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Resumo
O estudo epidemiolégico da hanseniase tem siddatoedtdeteccdo do DNA ddycobacterium
leprae em swab nasal e pele, com escassa literatura eguesgeriférico, provavelmente pela
dificuldade de se encontrar o bacilo nesta amoBste é o primeiro trabalho de epidemiologia
molecular que utilizou a PCR em tempo real (qPC&ta mletectar e quantificar o DNA dlé
leprae em sangue periférico de 200 pacientes com harsgem@a826 contatos domiciliares,
associando-0s com os outros parametros clinicadédmais. A gPCR pelo sistema TagMan® foi
realizada com dois conjuntos gemers e sondas, tendo como alvos as regides gendmicas do
antigeno 85B e ML0024 do bacilo. O marcador 858 floéespecifico, pois amplificou DNA de
outros parasitos, enquanto que o novo marcador BH.OBescrito neste trabalho, foi 100%
especifico ao DNA do bacilo, com uma positividage2@% nos pacientes, porém variavel nas
diversas formas clinicas e com significante aumeatguantificacdo da carga bacilar no sangue
de pacientes V em relacédo aos T. Nos contatoseagdet foi de 1,2%. A presenca do DNAMe
leprae em sangue de contatos que desenvolveram a doewelu uma chance 17.22 vezes
maior de adoecer em relagdo aos contatos saditestrBbalho descreveu o marcador ML0024
como o0 mais sensivel e especifico par®l.oleprae e realizou um amplo estudo em sangue
periférico na hanseniase, que pode ter implicagaepidemiologia da doenca. A deteccadide
lepraeno sangue de contatos, considerados portadores salérta para a transmissao sanguinea
do bacilo e para a possibilidade desses individeosm carreadores do bacilo para regides onde
a hanseniase ja foi eliminada.
Palavras-chave: HanseniaselMycobacterium lepraesangue, PCR em tempo real, pacientes,

contatos domiciliares



Abstract
Leprosy epidemiologic studies have been restrictedycobacterium lepra®NA detection in
nasal and bucal swabs with scarce literature onpér@heral blood, probably due to the
difficulty in finding bacilli in this type of sampl We present the first molecular epidemiology
study using real time PCR (QPCR) Mr lepraedetection and quantification on peripheral blood
of 200 leprosy patients and 826 household contastsociating them with others clinical and
laboratorial parameters. The TagMan® gPCR systempeaformed with two groups of primers
and probes, aiming the followinlgl. leprae genomic regions: 85B antigen and ML0024. The
marker 85B presented a low specificity, probablg tlu the unspecific DNA amplification from
other microorganisms, while the new marker MLOOZ&atibed in this study, was 100RA.
leprae specific, with a positivity of 22% in leprosy patits, but variable in the different clinical
forms, and with significant increase in the bacyllibad of lepromatous leprosy patients’ blood
in relation to the tuberculoid form. The detectiarhousehold contacts was 1.2%. The presence
of M. leprae DNA in the blood of contacts that developed leprpsesented an odds ratio of
17.22-fold higher in favor of the disease occureeit relation to the healthy contacts. The
present study describes the ML0024 as the mositisersnd specific marker fdvl. lepraeDNA
detection, and it is the largest molecular epidéogic study in the peripheral blood of leprosy
patients and their contacts, with profound implma on the disease management. The
leprae detection on the blood of contacts has imposedal@nt for the possible bacilli
transmission through the blood and the probabdityhese healthy carriers in transmitting the
bacilli to populations of regions where leprosy basn eliminated.

Key words: Leprosy,Mycobacterium lepraeblood, real time PCRI, patient, household costact
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1. Introducéo

1.1. Indicadores

A hanseniase é considerada um problema de saudieap@én muitos paises em
desenvolvimento. A incidéncia mundial da hansenisgg® diminuindo progressivamente
desde 2001 (> 763.000 casos) até 2007 (254.525)casm prevaléncia de 212.802 casos no
inicio de 2008, data em que paises como MocamiegBepublica Democratica do Congo
conseguiram eliminar a hanseniase. A eliminacadodmca foi definida pela Organizacédo
Mundial da Saude (OMS) como prevaléncia menor quecaso em cada 10.000 habitantes
(WHO, 2008).

O “Plano Estratégico da Organizacdo Mundial de 8apdra Eliminacdo da
Hanseniase 2000-2005” e o plano complementar ‘tegieaGlobal para Aliviar a Carga da
Hanseniase e Manter as Atividades de Controle,-20@6", que tiveram como estratégias
assegurar as atividades de controle e morbidadbadaeniase por meio do diagndstico
precoce, tratamento com a poliquimioterapia (PQdgpnselhamento aos pacientes e
familiares, educacdo da comunidade e prevencaoncepacidades e reabilitacdo, vem
surtindo efeito lentamente, apesar da implementdeétes planos nao ser efetiva em muitos
paises endémicos (WHO, 2005).

Em relacdo a incidéncia e prevaléncia da doencBrasil, 0 pais ocupa o segundo
lugar no mundo, com incidéncia de 39.125 casosA%2000.000 habitantes) em 2007, e
prevaléncia de 45.847 (2,4/10.000 habitantes) fmoime 2008 (WHO, 2008). Uma analise
comparativa entre os anos de 2001 e 2007 revelducde da incidéncia (por 100.000
habitantes) em todas as regides do pais, registra#h@5 casos na regido Norte; 31,53 no
Nordeste; 40,65 no Centro-Oeste; 6,45 no Sul e A¢/Sudeste. A hanseniase apresenta
tendéncia de estabilizacdo dos coeficientes degideno Brasil, mas ainda em patamares

muito altos nas regides Norte, Centro-Oeste e NtedBRASIL, 2008).
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A endemicidade da doenca depende de condicOes afaisr a existéncia e
sobrevivéncia do patégeno, além de outros fatargsigos a transmisséo e evolucédo clinica
da hanseniase. Em nivel global e regional, obs®vgue algumas das areas de maior
endemicidade coincidem com as areas de maior plerexs grupos socialmente excluidos
sdo os mais acometidos (BRASIL, 2008). Dados d& 28@elaram que apenas as regides Sul
e Sudeste apresentam prevaléncia menor do que smnpca 10.000 habitantes, o que se
tornou objetivo para todos os municipios no Plaagidhal para Eliminacdo da Hanseniase
em nivel municipal 2006-2010 (BRASIL, 2006).

Dados da Coordenacéao Estadual de Dermatologiad8anite Minas Gerais / SE —
SINAN (2008) mostram que Minas Gerais apresentoufireal de 2008, registro ativo de
doentes de 3.100 casos, com taxa de prevaléncigb@8£.0.000 habitantes. No mesmo ano,
foram detectados 1.751 casos novos e a taxa decdetdoi 0,88/10.000. Em 2008, o
municipio de Uberlandia registrou prevaléncia dé ddsos, sendo 61 casos novos, e as taxas
de prevaléncia e deteccdo por 10.000 habitantemfd?,26 e 0,98 respectivamente.

Dois indicadores epidemiolégicos tém sido propogiagm avaliar a tendéncia da
endemia hansénica: coeficiente de deteccdo de cemas em menores de 15 anos, e
percentual de casos com grau de incapacidade Zagoddtico. Em se tratando de uma
doenca de periodo de incubacgéo longo, a reducdetdecdo de casos novos em menores de
15 anos é um dos primeiros resultados da desac@&teda transmissdo da hanseniase, uma
vez que menores de 15 anos indicam transmissaateed®s casos com incapacidade no
diagnostico revelam o diagnostico tardio e exiggme prevaléncia oculta na populacao
(BRASIL, 2008). No Brasil ainda sao detectados @.€&8s0s novos em menores de 15 anos e

9,5% de casos com incapacidade grau 2 (SINAN, 2008)
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1.2. Imunopatologia

A hanseniase € uma doenca complexa causaddpétprae um bacilo alcool-acido
resistente (BAAR), que tem tropismo pelas células Sthwann dos nervos periféricos
superficiais e células do sistema fagocitico moolmaw da pele, locais onde a temperatura
varia de 30 a 35°C, favorecendo a reproducéo ditob@tARBOE, 1985; REES, 1985). E
uma doenca espectral, com varias formas clinieggsertlendo do estado imunopatologico do
paciente, sendo duas formas polares, tubercul®dde Yirchowiana (V), e um grupo instavel
dimorfo, com trés subgrupos: dimorfo-tubercul6i@d), dimorfo-dimorfo (DD) e dimorfo-
virchowiano (DV) (Figura 1).
+ Virchowiana

+ Dimorfa-virchowiana

+ Dimorfa-dimoifa

T

| evolucao clinica | l progressao dadoenca

« Dimorfa-tuberculoide

Inf - | Hansenise Hansenise
nreccao pelo [
M leprae subclinica Indeterminada (I}

ou + Tuberculdide

fimda infeccao

sem sintomas

| E@lﬂ

Figura 1. Infeccdo pelMycobacterium lepraee formas clinicas da Hanseniase, de acordo
com o espectro clinico definido por Ridley & Joplifl966). (Adaptado de

HARBOE, 1985).

Para fins de tratamento, as formas clinicas pesteas ao polo T (T e DT) foram
designadas de paucibacilares (PB), pois apreseptarcos bacilos nas lesdes, e as mais
baciliferas, da forma intermediaria DD as formaggmeentes ao polo V (DV e V), foram
denominadas multibacilares (MB) (WHO, 1988b pdlo T ocorrem poucas lesdes de pele e
nervos bem delimitadas, geralmente com perda de semisit#, predominando baixa

resposta humoral e vigorosa resposta imune celalagual reduz progressivamente em
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direcdo ao pélo V, associada com 0 aumento na tegkar, mais lesdes na pele e nervos, e

maiores titulacdes de anticorpos (RIDLEY & JOPLINI®6E6) (Figura 2).

T DT DD DV Vv
Figura 2. Espectro clinico da hanseniase: a imdeidzelular (IC), avaliada pelo teste
intradérmico de Mitsuda, é inversamente propordianzarga bacilar, medida pelo

indice baciloscopico (IB). (Adaptado de GOULARTQ2)

Alguns pacientes com hanseniase ainda sofrem camagpés imunoldgicas que
interrompem a evolugdo crbnica da doenca. Sao dipsdeacionais conhecidos como
reacOes hansénicas que podem ser do tipo 1 (R&sé&wsa - RR) ou do tipo 2 (Eritema
Nodoso Hansénico - ENH). A reacgédo tipo 1 ocorréngmalmente, nas formas dimorfas
instaveis da doenca e € caracterizada por epis@fiosios de aumento da atividade
inflamatoria na pele e nervos, provavelmente deaiddteracdes na imunidade mediada por
células. As reag0fes tipo 2 costumam ocorrer emreptes DV e V e refletem complicagbes
imunoldgicas mais graves, provavelmente devidaradgao aumentada de imuno-complexos
e sua deposi¢cdo nos espacos teciduais, vasos seng el linfaticofGOULART et al., 2002;

FOSS, 2003; MOHANTY, 2004).
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1.3. Transmissao

Os mecanismos de transmisséo do bacilo ainda méoosdpletamente esclarecidos.
Sugere-se que as vias aereas superiores (muceda rasfaringe) sejam as principais portas
de entrada e saida do bacilo no organismo, vista@ygande quantidade d& lepraetem sido
encontrada na mucosa nasal, comprovada pela deteded DNA especifico desta
micobactéria, e pelo fato do parasito ndo ser dremm na superficie da pele sem leséo
(NOORDEEN, 1985; PATROCINIO et al., 2005). Algungaes admitem a possibilidade de
transmissdo por contato com pele lesionada, poestdg ou por picada de inseto
(NOORDEEN, 1985).

Provavelmente, os pacientes multibacilares (MB) matados sdo a maior fonte de
transmissao d&l. leprae No entanto, em muitas areas, o numero de pasidhBeé muito
pequeno e poderia ndo representar a Unica fonteafdecdo do bacilo (ILA, 2002a).
Atualmente, discute-se a possibilidade de que néwste os doentes de hanseniase liberem
bacilos, mas também seus contatos sadios portaderes lepraena mucosa nasal como
encontrado em pesquisas cawabs nasais (CARDOSO, 2006, HATTA et al., 1995,
RAMAPRASAD et al.,, 1997) e com biépsias de conchasah de comunicantes
(PATROCINIO et al., 2005).

A transmissdo sanguinea do bacilo ainda néo fobdstrada na literatura. Entretanto,

a colonizacdo poM. lepraeem células endoteliais, epineurais e endoneusdis\p. leprae

em bidpsias de tecido de tatu infectado e de p@saom hanseniase sugere a passagem do
bacilo pelos vasos sanguineos e linfaticos (SCOLDAR al., 1999; RYAN et al., 2001).
Além disso, tem sido relatado o desenvolvimentdhaeseniase em pacientes submetidos a

transfusdes apds receberem transplante de orgétis € al., 2005).
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1.4. Diagnoéstico

N&o existe padrédo ouro para o diagnostico da héasenO diagnostico € baseado na
apresentacdo de um dos trés principais sinais @ ®manchas avermelhadas ou
hipopigmentadas com perda de sensibilidade, troneogsos espessados e presencisl.de
leprag que € um bacilo alcool-acido resistente (BAAR),asfregaco dérmico ou em amostra
de biépsia de lesédo de pele (WHO, 2000).

O resultado da baciloscopia, realizada com colora@giZiehl Neelsen, € importante
para identificar os pacientes de maior carga bragiteom maior risco de recidivas. No exame
histopatoldgico, sdo necessarios no minimo 10.@@0ds por grama de tecido para que a
deteccao pela coloracdo de BAAR seja confiavel (SAED & McRAE, 1968). Este exame
apresenta baixa sensibilidade, principalmente ecieptes com caracteristicas tuberculoides
da doenca, na qual os bacilos sdo raros ou aug&HAJ 1A, 1993; ILA, 2002b).

Testes imunolégicos e moleculares sdo cada vez otdisados como metodos
alternativos de diagnostico e estudo da infeccdoim@nidade humoral, avaliada pela
titulacdo de anticorpos anti-glicolipideo fendlitqanti-PGL-1) deM. leprae € diretamente
proporcional ao indice baciloscopico (IB) encontrah pele e no esfregaco dérmico; e a
imunidade celular, avaliada pelo teste intradérrdiedlitsuda, é inversamente proporcional a
carga bacilar (HARBOE, 1985).

Os exames sorologicos, ensaio imunoenzimatico (LK teste do Fluxo Lateral
(ML-Flow), ambos baseados na detecgcao de anticdgMsanti-PGL-1, demonstram que a
presenca desses anticorpos € diretamente propakéadntensidade de exposi¢cdo ao bacilo.
Dessa forma, a titulagdo de anticorpos anti-PGLriaédr em pacientes multibacilares (MB)
e menor entre os paucibacilares (PB) (BUHRER-SEKUitAal., 2003; DOUGLAS et al.,
2004; PARKASH et al., 2007; LOBATO et al., 20090rém nao representa todas as

infec¢cBes, pois pacientes PB podem ndo apresesposta humoral detectavel. Além disso,
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tem sido demonstrado que cerca de 10% dos contidogacientes com hanseniase
apresentam anticorpos anti-PGL-1 no sangue e aesiividade representa um risco de
aproximadamente 6 (seis) vezes para o desenvoltoma#a doenca (GOULART et al.,
2008a).

O teste de Mitsuda baseia-se na reatividade demtach injecdo intradérmica com
lepromina, uma suspensdo de baciles leprae mortos pelo calor. A reacdo de
hipersensibilidade tardia a presenca do antigenedida em aproximadamente 4 (quatro)
semanas e reflete a inducdo da resposta imunacélehte ad\V. leprae manifestada pela
formacdo de um granuloma celular epitelial orgatoz€HARBOE, 1885). Geralmente, o
teste de Mitsuda positivo é observado entre oseptas do polo T e € sempre negativo entre
os V. A reatividade a lepromina possui quase nenvalor de diagndstico, mas estabelece o
perfil imunolégico do individuo frente ad. leprae e portanto, possui valor de prognostico
(HASTINGS et al., 1988), conferindo, entre os ctoggositivos, uma protecdo de mais de 6
(seis) vezes em relacdo aqueles que tem o tesutivie@GOULART et al., 2008a)

Em virtude da dificuldade de encontraf. leprae por meio de métodos
histopatolégicos nas fases iniciais da doenca,agdeem Cadeia da Polimerase (PCR) tem
sido utilizada com sucesso na deteccdo de baciksemes em pequenas quantidades nos
tecidos (DONOGHUE et al.,2001) para diagnésticos e, também, para estudos
epidemioldgicos da hanseniase (KRAMME et al., 2@HAE et al., 2002; DONOGHUE et
al., 2001; JAMIL et al., 1993; KLATSER et al., 19FATTYN et al., 1993; SANTOS et al.,
2001; WILLIAMS et al., 1992).

Alguns trabalhos tém mostrado boas perspectivasretagdo a detecgdo do DNA de
M. lepraeem varias amostras (sangseabsbucal e nasal, pele, concha nasal) de pacientes
com hanseniase devido a maior sensibilidade e ifisjierle desta técnica comparada as

técnicas convencionais de baciloscopia (DE WITl.etl891; FIALLO et al., 1992; DE WIT
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et al., 1993; YOON et al., 1993; WICHITWECHKARN &f, 1995; SANTOS et al., 2001,
ALMEIDA et al., 2004; PATROCINIO et al., 2005; GOBRT et al., 2007).

Na tentativa de encontrpgrimerspara a deteccao dé. lepraepor meio de PCR, que
sejam referéncia para os servicos de saude de aodoundo, varias sequéncias de
nucleotideos tem sido utilizadaais como sequéncias de DNA que codificam os ambigyé8
kDa (WILLIAMS et al., 1990), 36 kDa (HARTSKEERL eat., 1989), 65 kDa (PLIKAYTIS
et al., 1990), e as sequéncias repetitivaMdéeprae(WOODS & COLE, 1989) ou de RNA
ribossdmico (MISRA et al., 1995). Trabalhos recergacontraram qugrimers cujos alvos
sdo fragmentos pequenos da regido repetitiva RLAEPnsais sensiveis e especificos em
relacdo aos fragmentos maiores desta mesma régfddl(ART et al., 2007) e da regido do
antigeno de 18 kDa do genomaMoleprae(KRAMME et al., 2004).

A PCR em tempo real (qQPCR), na qual a deteccdoNila ® baseada na medida da
fluorescéncia liberada por uma sonda especifiga, nevelado melhores sensibilidades e
especificidade no diagnéstico de varios parasfossibilitando a quantificacdo de DNA da
carga bacteriana presente na amostra clinica (RONBt al., 2003, TAKAHASHI &
NAKAYAMA, 2006). No entanto, poucos trabalhos tetilizado esta técnica para deteccéo
de M. leprae (KRAMME et al., 2004; SHAMSI et al., 2006; MARTINEet al., 2006;
TRUMAN et al.,, 2008; RUDEEANEKSIN et al., 2008),iqzipalmente na aplicagcdo em
estudos epidemioldgicos.

Os trabalhos envolvendo a qPCR para deteccad.depraerealizaram esta técnica
em amostras de biépsia de lesdo de pele, onde exasor possibilidade de encontrar o bacilo
devido ao seu tropismo por regides mais frias (KRMMet al., 2004, MARTINEZ et al.,
2006, RUDEEANEKSIN et al., 2008, SHAMSI et al., 300

N&o h& trabalhos sobre a deteccdo do DNAMieleprae por qPCR em sangue

periférico, representando uma lacuna no conhecovssiire o comportamento do bacilo apés
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a invasao da mucosa nasal de doente e de cor@atnétodo de migracao dd. lepraeaté o
sistema nervoso periférico ainda é desconheciddMBAKKANA, 2000). Provavelmente, a
presenca d&l. lepraeem amostras de sangue periférico indicaria umeaped sequéncia da
infeccdo apOs sua passagem pela concha nasal, deswito em trabalho anterior
(PATROCINIO, 2005).

Visto que oM. lepraeé um parasito intracelular obrigatorio de céldasSchwann e
do sistema fagocitico mononuclear, e considerapd@smeia-vida curta das células
fagociticas do sangue periférico, é provavel gaenplificacdo e a quantificacdo do DNA de
bacilos em amostra de sangue sejam correspondantggantidade de bacilos vivos
circulantes. Dessa forma, a deteccdo do DNA ndpsede amostra demonstraria a real
infeccdo com bacilos viaveis. Isso poderia levadacdo de novas medidas complementares
de intervencdes para o controle da hanseniaseacadilizacdo da quimioprofilaxia de grupos
de risco, como tem sido proposto na literatura AYIBKUMARAN et al., 2000; GOULART

et al., 2008a), além de evidenciar a possibilidil&ransmissao sanguineaMeeprae
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1. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo avaliar o usgdmerse sondas para quantificacao
de DNA deMycobacterium lepragor PCR em tempo real (qQPCR) pela deteccéo damngas
do bacilo em amostras de sangue periférico de masiecom hanseniase e de contatos
domiciliares, atendidos no Centro de Referénciaidvat em Hanseniase e Dermatologia
Sanitaria — Hospital das Clinicas — Universidadedef@ de Uberlandia/MG, Brasil

(CREDESH/HC/UFU).

2.2. Objetivos Especificos

. Padronizar a técnica da qPCR para deteccao e ficegdo do DNA deM. lepraeem
amostras de sangue de pacientes com hanseniasemates domiciliares;

. Relacionar os resultados do teste intradérmico deuli, teste ELISA anti-PGL-1,
indice baciloscopico (IB) de esfregaco dérmico @psia de lesdo de pele, e PCR
convencional de leséo de pele e esfregaco dérmivoacqgPCR em sangue de pacientes
com hanseniase;

. Relacionar os resultados do teste intradérmico deulla e teste ELISA anti-PGL-1
com a gPCR em sangue de contatos;

. Avaliar a viabilidade da gPCR em sangue perifédommo método de definicdo de

portador sadio e casos subclinicos entre os ceandigt@acientes de hanseniase.
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3. Material e Métodos

Este estudo foi realizado em amostra de sanguiéipesi de pacientes com hanseniase
e de contatos domiciliares atendidos pelo CREDE&HMU. O protocolo foi aprovado sob
0 parecer 499/08 pelo Comité de Etica em PesquisaJBU (Anexo |) e todos os

participantes da pesquisa assinaram um termo dgectmento livre e esclarecido (Anexo

.

3.1. Amostras e sujeitos do estudo

Foram coletados 4 ml de sangue periférico de 2@&pes com hanseniase, virgens
de tratamento, e de 826 contatos de pacientes aosehiase. Aliquotas de sangue periférico
de 19 recém-nascidos, que foi coletado para reakizde outros exames, foram utilizadas nos
testes de especificidade.

Os pacientes foram diagnosticados e classificadofoemas clinicas (FC) de acordo
com a classificacdo de Ridley e Jopling (1966). lassificacdo operacional (CO) em

paucibacilar (PB) e multibacilar (MB) foi feita @afins de tratamento (77) (Tabela 1).

Tabela 1.Classificagdo Operacional, Forma Clinica e Gédersopacientes com hanseniase.

Classificacao Total Género
operacional e Pacientes F M
Forma clinica N (%) N (%) N (%)
paucibacilar 69 (34,5) 37 (18,5 32(16,0)
T 25 11 14
DT 44 26 18
multibacilar 131 (65,5) 46 (23,0) 85 (42,5)
DT 34 15 19
DD 34 13 21
DV 30 10 20
\Y 33 8 25

Total 200 (100,0) 83 (41,5) 117 (58,5)
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O CREDESH/HC/UFU tem como critério realizar tediasiloscopicos, sorologicos e
moleculares para a correta classificacdo e tratmmdas pacientes. Para tanto, foram
realizados os testes de Mitsuda, indice bacilosoof)B) de esfregaco dérmico e da biopsia
de leséo de pele, além de ELISA anti-PGL-1 e PQRa@acional do esfregaco dérmico e da
bidpsia lesdo de pele.

Para o teste de Mitsuda, a reacéo foi descritaadlasea medida em milimetros (mm)
do diametro da papula: negativa - entre 0 a 3 matamente positiva - com 4 a 7 mm,;
positiva forte - com 8 a 10 mrfprtemente positiva - nddulo maior que 10 mm dengiio
ou de qualquer tamanho, com ulceracao (JOPLING &DKAOGALL, 1991). Os resultados
do IB do esfregaco dérmico e da bidpsia de lesguetieforam registrados de acordo com a
Escala Logaritmica de Ridley (1990), que variaet® £0) a seis (6). Para o teste ELISA anti-
PGL-1, foi realizado o método do ELISA indiretoilimando-se protocolo padronizado por
nosso grupo de pesquisa (LOBATO et al., 2008), sene o indice ELISA (IE) maior ou
igual a 1.1 foi considerado positivo. A extracaddd¢A do esfregaco dérmico e da bidpsia de
leséo de pele foi realizada conforme Patrocinal.§2005). As reacdes de PCR convencional
amplificaram um fragmento de 130 pares de basep dpbregido RLEP3 dd/. leprae
utilizando-seprimersdescritos por Goulart et al. (2007).

Os contatos domiciliares foram divididos de acotdm a FC e CO do caso indice
(Tabela 2). Todos os contatos apresentaram exaimieockdermato-neurolégico normal e

realizaram testes de Mitsuda e ELISA anti-PGL-1.

Tabela 2. Classificagdo Operacional e Género dos contatasal@res de pacientes com

hanseniase.
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e . Total Género
Classificagédo operacional do

o Contatos F M
caso indice dos contatos

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

paucibacilar 182 (22,0) 88 (19,8) 94 (24,7)
multibacilar 644 (78,0) 357 (80,2) 287 (75,3)
Total 826 (100,0) 445 (53,7) 381 (46,3)

Para a extracdo do DNA de sangue periférico, uiqaath de 500 ul de sangue total
coletado em tubogacutaine® contendo EDTA foi colocada em tubo estéril del2Areste
foi adicionado 250 pl de Tris-HCL (1 M, pH 8,0) elpl de fenol (tamponado em Tris-HCI
1M, pH 8,0). Os tubos foram homogeneizados e dexagm repouso por 5 minutos.
Centrifugaram-se as amostras a 7280 g por 10 nanéteseguir, 700 pul do sobrenadante
foram transferidos para tubos estéreis aos queasnfadicionados 700 pl de etanol absoluto
gelado. Na sequéncia, as amostras foram centribsgad 14270 g por 15 minutos e o
sobrenadante foi descartado. Adicionou-se 1 mitaeok 75% e, novamente, os tubos foram
centrifugados por mais 10 minutos a velocidade 427Q g. Enfim, o sobrenadante foi
descartado deixando o precipitado secar. Aposageat, os precipitados foram diluidos em

50 ul de agua ultra pura e armazenados a — 20°C.

3.2. PCR em tempo real (QPCR)

A qualidade do DNA é um dos determinantes mais rtaptes para a confiabilidade e
reprodutibilidade da gPCR (BAR et al., 2003), poita para avaliar a qualidade do DNA
extraido das amostras de sangue, foi selecionadopaimde primers (forward: 5 -
GACCTGACTCTGTGTGTGTGTACG- 3 e averse S -
TTCTGTGCCTCCCAAGTTAGC- 3) que amplifica um fragmento de 12 do gene
constitutivo humano NRAMP1nétural resistance associated macrophage protéinAk
reacdes de gPCR, com volume final de 12,5 ul, faraiuidos 2 ul do DNA extraido das

amostras de sangue. Foi utilizado o reag8MBR® Green PCR Master MiX) (Applied
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Biosystemys contendoSYBR® Green DyeAmpliTag Gold® DNA Polymerasa@NTPs,
referéncia passivdkox tampao com componentes otimizados e 200 nM da pecher
(forward e reversg. As reacbes foram processadas no equipamento 3@BIfApplied
Biosystem)scom o seguinte programa: 50°C por 2 min, 95°Cl@amin, 40 ciclos a 95°C por
15 s e 60°C por 1 min. A fluorescéncia foi mediclalo a ciclo, resultando em uma curva
sigmoidal, caso houvesse amplificacdo do gene itwingh. AS amostras que apresentaram
amplificacdo adequada, analisando-se a curva défigag@io e a curva de dissociacdo, foram
incluidas nas reacOes para deteccail deprae

Para qualificar e quantificar as amostras quanpredenca do DNA d&l. leprae
foram desenhados dois pares mlemers (ML0O024 e 85B) e duas sondas marcadas 5’
TAMRA e 3 FAM. O primeiro par de primers ML0024-1
(ACCGGAGCTTGGGAATACACT) e ML0024-2 (TCATCTCCTGCACGIIA), amplifica
um fragmento de 68 pb do gene ML0024Mideprae(N° de acesso GeneBank: AL583917).
Este gene consta de 252 pb (29775 — 30026) quéocamdiuma proteina de 83 aminoacidos
(aa) cuja funcdo € desconhecida. O segundo, 85BAGTTCCTCGGCCCTAATAC) e
85B-2 (CGACAACGAGCCAGCATAGA), amplifica uma regiage 67 pb do gene 85B,
componente do gene 85B (N° de acesso GeneBank:34H0que codifica um complexo
antigénico presente na parede celulaMdteprae Esseprimersforam desenhados com base
no trabalho com qPCR de Martinez et al. (2006), ajuelificaram outro fragmento do gene
85B, encontrando alta especificidade e sensibiéidad

Os primers e as sondas fluorescentes (MLO024-3:
CACATAGGGTCCAGTCGTGCCGC e 85B-3: GGCAGCTTATCACCCCEBBAGTTC)
foram desenhados utilizando-se software Primer Expre&s (Applied Biosystems As
reacfes de gPCR, com volume final de 25,0 ul, forasfuidos 2 pl do DNA extraido das

amostras de sangue. As reacOes foram realizaddsi@iata para cada amostra. Utilizou-se
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o reagenteTagMan® Universal PCR Master Mig2X) (Applied Biosystems incluindo
AmpliTaq Gold® DNA PolymerasedNTPs referéncia passiva e tampao com componentes
otimizados, 200 nM de cada primévr(vard ereversg¢ e 100nM de sonda. As reacdes foram
processadas no mesmo equipamento e programa dailipara amplificacdo do gene
endogeno NRAMP1. A andlise da fluorescéncia foiliagta pelo software SDS System
(Applied Biosystems Caso houvesse presenca do DNAMieleprae na amostra, a sonda
marcada seria clivada durante a amplificacdo, geram sinal fluorescente, representado por
uma curva sigmoidal.

Foram consideradas positivas as amostras cujascalasl atingiram ahreshold
limiar ajustado na regido associada ao crescimexpponencial dos produtos da gPCR. Os
resultados positivos foram obtidos de acordo cormrimeiro ciclo de amplificacdo que
produzisse um sinal de fluorescéncia detectavetsegay ocicle thresholdCt), que é definido

como o ciclo da gPCR no qual a fluorescéncia atiiteeshold.

3.2.1. Quantificacdo absoluta

Para quantificar os produtos da gPCR, foi consdruicha curva padrdao a partir da
clonagem dos fragmentos amplificados de 68 pb (MU)@ 67 pb (85B) do genoma db
leprae utilizando-se o kitTA Cloning® (Invitrogen, San Diego, CA). ApGs a extragdo
plasmidial, os produtos obtidos foram sequenciap@as confirmar se as sequéncias clonadas
eram realmente os fragmentos de 68 pb e 67 pb mangedoM. leprae e em seguida, 0s
produtos foram linearizados utilizando-se a enzApa | (Invitrogen) e quantificados em
espectrofotdmetro a 260 nm. A partir desta quaafifio inicial, foi possivel obter o nimero
de copias por microlitro dos plasmideos linearizaddilizando-se a seguinte férmula de Yin
et al. (2001), na qual C = 5 x 1@/ml e MW = peso molecular do produto de PCR @de

base x 6,58 x f®):
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Coépias/mL = 6,023 x 16° x C x ODyg
MW

Foram realizadas diluicdes seriadas de razdo 0 100 1¢, 10° cépias do DNA de
M. leprae por reacao) para construcdo das curvas padraemefe a cada par geimers
utilizado. Essas diluicdes foram aliquotadas e aemadas a -80°C para utilizacdo em
duplicata em todas as placas para deteccdo de NBadilo. Para cada curva padrao, o
softwareSDS 7300 Applied Biosystemgrocurou o melhor ajuste entre os pontos, calcalo
regressao linear e forneceu o R&lape(inclinacdo da curva) e pintercept.O R2 mede o
quao proximo € o ajuste entre a regressao lineanida padrao e os valores individuaisGte
das amostras padrdo (um valor de 1 indica um apesteito entre a regressao linear e os
dados individuais). Qlopeindica a eficiéncia de amplificacdo para o ensaiuo yalor de -
3,32 representa eficiéncia de 100%), y-iaterceptindica o valor esperado d& para uma
amostra com quantidade 1. Utilizando-sdapepode se calcular a eficiéncia de cada reacéao,
por meio da féormula; E = 185°P¢)1 (APPLIED BIOSYSTEMS, 2006).

A quantificacdo do numero de copias do DNAMelepraefornecida pelo software
era referente a 2 ul de DNA extraido. Assim, patautar o nimero de cépias bk leprae
por ml de sangue, o valor dado pelo software fdtiplicado por 50 (primeiro multiplicou-se
por 25, pois os 2 ul do DNA colocado na reacaousda aliquota do DNA total extraido, que
foi diluido em 50 pl de agua; em seguida, multqalikse por 2 para ter a quantificacdo em 1
ml de sangue, visto que a extracdo do DNA foi zedl a partir de 500 pl de sangue).

Em cada placa, a curva padrdo foi considerada traterpositivo da reacéo, e o

controle negativo, feito em duplicata, foi o mixréacdo sem a presenca de DNA.

3.2.2. Teste de especificidade
Foi avaliada a especificidade de dois paregprimers ML0024 e 85B, com suas

respectivas sondas. A especificidade foi deternainagtando-se DNA extraido de cultura de
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6 (seis) parasitosMycobacterium gordonaeM. fortuitum M. avium M. tuberculosis
Plasmodium falciparumParacoccidioides braziliensise/ou de 5 (cinco) amostras positivas
de pacientes M. leprae Plasmodium vivax Leishmania braziliensjsL. amazonensjs
Trypanosoma cruyialém do DNA genémico humano, extraido de 19 am®ssle sangue de
recém-nascidos, considerando quéVioleprae ndo passa pela barreira placentaria e que
recém-nascidos ainda néo foram expostoMateprae O DNA extraido das culturas e das

amostras foi submetido a gPCR com os dois conjudgpsimerse sondas.

3.2.3. Teste de sensibilidade

Para se determinar a sensibilidade do teste, foemlizadas diluicbes seriadas na
razdo 4 a partir do ponto *66pias do DNA dé/. lepraeda curva padréo. A partir do ponto
de 62,5 copias, foram realizadas diluicbes seriadasazado 2. Apos a qPCR, realizada com
duplicata para cada diluicao, foi feita a analiae durvas de amplificacdo para se estabelecer

o limite confiavel de deteccgéo, no qual a amplf&adas duplicatas deveria ser semelhante.

3.3. Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados utilizasslosoftwareBioEstat (verséo 5.0;
[http://www.mamiraua.org.br]). Para todos os te$tesaceito um erro do tipo | de 5% (p <
0,05 foi considerada como estatisticamente sigmiti).

O teste Kappa foi aplicado para avaliar os resaftate concordancia entre a qPCR
ML0O024 e os demais exames. Quanto aos valores gpak@), observou-se: < 0,01-0,20
(sem concordancia), 0,21-0,40 (concordancia degrel,21-0,60 (concordancia regular),
0,41-0,80 (concordancia boa), 0,81-0,92 (concondamuito boa), 0,93-1,0 (concordancia

excelente) (DAWSON et al., 2001).
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Para comparar os resultados dos exames aplicados @ grupos: pacientes e
contatos, PB e MB, e entre as formas clinicas dadrdase foi empregado o teste de Mann-
Whitney.

O teste de Correlacdo Linear de Pearson foi utitizeara se verificar qual o nivel de
correlacéo entre a gPCR ML0024 e os demais examabsados nos pacientes e nos contatos.

O Odds-Ratiofoi aplicado com a finalidade de associar a podade da qPCR
MLO024 entre os contatos domiciliares inicialmerdgadios e o desenvolvimento da

hanseniase dentro deste grupo de comunicantes.
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4. Resultados

4.1. Caracterizacao clinica e imunologica dos paciees e contatos

Dentre os 200 pacientes selecionados, houve predood género masculino (58,5%
- 117/200) e a média de idade foi 48+15,9 anodando de 4 a 83 anos. A maioria dos
pacientes eram MB [65.5% (131/200)], sendo 34 @#®,8a forma clinica DT, 34 (26,0%)
DD, 30 (22,9%) DV e 33 (25,2%) V, e dentre os 66igriates com hanseniase PB (35%), 25
(36,2%) eram T e 44 (63,8%) DT.

A imunidade celular dos pacientes, avaliada peltetde Mitsuda, apresentou valores
meédios decrescentes do polo T (10,4 mm) até o W¢md mm), com média de 0,5 mm entre
pacientes DD. A positividade do IB do esfregacardén [49.0% (94/192)], IB da bidpsia de
lesdo de pele [64,9% (126/194)], ELISA anti-PGL&EB,B% (125/196)], e das PCRs do
esfregaco dérmico [57,1% (100/175)] e da bidpsialed@o de pele [59,8% (116/194)],
apresentou o mesmo perfil por forma clinica, cofores progressivamente maiores do pélo
T em dire¢éo ao polo V.

Dentre os 826 contatos domiciliares, a média ddeidai 28+19,3 anos, e predominou
individuos do género feminino, 53,9% (445/826). Aionia eram contatos de pacientes MB
[78,0% (644/826)] da forma clinica V [32,6% (2101314

A média dos valores do teste de Mitsuda foi 7,4x8M, e a maioria dos contatos
(90,4%) foram Mitsuda positive>(4 mm). A média do IE entre os contatos foi 0,8B28, e
81,5% tiveram IE negativo. Nao foram observadasrelifcas estatisticas significativas para

ambos os testes entre contatos de pacientes PRatasode MB (p>0,05).



31

4.2. Teste de especificidade

N&o foi observada qualquer amplificacdo com o aaojuleprimerse sonda ML0024
(gPCR ML0024), sendo para amostra com DNAVddeprae Para o conjunto derimerse
sonda 85B, foi observada amplificacéo para a reegdoDNA deM. lepraee M. fortuitum
Leishmania amazonensis. braziliensis P. falciparume com 31% (6/19) das amostras de

DNA extraido de sangue de recém-nascidos (Tabela 3)

Tabela 3 Teste de especificidade da gqPCR com o conjunpwideersML0024-1/ML0024-2
e sonda ML0024-3, e o conjunto plemers85B-1/85B-2 com a sonda 85B-3 para

deteccao d&. leprae.

Amostras de DNA Origem gPCR ML0024 gPCR 85B
M. leprae les&o de pele + +

M. gordonae Cultura - -

M. tuberculosis Cultura - -

M. fortuitum Cultura - +

M. avium Cultura - -
Plasmodium falciparum Cultura - +

P. vivax sangue de paciente - -
Leishmania braziliensis sangue de paciente - +
L. amazonensis sangue de paciente - +
Trypanosoma cruzi sangue de paciente - -
Paracoccidioidedraziliensis  Cultura - -
DNA humano sangue de recém-nascidos - +

Diante deste resultado, o conjunto ML0024 foi deleado para desenvolver este
trabalho de pesquisa de DNA em sangue perifériquadeentes com hanseniase e de contatos

domiciliares.

4.3. qPCR ML0024 - Pacientes
Quanto a avaliagdo da qualidade do DNA por meioad®lificacdo do gene

constitutivo humano NRAMP1, verificou-se que todasamostras de sangue dos pacientes,
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contatos e recém-nascidos, foram positivas paene gm guestao, apresentando um mesmo
perfil das curvas de amplificacéo e de dissoci¢E@ura 1 A e B).
A- B-

Delta Rn vs Cycle Dissociation Curve
! s

v

Figura 3. Amplificacdo do gene enddégeno NRAMP1. A- Curva dmplificacéo,
representando perfil semelhante para a amplificdodONA de sangue de pacientes
com hanseniase, contatos domiciliares e recémeuasds- curva de dissociacdo dos

produtos amplificados em A.

A gPCR com oprimersML0024 foi capaz de detectar a presenca de DNAabilo
em 22,0% (44/200) das amostras de sangue periféas@acientes com hanseniase, sendo
23,2% (16/69) em pacientes PB e 21,4% (28/131) eB ()#>0,05). Notou-se maior
positividade entre pacientes com idade superidd ar®s [29,3% (12/41)] e entre pacientes
do género masculino [23,1% (27/117)], sem diferezgtatistica significativa entre os grupos
etarios bem como entre homens e mulheres (p>0,05).

A positividade da gPCR ML0024 por forma clinicahdanseniase revelou 20% (5/25)
entre os pacientes T, alcancando 33,3 (11/33) masemes V (Tabela 4). Nao houve

diferenca estatisticamente significante entre agipmlades das formas clinicas (p>0,05).



33

Tabela 4 Positividade da qPCR ML0024 em amostras de sapepii€rico de pacientes com

hanseniase, de acordo com a classificacdo opeahctomas formas clinicas de

Ridley-Jopling.

N° (%) de pacientes positivos N° total de

Forma clinica

PB MB pacientes
T 5 (20,0) 0 (0,0) 25
DT 11 (25,0) 6 (17,6) 78
DD 0 (0,0) 5(14,7) 34
DV 0 (0,0) 6 (20,0) 30
\Y 0 (0,0) 11 (33,3) 33
Total 16 (8,0) 28 (14,0) 200

Apesar de 59% dos pacientes com gPCR ML0024 padidimmbém apresentarem |E
positivo e teste de Mitsuda negativo, a diferengstat testes entre os grupos de pacientes
positivos e negativos para a g°PCR ML0024 nao faitisicamente significante.

A figura 2 mostra a correlacdo da positividade B&§ ML0024 por forma clinica de
Ridley-Jopling (56) com os demais testes dos megraogentes: Mitsuda, 1B do esfregaco
dérmico, IB da biopsia de lesédo de pele, ELISA-BGL-1 e PCR convencional do esfregaco
dérmico e da biopsia de leséo de pele. Os val@d&agpa obtidos entre a gPCR ML0024 e
os testes citados, foram menores que 0,04, signdic auséncia de concordancia. O
coeficiente de Pearson (r) mostra que nao existelagao significativa entre a gPCR e os

outros testes (Figura 2).
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P CR ML0024 - sangue
100 - =
:\; / / IB pele
=~ 80
% / e=|B esfregaco
(3]
T 60 - /
2 — | ISA
S 40 1 Mitsuda
20 - — j/
— PCR esfregaco
0 ‘ ‘ ‘ — PCR pele
T DT-PB DT-MB DD DV %
Formas Clinicas
PCR ML0024 IB esfregaco| ELISA : PCR esfregag
sangue IB pele dérmico anti-PGL-1 Mitsuda PCR pele dérmico
Kappa (k) -0,028 -0,009 -0,0377 0,0424 -0,1043 0,0064
Coeficiente de
correlacéo de 0,1013 0,1512 0,1148 -0,0587 0,1311 0,2017
Pearson (r)

Figura 4. Positividade da qPCR ML0024 em sangue periféiiBoda bidpsia de lesédo de
pele, IB do esfregaco dérmico, teste ELISA anti-PiGteste de Mitsuda, PCR do
esfregaco dérmico e da bidpsia de lesdo de pefmdentes, segundo as formas
clinicas da hanseniase. Os valores apresentadpsaaoo indicam a concordancia

(Kappa) e a Correlagéo Linear de Pearson entreGRgML0024 e os demais

testes.

O sequenciamento dos plasmideos com os inserto924L(68 pb) e 85B (67 pb)
confirmou que as sequéncias clonadas eram, reapemtgenoma dbl. leprae As curvas
padréo utilizadas para quantificacdo das amostpaesentaram coeficientes de determinagéo
(R?) em torno de 0,99¢opede -3,42, revelando uma eficiéncia de amplificad@oeacdo de

aproximadamente 96,0% em todas as placas (Figura 3)
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Standard Curve

Ct

Slope: -3.42
Intercept: 37.16
R2:0.99

Log CO

Figura 5. Regressdo linear da curva padrdo proveniententgdifeacdo de plasmideos
linearizados, contendo o inserto de 68 pb do DNAMieleprag em diluicbes

seriadas de raz&o 10, dé 2010 copias de DNA.

O limite de detecc¢éo da técnica foi 15,6 copiaDtd de M. lepraepor reacao (2 pl
de DNA). A partir deste ponto as curvas de amplffio para as proximas diluicbes nao
seguiram um padrdo constante entre os intervalas Qig gerando, portanto, uma

amplificacéo inespecifica (Figura 4).
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Delta Rn vs Cycle

Delta Rn

Cycle Number

N° de copiag
de DNA por| 1¢° | 10° | 10" | 10° | 250 | 62,5| 31,2 156 7,8 3,9
reacao
Ct 15,8 | 19,0] 22,6 26,0 284 305 319 334 339 351

Figura 6. Curva padrao e teste de sensibilidade. Amplifioada diluicdo seriada de razao de
ordem 10 a partir de $@6pias do DNA dé/. leprae razdo de ordem 4 a partir do
ponto 103, e de ordem 2 a partir de 62,5 cépiasg gaterminacdo do limite de

deteccdo da qPCR ML0024.

Foi realizada analise quantitativa do numero deastgio DNA deM. lepraepor ml de
sangue de 21 das 44 amostras positivas dos paidsdalemais 23 amostras ndo tiveram o
mesmo padrdo de diluicho que as outras 21 apostrac&x do DNA, portanto, sua
quantificacdo néo foi realizada, pois poderia camyater o valor real do nimero de copias
da amostra. Assim, estas amostras fizeram parteergemda andlise qualitativa. A

quantificacéo da carga bacilar das 21 amostrasorewalores que véo de 780 a 5.94 X 10
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copias de DNA do bacilo por ml de sangue. A média@mero de copias de DNA por ml de
sangue para cada forma clinica da hanseniasepf@isentado pela tabela 5. Para esta analise
nao houve separacdo entre o grupo de pacientesnDDTePB e DT-MB, visto que dentre o
altimo grupo havia apenas um paciente positivo emj@stra foi quantificada. A média do
namero de copias do DNA d. lepraedentre os pacientes V foi 22 vezes maior que @stre
pacientes T, relevando diferenca estatistica sogiiva entre a quantificacdo da carga bacilar

sanguinea entre as formas clinicas polares (p2.0,0

Tabela 5 Média do nimero de copias do DNA Me lepraepor ml de sangue periférico de

pacientes com hanseniase de acordo com as form&aglde Ridley-Jopling.

Forma Clinica e

e .
Classificagio Média n° copias/ml + des\

Operacional padréc
T-PB 870+ 0.9
DT - PB/MB 2,9 x 10 + 15498
DD - MB 8,0 x 16+ 7518
DV - MB 3,2 x 16+ 2057
V- MB 1,9 x 1d + 32006

Em relacdo a andlise quantitativa, ndo foi observaarelacdo significativa entre o
namero de cépias do DNA dd. leprae detectado no sangue dos pacientes e o IB do
esfregaco dérmico (r = 0,0917), o IB da bidpsiaesgio de pele (r = 0,0269), o IE (r =

0,1105) e as medidas do teste de Mitsuda (r =73)15

4.4. gPCR ML0024 — Contatos
Dentre os contatos domiciliares, 1,2% (10/826)rfopositivos para a qPCR ML0024
em sangue periférico, sendo 1,1% (2/182) contagogadientes PB e 1,2% (8/644) contatos

de MB (Tabela 6), sem diferenca estatistica sicgtifra entre 0s grupos operacionais e entre
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as formas clinicas dos casos indice dos contate8,dp). Entretanto, houve diferenca
estatistica altamente significativa (p<0,0001) entresultado da gPCR ML0024 em sangue
de pacientes [22,0% (44/200)] e de contatos doiavies [1,2% (10/826)]. A deteccdo do
DNA do bacilo foi de 1,6% (6/381) entre os contadossexo masculino e de 0,9% (4/445)
entre os do sexo feminino, e quanto a idade, armpasitividade da gPCR ML0024 foi entre
contatos domiciliares menores que 15 anos [1,92629]. No entanto, ndo foi observada
diferenca estatistica significante entre a positisde em contatos do género feminino e

masculino, nem entre as faixas etarias (p>0,05).

Tabela 6 Positividade da gPCR ML0024 em amostras de satgwentatos domiciliares de
pacientes com hanseniase, de acordo com a clagéiicoperacional e forma

clinica do caso indice.

Forma clinica dos casos__N° (%) de contatos positivos  Npo total de

indice dos contatos PB MB contatos

I 0 (0,0) 0 (0,0) 4

T 1(1,8) 0 (0,0) 56

DT 1(0,4) 0 (0,0) 282
DD 0 (0,0) 1(0,7) 144
DV 0 (0,0) 2(1,5) 130
\% 0 (0,0) 5(2,4) 210
Total 2(0,2) 8 (1,0) 826

O teste de Mitsuda foi negativo em 30,0% (3/10jaeamente positivo em 70,0%
(7/10) dos contatos domiciliares com gPCR ML0OO2ditp@. Dentre os contatos com qPCR
MLO0024 positiva, nenhum apresentou Mitsuda posifimbe ou fortemente positiva>(8),
mostrando uma diferenca estatisticamente signigcamtre os resultados do Mitsuda de
contatos com gPCR ML0024 positiva e aqueles conRgMC0024 negativa (p<0,05).

Dos contatos domiciliares com gPCR ML0024 positwa sangue, os valores do IE

variaram de 0,42 a 11,6, com média de 2,42+3,5,se@do observado diferenca estatistica
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significativa entre o IE dos contatos com qPCR MD@ositiva e daqueles com gPCR
MLO0024 negativa (p > 0,05).

Do total de contatos, houve dois casos de co-gevaE e 3,1% (26/826)
desenvolveram hanseniase no periodo de seguimestial(7) anos. Todos eram contatos de
pacientes MB e destes, 61,5% (16/26) eram conti#osaso indice V. A gqPCR ML0024
detectou DNA deM. lepraeem 11.5% (3/26) dos contatos que adoeceram, e E3SA foi
positivo em 57.7% (15/26) e o teste de Mitsudanégjativo ou fracamente positivo em 84,6%
(22/26).

A gPCR ML0024 positiva entre os contatos represerit@,22 maior chance de
desenvolver a hanseniase (p<0.0001), a positividadeste ELISA aumentou em 7,35 vezes
a chance de adoecer (p<0.0001) e o teste de Mifmsgitivo & 4 mm) conferiu uma protecao

de 5.6 vezes (p=0.0007) (Tabela 7).
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Tabela 7. Odds Ratio(OR) para o desenvolvimento de hanseniase emtosrdamiciliares
baseado na qPCR ML0024 com amostras de sanguérperifno teste ELISA

anti-PGL-1 e no teste de Mitsuda.

N° de

i (0]
Testeetippde . o o N°deresutadc o (1C95%)
contato . negativos
positivos
gqPCR ML0024
doente 3 23
nao doente 6 792 17,22 (4,05 - 73,15)
Teste ELISA
doente 15 11
7 29-16,4
ndo doente 106 572 35 (3,29 - 16,46)
Teste de Mitsuda
doente 17 9
ndo doente 667 65 0,18 (0,08 - 0,43)

% Para o teste ELISA anti-PGL-1, foi considerado resultadsitipo, indice
ELISA > 1,1.°Para o teste de Mitsuda, o resultado positive: #imm.

A média do IE entre os contatos que adoeceram%at 2,7, e o valor médio do teste
de Mitsuda foi 4,0 £ 3,3, revelando que a maiomstes [84,6% (22/26)] eram Mitsuda

negativo ou fracamente positivo.
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5. Discussao

Este € o primeiro trabalho que utilizou a PCR empi real para a deteccdo do DNA
de M. lepraeem sangue periférico de pacientes com hansen@seentatos domiciliares. A
PCR em tempo real é uma técnica rapida, com ghecéidade proporcionada pelo uso de
sonda e nédo oferece riscos de contaminacao comtpsodmplificados, visto que esta técnica
dispensa procedimentos pos-PCR. Por isso, suzaghid tem se tornado crescente no auxilio
do diagndstico da hanseniase e de outras micolmseer (KRAMME et al., 2004,
MARTINEZ et al., 2006, PARASHAR et al, 2006, RONMDI et al, 2003,
RUDEEANEKSIN et al., 2008, WILLIAMS et al., 2007Esses trabalhos tem utilizado a
gPCR em amostras de bidpsia de lesédo de pelegepaonas facil encontrar o bacilo nesta
amostra, visto que a hanseniase acomete nervéériges e pele.

No presente trabalho, os resultados dos testesitdedd, ELISA anti-PGL-1, IB e
PCR convencional do esfregago dérmico e da bidpesikesdo de pele contribuiram para a
adequada classificacdo operacional e clinica doemeas. Em relacdo a gPCR ML0024 em
sangue periférico, houve deteccdo do bacilo emstadaformas clinicas dentre o grupo de
pacientes estudados, e a positividade predominioe pacientes do género masculino e com
idade superior a 60 anos. Na India, bem como emo®ubcais endémicos, a hanseniase
prevalece entre individuos de 35 a 65 anos e efstamaior freqiiéncia os homens do que as
mulheres, frequentemente em uma razdo de 2:1 (NGEBERD 1985). Isto poderia ser
explicado pelo estilo de vida dos homens, que gendle sdo mais expostos a ambientes
diversos por questdes de trabalho, aumentandoreehlie se contaminar, quando comparado
as mulheres.

A deteccdo do DNA dl. lepraeem amostras de sangue periférico indicaria provavel

sequéncia da infec¢do apds a passagem do baciomelosa e concha nasal (PATTYN et



42

al., 1993, HATTA et al., 1995, ALMEIDA et al., 200BATROCINIO et al., 2005), conforme
foi demonstrado com a deteccdo do DNA nesses sitidiando uma possivel porta inicial
de entrada e saida do bacilo e a rota de migragdh tepraeaté o sistema nervoso, que até
entdo € desconhecida (RAMBUKKANA, 2000). Acredita-gue 0s numerosos capilares
linfaticos da mucosa nasal drenem a linfa contemtlacilo livre ou englobado pelas células
fagociticas mononucleares com posterior passagdos p@fonodos regionais, onde os
antigenos sao apresentados aos linfocitos T, segeid passagem pelo ducto toracico, que
por sua vez despeja a linfa dentro da veia caversufABBAS et al., 2008).

A positividade da qPCR ML0024 entre os pacientegevis de tratamento das diversas
formas clinicas foi de 22%. Provavelmente, o trartspdos bacilos até os macrofagos
teciduais e/ou as células de Schwann, seja feilms pmelulas mononucleares da corrente
sanguinea, independente do estado imunologico dente, haja vista que o acometimento
neural ocorre em todas as formas clinicas da haase(RAMBUKKANA, 2000). Scollard
et al. (1999, 2000) observaram por meio de miciusceletronica, grande presencaMe
leprae colonizando capilares linfaticos e células endaitel epineurais e endoneurais,
corroborando com outros trabalhos descritos niatitea (JOB, 1970; DASTUR et al., 1973;
HARBOE, 1985; CHIMELLI et al., 1997) e, dessa fortean evidenciado a disseminacéo
hematogénica do bacilo (SABIN et al., 1993, TAKAHARX: NAKAYAMA, 2006).

Apenas dois trabalhos na literatura abordam a ci@tedo DNA deM. lepraeem
sangue periférico, utilizando a PCR convencional.#na dessas investigacdes (SANTOS et
al., 2001), n&do foram analisados pacientes virglengatamento e a positividade em sangue
de pacientes de forma indeterminada, oito anos ajpdta da poliquimioterapia (PQT), foi de
70,6% (12/17). Por ter sido realizado em area eig#éras autores ndo excluiram a hipétese
de re-infeccao e, além disso, ndo se poderia afagtassibilidade de contaminacao da reacao

e da inespecificidade dpsimersutilizados.
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Diferencas de positividade podem ocorrer tanto eteanho reduzido das amostras,
quanto pela diferenca na padronizacdo da coletaardestras, método de extracdo e
otimizagdo da PCR (GOULART et al., 2007, GOULARTaét 2008b , GOULART et al.,
2008c).

Na presente investigacao, foi comparada a espéeifie de dois conjuntos gemers
e sondas (ML0024 e 85B). @wimers e sonda ML0024 (gPCR ML0024) que amplificam
uma regido gendmica dd. lepraede 68 pb mostraram-se especificos para deteccBdlde
do bacilo. A regido 85B do genoma do bacilo foerdemente estudada para deteccablde
leprae por meio de qPCR com SybrGreen® em amostras @edeepacientes, encontrando
alta especificidade e sensibilidade na deteccabNla do bacilo tanto pacientes PB quanto
MB (MARTINEZ et al., 2006). No entanto, sabe-se queomplexo do antigeno 85 esta
sempre presente na superficie da membrana de roiédba (ABOU-ZEID et al., 1988,
THOLE et al., 1992), e suas trés fracbes 85A, 858€ ja foram caracterizadas dvh
tuberculosise M. bovis (WIKER et al., 1990), desenvolvendo reac¢des cragamm varias
micobactérias (HARBOE et al., 1979, WIKER et aB8&). Esses trabalhos sustentam os
resultados encontrados nesta investigagcdo, no apiptimers e sonda 85B apresentaram
reacbes cruzadas com varios tipos de parasitoacattiares e com amostras de DNA
gendmico humano. Dessa maneira, por sua espdaiiej a g°PCR ML0024 foi selecionada
para deteccdo do DNA del. leprae nas amostras de sangue periférico de pacientes e
contatos, buscando um maior entendimento do coarpertto do bacilo no hospedeiro.

Os fatores imunoldgicos sdo determinantes no easpelihico e histopatolégico da
hanseniase (RIDLEY & JOPLING, 1966), isto é, a iidade celular avaliada pelo teste de
Mitsuda é inversamente proporcional ao indice bacdpico (IB) encontrado na pele e no
esfregaco dérmico; e a imunidade humoral, avalpeda ELISA anti-PGL-1, é diretamente

proporcional ao IB (HARBOE, 1985). A positividadea ¢jPCR ML0024 n&o mostrou
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correlacéo significativa positiva com o indice EAIGE), IB e PCR convencional de pele e
esfregaco dérmico, e nem correlacao inversa caste Mitsuda.

Diferentemente do observado na deteccdoMdeleprae em sangue periférico, a
maioria dos trabalhos envolvendo deteccdo do DNRM depraeem bidpsia de lesdo de pele
por PCR convencional e/ou em tempo real encontoaudorrelacdo dos resultados com as
formas clinicas da hanseniase, com a classificagéracional e com o indice baciloscopico
de esfregaco dérmico (WICHTWECHKARN et al., 1995AMPIRAPAP et al., 1998,
MARTINEZ et al., 2006, GOULART et al., 2007, GOULAR et al, 2008c,
RUDEEANEKSIN et al., 2008). Isso poderia ser exgdic pelo fato daM. leprae ter
tropismo pelas células de Schwann no nervo peariféei sistema fagocitico mononuclear,
especialmente na pele, locais onde a temperatura ga 30 a 35°C, favorecendo a sua
reproducéo (REES, 1985). Por este motivo, a bagtacgao da presenca do bacilo no sangue
periférico, cuja temperatura € em torno de 37°@ s&gue o0 espectro baciloscopico da
doenca, conforme observado na PCR das lesdes elee pd esfregaco dérmico em locais
mais frios da derme, tais como: I6bulos das orelbatovelos e joelhos (GOULART et al.,
2007, GOULART et al., 2008c). Por outro lado, a P&R pele apresenta detecgao de 100%
nas formas MB (GOULART et al., 2007, GOULART et, &008c, HAILE & RYON, 2004,
MARTINEZ et al., 2006), demonstrando que o0 acessa p diagndstico da hanseniase é a
biopsia de lesdo de pele e/ou o esfregaco dérmico.

A gPCR ML0024 detectou positividade nas formas FBe(DT), bem como nas
formas MB (DT, DD, DV e V), apesar de ndo apregedif@renca estatistica significativa, a
deteccdo do DNA d#l. lepraena forma clinica V foi 1.7 vezes maior do que eoatrada na
forma T. Isso mostra que a exacerbacédo da resipaste celular nesta forma clinica deve ter

um papel contra a proliferacdo e disseminacéo daabnfinando os bacilos em poucos
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locais na pele e/ou nervos onde serdo destruid@snpensa resposta imune celular especifica
encontrada neste polo da doenca.

A porcentagem de positividade para a gPCR MLOO2émnada no sangue periférico
de pacientes T e DT também poderia indicar corstanimbate e dano ad. leprae
resultando na liberacdo de varios componentes rmubds, incluindo DNA, na corrente
sanguinea (PARKASH et al., 2004), corroborando eommpdétese de que dearancedo
bacilo seja realizado pela via sanguinea, juntaenemn os capilares linfaticos (RYAN et al.,
2002). Contudo, no outro lado do espectro, na fovinapesar da deteccdo qualitativaMie
leprae pela g°PCR ML0024 ter sido em apenas 33% dos fasiea carga bacilar média no
sangue mostrou-se 22 vezes superior a encontrdda @n pacientes da forma T, o que
poderia ser explicado pela auséncia da respostaeiroelular especifica (anergia) contra a
micobactéria nestes pacientes, ocorrendo proliferdeM. leprae com a presenca de muitas
lesBes e infiltracdes extensas na pele e nos NEBRISTON & LOCKWOOD, 2004).

No presente estudo, o limite de deteccdo da qPCBRORM, de 15,6 cOpias de DNA
do bacilo por reagdo, partindo de plasmideos cdoten fragmento de 68 pb do DNA,
assemelhou-se aos demais trabalhos descritos eratuita (MARTINEZ et al., 2006,
TRUMAN et al., 2008), que detectaram aproximadameimco bacilos a partir do DNA
purificado deM. leprae Essa diferengca poderia ser explicada pelas seiqisédeprimerse
sondas, descritos acima, e pelo sistema de anaghftc utilizado. O sistema SyBR Green®,
utilizado por Martinez et al. (2006) favorece oragamento de falsos positivos devido a sua
caracteristica de molécula fluorescente intercalal# fita dupla, o que pode provocar a
fluorescéncia de produtos que néo sejam derivaeltk teprag caso ndo haja especificidade
dos primers utilizados na reacdo. Portanto, uma reacdo bémizada € essencial para

resultados precisos (VAN DER VELDEN et al., 200BFALIED BIOSYSTEMS, 2008).
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Para as reacOes desenvolvidas com o sistema TagManguais sdo utilizadas as
sondas fluorescentes, existem relatos de emissflaatescéncia da sonda nos controles de
reacao, que contém todos os reagentes mas sermemgaealde DNA, sugerindo que a sonda
pode emitir sinal na presenca de dimeroprdeers (JOSEFSSON et al., 1999). Na presente
investigacdo, observou-se que a partir do pontsiderado limite de deteccdo da gPCR
MLO0024, 15,6 coOpias por reacdo, ainda existiamisida amplificacdo de DNA para as
diluicdes seguintes (7,8 e 3,9 copias). No entaatantervalo esperado de Qt (Cycle
threshold entre as curvas das amostras com diluicdo d® rAz&o se manteve constante a
partir do ponto com 15,6 copias, e queGts destas replicatas ndo foram coincidentes. Isso
implica que existem duas sensibilidades: uma, qrepdutivel, indicando qual € o limite
preciso de deteccdo, e a outra que indica quavel maximo de deteccdo, embora sem
reprodutibilidade (VAN DER VELDEN et al., 2003). @oisso, foi possivel afirmar com
seguranca que o limite de deteccao reprodutivgR{2R ML0024 ¢é de 15,6 copias do DNA
deM. lepraepor reagdo, ou seja, 780 copias/ml de sangue.

Entre os pacientes com gPCR ML0024 positiva nosapgriférico, mais da metade
tiveram o teste ELISA positivo e Mitsuda negatimo;entanto, ndo foi encontrada correlacao
entre niumero de copias do DNA ke lepraeno sangue e o IE, nem com a média do teste de
Mitsuda, e IB de esfregaco dérmico e de pele. &aas ndo entendidas, a imunidade celular
ndo protege os individuos que desenvolvem a foulmer¢uldide, como também é exacerbada
e esta diretamente envolvida em causar a patotimgizervo e pele (OTTENHOFF, 1994a e
1994b). Do mesmo modo, a resposta imune humoral,egibe altos titulos de anticorpos
especificos dé. leprag embora sempre presente nos pacientes do pdlo aéplectro nao
confere protecao significativa frente a alta cargeilar (HARBOE, 1985; CHIN-A-LIEN et
al., 1992; SIELING & MODLIN, 1992). Estes fatoremvbrecem a disseminagao do bacilo

pelo organismo e, por consequéncia, a sua presengsangue. No entanto, como o sangue
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periférico ndo constitui um ambiente adequado a®melvimento e sobrevivéncia da.
lepraedevido a alta temperatura (HASTINGS et al., 1988)rovavel que o bacilo somente
seja detectado no sangue em um breve periodo, alocélulas infectadas migram para os
sitios ideais para o desenvolvimento desta micébadqiRIDLEY & JOB, 1985).

Dentre os contatos domiciliares, a presencidiepraeno sangue periférico (1,2%)
foi 18 vezes menor do que a deteccdo em paciedtdsteccdo do DNA dél. lepraefoi
quase duas vezes maior entre os contatos do géresculino do que entre os do género
feminino, concordando com o encontrado no gruppatéentes deste estudo. Quanto a idade,
a maior positividade da qPCR ML0024 foi entre ctogaom idade inferior a 15 anos, o que
poderia ser explicado pela exposicdo prolongada@stallga nasal do doente, sendo que
individuos nessa faixa etaria sdo geralmente filnadependentes que coabitam o mesmo
domicilio que o doente ha varios anos (VAN BEERSI¢t1999).

Almeida et al. (2004) utilizaram a PCR convenciooai primers que amplificam
uma regiao repetitiva do genoma do bacilo, encodtral.7% de positividade em sangue
periférico de contatos. O par dwmimers utilizado no referido trabalho foi 0 mesmo
empregado por Santos et al. (2001), no qual 70.6%opdcientes pos-PQT foram positivos
para a PCR em sangue periférico. No entanto, ap@€R convencional, Almeida et al.
(2004) realizaram hibridizacdo do produto ampliiczacom uma sonda marcada coff, @
encontraram que trés amostras de sangue forans fadsitivos, pois mostraram amplificagéo
com a PCR, mas nao hibridaram com a sonda. Estedatobora que a utilizacdo de sonda,
mesmo que nao seja na gPCR, favorece a espedilecttiareacao.

Com referéncia ao teste de Mitsuda, todos os astate tinhanM. lepraeno sangue
periférico apresentaram Mitsuda negativo ou fracaepositivo, indicando que além de ser
um teste prognostico, a resposta imune celuladiawna resisténcia a invasdo do bacilo na

mucosa nasal. Dos contatos que tiveram qPCR ML@@34iva no sangue, a maioria teve
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ELISA negativo, mas ndo houve diferenca estatistezde significante com aqueles cujo
ELISA foi positivo. Como dVl. lepraeé um parasito intracelular obrigatério, a passagem
mesmo pela corrente sanguinea deve ocorrer deagaé&ulas mononucleares do sangue
periférico, de forma fugaz, uma vez que essasatelm uma meia vida curta. A presenca de
M. lepraeno sangue dos contatos domiciliares indica quacdiddescapou dos mecanismos
de resisténcia da mucosa nasal, e que no sangymaddria ser eliminado ou mesmo alcancar
um sitio adequado para seu desenvolvimento, cabeadstimento da doenca.

Embora o presente trabalho tenha revelado baixeccit do bacilo em sangue
periférico, mesmo entre o grupo de pacientes nasiteros, a associacao da presencide
lepraeno sangue de contatos domiciliares com o deseinvehto da hanseniase nesse grupo,
mostrou que contatos com gPCR ML0024 positiva aoteasam 17,22 vezes maior chance de
desenvolver hanseniase do que aqueles contatogROR ML0024 foi negativa. Além disso,
todos os contatos que adoeceram tinham como cdise fracientes MB.

Tem sido estimado que os contatos domiciliaresadeeptes MB apresentam risco de
5 a 10 vezes maior de desenvolver hanseniase da populacdo em geral (DOULL et al.,
1942, FINE et al., 1997, VAN BEERS et al., 1999, B@RT et al., 2007). E calculado que
mais de 200 individuos séo infectados pdlolepraepara cada individuo que desenvolve a
doenca e € detectado (ABE et al., 1980). Por estevan o Ministério da Saude preconiza a
vigilancia dos contatos domiciliares que residamtewnham residido com o doente nos
ualtimos cinco anos (BRASIL, 2002).

A andlise do teste ELISA anti-PGL-1 revelou positade 2,7 vezes maior no grupo
de contatos que adoeceram, e quanto ao teste dedsljita média mostrou-se quase 2 vezes
menor entre contatos que desenvolveram hansewt@serindo protecdo de 5,6 vezes para

agueles cujo Mitsuda foi positivo.
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Os contatos domiciliares sdo o grupo com maioorige desenvolver a hanseniase,
devido a proximidade com os pacientes com hansenéasretanto, os fatores de risco nao
sdo bem estabelecidos nos programas de monitoramiiot entanto, trabalho anterior
(GOULART et al., 2008a) demonstrou que contatos eoiséncia de cicatriz de BCG, com
Mitsuda negativo e positividade de anticorpos IgMi-RGL-1 tem risco 24,47 vezes maior
de desenvolver hanseniase, corroborando com dtadessideste estudo.

A gPCR, comprimers especificos para M. leprae associada ao teste ELISA anti-
PGL-1 e ao teste de Mitsuda, é sugerida como nmagsfarramenta sensivel e confiavel para
a identificacdo de grupos de risco dentre a popolalg comunicantes. A presenca do DNA
do bacilo no sangue de contatos domiciliares venrolborar com a proposta da
quiomioprofilaxia nos contatos domiciliares ideisafdos como grupo de risco (GOULART
et al., 2008a).

A escassez de publicacbes que abordam a detecdabAlale M. lepraeem sangue
periférico de pacientes com hanseniase e de cerdatuiciliares evidencia a dificuldade de
se encontrar o bacilo nessa amostra. O presebthoade carater epidemiolégico detectou
positividade em 22% dos pacientes com hanseniasm &,2% dos contatos domiciliares
analisados, além de verificar que a presenca do B&M. lepraeem sangue de contatos que
desenvolveram a doenca revelou uma chance 17,22 veaior de adoecer em relacdo aos
contatos sadios. Este trabalho descreveu o marddd®024 como o mais sensivel e
especifico para M. lepraee realizou um amplo estudo em sangue periféricbangeniase,
que pode ter implicagbes na epidemiologia da doenca

Considerando os ultimos indices da incidéncia malrih hanseniase, 254.525 casos
(WHO, 2008), e a média de 4 (quatro) contatos ditiaries para cada paciente (GOULART
et al., 2008a), o numero aproximado de casos dalgpginm mundial de contatos é 1.018.100.

Dessa maneira, admitindo-se a porcentagem de \pdade da gPCR ML0024 em sangue
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periférico neste grupo de individuos, obtém-seaprea de 12.200 contatos domiciliares tem
DNA de M. lepraena corrente sanguinea.

A presenca do bacilo em sangue de contatos, coadmesadios, € uma ameaca aos
planos de eliminacdo da hanseniase. Tem sidodelatalesenvolvimento da hanseniase em
individuos que foram submetidos a transplantesgi&o§ (SHIH et al., 2005). A confirmacéo
da viabilidade do bacilo em sangue periférico iogplna possibilidade da transmissédo do
parasito por meio de transfusdes, além de que ieste$duos podem carregar o bacilo para
varias localidades, incluindo regies onde a hdasena foi eliminada como problema de
saude publica.

Os resultados encontrados neste trabalho revelgieana gPCR ML0024 € uma
ferramenta de importante valor prognostico e sliaadglidade torna-se imperativa quando se
trata de identificacdo de grupos de risco para eemelvimento de uma doenca
estigmatizante de tamanha magnitude, e com graoi®@al incapacitante como acontece

com a hanseniase.
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Uj Universidade Federal de Uberandia

Fro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Avenida Joao Naves de Avila, n®. 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Uberandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4531/4173; e-mail: cep@propp.ufu.br; www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N°. 499/08 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO
REGISTRO CEP/UFU 138/08

Projeto Pesquisa: "Caracterizacdo imunoclégica e molecular de pacientes com hanseniase e
seus comunicantes para identificacao do grupo de risco”.

Pesquisador Responsavel: Isabela Maria Bermardes Goulart

De acordo com as atribuicdes definidas na Resolugcdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se
pela aprovacgio do projeto de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres
humanos, nos limites da redacio e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e
0s Termos de Consentimento Livre & Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

b- poderd, por escolha aleatoria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatorio e documentagao
pertinente ao projeto.

c- a aprovacgao do protocolo de pesquisa pelo CERP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a
Resolugdo 196/96/CNS, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.

Data para entrega dos relatérios parciais: Dezembro de 2008.
Dezembro de 2009,
Dezembro de 2010.
Dezembro de 2011.

Data para entrega do relatério final: margo de 2012.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NOQ PROTOCOLO DEVE SER
INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlandia. 10 de outubro de 2008.

. F £
\/ngxu-p{-\\ M?-.[ /p'; P ,4...-1‘{94!0

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CERP/UFU
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Anexo |l

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Projeto de Pesquisa: Caracterizagdo Imunologicae M olecular dos Pacientes com Hanseniase e
seus Comunicantes para ldentificagcdo de Grupos de Risco.

A hanseniase é uma doenca que afeta a pele evas.n¥D inicio os sintomas sao dificilmente notados
e por ser transmitida principalmente pelo narize elocal pode ser precocemente afetado. Durante o
desenvolvimento da doenca as lesGes de pele s&oapaientes e 0s nervos podem ser irreversivelmente
danificados resultando em graves seqielas. Quanats demora para que a doenca seja diagnosticada e o
tratamento iniciado, maior sera o dano. O diagodspode ser dificultado porque 0s exames atuais ndo
conseguem detectar o bacilo quando eles estao guene quantidade no organismo.

Atualmente a hanseniase tem cura e muitos sddasgas para que ela deixe de ser um problema de
saude publica no Brasil. Mas, como ndo ha uma aaespecifica contra a hanseniase, € muito impertad se
possa identificar os portadores sadios do baci® @pusa a doencga, bem como os contatos de paciprges
estejam no estagio inicial da infeccdo, ainda d$nifod, para que se possa definir os grupos queaterhaior
risco de desenvolver a hanseniase.

Para isso, a equipe de saude do Centro de Ref@ffacional em Hanseniase e Dermatologia Sanitaria
- UFU (CREDESH/UFU) esta propondo uma pesquisa alederdo ser realizados os exames de rotina para o
diagnéstico da doenca nos pacientes, tais coméobeapia, teste de Mitsuda e bidpsia de lesdo egeos
contatos domiciliares, serédo realizados exames aterneurolégico, teste de Mitsuda (uma injecéo denl
intradérmica no antebraco para avaliar a imunid&tidar/resisténcia) e testes ML-Flow e ELISA (pdetectar
anticorpos contra a bactéria que causa a hanserdasangue da pessoa testada, coletando uma gstanglae
com uma picada na ponta do dedo e 1 tubo de 8espectivamente, para avaliar se ela esta ou fectada
indicando que a pessoa corre um risco maior dendeber a hanseniase). Nos pacientes e seus Co&IH0
realizados ainda coleta sangue (1 tubo de 4 md snébs das cavidades nasal/ bucal com escovidpaae
biopsia de pequeno fragmento de corneto nasal caga pe nariz, ambos procedimentos para identifidgA
do bacilo de Hansen. Cabe ressaltar que todo rakttitizado seré estéril e descartavel, e no dasobiopsias,
serdo realizadas com anestésico local. O matalfieiaclo sera enviado ao Laboratério de Patologikedddar e
Biotecnologia do CREDESH/UFU, onde serdo realizastoexames pela técnica de DNA e os resultados sera
mantidos em sigilo.

Espera-se que com este estudo seja possivel detatigue estagio de desenvolvimento se encontra a
doenca no paciente, bem como definir os possiiagores sadios e aqueles que ja estejam infectamo o
bacilo entre os comunicantes, para seguimento gieddpela equipe do CREDESH/UFU, subsidiando uma
proposta de tratamento precoce deste grupo de &agan de prevenir o aparecimento da doenca nuogifaes,
diminuir o risco de contagio da populacéo e desgad, interromper a cadeia de transmisséo da hi@ssen

E direito do paciente e seus contatos pedirem resilaentos a respeito da finalidade da pesquisa,
destino do material coletado e resultados dos exap®izados e, se concordarem em participar dgujses
poderao desistir de fazé-lo a qualquer momento,cgehaja nenhum prejuizo proprio.

Pelos presentes termos apresentados por este documento, eu,
,concordo em

colaborar com a pesquisa, declarando estar ciente dos riscos, beneficios e direitos.
Assinatura
Uberlandia, de de 20 .




