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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infecciosa crénica causada pelo
Mycobacterium leprae. Os esforcos globais no controle da hanseniase
incluindo a poliquimioterapia (PQT) que consiste ha combinagéo dos farmacos:
rifampicina, dapsona e clofazimina tém levado a significativa reducdo na
deteccdo de casos novos nos ultimos anos. A atual estratégia para o controle
da hanseniase estd embasada principalmente na PQT e pretende prevenir o
surgimento, a transmissao e a disseminacao de cepas resistentes de M. leprae.
Atualmente, sabe-se que mutagbes no gene folpl de M. leprae resultam em
resisténcia a dapsona. Mutacbes no gene rpoB sdo responsaveis pela
resisténcia a rifampicina. Mutagcbes no gene gyrA sao correlacionadas com
resisténcia as fluoroquinolonas. O objetivo deste estudo foi identificar mutagdes
nos genes folpl, gyrA e rpoB do M. leprae de pacientes com hanseniase
atendidos no centro de referéncia de doencas dermatolégicas no estado do
Amazonas, Brasil. Neste trabalho foram utilizadas técnicas da Biologia
Molecular incluindo Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), Leprosy Drug
Suceptibility-DNA microarray (LSD-DA) e sequenciamento de DNA. Com o
LSD-DA foram identificadas duas mutacdes no gene rpoB em dois diferentes
amostras. Através do sequenciamento de DNA foram detectadas quatro
mutacdes no gene folpl, cinco mutacdes no gene gyrA e seis mutacdes no
gene rpoB. Nestes dados incluem-se duas amostras com muta¢cées nos genes
gyrA e rpoB, indicando multidroga resisténcia. Resisténcia primaria e
secundaria foi confirmada usando LDS-DA e sequenciamento de DNA em
amostras de raspados dérmicos de pacientes com hanseniase, mostrando a
disseminacdo de cepas resistentes de M. leprae nesta area do Brasil e a
importancia de avaliar o tratamento nestes pacientes para prevenir a

disseminacao de bacilos resistentes na hanseniase.

Palavras chave: Hanseniase; Mycobacterium leprae; Resisténcia; Mutacoes;

Poliquimioterapia.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae.
Worldwide efforts to control leprosy with multidrug therapy (MDT), which is a
combination of the drugs rifampin, dapsone and clofazimine, have led to a
significant reduction in the detection of new cases in recent years. The current
control measure for treating leprosy based mainly in MDT is designed to
prevent the emergence, transmission and spread of resistant strains of M.
leprae. Although resistance has been reported since 1964 to dapsone, since
1976 to rifampin and since 1994 to ofloxacin, determining the prevalence of
drug resistance was made possible only with the advent of molecular biology
techniques. It is known that mutations in the folpl gene result in dapsone
resistance. Mutations in the rpoB gene are responsible for rifampin resistance.
Mutations in the gyrA gene are associated with fluoroquinolone resistance. The
aim of this study was to identify mutations in the folpl, gyrA and rpoB genes of
M. leprae from leprosy patients being treated at a reference center of
dermatologic diseases in the state of Amazonas, Brazil. We utilized molecular
biology techniques including conventional Polymerase Chain Reaction (PCR),
Leprosy Drug Susceptibility-DNA microarray (LDS-DA) and DNA sequencing.
Using the LDS-DA test two mutations in the rpoB gene were observed in two
different samples. These mutations were confirmed by DNA sequencing.
Through DNA sequencing four mutations in the folpl gene five mutations in the
gyrA gene and six mutations in the rpoB gene were detected. This included two
samples that had mutations in both the gyrA and rpoB genes, indicating
multidrug resistance (MDR). Primary and secondary drug resistance was
confirmed using LDS-DA analysis and DNA sequencing in slit skin smear
specimens obtained from leprosy patients, showing the spread of resistant
strains of M. leprae in this area of Brazil and the importance to vary the
treatment in these leprosy patients to prevent the dissemination of resistant

leprosy bacilli.

Key words: Leprosy; Mycobacterium leprae; Resistant; Mutations; Multidrug

therapy.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Salude a hanseniase ainda continua
como um dos maiores problemas de salude para alguns paises da América
Latina, Asia e Africa, onde ¢é considerada doenca endémica

http://www.who.int/wer/en.

Desde a introducdo da dapsona (1940), a primeira droga usada no
tratamento contra a hanseniase surgiram o0s primeiros relatos de
Mycobacterium leprae resistentes a esse farmaco. Em 1984 iniciou-se o uso de
uma nova terapia com varios medicamentos, denominada poliquimioterapia
(PQT)(WHO, 1982), que atualmente constitui a base da estratégia para o
controle da hanseniase. Este regime desempenha um papel fundamental no
tratamento da doenca (MATSUOKA et al., 2008; MATSUOKA et al., 2010; KAI,
MASANORI et al., 2011). A PQT € baseada na combinacdo dos antibiéticos
rifampicina, clofazimina e dapsona para o0s pacientes com hanseniase
multibacilar (MB), enquanto que os casos de hanseniase paucibacilar (PB) séao
tratados somente com rifampicina e dapsona. Ja os pacientes suspeitos de ser
portadores de bacilos de resisténcia as drogas ou pacientes que apresentam
reacdes adversas aos farmacos da PQT sao tratados com drogas alternativas
como a ofloxacina que desempenha um papel chave no tratamento destes
casos (MATSUOKA et al., 2010; CUNHA et al., 2012).

A taxa de casos de resisténcia medicamentosa na hanseniase é ainda
considerada baixa, no entanto o numero de pacientes com M. leprae
resistentes ao tratamento tem aumentado nos ultimos anos devido
principalmente ao tratamento inadequado ou ao abandono do mesmo por parte
dos pacientes (MATSUOKA et al., 2010).

O conhecimento de cepas resistentes de M. leprae é fundamental para
garantir o sucesso da PQT e dos programas de vigilancia da hanseniase
(SINGH et al.,, 2011). Os testes de susceptibilidade as drogas fornecem
importante informacdo sobre a efetividade do tratamento nos pacientes com
hanseniase, contudo, ndo sao realizados como métodos de rotina em paises
endémicos para a doenca devido a seus altos custos (MATSUOKA et al., 2010).

A técnica in vivo comumente usada para o diagndéstico de susceptibilidade as


http://www.who.int/wer

drogas foi descrita por Shepard (SHEPARD, 1960) e compreende a inoculagéo
de M. leprae em patas de camundongos BALB/c tratados ou ndo com o0s
medicamentos da PQT. Entre as dificuldades que o teste possui estdo o longo
periodo de incubagdo do bacilo no modelo murino, sendo necessarios ao
menos de 6 a 12 meses para a obtencdo de resultado, assim como também, é
necessaria a inoculacdo de grande quantidade de bacilos viaveis, nem sempre
obtidos principalmente em pacientes paucibacilares (PB). O estudo da Biologia
Molecular do M. leprae desvendou a lacuna entre o conhecimento do genoma
da bactéria e a resisténcia medicamentosa associada as mutacdes em genes
especificos deste micro-organismo, assim com o uso das técnicas moleculares
tém se esclarecido alguns padrBes genéticos que definem a resisténcia
medicamentosa para alguns farmacos utilizados na PQT (MAEDA et al., 2001).
Atualmente, ja foi descrita a relacdo entre os farmacos como a dapsona,
rifampicina e ofloxacina e alteragbes na sequéncia de aminoacidos do DNA do
M. leprae (MATSUOKA et al., 2010).
Pelos motivos acima expostos, visando contribuir para a eficacia da
poliguimioterapia, prevencdo da disseminacdo e surgimento de cepas
resistentes, neste estudo foram identificadas mutacbes em genes envolvidos

na resisténcia medicamentosa de M. leprae.



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Hanseniase

A hanseniase é uma doenca infecciosa crénica causada pelo
Mycobacterium leprae. Para o Ministério da Saude um caso de hanseniase
para tratamento € definido quando o paciente apresenta lesdes de pele com
alteracao de sensibilidade, espessamento de tronco nervoso ou baciloscopia
positiva na pele (ARAUJO, 2003).

Esta doenca afeta principalmente a pele, os nervos periféricos e a mucosa
do trato respiratério superior. Uma manifestacdo da doenca € a perda de
sensibilidade nas areas afetadas. A perda ou diminuicdo da capacidade
sensorial é devida ao tropismo que o bacilo apresenta pelo sistema nervoso
periférico o que conduz a uma neuropatia com alteracdes das funcdes motoras,
atrofia.  do tecido afetado e deformidades a longo prazo

(http://www.who.int/lep/leprosy/en/index.html).

A hanseniase tem afetado o homem desde a antiguidade, sendo
identificada nas antigas civilizagdes da China, do Egito e da india, onde deixou
um legado de mutilacdo, rejeicdo e exclusdo social. Nesses tempos era
considerada um “mal” contagioso e incuravel pela comunidade (SINGH; COLE,
2011).

Acredita-se que a principal via de transmissdo da hanseniase ocorre
através do trato respiratério superior que funciona como porta de entrada e
saida do bacilo de Hansen. Ainda hoje, o homem é reconhecido como o Unico
reservatoério natural do M. leprae, embora tatus e macacos selvagens ja tenham
sido descritos como reservatorios naturais desta bactéria (ARAUJO, 2003).

A transmissdo da hanseniase ocorre através do contato direto com
portadores do bacilo M. leprae, por tal razdo é altamente infecciosa, porém &
considerada uma doenca com baixa patogenicidade devido ao fato que poucas
pessoas a desenvolvem (PEREIRA et al., 2011). A evolucdo da doenca esta
diretamente determinada a imunidade de cada individuo (PENNA et al., 2002).
Consideram-se os pacientes multibacilares (MB) a principal fonte de infeccéo,
porém a transmisséo da doenca ja foi também demonstrada através do contato
com pacientes PB (ARAUJO, 2003).


http://www.who.int/lep/leprosy/en/index.html

Contudo, a disseminagdo da hanseniase depende de varios fatores, por
exemplo, aspectos nutricionais, condigdes socioecondmicas, medidas
higiénicas e sanitarias deficientes e aos proprios aspectos imunoldgicos e
genéticos dos pacientes (PEREIRA et al., 2011).

2.2 Classificacdo da hanseniase

A classificacdo da hanseniase é altamente complexa devido as grandes
variacdes em suas caracteristicas histopatoldgicas e clinicas.

No Brasil adotam-se as classificagbes de Madri (1953) e de Ridley e Jopling
(1966). Na primeira, sdo considerados dois polos estaveis e opostos da
doenca: o pdélo virchowiano e o tuberculoide e também dois grupos instaveis:
grupo indeterminado e grupo dimorfo (ARAUJO, 2003). J& na classificagao
proposta por Ridley e Jopling, a hanseniase € classificada de acordo com
tracos clinicos e bacteriolégicos, enfatizando-se 0s aspectos imunoldgicos e
histopatoldgicos. De acordo com esta classificagdo a hanseniase € dividida em
cinco grupos: tuberculoide (TT ou HT), borderline tuberculoide (BT ou HBT),
borderline (BB ou HBB), borderline lepromatoso (BL ou HBL) e lepromatoso (LL
ou HL ou HV).

Aléem das formas descritas, existe também a hanseniase neural primaria,
cuja Unica manifestacdo € o comprometimento dos nervos periféricos. Estes
pacientes ndo apresentam lesdes de pele no exame clinico e apresentam a
forma PB da doenca o que dificulta seu diagnostico na rotina. A prevaléncia
deste tipo de hanseniase € baixa (ANTUNES et al., 2011).

Geralmente, utilizam-se dois parametros na classificacdo da hanseniase,
um com base nos sinais clinicos e outro de acordo com o resultado da

baciloscopia das lesfes de pele.

Em 1982, a OMS introduziu uma nova classificacdo operacional relativa ao
numero de lesdes e a carga bacilar que visa definir o esquema de tratamento
com a PQT. De acordo com esta categorizacdo 0s pacientes sdo agrupados
dentro de dois tipos de casos: multibacilares (MB) e paucibacilares (PB)
(http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/gm/2010/prt3125 07_10 2010.html).

A categoria PB compreende pacientes com hanseniase com bacilos

comumente ndo detectaveis e lesdes escassas ou raras (casos até cinco



lesBes de pele). Os pacientes que apresentam varias lesdes de pele e bacilos
abundantes séo incluidos como MB (mais de cinco lesdes de pele).

Na pratica, os programas de saude utilizam principalmente critérios clinicos

para a classificacéo e o inicio do tratamento adequado para cada paciente.

2.3 Prevaléncia da hanseniase

Historicamente a distribuicAo geografica da hanseniase tem apresentado
variacbes extremas enquanto a diversidade de regibes e climas. As areas
consideradas como altamente endémicas se caracterizam por clima tropical,
com fortes chuvas e temperaturas elevadas. Entretanto, a doenga ja foi
também identificada em paises com clima temperado e frio (PEREIRA et al.,
2011). Um exemplo é a Noruega, onde a hanseniase ja existiu como problema
endémico de saude, porém mudancas socioeconémicas contribuiram a
erradicacao da doenca (TALHARI; NEVES, 1989).

Atualmente a maioria dos casos novos (80%) localiza-se nas regides
intertropicais do planeta (PEREIRA et al., 2011). Define-se como caso novo de
hanseniase aquele paciente que o servico de saude relatou apresentando
sinais ativos e sintomas da doenca, porém sem histéria de tratamento
(WILLIAMS; GILLIS, 2004). Muitos paises da Asia, Africa e América Latina
ainda sédo afetados com numero consideravelmente alto de pacientes com
hanseniase. Acredita-se que existam no mundo ao redor de um a dois milhdes
de pessoas afetadas visivelmente e irreversivelmente pelas sequelas da
doenca, segundo dados da OMS. Nesse contexto, o Brasil continua sem atingir
a meta proposta pela OMS em 1991 de diminuir os pacientes de hanseniase
em menos de um caso por 10 mil habitantes e ainda se posiciona como o pais
mais endémico das Américas e como segundo pais com maior prevaléncia de
hanseniase no mundo.

Até o inicio de 2012, um total de 105 paises submeteu seus relatérios de
hanseniase para a OMS, sendo 28 localizados na regido africana, 28 na regido

das Américas, 11 na regido sudoeste da Asia, 22 na regido leste do

Mediterraneo e 16 da regido do Pacifico ocidental (http://www.who.int/wer/en).
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A Tabela 1 mostra os casos novos de hanseniase a nivel global no
primeiro trimestre de 2012 e a prevaléncia durante o ano de 2011. O numero
total de casos novos para esse ano foi de 219.075 e a prevaléncia mundial no
primeiro trimestre de 2012 foi de 181.941 casos.

Tabela 1. Prevaléncia no primeiro trimestre de 2012 e taxa de novos casos em
2011.

N° de casos registrados | N° de casos novos detectados
Regido OMS* (prevaléncia  por  10.000 | (taxa de deteccdo de novos
habitantes) no  primeiro | casos por 100.000 habitantes),

trimestre de 2012 no ano de 2011
Africa 15.006 (0,37) 12.673 (3,14)
Ameéricas 34.801 (0,40) 36.832 (4,18)
Sudeste da Asia 117.147 (0,64) 160.132 (8,75)
Leste do Mediterraneo 7.368 (0,12) 4.346 (0,71)
Pacifico ocidental 7.619 (0,05) 5.092 (0,30)
Total 181.941 (0,34) 219.075 (4,06)

*Dados da Regido Europeia ndo foram disponibilizados.

Fonte: (http://www.who.int/wer/en), adaptado.

Na Tabela 2 sdo apresentadas as taxas de deteccdo de casos novos nas
diferentes regides durante o periodo de 2004 a 2011. Pode-se observar que 0
numero de casos detectados na regido do Leste do Mediterraneo aumenta
devido ao incremento da cobertura dos servicos de controle da doenca
juntamente com a prestacdo de melhores servicos no Suddo e a Somalia

(http://www.who.int/wer/en).
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Tabela 2. Tendéncia na detec¢cdo de novos casos de hanseniase fornecidos

pela OMS, 2004-2011.

Regidio OMS* N° de casos novos detectados
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Africa 46.918 45.179 34.480 34.468 28.814 28.935 25.345 12.673
Américas 52.662 41.952 47.612 42.135 41.891 40.474 37.740 | 36.832
Sudeste da Asia 298.603 | 201.635 | 174.118 | 171.576 | 167.505 | 166.115 | 156.254 | 160.132
Leste do Mediterraneo 3.392 3.133 3.261 4.091 3.938 4.029 4.080 4.346
Pacifico Ocidental 6.216 7.137 6.190 5.863 5.859 5.243 5.055 5.092
Total 407.791 | 299.036 | 265.661 | 258.133 | 249.007 | 244.796 | 228.474 | 219.075

*Dados da Regido Europeia ndo foram disponibilizados.
Fonte: (http://www.who.int/wer/en), adaptado.

De acordo com o numero de casos novos detectados por 100 mil
habitantes, uma area geografica pode ser classificada como hiperendémica
guando apresenta um numero igual ou maior a 40 casos por 100 mil
habitantes; muito alto entre 20 e 39,99 casos por 100 mil habitantes; alto entre
10 e 19,99 casos por 100 mil habitantes; medio de 2 a 9,99 casos por 100 mil
habitantes e de baixa endemicidade quando o valor € menor que 2 casos por
100 mil habitantes (PEREIRA et al., 2011).

No ano de 2011, 18 paises reportaram uma quantidade maior ou igual a
1.000 casos detectados no ano, totalizando 94% dos casos novos detectados
ao redor do mundo. A india, o Brasil e a Indonésia contribuiram com o 83% dos
casos novos detectados em 2011, com 58%, 16% e 9%, respectivamente.
Entre esses paises a india ocupa o primeiro lugar com um total de 127.295
casos novos, seguida pelo Brasil com um total de 33.955 casos novos

(http://www.who.int/wer/en).

Como ja mencionado, a OMS tracou em 1991 a meta de atingir o
namero inferior a um caso por 10 mil habitantes com o intuito de eliminar a
hanseniase como problema de saude publica. Essa meta teve impacto na
reducdo da prevaléncia em mais de 90% a nivel mundial no final de 2000
(Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, 2011).

Nos anos anteriores a 2003, o Brasil era considerado o pais mais

afetado a nivel mundial, devido a escassa informacao epidemioldgica coletada
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nesse periodo, assim como também, na mudanca dos parametros adotados
pela OMS para realizar o calculo do coeficiente de prevaléncia que era
composto apenas pelos pacientes com tratamento em curso.

Esses fatores dificultavam o conhecimento real do nimero de casos
existentes no periodo anterior a esse ano (Ministério da Saude, Secretaria de
Vigilancia em Saude, 2011, SILVA SOBRINHO; MATHIAS, 2008; IGNOTTI; DE
PAULA, 2010). Com a corre¢do do calculo da prevaléncia o Brasil passou de
4,5 para 1,7 casos por 10 mil habitantes em 2003 para 2004 (Ministério da
Saude, Brasil. 2005).

O Brasil apresenta uma prevaléncia altamente variada que depende da
regido geografica do pais analisada (SILVA SOBRINHO; MATHIAS, 2008).

Em 2011, a prevaléncia da hanseniase no Brasil foi calculada em 1,54
casos por 10 mil habitantes (Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em
Saude, 2011). O coeficiente de deteccéo (calculado ao dividir o total de casos
novos detectados para determinado ano e regido geografica, pela populacéo
da mesma regiéo e ano), no mesmo periodo foi de 17,65 por 100 mil habitantes
considerado um valor médio. Contudo, alguns Estados foram considerados
hiperendémicos com base no nimero de pacientes em tratamento € no nimero
de casos diagnosticados com lesdes incapacitantes. Entre esses Estados
encontram-se Rondo6nia, Mato Grosso, Tocantins, Pard e Maranhdo,
apresentando mais de 40 novos casos por 100 mil habitantes. No Amazonas o
coeficiente de deteccdo foi de 16,59 por 100 mil habitantes (Ministério da
Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, 2011).

Infelizmente, ainda hoje a deteccdo de casos novos é elevada devido a
alta transmissdo da doenca ou ao diagnéstico tardio (SILVA SOBRINHO;
MATHIAS, 2008).

Na Figura 1 é apresentada a prevaléncia da hanseniase no Brasil, com
destaque para a maior concentracdo de casos na regido da Amazoénia brasileira

(Rondénia, Mato Grosso, Tocantins, Maranhéo e sudoeste do Para).



Figura 1. Prevaléncia da hanseniase, Brasil 2011.
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Fonte: (Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, 2011), adaptado.

A Figura 2 mostra o coeficiente de detec¢édo de hanseniase para o Brasil
e entre as regides no periodo 2001-2010, onde se observa que a regido Norte
apresenta uma tendéncia a reducao, porém a taxa de casos novos detectados

€ ainda considerada alta.



Figura 2. Coeficiente de deteccdo de hanseniase por 100 mil habitantes no
Brasil, no periodo 2001-2010.
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Em 2011, no Estado do Amazonas foram totalizados 694 casos de
hanseniase, sendo 586 casos novos, 66 recidivas, 34 outros reingressos e 08
transferéncias de outros Estados. O coeficiente de deteccéo entre as regides
do Estado foi de 3,8 a 70,9 por 100 mil habitantes, oscilando entre uma
endemicidade média e hiperendémica. Na Fundacéo Alfredo da Matta (FUAM),
centro de referéncia em hanseniase da regido Norte do Brasil foram registrados
329 casos de hanseniase para o mesmo ano. Destes 256 foram casos novos,
41 casos de recidiva, 23 outros reingressos e 09 pacientes transferidos. O
namero de casos novos constituiu 43,7% do total de casos registrados no
Estado do Amazonas e representa 79,5% dos casos notificados em Manaus.
Observa-se ainda uma maior concentracdo destes casos novos na zona Norte
(28,9%), a zona Leste de Manaus com 28%. A zona Sul da cidade totalizou
21,8% (Boletim epidemiolégico FUAM, 2011).



Segundo dados do Boletim epidemiolégico da FUAM (2011), houve
declinio no coeficiente de deteccdo de casos de hanseniase observados no
Estado do Amazonas, no periodo de 1989-2011 (Figura 3). A cidade de Manaus
acompanha essa tendéncia, j& nos municipios do interior observa-se um
comportamento instavel, com aumento no coeficiente de deteccdo de casos de

hanseniase no ano de 2011 (Figura 4).

Figura 3. Deteccdo de casos de hanseniase no interior do Estado do AM,
periodo de 1989-2011.
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Figura 4. indice de deteccdo de hanseniase nas regides do Estado do AM,
2011.
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Fonte: Boletim epidemiolégico FUAM, 2011.

Entre algumas das metas definidas pela OMS destacam-se a deteccéo
precoce dos casos de hanseniase e a garantia do tratamento dos pacientes
coma PQT.

A OMS considera que um pais conseguiu controlar uma doenca quando
foram reduzidas a incidéncia, a prevaléncia e a morbidade da mesma a niveis
aceitaveis para tal regido. Neste contexto foi criado no Brasil um programa de
ampliacdo e descentralizacdo dos servicos de saude com o intuito de melhorar
o atendimento a populacdo, tentando assim eliminar a hanseniase como
problema de saude publica no pais (SILVA SOBRINHO; MATHIAS, 2008).

Outro objetivo proposto pela OMS foi a melhora da qualidade na
assisténcia aos pacientes, buscando reduzir as incapacidades fisicas que estes
poderiam adquirir ao longo prazo pela progressdo da hanseniase. Esse
programa €& conhecido como “Estratégia global aprimorada para redugao



adicional da carga da hanseniase para o quinquénio 2011-2015” (Ministério da
Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, 2011).

No Brasil, para o ano de 2011 a média de detecc¢do de casos novos com
grau de incapacidade Il foi de 1,13 por 100 mil habitantes. J& a regido Norte do
pais apresentou 2,53 por 100 mil habitantes, enquanto que no Estado do
Amazonas foram detectados 1,75 casos novos com grau de incapacidade Il por
100 mil habitantes. Até o momento, ndo existem publicacdes internacionais
desse indice que possam ser comparadas com os dados obtidos no Brasil
(Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, 2011).

Entre os 586 casos novos de hanseniase detectados no AM em 2011,
554 pacientes foram avaliados na procura de incapacidades. Desse grupo, 61
pacientes apresentaram grau Il de incapacidade. O numero de pacientes com
grau de incapacidade | totalizou 121 casos. Este dado é considerado alto
segundo os parametros do Ministério da Saude (= 10) e demonstra a existéncia
de diagnoéstico tardio na hanseniase, que poderia ser o resultado de pouco
acesso aos servigos basicos de saude ou pouca informacdo dos pacientes

sobre a doenca (Boletim epidemiologico FUAM, 2011).



Figura 5. Relag&o de casos novos de hanseniase e grau Il de incapacidade, no
Estado do Amazonas, 1998-2011.
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Em adicéo a esse cenario, outro fator que dificulta a reducédo no nimero
de casos de hanseniase € o aparecimento de casos de recidiva. Segundo a
OMS um paciente com hanseniase é considerado como caso de recidiva
guando este completou o tratamento da PQT, porém desenvolveu
posteriormente novos sinais e sintomas da doenca, mesmo durante o periodo
de vigilancia considerado dois anos para os pacientes PB e cinco anos para
MB.

Acredita-se que as recidivas sdo ocasionadas por varios fatores, tais
como a presenca de M. leprae integros, o uso prolongado de drogas
monoterapicas ou mesmo a terapia inapropriada (KAIMAL; THAPPA, 2009).
Com tudo as recidivas sao raras (ARAUJO, 2003). Pesquisas epidemioldgicas
demostram também, que usualmente, os relatérios de altos indices de recidivas

sao devidos ao reconhecimento inadequado por parte de alguns profissionais



da saude pouco capacitados na doencga. Outra causa poderia ser a inclusdo
incorreta de alguns pacientes que completaram um ano de tratamento PQT e
ainda requerem mais 12 meses de medicagdo como recidivas. Além disso, o
registro de informacg@es insuficientes nos prontuarios que nao permitem saber
se 0 paciente terminou ou abandonou o tratamento, também dificulta o
conhecimento real do numero de casos de recidiva (Ministério da Saude,
Secretaria de Vigilancia em Saude, 2011).

E importante também diferenciar os surtos reacionais das recidivas por

serem clinicamente muito semelhantes (Quadro 1).
Os surtos reacionais ou reacdes hansénicas (tipo 1 e 2) séo alteracbes do
sistema imunoldgico que se manifestam como quadros inflamatérios que se
intercalam na fase cronica da doenca, sdo desencadeados por fatores como
vacinacao, gravidez, estresse fisico e emocional entre outros e podem surgir
durante o tratamento ou apos a alta do paciente e se apresentam com mais
frequéncia nos pacientes MB.

Nas reacOes tipo 1 também conhecidas de Reacdo Reversa (RR)
aparecem novas lesfes dermatolégicas que podem ser tipo manchas ou
placas, infiltrados, com alteracdo de cor na area afetada e edema nas lesbes
antigas. O espessamento e dor de nervos periféricos (neurite) podem ou néo
estar presente.

Nas reacfes tipo 2 a manifestacdo mais frequente € o Eritema Nodoso
Hansénico (ENH) onde ocorre o aparecimento de nodulos subcutaneos
dolorosos com ou sem febre, dor nas articulacdes e mal-estar generalizado, da
mesma forma que nas reacgdes tipo 1 a neurite pode ou ndo se manifestar.

Para realizar o diagndstico dos estados reacionais se faz necessario que
submeter ao paciente a exame fisico geral e a avalicdo dermato-neurolégica.
Os estados reacionais podem acontecer antes, durante ou depois do uso da
PQT (Araujo, 2003; Ministerio da Saude, 2009).

Foi observado que pacientes que apresentaram estes episddios reacionais
durante a hanseniase tiveram triplicadas suas chances de desenvolver recidiva
(DE MEDEIROS BRITO et al., 2005). A dificuldade de realizar o diagnostico
diferencial correto entre recidiva e os episédios reacionais faz que existam
dados controversos sobre o diagnéstico das duas situacdes, fato que contribui

a transmissao da hanseniase (ROCHA et al., 2012).



Quadro 1. Diferengas entre reacgéo reversa e recidiva.

Reacdo reversa

Recidiva

Geralmente durante a quimioterapia ou

dentro de 6 meses apoés o tratamento.

Normalmente muito depois do término da
guimioterapia, acima de um ano de intervalo de

tratamento.

Inicio subito e inesperado.

Inicio lento e insidioso.

Pode vir acompanhado de febre e malestar.

Em geral sem sintomatologia geral.

LesBes antigas se tornam eritematosas

brilhantes, infiltradas.

LesbGes antigas podem apresentar bordas

eritematosas.

Em geral varias lesdes novas.

Poucas lesdes novas.

Pode haver ulceracdo das lesdes.

Ulceracao é rara.

Regressdo com descamacéao.

N&ao ha descamacao.

Pode acometer varios troncos nervosos

rapidamente, com dor, alteracdo da

sensibilidade e funcdo motora.

Pode acometer um Unico nervo e as alteracGes

motoras ocorrem muito lentamente.

Excelente resposta a corticoterapia.

N&o responde bem a corticoterapia.

Fonte: (ARAUJO, 2003)

Outro agravante desta situacéo € a dificuldade em distinguir se os sinais
e sintomas sdo resultantes de uma nova infeccdo ou da ineficacia do
tratamento PTQ, possivelmente devido aos bacilos resistentes. Por tal razdo, o
diagnostico das recidivas € extremamente complexo e requer o continuo
acompanhamento do paciente até registrar sua cura (Ministério da Saude,
Secretaria de Vigilancia em Saude, 2011), além de qualificacdo dos
profissionais de salde responsaveis por estes pacientes.

No ano de 2010 o numero global de casos de recidiva teve aparente
diminuicdo quando comparado com 2009; porém este dado ndo reflete a
realidade, pois o Brasil ndo apresentou os dados do numero de recidivas a

OMS nesse ano (http://www.who.int/wer/en). No ano de 2011 foram registrados

1498 casos de recidiva no Brasil (http://www.who.int/wer/en), valor que é

considerado alto quando comparado com outros paises (Ministério da Saude,
Secretaria de Vigilancia em Saude, 2011).

Os pacientes que receberam o tratamento com a PQT apresentam risco
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dez vezes mais baixo de desenvolver recidiva, que os tratados com
monoterapia de dapsona (KAIMAL; THAPPA, 2009).

Atualmente, a OMS introduziu o programa de vigilancia de recidivas com
0 intuito de diminuir o impacto deste fenbmeno da hanseniase. Apds a
implementacdo deste programa, varios paises endémicos da doenca passaram
a relatar seus casos de recidivas (ROCHA et al., 2012).

Com os esfor¢cos realizados pelos programas nacionais dos paises
endémicos e a colaboracdo de entidades internacionais, tem sido observada
diminuicio do numero de casos de hanseniase a nivel mundial

(http://www.who.int/wer/en). Contudo, esta grave doenca ndo desaparecera em

breve visto que ainda hoje o nUmero de casos novos continua alto.

Em paises com alta endemicidade, principalmente na area da periferia
das grandes cidades, os servicos de saude nao oferecem a cobertura
necessaria para o tratamento dos pacientes com hanseniase, o que leva ao
aumento do risco de uma reinfeccéo (DA SILVAROCHA et al., 2011).

Acredita-se que a diminuicdo na deteccdo de numeros de casos de
hanseniase no Brasil se deve a uma série de fatores entre os quais se incluem
a PQT, os esforgcos dos profissionais da salude da rede basica e dos centros de
referéncia, assim como também as melhorias no ambito econémico-social do
pais (Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, 2011).

No entanto, essa aparente diminui¢cao poderia ser também um reflexo de
passividade na procura de casos novos por parte dos servicos de saude (SILVA
SOBRINHO; MATHIAS, 2008).

A deteccdo precoce e o tratamento com a PQT na hanseniase séo
alternativas que a OMS pretende manter a longo prazo. A justificativa é que nao
existem mudancas tecnoldégicas nem novos conhecimentos para tentar

gualquer alteracdo no modo de controlar a doenca.

2.4 Diagndstico da hanseniase

O diagnéstico desta doenca comumente € baseado nos sinais e
sintomas clinicos e inclui varias etapas: anamnese, avaliacdo dermatolégica,
avaliagdo neurolOgica, procura por episodios reacionais e o0 diagnostico
diferencial com outras dermatoses (PENNA et al., 2002).

A deteccédo precoce da hanseniase ajuda no controle da doenca, assim
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como na eleicdo do tratamento mais adequado para cada paciente
(http://www.who.int/lep/diagnosis/en/index.html).

O paciente suspeito de hanseniase geralmente apresenta lesGes de pele
Unica ou mdultiplas, usualmente menos pigmentadas que a regido adjacente.
Dependendo da forma clinica as lesdes podem ser avermelhadas ou
acobreadas, maculas (planas), papulas (elevadas) ou nodulos.

Outra caracteristica tipica da doenca € a perda da funcdo sensorial
definitiva da é&rea afetada, com ou sem comprometimento nervoso

(http://www.who.int/lep/diagnosis/en/index.html).

O M. leprae é um bacilo alcool acido resistente ndo cultivavel in vitro. Em
1973 utilizavam-se tatus (Dasypus novemcinctus) como modelo experimental
para o desenvolvimento de uma vacina contra a hanseniase, este ensaio foi
importante para demonstrar que estes animais sao hospedeiros naturais para o
M. leprae. Os tatus apresentam uma temperatura corporal média entre 30-35°C
gue favorece o crescimento do bacilo hansénico, jA que esta bactéria exibe
tropismo por regides frias do corpo (DEPS et al., 2007; SINGH; COLE, 2011).
Contudo, ainda hoje, nao foi possivel o desenvolvimento de uma vacina eficaz
para esta doenca (MATSUOKA, 2010). Através do estudo com esse modelo
animal foi possivel extrair o DNA do M. leprae para realizar o sequenciamento
do genoma completo da cepa TN isolada de um paciente de Tamil Nadu, na
india (SINGH; COLE, 2011).

Através dos ensaios com tatus e camundongos foi possivel conhecer
informacBes das bases genéticas, metabdlicas e antigénicas do bacilo da
hanseniase (SCOLLARD et al., 2006) bem como investigar a resisténcia de M.
leprae aos farmacos.

O exame mais utilizado para o diagnéstico da hanseniase é a bidpsia de
pele das lesdes ativas. Outro recurso laboratorial utilizado principalmente nos
casos MB é a baciloscopia das lesdes de pele, usada como técnica
semiquantitativa para a contagem dos bacilos e no seguimento dos pacientes
durante e apds o tratamento com os medicamentos (SINGH; COLE, 2011). Na
forma clinica BT a biopsia constitui a ferramenta mais adequada para o
diagndstico da hanseniase, pois nestes casos o M. leprae encontra-se no
interior dos ramos nervosos dérmicos, ja na baciloscopia dos raspados

dérmicos os bacilos ndo estdo bem representados (BARRETO et al., 2008).
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A baciloscopia também é usada para a avaliacdo dos quadros de recidiva
(PENNA et al., 2002). Devido a preferéncia do bacilo M. leprae pelos locais
frios do corpo, as amostras de baciloscopia sdo comumente coletadas de
I6bulos das orelhas e cotovelos dos individuos com suspeita de hanseniase
(SINGH; COLE, 2011).

A coleta da amostra de baciloscopia se realiza a partir de um corte na lesao
de pele suspeita de conter M. leprae. A linfa obtida é espalhada sobre uma
lamina de vidro e em seguida realizada a coloracdo pelo método de Ziehl-
Neelsen. Posteriormente é feita a descoloracdo com alcool-4cido 1%. O indice
baciloscépico (IB) obtido da contagem das laminas de baciloscopia é expresso

numa escala logaritmica (http://www.who.int/lep/microbiology/en/index.html).

Nas baciloscopias positivas das lesdes de pele, quando observados sob o
microscopio, os bacilos do M. leprae sdo corados em vermelho (Ziehl-Neelsen).
O resultado da microscopia é expresso sob a forma de IB que varia entre 0 a
6+, onde O (zero) representa a auséncia de bacilos e 6+ a presenca de mais de
1000 bacilos por campo microscopico. Para as formas tuberculoide e
indeterminada o resultado da baciloscopia € negativo, jA para as formas
virchowianas o resultado € positivo. A forma dimorfa tem um resultado variavel
(ARAUJO, 2003). Na microscopia 0 M. leprae se apresenta como bacilo em
forma de bastonete com os lados paralelos e as extremidades arredondadas ou
podem também ser visualizados em forma de haste (em menor proporcao).
Nas lesdes da hanseniase de pacientes LL encontram-se grande numero de
bacilos, comumente agrupados, formando globias, mas nunca formando

cadeias (http://www.who.int/lep/diagnosis/en/index.html).

Ainda hoje, ndo estéo disponiveis testes soroldgicos para a identificacdo do M.
leprae nos laboratdrios de rotina (SCOLLARD et al., 2006), apesar de existir o
teste ML Flow desde 2003, empregado em projetos de pesquisa para pacientes
MB. Através deste ensaio imunocromatogréafico sdo detectados anticorpos IgM
contra o antigeno glicolipideo fendlico 1 (PGL-I) do M. leprae, utilizando como
amostras sangue total ou soro (GROSSI et al., 2008). Contudo, o0 emprego tem
demostrado ser altamente sensivel somente no caso de pacientes MB
(BARRETO et al., 2008). Os anticorpos contra o PGL-I apresentam
especificidade para o M. leprae e ndo conferem protecdo, somente s&o

indicativos de infeccdo pelo bacilo (CONTIN et al., 2011a), porém pessoas
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expostas ao bacilo podem apresentar baixos titulos deste anticorpo (CONTIN
et al., 2011)

2.5 Mycobacterium leprae

O agente etioldgico da hanseniase, o M. leprae € um bacilo alcool-acido
resistente (BAAR), intracelular obrigatorio, imével, com caracteristicas
microaerofilicas, de crescimento lento, que ndo forma esporos e com periodo
de incubacao que oscila entre dois a cinco anos (SCOLLARD et al., 2006). Este
bacilo, descoberto por Gerhard Armauer Hansen em 1873, em Berger, na
Noruega, foi a primeira bactéria patogénica associada com doenca no ser
humano (SINGH; COLE, 2011).

Em adic&o, o genoma do M. leprae foi um dos primeiros a ser sequenciado
de forma completa (SCOLLARD et al., 2006). Entre as micobactérias, o M.
leprae apresenta o genoma de menor tamanho e € o mais rico em conteudo de
adenina-timina (A+T). Atualmente sabe-se que a sequéncia genémica da cepa
TN do M. leprae contém 3.268.210 bp, possuindo média aproximada de 57,8%
da combinacdo de aminoacidos guanina-citosina (G+C). Também ja foram
descobertos 1614 genes que codificam proteinas e mais de 50 genes que
codificam cadeias de RNA estaveis (SINGH; COLE, 2011).

O M. leprae sofreu evolucéo redutiva, perdendo muitos genes e funcdes
a eles associadas, possivelmente por mudancas drasticas em seu estilo de
vida, que passou da forma livre a viver associado obrigatoriamente a um
hospedeiro (SINGH; COLE, 2011).

Ao analisar a sequéncia génica do bacilo de Hansen, observa-se a
presenca de muitos pseudogenes que sao sugestivos da alta diversidade
genética entre as cepas do M. leprae. Contudo, a comparacdo entre as
diferentes cepas desta bactéria revelou que a existéncia de variacdes entre
elas é rara. Por exemplo, a comparacao entre a cepa Br4923 de um paciente
brasileiro, com o genoma da cepa TN da india (3.268.071 bp), somente
mostrou uma diferenca de 141 bp, diferindo somente no locus 185 (SINGH;
COLE, 2011).

Para esclarecer se existiam modificagbes entre cepas de lugares
geograficos diferentes foram analisadas as cepas Thai53 (Tailandia) e NHDP63

(USA) e comparadas com as cepas padroes TN e Br4923. Essa comparacao



revelou que existia mais de 99.995% de identidade na sequéncia entre elas,
concluindo-se assim, que o conteudo génico é essencialmente idéntico entre os
guatro isolados (SINGH; COLE, 2011).

O M. leprae possui uma taxa de delecao de pseudogenes lenta, contrario
ao observado na maioria das bactérias, e deste modo, a retencdo de
aproximadamente 89% dos nucleotideos de pseudogenes no M. leprae
(GOMEZ-VALERO et al., 2007). Esses dados sugerem que essas sequéncias
poderiam prover funcdes de “backup” ou ativagdo em eventos tais como a
conversdo de genes em situacfes ndo convencionais, ou também poderiam
atuar como reservatoério de diversidade genética (SINGH; COLE, 2011).

Com a descoberta do genoma do M. leprae foi possivel aprimorar as
técnicas diagnosticas, entender as bases genéticas, a fisiologia e a
patogenicidade da bactéria. Além disso, foram descritas as bases genéticas da
resisténcia medicamentosa do M. leprae através do uso das técnicas
moleculares que testam a susceptibilidade do bacilo as diferentes drogas
usadas na hanseniase (SINGH; COLE, 2011).

2.6 Tratamento poliquimioterapico

O primeiro tratamento para a hanseniase apareceu nos anos finais de
1940, utilizando a dapsona e seus derivados. A monoterapia com qualquer
farmaco usado no combate a hanseniase poderia facilitar o desenvolvimento
de resisténcia medicamentosa a droga e sua utilizacdo atualmente €
considerada pratica antiética (http://www.who.int/lep/mdt/en/ index.html).

A meta de diminuir a taxa de hanseniase em menos de um caso por 10
mil habitantes foi tracada em 1991 pela OMS, introduzindo para tal finalidade a
PQT e incentivando os sistemas de saude a realizar a deteccdo precoce da
doenca.

Assim a OMS estabeleceu através da PQT (Quadro 3) a utilizacdo de
uma combinacdo de rifampicina (uma vez por més), clofazimina e dapsona
(doses diarias por 12 meses) nos casos MB de hanseniase e rifampicina e
dapsona nos PB (somente por seis meses). A principal droga neste tipo de
terapia é a rifampicina, pois é usada para os dois tipos de hanseniase. Outros
antibidticos também sao utilizados, como a estreptomicina, a claritromicina, as

fluoroquinolonas e a etionamida, os quais tém mostrando eficacia para o



tratamento da hanseniase. Consideram-se tratamentos alternativos, sendo
substitutos de algum componente utilizado na PQT que cause efeito secundario
no paciente ou em casos de resisténcia medicamentosa (Ministério da Saude,
Secretaria de Vigilancia, 2010).

Desde 1995 a OMS fornece os medicamentos da PQT utilizados na
hanseniase de forma gratuita aos paises considerados endémicos para a

doenca. (http://www.who.int/lep/microbiology/en/index.html).

Quadro 2. Regime terapéutico para casos Paucibacilares de hanseniase.

Adulto Rifampicina: 600 mg/més (administra¢do supervisionada).

Dapsona: 100 mg/més supervisionada e 100 mg/diaria
autoadministrada.

Crianca Rifampicina: 450 mg/més (com administracéo supervisionada).
Dapsona: 50 mg/més (supervisionada) e diaria de 50 mg/diaria
autoadministrada.

Duracao: 6 doses

Fonte: (Ministério da Saude, 2010), adaptado.

Quadro 3. Regime terapéutico para casos Multibacilares de hanseniase.

Adulto | Rifampicina: dose mensal de 600 mg (supervisionada).

Dapsona: dose mensal de 100 mg (supervisionada) e uma dose diaria
de 100 mg (autoadministrada).

Clofazimina: dose mensal de 300 mg (supervisionada) e uma dose
diaria de 50 mg (autoadministrada).

Crianga | Rifampicina: dose mensal de 450 mg (supervisionada).

Dapsona: dose mensal de 50 mg (supervisionada) e 50 mg
(autoadministrada).

Clofazimina: dose mensal de 150 mg (supervisionada) e 50 mg em
dias alternados. (autoadministrada)

Duracgédo: 12 doses

Fonte: (Ministério da Saude, 2010), adaptado.

Outro fator que favorece o aparecimento de cepas resistentes aos
medicamentos usados na hanseniase sdo os tratamentos prolongados, pois 0s
pacientes geralmente abandonam o regime terapéutico ou fazem interrupc¢des
do mesmo, tendo em ocasifes dosagens inadequadas da droga (OPROMOLLA
etal., 1993).
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A PQT é considerada um tratamento efetivo, pois reduziu a prevaléncia
de casos de hanseniase em muitas areas. Contudo, existem relatos de M.
leprae resistente a alguns componentes da PQT (MATSUOKA, 2010; KAI,
MASANORI et al., 2011).

Nas duas Ultimas décadas € considerado que mais de 14 milhdes de
pessoas foram curadas da hanseniase através da PQT. Contudo, sao
detectados mais de 250.000 casos novos da doencga por ano, com uma média
de um caso novo documentado a cada dois minutos. Esta informagcdo destaca
a importancia de realizar seguimento adequado do mecanismo da transmisséo
do bacilo e da utilizacdo de métodos de diagnéstico eficazes e precoces nos
individuos suspeitos de portar a doenca (SINGH; COLE, 2011) Apesar da
utilizacdo da PQT o Brasil continua com indices de deteccdo de hanseniase
elevados (PEREIRA et al., 2011).

2.6.1 Dapsona

O primeiro farmaco aplicado com sucesso no tratamento da hanseniase
foi o Promin (diamino-azobenzeno 4 -sulfonamida) em 1943 utilizado
inicialmente no leprosario de Carville, na Louisiana, USA. Em 1947 foi
introduzido também no Japéo. Porém, seis anos mais tarde surgiu no mercado
a dapsona, demostrando-se mais efetiva que o Promin. Hoje em dia, a dapsona
continua sendo um componente fundamental no tratamento da hanseniase
(MATSUOKA, 2010).

A dapsona € uma sulfona anéloga do acido para-aminobenzoico (PABA),
alvo da enzima diidropteroato sintase (DHPS) que atua como antimetabdlito
pela competicAio com PABA para os sitios ativos de enzima DHPS
(BAUMSTARK et al., 1977). Este farmaco foi utilizado mundialmente como a
droga de primeira linha a para o tratamento da hanseniase (MATSUOKA, 2010;
NAKATA et al., 2011). A enzima DHPS ¢é codificada pelo gene folpl, envolvido
na sintese de acido félico. O mecanismo de acdo da dapsona ocorre através da
inibicAo competitiva da sintese de acido folico. A dapsona € considerada um
bacteriostatico e, infelizmente, seu uso massivo como tratamento monoterapico
entre 1960 e 1970, promoveu aumento dos casos de M. leprae resistentes a
essa droga (MATSUOKA, 2010; NAKATA et al., 2011).



2.6.2 Rifampicina

A rifampicina é um potente bactericida atualmente usado na PQT, que
pode ser administrado como dose Unica (1.200 mg) ou mediante doses diarias
(600 mg por 3 dias) (MATSUOKA, 2010). A rifampicina foi previamente usada
como droga monoterapica ou em combinacdo com a dapsona, antes da
implementacdo da PQT. A rifampicina é considerada o farmaco chave do
régime PQT da hanseniase (ROCHA et al., 2012).

Por seu poder bactericida, a rifampicina tem demonstrado ser uma droga
supressora de bacilos M. leprae resistentes, e deste modo os relatos de
mutacdes no gene rpoB sdo poucos frequentes (KAI, MASANORI et al., 2011).

2.6.3 Ofloxacina

A ofloxacina € um bactericida de espectro moderado. O primeiro ensaio
com esta droga para verificar sua efetividade contra o M. leprae foi realizado
em 1986 pelo método de Shepard (SAITO et al.,, 1986). Seu mecanismo de
acao ocorre através da ligacdo a subunidade A da DNA girase no gene gyrA,
inibindo a replicacdo do DNA da bactéria. Mutacdes associadas com o gene

gyrA sao comumente relatadas em micobactérias(MATSUOKA, 2010).

2.6.4 Clofazimina

A clofazimina € considerada um bactericida com propriedades anti-
inflamatorias. Esta droga foi utilizada como tratamento contra a hanseniase
pela primeira vez em 1962 (BROWNW; HORGEZEIL, 1962). Tem atividade
anti-micobacteriana, porém seu mecanismo de acdo € ainda hoje
desconhecido. E altamente lipofilica e liga-se preferencialmente aos dominios
ricos em guanina-citosina (G-C) do DNA da bactéria (SCOLLARD et al., 2006).
Até agora, os mecanismos moleculares de resisténcia para a clofazimina séao
desconhecidos e mesmo sendo utilizada por mais de quatro décadas os relatos

de resisténcia medicamentosa sao raros (MATSUOKA, 2010).

2.6.5 Claritromicina

Este farmaco possui significativa atividade bactericida contra o M.
leprae. Os pacientes com hanseniase LL recebem uma dose de 500 mg da
droga que é capaz de matar 99% de bacilos viaveis ap6s 28 dias e 99.9% apds

56 dias. Sua atividade antimicrobiana é similar a eritromicina, inibindo a sintese



de proteinas pela ligacdo ao ribossomo e a diminuicdo dessa ligacdo esta
relacionada com resisténcia a claritromicina. As mutacées associadas a este
farmaco encontram-se no gene rRNA 23S (SCOLLARD et al., 2006)

2.6.6 Minociclina

E o Unico farmaco dentro do grupo de tetraciclinas usada no combate do
M. leprae e sua atividade bactericida contra este micro-organismo foi
confirmada em 1987 (GELBER, 1987). E utlizada em combinacdo com
rifampicina e ofloxacina na PQT (régime ROM), para os casos de lesdes Unicas
paucibacilares (SLPBS). Como qualquer tetraciclina, a minociclina inibe a
sintese de proteinas através da ligagdo a subunidade ribosomal 30S da
bactéria. Ainda hoje, ndo existem dados de resisténcia para esta droga
(MATSUOKA, 2010).

Segundo Gelber as propriedades bactericidas da minociclina contra o M.
leprae devem-se as suas caracteristicas lipofilicas, que possibilitam a entrada
através da parede celular da bactéria. A resisténcia a esta droga nao tem sido
estudada porque seu uso é considerado recente em pacientes PB (SCOLLARD
et al., 2006).

2.7 Resisténcia medicamentosa

Para Singh & Cole, o desenvolvimento de micro-organismos resistentes
as drogas é considerado uma grave ameaca no controle de qualquer doenca
infecciosa. A resisténcia aos medicamentos para o M. leprae € produto de
mutacdes nos genes que codificam regides alvos das drogas utilizadas na PQT.
Essas mutacBes sdo espontaneas devidas a erros na replicagcdo do DNA da
bactéria (SCOLLARD et al., 2006).

Na hanseniase ndo existe uma definicdo oficial de bacilos multidroga
resistentes, sendo este término usado quando se encontram M. leprae
resistentes a rifampicina e outro farmaco utilizado no esquema PQT (ROCHA et
al., 2012).

No genoma do M. leprae existem regides determinantes de resisténcia
as drogas (DRDR). A resisténcia as drogas utilizadas na PQT evoluiu devido as
mutacdes nessas regides DRDR e entre 0s casos novos ainda € considerada
rara (MATSUOKA et al., 2008). A maioria de pacientes com bacilos M. leprae

resistentes aos farmacos da PQT sdo casos de recidiva (MAEDA et al., 2001;



MATSUOKA, 2010; KAI, M. et al., 2011; SINGH et al., 2011; SINGH; COLE,
2011).

A ocorréncia de resisténcia as drogas na hanseniase manteve niveis
baixos depois da introducdo da PQT (KAI, MASANORI et al., 2011). Apesar da
PQT visar a prevencédo da disseminacao de cepas de M. leprae resistentes as
drogas, existem relatos de resisténcia aos componentes da PQT (MAEDA et
al., 2001; MATSUOKA et al., 2008; KAI, MASANORI et al., 2011).

Ainda neste contexto, no ano de 1993 foi identificado um isolado
apresentando resisténcia a dapsona e a rifampicina em Cuba (GONZALEZ et
al., 1993). Estudos realizados na cidade de Bamako, Mali usando o método de
Shepard identificaram bacilos M. leprae multidroga resistentes (MDR) em 1997.
Para determinar a resisténcia a rifampicina e ofloxacina a amostra que
apresentava bacilos MDR foi submetida a sequenciamento de DNA (CAMBAU
et al., 1997). Nesta época, ndo foram realizados os testes de sequenciamento
no gene folpl, ndo sendo possivel a identificacdo do codon onde acontecera a
mutacdo associada a resisténcia a dapsona. Recentemente foram identificados
bacilos M. leprae resistentes em casos novos de hanseniase caracterizando
uma resisténcia primaria nas Filipinas, Indonésia e em algumas regides do
Vietnam, usando o sequenciamento de DNA (MAEDA et al., 2001; ASIA, 2009;
KAI, MASANORI et al., 2011).

Bacilos M. leprae resistentes aos farmacos sao capazes de disseminar-
se desde um sitio de lesdo especifica para outros lugares do corpo num
mesmo individuo. Deste modo, faz-se necessario avaliar varios locais de leséo
no momento da coleta da amostra para verificar se existem diferencas entre os
locais (MATSUOKA et al., 2010; KAI, MASANORI et al., 2011). Além disso,
esses bacilos resistentes aos farmacos podem propagar-se para outros
individuos levando ao surgimento de casos novos com resisténcia primaria.
Deste modo, a estratégia para prevenir 0 surgimento e a transmissao da
hanseniase MDR requer o monitoramento e a rapida deteccdo de cepas
resistentes de M. leprae (MAEDA et al., 2001; MATSUOKA et al., 2008).

A andlise das regides DRDR por técnicas de Biologia Molecular é
simples, confiavel e pretende substituir o método de Shepard (MATSUOKA et
al., 2010). As técnicas moleculares sédo consideradas rapidas e de baixo custo

em relacdo aos métodos fenotipicos. Ultimamente muitos laboratorios utilizam



0 sequenciamento direto de DNA de produtos da Reag¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR) dos genes folpl, gyrA e rpoB do M. leprae, onde sao
encontradas as muta¢gbes associadas com resisténcia as drogas usadas no
tratamento da hanseniase. Existem também métodos como a PCR Real Time e
os microarranjos de DNA (SINGH; COLE, 2011).

2.7.1 Resisténcia a dapsona

Inicialmente a dapsona foi usada em esquema monoterdpico para o
tratamento da hanseniase. Acredita-se que por possuir somente poder
bacteriostatico tenha sido possivel com seu uso, a sobrevivéncia de bacilos M.
leprae resistentes (KAI, MASANORI et al., 2011).

O primeiro informe de resisténcia a dapsona foi em 1953 (WOLCOTT;
ROSS, 1953), mas néo existiam métodos capazes de confirmar o dado. Com o
teste de susceptibilidade as drogas utilizando camundongos foi possivel a
identificacdo e confirmacdo de resisténcia a dapsona e a outros farmacos
(PETTIT; REES, 1964).

No Brasil, os primeiros relatos de resisténcia a esta droga apareceram
nas décadas de 60 e 70 como resultado do uso inapropriado da dapsona
(NOGUEIRA et al., 1995). Em 1985, no Estado do Amazonas foi realizado
estudo que demonstrou sulfono resisténcia secundaria com comprovacao
laboratorial em seis pacientes do antigo leprosario da cidade de Manaus
(TALHARI et al., 1985). Em 1993 foi descrita a resisténcia multipla a dapsona e
a rifampicina em quatro pacientes no Estado de Sdo Paulo (OPROMOLLA et
al., 1993). Esses achados confirmam a circulacdo de cepas resistentes de M.
leprae no Brasil ha mais de trinta anos.

Através do método de Shepard, a resisténcia a dapsona foi classificada
em trés graus: baixo, intermédio e alto (MATSUOKA et al., 2008; MATSUOKA,
2010). Assim uma concentracao de 0,0001% de dapsona no teste de Shepard
nao se relaciona com mutacdo no gene folpl e é considerada sem significancia
clinica, entendendo que a administracdo de 0,0001 g de dapsona por 100 g na
dieta do camundongo equivale a dosagem de 1 mg de dapsona diaria em um
humano. A dose atual de dapsona para os pacientes € de 100 mg por dia
(MATSUOKA, 2010).

Com a descoberta do genoma do M. leprae foram revelados dois genes



relacionados com a biossintese de folato, chamados folpl e folp2 (COLE et al.,
2001). Esta descoberta foi importante porque a dapsona tem como alvo a
DPHS inibindo competitivamente seu substrato o &cido para-aminobenzoico
(PABA), consequentemente a biossintese de acido félico é inibida. A resisténcia
a dapsona é associada as mutacdes nos codons 53 e 55 no gene folpl,
enquanto que ainda nenhuma mutacdo no gene folp2 foi associada com a
resisténcia a esta droga (SINGH; COLE, 2011).

Todas as mutacBes até agora identificadas no gene folpl foram
confirmadas pelo método de Shepard. As substituicdes de aminoacidos estao
localizadas no co6don 53: treonina (ACC) — isoleucina (ATC), alanina (GCC),
valina (GTC), alanina (SAITO et al.) ou arginina (AGG) e no cédon 55: prolina
(CCC) — leucina (CTC), arginina (CGC) ou serina (TCC). Uma nova mutacéo
no cédon 48 foi também detectada em espécimes clinicos, porém os dados nao
foram comprovados ou descritos (MATSUOKA, 2010; NAKATA et al., 2011).

2.7.2 Resisténcia a rifampicina

A rifampicina tem como alvo a subunidade B da RNA polimerase,
codificada pelo gene rpoB. Este farmaco liga-se a subunidade B e inibe a
transcricdo de RNA mensageiro (MATSUOKA, 2010). A mutacdo acontece num
pequeno trecho do gene, chamado de regidao determinante de resisténcia as
drogas (RDRD). Assim, mutacdes nas regifes altamente conservadas do gene
rpoB conferem resisténcia a rifampicina para varias micobactérias
(BAUMSTARK et al., 1977; WILLIAMS et al., 1994).

O primeiro achado de resisténcia a rifampicina foi no ano de 1976
(JACOBSON; HASTINGS, 1976). As mutacbes até agora identificadas
encontram-se nos cédons 407, 410, 420, 425 e 427, assim como, insercdes
entre os cédons 408 e 409 podem conferir resisténcia a rifampicina. No cédon
407 existe a troca de glutamina (CAG) — valina (GTG). No cédon 410 foi
identificada a mudanca do acido aspartico (GAT) — tirosina (TAT), no cdodon
420 troca a histidina (CAC) — acido aspartico (GAC), no cédon 425 troca
serina (TCG) — leucina (TTG) (em alta frequéncia, similar a descrita para o M.
tuberculosis) ou fenilalanina (ATG) — metionina (TTC). No cédon 427 existe
uma substituicdo de leucina (CTG) — valina (GAG). Também outras mutagdes

ja foram identificadas, por exemplo, nas posicoes 416: serina (TCG) — cisteina



(TGT) e 408 (glicina — acido aspartico), porém ainda nao esta esclarecida sua
associacdo com resisténcia a rifampicina (MAEDA et al., 2001; MATSUOKA,
2010)

Além disso, existe o primeiro relato de mutacédo na posicdo 516 do gene
rpoB do M. leprae que anteriormente s6 era conhecida na Escherichia coli (JIN;
GROSS, 1988), onde acontece a troca do acido aspartico — asparagina. Foi
identificada também uma mutacdo na posicdo 526 previamente demostrada
somente no M. tuberculosis trocando o aminoacido histidina — tirosina
(MAEDA et al., 2001; SINGH; COLE, 2011).

2.7.3 Resisténcia a ofloxacina

A ofloxacina, uma droga do grupo das fluoroquinolonas, inibe a
replicacdo do DNA mediante a ligacdo com a subunidade A da DNA girase no
gene gyrA. Esta droga foi incluida no novo regime rifampicina, ofloxacina e
minociclina conhecido como ROM, utilizado no tratamento da hanseniase PB.
Porém o primeiro achado de resisténcia a esta droga foi em 1994 (CAMBAU et
al., 1997). Posteriormente também foram descritos mais dois casos de
pacientes com recidiva apos tratamento com ofloxacina no Japdo em 2000 e
2003 (MATSUOKA, 2010). Foi identificado também um isolado proveniente do
Haiti mostrando resisténcia multipla a ofloxacina e rifampicina (KAI, M. et al.,
2011). Mutacbes associadas com o gene gyrA sdo comumente relatadas em
micobactérias (CAMBAU et al., 1994; TAKIFF et al., 1994).

As mutacdes identificadas até 0 momento no gene gyrA encontram-se
no codon 89: glicina (GGA) — cisteina (TGC) e no cédon 91: alanina (GCA) —
valina (GTA) (MATSUOKA et al., 2008; MATSUOKA, 2010; MATSUOKA et al.,
2010). Também substituicbes de aminoacidos nos codons 91 (serina) e 94
(asparagina) sdo associadas com resisténcia as quinolonas (MATSUOKA,
2010).

Acredita-se que mutacdes nos codons 89, 92 e 95 relacionadas com
resisténcia as quinolonas por parte do M. tuberculosis possam conferir também
resisténcia para o M. leprae, mas ainda tais casos nao foram descritos (SINGH;
COLE, 2011). No caso do M. tuberculosis foi identificada a mutagdo que troca o
aminoacido glicina — cisteina no cédon 89 do mesmo gene (MAEDA et al.,
2001).



Até o momento, ainda sdo conhecidos poucos casos de M. leprae com
mutac¢des na DRDR as quinolonas no gene gyrA (MAEDA et al., 2001).

Figura 6A. Mutacbes associadas nos genes do M. leprae. que conferem

resisténcia medicamentosa a dapsona.

Figura 6A. folP1: Treonina (ACC) 53 e Prolina (CCC) 55

I
SGC GAAT CGACCCGGCCCGGTGCCAT TAGG
170 180 190

Fonte: (Matsuoka, 2008), adaptado.

Figura 6B. Mutacbes associadas nos genes do M. leprae. que conferem

resisténcia medicamentosa a rifampicina.

Figura 6B. rpoB:Glicina (CAG) 407, Acido Aspartico(GAT) 410, Histidina
(CAC) 420, Serina (TCG) 425, Leucina (CTG) 427

— —_— I — —
3CCAGCTGTCGCAGT TCATGG AT (A G AACAACCCT CTGT CGGGCCT GAC CCACAAGCGCCGGCTGTCGGCGCTGGGC(
£0 0 8() 90 30

Al

Fonte: (Matsuoka, 2008), adaptado.



Figura 6C. Mutacdes associadas nos genes do M. leprae. que conferem

resisténcia medicamentosa as quinolonas.

Figura 6C. gyrA: Glicina (GGC) 89, Alanina (GCA) 91, Serina (TCG) 92,
Acido Aspartico (GAC) 95

— —— — —
TIACATCCGCACGGCGACGCATC GAT TTAT GACA
00 1

UL d.lmm,‘

Fonte: (Matsuoka, 2008), adaptado.
2.8 Diagnostico de resisténcia as drogas

2.8.1 Método de Shepard

O M. leprae € um micro-organismo nao cultivavel por meétodos
tradicionais in vitro. Porém existe uma técnica capaz de permitir o crescimento
deste bacilo in vivo denominada método de Shepard (SHEPARD, 1960). Este
método permitiu que em 1964 fosse confirmada a resisténcia a dapsona
através da inoculacéo de bacilos de isolados de pacientes com hanseniase nas
patas de camundongos BALB/c (PETTIT; REES, 1964). Para a realizacdo desta
técnica faz-se necessaria grande quantidade de bacilos obtidos a partir de
amostra de bidpsia de lesdo contendo M. leprae que sdo inoculados na parte
posterior das patas dos camundongos. O crescimento da bactéria é analisado
entre as semanas 25 e 30 posteriores a inoculagéo onde sdo encontrados 10°a
10° bacilos (MATSUOKA, 2010).

Entre os camundongos inoculados existe um grupo controle e outros
grupos gue recebem o tratamento com as diferentes drogas testadas, as quais
sdo administradas por via oral ou incorporadas a dieta do animal. Ao visualizar
o crescimento do bacilo no grupo controle, é realizada a contagem dos bacilos
entre os diferentes grupos experimentais. Para ser considerado resistente, um
isolado deve ter proliferado na pata do camundongo tratado com a medicacao.

Essa técnica ainda constitui uma ferramenta padrdo para constatar a



resisténcia as drogas. No entanto, o método de Shepard ndo é um método de
diagnéstico préatico para grande niumero de amostras (MATSUOKA et al., 2010).

Quadro 4. Critérios de diagndéstico de resisténcia as drogas em camundongos.

Droga Concentracé&o na dieta (%)
Dapsona 0,0001;0,001; 0,01*
Clofazimina 0,0001-0,001

Rifampicina 0,003-0,01

Ofloxacina 0,15

Esparfloxacina | 0,02

Claritromicina | 0,03

Minociclina 0,08

*Nivel baixo, intermediario e alto de resisténcia respectivamente.
Fonte: (Matsuoka, 2010), adaptado.

2.8.2 LDS-DA, Método de microarranjos de DNA

O sequenciamento de DNA é um método usualmente aplicado em
paises com grande crescimento cientifico e econdmico, 0 que é uma
desvantagem para paises com baixo desenvolvimento nessas areas e com
uma alta prevaléncia de hanseniase (MATSUOKA, 2010).

O microarranjo de DNA para a susceptibilidade as drogas da hanseniase
(LDS-DA) é uma técnica que tem como base a hibridizacdo do DNA. O método
€ uma nova ferramenta da Biologia Molecular, que se caracteriza por ser
rapido, simples, com alta reprodutibilidade e sensibilidade e facil acessibilidade
para as regides geograficas onde existe pouco progresso nas areas genéticas
(MATSUOKA et al., 2008; MATSUOKA, 2010). Para a criacdo do teste foram
selecionadas uma série de oligonucleotideos com as mutacées conhecidas dos
genes folpl, gyrA e rpoB relacionados com a resisténcia medicamentosa e
suas respectivas sequéncias selvagens do M. leprae. As sequéncias desses
nucleotideos foram fixadas covalentemente na superficie de uma lamina de
vidro revestida de policarbodiimida como sonda de captura. Das amostras
biolégicas é realizada PCR com iniciadores marcados com biotina. Os
fragmentos de DNA marcados com biotina capturados pelas sondas na lamina

sao detectados pelo complexo biotina-avidina horseradish e visualizados



através da adicdo do substrato 3,3",5,5 -tetrametilbenzidina peroxidase (Sigma-
Aldrich). Finalmente, é usado um scanner convencional e as imagens
visualizadas dos spots sdo registradas em um computador. A intensidade de
cada spot € analisada para determinar se as sequéncias na lamina
correspondem a sequéncias selvagens ou mutantes. Para que um resultado
seja considerado valido devem aparecer 0s spots nos controles positivos (GP),
de acordo com a Figura 7A.

Este método teve uma concordancia de 97,1% para o gene folpl, 99,3%
para o gene rpoB e 100% para o gene gyrA quando comparado com 0O
sequenciamento direto de DNA de amostras de pacientes de hanseniase
provenientes de Mianmar e Filipinas (MATSUOKA, 2010).

Através deste procedimento é possivel detectar simultaneamente a
maioria das mutacdes descritas para os trés genes alvos que conferem

resisténcia a dapsona, a rifampicina e as quinolonas(MATSUOKA et al., 2008).

Figura 7. A. Sequéncias de oligonucleotideos na lamina de microarranjos e as
mutacbes associadas com resisténcia dos trés genes. B. Distribuicdo das

sequéncias (spots) no microarranjo de DNA.

Figura 7A.
Drug Gene Codonno.  Capture probes for wild-type Capture probes for mutants
Dapsone falP! 53 FW1 : GTGGCGAATCGACCCGG FM1 : TGGCGAATCGGCCCGG
FM2 : TGGCGAATCGETCCGE
FM3 : TGGCGAATCGATCCGG
FM4 : GGCGAATCGAGGCGG
FM5 : TGGCGAATCGAGACGG
55 FW2 : CCGCCCGGTGCCATTA FM6 : GACCGGTCCGGTGCC
FM7 : GACCGGCGCGGTGCC
FM: BGACCGGCTCGGTGCC
Rifampicin  rpoB 407 RW1 : AGCTGTCGCAGTTCATG RM1 : AGCTGTCGGTGTTCAT
410 RW2 : TTCATGGATCAGAA RM2 : TTCATGAATCAGAACAA
RM3 : TTCATGTATCAGAACAA
420 RW3 : CCTGACCCACAAGCGC RM4 : GCCTGACCTACAAGCGC
RM5 : GCCTGACCGACAAGCGC
425 RW4 : CGCCGACTGTCGGCGCTG RM: 6CCGACTGATGGCGC
RM7 : GCCGACTGTTGGCG
RM8 : GCCGACTGTTCGCG
427 RWS : GCGCTGEEGECCCGGETE RM9 : GEBCGCCGGEECCCGRETE
Ofloxacin grd 89 GW1 : ATCCGCACGGCGACGCA GM1 : ATCCGCACTGCGACGCA
91 GW2 : CGGCGACGCATCGATTT GM2 : CGGCGACGTATCGATTT
Positive hybridization control in gyr4 GP: GGACCGTAGCCACGCTAA
Negative hybridization control in gyr4  GN:GGACCGTCATCACGCTAA

Fonte: (Matsuoka et al., 2008), adaptado.



Figura 7B.
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Fonte: (Matsuoka et al., 2008), adaptado.

2.8.3 Sequenciamento de DNA

Além do fator ético envolvido nos testes com animais e do tempo
necessario para ocorrer o crescimento do bacilo em camundongos, o método
de Shepard precisa de bacilos viaveis para sua realizacdo. Comumente as
amostras sao congeladas e enviadas a laboratérios especializados para esse
fim. Estes laboratorios, geralmente se localizam em areas distantes ao lugar de
deteccdo dos casos suspeitos de resisténcia aos medicamentos (MATSUOKA,
2010).

Com a descoberta das regides gendmicas especificas de M. leprae onde
acontecem as mutacdes que conferem resisténcia foram desenvolvidos
ensaios moleculares baseados no DNA, simplificando assim os testes de
susceptibilidade as drogas (MATSUOKA, 2010). Assim, a Biologia Molecular
permitiu desenvolver instrumentos Uteis para a identificacdo de bacilos M.
leprae resistentes a PQT. Um exemplo dessas técnicas € 0 sequenciamento de
fragmentos de DNA das regifes alvos de resisténcia medicamentosa
(MATSUOKA et al., 2008).

A partir de amostras bioldgicas de pacientes com hanseniase realiza-se
PCR e em seguida os produtos amplificados para cada gene séo purificados e
sequenciados diretamente para determinar se existe a substituicdo ou insercéo

de aminoacidos nos codons das regibes determinantes de resisténcia as



drogas (MATSUOKA et al., 2010).

Entre as vantagens do sequenciamento do DNA estd sua alta
reprodutibilidade. Contudo, esta técnica ainda ndo esta disponivel para avaliar
a resisténcia a clofazimina e a minociclina, apesar de que os dados apontem
para uma taxa de resisténcia a clofazimina desprezivel e a ndo existéncia de
informacgdes de resisténcia a minociclina (MATSUOKA, 2010).

A OMS incorporou no programa de vigilancia da hanseniase o uso do
sequenciamento direto dos fragmentos da PCR em 2008, com o objetivo de
supervisionar o nivel de resisténcia medicamentosa entre 0S casos Novos € 0S
casos de recidiva (ASIA, 2009). Entre os paises selecionados para essa tarefa
se encontram a india, a China, o Brasil, Mianmar, o Vietnam, as Filipinas, a
Indonésia, a Colémbia, a Etiopia e Mali, os quais contam com laboratérios de
referéncia para tal finalidade.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral:

Identificar mutacdes nos genes envolvidos na resisténcia a dapsona, a

rifampicina e a ofloxacina em Mycobacterium leprae proveniente de pacientes

com hanseniase atendidos na Fundacéao Alfredo da Matta.

3.2 Especificos:

1.

Detectar a resisténcia medicamentosa de M. leprae pelo método de
sequenciamento direto de nucleotideos de DNA;

Detectar a resisténcia medicamentosa de M. leprae pela técnica de
microarranjos de DNA (LDS-DA) descrita por Matsuoka et al., 2008;
Comparar os dados clinicos e epidemiologicos dos pacientes com 0s
resultados obtidos pelas técnicas moleculares;

Identificar bacilos M. leprae resistentes entre pacientes tratados atraves
da monoterapia com dapsona,;

Investigar possivel associacdo entre recidiva (a PQT ou a monoterapia)

e resisténcia medicamentosa.



4. METODOLOGIA

4.1 Modelo do estudo
Estudo prospectivo experimental de casos, de coorte transversal, com

componente analitico.

4.2 Informacdes éticas

Todos os procedimentos descritos neste projeto tiveram o consentimento
do Comité de Etica (CEP) em Pesquisa da Fundacdo Alfredo da Matta
(Aprovado CEP-FUAM n° 005/2009).

4.3 Universo de estudo

4.3.1 Populacgéo de estudo
Pacientes com hanseniase atendidos na Fundacédo Alfredo da Matta
(FUAM), centro de referéncia em Dermatologia, localizado na cidade de

Manaus, Amazonas, Brasil.
4.3.2 Critérios de elegibilidade

4.3.2.1 Participantes
Pacientes com hanseniase atendidos na FUAM, no periodo de maio de
2009 a janeiro de 2011 de acordo com a demanda espontanea do setor de

hanseniase.

4.3.2.2 Critérios de incluséo

No estudo foram incluidos pacientes com hanseniase (paucibacilares e
multibacilares) atendidos na FUAM, de ambos os sexos, com idade de 18 a 65
anos, entre casos novos, recidivas, reingressos e pacientes que realizavam
acompanhamento do tratamento da PQT, que aceitaram participar da pesquisa
e assinaram o TCLE (APENDICE D). A classificacdo da hanseniase foi

baseada em critérios clinicos, histopatoldgicos e indice bacterioldgico.



4.3.2.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo: pacientes gestantes, indigenas e pacientes
com outras dermatoses que foram inclusos por apresentar lesdes de pele
parecidas com hanseniase, porém apdés realizar baciloscopia e outros exames

complementares foi diagnosticada outra doenca de pele.

4.3.3 Amostragem

No estudo foram incluidos 197 pacientes com hanseniase do Projeto
MCT/CT Amazbdnia 2008, Processo 5758/2008-2, intitulado “Avaliacdo da
resisténcia antimicrobiana de Mycobacterium leprae pelo método de
microarranjos de DNA”, sob a coordenacdo da Dra. Maria das Gracas da
Cunha. O periodo de inclusédo dos pacientes compreendeu os meses de maio
de 2009 a janeiro de 2011. Os pacientes foram classificados no projeto como
negativos e positivos com base ao resultado do IB, como casos de 12 vez
(casos novos) ou recidiva (se tiveram antecedentes clinicos de episodios de
hanseniase anterior ao estudo). No projeto também foram inclusos pacientes
considerados reingressos e outros que faziam acompanhamento da PQT. No
estudo foram realizados testes moleculares de resisténcia as drogas inclusive
nos pacientes com baciloscopia negativa.

A coleta da baciloscopia das lesdes de pele foi realizada apds assepsia
e isquemia do local, seguindo o procedimento padrdo. As amostras foram
colocadas em alcool 70% ou depositadas em FTA® elutecard (Cat. no.
WB120401; Whatman Inc., Florham Park, N.J., USA) e armazenadas a 25°C.

4.4 Detalhamentos de procedimentos

4.4.1 Extracdo do DNA

Das amostras de baciloscépia coletadas foi realizada a extracdo do DNA
do M. leprae segundo o protocolo do Kit DNase da QIAGEN com algumas
modificacbes (Apéndice A). Para as amostras coletadas com FTA® elute card

foi utilizado o protocolo proposto pelo fabricante (Apéndice B). O DNA extraido



foi armazenado a -20°C até seu uso na PCR.
4.4.2 Amplificagdo dos fragmentos génicos

4.4.2.1 Primeira amplificagdo: Iniciadores KAI

Com o DNA do M. leprae extraido das amostras biologicas foi realizada
a Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR), onde as regides alvos dos genes:
folpl, gyrA e rpoB foram amplificadas usando um par de iniciadores para cada
gene (20 nM) previamente descritos por Kai et al., 2011 (Quadro 5). Para a
realizacéo da PCR foi utilizada AmpliTag Gold® 360 Master Mix. As condi¢des
da PCR foram iniciadas com incubacdo a 94°C por 4 minutos, seguida de 40
ciclos de anelamento a 58°C para os genes folpl e gyrA, e de 63°C para o
gene rpoB por 30 segundos; posteriormente os fragmentos foram estendidos a
72°C por 30 segundos, continuando com a desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, finalizando com extens&o por 5 minutos a 72°C. Para tal finalidade,
foi usado o termociclador Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler
(AppliedBiosystem). Cada mix de PCR preparado contou com controles
negativos para validar a reacao.

A Tabela 3 descreve o volume dos reagentes usados para a primeira
PCR (PCR-Kai). As amostras foram testadas individualmente para os trés

genes alvos: folpl, gyrA e rpoB. O volume final de cada reacéo foi 25pL.

Tabela 3. Descricdo dos volumes e reagentes utilizados na PCR-Kai.

Agua Iniciadores | AmpliTag Gold Master Mix | DNA
1X25uL | 8,75 pL 1,25 uL 12,5 uL 2,5 uL



https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catProductDetail&productID=4398881&catID=606082&backButton=true

Quadro 5. Descricéo da sequéncia dos iniciadores utilizados na primeira PCR-
KAL.

Gene Sequéncia dos Iniciadores Amplicon

folpl senso GCAGGTTATTGGGGTTTTGA 312

folpl antisenso | CCACCAGACACATCGTTGAC

gyrA senso ACGCGATGAGTGTGATTGTGG 336

gyrA antisenso | TCCCAAATAGCAACCTCACC

rpoB senso CAGACGCTGATCAATATCCGT 358

rpoB antisenso | CAGCGGTCAAGTATTCGATC

Fonte: (Kai et al., 2011), adaptado.

4.4.2.2 Nested PCR

Dos fragmentos amplificados na PCR-Kai foram realizados Nested PCR.
Para tanto, 10uL dessa reacdo foram misturados a 90uL de agua de injecao
para completar uma diluicdo de 1:10. O procedimento foi realizado
individualmente para cada gene, utilizando-se 2,5 pL do produto da diluicéo
como DNA para o Nested PCR. Foi usado um par de iniciadores especificos
para cada gene, propostos por KAI et al., 2011 (Quadro 6).Para a realizacao da
Nested PCR foi utilizada AmpliTag Gold® 360 Master Mix. As condi¢cfes desta
Nested PCR sao idénticas as descritas anteriormente no procedimento da
PCR-Kai. O mix da Nested também contou com o controle negativo que

validava a PCR.

Tabela 4. Descricao dos volumes e reagentes utilizados no Nested PCR.

Agua Iniciadores AmpliTaq Gold DNA
(Senso/Antisenso) Master Mix
1X25pL | 8,75 uL 0,625 pL 12,5 uL 2,5 pL da diluicéo
Total 1,25 pL 1:10 12PCR



https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catProductDetail&productID=4398881&catID=606082&backButton=true

Quadro 6. Descricdo dos iniciadores utilizados na Nested PCR.

Gene Sequéncia dos Iniciadores | Amplicon

folpl senso CTTGATCCTGACGATGCTGT 245

folpl antisenso | ACATCGTTGACGATCCGTG

gyrA senso GATGGTCTCAAACCGGTACA 201

GyrA antisenso | CCCAAATAGCAACCTCACCA

rpoB senso CAATATCCGTCCGGTGGTC 337

rpoB antisenso | GTATTCGATCTCGTCGCTGA

Fonte: (Kai et al., 2011), adaptado.

4.4.2.3 PCR Matsuoka

Para a realizacdo da terceira PCR foram utlizados trés pares de
iniciadores marcados com biotina para cada gene (folpl, gyrA e rpoB) em uma
mesma PCR descritos por Matsuoka et al., 2008. Na reacéo foi usado 1 pL do
produto de amplificacdo da Nested PCR de cada gene, obtendo-se volume final
de reacao de 30 pL. Para a realizacdo da PCR-Matsuoka foi utilizada Ampli Taq
Gold® 360 Master Mix. Cada mix preparado contou com controle negativo
como método de validar a reacgao.

As condi¢cbes da PCR foram iniciadas com incubacdo a 94°C por 4
minutos, seguida de 40 ciclos de anelamento a 58°C por 30 segundos;
posteriormente foram estendidos a 72°C por 30 segundos, continuando com a
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos e finalizando com uma extensdo por 5
minutos a 72°C. Este procedimento foi realizado em termociclador Veriti® 96-

Well Fast Thermal Cycler (AppliedBiosystem).
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Tabela 5. Descricao dos volumes e reagentes utilizados na PCR-Matsuoka.

Agua Iniciadores AmpliTaq Gold DNA
(folpl, gyrA e rpoB) Master Mix
1X30pL | 7,5pL 1,5puL 15 uL 1 pL cada gene
Nested PCR

Quadro 7. Iniciadores da terceira PCR.

Gene Sequéncia dos Iniciadores Amplicon

folpl senso GTGAGTTTGGCGCCAGTGCA 119

folpl antisenso | Biotina-GCAAGTTCTTTTACGACAGG

gyrA senso TGAGACTCCGGTTTCCGCCC 139

gyrA antisenso | Biotina-CAGCGACCACGGCTGCGCC

rpoB senso TCGCCGCTATCAAGGAATTC 127

rpoB antisenso | Biotina-TCACGCGACAAACCACCCGG

Fonte: (Matsuoka et al., 2008), adaptado.

4.4.2.4 Eletroforese

Para a eletroforese foi preparado gel de agarose a 2% em tampao Tris-
Borato-EDTA, pH 8.0 (TBE). O gel foi corado utilizando SYBR® Safe DNA Gel
Stain. Dos produtos amplificados da Nested PCR eram utilizados 10 puL e
misturados com 1 puL de loading dye 3X; em seguida, estes produtos corados
foram pipetados no gel de agarose 2%, as condi¢cdes da corrida foram 45
minutos a 75 V e 80 mA. A amplificacdo dos fragmentos de DNA era
visualizada com ajuda de luz azul. O tamanho dos fragmentos esperados é
detalhado no Quadro 6, sendo usado um controle de peso molecular (ladder)
de 100 bp. Quando constatada a amplificacdo dos produtos da Nested PCR no
gel de eletroforese, foram recortadas as bandas com uma lamina de bisturi

para a posterior purificacdo de DNA a partir do gel (Anexo 4). Da PCR-Kai n&o



foi realizada eletroforese.

Para a PCR-Matsuoka o gel de agarose foi preparado em concentracao
de 4% em TBE corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain onde s&o adicionados
8 UL do produto amplificado da PCR-Matsuoka misturados com 1 pL de loading
dye 3X por poco. A corrida eletroforética foi realizada por 60 minutos, a 75 V e
80 mA. Os fragmentos amplificados foram visualizados com ajuda de luz azul.
Foi usado um controle de peso molecular (ladder) de 100 bp. O tamanho dos
amplicons foi detalhado no Quadro 7.

O resultado da amplificacdo dos produtos da Nested PCR e PCR-
Matsuoka foi também avaliado de forma semi-quantitativa através de cruzes,
sendo “NEG” correspondente ao fragmento ndo amplificado visualmente, 1+
correspondente & banda de intensidade fraca, 2+ a banda de intensidade
média e 3+ a banda de intensidade forte, com o intuito de registrar os dados de

uma forma mais sistematica.

4.4.2.5 LDS-DA, Microarranjos de DNA

Os produtos amplificados da PCR-Matsuoka foram processados pela
técnica de microarranjos de DNA descrita por Matsuoka et al, 2008 (Apéndice
C).Para o ensaio foram utilizados 2 pL do produto da PCR de cada gene ou 6
pL do produto da PCR Multiplex dos trés genes os que foram misturados a 34
UL de solugdo de hibridizacdo UniHyb. A solucéo foi aquecida a 98°C por 5
minutos e esfriada rapidamente com gelo. Seguidamente, essa solucao foi
aplicada na lamina de microarranjos de DNA e incubada a 42°C por 60
minutos. ApoOs este passo, a lamina foi colocada em solucdo de lavagem a
47°C por 20 minutos. Os fragmentos hibridizados de DNA ligados a biotina
foram detectados na lamina através interacdo do complexo de avidina-biotina
horseradish e foram visualizados através de substrato TMB peroxidase. Os
spots resultantes foram digitalizados utilizando um scanner convencional e
computador. A intensidade de cor de cada spot que cobre a mesma regido de
cada gene foi avaliada e comparada com a Figura 7B para determinacéo dos
sitios de resisténcia (MATSUOKA et al., 2008).



4.4.2.6 Sequenciamento de DNA

Antes de realizar o sequenciamento das amostras, 0os fragmentos eram
purificados apds a Nested PCR, utilizando o kit comercial Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, Madison, Wisconsin). Para tal etapa, foi
seguido o protocolo proposto pelo fabricante. O DNA obtido da purificacéo dos
produtos da Nested PCR foi quantificado usando em espectrofotdbmetro
(ACTGene, ASP-3700). Este DNA foi armazenado a -20°C até a realizacdo da
etapa de preparacdo da reacdo de sequenciamento, onde dependendo da
concentragdo de DNA obtido era determinada a quantidade em pL que seriam
adicionados na reacgéo. Os iniciadores utilizados para tal finalidade foram os
mesmos utilizados na Nested PCR (Quadro 6). Foram utilizados os iniciadores
em ambas as dire¢bes da dupla fita.

As condicdes da reacdo de sequenciamento foram as seguintes:
desnaturacéo inicial a 96°C por 1 minuto, seguido de 15 ciclos de desnaturacdo
(96° C por 10 segundos), hibridizacdo (50°C por 15 segundos) e extensdo
(60°C por 75 segundos) 5 ciclos de desnaturagdo (96°C por 10 segundos),
hibridizacdo (50°C por 15 segundos) e extensao (60°C por 90 segundos), 5
ciclos desnaturacdo (96°C por 10 segundos), hibridizacdo (50°C por 15
segundos) e extenséao (60°C por 2 minutos).

Apés a realizacdo da reacdo de sequenciamento, os produtos foram
purificados utilizando o método de precipitacdo por Etanol/EDTA/Acetato de
Sédio (ANEXO 11).

Posteriormente, as amostras foram submetidas a andlise de
sequenciamento direto de DNA com o intuito de detectar as mutacfes ja
descritas através da eletroforese capilar, utilizando o sequenciador automatico
ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e polimero POP-7 (Applied
Biosystems). Este método permite também a deteccdo de novos sitios de
mutacdo ou insercao nos genes avaliados.

As regides alvos dos genes folpl (acesso AL 583917, gene ML583917),
rpoB (acesso AL583923, gene ML1891) e gyrA (acesso AL 583917, gene
MLO006) obtidas do GenBank foram os padrdes de referéncia para
comparacao e identificagcdo de mutacbes nas amostras dos pacientes de

hanseniase analisados neste estudo.



As sequéncias, obtidas do sequenciador genético BigDye Terminator
v3.1 (AppliedBiosystem), foram comparadas com as sequéncias de cepas de
referéncia onde as mutagdes foram marcadas usando o software Geneious Pro

6.0.6 para analisar e identificar as mesmas.

4.4.2.7 Andlise estatistica

As frequéncias dos dados como sexo dos pacientes, mutacdes
identificadas nos genes estudados, resultado das LDS-DA foram calculadas por
simples contagem.

Foi utilizada a tabelas de contingéncia para comparar os resultados do
sequenciamento de DNA com o Bl das amostras.



5. FLUXOGRAMA

Coleta da amostra

Baciloscopia
A t ¢ A
rmazzgr;aémen 0 Alcool 70% FTA-Card > Arma;t;geé:mento

l U

Extracdo de DNA Kit QIAGEN
(modificado)

Extracdo de DNA
Protocolo fabricante

\ /

PCR Kai- 3 genes
separados
(Iniciadores Quadro 5)

!

Nested PCR-3 genes
separados
(Iniciadores Ouadro 6)

Eletroforese
Gel de Agarose 2%

Nao amplificaco: .
NEGATIVO Amplificagdo S PCR Matsuoka-Multiplex
(Iniciadores Quadro 7)

Purificagéo de DNA Gel de Eletroforese 4%

' !

Analise das
sequéncias <« Sequenciamento direto de - .
Software Geneious DNA Microarranjos de DNA
Pro 6.0.6

N ~

Andlise estatistica
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APENDICES



APENDICE A. PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA-KIT QIAGEN COM
MODIFICACOES.

Preparo da amostra:

1- Centrifugar a amostra de baciloscopia por 15 minutos a velocidade
maxima;

2- Descartar o sobrenadante;

3- Ressuspender o pellet com 200 ul de PBS;

4- Deixar reagir a temperatura ambiente por 30 minutos;

5- Centrifugar por 15 minutos a velocidade maxima;

6- Descartar o sobrenadante.

Reacdao de lise:

7- Adicionar 200 ul de buffer de lise (buffer AL, QIAGEN);

8- Adicionar 20 pl de Proteinase K;

9- Incubar a 56° C por 30 minutos;

10-Adicionar 200 pul de etanol (96-100%) a amostra e misturar por vortex;
11-Pipetar a mistura na coluna de extracdo da QIAGEN e adicionar um tubo

coletor.

Extracdo do DNA:

12-Centrifugar a coluna com o tubo coletor a 8000 RPM por 1 minuto;
13-Descartar o tubo coletor com seu conteudo;

14-Colocar a coluna em um novo tubo coletor;

15-Adicionar 500 pul de buffer AW1 (QIAGEN);

16-Centrifugar por 1 minuto a 8000 RPM;

17-Descartar o tubo coletor com seu contetdo;

18-Colocar a coluna em um novo tubo e adicionar 500 ul de buffer AW2;
19-Centrifugar a 14000 RPM para secar a membrana,;

20-Descartar o tubo coletor.



Eluicdo do DNA:

21-Colocar a coluna em um tubo coletor de 1,5 ml;
22-Adicionar 80 pl de buffer AE na membrana;

23-Incubar 1 minuto a temperatura ambiente;
24-Centrifugar por 1 minuto a 8000 RPM para eluir o DNA,;
25-Armazenar o DNA extraido a -20 °C.



APENDICE B. PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE FTA-
CARD FTA® elutecard (Cat. no. WB120401; Whatman Inc., Florham Park,
N.J., USA)

10.

Cortar 1disco de3 mm de diametro do FTA-Card com auxilio do
biopsypunch.

Transferir o papel recortado para um tubo de 1.5 ml.

Adicionar 500 pl de H20 estéril ao tubo e pulsar o vortex3X por 5
segundos.

Usando médios estéreis (pinca) transferir o disco de papel para o
microtubo de 0,5 ml contendo 30ul de H20 estéril. Centrifugar o tubo por
10 segundos.

Transferir o tubo para a placa aquecedora 95° C por 30 minutos.
Remover a amostra e pulsar o vortex ou ressuspender gentiimente a
amostra 60X.

Centrifugar por 30 segundos para separar a matriz do eluido. O liquido
restante contém DNA purificado.

Retirar o sobrenadante e colocar em outro tubo. Descartar o tubo
anterior e o papel.

Aligquotar o DNA e armazenar a -20° C.

Realizar a PCR.



APENDICE C. PROTOCOLO DE MICROARRANJOS DE DNA, MATSUOKA
et. al., 2008.

Preparo da amostra:

1. Adicionar 6ul do produto da PCR Multiplex + 34ul da solugdo de
hibridizacdo ou 2ul do produto da PCR de cada gene + 38ul da solucao
de hibridizagéo.

2. Misturar e centrifugar a 1000 RPM por 2 segundos.

3. Colocar a solugéo para desnaturar a 98°C por 5 minutos utilizando a
placa aquecedora.

4. Apos o tempo de aquecimento, colocar os tubos com as amostras em
gelo e manter por 5 minutos.

5. Centrifugar a 1000 RPM por 2 segundos.

Hibridizacao:

6. Umedecer tiras de papel absorvente com agua destilada e colocar na
caixa plastica.

7. Aplicar 40pl da mistura na lamina de microarranjos de DNA e cobrir com
um filme de cobertura.

8. Colocar a lamina de microarranjos na caixa plastica contendo o papel
absorvente umidificado.

9. Incubar a lamina de microarranjos contida na caixa plastica por 60
minutos a 42°C.

10.Durante esta incubacédo pré-aquecer o buffer de lavagem (15ml) a 47°C

(mais de 30 minutos) em outra caixa plastica.

Lavagem:
11.Retirar a lamina do microarranjos de DNAda incubacdo, descartar o
papel absorvente e remover o filme de cobertura.
12.Colocar a lamina na caixa plastica contendo o buffer de lavagem pré-
aquecido e selar a caixa plastica com papel parafilm.
13.Incubar a lamina com o buffer de lavagem a 47°C por 20 minutos.
14.Retirar a laminado banho de Maria e coloca-lo sobre um suporte

metalico.



Bloqueio:
15.Preparar a solugao de conjugacao, misturando 2,5 ml de TBST + 30ul de
solucdo A e 30ul de solugéo B, deixar reagir por 30 minutos antes de
usar na etapa 1 da coloracao.
16.Bloquear a reagdo adicionando 2 ml de TBST na lamina de
microarranjos e deixar reagir a temperatura ambiente por 30 minutos.

17.Descartar a solucéo de bloqueio.

Coloragao:
18.Adicionar 2 ml da solugdo de conjugacdo AB sobre a lamina e deixar
reagir por 30 minutos a temperatura ambiente.
19.Descartar a solucdo de conjugacdo AB e colocar a lamina de
microarranjosna caixa plastica.
20.Adicionar 15 ml de TBST e invertir 5x suavemente. Descartar o TBST.
21.Repetir o procedimento de lavagem sem descartar o TBST.
22.Antes de descartar o TBST preparar o substrato:
5 ml de agua destilada + 2 gotas de reagente C (buffer de pH 5,3) e
misturar,
+ 3 gotas de reagente D (TMB) e misturar,
+ 2 gotas de reagente E (peroxido de hidrogénio) e misturar,
+ 2 gotas de reagente F (estabilizador) e misturar.
Observacao: os reagentes CDEF deverao ser armazenados na geladeira.
23.Aplicar 2ml do buffer de coloracdo sobre a lamina e incubar de 30-60
minutos a temperatura ambiente.
24.Lavar a lamina com agua destilada.
25.Secar a lamina com secador (ndo aproximando muito para ndo aquecer);
26.Utilizar scanner convencional para registrar as imagens dos spots da

lamina de microarranjos de DNA no computador.



APENDICE D - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E
ESCLARECIDO (TCLE)

Titulo do Estudo: “Analise do perfil de resisténcia antimicrobiana através
de metodologia de microarranjos de DNA em pacientes com hanseniase”
Coordenadora: Dra. Maria da Graca Souza Cunha

Instituicdo: Fundacédo Alfredo da Matta

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa chamada “Analise
do perfil de resisténcia antimicrobiana através de metodologia de

microarranjos de DNA em pacientes com hanseniase”.

O objetivo é verificar o motivo porque alguns pacientes com hanseniase
apo0s o tratamento e receberem alta apresentam novamente os sintomas
da doenca e porque razdo alguns microbios sdo resistentes aos

medicamentos utilizados no tratamento da hanseniase.

Os pacientes que participarem da pesquisa serdo submetidos aos exames de
rotina: coleta de sangue, baciloscopia, avaliacgdo de prevencdo de
incapacidade, consulta médica e bidpsia(retirada de um pequeno fragmento da
pele). Esses procedimentos serdo realizados utilizando-se material descartavel
e a sua realizacdo causam certo desconforto.

Sua participacdo € totalmente voluntaria, vocé podera interromper sua
participacdo antes ou em qualquer momento do estudo, sua recusa em
participar ndo envolvera punicdo ou perda de seus direitos constituidos, depois
de lidas as explicacbes, vocé pode fazer qualquer pergunta necessaria para o
claro entendimento da natureza do estudo.

A identificacdo de resisténcia do micrébio ao tratamento utilizado na rotina atual
levara ao uso de um tratamento alternativo. Além disso, vocé estara
colaborando em um estudo cientifico que beneficiar4 outras pessoas que por
ventura apresentarem a doenca apos a alta. A ndo ser pelo atendimento da
equipe de saude vocé ndo recebera nenhum beneficio financeiro nem tera
gastos decorrentes de sua participagédo no estudo.

Os registros de sua participagdo nesse estudo serdo mantidos em sigilo

(confidenciais).



Entretanto, estes registros poderdo ser do conhecimento dos representantes
das instituicdes envolvidas no estudo, dos Comités de Etica e pelas
autoridades de saude. Seu nome nunca serd usado em nenhum relatorio deste
estudo.

Sua participacdo neste estudo podera ser interrompida se vocé apresentar
condicdes de salde que representem riscos para Vocé na opiniao dos médicos
do estudo.

Qualquer informacao importante que surgir durante sua participacdo no estudo
e que possa afetar a sua saude sera levada ao seu conhecimento. Vocé sera
informado dos resultados dos testes realizados neste projeto no sexto més
apos a inclusdo do paciente em virtude da necessidade de treinamento da
equipe de pesquisadores.

Serdo incluidos no estudo 400 pacientes de hanseniase, virgens de tratamento
e recidiva.

O material biologico coletado (escarificado apos incisdo) sera utilizado para o
gue se propOe neste estudo e sera armazenado para estudos posteriores.
Neste caso, estdo previstos estudos para avaliagdo de como 0 corpo se
defende nos casos em que existe mais de um tipo de doenca envolvida,
mediante a apresentacdo do projeto ao Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo seres humanos.

Caso fique comprovado que vocé foi prejudicado devido a sua participacdo no
estudo, vocé terd direito a tratamento médico e a indenizacdo conforme
previsto no item V.6 da Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude do
Ministério da Saude sobre pesquisas médicas envolvendo seres humanos que
estabelece: “Os sujeitos da pesquisa que vierem a sofrer qualquer tipo de dano
previsto ou ndo no termo de consentimento e resultante de sua participacao,
além do direito a assisténcia integral, tem direito a indenizagao”.

Por favor, entre em contato com uma das pessoas abaixo caso vocé tenha
perguntas relacionadas com esta pesquisa, ou vocé sentir qualquer problema:
Dra.

Maria da Graga Souza Cunha (92-9985-5161) ou Dra. Lucia de Paula (92-
8831-9301).

Sabemos que o0 exame ndo oferece risco para sua saude, porém conforme

previsto no item V.6 da Res. 196/96 do Conselho Nacional de Etica em



Pesquisa, sobre pesquisas meédicas envolvendo seres humanos que
estabelece: “Os sujeitos da pesquisa que vierem a sofrer qualquer tipo de dano
previsto ou ndo no termo de consentimento e resultante de sua participacao,
além do direito integral, tem direito a indenizagao”.

SE VOCE NAO ENTENDEU ALGUMA PARTE DESTE DOCUMENTO OU DA
EXPLICAQAO, PERGUNTE AO INVESTIGADOR ANTES DE ASSINAR.

Eu, , em pleno gozo das minhas

faculdades mentais, faco-me voluntario(a) para participar do estudo em
guestao.
(Impresséo dactiloscopica)

Assinatura do paciente

Assinatura do pesquisador

Este formulario foi lido para (nome do

paciente)em _/ |  pelo (nome do pesquisador)

enquanto eu estava presente.

Assinatura da Testemunha Nome da testemunha
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ANEXO | - PURIFICACAO DE DNA

PURIFICACAO DO PRODUTO DA PCR — PROMEGA KIT

8-
O-

Realizar o gel das amostras a ser purificadas;

Pesar os tubos de 1,5 mL vazios;

Recortar o gel contendo as amostras e transferir ao tubo de 1,5 mL
anteriormente pesado;

Em seguida realizar a subtragéo do peso do tubo com a amostra com o
peso do tubo vazio;

O valor da subtracdo multiplicado por 1000X sera o volume em pl a ser
adicionado da Solucéo de Ligacdo a Membrana do KIT. (ex: resultado da
subtracdo 0,261 sera adicionado 261ul da solucdo de Ligacdo a
Membrana na amostra);

Observacéo: caso realizado diretamente do produto da PCR,
adicionar Solucéo de Ligacdo a Membrana sendo o mesmo volume
da reacao da PCR, ou seja, 20ul do volume da reacédo, adicionar
20ul de Solucéo de Ligacdo a Membrana.

Realizar o aquecimento do tubo a 59°C para diluicdo do gel. Durante
este procedimento devera homogeneizar a amostra;

Apoés diluicdo transferir o produto dissolvido para um tubo coletor
contendo a coluna de membrana silica e incubar a temperatura
ambiente por 1 minuto;

Centrifugar a 13.500 RCF por 2 minutos;

Apbs centrifugacéo descartar o sobrenadante no tubo coletor;

10-Adicionar 700 pl da Solucdo de Lavagem da Membrana e centrifugar a

13.500 RCF por 1 minuto;

11-Descartar o sobrenadante e adicionar 500 pl da Solucédo de Lavagem da

Membrana e centrifugar a 13.500 RCF por 5 minutos;

12-Esvaziar o tubo coletor e centrifugar novamente a 13.500 RCF por 1

minuto para evaporacédo de residuos de etanol;

13-Transferir a coluna para um novo tubo de 1,5 ml;

14-Em seguida adicionar 30 ul de agua livre de nuclease no centro da mini-

coluna e incubar a temperatura ambiente por 2 minutos;



15-Centrifugar a 13.500 RCF por 2 minutos;
16-Descartar a coluna;

17-Quantificar o DNA resultante;

18- Armazenar a amostra a 4°C ou a -20°C.



ANEXO Il. PREPARO DA PLACA DE SEQUENCIAMENTO.
PROTOCOLO EtOH/EDTA/ACETATO DE SODIO. — BULA BIGDYE V3.1
APPLIED BIOSYSTEM
Para precipitar reacdes de 10 pL em placas com 96 pocos:
1. Remover a placa do termociclador e centrifugar 1 min 2000 RCF;
2. Adicionar 3uL da mistura de EDTA 125 mM + acetato de sédio 3M (pH
5,2) a cada um dos pocos;
Nota: Verificar que a solucao foi adicionada no fundo dos pocos.
3. Adicionar 25uL de EtOH 100% gelado, a cada um dos poc¢os;
4. Selar a placa com strips e misturar por inversao (4x);
5. Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz;
6. Centrifugar a 2.000 RCF por 45 minutos ou 3.000 RCF por 30 minutos;
Importante: o proximo passo deve ser realizado imediatamente. Se isto nao
for possivel, devera realizar um spin na placa por mais 2 minutos antes de
recomecar.
7. Inverter a placa e fazer um spin até 180 RCF por 1 minuto, removendo
em seguida a placa da centrifuga;
Obs: Antes de inverter a placa, desprezar o conteddo da mesma na pia
junto com uma leve batida na mesa. ApGs programar a centrifuga na
temperatura de 4°C.
8. Adicionar 35uL de EtOH a 70% em cada um dos poc¢os;
9. Centrifugar por 15 minutos, a 4°C e 1.650 RCF;
10.Inverter a placa e realizar spin até 180 RCF por 1 minuto, removendo em
seguida a placa da centrifuga;
11.Incubar a placa a 52°C por 15 minutos, cobrir com papel aluminio
(termociclador Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler (AppliedBiosystem).
12.Se nédo colocar no sequenciador imediatamente, congelar a placa seca
ao abrigo da luz;
13.No momento de sequenciar adicionar 10 pL de formamida Hi-Di, lavando
as paredes dos poc¢os;

14.Aquecer a placa 95°C por 1 minuto, montar e colocar no sequenciador.



RESULTADOS
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ABSTRACT
Leprosy remains a major health problem in many countries. Global efforts to
control leprosy, including multidrug therapy (MDT), which is the combination
rifampicin, dapsone and clofazimine, have led to significant reduction in the
detection of new cases in recent years. The current strategy of MDT aims to
prevent the emergence, transmission and spread of resistant strains of
Mycobacterium leprae. The drug resistance of M. leprae has been described
since 1964 to dapsone, since 1976 to rifampicin and since 1966 to ofloxacin.
Recent advances in the molecular biology of M. leprae have allowed the
development of tests that identify specific targets of resistance to MDT.
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INTRODUCTION

Leprosy is a disease that remains one of the largest health problems for some
countries in Latin America, Asia and Africa. Areas of high endemicity remain in
some regions of Brazil, Indonesia, Philippines, the Republic of Congo, India,
Madagascar, Mozambique, Nepal and the United Republic of Tanzania ™.
Currently, leprosy is on the list of neglected tropical diseases in the world . In
1984, a new approach to therapy that included a combination of drugs, called
multidrug therapy (MDT), began B! MDT currently forms the basis of the
strategy for the control of leprosy ®!.

With the combined efforts of national programs in endemic countries and the
collaboration of international agencies, the number of leprosy cases in several
countries has decreased . The identification of resistant strains of
Mycobacterium leprae is essential to reduce the number of leprosy cases .

This paper discusses drug resistance in leprosy, beginning with the appearance

of the first resistant strains of M. leprae to the current situation of this problem.

LEPROSY AND MULTIDRUG THERAPY (MDT)

Leprosy treatment is based on the combination of the antibiotics rifampicin,
clofazimine, and dapsone . This therapy aims to avoid the use of monotherapy
treatment that could lead to the development of resistant strains of M. leprae.

In the last two decades, more than 14 million people have been cured of leprosy
through the use of MDT. However, every year, more than 250,000 new cases

are still detected throughout the world .


mailto:lpaula.bio@hotmail.com

MDT is considered an effective treatment because it has reduced the
prevalence of leprosy cases in many areas. However, there are reports of M.
leprae resistant to some components of MDT  &. Unfortunately, even today, the
detection of new leprosy cases remains high in many countries !,

In countries with a high endemicity of leprosy, mainly in the outskirts of big
cities, health services do not provide the necessary coverage for the treatment
of leprosy patients, which leads to increased risk of reinfection!®..

Another factor that hinders the reduction of leprosy cases is the manifestation of
relapse. The World Health Organization ™ considers a relapse case one in
which the patient successfully completed MDT treatment but subsequently
developed new signs and symptoms of the disease. Relapses can be caused
by various factors such as the permanence of intact M. leprae, prolonged use of

[11

monotherapy drugs or even inappropriate therapy . However, relapses cases

are rare 4,

Because leprosy reactions and relapses are clinically very similar, it is important
to differentiate between them. Leprosy reactions are inflammatory conditions
that are interspersed in the chronic phase of the disease and are triggered by
factors such as vaccination, pregnancy, physical and emotional stress, among
others. These reactions may occur before or during treatment or after discharge
of the patient 2. It was observed that patients who experienced leprosy
reactions during treatment had triple the chance of relapsing ™. The difficulty of
making the correct differential diagnosis between relapse and reactive episodes
causes an ambiguity in the diagnosis, a fact that contributes to the transmission
14].

of leprosy |

Patients treated with MDT have a ten times lower risk of relapsing than those



treated with dapsone monotherapy ™,

The WHO introduced a surveillance program of relapses to reduce the impact of
this phenomenon. After implementation of this program, many endemic
countries started reporting their relapse cases .

DEVELOPMENT OF MOLECULAR TECHNIQUES

M. leprae cannot be cultivated in vitro '), which hinders the development of
standard techniques in laboratories for detecting bacillus. However, using
animal models, it has been possible to obtain genetic, metabolic and antigenic

information about the leprosy bacillus *°

. These findings also enabled a
description of the genetic basis of drug resistance in M. leprae by employing
molecular techniques to test the susceptibility of the drugs used in MDT .
Likewise, the relationship between changes in the DNA nucleotide sequences of
some M. leprae genes and resistance to drugs such as dapsone, rifampin and
ofloxacin has been described ®!.

The drug susceptibility tests provide important information for the treatment of

leprosy patients; however, they are not routinely performed in endemic

countries .

DRUG RESISTANCE

Drug resistance to M. leprae is the product of spontaneous mutations due to
errors in DNA replication in the genes that encode targets of the drugs used in
MDT ],

Although drug resistance in new cases of the disease is considered rare "9 the
number of patients with this type of bacillus has increased in recent years due

to inadequate treatment or abandonment of treatment by patients . Withdrawal



of treatment may occur due to side effects of the drugs used in MDT 2. Most
patients with resistant bacillus are relapse cases * 7 1819,

With the introduction of dapsone, the first drug used to treat leprosy, in 1940
also came the first reports of drug resistant M. leprae .

Despite the aim of MDT to prevent the spread of resistant M. leprae strains,
there have been reports of resistance to dapsone since 1964 % to rifampicin
since 1976 ?? and to ofloxacin since 1994 3,

In 1993, an isolate was identified in Cuba that exhibited resistance to rifampicin
and dapsone . Also in 1997, multidrug resistant (MDR) strains of M. leprae
were identified %!, At this time, the folpl gene was not sequenced; therefore, it
was not possible to confirm the mutation associated with dapsone resistance. In
leprosy, there is no official definition of MDR bacilli, this terminology is used

when M. leprae are resistant to more than one drug used in MDT 24,

Recently new cases of leprosy featuring primary resistance were identified ™ &

25]

DAPSONE RESISTANCE

Dapsone is a bacteriostatic agent that has been used worldwide as a first-line
drug for the treatment of leprosy *° 2¢!. Dapsone is a sulfone analog of para-
aminobenzoic acid (PABA) that targets the enzyme dihydropteroate synthase
(DHPS) . DHPS is encoded by the folpl gene and is involved in the synthesis
of folic acid. The mechanism of action of dapsone occurs through competitive
inhibition of folic acid synthesis.

Unfortunately, due to the extensive use of dapsone as a monotherapy treatment

between 1960 and 1970, the number of cases of M. leprae resistant to dapsone



increased ™ 281,

The first case of dapsone resistance was reported in 1953 8 but at that time,
there were no techniques to confirm the finding. The development of an
experimental mouse model of leprosy known as the Shepard method %
allowed the identification of resistance to dapsone and other drugs *°.

In Brazil, the first reports of dapsone resistance appeared in the 1960s and
1970s as a result of the use of dapsone monotherapy B%. In 1985, a study
conducted in the state of Amazonas showed laboratory confirmation of
secondary sulfone resistance in six patients from the former leprosarium in
Manaus PY. In 1993, another study described multiple resistance to rifampicin
and dapsone in four patients in the state of S&o Paulo #2,

The sequencing of the M. leprae genome revealed two genes related to folate

(10]

biosynthesis, folp2 and folpl Dapsone resistance is associated with

o 133 34

mutations in codons 53 and 55 in the folpl gen , Whereas no folp2

mutations are related to dapsone resistance ”. The specific mutations in the

folpl gene that confer dapsone resistance are located in codon 53: threonine

(ACC) - isoleucine (ATC), alanine (GCC), valine (GTC), alanine or arginine

(AGG) and in codon 55: proline (CCC) - leucine (CTC), arginine (CGC) or

serine (TCC). Recently, a new mutation in codon 48 was detected in clinical

specimens 1926,

RIFAMPICIN RESISTANCE
Rifampicin was previously used as a monotherapy drug or in combination with

dapsone before the implementation of MDT. It is considered a potent



bactericidal agent and has been shown to suppress resistant M. leprae bacillus;
therefore, reports of rifampicin resistance are less frequent . Rifampicin is
considered a key drug in the MDT treatment of leprosy 4],

Rifampicin targets the B subunit of RNA polymerase encoded by the rpoB gene.
Rifampicin binds to the B subunit and inhibits mRNA transcription [1o],
Resistance-causing mutations occur in a small part of the gene, called the drug
resistance determining region (DRDR). Thus, mutations in highly conserved
regions of the rpoB gene confer rifampicin resistance to many types of
mycobacteria *" *!. The first finding of rifampicin resistance was in 1976 ¢,

The mutations identified thus far are located at codons 407, 410, 420, 425 and

427. Additionally, insertions between codons 408 and 409 may confer

resistance to rifampicin. The mutation in codon 407 is glutamine (CAG) - valine
(GTG). The mutation in codon 410 is aspartic acid (GAT) — tyrosine (TAT). The
mutation in codon 420 is histidine (CAC) - aspartic acid (GAC). The mutations

in codon 425 are phenylalanine (ATG) methionine - (TTC) and serine (TCG) -

leucine (TTG), which occurs with a high frequency, similar to that described for

M. tuberculosis. The mutation in codon 427 is leucine (CTG) — valine (GAG).
Additionally, mutations have been identified at positions 416, serine (GCT) -

cysteine (TGT), and 408, aspartic acid - glycine, but it is unclear if they are
associated with rifampicin resistance 9,

Recently, a mutation previously described in Escherichia coli at position 516 of

the rpoB gene, aspartic acid - asparagine was described in M. leprae E7.



Similarly, a mutation previously described in M. tuberculosis at position 526,

histidine - tyrosine, was also described in M. leprae [ &,

OFLOXACIN RESISTANT

Ofloxacin is a moderate-spectrum bactericide. The first trial to evaluate its
effectiveness against M. leprae was conducted in 1986 by the Shepard method
B8] Currently, it is used in alternative schemes in leprosy patients in patients
with some contraindication to traditional MDT. This drug has been included in
the new regime used in the treatment of paucibacillary leprosy consisting of
rifampicin, ofloxacin and minocycline and known as ROM. ROM can also be
used in MB patients for 24 months. A combination of ofloxacin, clofazimine and
minocycline is used in cases of resistance or intolerance to rifampin 5.
Ofloxacin, which belong to the fluoroquinolone drug group, inhibits DNA
replication by binding the A subunit of DNA gyrase encoded by the gyrA gene.
The first finding of ofloxacin resistance occurred in 1994 23 Later, two relapsed
cases after ofloxacin treatment were described in Japan in 2000 and 2003.
Mutations associated with gyrA gene are commonly reported in mycobacteria
[40, 41]-

The mutations identified to date in the gyrA gene are in codon 89: glycine

(GGA) - cysteine (TGC) and in codon 91: alanine (GCA) - valine (GTA) 9.

Additionally, amino acid substitutions in codons 91 (serine) and 94 (asparagine)
are associated with resistance to quinolones ™.
It is believed that mutations in codons 89, 92 and 95, which confer quinolone

resistance by M. tuberculosis, may also confer resistance in M. leprae, but as of



yet, no reports have been described [\
So far, few cases are known of quinolone-resistant M. leprae with mutations in

the DRDR of the gyrA gene 8,

DIAGNOSIS OF DRUG RESISTANCE

Considering that M. leprae is non-culturable in vitro by traditional methods the
Shepard method ** has been used since 1960 for growth of M. leprae bacillus
in mice. This technique requires a large amount of bacilli obtained from biopsies
of skin lesions in leprosy patients. The bacilli are inoculated in the paws of nude
mice, which due to their lack of a thymus allow growth of the bacilli. In 1964, this
technique allowed confirmation of dapsone resistance °\. This method is still a
standard tool to verify drug resistance.

However, the Shepard method is not practical to use with a large number of
samples because it requires a significant number of animals, and confirmation
of drug resistance takes a long time 9. In addition to the ethical factor involved
in animal tests and the time required for the growth of the bacillus in mice, the
Shepard method requires viable bacilli ™. This fact complicates the logistics of
transporting samples between institutions that collect biopsies and those that
perform the test.

With the discovery of specific genomic regions of M. leprae that confer drug
resistance, DNA-based molecular assays have been developed, simplifying
drug resistance testing. Thus molecular biology allowed the development of
useful tools for the identification of M. leprae bacillus resistant to MDT ¢,

DNA sequencing is a method commonly used in countries with large scientific

and economic growth, which is a disadvantage for countries with low



development and in areas with a high prevalence of leprosy *°. Analysis of
DRDRs with molecular biology techniques is simple and reliable, and it aims to
replace the Shepard method .

Currently, many laboratories directly sequence the folpl, gyrA and rpoB genes
of M. leprae, where mutations associated with drug resistance are found, using
DNA products amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR).

The WHO incorporated direct sequencing of PCR fragments into its leprosy
surveillance program in 2008 *® to monitor cases of drug resistance among
new cases and relapse cases. Among the countries selected for this task are
India, China, Brazil, Myanmar, Vietnam, Philippines, Indonesia, Colombia,
Ethiopia and Mali, which have reference laboratories for this purpose.

However, because of the number of leprosy cases is still high in many
countries, the decentralization of drug resistance surveillance in those countries
that have endemic foci of leprosy is considered essential.
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ABSTRACT

The aim of this study was to identify polymorphisms in the folp1, gyrA and rpoB
genes in leprosy patients treated in Amazonas state, Brazil. Among 197 slit-skin
smears samples from untreated or relapsed patients we found three cases of

primary resistance to rifampicin and one confirmed case of multidrug resistance.
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Efforts to reduce leprosy lead the World Health Organization (WHO) to initiate a
program introducing a multidrug therapy (MDT) in 1982, a combination of
rifampicin, clofazimine and dapsone successfully reduced the number of
patients under treatment (1). But the introduction of MDT did not alter the
number of new cases. Brazil diagnoses yearly 35,000 leprosy patients in the
past decade (2) and drug resistance to MDT components has been observed
(3, 4).

Mycobacterium leprae, the causative agent of leprosy, is an obligate
intracellular slow growing bacteria, which has a highly conserved genome (5).
Here, we used DNA sequencing in folpl, rpoB (encoding targets of first line
drugs, dapsone and rifampicin, respectively) and gyrA (second line) to assess
drug resistance in slit skin smears obtained from leprosy patients treated at the
Alfredo da Matta Tropical Dermatology Foundation (FUAM), Manaus,
Amazonas, Brazil, from May 2009 to January 2011. The study was approved
through the Ethical Committee of Research of this institution (n°05/2009).
Written consent was obtained from each subject before admission in the study.
The samples were collected as done in the routine procedure for the
determination of the bacterial index (Bl) and transferred into 70% ethanol
Eppendorf tubes or FTA® elute cards (Whatman Inc., Florham Park, N.J., USA).
The BI of the slit skin specimens varied between zero (0) and 6+. For DNA
extraction, we used either QIAGEN DNeasy Blood & Tissue kit (Life
Technologies-Brazil) for ethanol stored samples or the manufacturer’s

instructions for FTA® cards.



Fragments of the three genes were separately amplified using the PCR
conditions and primers previously described (4). The amplified DNA fragments
were confirmed using gel electrophoresis in 2.0% Metaphor Agarose (Ludwig
Biotec) diluted in TBE buffer. PCR products were then purified using the PCR
clean-up system kit (PROMEGA). For sequencing, the same primers used to
generate the PCR fragment of each gene (4) were used with the ABI BigDye 3.1
Terminator Ready Reaction Kit (Applied Biosystems do Brasil). The target
regions of the folP1 (accession no. AL 583917, gene ML583917), rpoB
(accession no. AL583923, gene ML1891) and gyrA (accession no. AL583917,
gene ML0O006) genes were used as standard wild-type strains, and the reported
mutations were labeled in these fragments.

From 197 samples there were 56 Lepromatous leprosy (LL), 54 borderline
lepromatous, 27 borderline borderline, 51 borderline tuberculoid, 6 tuberculoid
and 3 indeterminate cases according to Ridley and Jopling (6). All patients were
treated according to WHO recommendations for paucibacillary and
multibacillary leprosy. Among those, there were new (n=126) and relapse cases
(n=39), reentry (n=3) and patients with leprosy reactions (n=29). There were
153 males and 44 females. A total of 76, 102 and 79 samples were PCR
positive for rpoB, folpl and gyrA, respectively.

Among the samples screened we found a total of 4 of 76 PCR positive (5.2%)
specimens carrying previously described rpoB polymorphisms. One of the four
cases was a multidrug resistant strain in a relapse case, where polymorphisms
at folpl, and gyrA were also detected.

Analyzing the rpoB region, three samples showed GAT—TAT (Asn—Tyr) single

nucleotide polymorphism (SNP) at codon 410, which has been previously



reported in leprosy (7, 8). All of these were new cases clearly demonstrating
primary drug resistance to rifampin in Amazonas state. Two of these patients
were males and one female, all of them had Bl = 4+ with LL as clinical form.
The relapse case showed at codon 425 TCG—TTC (Ser—Phe) polymorphism
at rpoB commonly associated with drug resistance in leprosy (3, 7, 9) and also
presented a SNP at codon 91 in the gyrA gene altering the GCA—GTA (Ala-
Val). Another polymorphism in the folpl gene was detected at codon 55
(CCC—CGC) changing Proline to Leucine, commonly associated with dapsone
resistance (7, 10-13), demonstrating MDR (12). This was a male patient that
lived in a leprosarium and received dapsone monotherapy treatment for more
than 10 years and later received 24 doses of MDT and finally another 24 doses
of MDT together with ofloxacin after MDR detection.

We also detected single nucleotide variations at rpoB, folpl and gyrA in the
vicinity of known mutations, but those have never been described with
resistance in leprosy. It is likely that these SNPs are not associated with drug
resistance, but could be used for molecular epidemiology and strain
identification. In three new cases we detected polymorphisms at folpl gene, at
codons: 50 GGC—GGT (Gly), 44 GCG—GTC (Ala—Val), and 64 GTT—-GTC
(Val). Also, a new case showed one polymorphism at codon 89 at gyrA gene
CCG—CTG (Pro—Leu). None of these SNPs are known to be related to drug
resistance, neither in M. leprae nor M. tuberculosis complex.

Among the 39 relapse cases, we detected polymorphisms in rpoB gene at
codons 437 GCC—GAC (Ala—Asx) and 444 GTG—GCG (Val—Ala). The latter
sample showed two different populations, one with the amino acid Alanine and

the other one with a Valine in rpoB gene suggesting a double infection. This



sample was obtained from a potential relapse case and maybe this SNP could
be used to distinguish strains to define reinfection. A common SNP that was not
associated with resistance was identified at the gyrA gene, a polymorphism
among four new cases a synonymous SNP at position 99 CGC— CGT (Arg)
(5% of the total of polymorphisms). Curiously, all of these cases were from
multibacillary patients (LL=3, BL=1) with high bacillary loads (Bl = 3).

The detection of drug-resistant M. leprae strains have been reported in Brazil
(14-16). Nevertheless, circulating genotypes and resistant strains are not
routinely surveyed worldwide (17). Here, we confirm the occurrence of multidrug
resistant and also primary resistant cases in this geographical area. It is likely
that resistant strains are actively circulating in the north of Brazil suggesting an
urgent need for drug-resistant monitoring policy and a careful pos-treatment
follow-up of cured patients in order to detect relapse earlier and rapidly identify

resistant strains.
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