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RESUMO

Hanseniase € uma doenca espectral, causada pelo Mycobacterium leprae, cujo
diagnéstico € clinico-laboratorial, realizado por meio de técnicas baciloscopicas de baixa
sensibilidade e especificidade, que n&do detectam o bacilo nas formas paucibacilares
(PB). No presente estudo foram testados marcadores moleculares por qPCR, com a
finalidade de auxiliar o diagnostico da doenga, principalmente na forma PB. O DNA total
de bidpsia de lesédo de pele foi extraido de 185 pacientes virgens de tratamento. A gqPCR
foi realizada utilizando pares de primers para amplificagcdo da sequéncia ML0024 e 85B
do genoma do bacilo. Ambos marcadores foram altamente especificos. A detecgao do
DNA do bacilo pela qPCR ML0024 e gqPCR 85B foi 59,45% (110/185) e 57,29%
(106/085), respectivamente, enquanto o indice Baciloscépico (IB) de esfregago dérmico
e de lesdo de pele detectaram, respectivamente, a presenca do bacilo em 45,94%
(85/185) e 44,86% (83/185) dos casos. Dentre todos os casos negativos para o IB de
esfregago dérmico, a qPCR ML0024 e qPCR 85B detectaram a presenga do DNA do
bacilo em 26,00% (26/100) e 23,00% (23/100), respectivamente. Entre aqueles negativos
para o IB de lesdo de pele, a qPCR ML0024 foi positiva em 27,45% (28/102) e a qPCR
85B em 23,52% (24/102). Observou-se diferenca significativa entre a positividade dos
testes moleculares e os dois testes baciloscopicos (p<0,0001) para as formas clinicas T,
DT- e DT+. A concordancia entre os resultados da qPCR ML0024 e qPCR 85B foi
superior a 90,00% e apresentou excelente replicabilidade. Entre os testes baciloscépicos
e os testes moleculares as concordancias observadas foram superiores a 80,00%.
Quanto a analise quantitativa, observou-se correlagéo positiva entre as formas clinicas e

a carga bacilar. Os marcadores moleculares avaliados neste estudo possuem



igualmente o mesmo numero de copias no genoma, sao especificos, apresentam
praticamente o mesmo tamanho de amplicon e possuem comportamentos semelhantes,
embora ndo apresentando diferencas significativas na sensibilidade. Portanto, esse
trabalho vem corroborar com a classificagdo de Ridley-Jopling (1966) mostrando a
presenca de DNA do M. leprae em amostras cujos testes baciloscdpicos foram
negativos; correlacionando-se diretamente com a carga bacilar de cada forma clinica do

espectro da doenga, ampliando o diagndstico de certeza na hanseniase.

Palavra-chave: Hanseniase, Mycobacterium leprae, pele, PCR em tempo real, paciente.



ABSTRACT

Leprosy is a spectral disease caused by Mycobacterium leprae, whose clinical and
laboratory diagnosis is performed by means of sputum smear techniques of low
sensitivity and specificity, they do not detect the bacilli in paucibacillary (PB). In the
present study were tested by gqPCR molecular markers, in order to assist the diagnosis of
disease, mainly in the form PB. The total DNA of skin lesion biopsy was taken from 185
treatment-naive patients. The qPCR was performed using primer pairs for amplification of
the sequence ML0024 and 85B of the genome of the bacillus. Both markers were highly
specific. Detection of DNA of the bacillus by gPCR and gPCR ML0024 85B was 59.45%
(110/185) and 57.29% (106/085), respectively, while the bacterial index (Bl) smear and
dermal skin lesion detected, respectively, the presence of the bacillus in 45.94% (85/185)
and 44.86% (83/185) of cases. Among all cases negative for the IB dermal smear, the
gPCR and gPCR ML0024 85B detected the presence of the bacillus DNA in 26.00%
(26/100) and 23.00% (23/100), respectively. Among those negative for the IB skin
lesions, the ML0024 qPCR was positive in 27.45% (28/102) and gPCR 85B in 23.52%
(24/102). There was significant difference between positive molecular tests and two tests
bacilloscopic (p <0.0001) for the clinical forms of T, and DT-DT +. The agreement
between the results of qPCR and qPCR ML0024 85B was more than 90.00% and
showed excellent repeatability. Among the tests and molecular tests bacilloscopic the
concordance observed were higher than 80.00%. As for the quantitative analysis, we
observed a positive correlation between the clinical forms and bacillary load. Molecular
markers evaluated in this study also have the same number of copies in the genome, are

specific, have virtually the same amplicon size and have similar behavior, although with



significant differences in sensitivity. Therefore, this study corroborates with the Ridley-
Jopling classification (1966) showing the presence of DNA of M. leprae in samples
bacilloscopic whose tests were negative, correlating directly with the bacterial load of

each clinical spectrum of disease, increasing certainty in the diagnosis of leprosy.

Key words: Leprosy, Mycobacterium leprae, skin, real time PCR, patient.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Consideragodes gerais

A hanseniase € uma doenga crbénica causada pelo Mycobacterium leprae, um
parasita intracelular obrigatério de células do sistema mononuclear fagocitario e células
de Schwann e suas formas clinicas sdo definidas considerando-se padroes
imunolégicos, formando um amplo espectro intimamente proporcional a potencialidade
de resposta do hospedeiro ao parasita (GOULART et al., 2002).

Os pacientes de hanseniase sao classificados clinicamente de acordo com a
escala de Ridley & Jopling: no pdlo tuberculdide (T) ocorrem poucas lesbdes de pele e
nervos, bem delimitadas, geralmente com perda de sensibilidade, predominando baixa
resposta humoral e vigorosa resposta imune celular, a qual reduz progressivamente em
diregdo ao polo virchowiano (V), associada com o aumento na carga bacilar, mais lesbes
na pele e nervos, e maiores titulagbes de anticorpos (RIDLEY & JOPLING, 1966).

No meio deste espectro existem trés formas intermediarias do grupo dimorfo,
denominadas: dimorfa-tubercul6ide (DT), dimorfa-dimorfo (DD), e dimorfa-virchowiano
(DV), que sao imunologicamente instaveis, correspondendo ao maior numero de doentes
em areas endémicas (HASTINGS, 1988). A Organizagcdo Mundial de Saude (OMS)
estabeleceu, ainda, a classificagdo operacional dos pacientes em Paucibacilares (PB) e
Multibacilares (MB) de acordo com o indice baciloscopio (IB), o numero de lesbes
cutaneas e nervos acometidos, para delimitar melhor os esquemas terapéuticos (WHO,

1982) (Figura 1).
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Formas Clinicas da Hanseniase

|hdi}t’id uos <:> Hanseniase Indeterminada
Sadios

TH1 TH2

Imunidade Carga
celular B / bacilar
PB MB

Figura 1. Formas clinicas da hanseniase: DD: dimorfa-dimorfa; DT: dimorfa-tuberculéide; DV: dimorfa-
virchowiana; T: tuberculdide; V: virchowiana; PB: paucibacilar; MB: multibacilar; TH 1: linfécito T

herlper 1; TH 2: linfocito T helper 2. (Fonte: Adaptado de RODRIGUES (2005).

Alguns pacientes com hanseniase ainda sofrem complicagdes imunologicas que
interrompem a evolugéo crénica da doenga. S&o episddios reacionais conhecidos como
reagoes hansénicas que podem ser do tipo 1 (Reacdo Reversa - RR) ou do tipo 2
(Eritema Nodoso Hansénico - ENH). A reagao tipo 1 ocorre, principalmente, nas formas
dimorfas instaveis da doenga e € caracterizada por episddios agudos de aumento da
atividade inflamatoria na pele e nervos, provavelmente devido a alteracdes na imunidade

mediada por células. As reagdes tipo 2 costumam ocorrer em pacientes DV e V e
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refletem complicagdes imunolégicas mais graves, provavelmente devido a formagéao
aumentada de imuno-complexos e sua deposicdo nos espacos teciduais, vasos

sanguineos e linfaticos (GOULART et al., 2002; FOSS, 2003; MOHANTY, 2004).

1.2. Epidemiologia

A hanseniase é considerada um problema de saude publica em muitos paises em
desenvolvimento. Durante o ano de 2009, foram detectados 244.796 novos casos de
hanseniase no mundo. No inicio de 2010 a prevaléncia registrada foi de 211.903 casos
(WHO, 2010).

Apesar dos progressos significativos alcangados no controle da hanseniase, ainda
ha muito a ser feito para sustentar os ganhos obtidos e continuar a reduzir a incidéncia
da doengca, uma vez que a eliminacdo da doenca foi definida pela OMS como
prevaléncia menor que um caso em cada 10.000 habitantes (WHO, 2008).

Dentre os 16 paises que notificaram mais de 1000 casos novos de hanseniase no
ano de 2009, o Brasil ocupa o 2° lugar, ficando atras apenas da india, que apresentou

133.717 novos casos neste ano (WHO, 2010) (Tabela 1).
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Tabela 1: Paises mais endémicos para hanseniase no mundo. WHO, 2010.

Detecc¢ao de novos casos de Hanseniase

N° Pais
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009

1 Bangladesh 8712 8242 7 882 6 280 5357 5249 5239
2  Brasil 49206 49384 38410 44436 39125 38914 37610
3 China 1404 1499 1658 1506 1526 1614 1579
4  Rep. Dem. Congo 7 165 11781 10 369 8 257 8 820 6114 5062
5 India 367 143 260063 169709 139252 137685 134184 133717
6 Etiopia 5193 4787 4 698 4092 4187 4170 4417
7  Indonésia 14 641 16549 19695 17682 17723 17 441 17 260
8 Madagascar 5104 3710 2709 1536 1 644 1763 1572
9  Mogambique 5907 4 266 5371 3637 2510 1313 1191
10 Myanmar 3808 3748 3571 3721 3637 3365 3147
11 Nepal 8 046 6 958 6 150 4235 4 436 4708 4 394
12 Nigeria 4799 5276 5024 3544 4 665 4 899 4219
13 Pilipinas 2 397 2254 3130 2517 2514 2373 1795
14  Sri Lanka 1925 1995 1924 1993 2024 1979 1875
15 Sudao 906 722 720 884 1706 1901 2100
16 Rep. da Tanzania 5279 5190 4 237 3450 3105 3276 2 654
Total 491 635 386424 285257 247022 240664 233263 227 831
Total Global 514718 407791 299036 265661 258133 249007 244796

Fonte: Adaptado de WHO (2010).

Em 2008, o Brasil apresentou coeficiente de detecgdo geral muito alto (20,56 /
100.000 habitantes); uma analise comparativa entre a detecgédo de casos novos nos
anos de 2001 e 2008 observou-se um declinio de 45.874 para 38.992. A regiao Sudeste
apresentou coeficiente igual a 8,81 / 100.000 em 2008. Neste mesmo ano, no estado de

Minas Gerais, foram detectados 1.935 novos casos, e o coeficiente de detecgao geral
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observado foi de 9,75/100.000 habitantes, havendo um indice de redugdo quando

comparado ao ano de 1990 (17,55 / 100.000 habitantes) (BRASIL, 2009).

1.3.Transmissao

Os mecanismos de transmissdo do bacilo ainda ndo sdo completamente
esclarecidos. Sugere-se que as vias aéreas superiores (mucosa nasal e orofaringe)
sejam as principais portas de entrada e saida do bacilo no organismo, visto que grande
quantidade de M. leprae tem sido encontrada na mucosa nasal, comprovada pela
deteccdao de DNA especifico desta micobactéria, e pelo fato do parasito ndo ser
encontrado na superficie da pele sem lesdo (NOORDEEN, 1985; PATROCINIO et al.,
2005). A mucosa nasal € a principal porta de saida de bacilos em pacientes com
hanseniase multibacilar nao tratados (DE WIT et al., 1993; CARDOSO, 2006).

Os bacilos sdao raramente encontrados na pele intacta, sendo apenas as lesdes
ulceradas porta de saida de bacilos (YAWALKAR, 2009). Provavelmente, os pacientes
multibacilares (MB) nao tratados sdo a maior fonte de transmissao de M. leprae, uma vez
que podem liberar até 100 milhdes de bacilos de hanseniase de suas secregdes nasais
diariamente (WATERS, 1981). No entanto, em muitas areas, o numero de pacientes MB
€ muito pequeno e poderia ndo representar a unica fonte de infec¢cao do bacilo (ILA,
2002).

Atualmente, discute-se a possibilidade de que n&do somente os doentes de
hanseniase liberem bacilos, mas também seus contatos sadios portadores de M. leprae

na mucosa nasal como encontrado em pesquisas com swabs nasais (CARDOSO, 2006,
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HATTA et al.,, 1995, RAMAPRASAD et al., 1997) e com bidpsias de concha nasal de
comunicantes (PATROCINIO et al., 2005).

E importante ressaltar que mesmo convivendo durante muito tempo na mesma
casa com o doente ndo tratado, a maioria das pessoas nédo adoece. Cerca de 90% da
populacdo nunca contraira a doenga por possuir uma resisténcia natural ao bacilo

(LOMBARDI & SUAREZ,1997).

1.4.Microbiologia

O M. leprae é um parasita intracelular obrigatério, com afinidade por células
cutdneas e por células dos nervos periféricos, e se instala no organismo da pessoa
infectada, podendo se multiplicar por divisdo binaria, em média, de 11 a 16 dias
(BRASIL, 2002). O bacilo foi descoberto por Gerhard Henrik Armauer Hansen em 1873
como o primeiro agente causador de uma doenga infecciosa (RODRIGUES, 2005).

O M. leprae é um bastonete reto ou ligeiramente encurvado, de 1 a 8 micra de
comprimento por 0,2 a 0,5 micra de largura. Cora-se em vermelho pela Fucsina e ndo se
descora pelo alcool e acidos, o que o caracteriza como Bacilo Alcool-acido Resistente
(BAAR) (BRYCESON & PFALTZGRAFF, 1990; COLSTON, 1993).

Nos esfregacos de linfa e nos cortes histolégicos, os bacilos podem ser bem
visualizados pela técnica de Ziehl-Nielsen e Fite-Faraco modificado, respectivamente
(JOPLING & McDOUGALL, 1991). Nos tecidos infectados, os bacilos s&o vistos isolados
ou agrupados em arranjos denominados globias. As globias representam uma

caracteristica peculiar do M. leprae, nas quais as micobactérias estdo unidas por uma
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substancia chamada gléia, que torna difici a sua separacdo (BRENNAN,1986;
BRYCESON & PFALTZGRAFF, 1990; JOPLING & McDOUGALL, 1991; REES, 1989).
Na microscopia eletronica, o bacilo mostra uma estrutura comum ao género
Mycobacterium: capsula, parede celular, membrana e citoplasma (BRYCESON &
PFALTZGRAFF, 1990); a capsula €& um material vesicular ou espumoso,
eletrotransparente, proprio do M. leprae (Figura 2A). Compartilha com outras
micobactérias caracteristicas como a abundancia de lipidios na forma de acido micélicos
(acidos graxos saturados de elevados pesos moleculares) e lipoarabinomanana (LAM)
em seu envelope celular; apresenta mais externamente, glicolipidios, com destaque para
o dlicolipidio fendlico 1 (PGL-1), presente exclusivamente no M. leprae (Figura 2B)

(BRYCESON& PFALTZGRAFF, 1990).
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Figura 2 - (A) Representagdo esquematica do bacilo. B) Modelo esquematico do envelope celular do M.
leprae (LM: lipomanana; LAM: lipoarabinomanana; TMM: trealose monomicolato; PIMs:
fosfatidilinositol manosideos; PDIM: ftiocerol dimicocerosato; PL: fosfolipidio), adaptado

(Brycesson & Pfaltzgraff, 1990; Scollard et al., 2006).
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Os principais elementos quimicos do M. leprae, em torno de 20, sdo antigenos de
baixa poténcia possiveis de serem identificados no soro de pacientes com hanseniase.
Brennan, em 1981, descreveu o glicolipidio fendlico-1 (PGL-1) mostrando sua
especificidade ao M. leprae através de uma pequena parte da molécula chamada
epitopo (BRENNAN, 1986; SCOLLARD, 2006).

O recente sequenciamento do genoma do M. leprae (COLE et al., 2001) reavivou
o interesse em investigacdes basicas de suas caracteristicas bioquimicas, metabdlicas e
seu potencial patogénico. A comparagao do genoma do bacilo com o genoma do M.
tuberculosis sugere uma evolugdo redutiva, visto por sua menor constituicao genética
(3,3 Mb para M. leprae versus 4,4 Mb para M. tuberculosis) e por uma redugéo
significativa no teor de G + C (58% para M. leprae versus 66% para M. tuberculosis).

Uma das caracteristicas mais marcantes do genoma da M. leprae é que ele
possui 1.133 genes inativados (genes perdidos através da mutagdo, ou pseudogenes),
em comparagao a seis pseudogenes em Mycobacterium tuberculosis (WILLIAMS, 1992).
Além disso, um grande numero de genes foram aparentemente excluidos, o que deixa o
M. leprae com menos de 50% de seu genoma codificando genes funcionais (SCOLLARD
et al., 2006);

Andlises do genoma do bacilo tém revelado defeitos em vias catabdlicas, sua
regulacao e sistemas de transporte, justificando assim, o fato do M. leprae ser um
patdgeno intracelular obrigatorio; isto poderia explicar o seu longo tempo de geracao e

sua incapacidade de se multiplicar in vitro (RODRIGUES, 2005).
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1.5.Diagnodstico

Para a hanseniase, € realizado o diagndstico clinico por meio de uma avaliagéo
dermatoneuroldgica, buscando-se identificar sinais clinicos da doenga. A avaliagdo
dermatologica visa identificar as lesbes de pele, pesquisando a sensibilidade nas
mesmas, uma vez que a alteragdo de sensibilidade nas lesbes € uma caracteristica
tipica da doencga. A avaliagdo neurologica é constituida pela inspecdo dos olhos, nariz,
maos e pés, palpacao dos troncos nervosos periféricos, avaliacdo da forca muscular e
avaliacdo de sensibilidade nos olhos, membros superiores € membros inferiores
(BRASIL, 2002).

A baciloscopia fornece apoio para o diagnéstico clinico. E um exame
microscopico que pesquisa a presenga do bacilo diretamente nos esfregagos de
raspados intradérmicos das lesdes hansénicas ou de outros locais de coleta
selecionados: I6bulos auriculares e/ou cotovelos e joelhos, e lesdo quando houver
(BRASIL, 2002). Porém, sao necessarios no minimo 100.000 bacilos por grama de
tecido para que a deteccdo pela coloragcdo de BAAR (bacilo alcool-acido resistente)

seja confiavel (SHEPARD & McRAE, 1968).

A confirmacgéao do diagnostico da hanseniase em casos duvidosos mostra-se como
um importante motivo para a realizagdo de exames histopatolégicos. Como em qualquer
outra doenca, espera-se um resultado definitivo, entretanto, este resultado apresenta
algumas limitagdes, pois nem sempre se detectam bacilos em pacientes com
sintomatologia caracteristica, j& que existem controvérsias sobre a eficacia da
microscopia para a identificagdo do bacilo da hanseniase em esfregacos e biopsias

(HARDAS et al., 1981).
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Por nem sempre evidenciar o M. leprae nas lesbes hansénicas ou em outros
locais de coleta, resultados negativos da baciloscopia ndo afastam o diagnéstico da
hanseniase (BRASIL, 2002). Vale ressaltar que este exame nao detecta a presenca do
bacilo em pacientes do pdlo tuberculéide.

Em virtude da dificuldade de encontrar bacilos alcool-acido resistentes por meio de
métodos histopatologicos nas fases iniciais da doenga, a Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) tem sido usada com sucesso na detecgdo de bacilos presentes em
pequenas quantidades nos tecidos (DONOGHUE et al., 2001). A maior vantagem da
PCR sobre outros métodos diagnosticos assenta-se na sua rapida, especifica e sensivel
identificagdo do microorganismo, que pode ser feita analisando amostras biologicas
brutas. Isto € muito importante, quando tratamos de microorganismos, cuja cultura é

dificil, como o M. leprae (KANG et al., 2003).

1.6.Reacdo em cadeia da polimerase para hanseniase

A PCR é um método que vem revolucionando a pratica da Biologia Molecular, e foi
inicialmente descrito por Saiki, Mullis e cols., em 1985, na revista Science (SAIKI et al.,
1985). Esta técnica consiste em ampliar seletivamente uma unica molécula de DNA ou
RNA milhdes de vezes em algumas horas, o que permite a deteccdo e a analise de
sequéncias de genes especificos na amostra de um paciente, animal ou organismo sem
a clonagem e sem a necessidade de hibridizagdes (“Southern ou northern blotting”).

O método baseia-se na amplificagdo de regides pré-selecionadas, por agao da
enzima Taq polimerase, que aliada a iniciadores (primers), que sao oligonucleotideos

curtos, se hibridizam com os filamentos opostos da sequéncia-alvo e desencadeiam a
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sintese da sequéncia de DNA-complementar. Portanto, partes de um gene (em geral os
exons) do DNA podem ser amplificadas de maneira exponencial com o uso de primers
especificos conhecidos para estudo da hanseniase (HACKEL, 1990; SANTOS et al.,
1993; SANTOS et al., 1999; WILSON, 1993; WOODS & COLE, 1989).

Nos ultimos anos, técnicas moleculares, como a PCR, foram desenvolvidas para
identificar microorganismos como M. leprae (BRENNAN, 1994; JOB et al.,, 1997
KURABACHEW et al., 1998; SANTOS et al.,1993; SANTOS et al., 1995; SANTOS et al.,
1999; WICHITWECHKARN et al., 1995; De WIT et al ., 1991; De WIT et al., 1993;
PULST, 2000; RAFI et al., 1995).

A identificagao definitiva deste bacilo é problematica, devido ao fato de o M. leprae
nao ser um organismo cultivavel. Esse problema se confunde pelo aumento da
prevaléncia de outras infecgdes da pele por micobactérias (SCOLLARD 2006). Ensaios
moleculares tém sido desenvolvidos para a detecgao de M. leprae diretamente a partir
de amostras de pacientes, utilizando os dados genéticos disponiveis (GILLIS &
WILLIAMS, 1991; KATOCH, 1999; SCOLLARD et al., 2006; KRAMME et al., 2003;
CHAE et al., 2002; DONOGHUE et al., 2001; JAMIL et al., 1993; KLATSER et al., 1993;
PATTYN et al., 1993; SANTOS et al., 2001; WILLIAMS et al., 1992).

Varios genes diferentes do M. leprae tém sido utilizados no desenvolvimento de
ensaios de PCR para a deteccdo do mesmo em amostras clinicas, tais como sequéncias
de DNA que codificam os antigenos 18-kDa, 36-kDa e 65-kDa, ou as que nao codificam
antigenos, como repetitivas do M. leprae ou de RNA ribossémico (MIRSA et al., 1995).

Tem-se obtido resultados também com PCR tempo-real para M. leprae (KRAMME
et al., 2003; SHAMSI et al., 2006; MARTINEZ et al., 2006), além de outras técnicas como

Nested-PCR, PCR in situ e RT-PCR (KRAMME et al., 2003; PHETSUKSIRI et al., 2006;
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MARTINEZ et al., 2006). Dayal e colaboradores (2005) relataram o uso de PCR in situ
para deteccao de M. leprae em 61,5% das amostras de bidpsia de lesdo de pele de
pacientes DD e DV. Phetsuksiri e colaboradores (2006) relataram a RT-PCR
(transcriptase reverse) como forma de avaliar a viabilidade do bacilo nas amostras
analisadas para o diagnostico de hanseniase. A PCR Tempo-real obteve 91,3% de
sensibilidade usando primers que codificam genes para antigenos 85-B, e foi 17,7%
superior a PCR Convencional (MARTINEZ et al., 2006).

A PCR em tempo real utiliza uma curva padrao, que visa encontrar o melhor ajuste
entre os pontos, construindo o grafico de regressao linear e calculando o coeficiente de
correlacdo R?, o slope (inclinagcéo da curva) e o y (intercept). O R? mede o qudo préximo
€ 0 ajuste entre as repeti¢cdes e os valores individuais dos Ciclos Iniciais da Amplificacéo
(CL) das amostras padrao (um valor de 1 indica um ajuste perfeito entre a regresséo
linear e os dados individuais). O slope indica a eficiéncia de amplificacdo para o ensaio
(um valor de - 3,32 representa eficiéncia de 100%), e o y-intercept indica o valor
esperado de CL para uma amostra com quantidade 1 (APPLIED BIOSYSTEMS, 2006).

A técnica de PCR torna possivel detectar com alta sensibilidade e especificidade o
bacilo de Hansen, quantificar e determinar a viabilidade do bacilo em sitios especificos,
dando valiosas informacdes a respeito da infecgdo e transmissao do M. leprae, além de
verificar a eficacia da poliquimioterapia (PQT), ja que também detecta atividade de
transcricdo do bacilo, pela sintese de RNA (KURABACHEW, 1998; CHAE et al., 2002).
Ademais, a PCR se sobressai estatisticamente sobre os testes microscépicos de tecidos
biopsiados, principalmente nas formas paucibacilares (SHI et al., 2000; SUGITA, 2001).

Compreender a epidemiologia da hanseniase € um pré-requisito para o controle

efetivo da doenga. Pelo fato de o M. leprae ndo poder ser cultivado in vitro, torna-se
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praticamente impossivel avaliar a exposi¢ao, o inicio da infecgcao, e varios aspectos da
progressao da doenga. Como consequéncia, a sequéncia de eventos que devem ocorrer
para a transmissdo da hanseniase € mal compreendida. Portanto, marcadores
moleculares podem ser de grande valia para o conhecimento da espécie bem como
marcadores linhagem-especificos na avaliagdo da exposicdo ao M. leprae e deteccéo
dos diferentes padrdes de transmissdo da doenca. Assim, a PCR apresenta potencial
para ser uma ferramenta de apoio ao diagndéstico clinico e histopatologico da

hanseniase.
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2 - OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi desenvolver marcadores moleculares, compostos por
primers e sondas especificas dos genes ML0024 e 85B do genoma de M. leprae que
pudessem auxiliar no diagndstico da hanseniase, por meio da PCR em tempo real para
deteccao e quantificagdo de DNA do bacilo em amostras de biopsia de lesdo de pele de
pacientes com hanseniase, atendidos no Centro de Referéncia Nacional em
Dermatologia Sanitaria e Hanseniase, Hospital de Clinicas, Universidade Federal de

Uberlandia (CREDESH/HC/UFU)

Objetivos especificos

- Detectar a presenca do bacilo pela PCR em tempo real, principalmente nas formas

paucibacilares da doenca;

- Realizar a quantificacdo da carga de DNA de M. leprae encontrada pela PCR em tempo

real nas amostras de bidpsia de lesao de pele;

- Correlacionar os resultados encontrados pela PCR em tempo real com os resultados
dos exames baciloscopicos de esfregago dérmico e de bidpsia de lesao de pele, bem

como com as formas clinicas da doenca.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizagao dos pacientes e sele¢cao das amostras

Os pacientes com hanseniase atendidos no Centro de Referéncia Nacional em
Dermatologia Sanitaria e Hanseniase, Hospital de Clinicas, Universidade Federal de
Uberlandia (CREDESH/HC/UFU), sao classificados de acordo com o espectro de Ridley
e Jopling (1966), em: tuberculdide (T), dimorfo-tuberculdide (DT), dimorfo-dimorfo (DD),
dimorfo-virchowiano (DV) e virchowiano (V). Para fins de tratamento, os pacientes
receberam uma classificagdo operacional de paucibacilares (PB) ou multibacilares (MB)
(BRASIL, 2002). Os PB apresentam IB de esfregaco dérmico negativo e cinco lesdes de
pele ou menos, enquanto que os multibacilares apresentam seis ou mais lesdes e o 1B
de esfregaco dérmico pode ser positivo e/ou negativo. Para a forma DT, os pacientes
foram definidos em DT- ou DT+, sendo que pacientes DT+ apresentam IB de esfregacgo
dérmico entre 0 e 2 (ILA, 2002).

O CREDESH/HC/UFU tem como critério realizar testes baciloscépicos,
sorologicos e moleculares para a correta classificagéo e tratamento dos pacientes. Para
tanto, foram realizados os testes de Mitsuda, indice baciloscépico (IB) de esfregacgo
dérmico e da bidpsia de lesao de pele, além de ELISA anti-PGL-1 e PCR convencional
do esfregago dérmico e da bidpsia lesao de pele.

A imunidade celular especifica ao M. leprae foi avaliada pelo teste intradérmico de
Mitsuda, sendo considerado positivo um valor 2 4mm (JOPLING & McDOUGALL, 1991).
Para avaliagao da resposta humoral, o teste sorolégico ELISA contra o antigeno PGL-1,

especifico ao bacilo foi realizado, considerando-se positivo um resultado = 1,1.
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A extragao de DNA das diversas amostras recebidas pelo Laboratorio de Patologia
Molecular e Biotecnologia (PMBIO) do CREDESH/HC/UFU, dentre elas as bidpsias de
lesdo de pele dos pacientes, s&o realizadas e o material genético é armazenado e
identificado, constituindo assim, o banco de DNA do CREDESH.

Para o presente estudo, foram selecionadas 185 amostras deste banco de
amostras, oriundas de pacientes virgens de tratamento no momento da coleta da bidpsia
de lesdo de pele. Foram selecionados materiais genéticos mais recentes.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFU sob o parecer
n® 499/08 (Anexo |). Todos os pacientes que concordam em participar das pesquisas
realizadas no CREDESH assinam um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Anexo ).

3.2.0btencao de DNA para o banco de amostras do CREDESH

A biopsia de lesao de pele é realizada pela equipe médica do CREDESH/HC/UFU
utilizando um punch de 3mm?®. Apds a coleta, as amostras sdo encaminhadas ao PMBIO,
onde sao identificadas, pesadas em balanga de precisdo e acondicionadas a uma
temperatura de 80°C negativos para posterior obtengcao de DNA.

Neste estudo, foram realizados testes para diminuir o tempo gasto para a
realizacao da extracdo do material genético. Anteriormente, eram gastos trés dias para
que este procedimento fosse concluido.

Apos varios testes, realizados com amostras de hansenoma, foi possivel isolar o

material genético das amostras de biopsias de pele, pelo método Proteinase K, seguido
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de extracdo por fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (24:24:1) descrito por Sambrook
(1989), reduzindo o tempo para 8 horas.
Apés isolamento, o DNA extraido foi diluido em agua ultrapura e acondicionado a -

20°C negativos, no banco de amostras de DNA do CREDESH/HC/UFU.

3.3. Qualificagcao do DNA extraido das bidpsia de lesao de pele

A quantidade de DNA a ser utilizado na PCR foi determinada a partir de uma
diluicdo em série nas concentracbes de 580ng. A reacéao foi realizada utilizando-se o
reagnete SYBR® Green PCR Master Mix (2X) (Applied Biosystems), contendo SYBR®
Green Dye, AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, dNTPs, referéncia passiva Rox, tampéo
com componentes otimizados e 300 nM de cada primer (forward e reverse) do gene
NRAMP. As reacbes foram processadas no equipamento ABI7300 (Applied Biosystems)
com o seguinte programa: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos a 95°C por 15 s e
60°C por 1 min. A fluorescéncia foi medida, ciclo a ciclo, resultando em uma curva
sigmoidal, caso houvesse amplificacdo do gene constitutivo.

Todas as 185 amostras selecionadas para este estudo foram qualificadas a partir das

curvas de amplificagdo da gqPCR NRAMP.

3.4.Desenho de marcadores moleculares

Os marcadores moleculares, primers e as sondas fluorescentes, foram

desenhados utilizando-se o software Primer Express® (Applied Biosystems). Para avaliar

a qualidade do DNA extraido das amostras de bidpsia de lesdo de pele, foi selecionado
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um par de primers que amplifica parte do gene humano NRAMP1 (natural resistance
associated macrophage protein 1), que foi utilizado como controle de amplificagéo.

Para detectar a presenca do DNA de M. leprae, foram desenhados dois pares de
primers e duas sondas marcadas 5 TAMRA e 3' FAM. O primeiro par de primers
amplifica regidao do gene, que consta de 252 pb (29775 — 30026) e codifica uma proteina
de 83 aminoacidos (aa) cuja fungdo € desconhecida enquanto o segundo par amplifica
parte do gene fpbB, que codifica um complexo antigénico presente na parede celular do
M. leprae (N° de acesso GeneBank: 60934). Esta regido foi escolhida uma vez que é
conhecida por sua alta especificidade e sensibilidade, como relatado em estudo anterior

(MARTINEZ et al. 2006) (Tabela 2).

Tabela 2: Sequéncias dos marcadores moleculares, primers e sondas, utilizadas para testes de PCR em

tempo-real.
PCR em tempo-real  N° de acesso ao Oligonucleotideos Fragmento
(Gene) Gene Bank 5.3 amplificado

NRAMP AY363243.1  forward: GACCTGACTCTGTGTGTGTGTACG

(NRAMP) reverse:.  TTCTGTGCCTCCCAAGTTAGC 122 pb
probe: TGACATGAATACGCAAGGGGCAGGA

ML0024 AL583917.1  forward: ACCGGAGCTTGGGAATACACT

(ML0024) reverse:  TCATCTCCTGCACCCCGA 69pb
probe: CACATAGGGTCCAGTCGTGCCGC

85-B X60934.1 forward: CGGTTCCTCGGCCCTAATAC

(fpbB) reverse:  CGACAACGAGCCAGCATAGA 67 pb

probe: GGCAGCTTATCACCCCGATCAGTTC
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3.5.PCR em tempo real

3.5.1. Clonagem e Restrigcdo Enzimatica

Para a clonagem dos fragmentos amplificados de 68 pb (ML0024) e 67 pb (85B)
do genoma do M. leprae, utilizou-se inicialmente produtos amplificados a partir de PCR
convencional. Posteriormente, foi utilizado o kit TA Cloning® (Invitrogen, San Diego, CA)
para inserir estes fragmentos amplificados em plasmideos que foram replicados em
bactérias competentes XL-1 Blue (Invitrogen, San Diego, CA). Apds extracao do DNA
plasmidial, os produtos obtidos foram sequenciados, e as sequéncias obtidas pela
clonagem foram alinhadas e confirmadas pelo BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool), no Banco de Dados do NCBI (National Center of Biotechnology Information).

Posteriormente, os plasmideos contendo os insertos foram linearizados com a
enzima de restricdo Xho1 (Invitrogen, San Diego, CA), apds analise de sitios de restrigdo
especificos pelo programa Online Analysis tools — Restriction Endonucleases, Webcutter
2.0.

Apos linearizagdo, os plasmideos foram quantificados em espectrofotdmetro.e
Nanodrop 1000 (Uniscience), e a partir dessa quantificagao inicial, foi possivel obter a
concentragao (numero de copias por microlitro) dos plasmideos linearizados, utilizando-
se a formula descrita anteriormente por Yin et al. (2001), na qual C = 5 x 10-5 g/ml e MW

= peso molecular do produto de PCR (pares de base x 6,58 x 102 g):

Copias/mL = 6,023 x 1023 x C x OD260

MW
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3.5.2.Condigdes das reagoes qPCR ML0024 e qPCR 85B

As reacdes de qPCR, com volume final de 25,0 pl, foram incluidos 200ng (4 uL) do
DNA extraido das amostras de biopsia de lesao de pele. As reagdes foram realizadas em
duplicata para cada amostra. Utilizou-se o reagente TagMan® Universal PCR Master Mix
(2X) (Applied Biosystems), incluindo AmpliTag Gold® DNA Polymerase, dNTPs,
referéncia passiva e tampao com componentes otimizados, 200 nM de cada primer
(forward e reverse) e 100 nM de sonda. As reagdes foram processadas no equipamento
ABI 7300 (Applied Biosystems) com o seguinte programa: 50°C por 2 min, 95°C por 10
min, 40° ciclos a 95°C por 15 s e 60°C por 1 min. A analise da fluorescéncia foi avaliada
pelo software SDS System (Applied Biosystems). Foram consideradas positivas as
amostras cujas duplicatas atingiram o threshold, limiar ajustado na regido associada ao

crescimento exponencial dos produtos da qPCR.

3.5.3 — Limite inferior de detec¢ao da qPCR

O limite inferior de detecgao foi determinado pela analise das diluigdes seriadas de
base 10 realizadas com os plasmideos clonados, partindo da concentracéo de 10° copias
por microlitro até 0,048 copias por microlitro, visando identificar a maior diluicdo que

apresentava amplificagao tanto pela gqPCR ML0024 quanto pela qPCR 85B.
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3.5.4.Construgao da Curva Padrao da PCR em tempo real

A partir das concentracdes iniciais dos plasmideos clonados, foram realizadas
diluigdes seriadas de razdo 10 (107, 10°, 10°, 10% 10* 10 copias de DNA de M. leprae
por reagdo) para construcdo das curvas padrao referentes a cada par de primers
utilizado. Essas diluicdes foram aliquotadas e armazenadas a -80°C para utilizacdo em
duplicata em todas as placas para quantificacdo de DNA do bacilo.

Em cada placa, a curva padrao foi considerada controle positivo da reacdo e a
mistura da reacéo sem a presenca de DNA foi considerado o controle negativo. Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

A curva padrdo adicionada em cada placa foi formada pelos pontos 10°, 10°, 10%,
10> 10? plasmideos, referentes a cada par de primers utilizado (ML0024 e 85B). Para
analise dos resultados da qPCR, foi considerado o threshold automatico (estabelecido
pelo equipamento) em todas as reagdes, para obter o melhor ajuste entre os pontos.

O slope foi calculado para calcular a eficiéncia de cada reagdo, por meio da
formula: E = 10(5'°P°)-1 (APPLIED BIOSYSTEMS, 2006).

A quantificagdo do numero de copias do DNA de M. leprae fornecida pelo software
era referente a 2uL de DNA extraido. Assim, para calcular o numero de cépias de M.
leprae por punch de 3mm?®, o valor dado pelo software foi multiplicado pela quantidade
de agua ultra pura utilizada para diluir o pellet de DNA (considerando que todo o DNA

presente no tubo era correspondente ao DNA presente na biopsia do paciente).
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3.5.5.Especificidade dos marcadores moleculares

Os primers desenhados foram testados quanto a especificidade utilizando-se
material genético isolado hansenoma; de seis espécies do género Mycobacterium
(Mycobacterium  tuberculosis, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium avium,
Mycobacterium abcessus, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium lepraemurium); de
seis microrganismos intracelulares (Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis,
Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Trypanosoma cruzi e Paracoccidioides
brazilienses).

Foram utilizadas dezenove amostras de sangue de recém-nascidos, visando
verificar a ocorréncia de reagdes cruzadas pela gPCR NRAMP e o genoma humano,
considerando-se que o M. leprae ndo passa pela barreira placentaria e que recém-

nascidos ainda nao foram expostos ao bacilo.

3.6.Andlise Estatistica

Os testes estatisticos foram realizados utilizando-se o software BioEstat (versao
5.0). As curvas padrdo para cada gPCR utilizando os valores dos ciclos iniciais de
amplificacdo contra o quantidade de numero de cépias de DNA foram calculadas pelo
equipamento. Para as comparagdes entre as médias dos numeros de copias de DNA do
M. leprae e as médias dos ciclos iniciais de amplificacdo obtidos pelas qPCR ML0024 e
gPCR 85B, utilizou-se o Teste t de Student. O teste Qui-quadrado foi utilizado para
avaliar se houve diferenca entre as positividades encontradas pelos dois marcadores

moleculares. O teste Kappa foi aplicado para avaliar a concordancia entre a qPCR
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ML0024 e a gPCR 85B e os exames utilizados para a classificacao clinica dos pacientes.
O teste de correlagdo linear de Pearson (r) foi utilizado para avaliar a correlagédo
existente entre os testes moleculares e os testes baciloscopicos bem como as formas

clinicas. Um valor de alfa de 0,05 foi usado para todas as analises.
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4. RESULTADOS
4.1.Caracterizacao dos pacientes

Na classificagdo das formas clinicas, observou-se que as médias das leituras do
teste de Mitsuda apresentaram-se de forma inversamente proporcional a carga bacilar,
avaliada pelas médias dos indices baciloscopicos de esfregaco dérmico e de bidpsia de
lesdo de pele, enquanto que o teste sorologico ELISA foi proporcional a carga bacilar,
aumentando em diregao ao polo V da doenga, concordando com o espectro de Ridley e

Jopling (1966) (Figura 3).

—¢—ELISA == Mitsuda IB esfregaco =—>¢=1B pele

12.0 1
10.0 -
8.0 -
6.0 -
4.0 -
2.0

0.0 o8\ 1 /N 1 T \ I . 1 . 1

T DT- DT+ DD DV \Y%

Média dos inidces dos exames

Formas clinicas

Figura 3: Analise de correlagdo entre testes de Mitsuda, Elisa, IB de esfregago dérmico e de bidpsia de

lesdo de pele dos pacientes com hanseniase, conforme o espectro de Ridley e Jopling (1996).
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4.2.Qualificagao do DNA extraido das amostras de bidpsia de lesao de pele

Foi observado que excesso de material genético inibia a PCR em tempo real
qualitativa do gene NRAMP, uma vez que a reagao contendo 580ng de material genético
nao mostrou amplificacdo. Foi observada amplificagdo para todas as outras
concentragdes estudadas, o que permitiu definir que a melhor curva de amplificacao

ocorreu com concentragdes proximas a 40ng (Figura 4).
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Figura 4: Padronizagao da quantidade de DNA para realizagdo da qPCR NRAMP.

Ao realizar a gPCR NRAMP observou-se amplificacédo do material genético entre
os ciclos iniciais de amplificagcdo 24 e 28, indicando que o DNA extraido era de boa
qualidade (Figura 5). Apos esta qualificacdo, o material genético estava apto a ser

analisando pela gPCR ML0024 e gPCR 85B.
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Figura 5: Analise qualitativa do DNA total extraido das amostras de biopsia de lesdo de pele pela PCR em

tempo real para o gene humano NRAMP.
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4.3.PCR em tempo real

4.3.1. Limite inferior de detec¢ao da qPCR

Foram observadas amplificagbes das duplicatas até 0,05 e de 0,09 bacilos por
microlitro de agua ultra-pura para a qPCR ML0024 (Figura 6A) e para a qPCR 85B
(Figura 6B), respectivamente.

O limite confiavel de detecgéo estabelecido foi de 3 coépias do genoma do bacilo
tanto para a qPCR ML0024 quanto para a gPCR 85B, e foram consideradas positivas,
amplificacdes iniciadas anteriores ao ciclo 37. Amplificagcdes a partir deste ponto foram
consideradas negativas nesta pesquisa. A qPCR foi realizada em duplicata para cada

diluigao.
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Limite inferior de detecgdo de DNA de M. leprae pela qPCR: A) Limite inferior de detecgéo de
DNA de M. leprae pela qPCR ML0024; B) Limite inferior de detecgdo de DNA de M. leprae pela

qPCR 85B.
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A curva padrao obtida na gqPCR ML0024 e na qPCR 85B foram satisfatérias com

as condig¢des descritas na metodologia, e apresentaram coeficientes de correlagado acima

de 0,99 e eficiéncia acima de 90,0%, em ambas (Figura 7).

21,600
A [t Slope: -3,012023
Intercept: 26 976572
20.000 R2:0,99033
18.000 .
L ]
E 16000
E
5
(=)
S 14000 *
O
12.000 2 !
10.000
9.088 a
2000 3.000 4.000 5000 6.000
Log da quantidade inicial de 4c:do nucléico
B) 238109 2
o 0 Slope:-3,529365
2288 gy Intercept: 30,707712
““‘\\ R2:0,996989
20500 \\?
\\\h
— 18500 ~
.g \\\\
3 \
O
i
14 500
x\\“
12500 .~
‘\\‘R
10500 \
9856 =
2000 3.000 4.000 5,000 6.000

Log da quanfidade inicial de dcido nucléico

Figura 7: Curva padréo obtida pela PCR em tempo real. A) Curva padréo obtida na gPCR ML0024;

B) Curva padrao obtida na qPCR 85B.
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4.3.3.Especificidade dos marcadores moleculares
Observou-se que os marcadores moleculares desenhados para o presente estudo
foram altamente especificos, uma vez que apenas foram observadas amplificagcdes para

as amostras contendo M. leprae (Tabela 3), considerando-se 37 ciclos de amplificagéo.

Tabela 3: Especificidade dos marcadores moleculares testados pela gPCR ML0024 e gPCR 85B.

Organismos Origem gqPCR ML0024 gPCR 85B
M. leprae lesdo de pele + +
M. tuberculosis cultura - -
M. fortuitum cultura - -
M. avium cultura - -
M. abcessus cultura - -
M. gordonae cultura - -
M. lepraemurium cultura - -
Leishmania amazonensis sangue de paciente - -
Leishmania braziliensis sangue de paciente - -
Plasmodium vivax sangue de paciente - -
Plasmodium falciparum cultura - -
Trypanosoma cruzi sangue de paciente - -
Paracoccidioides braziliensis cultura - -

DNA humano sangue de recém-nascidos - -




48

4.4. - qPCR ML0024 e qPCR 85B

A gPCR ML0024 detectou a presenca do DNA do M. leprae em 59,45% (110/185)
e a qPCR 85B em 57,29% (106/185) dos casos, ndo havendo diferenca estatistica entre
elas (p=0,9897). O IB de esfregaco dérmico e o IB de lesdo de pele detectaram,
respectivamente, a presenca do bacilo em 45,94% (85/185) e 44,86% (93/185) dos
casos, sem significancia estatistica entre os métodos (p=0,9909) (Tabela 4). Associando
a positividade dos dois testes moleculares, a deteccdo do DNA do bacilo alcancgou
62,16% (115/185) dos casos analisados; esta deteccéo foi superior em 16,22% ao IB de
esfregaco dérmico (p=0,0309) e 17,30% ao IB de bidpsia de lesédo de pele (p=0,0209).

Foi observada diferengca estatistica entre a deteccdo do bacilo pelo método
convencional avaliada pelo IB de lesdo de pele e a qPCR ML0024 (p=0,0449) e gPCR
85B (p=0,0453). A despeito da positividade dos testes moleculares terem sido superiores
em 14,06% para a qPCR ML0024 e 12,97% para a gPCR 85B, com relagdo ao IB de
esfregagco dérmico, ndo houve diferenga estatistica [QPCR ML0024 (p=0,0643); qPCR
85B (p=0,0901)] (Tabela 4).

A gPCR ML0024 e gPCR 85B detectaram o DNA de M. leprae em todas as
amostras de pacientes das formas clinicas DD, DV e V, assim como o IB de esfregago

dérmico e IB de lesédo de pele (Tabela 4).
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Tabela 4: Distribuicdo dos pacientes por forma clinica segundo IB de esfregago dérmico, IB de bidpsia de

lesdo de pele, gPCR ML0024 e gPCR 85B em bidpsias de leséo de pele.

EC. IB esfregago dérmico IB bidpsia de pele gPCR ML 0024 gPCR 85B TOTAL

% N % N % N % N %
T (0/33) 0,00 (0/33) 0,00 (14/33) 42,42 (11/33) 33,33 33 17,84
DT- (0/37) 0,00 (0/37) 0,00 (7/37) 18,91 (6/37) 16,21 37 20,00
DT+ (3/33) 9,09 (1/33) 3,03 (7/33) 21,21 (7/33) 21,21 33 17,84
DD (30/30) 100,00 (30/30) 100,00 (30/30) 100,00 (30/30) 100,00 30 16,22
DV (22/22) 100,00 (22/22) 100,00 (22/22) 100,00 (22/22) 100,00 22 11,89
\Y (30/30) 100,00 (30/30) 100,00 (30/30) 100,00 (30/30) 100,00 30 16,22
(85/185) 45,94 (83/185) 44,86 (110/185) 59,45 (106/185) 57,29 185 100,00

Nota: F.C. (Forma Clinica); T (Tuberculdide); DT- (Dimorfo-tubercul6ide com IB de esfregago dérmico negativo); DT+
(Dimorfo-tuberculdide com IB de esfregaco dérmico entre 0 e 2); DD (Dimorfo-dimorfo); DV (Dimorfo-virchowiano); V
(Virchowiano); 1B esfreco

Dentre todos os casos negativos para o IB de esfregago dérmico, a qPCR ML0024
e qPCR 85B detectaram a presenca do DNA do bacilo em 26,00% (26/100) e 23,00%
(23/100), respectivamente. Entre aqueles negativos para o IB de lesédo de pele, a gqPCR
MLO0024 foi positiva em 27,45% (28/102) e a qPCR 85B em 23,52% (24/102) (Figura 8).

Observou-se diferenca significativa entre a positividade dos testes moleculares e
os dois testes baciloscopicos (p<0,0001) para as formas clinicas T, DT- e DT+.

A gPCR ML0024 foi mais sensivel que a qPCR 85B na detecgéo de 9,09% (3/33)
dos casos T, contudo, esta diferenga n&o foi significativa (p=0,2715) (Figura 8).

Para as amostras da forma clinica DT-, observou-se maior detecgao do bacilo pela
gPCR ML0024 e cinco amostras foram coincidentes na positividade para a esta e a
gPCR 85B (Figura 8).

Nos casos da forma clinica DT+, a sensibilidade da gqPCR ML0024 e da qPCR 85B
para deteccédo do bacilo foi significativamente (18,18%) superior a observada no IB de

lesdo de pele (p=0,0002). Comparando com o IB de esfregaco dérmico, ambos os testes
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moleculares foram 12,12% mais sensiveis para a detecgdo do M. leprae (p=0,0283)
(Figura 8).

Quando associadas, a qPCR ML0024 e a gPCR 85B detectaram 30,30% (10/33)
de todos os casos DT+, enquanto que o do IB de esfregagco dérmico e de lesdo de pele
detectou em associagdo apenas 12,12% (4/33) dos casos com esta forma clinica
(p=0,0030) (Figura 8).

Dentre as amostras negativas para gqPCR ML0024, 2,16% (4/185) foram positivas
para qPCR 85B, sendo um paciente da forma clinica DT- e trés da forma DT+; 4,32%
(8/185) foram positivas para gPCR ML0024 e negativas para gPCR 85B, sendo que trés

eram da forma clinica DT+; dois DT- e trés eram da forma T (Figura 8).

Paciente IB esfregaco IB biépsia gPCR gPCR Paciente IB esfregaco IB bidpsia gPCR gPCR Paciente IB esfregago IB bidpsia gqPCR gPCR
DT+ dérmico de pele MLO024  85B DT- dérmico de pele MLO024  85B T dérmico de pele MLO024  85B
1 - - 1 + + 1
2 - - 2 - 2 + +
3 - + 3 - 3
4 - - 4 - 4
5 - 5 + 5
6 + 6 - 6
7 - 7 - 7 + +
8 + + 8 - 8
9 9 - 9
10 + 10 + + 10 + +
11 + 11 - 11
12 + 12 12
13 + + 13 13 + +
14 + 14 14 + +
15 15 15
16 16 16
17 17 17
18 18 18
19 19 19
20 20 + + 20
21 21 21 + +
22 22 + 22 -
23 23 + + 23 + +
24 24 24 + -
25 + + 25 25 + -
26 26 26 + +
27 + + + 27 27 + +
28 + + 28 28 -
29 + 29 29 +
30 30 30
31 31 + 31
32 32 32 + +
33 33 33 + +
34 + +
35
36
37

Figura 8: Resultados dos testes baciloscépicos e moleculares dos pacientes com formas clinicas T, DT- e

DT +.
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A concordancia entre os resultados da qPCR ML0024 e qPCR 85B foi superior a
90,00% e apresentou excelente replicabilidade. Entre os testes baciloscopicos e os
testes moleculares as concordancias observadas foram superiores a 80,00%. As qPCR

MLO0024 e 85B apresentaram dois e trés resultados falso-negativos (Tabela 5).

Tabela 5: Concordancia entre gPCR ML0024 e qPCR 85B com IB de esfregaco dérmico e IB de bidpsia de

lesdo de pele.
gPCR ML 0024 gPCR 85B
Positivo Negativo Concordancia Kappa Positivo Negativo Concordancia Kappa

IB esfregaco Positivo (%) 84 1 85 41 0 77125* 83 2 86.49 0 77329*
dérmico Negativo (%) 26 74 ’ ’ 23 77 ’ ’

IB biopsia Paositivo (%) 82 1 84 32 0 6925* 82 1 86.49 07337
de pele Negativo (%) 28 74 ' ' 24 78 ' '
gPCR 85B Positivo (%) 102 4 93.51 0.8666" -

Negativo (%) 8 71 ' '

*p<0,0001
Nota: IB (indice baciloscépico)

Para a qPCR ML0024 a detecgao do DNA do M. leprae ocorreu, em média, no CL
24,80 para a forma clinica virchowiana, atingindo o CL 33,36 para a forma clinica
tuberculéide. Para a qPCR 85B a deteccao do DNA do bacilo ocorreu, em média, no CL
25,42 e 33,71 para as formas clinicas virchowiana e tubercul6ide, respectivamente
(Tabela 6). Observou-se correlagao positiva entre as formas clinicas e as médias dos
ciclos iniciais de amplificacdo para a qPCR ML0024 (r=0,8693; p=0,0245) e para qPCR
85B (r=0,9364; p=0,0059).

Quanto a quantificagdo do numero de copias do DNA do bacilo nas amostras
positivas para a qPCR ML0024 e gPCR 85B, observou-se maiores valores no polo

virchowiano, tanto para a qPCR ML0024 quanto para a gPCR 85B (Tabela 6). Nenhuma
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correlagao significativa foi encontradas entre as formas clinicas e as médias do numero
de cépias do DNA do bacilo obtidos por qPCR ML0024 (r=0,6693; p=0,1459); para a

gPCR 85B estes valores apresentaram-se proximos a significancia (r=0,8857; p=0,0584).

Tabela 6: Quantificagdo do M. leprae pelo ciclo inicial de amplificacdo e por nimero de copias por punch
de 3mm?®obtidos pela gqPCR ML0024 e pela gPCR 85B.

gPCR ML 0024 gPCR 85B

FC. CL N° copias por punch 3mm® CL N° copias por punch 3mm’

o Desvio - Desvio - Desvio - Desvio

Media Padrao Média Padrao Media Padrao Media Padrao
T 33,36 + 418 41,40 + 58,32 3371 + 217 40,11 + 63,88
DT- 32,72 + 4.29 88,65 =+ 135,57 3341 +  3.29 376,04 + 717,64
DT+ 33,40 + 6.71 21,57 + 49,70 3285 + 297 210,20 + 317,33
DD 30,81 ¢ 9.43 379,72 + 934,92 28.79 + 3.06 2038,83 * 5004,34
DV 30,13 + 15.66 646,12 + 1794,64 2844 + 3.25 11205,58 + 36614,43
V 24.80 * 8.07 26699,57 + 125618,40 2542 + 311 15954,73 + 27377,47

Nota: F.C. (Formas Clinicas); CL (Ciclo inicial de amplificagdo); T (Tuberculdide); DT- (Dimorfo-tuberculéide com IB de
esfregaco dérmico negativo); DT+ (Dimorfo-tuberculdide com IB de esfregaco dérmico entre 0 e 2); DD (Dimorfo-dimorfo);
DV (Dimorfo-virchowiano); V (Virchowiano).

Observou-se correlagdo inversamente proporcional e significante entre o IB de
esfregagco dérmico e as médias dos Cts para a g°PCR ML0024 (r=0,-9515; p=0,0035) e
para qPCR 85B (r=0,-9657; p=0,0017), bem como entre o IB de leséo de pele e os testes
moleculares [QPCR ML0024 (r=0,-9092; p=0,0018); qPCR 85B (r=0,-9247; p=0,0029)],

isto €, quanto maior o IB menor o Ct para detecgéo do M. leprae (Figura 9).
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IB de bidpsia de leséo de pele

Figura 9: Correlagao entre o ciclo inicial de amplificagdo da gPCR ML0024 e da qPCR 85B e os indices

baciloscépicos (IB) de esfregago dérmico e de bidpsia de lesdo de pele. A) Correlagao entre as
médias dos Cts obtidos pela amplificacdo da qPCR ML0024 e da qPCR 85B e o IB de
esfregaco dérmico. B) Correlagdo entre as médias dos obtidos pela amplificagdo da qPCR
MLO0024 e da qPCR 85B € o IB de biopsia de lesdo de pele.
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Foi observada correlagédo positiva entre IB de esfregago dérmico e as médias do
numero de copias de DNA obtidos pela qPCR ML0024 (r=0,9213; p=0,0090) e pela
gPCR 85B (r=0,9098; p=0,0090). Quanto ao IB de lesdo de pele, uma correlagao positiva
e significante foi observada com a gPCR 85B (r=0,7556; p=0,0494); no entanto com a
gPCR ML0024 houve correlagdo positiva, mas nao significante (r=0,7263; p=0,0645)

(Figura 10).
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Figura 10: Correlagédo entre as médias dos numeros de cépias de DNA de M. leprae obtidos pela qPCR
MLO0024 e gPCR 85B e os indices baciloscopicos (IB). A) Correlagdo entre as médias dos
numeros de cépias de DNA de M. leprae obtidos pela qPCR ML0024 e qPCR 85B e o IB de
esfregago dérmico B) Correlagéo entre as médias dos nimeros de copias de DNA de M. leprae
obtidos pela gPCR ML0024 e gPCR 85B e o IB bidpsia de pele.



56

Os resultados da aplicacdo do teste t para avaliacdo das diferencas entre os
valores médios de Cts e a quantificacdo do numero de cépias de DNA do bacilo obtidos
pela qPCR ML0024 e pela qPCR 85B por forma clinica, podem ser observados na

Tabela 7.

Tabela 7: Diferengas entre os valores teste t (p valor) realizado entre os valores médios dos ciclos iniciais
de amplificagdo, entre as médias da quantificagdo do niumero de cépias de DNA de M. leprae

pela gPCR ML0024 e pela qPCR 85B, por forma clinica.

Valores médios de Cts Quantificagdo em copias de DNA
gPCR ML0024 gPCR 85B gPCR ML0024 gPCR 85B
(p valor) (p valor) (p valor) (p valor)
T x DT- <0.0001* 0.0008* 0,1324 0,451
T x DT+ <0.0001* <0.0001* 0,1304 0.0053*
T x DD <0.0001* <0.0001* 0,1271 0.0019*
T x DV <0.0001* <0.0001* 0,1279 0.0021*
T x V <0.0001* <0.0001* 0,1272 0.0017*
DT- x DT+ 0,2098 0,3091 0,3025 0.0222*
DT- x DD 0.0161* 0.0005* 0,0647 0.0117*
DT- x DV 0,0929 0.0013* 0,0973 0.0126*
DT- x V 0.0012* <0.0001* 0,0688 0.0111*
DT+ x DD 0.0252* 0.0009* 0.0255* 0.0305*
DT+ x DV 0,1483 0.0019* 0,0713 0,0534
DT+ x V 0.0055* <0.0001* 0.0296* 0.021*
DD x DV 0,2419 0,4774 0,1238 0,2388
DD x V 0,4856 0,1754 0,2817 0,0642
Dv. x V 0,1692 0,2181 0,1589 0,1101

* p valor estatisticamente significante

Nota: Cts (Cycle threshold); T (Tuberculéide); DT- (Dimorfo-tuberculéide com IB de esfregago dérmico
negativo); DT+ (Dimorfo-tubercul6ide com IB de esfregago dérmico entre 0 e 2); DD (Dimorfo-dimorfo);
DV (Dimorfo-virchowiano); V (Virchowiano)



57

Discussao

As limitacbes ao se usar um sistema puramente clinico na classificagdo de
pacientes com hanseniase, sem considerar exames laboratoriais, podem levar a
condutas inadequadas no tratamento destes, de modo que alguns podem usar drogas
potencialmente toxicas desnecessariamente e outros adotarem esquemas terapéuticos
ineficazes, expondo a comunidade a uma fonte de infecgdo e mantendo a transmissao
da doenga (CRIPA et al., 2004; CROFT et al., 1998).

A classificagdo correta dos casos de hanseniase constitui uma ferramenta
indispensavel para o entendimento da doenga e de sua evolugdo nos pacientes. As
constantes dificuldades e controveérsias envolvendo o diagndstico mostram a importancia
de buscar critérios mais precisos para este procedimento.

O presente trabalho propés o desenvolvimento de marcadores moleculares que
foram utilizados para a deteccao de M. leprae em amostras de bidpsia de lesao de pele
de pacientes com hanseniase, de maneira rapida, sensivel e especifica, uma vez que
confirmaram a presenca do bacilo ndo sé nas formas multibacilares como também
naquelas paucibacilares, cujos exames baciloscopicos apresentam-se negativos.

Observou-se também que o limite confiavel de deteccdo concordou com a
literatura que descreve trabalhos que amplificaram até uma bactéria pela PCR (BANG et
al., 2009). A sensibilidade da gqPCR ML0024 e gPCR 85B esta dentro da faixa de outros
testes de detecgcdo do DNA de M. leprae pela PCR. A literatura mostra estudos que
detectaram a presenca do bacilo em diferentes amostras, embora com o uso de outras
regides do genoma do bacilo (KRAMME et al., 2003; RONDINI et al., 2003, YOON et al.,

1993).
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Os valores obtidos neste estudo para a deteccdo do bacilo em amostras de
pacientes paucibacilares sdo semelhantes ao descrito por Kramme e colaboradores
(2003), que relataram 33,3% de positividade utilizando marcadores moleculares que
amplificavam parte do gene de um antigeno rico em prolina. No entanto, a amostra
utilizada por estes autores foi 2,2 vezes menor que aquela utilizada no presente estudo.

Ao avaliar a positividade dos marcadores propostos neste estudo relacionada as
formas clinicas, observou-se maior sensibilidade para a detec¢cao do bacilo pelos testes
moleculares em relacado aos testes baciloscopicos nas formas T, DT- e DT+. Além disto,
a qPCR ML0024 e a qPCR 85B detectaram todos os casos DD, DV e V, mostrando-se
fiel a classificagao clinica dos pacientes.

No presente estudo foi realizada a divisdo forma clinica DT, conforme descrito por
Ridley e Jopling (1966) e citado por Goulart e colaboradores (2008), que enfatizam que
alguns destes casos devem ser classificados como MB, uma vez que podem apresentar
resultados baciloscépicos de esfregago dérmico com valores que variam de 0 a 2.

Martinez e cols (2006) realizaram um estudo utilizando PCR em tempo real com
primers que amplificam regido do gene que codifica o antigeno 85B, no qual obtiveram
79,2% de positividade para os casos paucibacilares. No entanto, os autores
consideraram todos os pacientes DT como paucibacilares, desconsiderando que alguns
apresentam exames baciloscépicos positivos e, além disto, excluiram das analises todos
os pacientes da forma clinica T, o que pode ter contribuido para a alta deteccdo de DNA
do bacilo no grupo paucibacibacilar.

Alem disso, a maioria dos relatos da literatura relaciona os resultados qualitativos
da PCR a classificagao operacional proposta pela OMS, em grupos paucibacilares e

multibacilares (KRAMME et al., 2003; RUDEEANEKSIN et al., 2008; RONDINI et al.,
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2003; GOULART et al., 2008; VAN DER VLIET et al., 1996; WICHTWECHKARN et al.,
1995; YOON et al.,1993).

As qPCR ML0024 e 85B deixaram de detectar a presengca do DNA de M. leprae
em dois e trés pacientes, respectivamente, gerando resultados falso-negativos. Isto
provavelmente ocorreu dada a dificuldade em encontrar o DNA do bacilo nas formas
dimorfa-tuberculdide pode ocorrer pelo fato de que, nesta forma clinica, ocorre intensa
producado IL-2 e IFN-y, além da producdo de TNF-a, que contribuem para a manutencéao
do granuloma imune, com grande poder bactericida (GOULART et al., 1995; BRONTE et
al., 1993).

A presenca destas citocinas provavelmente leva a ativagdo da via do éxido nitrico,
com destruicado bacilar (GOULART et al., 2002) e, consequentemente, a degradacéo do
DNA (IBUKI et al., 2003; DE WIT et al., 1993). Isto também explica o fato de que nem
todas as amostras das formas clinicas T e DT- foram positivas.

Outro motivo para a ndo deteccdo do DNA do bacilo em todas as amostras das
formas clinicas T e DT seria que, como estas apresentam menor quantidade de bacilo,
ocorre uma razao mais elevada de DNA gendmico humano para DNA de M. leprae, que
provavelmente inibe a amplificagdo do DNA do bacilo. Por outro lado, para garantir o
processo de padronizagao desse sistema, o DNA total extraido de amostras humanas foi
quantificado e diluido antes da amplificagdo do DNA de M. leprae.

A baixa positividade observada para os exames baciloscopicos, principalmente
nas formas menos baciliferas, pode ter ocorrido por esta técnica apresentar algumas
limitagdes, uma vez que as amostras nem sempre indicam a presenga do bacilo em
pacientes com sintomatologia caracteristica, levando a controvérsias acerca da eficacia

da microscopia na identificagdo do bacilo em esfregagos dérmicos e em bidpsias de
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lesdo de pele (HARDAS, 1981). Além disto, ha relatos na literatura de variagbes inter
observadores, o que mostra a necessidade de estudos que avaliem e proponham
sugestdes para minimiza-las (FINE et al, 1993).

Em estudo para avaliar a concordancia de testes clinicos e laboratoriais, Goulart e
cols (2008) sugerem a existéncia de possiveis deficiéncias nos procedimentos de
obtencdo de cortes pela coloracdo de Ziehl-Neelsen e da andlise destes. Outros
problemas observados pelos patologistas envolvidos no diagnostico da doenga sdo a
subjetividade inerente ao método, o treinamento a que sao submetidos, sua experiéncia
e o contexto particular de cada investigagao (FINE et al, 1993).

Quanto as analises quantitativas, os menores ciclos iniciais de amplificagdo foram
obtidos para amostras do pdlo virchowiano, o que representa amplificagcdo nos ciclos
iniciais de amplificagcdo da qPCR, traduzindo maiores concentracbes de DNA de M.
leprae, enquanto que os maiores ciclos iniciais de amplificagdo foram obtidos para
amostras do polo tuberculdide, representando amplificacdo tardia devido a pouca
quantidade de bacilos neste tipo de amostra. Os valores médios dos ciclos iniciais de
amplificacédo da gPCR ML0024 e qPCR 85B estabelecidos no presente trabalho para as
formas clinicas foram semelhantes aos descritos na literatura (RONDINI et al., 2003).

A quantificagcdo de numeros de copias de DNA de M. leprae por fragmento de
biépsia de lesdo de pele, obtidos pela PCR em tempo real, corroborou com o espectro
de Ridley e Jopling (1966) uma vez que foi observado um comportamento crescente
deste numero de copias em diregao ao polo virchowiano, relacionando-se diretamente a
carga bacilar.

Um diagnéstico e uma classificagao apropriados de uma doenga séo base da

medicina moderna para selecionar tratamento, avaliar prognostico, medir progressos e
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melhorar seu entendimento. Isso se aplica a hanseniase, para a qual deve ser
estimulada uma continua e vigorosa pesquisa para refinar os métodos e conceitos de
sua classificacdo (SCOLLARD, 2006).

A estratégia para eliminar a hanseniase como um problema de saude publica
baseia-se na melhoria do acesso ao diagndstico precoce através da integragdo de
servicos de controle da doenga aos servicos de saude publica ja existentes (WHO,
2010), visando identificar os individuos doentes ou aqueles que estdao em alto risco de
desenvolver a doenca.

Embora constantes pesquisas sejam realizadas, ainda ndo foram encontradas
regides do genoma do Mycobacterium leprae que possam ser utilizadas como padréo-
ouro no diagndstico da hanseniase. Assim, torna-se necessaria a busca por um
marcador molecular especifico e sensivel ao genoma do bacilo e que, aliado a utilizacao
de técnicas mais sensiveis como a PCR em tempo real, permita o desenvolvimento de
plataformas moleculares que traduzam um diagnéstico de certeza de forma precoce, que
auxilie a confirmacado de casos menos baciliferos, e que possam atuar na deteccao de
infeccdo bem como na investigagédo epidemiolégica da hanseniase.

A descoberta de biomarcadores que possam predizer a infecgao pelo M. leprae,
estados reacionais ou cura € particularmente oportuna, visto que estes poderiam formar
a base de uma ferramenta necessaria e util para complementar a avaliacéo clinica dos
pacientes (WHO, 2010). Mesmo apresentando um custo mais elevado do que as
técnicas bacteriolégicas, a PCR em tempo real vem sendo cada vez mais utilizada
devido a sua flexibilidade de formato semi-automatico e a sua velocidade,
proporcionando uma vantagem de trabalho experimental em laboratério de rotina e uma

sensibilidade mais elevada que a PCR convencional (MARTINEZ et al., 2006).
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Além disto, € uma técnica que, se bem otimizada, permite a deteccédo do bacilo em
amostras de formas clinicas paucibacilares, como demonstrado no presente trabalho;
isto pode influenciar diretamente no diagnodstico da doenga, contribuindo para a
diminuicdo da transmissdo do bacilo e também na prevencao de incapacidades. As
analises moleculares realizadas neste estudo possibilitaram melhoria no diagnéstico da
hanseniase uma vez que encontrou o bacilo em amostras cujos exames baciloscéopicos
foram negativos e, além disto, mostraram-se concordantes com a literatura (RONDINI et
al., 2003; GOULART et al., 2008; WICHTWECHKARN et al., 1995; YOON et al., 1993;
GOULART et al., 2002).

Ambos marcadores moleculares possuem igualmente 0 mesmo numero de copias
no genoma, sao especificos ao M. leprae, apresentam praticamente o mesmo tamanho
de amplicon, e ndo apresentam diferengas significativas entre suas sensibilidades. Pode-
se optar por ou outro para diagndstico da hanseniase visando assim, auxiliar a
classificacdo das formas clinicas bem como detectar a presenga do bacilo em amostras
de pacientes paucibacilares, que apresentam testes baciloscépicos negativos.

Portanto, esse trabalho vem corroborar com a classificacdo de Ridley-Jopling
(1966) mostrando a presenga de DNA do M. leprae em amostras cujos testes
baciloscépicos foram negativos; correlacionando-se diretamente com a carga bacilar de
cada forma clinica do espectro da doenga. Com isso, recomenda o uso desses
marcadores como auxilio diagnostico e progndstico na rotina dos servigos de saude da
alta complexidade, com o intuito de auxiliar a busca em atender a estratégia da
Organizagao Mundial de Saude para eliminar a hanseniase como um problema de saude

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

Projeto Pesquisa: “Caracterizacdo imunologica e molecular de pacientes com hanseniase e
seus comunicantes para identificacio do grupo de risco”.

Pesquisador Responsavel: Isabela Maria Bernardes Goulart

De acordo com as atribuicbes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se
pela aprovagiao do projeto de pesquisa proposto.

O protocolo nfo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres
humanos, nos limites da redac&o e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

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

b- podera, por escolha aleatéria, visitar o pesquisadaor para conferéncia do relatério & documentagéo
pertinente ao projeto.

c- a aprovacgio do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendimento a
Resolucao 196/96/CNS, ndo 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 relatdrio final: marco de 2012.

SITUAGAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEP/UFU LEMBERA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO DEVE SER
INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlandia, 10 de outubro de 2008.

O\mdﬁ\ /m'i\__{_ ’ﬁjd’ Ry m-I{ﬂ'é-’

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU



80

ANEXO Il

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto de Pesquisa: Caracterizagdo Imunolégica e Molecular dos Pacientes com
Hanseniase e seus Comunicantes para Identificagao de Grupos de Risco.

A hanseniase é uma doenga que afeta a pele e os nervos. No inicio os sintomas sao dificiimente
notados e por ser transmitida principalmente pelo nariz, este local pode ser precocemente afetado.
Durante o desenvolvimento da doenga as lesdes de pele sdao mais aparentes e 0s nervos podem ser
irreversivelmente danificados resultando em graves seqielas. Quanto mais demora para que a doenga
seja diagnosticada e o tratamento iniciado, maior sera o dano. O diagnéstico pode ser dificultado porque
0s exames atuais ndo conseguem detectar o bacilo quando eles estdo em pequena quantidade no
organismo.

Atualmente a hanseniase tem cura e muitos sdo os esforgos para que ela deixe de ser um
problema de saude publica no Brasil. Mas, como ndo ha uma vacina especifica contra a hanseniase, é
muito importante que se possa identificar os portadores sadios do bacilo que causa a doenga, bem como
os contatos de pacientes que estejam no estagio inicial da infecgao, ainda subclinico, para que se possa
definir os grupos que tenham maior risco de desenvolver a hanseniase.

Para isso, a equipe de saude do Centro de Referéncia Nacional em Hanseniase e Dermatologia
Sanitaria - UFU (CREDESH/UFU) esta propondo uma pesquisa onde deverdo ser realizados os exames
de rotina para o diagnostico da doenga nos pacientes, tais como baciloscopia, teste de Mitsuda e bidpsia
de lesdo de pele e, nos contatos domiciliares, serdo realizados exames dermato-neurolégico, teste de
Mitsuda (uma injegdo de 0,1 ml intradérmica no antebraco para avaliar a imunidade celular/resisténcia) e
testes ML-Flow e ELISA (para detectar anticorpos contra a bactéria que causa a hanseniase no sangue da
pessoa testada, coletando uma gota de sangue com uma picada na ponta do dedo e 1 tubo de 8 ml,
respectivamente, para avaliar se ela esta ou foi infectada indicando que a pessoa corre um risco maior de
desenvolver a hanseniase). Nos pacientes e seus contatos serdo realizados ainda coleta sangue (1 tubo
de 4 ml) e de swabs das cavidades nasal/ bucal com escovinha prépria e bidpsia de pequeno fragmento de
corneto nasal com pinga de nariz, ambos procedimentos para identificar DNA do bacilo de Hansen. Cabe
ressaltar que todo material utilizado sera estéril e descartavel, e no caso das bidépsias, serdo realizadas
com anestésico local. O material coletado sera enviado ao Laboratério de Patologia Molecular e
Biotecnologia do CREDESH/UFU, onde ser&o realizados os exames pela técnica de DNA e os resultados
serdo mantidos em sigilo.

Espera-se que com este estudo seja possivel detectar em que estagio de desenvolvimento se
encontra a doenga no paciente, bem como definir os possiveis portadores sadios e aqueles que ja estejam
infectados com o bacilo entre os comunicantes, para seguimento periédico pela equipe do
CREDESH/UFU, subsidiando uma proposta de tratamento precoce deste grupo de risco, a fim de prevenir
0 aparecimento da doenga nos familiares, diminuir o risco de contagio da populagdo e dessa forma,
interromper a cadeia de transmissao da hanseniase.

E direito do paciente e seus contatos pedirem esclarecimentos a respeito da finalidade da
pesquisa, destino do material coletado e resultados dos exames realizados e, se concordarem em
participar da pesquisa, poderéo desistir de fazé-lo a qualquer momento, sem que haja 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 de20 .



