.0% (35/106) 0.0646
(>9.53)
Median (Mpt) N 106 106
Mean+SD 597+1.12 9.18+5.78 0.0000*
95% CI [5.76-6.19] [8.08-10.32]
Abnormal 0 23.6% (25/106) 0.2169
(>9.33)
Median (Mt) n 106 104
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1

95% CI [7.36—7.88] [8.74—10.14]

Common Fibular n 106 106

95%CI [11.66—12.49] [15.07 - 18.35]

Tibial (Tpt) n 106 106

95% CI [8.24-8.7] [12.89—16.45]

Tibial (Tt) n 106 106

95% CI [8.23-8.71] [12.24-15.18]

n=numberofnerves. SD=standard deviation. 95% CI — 95% confidence interval. Abnormal=number of nerves
with abnormal measurements and percentages in parentheses.
*Statistically significant.

We also observed higher ACSA measurements for all studied nerves in LPs (Table 5), with significantly
higher values for the ulnar and tibial nerves compared to HVs, both in the tunnel and proximal to the

tunnel points.

Table 5. Absolute difference in CSA (ACSA) measurements (mm?) between right and left sides by

multisegmental US evaluation in study participants.

Ulnar (Upt) n 53 53

95% CI [0.33-0.65] [2.2-4.94]

Ulnar (Ut) N 53 53

95%ClI [0.53-0.91] [1.87-4.51]




2

| N

Median (Mpt) n 53 52

95%ClI [0.47-0.85] [0.49-3.32]

Median (Mt) n 53 53

95% CI [0.5—0.94] [0.89—1.8]

Common Fibular (CF) n 53 53

95%ClI [0.68—-1.06] [1.55-4.63]

Tibial (Tpt) n 53 53

95%CI [0.65—1.01] [1.59-4.49]

Tibial (Tt) n 53 106

95%CI [0.72-1.16] [1.58—3.89]

n=numberofnerves. SD=standard deviation. 95% CI — 95% confidence interval. Abnormal=number of nerves
with abnormal measurements and percentages in parentheses.

*Statistically significant.

Moreover, LPs showed greater differences of CSA measurements of ulnar, median and tibial nerves
between tunnel and proximal to the tunnel points (Table 6), and statistically significant differences of

AUtpt and ATtpt values compared to HVs.

Table 6. Absolute difference in CSA measurements (mm?) between tunnel and proximal to the

tunnel points on the same side by multisegmental US evaluation in study participants.

Ulnar (AUtpt) n 106 106
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95% CI [0.93—1.26] [2.05-5.33]
Abnormal 0 21.7%(23/106) 0.2635
(>3.73)
Median (AMtpt) n 106 104
Mean+SD 1714125 239+345 0.0649
95% CI [1.47-1.95] [1.77-3.11]
Abnormal 0 2.9%(3/104) 0.9590
(>5.46)
Tibial (ATtpt) n 106 106
Mean+SD 0.58+0.60 1.74+3.30 0.0001*
95% CI [0.47-0.7] [1.1-2.38]
Abnormal 0 13.21 % (14/106) 0.5373
>2.38)

n=numberofnerves. SD=standard deviation. 95% CI — 95% confidence interval. Abnormal=number of nerves
with abnormal measurements and percentages in parentheses.
*Statistically significant.

Although the mean values of CSAs presented variableresults between different clinical forms of leprosy
according to Ridley-Jopling classification (Table 7), a statistically significant difference was observed
in relation to the CSAs measurements of the Upt, Ut ant Tpt nerves. The LL patients showed higher
mean values of CSAs of Upt and Upt and the highest percentages of altered ulnar nerves, reaching 61.9%
of incidence of enlarged Upt and 42.9% incidence of Ut nerves. We also observed greater values of Tpt
inBL group, as well as a higher percentage of abnormal nerves. Furthermore, the percentages of affected
Tt nerves were significantly higher between the BL and BB. Regarding the CF nerve, the highest
percentages of affected nerves were observed among the LL. and BB groups. The median nerve did not

show significant differences between the groups.

Table 7. CSA measurements by multisegmental US evaluation in leprosy patients according to the

Ridley-Jopling classification.

Nerve LL BL BB BT p value
21 patients 7 patients 9 patients 16 patients
Ulnar n 42 14 18 32
(Upt)
Mean+SD 14.14+14.19 10.24+5.19 10.22+9.41 8.56+5.84 0.0198*

95%CI  [9.68—18.57] [727-1321] [5.56-14.97] [6.50—10.65]
Abnormal  61.9%(26/42) 57.14%(8/14)  38.88%(7/18) 3437%(11/32)  0.0841
Ulnar n 42 14 18 32
Uy
Mean+SD  11.03£6.56  931+3.02 9.45+6.38 8214472  0.0397*
95%CI  [8.99-13.07] [7.61-11.04] [63-12.65]  [6.47—9.88]
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Median
(Mpt)

Median

CF

Tibial
(TpY)

Tibial
(TH

Abnormal

n

Mean+SD
95% CI
Abnormal

n

Mean+SD

95% CI

Abnormal
n
Mean+SD
95% CI

Abnormal

Mean +SD

95% CI

Abnormal

Mean+SD
95% CI

Abnormal

42.9%(18/42)
42

9.26+4.76

[7.79-10.77]

21.43 % (9/42)
40

9.58+3.63
[8.09-10.55]
15.0 % (6/40)
42
17.65+10.76
[14.33 -
21.01]
28.57%
(12/42)
42

14.44+7.1

[12.21-
16.68]
25.57%
(12/42)
42

13.02+4.82
[11.52—
14.52]

21.43 % (9/42)

28.57 % (4/14)
14

10.28+9.92
[4.51-15.98]
28.57 % (4/14)
14
8.61+1.85
[7.58-9.65]
7.14%(1/14)
14
15.33+3.26
[13.47-17.2]
7.14% (1/14)
14
183+11.74
[11.6-2521]
57.14 % (8/14)

14

16.91+9.73
[11.34-22.52]

57.14%(8/14)

33.33%(6/18)
18

837+4.18
[6.27—-10.55]
33.33%(6/18)
18
9.64+3.05
[8.12-11.12]
11.11%(2/18)
18
17.94+8.45
[13.72-22.14]
33.33 % (6/18)
18
12.8945.39
[10.14—15.56]
38.88 % (7/18)

18

13.19+4.97
[10.73-15.70]

50 % (9/18)

21.87%(7/32)
32

9.07+5.59
[7.05-11.11]
18.75 % (6/32)
32
9.81+4.08
[8.37-11.33]
12.5 % (4/32)
32
1529+6.77
[12.92-17.8]
15.62 % (5/32)
32
1436+11.69
[10.12-18.58]
21.87%(7/32)

32

13.53+10.37
[9.76—17.24]

18.75 % (6/32)

0.2885

0.4480

0.6446

0.9220

0.8901

0.4801

0.0585

0.0352*

0.1029

0.0861

0.0365*

LL: Lepromatous. BL: Borderline-Lepromatous. BB: Borderline-Borderline. BT: Borderline-Tuberculoid. n =
number of nerves. SD = standard deviation. 95% CI — 95% confidence interval. Abnormal = number of nerves
with abnormal measurements and percentages in parentheses. CF: common fibularnerve.
*Statistically significant.

In our study, we investigated all patients for the presence of Doppler signal; however, Doppler signals

were detected only in a small number of them, probably because most of the patients with clinical signs

of reactions were already receiving anti-reaction treatment at the time of the US exam.

Agreement between nerve thickening detected clinically and through US assessment in LPs

varied from 0.07 for the common fibular nerve to 0.46 for ulnar nerve (Table 8), inferring the lack of
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strong agreement on kappa statistics between the methods.

Table 8. Agreement between clinical thickening and thickening by high-resolution

ultrasonography in peripheral nerves of leprosy patients.

Peripheral Absence of neural Presence of neural Agreementbetween thickening
nerve thickening onultrasound thickening on ultrasound detected by clinical
examination and high-
resolution ultrasonography
Notenlarged Enlarged Notenlarged Enlarged study (Kappa statistics)
clinically clinically clinically clinically
Common fibular 30 52 6 18 K=0.07 (p=0.2918)
Tibial 30 40 5 31 K=0.23 (p=0.0027)
Ulnar 31 19 9 47 K=0.46 (p<0.0001)
Discussion

The present study systematically evaluated the measurements of the peripheral nerves of upper and
lower limbs in LPs assisted in a leprosy national reference center in Brazil, using a multisegmental US
method, and also investigated differences among their clinical forms according to the Ridley-Jopling
classification. Several previous studies had already investigated the measurements of the nerves in
leprosy neuropathy [15,17-20, 26-27,29-30], but this was the first study that simultaneously evaluated
the median, ulnar and tibial nerves in a multisegmental technique. Finally, for the first time, neural
impairment detected by US evaluation was compared with serological and molecular aspects in LPs.

Recently, US has been described as a diagnostic tool for diseases of the peripheral nervous system
[16]. US is non-invasive, usually painless and more cost-effective than other imaging methods, such as
magnetic resonance imaging (MRI). Moreover, US is able to study the nerve for a longer length than
MRI and detect structural changes in nerve sites that cannot be biopsied for histopathology [15,18-
19,31]. Additionally, LPs can have nerve enlargement detected with US without functional abnormality
identified in electroneuromyographic studies, corroborating the importance of performing US as a
complementary exam to neurophysiological studies during the investigation of all patients [10,20, 31].
The improvement in image quality and the reduction in the size and value of the devices will make US
an accessible diagnostic tool in leprosy-endemic countries [ 18].

In our study, the prevalence of leprosy neuropathy was 71.7%, considering the 53 assessed cases
during this period, and all the nerves studied showed significantly higher measurements in LP compared
with HVs, in the tunnel and proximal to the tunnel, inferring the importance of US in detecting neural
enlargement in leprosy. In a study by Elias Jr et al. [20], the US evaluation of three patients showed
ulnar nerve thickening without electrophysiological nerve abnormalities, indicating that an enlarged
peripheral nerve may present normal function. These results corroborate the idea that leprosy is primarily
a neurological condition rather than a skin disease [2,5,10] and reinforce the usefulness of a

multisegmentar US assessment of peripheral nerves for all patients.
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Multisegmental US evaluation detected multiple mononeuropathy in the majority of the cases,
corroborating previous studies that showed that multibacillary patients have a greater number of altered
nerves [5,14,32]. Interestingly, a majority of LPs with mononeuropathy had positivity on anti-PGL-1
serology, slit skin smear qPCR and skin biopsy qPCR analyses, parameters of high bacillary load, which
define them as multibacillary cases with a predominance of humoral immune response. The positivity
of ELISA anti-PGL-I is considered an important screening and a risk indicator, representing an almost
six times greater relative risk for the occurrence of the disease [33-36]. The use of polymerase chain
reaction (PCR) to detect M. leprae DNA has been reported as a useful diagnostic tool for all clinical
forms of leprosy and also for early diagnosis [37-40]. Taken together with a recent study of Santos et al.
[10], patients with mononeuropathy at diagnosis should be treated as multibacillary. The chronic M.
leprae nerve infection and its ability to cause inflammation and fibrosis can lead to thickening of several
nerves in the long term. Lugao et al [ 14] showed that thickening of peripheral nerves was also frequent
between PB patients and nerve asymmetry detected on US did not significantly differ between PB and
MB, demonstrating that enlargement and asymmetry are a characteristic of leprosy neuropathy,
regardless of its classification.

Ulnar nerve was the most commonly involved nerve, consistent with the results of previous
analyses, including clinical studies [10,14,18,41]. The tibial nerve was the second most affected, a less
common evaluated nerve in prior studies [14,27], followed by the median and the common fibular
nerves. Lugdo et al. [ 14] found that up to 81.3% of lepromatous patients showed abnormal CSA values
of ulnar nerve in the cubital tunnel area. Previous studies have shown that peripheral nerve thickening
is a highly characteristic finding in LPs, which can be objectively measured by the corresponding CSA
in the US assessment [14,15,18,20].

We also found that the ACSAs for all studied nerves were higher in LPs compared with HVs, with
significantly higher values for the ulnar and tibial nerves. Frade et al. [27] had already observed that LPs
had greater ACSAs than the HVs proximal and at the cubital tunnel of the ulnar nerves and for the
common fibular nerve. Therefore, our findings corroborate with previous analyses, which indicate that
nerve asymmetry detected at US is a characteristic of leprosy neuropathy [14,27].

Furthermore, we observed greater differences of CSA measurements between tunnel and proximal
to the tunnel points of ulnar, median and tibial nerves in LPs compared to HVs, reflecting non-uniform
neural thickening in leprosy neuropathy. There were statistically significant differences of AUtpt and
ATtpt values, with higher measurements observed a few centimeters above the tunnel level. Although
the median nerve did not show a statistically significant difference between the tunnel and pre-tunnel
points, there was a greater number of thickened nerves above the tunnel level. Previous studies have
shown that AUtpt possess high specificity for diagnosis of leprosy [14,20,31], however this is the first
time this finding is described for the tibial nerve. Although nerve enlargement can be found in other
types of neuropathy, this irregular pattern of neural thickening in leprosy, with maximum CSA values

proximal to the osteofibrous tunnel, is another feature of leprosy neuropathy [31]. Therefore, our results
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showed the importance of using a multisegmental US technique for the proper diagnosis of this
characteristic of peripheral nerve enlargement in LPs, helping to discriminate leprosy from other
etiologies of neuropathy.

Regarding the variability of mean values of CSAs of the peripheral nerves between the different
types of leprosy according to Ridley-Jopling classification, we observed peripheral nerve involvement
in all clinical forms evaluated, supporting the idea that leprosy is primarily a neurological disease
[2,5,10,14]. Our findings showed a statistically significant difference of mean values of CSAs of the
ulnar nerve (proximal and at the cubital tunnel) and tibial proximal to the tarsal tunnel. The LL group
showed the maximum mean values of CSAs and percentages of abnormal ulnar nerves, and the BL
group showed the highest mean values of CSAs and percentages of abnormal tibial nerves, corroborating
a previous analysis [ 14].

Our study shows lack of strong agreement between clinical palpation and US assessment on the
diagnosis of neural thickening. Neural palpation is considered subjective and imprecise, while US can
provide an objective measurement and identify anatomical abnormalities over a greater length of the
nerve. Additionally, some nerves are impossible to be evaluated by clinical palpation due to their deep
location, such as the median nerve. Even among trained professionals, there is considerable
interobserver variability in the assessment of nerves by clinical palpation, as demonstrated in previous
studies [18,26,42].

One limitation of our study is the lack of neurophysiological correlation, which could provide useful
information about nerve function abnormalities. Another limitation is the fact that we did not assess
nerve echotexture, but this criterion requires higher resolution transducers for reliable results. However,
our main objective was the evaluation of nerve thickening and asymmetry. Therefore, although we did
not perform electrophysiological studies and nerve echotexture assessment, we consider that our results
can improve the understanding of morphological changes in leprosy neuropathy.

Although this is the first study to evaluate nerve thickening in leprosy patients using the
multisegmental US technique, the number of subjects was small, and more studies need to be replicated
to confirm our findings, aiming to improve the effectiveness of US in identifying leprosy neuropathy.

In conclusion, we propose the multisegmental US technique for evaluation of the peripheral nerves
of the upper and lower limbs in the investigation of leprosy neuropathy. Multisegmental US can help to
discriminate leprosy from other etiologies of neuropathy, revealing that asymmetry and irregular
thickening, most evident above the osteofibrous tunnel of the nerves, are characteristic of this condition.
The US results reported here also demonstrate that even patients with mononeuropathy can present high
bacillary load and should be treated as multibacillary. We observed that neural involvement is common
in different clinical forms of the disease, supporting the idea that leprosy is primarily a neurological
condition and reinforces the importance of including US evaluation of peripheral nerves in the

investigation of all leprosy patients.



98

Acknowledgments
The authors express sincere gratitude to the staff of the National Reference Center for Sanitary
Dermatology and Leprosy (CREDESH) for contributing to this research, in addition to providing

excellent care to the patients with leprosy.

Author Contributions

Conceptualization: Andrea De Martino Luppi, Diogo Fernandes dos Santos, Marcello Henrique
Nogueira-Barbosa, [sabela Maria Bernardes Goulart.

Data curation: Andrea De Martino Luppi, Guilherme Emilio Ferreira, Denis Luiz Prudéncio, Douglas
Eulélio Antunes, Lucio Araujo, Isabela Maria Bernardes Goulart.

Formal analysis: Andrea De Martino Luppi, Guilherme Emilio Ferreira, Douglas Eulalio Antunes,
Lucio Aratjo Isabela Maria Bernardes Goulart.

Funding acquisition: Isabela Maria Bernardes Goulart.

Investigation: Andrea De Martino Luppi, Diogo Fernandes dos Santos, Denis Luiz Prudéncio, Marcello
Henrique Nogueira-Barbosa, [sabela Maria Bernardes Goulart.

Methodology: Andrea De Martino Luppi, Douglas Eulalio Antunes, Denis Luiz Prudéncio, Lucio
Araujo, Diogo Fernandes dos Santos, Marcello Henrique Nogueira-Barbosa, Isabela Maria Bernardes
Goulart.

Project administration: Isabela Maria Bernardes Goulart.

Resources: Isabela Maria Bernardes Goulart.

Supervision: Marcello Henrique Nogueira-Barbosa, [sabela Maria Bernardes Goulart.

Validation: Andrea De Martino Luppi, Guilherme Emilio Ferreira, Denis Luiz Prudéncio, Douglas
Eulalio Antunes, Lucio Araujo, Diogo Fernandes dos Santos, Marcello Henrique Nogueira-Barbosa,
Isabela Maria Bernardes Goulart.

Visualization: Andrea De Martino Luppi, Guilherme Emilio Ferreira, Douglas Euldlio Antunes, Liicio
Aratjo, Diogo Fernandes dos Santos, Marcello Henrique Nogueira-Barbosa, Isabela Maria Bernardes
Goulart.

Writing - original draft: Andrea De Martino Luppi, Guilherme Emilio Ferreira. Writing - review &
editing: Andrea De Martino Luppi, Guilherme Emilio Ferreira, Douglas Euladlio Antunes, Diogo

Fernandes dos Santos, Marcello Henrique Nogueira-Barbosa, Isabela Maria Bernardes Goulart.

References

1. Bhat RM, Prakash C. Leprosy: An Overview of Pathophysiology. Interdisciplinary Perspectives on
Infectious Diseases. 2012; 2012:1-6.

2. The Lancet Neurology. Leprosy as a neurological disease. The Lancet Neurology. 2009; 8(3):217.
DOI:https://doi.org/10.1016/S 1474-4422(09)70026-2



99

3. World Health Organization. Global leprosy (Hansen disease) update, 2019: time to step-up prevention
initiatives. Weekly epidemiological record 2020; 95(36):417-440.

4. Rodrigues LC, Lockwood DN. Leprosy now: epidemiology, progress, challenges, and research gaps.
The Lancet Infectious Diseases. 2011; 11(6):464-70.

5. Lockwood DN, Saunderson PR. Nerve damage in leprosy: a continuing challenge to scientists,
clinicians and service providers. International Health. 2012;4(2):77-85.

6. Rao Pn, Suneetha S. Pure neuritic leprosy: Current status and relevance. Indian J Dermatol Venereol
Leprol. 2016; 82(3):252.

7. Freitas MRG de, Nascimento OJM, Quaglino EAM, Oliveira A, Hahn MD. Small-fiber
polyneuropathy in leprosy without skin changes: study of 17 cases. Arq Neuro-Psiquiatr. 2003;
61(3A):542-6.

8. Jaiswal N, Chakraborti S, Nayak K, Pai S, Shelley BP, Sreeram SP, et al. Hansen’s Neuritis Revisited
— A Clinicopathological Study. Joumnal of Neurosciences in Rural Practice. 2018; 09(01):042-55.

9. Nascimento OJM. Leprosy neuropathy: clinical presentations. Arq Neuro-Psiquiatr. 2013;
71(9B):661-6.

10. Santos DF dos, Mendonga MR, Antunes DE, Sabino EFP, Pereira RC, Goulart LR, et al. Revisiting
primary neural leprosy: Clinical, serological, molecular, and neurophysiological aspects. Small PLC,
organizador. PLoS Negl Trop Dis. 2017; 11(11):e0006086.

11. Ridley DS, Jopling WH. Classification of leprosy according to immunity. A five group system. Int.
J. Lepr. 1966; 34 (3):255-273.

12. World Health Organization. WHO Expert Commitee on Leprosy: eigth report. 2012.

13. Goulart IMB, Penna GO, Cunha G. Imunopatologia da hanseniase: a complexidade dos mecanismos
da resposta imune do hospedeiro ao Mycobacterium leprae. Rev Soc Bras Med Trop. 2002; 35(4):363—
75.

14. Lugao HB, Nogueira-Barbosa MH, Marques Jr. W, Foss NT, Frade MAC. Asymmetric Nerve
Enlargement: A Characteristic of Leprosy Neuropathy Demonstrated by Ultrasonography. Franco-
Paredes C, organizador. PLoS Negl Trop Dis. 2015; 9(12):e0004276.

15. Martinoli C, Derchi LE, Bertolotto M, Gandolfo N, Bianchi S, Fiallo P, et al. US and MR imaging
of peripheral nerves in leprosy. Skeletal Radiology. 2000; 29(3):142—-50.

16. Goedee HS, Brekelmans GJF, van Asseldonk JTH, Beekman R, Mess WH, Visser LH. High
resolution sonography in the evaluation of the peripheral nervous system in polyneuropathy - a review
of the literature. Eur J Neurol. 2013; 20(10):1342-51.

17. Bathala L, Kumar K, Pathapati R, Jain S, Visser LH. Ulnar Neuropathy in Hansen Disease: Clinical,
High-Resolution Ultrasound and Electrophysiologic Correlations. Journal of Clinical Neurophysiology.
2012;29(2):4.

18. Jain S, Visser LH, Praveen TLN, Rao PN, Surekha T, Ellanti R, et al. High-Resolution Sonography:
A New Technique to Detect Nerve Damage in Leprosy. Phillips R, organizador. PLoS Negl Trop Dis.
2009; 3(8):e498.

19. Lugdo HB, Frade MAC, Marques-Jr W, Foss NT, Nogueira-Barbosa MH. Ultrasonography of



100

Leprosy Neuropathy: A Longitudinal Prospective Study. Small PLC, organizador. PLoS Negl Trop Dis.
2016; 10(11):e0005111.

20. Elias J, Nogueira-Barbosa MH, Feltrin LT, Furini RB, Foss NT, Marques W, et al. Role of Ulnar
Nerve Sonography in Leprosy Neuropathy With Electrophysiologic Correlation. Journal of Ultrasound
in Medicine. 2009; 28(9):1201-9.

21. Lobato J, Costa MP, Reis E de M, Gongalves MA, Spencer JS, Brennan PJ, et al. Comparison of
three immunological tests for leprosy diagnosis and detection of subclinical infection. Leprosy Review.
2011; 82(4):389-401.

22. Truman RW, Andrews PK, Robbins NY, Adams LB, Krahenbuhl JL, Gillis TP. Enumeration of
Mycobacterium leprae using real-time PCR. Small PLC, organizador. PLoS Neglected Tropical
Diseases. 2008; 2(11):e328.

23. Goulart IMB, Araujo S, Filho AB, de Paiva PHR, Goulart LR. Asymptomatic Leprosy Infection
among Blood Donors May Predict Disease Development and Suggests a Potential Mode of
Transmission. Carroll KC, organizador. J Clin Microbiol. 2015; 53(10):3345-8.

24, Araujo S, Freitas LO, Goulart LR, Goulart IMB. Molecular Evidence for the Aerial Route of
Infection of Mycobacterium leprae and the Role of Asymptomatic Carriers in the Persistence of
Leprosy. Clin Infect Dis. 2016; 63(11):1412-20.

25. Brasil. Ministério da Saude. Secretaria de Atengdo em Saude. Departamento de Atencdo Basica.
Diretrizes para vigilancia, atenc¢do e eliminagdo da Hanseniase como problema de satde publica: manual
técnico-operacional. Brasilia: Ministério da Satude. 2016;58 p.

26. Sreejith K, Sasidharanpillai S, Ajithkumar K, Mani RM, Chathoth AT, Menon PS, et al. High-
resolution ultrasound in the assessment of peripheral nerves in leprosy: A comparative cross-sectional
study. IJDVL. 2021; 87:199-206.

27. Frade MAC, Nogueira-Barbosa MH, Lugao HB, Furini RB, Marques Junior W, Foss NT. New
sonographic measures of peripheral nerves: a tool for the diagnosis of peripheral nerve involvement in
leprosy. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2013; 108(3):257-62.

28. Billakota S, Hobson-Webb LD. Standard median nerve ultrasound in carpal tunnel syndrome: A
retrospective review of 1,021 cases. Clinical Neurophysiology Practice. 2017; 2:188-91.

29. Reddy YM, Murthy JMK, Pidaparthi L, Jaiswal SK, Kiran ESS, Penneru A, et al. Sonographic
characteristics of median nerve neuropathy in Hansen’s disease: a case-control study. Leprosy. 2021;
92(3):207-17.

30. Chaduvula M, Visser L, Suneetha S, Suneetha L, Devaraju B, Ellanti R, et al. High-Resolution
Sonography as an Additional Diagnostic and Prognostic Tool to Monitor Disease Activity in Leprosy:
A Two-Year Prospective Study. Ultraschall in Med. 2018; 39(01):80-9.

31. Bathala L, N. Krishnam V, Kumar HK, Neladimmanahally V, Nagaraju U, Kumar HM, et al.
Extensive sonographic ulnar nerve enlargement above the medial epicondyle is a characteristic sign in
Hansen’s neuropathy. Small PLC, organizador. PLoS Negl Trop Dis. 2017; 11(7):e0005766.

32. Wilder-Smith EP, Van Brakel WH. Nerve damage in leprosy and its management. Nat Rev Neurol.
2008; 4(12):656-63.

33. Aragjo S, Rezende MMF, Sousa DCR de, Rosa MR, Santos DC dos, Goulart LR, et al. Risk-benefit
assessment of Bacillus Calmette-Guérin vaccination, anti-phenolic glycolipid I serology, and Mitsuda



101

test response: 10-year follow-up of household contacts of leprosy patients. Rev Soc Bras Med Trop.
2015; 48(6):739-45.

34. Goulart IMB, Bernardes Souza DO, Marques CR, Pimenta VL, Goncalves MA, Goulart LR. Risk
and Protective Factors for Leprosy Development Determined by Epidemiological Surveillance of
Household Contacts. Clinical and Vaccine Immunology. 2008; 15(1):101-5.

35. Douglas JT, Cellona RV, Fajardo TT, Abalos RM, Balagon MVF, Klatser PR. Prospective Study of
Serological Conversion as a Risk Factor for Development of Leprosy among Household Contacts.
Clinical and Vaccine Immunology. 2004; 11(5):897-900.

36. Santos DF dos, Mendonga MR, Antunes DE, Sabino EFP, Pereira RC, Goulart LR, et al. Molecular,
immunological and neurophysiological evaluations for early diagnosis of neural impairment in

seropositive leprosy household contacts. Phillips RO, organizador. PLoS Negl Trop Dis. 2018;
12(5):0006494.

37. Goulart IMB, Cardoso AM, Santos MS, Gongalves MA, Pereira JE, Goulart LR. Detection of
Mycobacterium leprae DNA in skin lesions of leprosy patients by PCR may be affected by amplicon
size. Arch Dermatol Res. 2007; 299(5-6):267-71.

38. Bezerra Da Cunha FM, Werneck MCM, Scola RH, Werneck LC. Pure neural leprosy: Diagnostic
value of the polymerase chain reaction. Muscle Nerve. 2006; 33(3):409-14.

39. Patrocinio LG, Goulart IMB, Goulart LR, Patrocinio JA, Ferreira FR, Fleury RN. Detection of

Mycobacterium leprae in nasal mucosa biopsies by the polymerase chain reaction. FEMS Immunology
& Medical Microbiology. 2005; 44(3):311-6.

40. Reis EM, Araujo S, Lobato J, Neves AF, Costa AV, Gongalves MA, et al. Mycobacterium leprae
DNA in peripheral blood may indicate a bacilli migration route and high-risk for leprosy onset. Clinical
Microbiology and Infection. 2014; 20(5):447-52.

41. Tomaselli PJ, dos Santos DF, dos Santos ACJ, Antunes DE, Marques VD, Foss NT, et al. Primary
neural leprosy: clinical, neurophysiological and pathological presentation and progression. Brain. 2022;
145(4):1499-506.

42. Chen S, Wang Q, Chu T, Zheng M. Inter-observer reliability in assessment of sensation of skin
lesion and enlargement of peripheral nerves in leprosy patients. Leprosy. 2006; 77(4):371-6.



102

6 CONSIDERACOES FINAIS

A avaliagdo ultrassonografica multissegmentar dos nervos periféricos consiste numa
ferramenta util no diagnostico precoce da neuropatia da hanseniase;

A avaliagdo por US dos nervos periféricos detectou uma propor¢ao mais de 10 vezes
maior de espessamento neural em contatos domiciliares com sorologia positiva do que
a palpacao clinica;

Dentre os contatos domiciliares, os nervos fibular comum seguido pelo nervo tibial
foram os mais afetados pela US;

Foi observada maiorpositividadena pesquisade qPCR de bidpsiade pele e de esfregaco
dérmico entre os contatos soropositivos, apesar de nao estatisticamente significativa;
O teste ELISA anti-PGL-I ¢ um importante método diagnostico complementar e confere
uma maior chance de dano neural em contatos domiciliares soropositivos;

A presenga de pelo menos uma cicatriz vacinal de BCG confere um efeito protetor
contra o comprometimento neural em contatos domiciliares;

A neuropatia periférica ¢ comum em diferentes formas clinicas da Hanseniase,
refor¢ando a ideia de uma doenga primariamente neuroldgica;

Os nervos mais afetados a US nos pacientes com hanseniase foram os nervos ulnar e
tibial;

O padrao de acometimento assimétrico € ndo uniforme ao longo do trajeto do nervo sao
caracteristicas da neuropatia da hanseniase;

O espessamento dos nervos periféricos detectado pela US foi mais pronunciado em
pacientes com as formas V, DV e DD, assim como a propor¢do de nervos afetados,
inferindo que a avaliagao por US ¢ compativel com a classificacdo de Ridley-Jopling,
ou seja, quando maior a carga bacilar maior o acometimento neural;

Cerca de metade dos pacientes com diagndstico de hanseniase que mostraram padrio
de mononeuropatia a US apresentaram alta carga bacilar nos testes soroldgico e
molecular, sugerindo que a quantidade de nervos comprometidos ndo define o perfil
imune dos pacientes com hanseniase e, portanto, o tratamento ndo pode ser
fundamentado apenasna quantidade de nervos alterados;

A combinag¢do de métodos complementares sorologicos, moleculares e de imagem por
US ¢ essencial para o diagndstico precoce da neuropatia hansénica, visando minimizar

as incapacidades e deformidades relacionadas a doenga.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada *“Avaliacdo
ultrassonografica dos nervos periféricos de pacientes com hanseniase e contafos
domiciliares”, sob a responsabilidade dos pesquisadores Isabela Maria Bernardes
Goulart (Centro de Referéncia Nacional em Hanseniase e Dermatologia Sanitaria do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia — CREDESH HC-UFU),
Andrea De Martino Luppi (Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia — HC-UFU), Diogo Fernandes dos Santos (CREDESH HC-UFU),
Douglas Eulalio Antunes (Faculdade de Medicina de Uberlandia - FAMED) e
Dulcinéa de Oliveira Bernardes de Souza (CREDESH HC-UFU).

Nesta pesquisa nds estamos buscando identificar alteracdes iniciais nos nervos dos
bracos e das pernas. que podem ser causadas pela hanseniase, através do exame de
ultrassom.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pela pesquisadora Andrea
De Martino Luppi e sera entregue antes da realizacio do exame de ultrassom no
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberldndia (HC-UFU), assim como
antes da coleta de qualquer dado. Vocé tera o tempo que precisar para decidir se
participara dessa pesquisa e podera tfirar todas as suas duvidas antes de tomar sua
decisdo. Antes do inicio do exame, vocé sera orientado sobre o objetivo do exame e a
forma de sua realizacio.

Na sua participacfio. vocé serd submetido a um exame de ultrassom dos nervos dos
bracos e das pernas, sendo dois nervos (nervos mediano e ulnar) em cada braco e dois
nervos em cada perna (nervos fibular comum e tibial posterior). E um exame que
utiliza ondas de ultrassom para a formacdo das imagens, sem a necessidade do uso de
radiacdo. As imagens obtidas serdo usadas apenas para a pesquisa e depois serdo
apagadas.

Em nenhum momento vocé sera idenfificado. Os resultados da pesquisa serdo
publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada.

Vocé nao terd nenlhmm gasto nem ganho financeiro por participar na pesquisa.

Os riscos consistem no fato de que vocé pode sentir algum desconforto. geralmente
do tipo formigamento, durante a realizacdo do exame, ou até mesmo se sentir
constrangido. Caso vocé sinta qualquer tipo desconforto, seja ele fisico ou
psicologico. 0 exame sera imediatamente interrompido e retomado somente apos sua
autorizacdo ou até mesmo remarcado para um melhor momento. Além disso, durante
todas as etapas da pesquisa. vocé sera identificado por um mumero para manter sua

identidade em sigilo. reduzindo assim o risco de identificacio. Os beneficios serdo a
possibilidade de se fazer o diagndstico precoce da hanseniase na forma neural e, dessa
forma, proporcionar um tratamento adequado. evitando ou reduzindo possiveis
sequelas, além de confribuir para a diminuicdo do risco de contagio da populacéo.
Voce & livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem qualquer
prejuizo ou coacfio. Até o momento da divulgacio dos resultados. vocé também é
livre  para  solicitar a retirada dos seus dados da  pesquisa.
Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com vocé.
Em caso de qualquer duvida ou reclamacio a respeito da pesquisa, vocé podera entrar
em contato com: Isabela Maria Bernardes Goulart pelo telefone do CREDESH HC-
UFU: (34) 3239-1311, que esta localizado na Rua Capricommio. n® 94, bairro Jardim
Brasilia, Uberlandia/™MG. CEP: 38401-404. Vocé podera também entrar em contato
com o CEP - Comité de Etica na Pesquisa com Seres Humanos na Universidade

Rubrica do Participante da pesquisa Rubrica do Pesquisador
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Federal de Uberlandia, localizado na Av. Jodo Naves de Avila, n® 2121, bloco A, sala
224, campus Santa Monica — Uberlandia/MG, 38408-100; telefone: 34-3239-4131. O
CEP & um colegiado independente criado para defender os interesses dos participantes
das pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir para o
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes eticos conforme resolucdes do
Conselho Nacional de Saude.

Uberlandia, .......de .................de 20.......

Assinatura do(s) pesquisador(es)

Fu aceito participar do projeto citado acima., voluntariamente, apoés ter sido
devidamente esclarecido.

Assinatura do participante da pesquisa
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APENDICE B - PROTOCOLO DE ABORDAGEM E SEGUIMENTO DE CONTATO EM

HANSENIASE

Caso Indice:

Prontuario

Forma Climca:

QIaT aTs AabT ADbD 4DV QVsp VY
OTR ODTR ODDR ODVR

0O HNPT 0O HNPDT O HNPDD

Grau de Parentesco:

Tempo Exposicio (meses):

Tdade na Abordagem:

Tratou anteriormente: ( ) Nae( )Smm__ /_ /_ a
{__ [__ Local

Tipe de Contato:

Ontradomiciliar QExtradonuciliar

OTntradomiciliar-intimo OExtradomiciliar-intimo

JOcupacional J Tgnorado

Classificacao Operacional: OPE OMB

Cicatriz do BCG: Profilaxia do BCG - Data da Administracao da dose
ao o1 Qaz / / 1# Dose / /
Se 0 cicatriz aplica 1° dose; 2* Dose f /

Se 1 cicatriz aplica 2° dose;
Se 2 cicatriz nao aplica .

1.Realizacao Exame Dermato Neurologico: U Nao O Sim: /

2.Realizacio Exame Dermato Neurologico: 2 Néo

a

St

3.Realizacio Exame Dermato Nenrolagico: 0 Nio |

Sim:

4.Realizacio Exame Dermato Neurologico: O Nao

Sim: /

5.Realizacao Exame Dermato Nenrologico: 0 Nao !

Sim: /

6.Realizaciao Exame Dermato Neurologico: 1 Nao

Sim:

7.Realizacao Exame Dermato Neurologico: 1 Nao

Sim: /

1.Mitsuda Aplicado / [/  [eitura [

ONegativo mm OPositivo mm

2 Mitsuda; Aplicado  / / Leitura  /
ONegativo mm OPaositivo mm

dPerdeu Leitmra QUso de corticoide ON&do fez dPerdeun Letnra dUso de corticoide ONdo fez

QOFlutuante OQUlcerado

OFlutuante QUlcerado

Av. Asplrante Mega, 77 — Bairro Jaragua — 38413-018 — Uberlandia-MG
;@k #[Fax (034) 3216-7872 [ 3238-1530
Univer ral de 2 www.aredesh.ufu.br credsh@ho.ufu,be Hosgital de Cl
bl e T & mcas
Uberlandia 05/01/2015 de Therlindia
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Compremiso, competéncia & compoixao

43 CREDESH

1. Esfregaco — Baciloscopia: DatadaColeta / /  DataResultado  /  /
Resultado Baciloscopico: ONeg. OPos. MIB: 1. PCR de Esfregaco: I:INeg QPos CT: / /
LD CcD D L1 Local:
LE CE JE L2 Local:
2 Esfregaco — Baciloscopia: DatadaColeta  / /  DataResultado [/
Resultado Baciloscopico: DONeg. OPos. MIB: 2. PCR de Esfregaco: ONeg. QPos CT: /
LD CcD JD L1 Local:
LE CE JE L2 Local:
1. Bidépsia de Pele Data: / / Bacﬂoscopla ONeg. QPos.
1.PCR de Pele: Neg. OPos CT: / !
Descriglo:
2. Biopsiade Pele Data:  / /  Baciloscopia: O Neg. O Pos.
2. PCR de Pele: ONeg. OQPos CT:  / /
Descrigio:

Exames Sorolagicos e Moleculares no Acompanhamento/Seguimento do Contato

Exames Data Resultado Exames Data Resultado
01 ELISA /| QNegz QPos 01 PCR Sangue — ‘4 qNeg qPos
2 ELISA L gNeg qPos 02 PCR Sangue £ (Neg (Pos
03 ELISA {__J_ qNeg qPos 03 BOR Sangoe ———
BEIls, S D (Neg (Pos DHERR:Sansue — (Negz (Pos
05 ELISA ! g (Neg (Pos 05 PCR Sangue - e (Neg (Pos
06 ELISA Y " . 06 PCR Sangue ;i q
— Neg (JPos 5 — Neg (FPos
07 ELISA i g - 1 i g q . 07 PCR Sangue I, { q L e
SEES T (Neg qPos = = (qMNeg qPos
01 Teste Ripido ! /___ (Neg qPos
02 Teste Répido 1 gNeg qPos
03 Teste Ripido ! I___ gNeg qPos
04 Teste Ripido ! (Nee qPos
05 Teste Rapido ! J__ (Neg QPos
06 Teste Rapido ff qNeg qPos
07 Teste Répido A 3
(Neg (Fos

Situaciio de Acompanhamento do Contato:

Data ultimo comparecimento: ! ! Data retorno proximo ano: f f
gEm acompanhamento  qObito  gAbandone q Mudou-se

q Adoeceu - PACIENTE ! ! q Adoecen — PACIENTE Co-prevaléncia / !
gAcompanhado de 5 a 7 anos (alta) qNdo comparecen ao acompanhamento anual
Observacio:

Av. Aspirante Mega, 77 — Bairro Jaragua — 38413-018 — Uberlandia-MG
l 'ﬂ % [Fax (034) 3216-7872 [ 3238-1530
Unive: de 2 www.credesh.ufu.br credsh@hc.ufu.br Hospital de Clinicas

Uberlindsa 05/01/2015 de Uberlandia
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APENDICE C - FORMULARIO PARA AVALIACAO NEUROLOGICA SIMPLIFICADA.

™.CREDESH FORMULARIO PARA AVALIAGAO NEUROLOGICA SIMPLIFICADA
Prontuario: Nome: Data Nasc:___ /[
Ocupagéo: Sexo: [ MF[_| Municipio:

Classificagao Operaciorl_IPB /[ ] MBData Inicio PQT: __ /| Data AltaPQT:__ [ |

Queixa principal
Ressecamento (s/n)
Ferida (S/N)

Perfuracio do sepio (S/N

Queixa principal
Fecha olhos s/ forga (mmj)
Fecha olhos ¢/ forga {mm)
Triquiase (SN} / Ecirdpio (S/N})
Madarose =
Diminuigdo Sensibilidade Cornea (S/N)
Opacidade Céornea (S/N)

Catarata (S/N)

Acuidade Visual .

INSPEGAO E AVALIAGAO SENSITIVA — MEMBRO SUPERIOR

A0 | oAl

Garra Movel = GM / Garra rigida = GR / Reabsorgio = B /Ferida= 0/ Calo = A / Ressecamento = =

Queisa principal = _ ]
B ] i ) | ° Sl e SR [N ¢ AT v | - i L giid 1

Ulnar
Mediano
Radial

Radial cutinen

Legenda: N = Normal / E = Espessado / D= Dor/ C=Choque

FORCA MUSCULAR

1" interdsseo dorsal
Abdutor 57 dedos

Lumbrical/interdsseos 4°/5°
dedos

Ulnar

Lumbrical/interosseos 2°/3°
dedos

Mediano
Abdutor curto polegar

Extensor comum dedos

Radial

Extensor radial carpo

Legenda: F=Forte / D=Diminuida / P=Paralisado/ 0=Paralisado/ | =Contragio/2=Mov. parcial:3=Mav. completo/d=Resis. Parcial /5=Forte
5-Normal /3 A 4 = Paresia/ 0 a 2= Paralisia
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FORMULARIO PARA AVALIAGAO NEUROLOGICA SIMPLIFICADA

ST - ' &
Fibular ; ? 7 1

Tibial Posterior . - -
Legenda: N = Normal / E = Espessado / D = Dor / C = Chogue - .

FORGCA MUSCULAR
Fibular: Tibial anterior
Extensor priprio hilux
Extensor comum dedos

Legenda: F-Forte/ D=Diminuida/ P=Paralisado/ 0=Paralisado/ 1 =Contragio/ 2=Mov. parcial/ 3=Mov. completo/ 4=Resiste parcial/
S5=Forte I

CLASSIFICAGAO DO GRAU DE INCAPACIDADE

1* / !
2 ! [
3 ! /
CLASSIFICACAO DO GRAU DE INCAPACIDADE
Diagnoéstico i
/ / ¥
Alta
/ /

LEGERDNA ~ CLASSIFICACAD DO GRAL DE INCAPACIDADE

Forga mescular das palpebras € seasibiladads dh cifnes preservadas Foapn nisculsr dos mdos preservada B Sensibilidade palmar: sete o | Fosga muscular dos gl preservada. B Semsabiidode plamar: senic o

B | & Cooeun dedios 3 & mewna ou acuada visui > 0,1 ou o) 25 (1143} 00 e dn puntn de canena e feroprafics | monofilamerau 2plliis) s o byue b pui de caneth et .
Diminiicae da forcamascuiar dis palelos sem forga ke S0 He visives da forga dos pé s s viiveis
vissveis eou Dimmuigdo ou perda da sersibilidade da cimes: roposs | EAOU apio  da senic o | EAOU ARsraghc da sensiblidade plantar: o swes

] dermrida o msenie s gue do fio demal ou dimines o 2y (il ou e wgue da ponis de cemta esferogrifica manalilamenio 2 i lils) ou o kegue & ponls & canda sferogrifica
piscar
ml] wislvil|els) causadas P“m come: | Deficincials) visheleis) cussdas pol bansoniass, ooy garas, A canadee Do

" lageflalmo; ecemipho; entrdpio: rapuiase; opacidade comecam cestral, | reabsorgio desca, atvolia mescslar. mio cakdn, contratun. feridas renbs0rghs disen, strofia muscelar. pd casile, comtrguea, fridas
ridociclic. wiow Mio coms dedos i omeine ou acualude visual
| ou i, exnclubdas ouiras causas

BMONOEILAMENTOS E REGISTRO DA RESPOSTA
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ANEXO A — PARECER DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
@ UF U UBERLANDIA/MG %ﬁd

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagho ultrassonografica dos nenvos periféricos de pacientes com hanseniase e
contatos domiciliares

Pesquisador: |SABELA MARIA BERNARDES GOULART
Area Temdtica:

Versao: 1

CAAE: 23136419.3.0000 5152

Instituigio Proponente: Faculdade de Medicina
Patrocinador Principal: Financiamenta Prdprio

DADOS DO PARECER

Namero do Pamcer: 3.750979

Apresentacio do Projeto:

Trata-se de um projeto Doutorado do Programa de Pds-graduagio em Ci#éncias da Sadde da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Uberdindia, da aluna Andrea de Marino Luppi, sob a onentagio da
Frofa. Dra. |sabela Maria Bernardes Goulart.

Segundo os pesquisadores:

A hanseniase reprasanta a principal etiologia infecciosa de neuropatia pariféarica em todo o munda. O
comprometimenta neural na hanseniase pode ocomer antes, durante ou mesmao apds o tratamento da
doenga, resultando em incapacidade & mesmo contribuindo com os estigmas e deformidades relaclonados 4
doenga. Em relagdo ao acometimento dos nervos pariféricos, ha uma notria diferenga de apresentagia,
conforme a forma da doenga e também dependente da resposta imunokdgica do individuo. Receniemenie, a
lécnica ullrassonografica de alla resolugdo surgiu como uma nova ferramenta para a avaliagdo da
neuropatia perfénca, pamitindo o estudo do nervo aolongo do seu trajeto de um ponto de vista anatémico,
0 asludo ulirassonografico de alla resolugio é considerado um mélodo eficiente, pratico @ econdmico a,
partanio, mais popular e amplamente acesalvel, Esse fato tem aplicagho clinica especifica na forma neural
primdria, pois pode identificar alteragdes neurals precoces na auséncia de outros sinals cuthneos de

hanseniasa.
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Ohbjetivo;
O objetive geral deste estudo € a avaliagdo ultrassonografica dos nervos periféncos em pacientes com

hanseniase & contatos domiciliares na tentativa de identificar dano neural pracoce,

Méatodao:

Estudo transversal (observacional anal fico) em que serfo convidados a participar do estudo pacientes com
diagndstico de hansenlase € o5 contatos domiciliares de pacientes com hansenlase, acompanhados
regularmanta no Cantro de Referdncia Nacional em Hansaniase e Darmatalogia Sanitaria (CREDESH) & no
Hospital de Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina da Universidade de Uberlindia (UFU). LHilizando
software estatisico para caloulo do tamanho amostral {G*Power 3.1.9.2) serfo necassarios 90 participantes,
sendo 10 paricipantes em cada um dos grupos: doente (dimorfo-dimarfo), doente (dimorfo-tuberculoide ),
doente (dimorfo-virchovianal, doente (virchoviano), doente (lubsrculoie); contato positvo, contato negativo,
reacional e grupo controba, Todos os grupas sardo compostos por individuos de ambos os génaras, com
faixa etdria igual ou maior a 18 anos. Os contatos domiciliares de pacientes com o diagndstico dinico de
hansaniasa ja sfo regularmanta acompanhados no sarvico por palo manos sale anos, anualmanta, quando
580 submetidos a exame flsico, avaliagfo & orientagho por equipe multidisciplinar, exame f(sico
dermatolégico e neurnldgico e eletroneuromiografia. Alm disso, também sho submetidos a exames
sorokigicos em sangue periférico. A coleta de dados serd dividida em duas etapas. A etapa 1, realizada no
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Ubedandia, consistird na realizagio de ultrassonografia
(US) em que participantes da pesquisa serfo submalidos ao exame de ullrassonografia dos nervos
periféricos, O exame ultrassonografico serd realizado por uma neurcradiologista (pesquisadora principal )
com aproximadamente 3 anos de expenéndcia na drea. A mesma ndo terd conhecimento da classificasio
dos participantes em relagio a0s grupos, do resultado da sorologia dos contatos domiciiares e nem das
formas clinicas dos doentes. O protocola de exame de serd direcionado para avaliagho dos seguintes
narvos parifanicos: uinar @ mediano (em cada brago), fibular comum a tibial posterior (em cada pama). Os
nervos periféricos serfo avaliados quanto aos aspectos: ecotextura; drea seccional transversa maxima,
prasarvacio ou parda do padrdo fascicular; presenca ou auséncia de vascularzacio ao estudo power
Doppler, A etapa 2, realizada no ambulatdrio do CREDESH, consistird na avaliagdo retrospectiva dos
prartudrios o que viabllizard a avallagho de dades epidemiclégicos e dinicos, fals coma: sexo; idade; farma
clinica e classificagio oparacional do paciente com hanseniase e do caso indice do contato do paciante com
hansenlase, grau de incapacidade e descnigho dos nervos espessados;
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alteraghes eletroneuramiograficas dos nervos penféncos; presenca & ipo de estada reacional (sa hauver),

Critérios de inclusia:
Os seguintes oritérios serdo adotados para inclusdo dos participantes em cada grnipo de

Valuntanas;

Grupo Cortato Positha:

- sar considerado comunicania de pacienie com diagndstico de hansaniase e aslar am acompanhameanio
pela equipe do CREDESH do HC-UFL

- exame sorokdgico posiliva,

Grupo Contato Megativo;

- &r consiklerado comunicante de paciente com diagndstico de hansenlase & estar em acompanhamenio
pela equipe do CREDESH do HC-UFL,

- gxame sk koo negativo,

Grupo Doanta:

- possuir diagnastico de hanseniase e estar em acompanhamento pela equipe do CREDESH do HC-UFL,
Grupo Contrale

= N&0 possuir diagndstico de hansen(ase,

- N&0 ser considerado comunicante de paciente com diagndstico de hanseniase.

Grupo Reacional:

- possuir diagndstico de hansenlase;

- apresentar diagndsticn de reagho hansénica, durante ou apds o tratamento preconizada.

Critérios de exclusio!

- 0% pacienies que apresantarem outras possiveis etiologias para uma eventual neuropatia periférica, sendo
elag; efilismao crénico, diabetes melitus, tireoideopatia, desnutriclio, neuropatia hereditéria, hepatite B ou C,
HIV, doancas reumataokigicas (ex : artrite reumatdide, Idpus ertematoso sistdmico, Sjogran, sarcakdasa).

= n&o conseguir realizar iodo o exparimento proposio;

- abandono do projeto de pesquisa.
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Anglise Estatistica:

Serd realizada andlise estatistica descritiva dos grupos quanto aocs dados epidemialdgicos e cinkcos. Serd
realizada uma analise qualitativa das saguintes caracteristicas dos parvos estudados: ecotexiura, padrdo
fascicular e vascularizagho ao estudo power Doppler. Além disso, serd realizada uma andlise quantitativa
referante & area seccional transversa maxima dos nervos. Para avaliar as diferengas entre os grupos am
relagio &3 médias ou média da soma dos ranks da drea seccional transversa maxima dos nernvos periféncos
avaliados serd empregado o teste Anova um eriténo (paramétrica) ou teste de Kruskal-Wallis (ndo
paramétrico). Considerando o paciente como proprio controle na pesquisa dos pardmetros citados
anteriomente, quanio 4 assimetia dos nervo penfénicos, poderd ser utilizado 08 testest de Sudent pareado
(paramétrica) ou Wilcoxon (ndo-paramétnco ). Para comparar

proparghes (porcentagem de alteraghes) serfio ulilizado o teste Binomial, Para analisar a magnitude da
associacho entre varidveis eletroneuromiogrificas e area seccional transversa mdxima dos nervos serd
ulilizada a comelacio de Pearson, se distribuicho de dados for paramétrica, ou de Speaman, caso o
conunio de dados seja ndo-paramélrico. Para todas as analises, adotaremos o nivel de significhncia de 5%.

Objetivo da Pesquisa:
Mos emas do projeto

Oibjetiva Primério;
O objetivo geral desle estudo é a avaliagdo ullrassonografica dos nervos periféricos em pacientes com
hansenlase e contatos domiciliares na tentativa de identificar dano neural precoce.

Objetivos Secundarios:
~Objefivo secundério 1: Determinar os nervos mais acomefidos pelo método ultrassonogréfico em pacienias
com hansaniase a contalos domiciliares.

Dbjetivo secunddna 2: Caracterizar as alleragbes neurais observadas pelo método ultrassonografico nesies
grupos da paciantes.
-Objetivo secundario 3 Comelacionar as alteraghes neurais cbservadas pela ultrassonografia com as

detecladas pela eletroneuromiografia nestes grupos de pacientes.

Dbjetivo secunddino 4: Assodiar as achados ultrassonograficos com as vandvets dinlcas (forma
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dlinica do doente e do caso (ndice do confrole e 8 respeciva classificacio operacional) e comelacionar as
vanaveis ulrassonograficas com agquelas epld emioldgicas [(sexa, idade).

Avaliagio dos Riscos e Baneficios:

Mos termas do projeto

Riscos:

Dentre oz exames listados na avallagio retrospectiva dos prontudnos (etapa 1), todos com exceddo da
ultrassonografia (US), ja 80 realizados de rotina nos contalos domiciliares de pacientes com hansanisea
aendidos no servico, independente da realizacho do protocolo de pesquisa proposto neste projeto, Durante
todas as etapas do protocolo de pesquisa, os participantes de pesquisa serdo kentificados por um nimero
para manter sua identidade em sigila com o pesquisador principal, o que estd de acordo com a Resolucho
46612, O US & um método de imagem complementar de facl acesso e de baixe custo, frequentemeante
empragado para a avaliagio dos narvos periféricos. Ares da realizacio do masmo, todos os pardicipanis
serfo onentados sobre os objetivos do exame e a forma de sua realizacho, O protocdo do exame consiste
basicamente nas aquisiches de imagens de farma nao invasiva e sem a necessidade da utilizagho de
radiagio ionizante para a aquisicho das imagens, Caso o paciente refira desconforto durante a realizacho da
ultrassonografia, o exame serd imediatameni interompido e relomado somente apds a autorizagho pelo
pacienta, Akm disso, caso o participante refira quakjuer desconforto, saja ale fisico ou psicoldgico, podera
desistir de participar da pesquisa a qualkjuer mamenta,

Beneficios:

O principal beneficio desta pesquisa ¢ a possibilidade de se identificar dentre as contatos dos pacientes com
diagndstico de hanseniase, os que apresantem eveniuais alteraghes funcionais @ marfoldgicas que sugiram
neurapatia perférica e, consequentements, estigio inicial da infecgho, néo diagnosticada pelas limitagies
dos matodos dinicos habitualmenle disponiveis na imvestigaclo inicial da hanseniase. Dessa forma, essa
pesquiss pode promover um diagndstico precoce dessa neuropatia, proporcionando um tratamerto
adequadeo, evitando ou minimizando as deformidades e incapacidades que contribuam para © estigma da
doanga, além de contribuir para a diminuicio do nisco de contagio da populagio,

Comentirios e Consideractes sobre a Pesquisa:
Vide "Conclusfes ou Pandéncias e Lista de Inadequagbes” adianta,
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Documentos devidamente apresentados.

Conclusfes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgtes:
MN&o foram encontrados dbices éticos no projeto de pesquisa,

D& acardo com as atribuigies dafinidas na Resolugio CNS 46612, o CEP manifesta-sa pela aprovagio do
protocolo de pesquisa proposto.

O protocolo n&o aprasanta problemas de ética nas condulas de pesquisa com saraes humanos, nos imiles
da redagio e da metodologia apresentadas,

Consideragtes Finais a critério do CEP:
Data para entrega de Relatdrio Parcial ao CEF/UFU: outubro de 2020,
Data para entraga de Relatario Final a0 CEF/UFLE abril de 2021,

OBS.: O CEP/UFU LEMERA QUE QUALQUER MUDANCA MO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE ADQ CEP PARA FIMNS DE ANALISE E APROVACAD DA MESMA.

O CEFYUFU lambra que:

a- sagundo a Resoluglo 46612, o pesquisador deverd arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e os
Termos de Consentimento Livre & Esclarecido, assinados pelo Participante da pesquisa,

b- podera, por escolha aleatdria, visilar o pasquisador para conferdncia do relatdrio e documentagio
pertinente ao projeta.

- a aprovacBo do protocolo de pesquisa palo CEF/UFU da-se em decoméncia do atendimanio a Resolucio
CNS 466/12, ndo implicando na qualidade cientfiica do mesma,

Orientagbes a0 pesquisadar

* O Participanie da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a parficipar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sam panalizago alguma e sem prajuizo ao seu cuidado (Res, CNS 48612 ) a
deve receber uma via anginal do Termo de Consentimento Livee & Esclarecido, na Infegra, par ele assinada,
+ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds andlise das razlies da desconfinuidade pelo CEP que o aprovou (Res, CNE 466/12),
aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano ndo
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previsto ao participante da pesquisa ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos
grupos da pesquisa que requeiram ac¢io imediata.
+ O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS 466/12). E papel de o pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagiio ao CEP e &
Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria = ANVISA - junto com seu posicionamento,
* Eventuais modficagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também
4 mesma, junto com o parecer aprobatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res.251/97,

item IIl.2.e).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Siuagho
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS DO_P | 07/10/2019 Acello
do Projeto ROJETO 1395926.pdf 21:0520
TCLE/ Termos de |TERMODECONSENTIMENTOLIVREEE| 07/10/2019 |ISABELA MARIA Aceito
Assentimento / SCLARECIDO.pdf 21:0327 |BERNARDES
Justficativa de GOULART
[ Auséncia = _ =
Projeto Detalhado/ |PROJETODEPESQUISA pdf 04/10/2019 | ISABELA MARIA Aceito
Brochura 00:17:32 |BERNARDES
| Inve stigador : _ GOULART
Outros Ficha_de_coleta_de_dados.xlsx 16/092019 | ISABELA MARIA Aceito

17:12.10 |BERNARDES
_ _ GOULART
Outros Curriculo_Lattes.docx 16/092019 |ISABELA MARIA Aceito
15:5707 |BERNARDES
& = GOULART ___
Declaracho de DECLARACAO_DO_GESTOR_ACADE | 16092019 [ISABELA MARIA Aceito
Instituicio e MICO_DO_HCU_UFU.pdf 15:5024 |BERNARDES
Infraestnutura : : = %.U.I.ART
Declaragho de Termo_de_compromisso_da_equipe_ex| 16092019 |ISABELA MARIA Aceito
Pesquisadores ecutora pdf 15:4703 |BERNARDES
Folha de Rosb Folha_de_Rosto.pdl 160020190 %U'LALABELA MARIA Aceito
15:27:13 |BERNARDES
GOULART
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Situacéodo Parecer:
Apravada

Mecessita Apreciacao da CONEP:
Mo

UBERLANDIA, 08 de Dezembro de 2019

Assinado por:
Karine Rezende de Oliveira
[{Coordenador(al)
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