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RESUMO

A importancia da Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa na
deteccdo do Mycobacterium leprae em casos de hanseniase de dificil
diagnostico.

A hanseniase € doenca infecto-contagiosa causada pelo Mycobacterium leprae (M.
leprae) que afeta principalmente a pele e nervos periféricos e pode causar
incapacidades fisicas as quais evoluem, potencialmente, para deformidades fisicas
permanentes. O paciente hanseniano pode ser classificado como paucibacilar e
multibacilar, sendo as formas paucibacilares de dificil diagnéstico. Novos métodos
moleculares de alta sensibilidade e especificidade como PCR em Tempo Real qPCR,
tem contribuido para diagnostico da hanseniase, principalmente nos casos de dificil
diagnostico. Este estudo foi desenvolvido na Fundacdo de Dermatologia Tropical e
Venereologia Alfredo da Matta, Manaus — Amazonas, no periodo de marco de 2014 a
agosto de 2015, e teve o intuito de validar a técnica de qPCR na deteccéo de M. leprae
em bidpsias cutaneas de pacientes com suspeita clinica de hanseniase e submetidos
a exame histopatolégico. As amplificacdes por gPCR a partir de uma sequéncia
especifica do gene 16S de M. leprae foram realizadas em 180 amostras, das quais,
82 eram biopsias frescas e 98 bidpsias parafinadas. Das bidpsias frescas, foram
analisadas 65 amostras, entre as quais estdo 9 amostras de pacientes com outras
dermatoses, 12 amostras clinicamente inconclusivas e 38 amostras de pacientes com
hanseniase. Destes, 68,5% (26/38) foram positivos no teste molecular para a
hanseniase e 33,3% (3/9) foram positivas para outras dermatoses. A sensibilidade foi
de 68,5%, especificidade de 66,70%, com valor preditivo positivo de 89,7% e valor
preditivo negativo de 33,3%. Entre as bidpsias parafinadas, foram analisadas somente
61 amostras dos pacientes com hanseniase, as quais 73,8% foram positivas. Nestas
amostras, o teste molecular apresentou sensibilidade de 73,8%. Além disso, 0 nUmero
de genomas foi estimado nos dois grupos de biépsias e variou de 8,53 (em uma
bidpsia parafinada) a 2.060.230 (em uma bidpsia fresca). Os dados sugerem
claramente que o gPCR confirmam a diferenga entre pacientes MB e PB tanto em
bidpsias frescas quanto em bidpsias parafinadas sendo que as quantidades de
genomas percentualmente e quantitativamente foi maior em pacientes MB no grupo
de amostras frescas quando comparado ao grupo de amostras parafinadas.
Curiosamente, os dados quantitativos nas amostras de pacientes PB embora
apresentem menor nimero de genomas, tem também um percentual maior de
positividade. A despeito de ajustes necessarios para melhorar a eficiéncia da reacao,
0os resultados nos mostram que o teste pode ser util, em especial nos casos
inconclusivos e de dificil diagnostico, como nas formas paucibacilares quando o
namero de genomas for alto (maior que 50) que diminui o risco de falsos positivos.

Palavras Chave: hanseniase. Diagndstico. Reacdo em Cadeia da Polimerase
Quantitativa. Numero de genomas.



ABSTRACT

A importancia da Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa na
deteccao do Mycobacterium leprae em casos de hanseniase de dificil
diagnadstico.

Leprosy is an infectious disease caused by Mycobacterium leprae (M. leprae) that
affects the skin and peripheral nerves and can cause physical disabilities which evolve
to permanent physical deformities. The leprosy patient can be classified as
paucibacillary and multibacillary and paucibacillary forms difficult to diagnose. New
molecular methods of high sensitivity and specificity as RT-PCR gPCR, has
contributed to leprosy diagnosis, especially in cases of difficult diagnosis. This study
was developed in Fundacdo de Dermatologia Tropical e Venereologia Alfredo da
Matta, Manaus — Amazonas, from March 2014 to August 2015, and we aimed to
validate the qPCR technique in the detection of M. leprae in skin biopsies patients with
clinical suspicion of leprosy and subjected to histopathological examination. The gPCR
amplifications from a specific sequence of the 16S gene from M. leprae were
performed on 180 samples, of which 82 were fresh biopsies and 98 paraffin biopsies.
From Fresh biopsies were analyzed 65 samples, of which 9 are samples of patients
with other dermatoses, 12 clinically inconclusive samples and 38 samples from
patients with leprosy. Of these, 68.5% (26/38) were positive in molecular test for
leprosy and 33,3% (3/9) were positive for other dermatoses. The sensitivity was 68.5%,
specificity of 66.70%, with positive predictive value of 89.7% and a negative predictive
value of 33.3%. Among the paraffin biopsies were analyzed 61 samples from patients
with leprosy, which 73.8% were positive. In these samples, the molecular test had a
sensitivity of 73.8%. Furthermore, the number of genomes was estimated in both
groups biopsies and ranged from 8.53 (paraffin in a biopsy) to 2,060,230 (on a fresh
biopsy). This data suggest that the gPCR confirm the difference between patients MB
and PB both fresh biopsies as for paraffin biopsies and the amounts of genomes
percentage and quantity was greater in MB patients in the fresh specimens group
compared to the group of paraffin samples. Interestingly, the figures in the samples of
PB patients even though they have fewer genomes, also has a higher percentage of
positivity. Despite adjustments to improve the reaction efficiency, the results show that
the test can be useful, particularly in inconclusive cases and difficult diagnosis, as in
Paucibacillary forms when the number of genomes is high (greater than 50) reduces
the risk of false positives.

Keywords: leprosy. Diagnoses. Quantitative Polimerase chain reaction. Genome

copies.
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1. INTRODUCAO

1.1. HISTORICO

O médico pesquisador noruegués Gerhard Henrik Armauer Hansen identificou,
em 1873, o0 agente causador da hanseniase, o Mycobacterium leprae (M. leprae), em
lesbes de pacientes, sendo assim, a primeira bactéria patogénica associada a doenca
nos seres humanos. Esta doenca, conhecida desde os tempos biblicos como lepra,
posteriormente passou a chamar-se hanseniase, em homenagem ao seu descobridor
(FOSS, 1999; GOMES, 2000).

Descricbes da hanseniase foram vistas no manuscrito chinés "Remédios
Secretos Completos”, que foi escrito aproximadamente 190 a.C. Neste manuscrito
esta descrita uma doenca que provocava a perda de sensibilidade, aparecimento de
manchas vermelhas que inchavam e ulceravam, queda de sobrancelhas, cegueira,
deformidade nos labios, rouquiddo, ulceracdo nos pés, desabamento de nariz e
deslocamento de articulagbes (SKINSNES, 1973).

Na Europa, a hanseniase era desconhecida na época de Hipocrates (467 a.C.),
o Pai da Medicina, tendo em vista que em seus trabalhos ndo ha relatos de pacientes
em condi¢cdes que se assemelhassem a esta doenca. As tropas de Alexandre o
Grande (300 a.C.), ao voltarem para a Europa apés suas conquistas, teriam trazido
pessoas com a doenca nas campanhas da india. Em 150 d.C. a doenca ja era
conhecida na Grécia em relatos feitos por Aretaeus e Galeno, entretanto, nao
referenciavam disturbios de sensibilidade da pele. Apos a queda do império Romano,
a doenca foi se difundindo pela Europa com alta prevaléncia no periodo das cruzadas.
Ainda no periodo das cruzadas, surgiram as casas de Lazaro, que eram locais onde
individuos infectados eram isolados e tratados em regime domiciliar. A piedade pelos
hansenianos era incentivada pela Igreja Catdlica e o diagndstico era dado sem rigor,
onde provavelmente haviam pacientes com outras dermatoses (SABIN, 2005).

A hanseniase sempre esteve associada a segregacao e era considerada por
muitos como puni¢cdo ou castigo divino, além de ser considerada uma doenca

altamente contagiosa. Os hansenianos temiam agressbes, eram isolados da
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sociedade, passando a viver em leprosarios e eram obrigados a viver com sinos
amarrados aos pés ou eram marcados na pele (KERLLESBERGER, 1951).

A Lei de Strasbourg, do final do século XV, determinava que quatro pessoas
fossem designadas para examinar um hanseniano, sendo um meédico, um cirurgiao e
dois barbeiros. Um dos testes realizados consistia de uma pequena amostra de
sangue depositada em um recipiente com sal. Se 0 sangue se descompusesse 0
paciente seria considerado sé@o, caso contrario, era considerado doente. O diagndstico
incorreto da doenca pode ter contribuido para a alta prevaléncia. Contudo, no inicio
do século XIX a hanseniase ja havia praticamente desaparecido da Europa e acredita-
se que isto estivesse relacionado as melhorias nas condi¢cdes socioeconémicas
(OPROMOLLA, 2000; SABIN, 2005).

Andlises de sequéncias de DNA em diferentes cepas de M. leprae sugerem que
esta bactéria tenha surgido no continente africano ha 2400 anos a.C. e que
posteriormente teria se disseminado para América do Sul e Asia. E possivel que a falta
de conhecimento sobre o tratamento tenha facilitado a disseminacdo da doenca
(BHAT, 2012; PRAKASH, 2012). Sequéncias de DNA obtidas a partir dos restos
mortais de um homem mumificado, em uma cidade proxima a Jerusalém, apontam ser
este 0 caso mais antigo acometido pela hanseniase e que teria vivido
aproximadamente entre 1-50 anos d.C., (MATHESON et al., 2009).

Acredita-se que a hanseniase tenha chegado as Américas com o0s
colonizadores por volta do século XVI, tendo em vista que ndo ha registros da doenca
entre os indios do Novo Mundo. A auséncia de relatos anteriores da doenca, entre 0s
indios brasileiros, reforca a hipotese de que a doenca chegou ao Brasil com os
colonizadores portugueses e o0s escravos africanos teriam contribuido para sua
disseminacdo. Os primeiros casos de hanseniase no Brasil foram notificados no ano
de 1600, no Rio de Janeiro. Alguns anos mais tarde, foi criada no Rio de Janeiro, a
primeira casa de Lazaro, um abrigo para os pacientes hansenianos. Apés 0s primeiros
casos no Rio de Janeiro, a doenca foi identificada no Para e na Bahia. Em seguida,
com o desenvolvimento de atividades no ramo da agricultura, a doenca foi se
espalhando pelo Brasil (EIDT, 2004).

No estado do Amazonas, acredita-se que a hanseniase tenha chegado por
intermédio do Pard, ja que este tinha alta prevaléncia da doenc¢a no inicio do século
XIX, o que pode ter sido facilitado pelas atividades de comércio entre os dois estados,

em especial entre as cidades de Manaus, Belém e Santarém. Segundo o médico
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sanitarista Dr. Alfredo da Matta, o registro do primeiro hanseniano em Manaus € de
1908 (AMAZONAS, 1997).

O numero de casos de hanseniase cresceu no estado do Amazonas, na década
de 50 e em 28 de agosto de 1955 foi inaugurado o Dispensario Alfredo da
Matta, conhecido como “Casa Amarela”. O nome foi uma homenagem ao Dr. Alfredo
da Matta, um dos pioneiros a trabalhar no controle e tratamento da hanseniase no
Amazonas. Em 1982, o Dispensério Alfredo da Matta passou a ser o Centro de
Dermatologia e Venereologia Alfredo da Matta, com assisténcia a doencas
dermatoldgicas, principalmente hanseniase e leishmaniose e atendimento

ambulatorial a infecgBes sexualmente transmissiveis (FUAM, 2015).

Em 1987 o Centro de Dermatologia e Venereologia Alfredo da Matta foi
credenciado pelo Ministério da Saude como Centro de Referéncia Macrorregional em
Hanseniase. E, em 1998 passou a condicdo de Fundacdo de direito publico,
chamando, até os dias atuais, de Fundacédo de Dermatologia Tropical e Venereologia
Alfredo da Matta. A Fundacéo foi também credenciada como Centro Colaborador da
Organizacao Mundial de Saude para controle, treinamento e pesquisa em hanseniase
para as Américas. Hoje, além do atendimento ambulatorial, a Fundagcéo Alfredo da
Matta oferece também o servico de cirurgia dermatoldogica. Busca também o
desenvolvimento de pesquisas cientificas, para geracdo de conhecimento (FUAM,
2015).

1.2. AGENTE ETIOLOGICO E DOENCA

A hanseniase € uma doenca infecciosa-crénica, tipica de humanos, causada
pela infeccdo com Mycobacterium leprae (M. leprae), sua transmissao pode ocorrer
através do contato intimo e prolongado com o paciente das formas multibacilares nao
tratadas, ou pelo contato direto com solugcéao de descontinuidade da pele dos mesmos
(WOROBEC, 2012). Apos a infeccao, o quadro clinico pode evoluir de acordo com o
grau de suscetibilidade especifica e individual (genética e imunolégica) do paciente,
seja para a regressdo esponténea, seja para 0 agravamento progressivo. Nestes
casos, podemos observar um comprometimento gradual da pele, mucosas das vias
aéreas superiores, olhos, visceras abdominais, linfonodos, medula éssea, testiculos e
ovarios, causando seérias incapacidades fisicas e sociais (GALLO et al in COURA et

al., 2005). Assim, segundo a definicdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), um
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caso de hanseniase é representado por um individuo que apresentar uma ou mais das
seguintes caracteristicas: lesdo de pele com alteracéo de sensibilidade; acometimento
de nervo com espessamento e baciloscopia positiva (OMS, 2012).

O M. leprae pertence a ordem Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae,
género Mycobacterium e apresenta-se como bastonete reto ou ligeiramente
encurvado, de 1,5 a 8 um de comprimento por 0,2 a 0,5 um de largura. Ele € um
patdégeno intracelular obrigatério que tem tropismo por células de Schwann nos nervos
periféricos e por macréfagos na pele (RIDLEY & JOPLING, 1966; MACIEIRA, 2000).
Em virtude disso, as principais manifestagdes clinicas da hanseniase incluem lesfes
de pele, mucosas e nervos, sendo a infec¢do do tecido nervoso responsavel pela
perda de sensibilidade local tipica da doenca (BRITTON & LOCKWOOD, 2004).

O M. leprae foi a primeira bactéria patogénica humana a ser identificada e seu
genoma foi um dos primeiros a ser sequenciado de forma completa. O seu genoma
sofreu reducao evolutiva e hoje apresenta 3.268.203 pares de bases (pb), com 1.614
genes codificadores de proteinas e contém 1.116 pseudogenes (Figura 1). O M. leprae
possui uma taxa de delecdo de pseudogenes lenta, diferente do observado na maioria
das bactérias, ha uma retencdo de aproximadamente 89% dos nucleotideos de
pseudogenes no M. leprae. O sequenciamento do genoma de M. leprae possibilitou o
aprimoramento das técnicas diagndsticas, ampliou o entendimento das bases

genéticas, a fisiologia e patogenicidade da bactéria (SINGH & COLE, 2011).
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Figura 1 — Genoma do Mycobacterium leprae.

O bacilo se reproduz por divisdo binéria simples, em média a cada 10 a 16 dias.
As caracteristicas imunoldgicas dos doentes estdo associadas ao tempo de
incubacéo, sendo em média de 2-5 anos para os paucibacilares e de 5 a 10 anos para
os multibacilares. O bacilo se instala no organismo, apresenta alta infectividade e baixa
patogenicidade, ou seja, infecta muitas pessoas, no entanto poucas adoecem (ROSA
et al, 2013). Cora-se em vermelho pela fucsina e ndo se descolora pelo alcool e acidos,
sendo, portanto, denominado bacilo alcool-acido resistente (BAAR). Os bacilos podem
ser vistos uniformemente corados (sélidos), irregularmente corados (fragmentados) ou
granulosos, como apresentado na Figura 2. Podem ser encontrados aglomerados
formando estruturas arredondadas, denominadas globias (COLE et al, 2001).
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Figura 2 - Morfologia do Mycobacterium leprae e formacéao de globias.

Devido a fisiologia do bacilo, que apresenta baixa viruléncia e alta infectividade
bem como o longo periodo de incubacdo da hanseniase o completo entendimento
sobre sua transmissao é um capitulo ainda ndo totalmente elucidado. Contudo,
admite-se que a mesma ocorre através do contato intimo e prolongado com pacientes
das formas multibacilares ndo tratadas por intermédio das secrecfes das vias
respiratérias como nariz e boca, ou pelo contato direto com solucdo de
descontinuidade da pele dos mesmos. Desta forma, os individuos residentes na
mesma casa (contatos domiciliares) sdo considerados um grupo de alto risco para o
desenvolvimento da doenca (DOULL et al, 1942; NOORDEEN, S.K, 1978).

A transmissédo da doenca ocorre principalmente, pelo convivio com doentes de
formas multibacilares sem tratamento. O contato com doentes paucibacilares pode
aumentar em até 2-3 vezes e com multibacilares em até 5-10 vezes o risco de adoecer.
O bacilo ja foi encontrado em tatus, chimpanzés e macacos e ha casos que evidenciam
a relacdo entre esses animais e infeccdo em humanos (BRASIL, 2002, OMS,
2012, TALHARI., 2015).

1.3. CLASSIFICACAO DA HANSENIASE

A hanseniase, no Brasil assim como outras doengas, tem recebido numerosas
classificagOes. Rabello, em 1937, estabeleceu o conceito de formas polares para a
hanseniase. A partir da forma indeterminada da doenca (HI), os pacientes sem
tratamento evoluiriam para a forma polar tubercul6ide (HT), se apresentassem boa

resposta imune celular; ou, para a forma virchowiana (HV), se ndo fossem capazes de
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organizar resposta imune celular eficiente, permitindo a multiplicagcdo do bacilo
(RABELLO, 1937), como apresentado na Figura 3.

HI - Indeternunada

HT - Tuberculoide HV - Virchowiana

Figura 3 - Classificacdo da hanseniase segundo Rabello, 1937.

No Congresso de Leprologia realizado em Madri, em 1953, foram mantidos os
critérios propostos por Rabello, acrescentando-se um novo grupo de pacientes, a que
se denominou dimorfos ou borderline como apresentado na Figura 4. Este grupo,
também, evoluiria a partir da forma indeterminada, porém, apresentava aspectos
clinicos que ndo eram caracteristicos das formas polares de HT e HV, tratava-se,
portanto, de doentes interpolares. Na época, este grupo de enfermos foi definido como
clinicamente instavel e com tendéncia a evoluir para a forma virchowiana, se nao
tratados (MADRID, 1953).

HI - Indeternunada

HT - Tuberculoide HD - Dimorfa HV - Virchowiana

Figura 4 — Classificagdo da hanseniase Madri, 1953.

Na década de 1960, Ridley e Jopling, propuseram uma modificacdo na
classificagdo de Madrid, introduzindo o conceito de classificacdo espectral da

hanseniase, subdividindo os borderline ou “dimorfos” em borderline-tuberculoides
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(BT), borderline-borderline (BB) e borderline-Virchowiano (BV). Foi mantido o conceito
de polaridade da doenca com as formas tuberculoides (TT) e virchowianas (VV) e esta
classificagdo, denominada espectral, apresentada na Figura 5, fundamenta-se em

parametros clinicos, imunolégicos e histopatologicos (RIDLEY, 1974).

HI - Indeterminada

| | I | 1 1
HBT - HBB - HBV - HY -
HT - Tuberculoide Borderline Borderline Borderline

! " = : Virchowiana
Tuberculoide Borderline Virchowiana o

Figura 5 — Classificacdo da hanseniase segundo Ridley e Jopling, 1974.

A Organizacdo Mundial de Saude, em 1981, instituiu uma classificacdo
operacional da hanseniase, visando o tratamento poliquimioterapico dos pacientes,
como visto na Figura 6. Inicialmente, a classificacdo adotada pela OMS era de
hanseniase paucibacilar (pacientes indeterminados, tuberculoides e a maioria dos
borderline-tuberculoides - todos com baciloscopia negativa) e hanseniase multibacilar
(borderline-borderline, borderline-virchowiano e virchowianos - todos com baciloscopia

positiva). Nesta classificacao o critério basico era a baciloscopia (WHO, 1981).

Baciloscopia

Negativa (-) Positiva (+)
PB MB

Figura 6 — Classificacdo operacional para instituicdo do tratamento, com base na
baciloscopia.

A partir da década de 1990, a OMS tem estimulado os paises endémicos a
classificar os pacientes de acordo com o numero de lesGes cutaneas (Figura 7), ou
seja, pacientes com duas a cinco lesfes (tratamento paucibacilar) e pacientes com

mais de cinco lesdes (tratamento multibacilar). Esta classificacdo ndo considera a
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baciloscopia ou histopatologia e poderia implicar em erro no tratamento de alguns
pacientes (WHO, 1994).

Numero de lesdes

1-51lesdes Mais de 5 lesoes

PB MB

Figura 7 - Classificagdo operacional para instituicdo do tratamento, com base

no nimero de lesoes.

1.4. MANIFESTACOES CLINICAS DA HANSENIASE

De acordo com a forma clinica apresentada, numero de lesdes, resposta
imunologica e espessamento neural, a doenca € classificada em quatro formas
distintas: indeterminada, tuberculoide, Virchowiana e dimorfa.

- Hanseniase Indeterminada: Na maioria dos casos a hanseniase indeterminada
evolui para a cura, em aproximadamente 25% dos casos evolui para as formas
polares, essa evolucdo leva em média de 3 a 5 anos. Geralmente apresenta leséo
Unica, hipocrébmica, com alteracéo de sensibilidade ou areas planas, limitadas de pele
com aspecto normal, podendo ocorrer também a perda dos pelos e a diminui¢cdo da
sudorese, a hanseniase indeterminada € mais comum em criancas (EICHELMANN,
2013; BRITTON & LOCKWOOD, 2004).

- Hanseniase Tuberculoide: Ocorre em individuos com alta resisténcia ao bacilo e
os doentes desta forma apresentam lesdo Unica, ou poucas lesbes. As lesbes sao
delimitadas e anestésicas, podendo ser eritematosas ou hipocrémicas, com bordas
papulosas. Pode ocorrer lesé@o neural precoce e grave. Ha alteracdes de sensibilidade
térmica e dolorosa, e pode haver alteracdo de sensibilidade tatil em lesb6es antigas.
Também é comum a perda dos pélos e a diminuicdo da sudorese. Dentre as
manifestagbes clinicas da hanseniase tuberculoide, as menos frequentes sdo as
formas neural pura e nodular infantil (EICHELMANN, 2013, TALHARI, 2015). -
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Hanseniase Virchowiana: Ocorre em individuos que apresentam baixa imunidade
celular, favorecendo a multiplicacdo do bacilo. Caracteriza-se por placas infiltradas e
nédulos, hansenomas, de coloracdo eritematosaacastanhada. A infiltracdo pode
acometer a mucosa das vias aéreas superiores, olhos, testiculos e nervos. Ocorre a
perda dos pelos nos cilios e sobrancelhas, madarose. Observa-se também intensa
infiltracdo da face e pavilhGes auriculares. Frequentemente méos e pés se infiltram e
ficam ressecados. Pode ainda ocorrer acometimento do figado, baco e medula 6ssea.
A hanseniase virchowiana pode apresentar-se ainda na forma histdide, onde
predominam hansenomas com aspecto de fibromas ou queldides (BRASIL, 2012;
EICHELMANN, 2013).

- Hanseniase Dimorfa ou Borderline: Forma intermediaria que resulta de
instabilidade imunolégica, apresentando grande variacdo de manifestacdes clinicas,
podem se aproximar do polo tuberculoide ou virchowiano. A maioria dos casos
progride para a forma virchowiana. Individuos com hanseniase dimorfa apresentam
placas eritematosas, escamosas que podem ser circulares ou anulares, com bordas
externamente difusas e bem definida. Pode ocorrer atrofia da leséo e perda de anexos.
De acordo com Ridley & Jopling (1966), a hanseniase borderline pode apresentar 3
subgrupos, hanseniase borderline-tuberculoide (HBT), hanseniase borderline-
borderline (HBB) e hanseniase borderline-virchowiana (HBV). Quando as bordas
externas de lesBes anulares sdo bem definidas, a doencga progride para o polo
tuberculoide. Quando as bordas internas sdo bem definidas pode-se prever
progressao para o polo virchowiano. As manifestagdes clinicas da hanseniase podem
ser as mais diversas, e dependem da interacéo entre o M. leprae e o hospedeiro. A
Figura 8 mostra as diferentes manifestacdes clinicas da hanseniase (BRASIL, 2012;
EICHELMANN, 2013; TALHARI, 2015).
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Figura 8 — A: Les&o Unica, plana, hipocrdmica, em HI; B: Les&o Unica, com bordas
delimitadas e perda de pelos em HT; C: Lesdes infiltradas na face em HV; D: Placas
eritematosas, descamativas e infiltradas, com bordas internas bem delimitadas em
HD.

1.5. EPIDEMIOLOGIA DA HANSENIASE

De acordo a Organizacao Mundial de Saude, no primeiro trimestre de 2012, a
prevaléncia mundial da hanseniase era de 181.941 doentes. Os novos casos de
hanseniase detectados nas Américas tiveram uma queda de 37%, passando de
52.435, em 2003, para 33.084, em 2013. A grande maioria dos novos casos, cerca de
94%, foram reportados no Brasil. A hanseniase ainda configura importante problema
de saude publica no Brasil, pais em que a diminui¢do da incidéncia é sutil, mesmo na
vigéncia da poliquimioterapia desde meados da década de 1980. No pais, a doenca é
considerada como negligenciada uma vez que se concentra nas areas com baixos
indices socioeconémicos (WHO,2011; ROSA et al., 2013; WHO

,2015).

A doenca apresenta-se de forma endémica nas areas subdesenvolvidas ou em
desenvolvimento da Africa, Asia e América Latina. As areas consideradas altamente
endémicas apresentam clima tropical, de fortes chuvas e temperaturas elevadas

(Figura 9). De acordo com relatérios oficiais recebidos pela OMS de 115 paises e
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territorios, a prevaléncia global de hanseniase, registrada no final do primeiro trimestre
de 2013, foi de 189.018 casos, enquanto o numero de casos novos detectados durante
0 ano de 2012 foi de 232.857 (excluindo o pequeno numero de casos na Europa
(WHO, 2015).
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Figura 9 — Coeficiente de prevaléncia da hanseniase no mundo em 2011.

Segundo o Ministério da Saude, a taxa de prevaléncia de hanseniase no Brasil,
caiu 65% nos ultimos 10 anos, passando de 4,33, em 2002, para 1,51 por 10 mil
habitantes, em 2012, sendo considerado um pais endémico, visto que apresenta mais
de um caso para cada 10.000 habitantes (TALHARI, 2015). A queda é resultado das
acdes de combate a doenca, intensificada nos dltimos anos (SINAN/SVS, 2012). As
taxas sao mais elevadas em municipios localizados na
Amazobnia brasileira, Centro-Oeste e Nordeste e algumas regides metropolitanas
(Figura 10). O coeficiente geral de detecc¢do de hanseniase, em 2011, foi de 17,6/100
mil habitantes e entre menores de 15 anos, de 5,2/100 mil habitantes.
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Figura 10 - Coeficiente de Prevaléncia de hanseniase no Brasil, por municipio.

No ano de 2014, foram notificados 651 casos de hanseniase no Amazonas,
sendo: 562 (86,3%) casos novos, 53 (8,1%) de recidivas, 27 (4,1%) de outros
reingressos e 9 (1,4%) de transferéncias de outros estados. Do total de casos novos
detectados, 217 (38,6%) eram residentes de Manaus e 345 (61,4%) eram residentes

de outros 54 municipios amazonenses (Figura 11) (SINAN, 2015).
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Figura 11 — Detecc¢do da hanseniase no Estado do Amazonas em 2014.

Na Fundacao Alfredo da Matta (FUAM), em 2014, foram notificados 257 casos
de hanseniase (Figura 12), destes: 214 (83,3%) foram casos novos, 24 (9,3%) de
recidivas, 14 (5,4%) de outros reingressos e 5 (1,9%) de transferéncias, além de 08
casos de pacientes residentes em outros estados. Os 214 novos casos detectados em
2014, pela FUAM, equivalem a 37,7 % dos casos notificados no Estado e 74,6 % dos
casos notificados em Manaus. Este quadro reflete que ha necessidade de
implementacgé&o cada vez mais efetiva do processo de descentralizag&o das atividades
no estado (SINAN, 2015).
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Figura 12 — Grafico com o percentual de casos de hanseniase, segundo o modo de

entrada (FUAM- 2000-2014).

No ano de 2014, do total de casos novos, 126 (58,9%) foram por demanda
espontanea, 67 (31,3%) por encaminhamentos e 7 (3,8%) por exame de contatos. Na
deteccdo de casos novos, em relacdo ao género, sempre houve predominio dos
homens. A proporgdo de casos novos em mulheres para o periodo de 2000 a 2014
apresentou uma média anual de 40,1%. A razdo homens/mulheres foi de 1,5. A
deteccdo de casos em menores de 15 anos (Figura 13) é um dos indicadores para
medir a transmissibilidade recente da doenca e sua tendéncia, sendo que em 2014
foram detectados 23 (10,7%) casos. Nos ultimos 14 anos observa-se uma estabilidade
nos casos em menores de 15 anos, com um percentual médio anual de 9,7% nos
altimos 14 anos (Figura 13) (SINAN, 2015).
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Figura 13 — Grafico com o percentual de casos detectados de hanseniase, segundo
a faixa etaria (FUAM 2000-2014).

A proporcao de casos multibacilares (MB) entre 0os casos novos, apresentam

comportamento ascendente, no periodo de 2000 a 2014, principalmente nos ultimos
anos. Em 2014, foram detectados 124 (57,9%) casos MB e a razdao MB/PB
(multibacilares/paucibacilares) foi de 1,4. Este resultado € esperado em areas onde

vém ocorrendo o controle da endemia (Figura 14). Quanto a distribuicdo dos casos

novos, em Manaus, observa-se que a maior propor¢cdo de casos origina-se da zona

Leste (31,6%), zona Norte (31,2%), zona Sul (12,4%) e seguida da zona Oeste com

(10,2%).
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Figura 14 — Gréafico mostrando percentual de casos detectados de hanseniase

segundo classificacdo operacional (multibacilares e paucibacilares) (FUAM 2002014).

1.6. DIAGNOSTICO DA HANSENIASE

O diagndstico precoce da hanseniase e o seu tratamento adequado evitam a
evolucdo da doenga, e, consequentemente, impedem a instalagdo das incapacidades
fisicas eventualmente provocadas pelo M. leprae. Até os dias atuais, ndo se obteve um
meio de cultura apropriado para o M. leprae. A inoculacdo em modelo experimental foi

conseguida pela primeira vez, por Shepard, em 1960, que conseguiu a multiplicacdo do

M. leprae no coxim da pata de camundongos. | Posteriormente, Kirchheimer e Storrs_em
1971, conseguiram infectar tatus. Verificouse comprometimento da pele, nervos
periféricos, medula éssea, figado, baco, linfonodos, pulm&es, meninges e olhos deste
animal, com grande quantidade de bacilos, o que possibilitou estudar os constituintes
da parede celular, sistemas enzimaticos e proteinas do bacilo (KIRCHHEIMER &
STORRS, 1972).
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1.6.1. Baciloscopia

O exame laboratorial de primeira escolha no diagndstico da hanseniase é o
exame baciloscopico. Uma das limitacdes desta técnica € que o exame baciloscopico
€ geralmente negativo em pacientes paucibacilares, necessitando de confirmacéo por
outros métodos diagndosticos como 0 exame histopatologico. Mesmo no exame
histopatolégico o achado de bacilos em pacientes paucibacilares € raro (Martinez et
al. 2006, Barbieri et al. 2014).

N&o existe padréo-ouro para o diagndstico de hanseniase, assim, o diagndstico
baseia-se principalmente em parametros clinicos, histopatolégicos e bacterioldgicos.
Entretanto, devido a apresentacao espectral da doenca que em um pélo, VV, o doente
tem muitos bacilos e baixa imunidade celular e em outro pélo, TT, o doente tem poucos
bacilos e forte resposta imune celular, é dificil se estabelecer parametros
bacteriol6égicos ou imunolégicos que consigam identificar distinguir pacientes
precocemente (Martinez et al., 2009, Martinez et al., 2011).

Devido & incapacidade do M. leprae ser cultivado em meios artificiais a
baciloscopia € o exame laboratorial de primeira escolha, pois trata-se da observacéao
microscépica do M. leprae diretamente nos esfregacos de raspados intradérmicos das
lesBes hansénicas ou de outros locais de coleta selecionados: I6bulos auriculares e/ou
cotovelos e lesdo quando houver. Consiste em método diagnostico consagrado e de
rotina, servindo também como critério de confirmacado de recidiva quando comparado
ao resultado no momento do diagnostico e da cura. Por nem sempre evidenciar o M.
leprae nas lesbes hansénicas ou em outros locais de coleta, a baciloscopia negativa
ndo afasta o diagndstico da hanseniase. O Indice Baciloscopico (IB) proposto por
Ridley (1962) é valioso, contudo, o resultado pode ser afetado pela profundidade da
incisdo na pele (BRASIL, 2012).

No exame baciloscopico positivo aparecerdo bacilos alcool-acido resistentes na
forma de bastonetes em fundo azul, estes podem apresentar-se retos ou ligeiramente
curvos, o resultado é expresso conforme a escala logaritmica de Ridley, variando de
0 a 6+ (WHO, 2011):

NEGATIVO; Nenhum BAAR em 100 campos microscopicos;
1+ >1 a9 BAAR em 100 campos microscopicos;

2+ > 10 a 99 BAAR em 100 campos microscopicos;
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3+ >100 a 999 BAAR em 100 campos microscopicos; 4+
>1000 a 9.999 BAAR em 100 campos microscépicos; 5+
>10.000 a 99.999 BAAR em 100 campos microscopicos.

6+ >mais de 100.000BAAR em 100 campos microscopicos.

Os pacientes paucibacilares apresentam poucos bacilos, nesses casos, a
deteccdo do M. leprae através da baciloscopia ndo é frequente o que dificulta o

diagndstico da hanseniase nesse grupo de pacientes.

1.6.2. Histopatologia

O exame histopatolégico € complementar ao diagnéstico da hanseniase,
sobretudo quando o exame baciloscépico é negativo. E importante para a correta
classificacdo da doenca pois avalia as células presentes no infiltrado inflamatorio
dérmico e hipodérmico, onde sédo observados diferentes padrdes, nas diferentes
formas da hanseniase. A Figura 15 demonstra aspectos imunopatolégicos da
hanseniase, em cada tipo de hanseniase, segundo a classificacao de Ridley & Jopling
(1966), em cortes histopatoldgicos corados com hematoxilina e eosina. E possivel
observar nas formas TT e BT a presenca de granulomas denominados bem formados;
na forma BB os achados sao semelhantes, porém, ha menor quantidade de linfocitos
e ndo sao observadas células gigantes multinucleadas. Nas formas BV e VV observa-
se infiltrados inflamatdérios com predominio de histiécitos espumosos ou vacuolizados
e apresenta grande numero de bacilos isolados ou globias. Na forma VV o processo
inflamatoério ocupa toda a extensdo da derme (SCOLLARD et al., 2006, TALHARI,
2015).
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Figura 15 — Aspectos imunopatoldgicos nas diferentes formas da hanseniase, TT=

Tuberculbéide, BT= Borderline Tuberculéide, BB= Borderline Borderline, BV=

Borderline Virchowiana, VV= Virchowiana.

Nas ultimas duas décadas, métodos alternativos de diagnostico foram
desenvolvidos. Um desses, baseado na tentativa de identificar marcadores
sorolégicos do M. leprae, como o PGL-I, (glicolipideo fendlico-lI) que é abundante e
especifico ao M. leprae, tem sido usado como auxilio ao diagnostico da hanseniase
(DUTHIE et al., 2011; SPENCER et al, 2011). No entanto, a quantidade de anticorpos
especificos anti-PGL-I é diretamente proporcional a quantidade de bactérias, contudo
o teste é falho quando se trata da detecgédo em pacientes paucibacilares. Dessa forma,
a sorologia para PGL-1 nao apresenta boa sensibilidade para diagnosticar
precocemente contatos domiciliares de pacientes. Dentre 0s outros métodos
diagnésticos alternativos desenvolvidos encontra-se o IGRA (do inglés, interferon
gamma releasing assay) que avalia in vitro a resposta imunoldgica a antigenos de M.
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leprae em cultura de células do sangue. Os pacientes paucibacilares (principalmente
as formas TT e BT) séo fortes respondedores aos ensaios de liberacdo de IFN-gama
in vitro, mas contatos domiciliares também produzem muito IFN-gama in vitro quando
suas ceélulas do sangue sdo estimuladas (SPENCER et al., 2005; MARTINS et al.,
2012).

A técnica diagndstica denominada reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
apresenta elevada sensibilidade e tem possibilitado ensaios em diversos tipos de
amostras clinicas, como: urina, sangue, bidpsias de pele e nervos, secrecdes, dentre
outras. E possivel aplicar a técnica mesmo em bidpsias parafinadas (YAN et al,. 2014),
saliva, swab oral e nasal, com custo bastante acessivel. De fato, desde o inicio de
década de 1990, que técnicas de PCR convencional vem sendo empregadas para o
diagnéstico da hanseniase. Ainda, a PCR convencional foi desenvolvida por diversos
grupos independentes e tem sido empregado para resolucdo de casos de dificil
diagnéstico, principalmente em casos da forma neural pura e no monitoramento de
contatos. Diversos estudos demonstram a importancia da PCR na pratica clinica
(WILLIAMS et al., 1990; JARDIM et al .,2003; ALMEIDA et al., 2004; ROSA et al.,
2013).

Mais recentemente, a PCR em Tempo Real (QPCR) demonstrou ser uma
ferramenta importante na detecgéo e quantificacdo de DNA de M. leprae, mesmo em
pacientes PB. Diversas sequéncias podem ser utilizadas como alvo em ensaios de
gPCR (ROSA et al. 2013). Martinez e colaboradores (2006), demonstraram que a
gPCR desenhada para um alvo de Ag85B foi altamente sensivel em amostras de
bidpsias de pele (80%) de pacientes paucibacilares. Posteriormente, um estudo com
pacientes com formas clinicas de dificil diagnéstico, testou quatro sistemas de qPCR
(Ag85B, SodA, RLEP, 16S) os quais se mostraram especificos, embora o 16S tenha
se mostrado mais especifico e um pouco menos sensivel que os outros métodos
(MARTINEZ et al., 2011). Por isso, o método 16S foi escolhido para fazer anélises que
buscam identificar novos casos em contatos bem como facilitar o diagndstico
diferencial. Nos ultimos anos, varios estudos demonstraram a confiabilidade dos
ensaios baseados no 16S na rotina diagnostica de casos inconclusivos e para o
monitoramento de contatos. Desta forma, o ensaio de 16S é alvo consolidado,
especifico, sensivel e pode auxiliar na resolucdo de problemas na rotina diagndstica
de pacientes paucibacilares (MARTINEZ et al., 2009; MARTINEZ et al., 2011;
BARBIERI et al.,2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a hanseniase ainda representa importante problema de saude no
Brasil. Anualmente, aproximadamente 40.000 novos casos de hanseniase s&o
diagnosticados no pais. Em 2014, foram notificados 651 casos de hanseniase no
Estado do Amazonas. O diagndstico precoce da doenca é importante para se evitar
incapacidades e deformidades fisicas associadas a hanseniase, além de ser baseado
no exame clinico e, principalmente, na baciloscopia e exame histopatolégico. No
entanto, o amplo espectro de manifestacdes clinicas e as limitacbes dos exames
diagndsticos disponiveis na rotina podem tornar o diagnéstico menos preciso. Nesses
casos, a baciloscopia é geralmente negativa e o exame histopatolégico inconclusivo,
0 que torna a deciséo de inicio do tratamento bastante dificil. Sabe-se que quanto mais
precocemente o paciente com hanseniase for tratado, menor é a possibilidade de
incapacidade fisica para o mesmo. Para tentar solucionar este tipo de problema,
técnicas de Biologia Molecular, como a PCR em Tempo Real (QPCR) tem sido capaz
de auxiliar na decisao clinica de pacientes cujas biopsias cutaneas sao inconclusivas
para hanseniase ao exame histopatoldégico. A qPCR é uma ferramenta bastante
sensivel e especifica que permite além da deteccdo, a quantificacdo das bactérias
presentes na amostra, auxiliando o diagnoéstico em casos paucibacilares com

baciloscopia negativa e exame histopatolégico inconclusivo.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

» Avaliar o papel da técnica da PCR em Tempo Real (QPCR) na deteccdo de M.
leprae em biopsias cutaneas de pacientes com suspeita clinica de hanseniase

e exame histopatoldgico inconclusivo para a doenca.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Validar o teste de qPCR a partir de alvo 16S rDNA em biopsias de pele frescas;

* Realizar analise quantitativa para deteccdo de DNA de M.leprae por gPCR e
fazer inferéncias do nimero de genomas nas amostras estudadas;

» Comparar os resultados entre os grupos de pacientes de dificil diagndstico com
0s controles positivos (pacientes com hanseniase) e negativos
(pacientes com outras dermatoses);

* Fazer analises qualitatitivas para comparar os resultados de gPCR com outros
dados clinicos e parametros laboratoriais como IB, histérico de hanseniase na
familia, bem como com laudo da histopatologia como suportes ao diagndstico

clinico;

* Comparar a eficiéncia da gPCR quando comparadas as bidpsias frescas e

parafinizadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. TIPO DE ESTUDO

O estudo foi caracterizado como transversal com amostras de arquivo em
parafina e biopsias frescas realizado no Laboratério de Biologia Molecular da FUAM
para validagcdo do teste de gPCR para diagndstico da hanseniase. Para isso o estudo
contou com a coleta de amostras sabidamente positivas e negativas para a
hanseniase bem como de amostras com suspeita clinica de hanseniase e exame
histopatoldgico inconclusivo para a doenca, atendidos por demanda espontanea na
FUAM, no periodo de marco a agosto de 2014 para amostras frescas. As amostras
incluidas em parafina foram recuperadas de arquivo a partir de marco de 2014 até
maio de 2015.

4.2. ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado no Comité de Etica e Pesquisa da Fundacéo
Alfredo da Matta (CEP-FUAM) sob parecer 522.919 em 06 de fevereiro de 2014. Todos
0s pacientes incluidos neste estudo leram e foram instruidos quanto a participacédo no

estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Anexo-I).

4.3. AMOSTRAGEM

Foram coletadas 82 bidpsias cutaneas frescas de pacientes no Centro Cirargico
da FUAM e incluidos em trés grupos: controle, outras dermatoses e suspeitos. No
grupo controle, definido com a doenca, foram incluidos os pacientes MB (incluindo as
formas clinicas virchovianas, borderline virchovianas e borderlineborderline) e
pacientes PB (incluindo as formas clinicas indeterminada e tuberculdide). O grupo de
outras dermatoses, considerado negativo para a hanseniase, foi composto de
amostras com diagnostico confirmado para doencas dermatologicas de origem nao
infecciosa, como: psoriase, ptiriase versicolor, vitiligo e granuloma anular. E o ultimo

grupo, o de suspeitos, ou seja, 0 grupo teste composto por bidpsias de pacientes com
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suspeita clinica de hanseniase e exame histopatolégico inconclusivo para a doenca.
Em relacédo as biopsias parafinadas, foram recuperadas 98 amostras de arquivo da
Histopatologia da Fundacgéo Alfredo da Matta e distribuidas também em trés grupos

idénticos aos das bidpsias frescas.

4.4. COLETA DE AMOSTRAS

A coleta das amostras frescas ocorreu no periodo de marco de 2014 a maio de
2015. Foram coletadas biopsias cutaneas com punch 3 mm e conservadas em etanol
a 70%, conforme recomendacéo do Ministério da Saude e da OMS. Essas amostras
foram armazenadas em freezer -70°C e posteriormente processadas no Laboratério
de Biologia Molecular, da FUAM. Em relacéo as bidpsias parafinadas, as amostras se
encontravam no arquivo da Histopatologia da Fundacdo e somente apos a analise
histopatoldgica, foram retirados 5 cortes de 5 micras do tecido e armazenados em

freezer até o processamento de extracdo de DNA.

4.5. EXTRACAO DE DNA

O DNA total foi extraido das amostras pelo Kit DNeasy Blood and Tissue®
(QIAGEN) seguindo as recomendacdes do fabricante, com algumas modificacfes.
Previamente ao protocolo de extracdo de DNA, nas biépsias armazenadas em etanol
70%, o tecido foi fragmentado com auxilio de laminas de bisturi estéril, enquanto que
no outro grupo de bidpsias, houve um tratamento prévio para retirar a parafina. Um
volume de 500 uL de xilol aquecido a 45°C foi adicionado para remocéao da parafina.
O tubo foi agitado manualmente e centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos para
sedimentacao dos cortes. O procedimento foi repetido até os cortes estarem livres de

parafina

4.6. QUANTIFICACAO DE DNA POR FLUORIMETRIA
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O DNA total extraido das amostras foi quantificado utilizando o Qubit®3.0 fluorimetro,
com o kit Qubit™ dsDNA BR assay (Life Technologies), de acordo com as instrugdes
do fabricante. Este equipamento permite a quantificacdo de DNA, RNA e proteinas
utilizando corantes fluorescentes. Estes corantes sdo especificos para cada tipo de

biomolécula, mesmo em baixas concentragdes.

4.7. ENSAIO DE DETECCAO DE DNA DE M. leprae UTILIZANDO gPCR

Para a deteccdo do DNA de M. leprae, o alvo de amplificacéo foi a regido génica
de coOpia Unica 16S rRNA especifica do bacilo. Este ensaio foi padronizado de acordo
com Martinez et al 2011, e utilizado com o objetivo de determinar o niumero de
bactérias presentes em amostras biolégicas de pacientes.

O estudo de amplificacdo do gene alvo foi realizado pela técnica de PCR
guantitativo, a qual € baseada no monitoramento do nivel de fluorescéncia detectada
durante a amplificacédo de DNA ciclo a ciclo.

As amostras de DNA foram submetidas a amplificacédo da regido ribossomal
16S de M. leprae, em triplicata utilizando como primer senso a sequéncia 5’- GCA
TGT CTT GTG GTG GAA AGC-3’ e anti-senso 5’-CAC CCC ACC AAC AAG CTG
AT-3’, como sonda fluorogénica foi utilizada a sequéncia 16S rRNA Taq-probe (5'-
CAT CCT GCA CCG CA-3’) da Applied biosystem™ .

O volume total de reagao de 25 L foi composto de: 12,5 yL do tampao
TagMan® gPCR Master Mix 1X (Life Technologies), 1uM do primer senso do alvo
16SrRNA, 1uM do primer anti-senso do alvo 16SrRNA, 0,2uM da sonda Taql6SrRNA
e de 2 yL DNA gendmico.

As condi¢des de ciclagem utilizadas nas reacdes de amplificacao foram:
inicialmente 50°C por 2 minutos, seguida de uma incubacéo de 95°C por 10 minutos;
40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, utilizando o sistema PCR em
tempo real. As reacdes foram procedidas no StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems
(Life Technologies).

A principio, as triplicatas que tiveram amplificacdes em pelo menos duas ou trés

replicatas e com Ct (Cycle threshold) menor ou igual a 37 foram consideras positivas.
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4.8. QUANTIFICACAO ABSOLUTA

A plataforma StepOnePlus™ ¢ capaz de detectar a luz oriunda da reacéo de
amplificacdo, onde o nivel de fluorescéncia computado € aquele suficiente para atingir
um limiar de deteccéo para cada amostra analisada e por convencao denominado de
Ct (Cycle threshold).

A guantidade de DNA do M. leprae presente nas amostras clinicas, ou seja, 0
namero de genomas (bacilos) encontrado em cada amostra foi gerado através de uma
associacao estatistica entre o valor de Ct, obtido para cada amostra analisada, em
funcdo do tamanho do genoma do M.leprae conforme descrito em Martinez et al.,
2011.

Em resumo, foi realizada uma andlise de regressao linear utilizando o software
R, onde os valores de Ct gerados a partir de uma curva padrdo (amostras com
concentracdes conhecidas variando de 1ng a 3,25fg) foram plotados e uma equacéao
da reta construida, sendo possivel a partir desta estimar o nimero de cromossomos
de M.leprae considerando que o genoma de um M. leprae seja equivalente a 3fg.

De acordo com essa metodologia, colaboradores da FIOCRUZ, do Rio de
Janeiro, construiram uma tabela de conversédo que calcula 0 nimero de genomas
presente na amostra analisada inserindo apenas o valor do Ct, obtido na analise da
StepOnePlus™ basicamente a partir da interpolacéo dos valores de Ct na equacéao da
reta.

Nesse trabalho, utilizou-se essa tabela de associacdo para obtencdo do

namero de bactérias presentes nas amostras bioldgicas de pacientes.

4.9. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para avaliar o alvo 16S como marcador de diagnostico de M.leprae, foram
realizados os testes de Sensibilidade, Especificidade, Valor Preditivo Positivo (VPP) e
Valor Preditivo Negativo (VPN). O teste de Sensibilidade mede a capacidade de
detectar os pacientes com a doenca. Ja o teste de Especificidade mede a
probabilidade de detectar os ndo doentes. O VPP mede a probabilidade da doenca
estar presente quando o teste for positivo e 0 VPN é a probabilidade da doenca nao

estar presente quando o teste for negativo. Além disso, foi realizado o teste de ANOVA
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e a Correcdo de Bonferroni no programa GraphPad Prism 5.04 para comparar o

namero de genomas entre os tipos de biopsias.
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE EM BIOPSIAS CONGELADAS APOS COLETA

Foram coletadas 82 bidpsias frescas as quais foram congeladas imediatamente e
armazenadas em alcool 70%, em freezer -70°C. Destas, apenas 65 tiveram
amplificacéo no teste de g°PCR. Em. Em 17 amostras houve problemas com a extracao
de DNA (quantidades infimas, ou com muita contaminac¢ao com proteina, ou reagentes
da extracdo e o DNA nao foi usado a amplificacdo). Todas as amostras foram
analisadas inicialmente pela histopatologia e o laudo foi discutido com o
dermatologista responsavel, que definiu uma classificacdo clinica. Os resultados de
gPCR nado foram apresentados ao dermatologista e ndo foram incluidos nos
prontuarios dos pacientes, tendo em vista que esse estudo trata-se de uma etapa de
validacdo. Entretanto, na maioria das amostras ha uma convergéncia entre o laudo da
patologia e a concluséo diagnadstica.

Nove pacientes foram diagnosticados com outras dermatoses, como: granuloma
anular, lesdo tumoral, micose fungdide granulomatosa, melanoma, lUpus eritematoso
subagudo e linfoma. Destes, dois tiveram resultado de gPCR positivo (granuloma
anular e lesdo tumoral) e ambas as amostras apresentaram um numero de genomas
alto (48,24 e 18,40, respectivamente). Independentemente do resultado positivo de
gPCR, dado o diagndstico, essas amostras foram consideradas como controles

negativos para fins de comparacéo para os testes de especificidade e sensibilidade.

Tabela 1 - Apresentacao descritiva dos pacientes com outras dermatoses testados.

Historico Laudo Baciloscopia  Diagnostico clinico gPCR Numero de
de histopatolégico genomas
Hanseniase
Nao [Gpus tumido N&o realizada Lupus tumido Negativo -
N&o Ausente Negativo Micose Negativo -

fungobidegranulomatosa

N&o Descritivo Negativo Outras afeccbes da Positivo 10,49
pele

45



Nao Carcinoma N&o realizada Lesao tumoral Positivo 18,4

Nao Paniculite/ N&ao realizada Eritema nodoso Negativo
eritema nodoso i
N&o Granuloma Negativo Granuloma anular Positivo 48,24
anular
elastolitico
N&o C/iC Negativo Melanoma Negativo
ceratoseactinica -
N&o Descritivo Negativo Purpura pigmentar Negativo -
Nao Descritivo N&ao realizada Lupus eritematoso Negativo -
subagudo

Em relacdo as amostras de pacientes com hanseniase, foram recuperadas 38
amostras. Deste total, duas amostras foram discordantes entre o diagndstico clinico e
o laudo histopatolégico. A primeira teve suspeita diagnostica de psoriase; nao foi
realizado o teste de baciloscopia; o paciente nao relatou contato com a hanseniase e
o resultado da histopatologia sugeriu dermatite psoriaseforme. Entretanto, a clinica
tratou como hanseniase PB e esta amostra teve o resultado de gPCR positivo (Ct=
36.66; numero de genomas= 10,42). Ja a segunda amostra, teve como hipotese
diagnéstica hanseniase borderline tuberculéide ou ptiriase versicolor; ndo foi relatado
pelo paciente contato domiciliar com hanseniase; o teste de baciloscopia foi negativo;
o resultado da histopatologia foi de processo inflamatorio inespecifico e o resultado de
gPCR foi negativo. Neste caso, a clinica foi soberana e diagnosticou como hanseniase
paucibacilar.

Foram diagnosticados 13 pacientes como hanseniase multibacilar. Em relacdo ao
teste de baciloscopia, em apenas em 10 dos 13 pacientes, foi positivo. Como
esperado, todos foram positivos para o teste do gPCR. Quanto a forma clinica, seis
pacientes foram classificados como MHV, sete como MHD. Entre os pacientes MB,
um apresentou recidiva, outro apresentou reacao do tipo | (ou reacéo reversa - RR) e
um ultimo paciente apresentou eritema nodoso hansénico (ENH). Este ultimo
paciente, apresentou um hansenoma, sabidamente uma lesdo com grandes
guantidades de bacilos, em pacientes virchovianos e apresentou a maior quantidade
de genomas (2.060.229,54), tendo portanto, o menor valor de Ct (18.44). Foram

classificadas 25 amostras de pacientes como paucibacilares. Desses, 52% (13/25)
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foram positivos para a qPCR. Desses pacientes, 17 foram diagnosticados como MHD,
sendo que sete apresentaram resultado negativo para gPCR. Destes que foram

negativos para a gPCR, a metade relatou alguma historia pregressa com a
hanseniase, sendo que um deles era suspeito de recidiva e trés eram contatos. Os
demais 10 pacientes classificados como MHD, tiveram resultados positivos para a
gPCR. Uma porcentagem de 40% (4/10) pacientes tinham historias pregressas com a
hanseniase sendo 2 contatos e 2 pacientes com suspeita de reacao pos-alta. Observa-
se que as formas dimorfas, dentre as formas clinicas paucibacilares na classificacédo
de Ridley e Jopling, poderia ser considerada multibacilar.

Em relagcdo as formas clinicas que classicamente sdo muito dificeis de se detectar M.
leprae, como, a MHT e a MHI, observou-se que dos trés pacientes diagnosticados com
MHT, todos foram gPCR negativos. E dentre os cinco pacientes com a forma
indeterminada (MHI), 60% (3/5) tiveram deteccédo de DNA por gPCR.

Tabela 2- Desempenho do Teste Molecular para o alvo 16S de Mycobacterium leprae
em relacao a Classificacdo Operacional em biopsias frescas.

Classificacao Operacional Bidpsias frescas (n= 38)
Pos % (n) Neg % (n)
Paucibacilares 52 (13) 48 (12)
Multibacilares 100 (13) 0 (0)
Total 68,5 (26) 31,5(12)

No grupo de bidpsias frescas testadas para a qPCR, identificou-se ainda trés
amostras de pacientes em que a concluséo diagndstica foi hanseniase, mas nédo se
inclui nos grupos acima, tendo em vista que na recuperacao dos dados, houve alguma
incongruéncia. Por exemplo: um paciente foi tratado por 12 meses e teve diagndstico
de MHV, nédo esta claro a necessidade desta bidpsia se teria sido realizada para
excluir/incluir reacdo, por exemplo. Ainda, esse paciente teve teste de gPCR negativo
e baciloscopia positiva. Outros 2 pacientes, também negativos ao gPCR, tiveram
diagnéstico de hanseniase, com a histopatologia inconclusiva e a baciloscopia
também foi negativa para ambas amostras.

E assim dessa forma, com os resultados para biopsias frescas, foi possivel calcular a

sensibilidade e a especificidade do teste de gPCR
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Tabela 3- Analise de desempenho epidemioldgico do teste de gPCR para hanseniase
com relagdo as bidpsias frescas.

Hanseniase Sensibilidade Especificidade VPP VPN

Ausente presente

3 26
gPCR
positivo 68,5% 66,70% 89,7% 33,3%
gPCR 6 12
negativo

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo

Uma andlise subsequente foi realizada para estimar a quantidade de genomas dentre
pacientes MB e PB. A Figura 16 indica que, como esperado, a mediana do nimero de

genomas em pacientes MB € maior que em pacientes PB para esse grupo de

amostras.
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Figura 16 - Grafico de dispersdo em relacdo a classificagdo operacional MB e PB
versus o numero de genomas (MB: multibacilar; PB: paucibacilar; Ct: Cycle threshold;
N°: nimero). A quantidade de genomas esta representado em escala logaritmica.
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Ainda, 12 amostras tiveram diagnéstico inconclusivo. E importante lembrar, que esse
grupo é o alvo principal desse estudo, pois, sdo amostras as quais a histopatologia
nao foi capaz de definir um diagndstico com preciséo, ou, que a clinica ndo conseguiu
fechar seu diagnostico baseado no resultado da patologia. Nesses casos, € comum o
laudo histopatolégico indicar um processo/infiltrado inflamatério granulomatoso, ou
inespecifico (descritivo), compativel com hipercromia residual, eritema anular
centrifugo e pele normal (Tabela 4). Uma andlise combinada sugere que a despeito
do laudo histopatologico e da conduta clinica, 8 amostras em 12 testadas (66,6%),
foram positivas para a qPCR (Tabela 4). A andlise da quantidade do numero de
genomas indica que, juntamente com o histérico clinico e a avaliagdo
dermatoneuroldgica, associada a quantidade de DNA, poderia auxiliar no diagnéstico.
Dado que o teste de gPCR, como visto anteriormente, teve nas condi¢des testadas,
baixa especificidade, apenas amostras com muitos genomas (248,24 genomas)

poderia ter maior precisdo diagndstica.

Tabela 4 - Analise descritiva dos pacientes com diagndéstico inconclusivo para
hanseniase em relacao as bidpsias frescas.

Hipo6tese Historico de Laudo Baciloscopia gqPCR Numero de
diagngstica Hanseniase histopatolégico (%) genomas
Hanseniase ou N&o Hipercromia Negativa Positivo 12
notalgia parestésica residual
Hipocromia, eritema N&o Descritivo N&o realizada Positivo 20,90
Hanseniase BT Sim,recidiva? Descritivo Negativa Positivo 11,29
Hanseniase V Sim, Descritivo Negativa Negativo -
recidiva?
Paniculite, N&o Descritivo N&o realizada Negativo -
micobacteriose
Rosacea, Lapus Nao Descritivo N&o realizada Negativo -
eritematoso discoide
MHBT,Granuloma N&o Descritivo Negativa Positivo 20,34
doenca de Lyme
LUpus eritematoso Sim Processo N&o realizada Positivo 22,64
discoide inflamatdério
granulomatoso
Eritema anular N&o Eritema anular ~ N&o realizada  Positivo 11,83
centrifugo centrifugo
Hanseniase foliculite Hanseniase, Negativa Negativo -
sifilis
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Hipercromia N&o Infiltrado Negativa Positivo 12,65

residual, inflamatoério

hanseniase, Purpura

pigmentar?

Hanseniase Sim Pele normal Negativa Positivo 10,99

indeterminada

5.2. TESTE DE EFICIENCIA EM AMOSTRAS DE PARAFINA

A despeito dos resultados anteriores de gPCR ndo demonstrarem especificidade ou
sensibilidade altas, os resultados das amostras inconclusivas indicam que, alguns
pacientes podem se valer do teste para auxiliar a conduta clinica. Neste contexto, uma
segunda abordagem teve como objetivo analisar a pertinéncia de realizacdo das
bidpsias frescas exclusivas para os testes de gPCR, em comparacado com as amostras
armazenadas em bloco de parafina. Recentemente, Barbieri e colaboradores (2014),
apresentaram a sugestdo de uma arvore de decisdo clinica (Figura 17) que indica
que, quando a avaliacdo histopatoldgica € inconclusiva, o teste de gPCR pode ser
utilizado para auxilio ao diagnostico. Neste caso, seria muito adequado que o teste
pudesse ser realizado em amostras incluidas em parafina devido a logistica de colher

uma nova amostra para o qPCR.
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Figura 17- Arvore de decis&o clinica proposta por Barbieri et al., 2014.

Assim, das 98 amostras que foram colhidas, sete tiveram diagnosticos inconclusivo,
seis tiveram diagnoéstico de outras dermatoses e ndo foram testadas. Outras 24
amostras ndo tiveram gPCR realizado por problemas técnicos (recuperacdo de
pouquissimo ou nenhum DNA, auséncia de tecido nos blocos apos extracdo da
parafina, etc). Das amostras restantes, 31 eram de pacientes multibacilares e 30 de
pacientes paucibacilares. Os resultados da eficiéncia dos testes podem ser vistos na
Tabela 5. Os resultados séo inesperados e sugerem que a eficiéncia do ensaio de
gPCR para 16S DNA é menos sensivel em amostras de pacientes multibacilares do
gue pacientes paucibacilares (69% em MB versus 80% em PB). Curiosamente, em
paucibaciliares a sensibilidade de deteccdo do alvo 16S foi também maior em
amostras recuperadas de parafina, quando comparadas as amostras frescas (80% em

amostras de parafina versus 52% em amostras frescas) (Tabelas 2 e 5).
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Tabela 5- Desempenho do Teste Molecular para o alvo 16S de Mycobacterium leprae
em relacdo a Classificacdo Operacional em bidpsias parafinadas.

Classificagao Biopsias de Parafina
Positivas % (N) Negativas % (N)

Multibacilares 69 (21) 31 (10)

Paucibacilares 80 (24) 20 (6)

Em amostras MB, os resultados foram esperados, onde a sensibilidade de detec¢ao
da amostra fresca foi superior (Tabela 2). Ainda, uma analise do perfil das formas
clinicas das amostras incluidas no grupo “parafinizados” poderia explicar um viés por
formas mais baciliferas.O resultado indica que, dentre as formas clinicas, havia mais
pacientes classificados como MHD (23/30, 76,6%), quatro pacientes com a forma
indeterminada, outros trés com a forma MHT. Como descrevemos anteriormente nas
amostras frescas tivemos 17 pacientes MHD (68%), cinco pacientes MHI, 3 pacientes
MHT. Portanto, o aumento de formas clinicas BT no grupo da parafina ndo explica
consistentemente a diferenca na sensibilidade.

A partir destes resultados, foi possivel calcular a sensibilidade (73,8%) do teste de
gPCR para biopsias parafinadas. No entanto, néo foi possivel calcular a especificidade
neste grupo, pois ndo havia um grupo de ndo doentes para usar como comparacao.
A estimativa da quantidade de genomas dentre os pacientes MB e PB provenientes
das biopsias parafinadas € mostrada na Figura 18, e, como esperado, mostrou que o
namero de genomas em pacientes MB é maior que em pacientes PB, assim como

visto anteriormente nas bidpsias frescas (Figura 16).
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Figura 18 - Relacéo entre a classificacdo operacional MB e PB versus o niumero de
genomas (MB: multibacilar; PB: paucibacilar; Ct: Cycle threshold; N°: numero). A
quantidade de genomas esta representado em escala logaritmica.

Por fim, uma analise estatistica comparando o numero de genomas nos dois grupos
de bidpsias (frescas e parafinadas) estudadas também foi surpreendente e mostrou-

se significativo apos a corregdo de Bonferroni (p<0,05) (Figura 19).
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Figura 19 - Relacédo entre os tipos de biopsias versus o niumero de genomas (MBf:
multibacilar biépsia fresca; MBp: multibacilar bidpsia parafinada; PBf: paucibacilar
biopsia fresca; PBp: paucibacilar bidpsia parafinada; Ct: Cycle threshold; N°: nimero;
p: p-valor). A quantidade de genomas esta representado em escala logaritmica.
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos 10 a 15 anos, uma quantidade relevante de estudos surgiu a
respeito do uso de tecnologias do tipo point-of-care para o diagnéstico de doencas
infecciosas. Varias técnicas baseadas na Biologia Molecular, bem como, ensaios
imunoldgicos, tém se mostrado Uteis, especialmente em tuberculose e em HIV.
Paralelamente, ensaios de deteccdo de acidos nucleicos semi-automaticos, em
média/larga escala, de custo acessivel também estdo disponiveis, embora, as
validacOes desses métodos para doencas negligenciadas, como a hanseniase, ainda
nao estejam disponiveis.

A literatura demonstra que a detec¢do do diagnéstico de hanseniase por PCR
tem avancado de maneira relevante (Martinez et al., 2014). E interessante que o
desenvolvimento da técnica aplicada a deteccdo de M. leprae tem pouco mais de 25
anos (Woods & Cole, 1989). Os estudos originais baseavam-se em PCR associado a
hibridacdo radioativa (Santos et al., 1993), técnica que era muito laboriosa.
Atualmente, os métodos de deteccdo baseados em fluorescéncia possibilitam a leitura
da amplificagao literalmente em “tempo real”’, onde, a quantidade de fluorescéncia é
proporcional a quantidade de DNA amplificado no sistema e detectado
simultaneamente a replicagdo do DNA in vitro. Os métodos para extragdo de acidos
nucleicos também se modernizaram rapidamente e os métodos artesanais foram
eliminados, como diversas etapas de purificacdo e utilizacdo de reagentes de dificil
manuseio. Atualmente, kits com solu¢Bes simples e purificacdo baseada em cartuchos
ou outros dispositivos, facilitam a utilizacao do usuéario. Assim, os métodos de extracédo
acoplados a sistemas de qPCR possibilitam hoje andlises quantitativas precisas, onde
0 numero de genomas (dentre outras aplicacdes para quantificacdo de &cidos
nucleicos, nao discutidos aqui) € realizado sem etapas de pdésprocessamento, que
restringem inibicdo e/ou contaminacao, dentre outros problemas inerentes a técnica
de PCR.

Nos ultimos anos, é muito interessante que realmente a PCR convencional ou
guantitativa estejam sendo usadas em diferentes paises endémicos para deteccéo de
DNA de M. leprae, em diferentes tipos de amostras (Martinez et al., 2014). Além disso,
a gPCR tem se mostrado valiosa especialmente para detectar casos dificeis de formas

clinicas classificadas operacionalmente como paucibacilares (Barbieri et al., 2014).
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Mais recentemente, alguns grupos de pesquisa estdo estabelecendo coortes de
contatos domiciliares de pacientes para estimar a chance de individuos com PCR
positivo avancar da infeccao latente (contatos), para a doenga ativa, indicando que
individuos com PCR positivo, tém de fato, maior risco de adoecimento (Reis et al.,
2013). Mais recentemente, este mesmo grupo apresentou um resultado importante
onde alguns doadores de sangue assintomaticos, com resultado de gPCR positivo,
desenvolveram hanseniase em um acompanhamento de 5 anos

(Goulart et al., 2015).

Apesar dos recentes avangos no combate a doenca, onde o tratamento
eficiente esta disponivel, a hanseniase € uma infeccdo silenciosa que pode durar
longos periodos de incubacdo. Assim, visando a interrupcdo da cadeia de
transmissdo, uma abordagem mais ousada seria a quimioprofilaxia de individuos
infectados, que poderia ser definida pelo qPCR positivo, por exemplo.

Neste estudo, procurou-se validar resultados anteriores (Martinez et al., 2011,
Barbieri et al., 2014) de forma independente para utilizacao da técnica de deteccao de
DNA de M.leprae pela reacdo de gPCR. No entanto, ha uma lacuna importante para
estudos multicéntricos bem desenhados utilizando-se ensaios de qPCR Unicos que
possam ser comparados.

A comparagcdo de novos métodos diagndsticos na hanseniase tem uma
caracteristica peculiar, que € a auséncia de padrao-ouro para comparacdo desses
novos métodos. O estudo de Martinez e colaboradores (2011), um dos poucos
trabalhos na literatura que empregou uma comparacao de amostras de pacientes
hansenianos e de pacientes com outras dermatoses, para fins de estimativas de
sensibilidade e especificidade, respectivamente, detectou DNA de M.leprae dentre
amostras classificadas como outras dermatoses. A deteccdo pode ser devido ao
diagndstico equivocado da histopatologia ou da clinica. E curioso que algumas
amostras diagnosticadas para histopatologia como granuloma anular sejam positivas
para qPCR de DNA de M.leprae (Moraes MO, comunicacgao pessoal), como foi o caso
de uma das amostras desse grupo de bidpsias frescas. Algumas das doencas
granulomatosas sao especialmente confundidoras, como a sarcoidose, pois a
presenca de granuloma epitelidide € um sinal cardinal na histopatologia que define
uma “chave” de classificacdo onde esta também a hanseniase, indicando a
probabilidade média de ser hanseniase, mas ndo exclui outra inflamacao

granulomatosa (Barbieiri et al., 2014). A deteccdo de DNA de M.leprae, dentre
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pacientes com outras dermatoses, pode ainda ser devido a possibilidade de terem
uma infeccdo subclinica. De fato, muitas das amostras positivas ao gPCR, nesse
grupo de outras dermatoses, relatam histérico de contato com a hanseniase. Portanto,
poderia sugerir que haveria algum DNA de M. leprae na pele. Se esse DNA é
associado a lesdo, é dificil de se estabelecer.

Uma limitacdo desse estudo foi incluir apenas nove amostras de outras
dermatoses. Na verdade, um painel com amostras isoladas de doencas de pele
infecciosas, com apresentacfes classicas, como, leishmaniose tegumentar ou
tuberculose cutanea, poderia aumentar o nimero amostral e a clareza de defini¢cao
diagnoéstica poderia melhorar a analise. De fato, a Unica forma de esclarecer o
confundimento, dado que duas das seis das amostras de outras dermatoses (34%)
foram positivas ao gPCR, € a prova terapéutica, pois como sdo doencas cronicas, a
remissao completa da lesdo pode ser demorada. E eventualmente, pacientes com
diagndstico de outras dermatoses que ndo apresentam remissao da lesdo poderiam
ser reavaliados. Portanto é possivel que as amostras diagnosticadas hoje, como
granuloma anular, possam ainda ser classificadas como hanseniase no futuro. De fato,
no estudo de Martinez e colaboradores (2011) houve a deteccdo de 7 amostras
positivas (em 20 testadas) para o ensaio de RLEP de gPCR real, em amostras
diagnosticadas como outras dermatoses, pelo Ambulatério Souza Aradjo. Como se
tratava de um estudo retrospectivo, uma busca no SINAN indicou que 3 desses
pacientes, foram encontrados no registro do Ministério da Saude, indicando que foram
diagnosticados com hanseniase alguns anos depois do diagnéstico.

Uma das analises interessantes foi avaliacdo do teste de gPCR para
diagnéstico de amostras consideradas inconclusivas. Os resultados do presente
estudo para as amostras inconclusivas, sugerem que quando avaliado o resultado da
histopatologia “descritivo”, apenas frente ao numero de genomas, € possivel inferir
gue a amostra € de um paciente de hanseniase, claramente apoiada por suspeita
clinica dermatoldgica. Quando a amostra apresenta um alto nimero de genomas, €
razoavel dizer que a probabilidade do diagnostico ser hanseniase é alta. Entretanto,
dado a especificidade do ensaio de 67%, algumas amostras sao provavelmente falsos
positivos. Isso considerando que o estabelecimento do ponto de corte, ainda que
empirico, seja baseado em estudos anteriores (Martinez et al., 2011; Barbieri et al.,
2014), onde o valor do Ct (Cycle threshold), faz uma inferéncia a partir de curvas

padrédo utilizadas anteriormente, que indicam que o valor de Ct de 37, apresenta algo
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como 8 genomas. Este valor, teoricamente, sugeriria uma chance maior de termos
mais especificidade. Assim, apenas um acompanhamento de longo prazo e
eventualmente a prova terapéutica quando indicado pelo dermatologista que poderiam
auxiliar na analise definitiva dos resultados.

Mesmo assim, os dados em pacientes confirmaram a maior parte dos estudos
da literatura que conseguem detectar DNA em 100% das amostras frescas, de
pacientes multibacilares, e, 52% das amostras paucibacilares. Estudos realizados com
gPCR indicam uma positividade de 50-75% no grupo de pacientes com poucos bacilos
(Kramme et al., 2004; Martinez et al., 2006; Rudeeaneksin et al., 2008). Curiosamente,
assim como observado neste estudo, Yan e colaboradores (2014) demonstraram uma
positividade em torno de 75% em bidpsias parafinadas de pacientes paucibacilares
(PB). O resultado é surpreendente dado que usando o0 mesmo ensaio, o0 16S rDNA, a
positividade nas amostras recuperadas de parafina foi maior que nas amostras
frescas. E, o inverso foi observado na comparacdo entre bidpsias de pacientes
multibacilares, quando comparados aos dois tipos de armazenamento (fresca/alcool
versus parafina), ou seja, em pacientes MB as bidpsias frescas tiveram um melhor
rendimento. E surpreendente que a positividade nesse grupo de MB tenha sido baixa
em amostras de parafina (69%).

A degradacdo de DNA em amostras parafinadas é um fato descrito e esta
associado ao periodo de fixacdo. Normalmente, a fixacéo rapida (3-4h) gera amostras
com DNA de qualidade para analises posteriores. Entretanto, na rotina e nos
procedimentos de laboratérios estruturados, a fixacdo € feita por mais de 24h, o que
conhecidamente, leva a degradacdo do DNA. Entretanto, parece que esse efeito foi
proeminente apenas em amostras com muitos bacilos. As amostras de pacientes
paucibacilares ndo apresentaram essa perda de eficiéncia e pelo contrario, parecem
mais adequadas a realizacao de ensaios de gPCR. Curiosamente, 0s pacientes com
diagnéstico dificil sdo justamente de formas paucibacilares. Portanto, € interessante
sugerir uma arvore de decisao clinica para diagnoéstico (Figura 17). Antes, entretanto,
€ necessario aumentar o nimero amostras, especialmente entre o grupo de outras
dermatoses no sentido de qualificar e aumentar a robustez das andlises de
especificidade e sensibilidade. De qualquer forma, ha a possibilidade de utilizar
amostras de arquivo para ensaios de qPCR, quando o resultado da patologia for
inconclusivo. Isso € wuma novidade e pode sugerir, caso reproduzido

independentemente, uma nova estratégia de menor custo para a realizacédo do qPCR.
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Mesmo assim, o estudo carece da comparacdo da mesma amostra incluida em
parafina e armazenada em alcool 70% para estimativas precisas do numero de
genomas de uma mesma amostra clivada e testada com as duas técnicas de
armazenamento.

A andlise do niumero de genomas é muito interessante, pois de fato, confirma
gue as amostras de pacientes MB tém mais DNA e consequentemente, mais bacilos
que os pacientes PB, sugerindo que a metodologia seria capaz de inferir uma espécie
de indice baciloscépico molecular (Figura 19). Mesmo assim, uma surpresa foi
justamente a deteccdo de boa quantidade de DNA das amostras recuperadas de
parafina dentre os pacientes paucibacilares. Como dito anteriormente, ha necessidade
da melhoria do teste de gPCR nas condi¢des utilizadas nesse estudo para aplicacéo
clinica, mas a deteccdo de alta carga molecular é certamente compativel com
hanseniase e pode antever algumas aplicacdes interessantes. Por exemplo, parte dos
dados para tentar correlacionar o niumero de genomas entre de formas clinicas
especificas ndo apresenta a linearidade esperada.

Na classificacdo MHV, h& variacdes grandes nas cargas moleculares (onde
nameros de genomas altos e meédios sdo observados) e esse resultado € interessante
que sugere que carga total pode ser muito variavel na biépsia (mesmo considerando
gue algumas amostras podem haver artefatos técnicos, como inibicdo do gPCR, por
exemplo). Mesmo assim, pacientes com formas baciliferas podem ter variacdes de
mais de 10.000X, todos classificados como Virchovianos. De fato, pacientes do pélo
lepromatoso apresentam diferencas importantes no indice baciloscépico e portanto,
essa grande variabilidade no nimero de genomas em uma mesma forma clinica, ndo
€ novidade. Entretanto, a possibilidade de quantificar precisamente o ndmero de
bacilos em pacientes com alta carga bacilar pode ser uma estratégia para personalizar
tratamentos e eventualmente avaliar a auséncia da melhora frente ao tratamento e/ou
falha terapéutica. Portanto, a técnica poderia ser usada em analises de seguimento
NOsS Mesmos pacientes para avaliar a eficacia do tratamento.

Atualmente, vem se discutindo a uniformizacdo do tratamento PQT para todos
0s pacientes com hanseniase, independente da forma clinica. Um grande estudo
clinico chamado de MDT-U preconiza o uso dos trés medicamentos em PB e MB por
6 meses (Penna et al., 2014). Portanto, a introducdo de um novo esquema terapéutico
pode se valer de uma técnica precisa e quantitativa para o acompanhamento

longitudinal de pacientes, na tentativa de avaliar cuidadosamente a melhora associada
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ao clareamento da carga bacilar estimada molecularmente. Ainda, uma variacdo da
técnica ndo estudada aqui, mas que teria uma grande utilidade seria a aplicacdo de
RT-PCR quantitativo para estimar ndo apenas a quantidade de bactérias, mas a
viabilidade a partir de deteccdo do RNAm (Martinez et al., 2009). Essa metodologia
vem sendo largamente empregada em estudos para acompanhar longitudinalmente
em modelos experimentais in vivo e in vitro a viabilidade do M.leprae (Lobato et al .,
2014; Teles et al., 2015). Portanto, o estudo apresentado aqui, embora com limitacdes,
abre uma perspectiva interessante porque define bases para analises quantitativas e
cria a infra-estrutura de Biologia Molecular para o desenvolvimento e aprimoramento
de outros métodos baseados em gPCR (como o desenvolvido para deteccédo de RNA),
mais aprofundados e necessarios aos enfrentamentos da hanseniase, no futuro
proximo.

A distincéo entre os estagios da hanseniase uma doenca crénica e de evolucao
lenta, como, exposicdo, infeccdo latente e doenca ativa é um desafio atual. Na
verdade, devido as dificuldades especificas associadas a biologia do bacilo, como, a
incapacidade de replicagdo em meios de cultura in vitro, houve um relativo atraso no
desenvolvimento de ferramentas para a detec¢do inequivoca da doenca. E,
infelizmente, até hoje, ndo ha testes eficientes para especialmente distinguir doenca
ativa, da infeccdo latente. Um dos complicadores € justamente a caracteristica
espectral da doenca, onde os bacilos podem ou n&o ser detectados em formas com
pouco ou nenhum bacilo versus muitos bacilos. Claramente, as formas baciliferas
(com excecdes) ndo tem diagnostico complicado. O problema é notadamente entre os
pacientes do pélo paucibacilar, que ainda apresenta diversas outras dermatoses de
etiologia desconhecida, que sdo parecidas tanto na observacédo clinica, quanto nas
analises classicas, como a contagem bacilar (que é negativa para todos), e a
histopatologia que apresenta, por exemplo, um granuloma epiteliéide em sarcoidose
ou hanseniase. Esses métodos classicos, portanto ndo sdo capazes em alguns casos
de aumentar a precisdo diagnostica. Para isso, analises alternativas utilizando-se
parametros imune como ensaios sorologicos ou de secrecdo de interferon-gama
(IFNg) podem ser utilizados. Os ensaios sorolégicos sdo muito pouco especificos e
tendem a apresentar-se como a baciloscopia, ou seja, € positivo em pacientes
baciliferos e negativos em pacientes do polo PB (Fabri et al., 2015). E, os estudos de
secrecdo de interferon, frente desafio a antigenos especificos, nao distinguem

contatos, de pacientes paucibaciliares com clareza (Martins et al., 2012). Por isso, 0s
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resultados indicam que a PCR quantitativa ainda seria uma técnica mais promissora
(Martinez et al., 2014). Nesse primeiro estudo na FUAM, o método necessita de
ajustes para poder melhorar a especificidade.

Estudos conduzidos nos ultimos 15 anos, desde a publicacdo do genoma de M.
leprae, levaram ao desenvolvimento de melhores ensaios para a amplificacdo de
alvos/genes especificos a partir de PCR para o diagnodstico da hanseniase e
monitoramento de contatos. E também a validagéo de tecnologias do tipo point-ofcare,
baseadas em testes sorologicos ou para a deteccdo de DNA. Em M. tuberculosis tem
se utilizado amplamente a tecnologia de deteccdo em cartuchos individuais que
podem ser realizados ambulatorialmente. Nao ha motivos para crer que as mesmas
vantagens de uma rapida deteccdo ndo possam ser observadas na hanseniase,
embora alternativas mais eficazes em termos de custos, poderiam ser adequadas
como a de ensaios em média escala, ja que, atualmente, ha termocicladores com a
possibilidade de realizar 384 amostras por ensaio.

Em resumo, observamos nesse estudo especialmente devido a especifidade baixa,
que o método testado de qPCR para 16S rDNA precisa de ajustes. Como perspectiva,
antevemos a necessidade de analise dos resultados utilizando-se método baseado
em aprendizado de maquina, que é uma inferéncia matemética para estimar o valor
de corte para amostras positivas e negativas. Baseado neste resultado, sera possivel
recalcular os valores de especificidade e reavaliar a necessidade de modificacdes
mais detalhadas, para o aprimoramento da técnica. E curioso que 0 mesmo ensaio
conduzido no Rio de Janeiro estime valores mais especificos (Moraes MO,
comunicacao pessoal). Entretanto, pequenas variacdes na calibracdo do equipamento
ou adequacéo da infra-estrutura podem ser determinantes e deverao ser investigadas.
Mesmo assim, podemos concluir que ha indicacfes que o teste pode ser utilizado para
algumas aplicacdes, como, estimativas mais precisas do numero de genomas e
eventualmente (baseado na carga bacilar), casos de dificil diagnéstico poderiam
recorrer ao método para incluir (ou excluir) a hanseniase. Ainda, os dados indicam a
possibilidade de utilizacdo de amostras parafinadas que, surpreendentemente,
apresentaram rendimento muito superior ao de biopsias frescas. Isso indica que pode
ser realizado um algoritmo de deciséo clinica (Figura 17) em situacéo para casos de
dificil diagnéstico com as amostras de parafina, diminuindo os custos e facilitando a

logistica. Os resultados indicam ainda que, no futuro proximo, ha possibilidade de
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montar uma infra-estrutura para os ensaios de gPCR para vigilancia de contatos e

estudos para estimativa do risco de adoecimento.
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7. CONCLUSAO

- O desempenho do teste molecular para o alvo 16S foi satisfatorio, tanto em
bidpsias frescas quanto parafinadas. Novos ajustes necessitam ser realizados na

técnica e visando a eficiéncia do teste;

- A gquantificagdo do numero de genomas corroborou com a classificacdo
operacional de pacientes com hanseniase: um maior niumero de genomas em MB e

uma menor quantidade em PB;

- Apenas no grupo de biopsias frescas foi possivel fazer comparacao dos resultados
entre pacientes com hanseniase e pacientes de outras dermatoses, a partir desses
dados foi obtida a sensibilidade de 68,5% e especificidade de 67,70% em bidpsias

frescas;

- Mais uma vez foi possivel observar que a utilizacdo da gPCR pode ser de grande

importancia, principalmente em casos considerados de dificil diagnéstico;
- Mesmo que preliminares, estes resultados demonstram que o 16S pode auxiliar
no diagnostico da hanseniase, mesmo quando os parametros clinicos e laboratoriais

sdo inconclusivos;

- Comparando os resultados entre biopsias frescas e parafinadas, as biopsias

frescas de pacientes multibacilares, tiveram um melhor rendimento.
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9. ANEXOS

ANEXO | - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Titulo do Estudo: “A importancia da Reagdo em Cadeia da Polimerase quantitativa
na deteccdo do Mycobacterium leprae em casos de hanseniase de dificil diagnéstico”
Investigadoras Responsaveis: Carolina Chrusciak Talhari Cortez e Maria Glaucia
Silva de Lima

Instituicdo: Fundacao Alfredo da Matta.

Voceé foi convidado a participar de uma pesquisa cientifica. E importante que
vocé entenda algumas informacdes gerais que serdo dadas a vocé e a todas as
pessoas que participardo deste estudo: (1) Sua participacao € totalmente voluntéaria.
(2) Vocé podera interromper sua participacdo em qualquer momento do estudo. (3)
Ndo havera nenhum tipo de punicdo ou perda de seus direitos caso ndo queira
participar. Depois de lidas as explicacdes vocé pode fazer qualquer pergunta
necessaria para que nado restem duvidas a respeito da forma como sera feito o estudo.

A hanseniase é doenca infecto-contagiosa que afeta principalmente a pele e
nervos periféricos e pode causar incapacidades fisicas, as quais evoluem,
potencialmente, para deformidades fisicas permanentes. Segundo o Ministério da
Saude, o diagndstico precoce da hanseniase e 0 seu tratamento adequado evitam a
instalacdo das incapacidades fisicas mais graves. Neste projeto propde-se a utilizacédo
da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em biopsias cutdneas inconclusivas
de pacientes com suspeita clinica de hanseniase atendidos na Fundacéo Alfredo da
Matta. Caso venha se confirmar que a precisdo diagnostica deste método, pretende-
se sugerir implantacdo na rotina como auxilio ao diagndstico médico.

Procedimentos: As amostras coletadas serdo biopsias cutédneas conforme
recomendacdo do Ministério da Saude e da OMS. Essas amostras serao
fragmentadas e armazenadas de duas formas diferentes. Em etanol a 70% e
armazenadas em freezer -70°C ou nitrogénio liquido, e a outra sera armazenada em
bloco de parafina até seu processamento.

Riscos e Desconfortos: inerentes ao procedimento da bidpsia cutanea —

sangramento, hematoma e infec¢ao bacteriana secundaria.
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Beneficios: A participacdo neste estudo pode ajudar a esclarecer o diagnostico
da sua doenca mais rapidamente e ajudara ainda na implantacéo da técnica na rotina
da Fundacéo, caso os resultados confirmem a alta precisdo diagndéstica do teste.

Acompanhamento Assistencial: Os individuos participantes deste estudo
terdo, sempre que necessario, esclarecimentos de duvidas, acompanhamento clinico
e laboratorial no que diz respeito a infeccao por Mycobacterium leprae, podendo entrar
em contato com a Médica Dermatologista Carolina Chrusciak Talhari Cortez
(Departamento de Ensino e Pesquisa 3632-5858) e com a Biomédica Maria
Glaucia Silva de Lima (Laboratorio de Biologia Molecular 3632-4843) no horario de
09:00 as 15:00h. Sempre que necessario sera prestada orientacdo médica da
Fundacéo Alfredo da Matta.

Voluntariedade: A participacdo neste estudo é voluntaria. Os participantes
podem desistir de sua participacdo a qualguer momento, sem que isso atrapalhe o seu
atendimento na Fundacé&o Alfredo da Matta.

Confidencialidade, Privacidade e Anonimato: Os dados pessoais referentes
a participacao dos individuos neste estudo permanecerdo confidenciais, ndo sendo
divulgadas as suas identidades.

Uso de Material Biol6gico Coletado: O material bioldgico coletado (Biopsias)
sera utilizado para o que se propde este estudo e sera armazenado para estudos

posteriores, que tenham o0 mesmo objetivo proposto neste estudo.

CONSENTIMENTO POS — INFORMACAO

Manaus, [/ |/

Assinatura do paciente Nome do paciente
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Assinatura do pesquisador

Este formulario foi lido para

Nome do pesquisador

do paciente)em __ /[ [/ pelo

do pesquisador) enquanto eu estava presente.

Assinatura da testemunha

Nome da testemunha

(nome

(nome
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Continuacao

ANEXO Il - Tabela geral dos pacientes avaliados neste estudo.
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Biopsia Amostra  Histérico Hipdtese Histopatologia Baciloscopia Clinica Classificacao Threshould aPCR N

MH Operacional 0,02 genomas
F 41 Ndo Miralgia ¢J/c.com pele normal Negativo MHT PB 37.05 Negativo -
Parestésica?
Hiperc.
Residual? MH?

F 68 Sim MHBT? Descritivo c/c MHBT Negativo MHT PB 37.78 Negativo -
ou Tem involugdo

F 79 Contato MHBT? GT c/c HT/BT Negativo MHD PB * Negativo -

F 85 Ndo MHT/MHBT? c/c MHI Negativo MHI PB 37.96 Negativo -

F 14 Nio MHBV? MHV 4,25% MHD MB 285 Positivo 245299

F 29 Sim MHV? Eritema nodoso Positivo MHV + eritema MB 32.89 Positivo 129,90
hansenico nodoso

F 35 Ausente MHWV? MHV Positivo MHV MB 3131 Positivo 374,02

F 42 Sim MHV? MHV hansenoma Positivo MHV MB 18.44 Positivo 2060230
~ F 57 sim  MHVrecidiva?  MHV  Posvo  MHV  MB 2177  Positvo 2217983
F 65 N3o Lupus MHV Positivo 3,0 MHV MB 2391 Positivo  52955,05
Subagudo?
MHV?
a]
F: Frescas

P: Parafinadas
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Continuacao

Bidpsia Amostra  Histérico Hipétese Histopatologia Baciloscopia Clinica Classificacdo Threshould aPCR N2
MH Operacional 0,02 genomas

F 20 Contato Granuloma ¢/c MHBT Negativo MHD PB 3438 Positivo 47,29
anular? MH?

MH? ¢c/c pele normal Positivo 60,16

Psoriase? Dermatite Positivo 10,42
psoriaseforme
F 70 N3o MH? GTincipiente c/c Ausente MHD PB 36.76 Positivo 9,74
HBT/HT

F 72 N&o MHD? /g MHBT Negativo MHD PB 32.66 Positivo 151,52

F 74 N3o MHBT Descritivo N&o realizou MHD PB 36.30 Positivo 13,26

F 13 Contato Ausente MHD Negativo MHD PB 3748 Negativo -

F 28 Sim MHI? GT c/c HT Negativo MHT PB 37.56 Negativo -

F: Frescas
P: Parafinadas

Continuacéao
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Negativo ) 27.58 Positivo  4540,66

N3o MHBB / MHBL Positivo 20.36 Positivo  569920,1

F 8 N3o MH? LUES? Ausente Negativo 0D - Micose ¥ 37.17 Negativo -
Pseudolinfoma fungdide
? Sweet? granulomatosa

F 36 N3o Sarcoma? Carcinoma N3o tem OD - Lesdo * 3581 Positivo 18,40
Micobacterios tumoral

e?

Granuloma Granuloma anular Negativo OD - Granuloma Positivo 48,24
anular? elastolitico anular
MHBT?
F 61 N3o Erupcdo Descritivo Negativo OD - Purpura * ¥ Negativo -
Liquendide? Pigmentar
Micose?
o
F: Frescas
P: Parafinadas
77



Continuacéao

Biopsia Amostra  Historico Hipotese Histopatologia Baciloscopia Clinica Classificacdo Threshould aPCR 2
MH Operacional 0,02

F 3 Sim MH? Descritivo Negativo Inconclusivo % 39.50 Negativo -

Negativo Inconclusivo Positivo 11,29

F 18 N&o MHBT.Granulo  Descritivo Eritemas Negativo Inconclusivo * 35.66 Positivo 20,34
ma doenga de
Lyme

F 25 N3do Ausente BAAR Ausente Negativo Inconclusivo » 38.6 Negativo -
MHBB/Bowen

F 34 Sim LED? Proc. Inflamatorio Ausente Inconclusivo * 355 Positivo 22,64
Granulomatoso

N3o Hipocromia? Descritivo N3o tem Inconclusivo Positivo 20,90
Eritema?

F: Frescas
P: Parafinadas
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Continuacéao

P 1170 N3o MHBT? cJc MHBT Negativo MHD PB 35.97 Positivo 16,53

P 1304 Sim Erro de Proc. Inflamatério Negativo MHD PB 36.94 Positivo 8,63
classificacdo Granulomatoso c/c
MH? MHBT? reacdo tipo lem
MHBT

bl
[y
=]
(=]
§

MHBT GT C/C MHT/BT Ausente MHD PB 37.12 Negativo N

v
w
~
=~
§

MHD? cfc MHBT Negativo MHD PB 37.16 Negativo -

P 1182

§

MHBT? cfc MHBT Negativo MHD PB 37.73 Negativo -

§

MHBB? MHBB/BV Positiva MHD MB 35.08 Positivo 29,99

MHBB/BL? MHBB/BL Positivo 65,20

P 128 Contato MHBV? MHBV/WV 3,25% MHD mMB 36.49 Positivo 11,67

P 246 Sim MH? MHV 5,25% MHV MB 36.19 Positivo 14,27

|

F: Frescas
P: Parafinadas

\‘
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Continuacéao

Biopsia Amostra  Histérico Hipétese Histopatologia Baciloscopia Clinica Classificacdo Threshould gPCR N2
MH Operacional 0,02 genomas

P 292 N3o MHBV? MHBV 4,25% MHD MB 3595 Positivo 16,75
P 312 sim  ReacSo?  MHV emregressio  Positvo  MHV  MB 3627  Positivo 1352
P 348 Contato MHBV? MHBV? 1,75% MHD MB 36.89 Positivo 8,93
P 523 sim MHW  ReacdoTipol  Positvo  MHV  MB 3669  Positivo 1021
P 545 Sim MH? Descritivo ¢/c MHMB Negativo MHV MB 3559 Positivo 21,32
P 586  Sim  MHLL-BL2  MHVLL  525%  MHV.  MB 3396  Positvo 63,47
P 610 Sim Recidiva HV ativa com reacdo Positivo MHV MmB 3471 Positivo 38,42

MHV? tipo I

P 702 Nso MHBV? MHBV Positivo MHV MB 36.61 Positivo 10,77

P 1172 Sim Ausente MHV Positivo MHV MB 30.76 Positivo 540,46

P 338 N&o MHD? MHBT? MHBT Positivo MHD MB 37.29 Negativo =
MHBB?

P 737 N3o MHT? GT c/c HBT Negativo MHD MB 37.83 Negativo
Hipocromia
residual?

P 819 Sim MHV? BAAR Integors MHV Positivo MHV MB 37.25

o

F: Frescas
P: Parafinadas

Continuacédo



Biopsia Amostra  Histoérico Hipotese Histopatologia Baciloscopia Clinica Classificacdao Threshould gPCR N2
MH Operacional 0,02 genomas

P 62 Contato MHI? c/c MHBT Negativo MHD PB 36.88 Positivo 8,99
P 251 Contato MH neural? Descritivo Negativo MHI PB 35.39 Positivo 24 37
MHI?

MHT? cfc MHYT Negativo Positivo 9,36

MHBT? ¢/ MHT/BT Negativo Positivo 10,99

MHI?MHT? Descritivo Negativo Positivo 11,21

P 449 Néo MHBT? Descritivo Negativo MHD PB 36.28 Positivo 13,43

P i MH? Decritico c/c MHT/BT N3o fez PB 36.24 Positivo 13,80

P 544 Contato MHI? Descritivo Negativo MHI PB 36.60 Positivo 10,84

P 1034 Sim MHBT? ¢/c MHI/T Descritivo Negativo MHI PB 36.72 Positivo 10,00
Recidiva?
P 1115 N3o MHT/BT? ¢/ MHT/BT Negativo MHD PB 36.80 Positivo 2,49
F: Frescas

P: Parafinadas
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Bidpsia Amostra Historico Hipotese Histopatologia Baciloscopia Clinica Classificacdo Threshould aPCR Ne
MH Operacional 0,02 genomas

P S84 N3o MHV BV? MHV Positivo MHD MB 38.12 Negativo <

P 1539 MHV/BV Positiva MHV MB 37.74 Negativo -
Recidiva

P 1504 i MHB/DV? MH MB/ reacdo tipo | Negativo MHV MB 37.42 Negativo -

P 1567 Reacdo tipo 1?7 Reacdo hansenica tipo Positivo MHD MB 37.05 Negativo -
MHBV? I




