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FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

ANALISE EPIDEMIOLOGICA, SOROLOGICA E GENETICA
DA HANSENIASE NO MUNICIPIO DE RIO BRANCO/AC

RESUMO
Ricardo dos Santos Pereira

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa crénica, de evolucgéo lenta e formas clinicas
distintas, causada pelo Mycobacterium leprae e Mycobacterium lepromatosis, que infectam
células nos nervos e na pele. E relatado que animais atuam como reservatorios e podem
ser hospedeiros intermediarios do bacilo. Entretanto, a transmissdo da doenga ocorre
principalmente pelo contato direto entre pacientes multibacilares e contatos
intradomiciliares, onde a principal via de eliminacdo de bacilos ocorre pelas vias aéreas
superiores. Neste trabalho, foram utilizadas estratégias baseadas em métodos
epidemioldgicos, soroldgicos e moleculares para a identificacdo, a triagem e o diagndstico
precoce de casos novos de hanseniase no municipio de Rio Branco/AC. A analise
epidemioldgica da doenca no ano de 2016 revelou taxas de deteccdo altas (1,62/10.000
habitantes), sendo hiperendémica a taxa de prevaléncia acumulada (29,76/10.000
habitantes) no periodo 2006-2016. A analise espacial revelou que houve reducédo no nimero
de casos novos de hanseniase no triénio 2014-2016, ocorrendo 0 mesmo para a taxa de
deteccdo média no periodo. Para avaliar a soropositividade de pacientes e contatos
intradomiciliares, foram realizados testes rapidos (NDO-LID e ML-Flow (PGL-1)) em 150
pacientes, 119 contatos e 89 controles. Destes, 53,6% (59/110) foram positivos em
pacientes multibacilares e 22,5% (9/40) em pacientes paucibacilares. Nos contatos, 37%
(44/119) dos testes foram positivos, sendo considerado muito alto. Para os controles, 30,3%
(27/89) dos testes rapidos foram positivos, 0 que sugere uma alta taxa de infeccdo e
possivelmente uma transmisséo ativa da doenca. A deteccdo do DNA de M. leprae, a partir
de amostras de pacientes (n=213) e contatos (n=213), foi realizada através da qPCR para o
gene 16S (rDNA). Das amostras positivas para a qPCR, observada no grupo de estudo
mais recente (2016-2017), 19 amostras (86,36%) foram de pacientes multibacilares, 01
amostra (4,5%) de paciente paucibacilar e 02 amostras (9,1%) de contatos. Os resultados
obtidos apresentaram 100% de positividade em pacientes multibacilares ndo-tratados ou no
inicio do tratamento (até trés meses). As analises genéticas em relacdo aos polimorfismos
associados a hanseniase, realizadas a partir de um estudo caso-controle, recrutou um total
de 768 individuos (pacientes (n=157) e controles (n=611)). A genotipagem de polimorfismos
para 0s SNPs dos genes PKLR (rs4620533, rs4971072, rs11264355)
e OASL (rs3213545) revelou que ndo houve uma diferencga significativa entre as frequéncias
dos gendtipos e alelos no grupo de casos e controles na populacdo estudada. A analise
espacial demonstrou que ainda existem muitas areas hiperendémicas para a hanseniase,
onde pode ser realizada a busca ativa de casos novos. A alta positividade dos testes
rapidos em contatos e controles indica a circulacdo ativa do M. leprae, o que coloca em
davida sua utilizacao para a triagem da doenca. A analise molecular (QPCR) teve baixa taxa
de positividade, mas poderia ser utilizada no rastreamento e diagnostico precoce da
populacdo de risco para a hanseniase. Os loci investigados no estudo genético ndo
replicaram achados anteriores do nosso grupo, demonstrando que sdo necessarios estudos
de ancestralidade e a investigacdo de novas regides do genoma na tentativa de se definir
um painel de SNPs de suscetibilidade a hanseniase.
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ABSTRACT
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Leprosy is a chronic infectious and slow-evolving disease with distinct clinical forms, caused
by Mycobacterium leprae and lepromatosis, which infects cells in the nerves and skin. It is
reported that animals act as reservoirs and may be intermediate hosts of the bacillus.
However, transmission of the disease occurs mainly through direct contact between
multibacillary patients and intradomiciliary contacts, where the main route of elimination of
bacilli occurs through the upper airways. In this work, strategies based on epidemiological,
serological and molecular methods were used for the identification, screening and early
diagnosis of new cases of leprosy in the city of Rio Branco/AC. The epidemiological analysis
of the disease in 2016 revealed high detection rates (1.62 / 10,000 inhabitants) and the
cumulative prevalence rate (29.76 / 10,000 inhabitants) in the 2006-2016 period was
hyperendemic. Spatial analysis revealed that there was a reduction in the number of new
leprosy cases in the 2014-2016 triennium, ocurring the same for the mean detection rate in
the period. To assess the seropositivity of patients and household contacts, rapid tests
(NDO-LID and ML-Flow (PGL-1)) were performed in 150 patients, 119 contacts and 89
controls. Of these, 53.6% (59/110) were positive in multibacillary patients and 22.5% (9/40)
in paucibacillary patients. In the contacts, 37% (44/119) of the tests were positive, being
considered very high. For the controls, 30.3% (27/89) of the rapid tests were positive,
suggesting a high infection rate and possibly an active transmission of the disease.
Detection of M. leprae DNA, from patient samples (n=213) and contacts (n=213), was
performed by qPCR for the 16S gene (rDNA). Of the qPCR-positive samples, 19 samples
(86.36%) were from multibacillary patients, 01 sample (4.5%) from paucibacillary patients
and 02 samples (9, 1%) of contacts. The results obtained were 100% positive in untreated
multibacillary patients or at the beginning of treatment (up to three months). Genetic analysis
of leprosy-associated polymorphisms from a case-control study enrolled a total of 768
subjects (patients (n=157) and controls (n = 611)). Genotyping polymorphisms for the SNPs
of the PKLR genes (rs4620533, rs4971072, rs11264355) and OASL (rs3213545) revealed
that there was no significant difference between genotype and allele frequencies in the case-
control group in the studied population. Spatial analysis has shown that there are still many
hyperendemic areas for leprosy, where active search for new cases can be performed. The
high positivity of rapid tests on contacts and controls indicates the active circulation of M.
leprae, which calls into question its use for the screening of the disease. Molecular analysis
(gPCR) had a low positivity rate, but could be used in the screening and early diagnosis of
the population at risk for leprosy. The loci investigated in the genetic study did not replicate
previous findings of our group, demonstrating that ancestral studies and the investigation of
new regions of the genome are necessary in an attempt to define a panel of SNPs
susceptible to leprosy.
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1. INTRODUCAO
1.1.Caracterizacao da Doenca
1.1.1. Historico da Hanseniase

A hanseniase é uma das enfermidades mais antigas do mundo, afetando a
humanidade ha mais de 4.000 anos, sendo 0s primeiros registros encontrados no
Antigo Egito e em outras civilizagdes como a China e a india (Robbins et al., 2009).
Apesar destas evidéncias, as teorias sobre a origem da hanseniase sao
controversas. Uma hipétese indica que a doenca apareceu no Oeste africano e foi
propagada para outras regides do mundo através do fluxo de migracdes continuas
durante a histéria da humanidade (Monot et al., 2009). No entanto, evidéncias
moleculares mais recentes sugerem que a origem da doenca teria ocorrido na
Eurasia, muito provavelmente no Extremo Oriente (Avanzi, 2018; Benjak, 2018).

Na Europa, o periodo de maior incidéncia da chamada “lepra” (do grego lepros,
que significa descamacédo) foi ao longo dos séculos VI e VII. O aumento da sua
incidéncia se agravou com as invasfes arabes e 0s possiveis fatores associados a
doenca (ma alimentacao, promiscuidade, pobreza, mas condi¢cdes de higiene, entre
outras). No século Xll, ja havia cerca de 19.000 leproséarios em toda a Europa, onde
os “leprosos” eram isolados da “populagdo sadia”. No século XVIII, os casos de
hanseniase continuavam aumentando, sendo encontrada tanto em Portugal como
nas ilhas africanas. Em meados de 1800, importantes mudancas ocorreram na
Europa (melhoria sanitaria, urbanizacéo e nivel de vida da populagéo), fazendo com
que em torno de 1870 a doenca se encontrasse praticamente erradicada. Além
disso, devido a colonizacao e ao trafico de escravos, a doenca diminuiu na Europa e
foi introduzida nas Américas (Browne, 1985; Brasil, 1989; Ura & Opromolla, 2000;
Monot et al., 2005; Marzliak, et al., 2008).

No Brasil, os primeiros casos da doenca foram notificados por volta do ano de
1600. Com o crescimento da endemia, nos séculos seguintes se observou a adogéo
de medidas por parte das autoridades sanitarias, sendo mais evidente no periodo de
1912 a 1920, passando a ser reconhecida como um problema de saude publica. Em
1904, pelo Regulamento Sanitario da Unido, implantado por Oswaldo Cruz, a
hanseniase passou a fazer parte das doencgas de notificagdo compulséria em todo
territério nacional. Em 1920, comecou a constru¢cdo de Leprosarios para o
isolamento dos doentes pelo Departamento Nacional de Saude Publica,

assemelhando-se as acbOes da Europa. O censo, criado em 1941 pelo Servigco
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Nacional de Lepra, passou a fornecer informacdes mais detalhadas sobre a doenca
no Pais (Brasil, 1989). Em 1962, foi extinto oficialmente do Brasil o modelo de
isolamento dos doentes, atraves do Decreto Federal n® 956. No entanto, esta
medida foi considerada ineficaz, uma vez que alguns estados nao respeitaram essa
lei e continuaram a usar este modelo durante alguns anos. Na década de 1970,
houve a mudanga do nome “lepra” para “hanseniase”, medida defendida por
estudiosos com a expectativa de diminuir o preconceito em relacdo a doenca. Em
1976, na tentativa de acabar com esse estigma, o termo “lepra” foi abolido
oficialmente no Brasil através da portaria n° 165/Bsb, de 14 de maio de 1976,
passando entdo a se chamar hanseniase (Brasil, 1976). No entanto, o estigma da
hanseniase continua existindo nos dias atuais, possivelmente devido ao isolamento
de doentes nos séculos passados e a relacdo de impureza com a doenca (Ura &
Opromolla, 2000; Marzliak et al., 2008).

Nesse sentido, o0 Mohan (Movimento de reintegragéo das pessoas atingidas pela
hanseniase) vem apresentando um papel fundamental em relacdo a doenca a partir
da década de 1980. Foi fundado em 06 de junho de 1981, na cidade de Bauru/SP,
por Bacurau, Cachoeira e Nélio Ribeiro (ver Linha do Tempo de Bacurau — Anexo ).
Suas atividades sdo voltadas para a eliminacdo da hanseniase, através de
atividades de conscientizacdo e foco na construcdo de politicas publicas eficazes
para a populacdo. Tem um grande papel na luta pelos direitos dos hansenianos,
como na: aprovacao da Lei n° 2875/1984, que instituia pensdo aos hansenianos que
atuavam profissionalmente nas antigas colbnias (1984); primeira campanha de
massa na grande midia sobre a hanseniase no Brasil (1987); conquista da
promulgacédo da Lei n® 9010/1995, que dispde sobre a proibicdo do uso do termo
‘lepra” em documentos oficiais (1995); mobilizacdo de todos os seus nudcleos no
Brasil para a comemoragéo do dia Mundial do Hanseniano (1998), instituido como
Dia Nacional de Combate e Prevencdo da Hanseniase no Brasil pela Lei n°
12.135/2009; aprovagdo da Medida Proviséria n°® 373/2007, que institui a penséo
vitalicia as pessoas atingidas pela hanseniase que viveram a internagdo compulséria
no Brasil (2007); criacdo e publicacdo da Cartilha “Hanseniase e Direitos Humanos:
Direitos e Deveres dos Usuarios do SUS” (2008) (Vieira, 2009).



1.1.2. Causa e Transmisséo da Doenca

A hanseniase € uma doenca infectocontagiosa crénica causada pelo
Mycobacterium leprae, um patégeno intracelular que apresenta tropismo por
macréfagos da pele e células de Schwann dos nervos periféricos, afetando também
as mucosas das vias aéreas superiores, os olhos, as visceras, os linfonodos, a
medula Ossea, os testiculos e os ovarios (Coura, 2013). Mais recentemente, foi
descrito por Han et al. (2008) que a doenca também € causada pelo Mycobacterium
lepromatosis, uma espécie que possui patogenicidade similar ao M. leprae. No
entanto, parece causar um tipo especifico da doenca, a hanseniase lepromatosa
difusa (DLL) (Avanzi, 2018; Benjak, 2018).

O M. leprae foi o primeiro patégeno bacteriano a ser associado a uma doenca
infecciosa humana, em 1847, quando foi descrito o acometimento dos nervos
periféricos. A doenca apresenta este nome devido a descricdo do bacilo, em 1873,
pelo cientista noruegués Gerhard Armauer Hansen (Coura, 2013).

Evidéncias epidemioldgicas sugerem que a principal forma de transmisséo da
doenca seja 0 contato direto entre pacientes multibacilares néo-tratados e seus
contatos intradomiciliares. Acredita-se que a principal via de eliminacdo de bacilos
ocorra através das vias aéreas superiores (secrecfes nasais e goticulas da fala). No
entanto, como o M. leprae pode sobreviver durante meses fora do corpo humano e
em condicbes ambientais favoraveis, discute-se a participacdo de alguns
reservatorios, e mais recentemente de vetores, na incidéncia da hanseniase. Alguns
estudos sugerem que a doenca pode ser uma zoonose em algumas regides, como
no Sul dos Estados Unidos. Essa hipétese foi levantada quando da identificacdo do
M. leprae em espécies animais, como 0 tatu de nove bandas (Dasypus
novemcinctus) (Loughry et al., 2009; Truman et al., 2011). Um estudo conduzido no
Brasil, no estado do Ceara, apontou que muitos dos casos novos podem nédo estar
ligados ao contato intradomiciliar, sugerindo a existéncia de fatores desconhecidos
envolvidos na transmisséo. Foi observado que pessoas que manipularam a carne de
animais silvestres foram diagnosticadas com a doenga, sem aparentemente nunca
terem sido expostas aos pacientes ou areas de transmissdo da doenca (Kerr-Pontes
et al.,, 2006). Mais recentemente, foi reportado nas ilhas britanicas esquilos
vermelhos (Sciurus vulgaris) como possiveis reservatérios da hanseniase (M. leprae
e M. lepromatosis) (Avanzi et al.,, 2016). Alguns estudos também sugerem que

reservatorios no ambiente poderiam participar como fonte de transmissdo da



doenca, o que foi apoiado através da deteccdo de M. leprae em amostras de agua
(Matsuoka et al., 1999) e em amostras de solo de areas endémicas (Lavania et al.,
2008; Turankar et al., 2014). Uma vertente também levanta a possibilidade da
participacdo de artropodes como vetores na cadeia de transmissdo da hanseniase
(Ferreira et al., 2013). Nesse sentido, recentemente foi descrito por da Silva et al.
(2016) que o barbeiro pode atuar como um possivel vetor da doenc¢a, uma vez que o
M. leprae permaneceu viavel em seu trato digestorio por mais de 20 dias apos
infeccdo. Embora necessite de estudos mais aprofundados, a existéncia de bacilos
em animais selvagens que atuem como reservatorios ou vetores da doenca teria
sérias implicacbes para o programa de controle e erradicagcdo da hanseniase em
humanos (Magalh&es & Rojas, 2007).

Alguns trabalhos discutem o papel do ambiente, da histéria de ocupacdo dos
territérios (movimentos migratorios e processos de urbanizacdo) e de condicdes
desfavoraveis de vida (condi¢Bes higiénicas, saneamento, pobreza e desnutricdo),
como fundamento para a distribuicdo espacial de muitas doencas infecciosas, como

a hanseniase (Magalhdes & Rojas, 2007; Sampaio et al., 2013).

1.1.3. Biologia do Mycobacterium leprae

O M. leprae é um bacilo gram positivo intracelular obrigatério, de crescimento
lento, que infecta preferencialmente macrofagos da pele e células de Schwann nos
nervos periféricos (Nath et al., 2015). Apresenta a seguinte classificacao filogenética:
filo Actinobacteria, ordem Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae, subfamilia
Mycobacteria, género Mycobacterium, espécie leprae (Figura 1.1).

&0 000 N .
v charge : | = M leprae
1 M. lepromatosis
M. tuberculosis
M. avium
e M. ulcerans

Figura 1.1: Classificacdo filogenética do M. leprae em relacdo a outras espécies do género
Mycobacterium. Fonte: Adaptacéo de Singh et al., 2015.

O genoma do M. leprae é altamente conservado e apresenta um total de 3,27
Mb. Ao longo da evolugdo, essa espécie sofreu redugcdes no seu genoma,

resultando na perda de mais de 2000 genes envolvidos no metabolismo. Sugere-se
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que a perda de genes ocorreu devido a uma evolucdo adaptativa do bacilo, que
alterou sua forma de vida livre para o parasitismo intracelular (Cole et al., 2001;
Monot et al.,, 2009). Apesar da evolucdo redutiva, a comparacdo entre diferentes
cepas de M. leprae mostram que a variabilidade genética entre elas é baixa (Monot
et al., 2005). Nesse sentido, a comparacdo de amostras obtidas de corpos
preservados com 800 a 1000 anos de idade sugere que o M. leprae praticamente
ndo sofreu mudancas genéticas neste periodo, ndo havendo alteragdo nos genes de
viruléncia do bacilo ao longo dos ultimos séculos, indicando uma adaptacdo muito
antiga ao ambiente intracelular humano (Schuenemann et al., 2013; Avanzi, 2018).

Uma caracteristica interessante do M. leprae € a presenca elevada de
pseudogenes, que ocupam mais da metade do genoma. Acredita-se que essa
caracteristica, associada a perda de genes, possa ser responsavel pelo longo
periodo de crescimento da bactéria (Singh & Cole, 2011).

Em nivel de comparacao, o M. tuberculosis apresenta o0 genoma maior e cerca
de 90% dos seus genes codificam para proteinas funcionais, enquanto no genoma
do M. leprae apenas 49,5% contém genes funcionais (Cole et al., 1998). Ja a
comparacao entre as espécies M. leprae e 0 M. lepromatosis revelou que seus
genomas sdo de tamanhos similares (3,27 Mb e 3,21 Mb, respectivamente), os
genes codificadores de proteinas apresentam 93% de identidade e os pseudogenes
82% de identidade (Singh et al., 2015). Apesar de terem acumulado novos
pseudogenes e adquirido novas delecfes ao longo da evolucao, estas espécies se
mantiveram capazes de causar a doenca.

O M. leprae é um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), patogénico, que tem
preferéncia por temperaturas em torno de 33° C, sendo coletado normalmente na
linfa de regides frias do corpo humano (I6bulos auriculares, cotovelos e joelhos). O
M. leprae ndo cresce em meios de cultura axénicos in vitro, o que dificulta as
investigacdes acerca da biologia da micobactéria (Avanzi, 2018). O modelo de
infeccdo em camundongos constitui uma alternativa para o estudo da patogénese da
hanseniase, permitindo o crescimento de bacilos viaveis para estudos estruturais e
bioguimicos (Nogueira et al., 1999). Outro modelo de infeccdo utilizado € o tatu, que
tem sido proveitoso para o entendimento do dano neural provocado pelo M. leprae
(Sharma et al., 2013).

O patégeno possui envelope celular complexo e com estrutura rica em lipideos,
sendo formado por membrana celular e parede celular. A parede celular € composta

majoritariamente por peptideoglicanos e acidos micélicos, além de uma capsula rica
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em PGL-1 (glicolipidio fendlico 1), o qual lhe confere especificidade imunoldgica
(Spencer et al.,, 2011; Oldenburg & Demangel, 2017). Vale ressaltar que as
proteinas do envelope celular possuem um papel essencial na patogénese do M.
leprae. Um exemplo disso sdo as adesinas, que participam da interacdo do bacilo
com as células epiteliais, endoteliais e com as células de Schwann (Pessolani et al.,
2003; Silva et al., 2013).

O tropismo do M. leprae pelos nervos periféricos leva a perda de mielina e
inflamacé&o neural, 0 que pode gerar sequelas irreversiveis (Figura 1.2). No processo
de infeccdo, o patdégeno fixa-se a lamina basal da célula de Schwann do nervo
periférico. Neste processo, € sugerido que a LBP21 (Proteina 21 que liga a
laminina), fracdo membranar do M. leprae (ML-LBP21), atue como ligante para a
laminina e promova o processo de invasao da célula de Schwann pela micobactéria.
Além disso, foi demonstrado que o PGL-1 é capaz de se ligar de forma especifica a
laminina-a2 da lamina basal. Durante a invasdo, o complexo M. leprae-laminina-a2
utiliza como receptor a a-distroglicana presente na superficie da célula de Schwann.
ApOs a sua interiorizacdo, o M. leprae tende a proliferar dentro das células de
Schwann, que estdo em contato com os axdnios. Nesse sentido, a desmielinizacéo
pode ocorrer em algumas formas clinicas da hanseniase como uma manifestacédo
tardia da doenca (Rambukanna, 2001; Ottenhoff, 2002; Misch et al., 2010).
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Figura 1.2: Interagdo do M. leprae com a célula de Schwann. a) A interacdo do M. leprae com a célula
de Schwann leva a liberacdo de mediadores inflamatérios e a morte das células nervosas,
possivelmente através de um mecanismo de isquemia e apoptose, que levaria a desmielinizacdo do
nervo periférico. b) O M. leprae interage com a célula de Schwann do nervo periférico através da
LBP21 e do PGL-1 da parede celular da bactéria, que promovem a interacdo com a LAMA-2 e a a-
distroglicana da matriz extracelular da célula nervosa. Isto possibilitaria a entrada do patégeno e a
posterior lesdo no nervo periférico. ¢) Interacdo dos ligantes PGL-1 e ML-LBP21 do patégeno aos
modulos a2L G da proteina G (LG1-LG5), presentes na lamina basal da célula de Schwann. A figura
sugere que o PGL-1 é o principal ligante de interacdo patégeno-célula nervosa. Legenda: LBP21
(proteina 21 que liga a laminina), PGL-1 (glicolipidio fendlico 1), LAMA-2 (laminina-2), LAM
(lipoarabinomanana), AG (arabinogalactana), MCA (acidos micocerésicos), MA (acidos micolicos), PM
(membrana plasmatica), MP (proteinas de membrana). Fonte: Adaptacdo de Misch et al., 2010 (a, b)
e de Rambukkana, 2001 (c).

1.1.4. Relacdo Patégeno-Hospedeiro

As doengas infecciosas sdo caracterizadas como doengas complexas, na qual
as caracteristicas do patégeno, a genética do hospedeiro e o ambiente atuam de
forma conjunta para o desfecho da infeccdo (Alter et al., 2011). A interacdo entre
esses fatores pode resultar no desenvolvimento de diferentes quadros clinicos
(Chapman & Hill, 2012).

O espectro clinico da hanseniase confundiu profissionais de saude e
investigadores até a compreensao de gque sua diversidade se baseava na habilidade
do hospedeiro de desenvolver uma resposta imune celular ao M. leprae. E sugerido
que a hanseniase seja influenciada pelo perfil genético do hospedeiro em pelo
menos trés estagios distintos: no controle da hanseniase per se (desenvolvimento ou
ndo da doenca), na definicAo das diferentes formas clinicas da doenca (polo
tuberculéide (TT), polo lepromatoso (LL) e formas intermediarias) e na
ocorréncia/gravidade dos episédios reacionais (Reacédo reversa (RR) e Eritema

nodoso hansénico (ENH)) (Figura 1.3). Desse modo, a hanseniase tem sido utilizada
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como “modelo humano” para o estudo dos mecanismos da resposta imune frente a

micobactérias e patégenos intracelulares (Nébrega Martinez, 2009).

Imunidade inata Imunidade adaptativa Resposta imunoinflamatdria
(duragéo de dias a semanas) (duragéo de anos a décadas) (duragéo de meses a anos)
| Alguns genes associados | [ Alguns genes associados ] | Alguns genes associados
(TLR1/2, MRC1, NOD2) (IL-10, TNF, IFN-y) (TLR1, IL-6, IL-10, TNF, NOD2)
l"' Resisténcia
\ (702 85%)

/ :
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Figura 1.3: Influéncia genética no controle da hanseniase per se, na definicdo das diferentes formas
clinicas da doenca e na ocorréncia/gravidade dos episddios reacionais. Fonte: Adaptacéo de Moraes
et al., 2006 e Cardoso et al.,, 2011. Legenda: TLRs (Receptores do tipo-Toll), MRC1 (Receptor de
manose C-tipo 1), NOD2 (Gene que codifica o receptor NOD2), ILs (Interleucinas), TNF (Fator de
necrose tumoral), IFN-y (Interferon-gama). LL (Polo lepromatoso), TT (Polo tubercul6ide), ENH
(Eritema Nodoso Hansénico), RR (Reacdo Reversa), PNL (Hanseniase neural pura).

Os mecanismos de resposta imunolégica tém inicio com a interacdo entre o
patégeno e os receptores na célula hospedeira. Esta interagéo inicial pode ocorrer
via receptores associados com a adesdo e entrada nos macréfagos/células de
Schwann (MRC1 (receptor de manose C-tipo 1), laminina-a2 e receptores do
complemento) ou através dos receptores de reconhecimento e ativacao da resposta
imune (TLRs (Receptores do tipo-Toll) e receptor NOD2 (Gene que codifica o
receptor NOD2)). Na hanseniase, demonstrou-se que TLR1 e TLR2 foram mais
expressos em amostras de lesBes provenientes de pacientes tuberculdéides em
relacdo aos pacientes lepromatosos, sugerindo que o dimero TLR1/TLR2 possa
participar da contencdo da infeccdo por M. leprae (Krutzik et al., 2003). Além disso,
também vém sendo descritas rotas alternativas que participam da modulacédo da
resposta microbicida. Nesse sentido, o0s microRNAs (miRNAs) vém sendo
caracterizados como reguladores-chave por toda a cascata de sinalizacao dos TLRs.
Ja foi demonstrado também que os miRNAs podem ser induzidos pela via dos TLRs,
sendo candidatos como reguladores nas infeccbes micobacterianas (He et al., 2014).

O envolvimento do NOD2 na hanseniase, como abordado por Schenk et al. (2014),
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parece estar relacionado a diferenciagdo de monocitos em células dendriticas
atravées de um mecanismo dependente da IL-32, observado principalmente em
lesbBes de pacientes tuberculdides para a doenca.

Considerando ainda as vias de reconhecimento de patdégenos, a via do IFN tipo |
(IFN-a/B) vem sendo apontada como participante na resposta frente a micobactérias.
Essa citocina é associada aos efeitos moduladores em infec¢des virais, mas estudos
recentes vém demonstrando a sua importancia também em mecanismos de
patogénese bacteriana (O'Connell et al., 2004). Foi mostrado que a producao de
IFNa/B resulta na inibicdo da via de diferenciagdo Thl e na atividade do IFN-y,
regulando a acdo microbicida da célula (de Paus et al., 2013). Na hanseniase, foi
demonstrado que IFN-y é predominantemente expresso em lesdes de pacientes
tuberculdides, enquanto IFN-B €& expresso principalmente em lesGes de pacientes
lepromatosos (Teles et al.,, 2013). Desta forma, € sugerido que o M. leprae seja
capaz de induzir a via IFN tipo | como um dos mecanismos necessarios a sua
sobrevivéncia, evadindo-se do sistema imunoldgico (de Toledo-Pinto et al., 2016).

A célula dendritica € uma das primeiras células a entrar em contato com o
bacilo, sendo responsavel pela inducdo da resposta celular frente a infeccdo por
micobactérias (Demangel & Britton, 2000). A interacdo do patdégeno com a célula
dendritica promove a ativacdo e regulagcdo da resposta imune adaptativa,
principalmente pela producédo de IL-12, que estimula a ativacdo de citocinas pro-
inflamatérias (IFN-y, IL-1, IL-6 e TNF), contribuindo para a resolu¢do da infeccao.
Dados da literatura mostram que o M. leprae é capaz de interferir na acdo das
células dendriticas, onde a infeccdo com o bacilo vivo levou a reducao da expressao
de moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), sugerindo que
o bacilo seja capaz de suprimir a interacdo entre as células dendriticas e as células
T (Hashimoto et al., 2002). Foi mostrado também que o estimulo de células
dendriticas com M. leprae vivo promove inibicdo da ativacdo e maturacdo, ao passo
que estimulos com BCG e M. tuberculosis atuam como ativadores (Murray et al.,
2007). Esse comportamento da célula dendritica ocorre possivelmente pela inducao
de IL-10 (Kumar et al., 2013) e inibicdo de IL-12 (Demangel et al., 2002).

Além disso, o M. leprae possui tropismo por macréfagos, o que torna esta célula
um modelo interessante para a investigacdo das vias da interacdo patdégeno-
hospedeiro na hanseniase. Estudos apontam que a ativacdo de mondcitos e
macrofagos por micobactérias induz a fagocitose, seguida da ativacdo de vias

efetoras que tentam resolver a infec¢do, tais como a fusdo lisossomo/fagossomo
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(fagolisossomo), com acédo de enzimas lisossomais, a producao de 6xido nitrico e de
peptideos antimicrobianos (Liu et al., 2006). Estudos indicaram que, diante da
infeccdo pelo patégeno, os macréfagos podem assumir uma programacao
predominantemente fagocitica em pacientes lepromatosos, pela inducdo de IL-10,
ou uma programacao altamente microbicida em pacientes tuberculdides, induzida
pela citocina IL-15 (Montoya et al., 2009). Recentemente, a IL-1p também se
mostrou capaz de induzir a diferenciagdo de macrofagos, aumentando sua
capacidade fagocitica e possibilitando a apresentacdo de antigenos micobacterianos
as células T (Schenk et al., 2014).

Considerando que o M. leprae € um bacilo intracelular obrigatorio, sendo
protegido da acdo dos anticorpos, a resposta mediada por células no sistema imune
adaptativo assume uma funcdo central na resisténcia a doenca. As células T
reguladoras (Treg) regulam a resposta imunoldgica, possuindo um papel importante
na resposta a antigenos proprios e infecgdes. O papel das células Treg no polo mais
susceptivel da doenca (LL) vem sendo sugerido, comparadas as lesdes TT/BT
(Bobosha et al., 2014). No entanto, a regulacdo imunoldgica da hanseniase mostra-
se bastante complexa, onde o desfecho da infec¢éo parece envolver o balanco entre
um perfil celular microbicida (perfil Thl) e um perfil celular permissivo (perfil Th2) ao

M. leprae, o qual ainda ndo esta totalmente elucidado.

1.1.5. Resisténcia ou Susceptibilidade Genética a Hanseniase

A hanseniase foi a primeira doenca multigénica a ser descrita na literatura, onde
o0 componente genético do hospedeiro tem papel fundamental para o desfecho da
doenca. A incidéncia reduzida da hanseniase entre os individuos expostos ao M.
leprae € um dos principais fatores que sugerem que a existéncia de variacfes
genéticas do hospedeiro influencia na resisténcia a doenca (apenas cerca de 0,1 a
1% dos individuos expostos adoecem). Estudos também demonstraram diferentes
taxas de prevaléncia da doenca em grupos étnicos distintos vivendo em uma mesma
area endémica (Moraes et al., 2006; Alcais et al., 2009). Além disso, a
consanguinidade entre contatos e o paciente (caso indice), foi associada ao risco de
adoecimento (Sales et al., 2011). Nesse sentido, a busca por marcadores genéticos
relacionados a esta susceptibilidade se faz necessaria (Pereira, 2010).

Os principais estudos que permitem testar a contribuicdo dos genes na

susceptibilidade a doencas infecciosas séo os estudos de ligagcdo e de associagéo

10



genética. Os marcadores genéticos frequentemente avaliados em estudos de
associacdo sao os polimorfismos de base Unica (SNPs), sequéncias repetitivas em
tandem (VNTRSs), microssatélites (STRs) e variagdo no numero de cépias (CNV).
Nesse sentido, os "tag SNPs" merecem destaque, uma vez que S80 mais
informativos por representarem marcadores em blocos de desequilibrio de ligacao
(LD), permitindo avaliar a associacdo dos demais SNPs do bloco, auxiliando no
mapeamento de marcadores na regidao (Pacheco & Moraes, 2009). Mais
recentemente, os estudos pangendmicos de associacdo (GWAS) tém permitido a
identificacdo de genes supostamente nado relacionados a doenca (Marquet & Schurr,
2001). Contudo, embora estes estudos sejam poderosos, acabam gerando uma
quantidade muito grande de dados, tornando complexa a andlise e interpretacéo dos
resultados (Prevedello & Mira, 2007; Pearson & Manolio, 2008). A associacao
genética do marcador com o desfecho da doenca pode ainda ser avaliada através
de estudos de replicacéo realizados em diferentes populagdes (Bezerra, 2015).

A relacdo entre a susceptibilidade genética a infeccdo pelo M. leprae e a
resposta imune inata/adaptativa do hospedeiro € essencial para a compreensao da
evolucdo da doenca. Assim, a caracterizacdo das principais vias envolvidas na
manifestacdo da doenca pode auxiliar no entendimento da imunopatogénese da
hanseniase. Desta forma, alguns trabalhos vém mostrando, em populacdes distintas,
a importancia de polimorfismos (SNPs) em genes associados a hanseniase, entre
eles o TNF, LTA, HLADRBL1, I1L10, VDR e PARK2/PACRG, principalmente no que se
refere ao controle da infeccdo e a manifestacdo das formas clinicas da doenca
(Cardoso et al., 2011; Sauer et al., 2015). Nesse sentido, estudos que avaliaram
mutacdes nos genes PKLR e OASL tem merecido destaque.

Mutacdes no gene PKLR (piruvato-quinase de células vermelhas e do figado),
que resultam na deficiéncia da enzima piruvato-quinase (PK), provocam uma
deplecdo de ATP nos eritrdcitos, levando a anemia hemolitica (Jacobasch et al.,
1996; Zanella et al.,, 2000). A deficiéncia da PK também tem sido fortemente
associada com a resisténcia a maléaria. Esta relacdo foi evidenciada em estudos com
camundongos, culturas in vitro e humanos (Min-Oo et al., 2003; Roy et al., 2007; Ayi
et al., 2008; Alves et al., 2010; Machado et al., 2010). Além disso, estas mutacdes
tém papel central no metabolismo de bactérias, plantas e vertebrados, uma vez que

0s seus produtos (piruvato e ATP) estdo envolvidos em muitas vias metabdlicas.
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A andlise de polimorfismos no gene PKLR surgiu a partir de trabalhos que
estudaram a associagdo desse gene com a resisténcia e susceptibilidade a outras
doencas infecciosas. Machado et al. (2010) realizou um rastreamento na regiao do
PKLR e gerou uma lista de polimorfismos candidatos a serem estudados.
Posteriormente, a associacdo do gene PKLR com protecdo a tuberculose na
populacdo de Mocambique (Mabunda, 2013) e com a susceptibilidade & hanseniase
na populacdo brasileira (Lima-Bezerra, 2013) foi demonstrada por nosso grupo. Ja
foi visto na literatura que os polimorfismos nesse gene aparecem com frequéncias
significativamente alteradas na populacédo africana e na populacdo europeia (Alves
et al., 2010). Sabe-se que o gene PKLR esta sob pressédo seletiva pelo patégeno da
malaria (Plasmodium sp.) na populacao africana, onde os marcadores que protegem
contra malaria foram selecionados. Estes marcadores de protecéo, entretanto, foram
também associados a susceptibilidade a patdogenos intracelulares (Roy et al., 2007).
Dado que a populagdo brasileira apresenta uma importante contribui¢cdo africana,
possivel que a ocorréncia destes marcadores de sele¢cdo na populacdo africana
esteja influenciando a associagdo com a hanseniase na populacéo brasileira. Assim,
para melhor investigar a associacdo deste gene com a doenca, faz-se necessario
replicar o estudo em outras populagdes brasileiras. Nesse sentido, n0sso grupo esta
replicando o estudo caso-controle em populacdes de outras regides brasileiras para
avaliar a influéncia da ancestralidade na susceptibilidade/resisténcia a hanseniase.

Polimorfismos no gene OASL tém sido associados com infecgbes virais,
parecendo favorecer a proliferacdo do virus. Diferentes estudos demonstraram que o
gene OASL é altamente induzido por diferentes tipos de infec¢Bes virais, como por
virus da hepatite C (HCV) (Ishibashi et al., 2010), virus da dengue (Warke et al.,
2003) e virus Influenza A (Melchjorsen et al.,, 2009). O gene OASL (2 %
oligoadenilato sintetase-like) codifica a proteina oligoadenilato sintase. Esta proteina
faz parte da familia das oligoadenilato sintetases (OAS), uma familia de proteinas
conservadas evolutivamente induzidas por IFN tipo I. Su et al. (2008) identificaram
polimorfismos (rs3213545, rs1169279 e rs2859398) no gene OASL associados com
a resposta viral de pacientes em tratamento com IFN tipo | durante a infeccéo
cronica por HCV. Existem evidéncias da regulacdo positiva da expressédo génica de
OASL durante a infeccéo por M. leprae, onde altos niveis de expressao desse gene
durante a infecgcdo é capaz de regular negativamente a resposta protetora da célula
hospedeira contra o patdgeno, possibilitando sua replicacdo (Pinto, 2013). Trabalhos

do nosso grupo vém demonstrando que a via do IFN tipo | € a mais expressa na
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infecc@o de células de Schwann pelo M. leprae, com destaque para a expresséo do
gene OASL. Nestes estudos, 0s gendtipos GA e AA para esse SNP mostraram uma
associacao de resisténcia a hanseniase, onde individuos carreadores do alelo A (GA
ou AA) produziram niveis menores de mMRNA de OASL (Robottom-Ferreira, 2011,
de Toledo-Pinto et al., 2016).

Os resultados desses estudos podem levar ao melhor entendimento das bases
moleculares que influenciam no desfecho da hanseniase e de outras doencas

infecciosas (Prevedello &amp; Mira, 2007).

1.1.6. Classificacao, Sintomas e Diagnéstico Padrdo da Doenca

A doenca € definida por formas clinicas distintas (classificacdo de Ridley &
Jopling), apresentando um periodo de incubacgéo variavel (meses a anos), de acordo
com a genética do individuo. Em um polo (forma lepromatosa) sédo evidenciadas
muitas les@es ricas em bacilos e auséncia de resposta imune celular. Neste caso, a
resposta imune humoral (perfil Th2) € predominante, sendo ineficiente no controle do
bacilo, que culmina em uma alta carga bacilar. Em outro polo (forma tuberculdéide),
ocorre uma resposta imune celular eficiente, poucas lesdes e quase nenhum bacilo.
Nesse polo hd maior atividade da imunidade celular (perfil Thl), que induz a
producdo de citocinas (principalmente IL-2 e IFN-y), que vao ativar as respostas
microbicidas. Com isso, o0 macrofago consegue conter a disseminacao dos bacilos,
resultando em uma baciloscopia baixa ou negativa (Fava et al., 2012).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e o Ministério da Saude (MS)
classificam a hanseniase (classificacdo operacional) em duas formas: na forma
paucibacilar (PB), que considera até cinco lesdes de pele e / ou comprometimento
de apenas um tronco nervoso; na forma multibacilar (MB), que considera mais de
cinco lesdes de pele e / ou mais de um tronco nervoso comprometido (Coura, 2013)
(Figura 1.4).
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Figura 1.4: Classificacéo clinica da hanseniase (TT, BT, BB, BL, LL), proposta por Ridley & Joplin
(1966), e classificagdo operacional da doenca (PB e MB), proposta pela OMS (2001). Também é
apresentado o perfil de citocinas de acordo com a polarizagdo da doenca (forma tuberculdide (perfil
Thl); forma lepromatosa (perfil Th2)). Legenda: TT (tubercul6ide-tuberculéide), BT (borderline-
tuberculdide), BB (borderline-borderline), BL (borderline-lepromatosa), LL (lepromatosa-lepromatosa);
PB (paucibacilar), MB (multibacilar); Thl (T-helper 1), Th2 (T-helper 2). Fonte: Adaptacédo de Fava et
al., 2012.

As classificacfes mais usadas para a hanseniase sdo a de Madri (1953) e a de
Ridley & Jopling (1966). A classificagéo de Madri leva em consideragéao a evolugdo
natural da doenca, sendo dividida em tuberculéide (forma restrita da doenca),
dimorfa (forma intermediaria) e virchoviana (forma disseminada da doenca), além de
uma forma indeterminada (l). A classificacdo de Ridley & Jopling, por sua vez,
considera a resisténcia do hospedeiro como critério para se classificar as formas da
doenca. Neste tipo de classificacdo, o exame histopatolégico torna-se necessario
para caracterizacdo da doenca, sendo classificada em forma tuberculdéide (TT),
borderline (subdivididas em borderline-tuberculéide (BT), borderline-borderline (BB)
e borderline-lepromatosa (BL)) e lepromatosa (LL). Além disso, existe uma forma
menos frequente e de dificil diagndstico conhecida como hanseniase neural pura
(PNL). Estabelecendo uma relacdo entre a classificacdo de Madri, a classificacdo de
Ridley & Jopling e os critérios de classificagdo da OMS/MS, as formas tuberculoide
(TT), borderline-tuberculéide (BT), hanseniase neural pura (PNL) e indeterminada (1),
sdo consideradas paucibacilares (PB), sendo negativas para baciloscopia. Ja as
formas lepromatosa (LL), borderline-lepromatosa (BL) e borderline-borderline (BB),
sdo consideradas multibacilares (MB), positivas para baciloscopia (Araujo, 2003;
Martinez et al., 2011; Coura, 2013).

Os episodios reacionais sdo processos inflamatorios exacerbados que podem
acometer os pacientes durante qualquer estagio da doenca (antes, durante ou apos

o término do tratamento) (Sauer et al., 2015). As altera¢des imunoldgicas que levam
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aos estados reacionais ainda ndo sdo completamente entendidas. No entanto,
acredita-se que as formas polares (LL e TT) sdo mais estaveis, enquanto as formas
intermediarias sdo mais propensas a desenvolver esses estdgios (Nath, 2015). A
reacao tipo 1 (T1R) ou reacédo reversa (RR), € um quadro de inflamacéo aguda na
pele e nos nervos, que ocorre principalmente em pacientes das formas borderline.
Nesse episodio, ha maior producdo de citocinas Thl (IL-2, IFN-y e TNF) e
diminuicdo de citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10), evidenciando que a reacao reversa
parece estar associada a um aumento da imunidade celular direcionada a antigenos
do M. leprae (Yamamura et al., 1991). A reacéao tipo 2 (T2R) ou eritema nodoso
hansénico (ENH), € um episédio cronico que ocorre com mais frequéncia em
pacientes lepromatosos e borderline-lepromatosos. E caracterizada por lesdes
eritematosas e nédulos inflamados, acompanhados de sintomas sistémicos (febre,
prostracdo e dor). Muito provavelmente, 0s estagios reacionais possuem 0S mesmos
mecanismos de controle molecular, uma vez que o perfil de citocinas liberado em
ambos é similar (Moraes et al., 1999; Scollard et al., 2006a). As reacdes do tipo 1 e 2
ocorrem separadamente, mas podem progredir no mesmo paciente em momentos
distintos (Kahawita et al., 2008).

A recidiva é caracterizada como todos os casos de hanseniase, tratados
regularmente com esquemas oficiais padronizados, que receberam alta por cura e
que voltam a apresentar novos sinais e sintomas clinicos de doenca infecciosa ativa
(Brasil, 2016). Um parametro empregado para diferenciar recidiva de reacéo reversa
€ o tempo apos o fim do tratamento. Sinais que aparecem até cinco anos apds o
término da poliquimioterapia sdo normalmente atribuidos a reagéo reversa, enquanto
aqueles que aparecem apds esse periodo séo considerados recidiva. No entanto, ja
foram evidenciados casos de RR em pacientes com dez anos apés o término do
tratamento. O diagnostico de recidiva é feito através do indice Baciloscopico (IB)
aumentado e da presenca de bacilos viaveis, que pode ser confirmada mediante a
inoculacdo em patas de camundongo. O diagnostico de recidiva é mais dificil nos
pacientes PB, pois seus sintomas se assemelham aqueles de RR. Alguns
profissionais de saude diferenciam recidiva de reacdo reversa baseados na
velocidade do aparecimento dos sintomas, jA que a recidiva se estabelece mais
gradualmente. Porém, o diagndstico se torna dificil porque os pacientes geralmente
nao sabem dizer se os sinais apareceram ou nado de forma gradual. A diferenciacéo

de recidiva e reacdo reversa tem importancia terapéutica, uma vez que a recidiva é

15



tratada através da poliquimioterapia e a reacdo reversa com corticosteroides
(Opromolla, 1994; Moura, 2014).

A hanseniase geralmente se manifesta pelos seguintes sintomas: sensacao de
formigamento, fisgadas ou dorméncia nas extremidades; manchas brancas ou
avermelhadas, geralmente com perda de sensibilidade ao calor, frio, dor e toque;
areas da pele que apresentem alteracdes na sensibilidade e na secrecdo de suor;
carocos e placas em qualquer regido do corpo; diminuicdo da forgca muscular (Coura,
2013; Brasil, 2017).

O diagnodstico padrédo da doenca € realizado através de exames clinicos
(dermatologico e neuroldgico), bacteriologicos (baciloscépico) e histopatologicos.
Este diagndstico se mostra muitas vezes impreciso e tardio, 0 que possibilita a
evolucdo para a forma severa da doenca. O diagndstico clinico é realizado através
da verificacdo de sinais periféricos como: manchas e lesfes na pele, espessamento
de nervos, perda de sensibilidade e forca muscular. O exame clinico € acompanhado
de uma avaliacdo do histérico familiar do individuo, visando verificar o contato com
pacientes para a doenca. O exame baciloscopico é realizado para identificar bacilos
no esfregaco dérmico. Normalmente, sdo coletadas amostras dos I6bulos das
orelhas, cotovelos e joelhos. Sempre que houver lesGes suspeitas de hanseniase,
recomenda-se coletar amostras da leséo para realizagdo da baciloscopia (Brasil,
2017). Esse método permite a avaliacdo qualitativa e quantitativa dos bacilos apés a
coloracdo pelo método Ziehl-Neelsen (Cocito & Delville, 1985). Porém, algumas
formas clinicas podem apresentar baciloscopia negativa e requerem a utilizacdo de
outros métodos para o diagndstico. O exame histopatoldgico evidencia a morfologia
do tecido a partir de bidpsias de pele e nervos sensitivos de pacientes, permitindo a
identificacdo de infiltrado mononuclear, epitélio granulomatoso e fibrose,
caracteristicas essenciais das lesdes hansénicas (Antunes et al., 2012). A
histopatologia normalmente é realizada pelas coloragdes de hematoxilina-eosina e
Fite-Faraco, que evidencia bacilos éalcool-a4cido resistentes (BAAR) (Lastéria &
Abreu, 2012). Varios testes cutaneos de hipersensibilidade tardia ao M. leprae
também foram testados como avaliadores da resposta imune celular a hanseniase.
Entre eles, o melhor avaliado é o teste de Mitsuda, que usa o extrato bruto de M.

leprae esterilizado por autoclave (lepromina) (Brennan et al., 1996).
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1.1.7. Tratamento e Prevencao da Doenca

Inicialmente, o tratamento da hanseniase era realizado com ervas medicinais e
0leo de chaulmoogra, que ndo apresentavam uma eficacia relativa. Por volta da
década de 1940, houve a descoberta da acdo da sulfona sobre o bacilo de Hansen,
uma droga revolucionaria no tratamento da doenca. Na década de 1960 surgiu a
clofazimina e na década de 1970 a descoberta da rifampicina, medicamentos que
trouxeram mudancas significativas na cura da doenca. A OMS, em 1982,
recomendou um novo esquema terapéutico para o tratamento da hanseniase
chamado poliquimioterapia (PQT), composto pela rifampicina, dapsona e
clofazimina. A associacdo dos trés medicamentos levou a cura com maior rapidez,
melhor adesdo dos pacientes e diminuicdo da probabilidade do surgimento de
resisténcia bacilar. Desta forma, o perfil epidemiolégico da hanseniase se modificou,
havendo uma reducédo drastica em sua prevaléncia (Brasil, 1989). No Brasil, desde
1991, é adotado o tratamento com a PQT, que contribuiu para a eliminacdo do bacilo
e a reducdo na disseminacdo da doenca (Monot et al., 2009; Ministério da Saude,
2009a).

Os regimes de tratamento utilizados s&o distintos para 0s pacientes
paucibacilares e multibacilares. Para o0s casos paucibacilares, é utlizada a
poliquimioterapia paucibacilar (PQT-PB) durante seis meses. No caso de pacientes
multibacilares, é utilizada a poliquimioterapia multibacilar (PQT-MB) por 12 meses
(Tabela 1.1). Para as criangas, os medicamentos sdo 0s mesmos, entretanto com

dosagens reduzidas (Ministério da Saude, 2009a).

Tabela 1.1: Esquema padrdo de tratamento da hanseniase, de acordo com a classificacao
operacional da doenca, proposta pela OMS (1982). Fonte: Ministério da Saude, 2009a.

Classificagao Poliquimioterapia (Dose) Tratamento

Rifampicina (600 mg mensal/supervisionada)
Paucibacilar 6 meses

Dapsona (100 mg diaria/auto administrada)

Rifampicina (600 mg mensal/supervisionada)

Dapsona (100 mg diaria/auto administrada)
Multibacilar 12 meses

Clofazimina (300 mg mensal/supervisionada e

50 mg diaria/auto administrada)
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Ao completar o tratamento com PQT, o paciente ndo deve mais ser considerado
como um caso de hanseniase. Apesar da eficacia comprovada dos esquemas de
PQT recomendados pela OMS, o paciente deve continuar sendo monitorado pelos
profissionais da Unidade de Saude, principalmente nos casos de reac0des, recidivas
e dano neural (Ministério da Saude, 2002). O seguimento pés-alta € fundamental
Nnos casos reacionais, onde 0 monitoramento de nervos pode prevenir novas
incapacidades. O tratamento dos episodios reacionais da hanseniase € realizado
assim gue o diagnostico do tipo de reacéo seja determinado, sendo utilizada terapia
anti-inflamatoéria que pode estar associada a PQT. Nos pacientes com reacao tipo 1
(T1R), é utilizada a prednisona em doses diarias, enquanto para pacientes com
reacao tipo 2 (T2R) o tratamento é feito com Talidomida e/ou corticoides. Quando h&a
comprometimento neural nas reacdes, sao utilizados também esteroides. J4 o
tratamento da recidiva € realizado através da PQT (Ministério da Saude, 2009a).

A vacinagao com BCG (bacilo de Calmette-Guérin) protege as pessoas contra as
formas mais graves da hanseniase. A vacinacdo BCG neonatal, utilizada para
prevenir a tuberculose, tem apresentado potencial em reduzir a prevaléncia da
hanseniase (Rodrigues & Lockwood, 2011). Uma segunda dose da vacina BCG em
contatos de pacientes para a hanseniase parece conferir maior protecao, mesmo em
contatos que ja receberam BCG neonatal (Schuring et al., 2009; Duppre et al.,
2012). Nesse sentido, um estudo testando uma vacina contra o desenvolvimento da
forma lepromatosa da hanseniase se mostrou promissor, apresentando uma eficacia
em 50-80% dos casos (Talwar et al., 2005). Nos ultimos anos, estdo sendo testadas
vacinas recombinantes mais modernas para o combate a hanseniase, mas ainda
nao foram liberadas para utilizacdo junto a populacdo (Reed et al., 2013; Steinmann
et al., 2017). Além disso, vem sendo discutida pela OMS a utilizacdo de uma dose
Unica de Rifampicina como estratégia para prevenir a ocorréncia de hanseniase em
contatos intradomiciliares de pacientes recém-diagnosticados para a doenca.
Trabalhos vém mostrando que a quimioprofilaxia com dose Unica de rifampicina
reduz o risco de hanseniase em contatos de pacientes com a doenca entre 50-60%
apos dois anos (Moet et al., 2008; Reveiz et al., 2009; Barth-Jaeggi et al., 2016).

Mais recentemente, algumas medidas foram propostas por especialistas durante
dois encontros internacionais sobre a Hanseniase realizados em 2013 e 2014 na
Suica, promovidos pela Fundacdo Novartis e pela OMS. Entre as propostas
apresentadas nestes encontros, destacam-se: rastreamento de contatos,

principalmente em grupos de risco, por meio de sistemas de vigilancia efetivos para
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acompanhar a evolucdo da doenca; profilaxia pés-exposi¢cdo (PEP), com o uso da
dose Unica de rifampicina, de forma a ndo disseminar a doenca; poliquimioterapia,
para tratar os pacientes e evitar a transmissao da doenca; teste para identificar a
doenca subclinica, que possa distinguir exposicao e infeccdo pelo bacilo, de forma a
possibilitar uma terapia precoce e apropriada (Smith & Aerts, 2014; Bahmanyar et
al., 2016; Steinmann et al., 2017).

A atual estratégia global de combate a hanseniase se baseia em estratégias
quinquenais anteriores (estratégia de esforco final para a eliminacdo da hanseniase
(2000-2005), que se concentrou na poliquimioterapia e na deteccdo passiva de
casos; estratégia global para aliviar a carga e manter as atividades de controle da
doenca (2006-2010), que consolidou os principios de deteccdo e quimioterapia
efetiva nos servicos integrados de combate a hanseniase; estratégia global
aprimorada para reducdo adicional da carga da hanseniase (2011-2015), que
aperfeicoou acdes conjuntas e aprimorou esfor¢os globais para abordar os desafios
enfrentados no controle da hanseniase, com uma énfase na deteccao precoce para
reduzir incapacidades decorrentes da doenca) e na estratégia global para
hanseniase 2016-2020 (objetiva um “mundo livre de hanseniase”, sendo definida
como a deteccédo precoce da hanseniase, além do tratamento imediato para evitar a
incapacidade e reduzir a transmisséo da infec¢ao na populacéo) (WHO, 2016a).

1.2. Prevaléncia da Hanseniase no Mundo e no Brasil

De acordo com Romero et al. (2012), a hanseniase é uma doenca negligenciada
gue continua atingindo a populacdo de paises em desenvolvimento, demandando
grandes esforcos dos servigcos de saude.

A hanseniase, assim como a malaria, a tuberculose e a dengue, faz parte da
lista das doencas negligenciadas da OMS. Estas doencas estdo normalmente
associadas a situacdo de pobreza e aos problemas em saude, contribuindo assim,
com a desigualdade e a exclusdo social (Carvalheiro, 2008). Segundo Camargo
(2008), a presenca destas doencas nos paises tropicais ocorre devido a miséria
dessas populacbes, a falta de saneamento basico e ao subdesenvolvimento. Esses
paises sdo desprovidos de infraestrutura e recursos para a saude, favorecendo o
aparecimento de doencas infecciosas e sua severidade, bem como o aumento da

resisténcia aos antimicrobianos.
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A hanseniase € considerada endémica de paises tropicais (prevaléncia maior
gue 10 casos / 100.000 habitantes), sendo que 80% dos casos novos concentram-se
na India, Brasil e Indonésia, como pode ser observado no mapa abaixo (Figura 1.5).

N° total de casos novos
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Figura 1.5: Mapa de distribuicdo de casos novos de hanseniase no mundo no ano de 2015. Fonte:
Adaptacdo de WHO, 2016b.

Com a adocgdo de algumas estratégias, como a vacinacdo por BCG e a
introducdo de poliquimioterapia para a doenca (1981), houve uma reducédo na
prevaléncia global da hanseniase de 5,2 milhdes, na década de 1980, para 200 mil,
em 2014. No entanto, ainda sdo evidenciados de 220 a 250 mil casos novos de
hanseniase todos os anos no mundo (Ura & Opromolla, 2000; Martinez et al., 2011,
Smith & Aerts, 2014).

Na 442 Assembleia Mundial de Saude (1991), foi proposto pela OMS, uma meta
de eliminar a hanseniase como um problema de saude publica até o ano 2000,
diminuindo a prevaléncia para menos de 01 caso/10.000 habitantes. Essa meta foi
atingida em nivel mundial. Entretanto, alguns paises, como o Brasil, ndo alcancaram
a eliminacdo da doenca até os dias atuais (WHO, 2002; 2016b).

O Brasil mantém, nas ultimas décadas, a situacdo mais desfavoravel na América
e a posicao de segundo lugar em nimero absoluto de casos do mundo, depois da
india. No Brasil, a hanseniase é considerada um problema de Satde Publica, cujo
programa de eliminacéo esta entre as acfes prioritarias do Ministério de Saude (Ura
& Opromolla, 2000; Magalh&es & Rojas, 2007; WHO, 2016a). Isso se torna ainda
mais preocupante principalmente porque ha muitos registros da doenca em criancas

e adolescentes menores de 15 anos (Ministério da Saude, 2009b). Segundo o
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Ministério da Saude, em 2014 foram detectados quase 25 mil casos novos de
hanseniase no pais (taxa de deteccdo de 12,14/100.000 habitantes), dos quais
1.793 casos em menores de 15 anos. Desta forma, o Brasil foi o Unico pais do
mundo que ndo conseguiu eliminar a propagacdo da doenca e que apresenta mais
casos novos de hanseniase a cada ano (Dominguez, 2015).

A prevaléncia global da doenca foi reduzida em mais de 68% em um periodo de
10 anos (4,52 casos/10.000 habitantes em 2003; 1,42 casos/10.000 habitantes em
2013). No entanto, em 2014 houve um aumento da prevaléncia da doenca para 1,56
casos/10.000 habitantes, se distanciando do objetivo estabelecido pela Organizacéo
das Nac¢bes Unidas (ONU) de eliminar a hanseniase até o final de 2015 (prevaléncia
de 1,0 caso/10.000 habitantes).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2016b), o
namero de novos casos de hanseniase no mundo em 2015 (211.973 casos/100.000
habitantes) se mostrou inferior em relacdo aos anos de 2013 (215.656
caso0s/100.000 habitantes) e 2014 (213.899 casos/100.000 habitantes), mas esta
reducdo se mostrou ainda muito timida.

A distribuicdo geografica da doenca no Brasil é estudada pela avaliacdo de
regibes de maior incidéncia de hanseniase, onde os municipios de maior detec¢ao
no pais sdo classificados em 10 areas (clusters), como apresentado na Figura 1.6.
Cerca de 44% dos casos novos identificados em 2013 foram nos estados de Mato

Grosso, Para, Maranhéo, Tocantins, Goias, Rondénia e Bahia (Abelha, 2014).

Risco Relativo
do Cluster
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B :s5-55
B ss-c0

Figura 1.6: Areas endémicas (clusters) de hanseniase no Brasil (2011-2013). Fonte: Adaptacgéo de
WHO, 2013.
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Apesar da taxa de incidéncia de hanseniase ser ligeiramente decrescente no
pais, a deteccdo nos estados das regides Norte, Centro-Oeste e Nordeste ainda é
alta quando comparada aos estados das regides Sudeste e Sul (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Taxa de incidéncia de hanseniase no Brasil, dividida por regides (1990-2012). Fonte:
SINAN NET, 2016. Graficos: GraphPad Prism 7.0.

1.3. A Hanseniase no Estado do Acre

O Acre localiza-se na regidao Norte do Brasil, sendo o 15° estado em extenséo
territorial, com uma superficie de 164.123,739 Km?2, correspondente a 4,26% da
Regido Norte e a 1,92% do territério nacional. Tem os seus limites formados por
fronteiras internacionais com o Peru (O) e a Bolivia (S) e por divisas estaduais com
os estados do Amazonas (N) e de Rondénia (L). O estado do Acre possui 22
municipios, com a capital sediada em Rio Branco (Figura 1.8). Apresenta uma
populacdo de 816.687 habitantes, com uma densidade demogréafica de 4,47
habitantes por Km2. As suas cidades mais populosas sdo Rio Branco (377.057
habitantes) e Cruzeiro do Sul (82.075 habitantes), onde vive mais da metade da
populacao (IBGE, 2017).
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O estado do Acre possui clima do tipo equatorial quente e umido, caracterizado
por altas temperaturas (maxima de 32°C), elevados indices de precipitacdo
pluviométrica e alta umidade relativa do ar. O estado apresenta baixos indicadores
socioeconbmicos e a maioria dos municipios € dotada de infraestrutura e
saneamento basico deficientes (87,7% de agua tratada, 22,2% de rede de esgoto,
34% de fossa séptica e 67,1% de coleta de lixo). Apresenta populagdo de baixa
escolaridade (57,6% da populagdo jovem ndo possui instrucdo ou possui 0 nivel
fundamental incompleto) e altas taxas de analfabetismo (PNUD, 2016).

A hanseniase se instalou no estado do Acre no inicio do século XX com as
correntes migratorias do ciclo da borracha. Na década de 1990, areas de elevada
concentragédo de seringueiros atuando no extrativismo da borracha, como nos rios
Jurua e Purus, apresentavam altos coeficientes de deteccao (Silveira et al., 2009).
Nos dias atuais, a taxa de incidéncia de hanseniase no estado do Acre se mostra
inferior a média dos estados da regido Norte, mas ainda se apresenta superior a
média nacional (Figura 1.9).

Taxa de incidéncia de Hanseniase (Acre)

100+
& NORTE

- ACRE

-©- BRASIL

Taxa de incidéncia
(por 100.000 habitantes)

0 1 T L] L L]
1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012

ANO

Figura 1.9: Taxa de incidéncia de hanseniase no Acre, em relacdo ao Brasil e a regido Norte (1990-
2012). Fonte: SINAN NET, 2016. Gréficos: GraphPad Prism 7.0.
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A distribuicdo especial da doenca, como observada na Figura 1.10, mostra que a
maioria dos municipios do Acre apresenta alta endemicidade (muito alto ou
hiperendémico) para a hanseniase. No entanto, ainda que dos 23 municipios
acreanos, 07 tenham sido considerados hiperendémicos, apenas Xapuri e
Acrelandia diagnosticaram mais de 10 casos novos em 2010. A capital Rio Branco
apresentou uma taxa de incidéncia de 35,2 casos/100 mil habitantes em 2010,
padrao muito alto de endemicidade. O estado do Acre apresentou em 2010 uma
taxa de prevaléncia de 2,48 casos/10 mil habitantes, o que demanda acdes para a

eliminacao da doenca (Brasil, 2011).
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Figura 1.10: Taxa de incidéncia (por 100.000 habitantes) de hanseniase, por municipios do Acre, no
ano de 2010. Fonte: Adaptac¢éo de SVS/MS (Brasil, 2011).

A andlise dos coeficientes de deteccdo de hanseniase em menores de 15 anos
no estado do Acre no ano de 2008, considerado um parametro fundamental de
analise, demonstrou que varios municipios apresentam indices elevados de casos,
entre eles o municipio de Rio Branco (“muito alto”) e de Cruzeiro do Sul
(“hiperendémico”) (Ministério da Saude, 2009b). Dados de 2010 (Brasil, 2011),
demonstram que o coeficiente geral de detecgao (CGD) para os menores de 15 anos
foi de 12,5 casos/100 mil habitantes, padréo de elevada magnitude.

Apesar de nos ultimos anos ter sido observada a reducdo da prevaléncia da
doenca, ela ndo foi acompanhada de forma proporcional pela queda da taxa de
deteccdo de casos novos. Isso demonstra que a prevaléncia, isoladamente, ndo é
bom indicador para o controle da hanseniase e que a estratégia de eliminacdo nao
esta sendo eficaz no bloqueio de transmissdo da doenca, o que colabora para a
permanéncia da endemicidade no Brasil (Silveira et al., 2009).

Nesse sentido, o0s registros de incidéncia e prevaléncia, bem como da avaliacao

de incapacidades, do percentual de cura e do exame de contatos mostram
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fragilidades, o que pode representar um numero subestimado de casos, sugerindo
também a ocorréncia de problemas na alimentacdo dos dados nos sistemas de
informacdo. Assim, a resolucdo desses problemas faz-se necesséria para que o0s
indicadores reflitam com precisdo os casos da doenca e a realidade da assisténcia,
isto porque apesar de a poliquimioterapia para a hanseniase ser altamente eficaz na
cura da infeccdo, o tratamento dos danos neurais € muito dificil (Lockwood &
Suneetha, 2005). Desta forma, como abordado por alguns autores (Moet et al. 2006;
Araujo et al., 2012; Hacker et al., 2012; Smith & Aerts, 2014), a vigilancia de contatos
de pacientes com hanseniase, que representam uma populacao de alto risco para a
manutencdo da endemia, se faz crucial no sentido de contribuir para o diagnéstico

precoce, tratamento e interrupcéo da cadeia de transmissao da doenca.

1.4. Esforcos Atuais na Pesquisa em Hanseniase

Os esforcos atuais na pesquisa em hanseniase tém sido concentrados no
desenvolvimento de ferramentas que possam auxiliar na identificacdo de potenciais
casos novos.

Nesse sentido, de acordo com alguns trabalhos da literatura (Smith & Aerts,
2014; Bahmanyar et al., 2016; Steinmann et al., 2017), um cenario mais adequado
em relacdo ao levantamento de casos novos e ao acompanhamento de
pacientes/contatos, visando ao controle e a eliminagdo da doencga, leva em
consideracdo algumas estratégias: rastreamento de contatos, que pode ser
realizado através da andlise espacial dos municipios e bairros, fundamental para
promover a identificacdo das regides mais endémicas, de forma que se possa fazer
uma varredura nestes locais por meio da busca ativa de casos novos da doencga;
uso de testes para identificacdo precoce da doenca, que pode utilizar estratégias
baseadas em métodos moleculares e sorologicos, que visem a triagem (testes

rapidos) e o diagnostico precoce (qPCR) de casos novos de hanseniase.

1.4.1. Anélise Espacial da Hanseniase

A andlise espacial em saude apresenta varias aplicacdes, como 0 mapeamento
de doencas (construcdo de mapas de indicadores epidemiolégicos), estudos
ecolégicos (mensuramento da associacao entre indicadores agregados) e deteccéo

de aglomerados (identificacdo de areas de maior incidéncia). Visa identificar um
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padrdao espacial, por meio de mapas de risco, relativos as unidades territoriais de
andlise, de forma a apontar as areas de maior gravidade do problema e facilitar o
planejamento de intervencdes de Saude Publica (Castro & Singer, 2007; Gauy et al.,
2007). Através da andlise espacial € possivel aprofundar a compreensdo do
processo, avaliar evidéncias de hipoteses a ele relacionadas e/ou prever valores em
areas onde as observacdes ndo estédo disponiveis (Gatrell & Bailey, 1996; Santos &
Barcelos, 2006; Alencar, 2011).

Nesse sentido, o Sistema de Informacbes Geograficas (SIG) vem sendo cada
vez mais utilizado na area da saude, possibilitando trabalhar com informacdes de
diferentes origens e formatos. O crescente acesso aos computadores e aumento na
disponibilidade de dados, sdo fatores que estdo impulsionando a sua incorporagao
na Saude Publica. Atualmente, existem programas com estrutura de SIG que tém
distribuicdo gratuita e alguns possuem coédigo aberto (Open Source Software), mas a
aquisicdo de bases cartograficas ainda é um desafio em muitos lugares no Brasil
(Santos & Souza, 2007). Diversos estudos vém utilizando essa tecnologia na anélise
espacial de doencas negligenciadas, como malaria (Hanafi-Bojd et al., 2012; Qayum
et al., 2015), leishmaniose (Tsegaw et al., 2013), esquistossomose (Chen et al.,
2015), tuberculose (Erazo et al., 2014) e hanseniase (Amaral & Lana, 2008; Queiroz
et al., 2010; Barreto et al.,, 2014). Esta ferramenta se mostra fundamental para a
analise de doenca negligenciadas, ainda mais para a hanseniase, onde a vigilancia
de contatos é essencial para a contencdo da doenca.

Entre as premissas associadas a distribuicdo espacial da hanseniase elencam-
se: fatores socioecondmicos (Feenstra et al., 2011; Cury et al., 2012); relativos aos
problemas nos servicos de saude (Lanza, 2014); especificos do hospedeiro, como
os determinantes imunoldgicos (Masaki et al., 2014) e genéticos (Alter et al., 2011).
Alguns trabalhos da literatura abordando a analise espacial da hanseniase
realizados em Bayeux/PB (Silva et al., 2012), Dugue de Caxias/RJ (Duarte-Cunha et
al., 2012), Séo José do Rio Preto/SP (Cury et al., 2012), Vitoria/ES (Sampaio et al.,
2013), Juazeiro/BA (Souza et al., 2014) e Bahia (Souza & Rodrigues, 2015), vém
demonstrando que a analise espacial permite avaliar algumas variaveis, como a
relacdo existente entre os fatores socioeconémicos e a incidéncia da doenca.

Desta forma, a utilizacdo da analise espacial para o levantamento de areas
endémicas de doengas negligenciadas possibilita um direcionamento futuro para a
acdo dos servicos de saude e deveria ser priorizada pelos 6rgdos competentes,

principalmente em areas onde este estudo ainda néo foi realizado.
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1.4.2. Diagnéstico Soroldgico da Hanseniase

Apesar de alguns estudos demonstrarem que a implementacdo de testes
sorologicos pode influenciar positivamente nos programas de controle da
hanseniase (Duthie et al., 2011; Lobato et al., 2011; Cardoso et al., 2013), essa
ferramenta ainda ndo é utilizada rotineiramente pelos servicos de saude (Fabiri,
2015). Estudos apontam que os testes sorolégicos permitem identificar individuos
com alto risco de desenvolver a doenca e individuos com infeccao subclinica (Brasil,
et al., 2003; Buhrer-Sekula et al., 2003; Kampirapap, 2008; Araujo et al., 2012).

Dentre eles, pode-se investigar a presenca de antigenos especificos, como o
PGL-1, encontrado em abundancia na parede celular do M. leprae. Nesse sentido,
inicialmente pesquisadores utilizaram ensaios imunoenzimaticos, como o0 ELISA,
para a busca de anticorpos anti-PGL-1 em pacientes de hanseniase. Também foram
utilizados Ensaios Dipstick para PGL-1, que apresentaram resultados similares ao
ELISA (Buhrer et al., 1998). Estes testes apresentavam uma alta especificidade, mas
baixa sensibilidade. Posteriormente, foi proposto um teste de fluxo lateral (ML Flow
Test) para deteccdo do anticorpo IgM para PGL-1 do M. leprae (Buhrer-Sekula et al.,
2003). Este teste rapido apresentou uma sensibilidade bem superior em relacéo as
propostas avaliadas anteriormente e vem sendo utilizado em diversos trabalhos até
hoje (Kampirapap, 2008; Duppre et al., 2012; Fabri, 2015; Richardus et al., 2017).
Nos ultimos anos, também tém sido utilizados testes rapidos baseados na detecc¢éo
de LID-1 (proteina de fusdo recombinante de ML0405 e ML2331), desenvolvido pelo
Instituto de Pesquisa em Doencas Infeciosas (IDRI) (Stefani, 2008; de Souza et al.,
2014; Frade et al., 2017; Silva et al., 2017). Recentemente, estudos vém avaliando
novas estratégias de deteccdo soroldégica por meio de testes rapidos mais
especificos e sensiveis para a hanseniase, como o PGL-1-IP-10 (IFN-y induced
protein 10) (Bobosha et al., 2014) e o Gold-LFA / UCP-LFA (Hooij et al., 2017).

Nesse sentido, a utilizacdo de testes rapidos na vigilancia epidemiologica pode
ser util desde a triagem inicial de doencas, por meio da identificacdo de casos
assintomaticos, até a verificacdo da prevaléncia ou eliminacdo de doencas na
populacdo (Peeling et al., 2006). Desta forma, no caso da hanseniase, poderia
auxiliar na classificacéo operacional da doenca (MB (soropositividade de 80 a 100%)
ou PB (soropositividade em torno de 30%)) e no monitoramento do tratamento (0s
titulos de anticorpos caem de forma mais acentuada no inicio do tratamento e cerca
de 25 a 50% anualmente) (Cho et al., 2001; Buhrer-Sekula et al., 2007; Parkash,
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2009). No entanto, é importante destacar que a reducdo nos niveis de anticorpos
varia amplamente entre os pacientes, sendo que pode negativar rapidamente ou

levar anos ap0s o término do tratamento (Gelber et al., 1989; Moura, 2014).

1.4.3. Diagnéstico Molecular da Hanseniase

Com o advento da técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase), varias
metodologias foram descritas para a deteccdo do M. leprae em diversas amostras
clinicas, onde diferentes sistemas de amplificacdo de &cidos nucléicos foram
desenvolvidos com o objetivo de aumentar o limite de deteccdo do patdgeno
(NObrega Martinez, 2009).

Muitos estudos foram realizados envolvendo diferentes sequéncias e genes
alvos para a amplificacdo do DNA do M. leprae pela PCR, sendo a maioria deles a
partir de amostras de biopsia de pele. Desta forma, sistemas simples e especificos
foram utilizados para amplificar regides génicas que codificam para o antigeno de
36-kDa (Kampirapap et al., 1998), 18-kDa (Scollard et al., 1998) ou 65-kDa (Plikaytis
et al., 1990), bem como, para sequéncias repetitivas RLEP (Woods & Cole, 1989) do
M. leprae. Com o surgimento da PCR em tempo real quantitativa (qPCR), foi
possivel uma maior sensibilidade e especificidade de deteccdo, possibilitando a
utilizacao da ferramenta como suporte ao diagnostico clinico da hanseniase.

A PCR vem contribuindo para a identificacdo de pacientes com formas de dificil
deteccdo, como as formas neurais ou tuberculéides de lesdo Unica, em que 0s
bacilos dificilmente sdo encontrados (Jardim et al., 2005; Martinez et al., 2006). Além
disso, a especificidade e a sensibilidade de quatro diferentes ensaios de gPCR
(RLEP, 16S rDNA, Ag 85B e sodA) para o diagnéstico diferencial da hanseniase
foram testados em nosso laboratério, a partir da andlise de material de raspado
intradérmico auricular. Os resultados mostraram que o RLEP foi o mais sensivel,
enquanto o 16S rDNA, embora um pouco menos sensivel, foi mais especifico para a
deteccdo da doenca. Desta forma, o ensaio utilizando a sonda 16S rDNA consegue
detectar em torno de 40% dos pacientes paucibacilares de dificil diagnostico
(baciloscopia negativa e poucas lesdes) (Martinez et al., 2011). Esta técnica permite
a amplificacdo do genoma do bacilo em amostras de linfa, sangue, secrecao nasal e
bidpsias, sendo importante em casos de dificil diagndstico com histopatologia

inconclusiva (Martinez et al., 2014; Reis et al., 2014).
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Diante da impossibilidade de determinar a viabilidade do M. leprae a partir da
deteccdo do DNA, pesquisadores comecaram a voltar sua atencdo para o RNA. A
molécula de mMRNA bacteriano tem, de um modo geral, uma meia-vida curta e € mais
vulneravel a destruicdo do que as moléculas de RNA ribossémico (rRNA) ou DNA
gendmico. Desse modo, um sinal positivo de mRNA indica a presenca de um
organismo viavel. Nesse contexto, a possibilidade de deteccdo de mRNA ou rRNA
especifico para antigenos secretados por M. leprae representaria um aumento da
sensibilidade desse sistema, principalmente considerando o elevado numero de
copias dessas moléculas na célula (N6brega Martinez, 2009).

Nesse sentido, a PCR em tempo real quantitativa (qPCR), devido a sua maior
sensibilidade e especificidade em relacao a outras técnicas, € uma ferramenta muito
utilizada em diversos trabalhos atualmente (Azevedo et al., 2017; Marques et al.,
2017; Braet et al., 2018), sendo promissora na rotina do diagnéstico da hanseniase.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

- Avaliar a utilizagdo de estratégias baseadas em métodos epidemiologicos,
sorolégicos e moleculares que visem o diagnostico precoce de casos novos de

hanseniase.

2.2. Objetivos especificos

- Realizar a analise espacial da hanseniase no municipio de Rio Branco/AC, com o
intuito de mapear os bairros quanto a taxa de deteccdo e a taxa de prevaléncia da

doenca.

- Avaliar o uso de testes rapidos de diagndstico, baseados na sorologia para
antigenos do M. leprae (NDO/LID-1 e PGL-1), para a avaliar a soropositividade em

pacientes e para a triagem da doenca em contatos intradomiciliares.

- Avaliar o uso da técnica de gPCR, a partir da analise do gene-alvo 16S rDNA para
o M. leprae, para a confirmacao do diagnostico de pacientes nao-tratados e para o

diagndstico precoce da doenca em contatos intradomiciliares.
- Estudar a influéncia de polimorfismos de base Unica (SNPs) associados a

hanseniase, buscando compreender seu papel na susceptibilidade/resisténcia

individual a doenca.
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3. METODOLOGIA

3.1. Autorizagéo para Realizagéo da Pesquisa

O presente projeto foi submetido na Plataforma Brasil, analisado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) e aprovado (CEP-UFAC: Parecer n° 750.553; CEP-
Fiocruz: Parecer n° 775.694; CEP-HC/Acre: Parecer n° 910.309), conforme

pareceres constantes do Anexo Il.

3.2. Desenho Experimental

A referida pesquisa foi realizada somente no Municipio de Rio Branco/Acre,
devido a necessidade de um suporte técnico por parte de profissionais do Hospital
das Clinicas do Estado do Acre (HC/Acre) para a coleta das amostras.

Apls a aprovacdo do projeto pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEPs), o
Centro de Referéncia de Hanseniase no Estado (Departamento de Dermatologia do
Hospital das Clinicas do Acre) foi contatado para levantamento de prontuarios de
pacientes e informacgdes sobre seus contatos no periodo de realizacdo da pesquisa,
além do acompanhamento de casos novos.

A coleta das amostras foi realizada em pacientes e contatos (maiores que 15
anos) atendidos pelo Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas do
Acre, apOs a concordancia com a participacdo na referida pesquisa, mediante
assinatura do TCLE (Apéndice 1). Os individuos menores de 18 anos, participantes
da pesquisa, tiveram o TCLE assinado por seu responsavel. Por ser o Centro de
Referéncia de Hanseniase no Estado, este setor recebe encaminhamento de
pacientes do municipio de Rio Branco e de varios municipios do estado do Acre.
Desta forma, todos estes pacientes e seus contatos foram incluidos na pesquisa.
Como controles da pesquisa, foi utilizado um grupo de doadores saudaveis,
residentes no municipio de Rio Branco, provenientes do banco de sangue do
Hemoacre, mediante concordancia atraves da assinatura do TCLE (Apéndice II).

O desenho experimental deste trabalho € apresentado na Figura 3.1. Para a
analise molecular do DNA de M. leprae foi realizado um estudo transversal que
compreendeu um grupo retrospectivo (pacientes cadastrados e contatos anteriores a
2016) e um grupo prospectivo (casos novos e contatos entre 2016-2017) de

hanseniase. Para a analise da sorologia para o M. leprae, foram realizados os testes
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rapidos NDO-LID (pacientes e contatos) e ML-Flow (PGL-1) (pacientes, contatos e
controles). Na andlise da genotipagem de polimorfismos foi realizado um estudo do
tipo caso-controle (pacientes x doadores saudaveis). Além disso, foi realizada a
avaliacdo epidemioldgica espacial da hanseniase no municipio de Rio Branco/AC,
onde foi utilizado um estudo descritivo populacional baseado no método quantitativo
para a manipulacdo de dados secundérios sobre a doencga, realizado no periodo de
2006 a 2016.

Retrospectivo Prospectivo

2013 2014 2015 2016 2017

S

Centro de Referéncia em Hanseniase
(Setor de Dermatologia do HC/Acre)

- Levantamento de informacdes de pacientes e

contatos atendidos pelo setor.

- Acompanhamento de casos novos.

Estudo Transversal
- Grupo Refrospectivo (Pacientes cadastrados e contatos anteriores a 2016).
- Grupo Prospectivo (Casos novos e contatos entre 2016 e 2017).
- Coleta de amostras de raspado auricular e sangue/soro.

- Analise Molecular (QPCR) e Sorologica (testes rapidos (NDO-LID / PGL-1)).

Estudo Caso-Controle Estudo Descritivo Populacional

- Numero de casos novos (SINAN).
- Populacéo (Eletrobras/AC / IBGE).
- Taxa de deteccéo / prevaléncia (2006-2016).

- Pacientes x Doadores saudaveis.

- Coleta de amostras de sangue total.

- Ensaios de Genotipagem. - Espacializacéo dos dados (QGIS 2.18).

Figura 3.1: Desenho experimental do estudo.

A Figura 3.2 apresenta as andlises experimentais realizadas no estudo (analise
molecular (16S rDNA / genotipagem de SNPs) e analise sorolégica (NDO-LID / PGL-

1)), bem como seu local de execuc&o.
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Rio de Janeiro
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Figura 3.2: Analises experimentais realizadas no estudo.

3.3. Avaliacdo Epidemiolégica e Espacial da Hanseniase no Municipio de Rio
Branco/AC

3.3.1. Avaliacéo Epidemioldgica da Hanseniase no Municipio de Rio Branco/AC

Para a avaliacdo epidemiologica da hanseniase no municipio de Rio Branco/AC
foi utilizado o nimero de contatos registrados, contatos examinados e casos novos
confirmados da doencga ocorridos no periodo 2006-2016, bem como a classificagdo
operacional (multibacilar ou paucibacilar) destes casos, obtidos junto a Secretaria de
Vigilancia Epidemiolégica Municipal, a partir de informa¢des provenientes do
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN NET). Os dados
populacionais foram provenientes dos Censos 2000 e 2010, além de estimativas
populacionais realizadas pelo IBGE no periodo intercensitario. A partir destes dados,
foi possivel calcular a taxa de deteccao do municipio por ano (2006 a 2016), além da
taxa de prevaléncia acumulada no periodo estudado.
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A taxa de deteccao foi representada pelo nimero de casos novos confirmados
de hanseniase, por 10 mil habitantes, na populagéo residente no municipio, no ano
considerado ((casos novos anual/populacao total residente) x 10.000 habitantes). No
Brasil, adota-se a seguinte classificacdo das taxas de deteccédo de casos por 10 mil
habitantes (Brasil, 2005):

e Baixa (<0,2);

e Média (0,2 a0,9);

e Alta(1,0a1,9);

e Muito alta (2,0 a 3,9);

e Hiperendémica (=4,0).

A prevaléncia, por sua vez, foi representada pelo niumero de casos confirmados
de hanseniase, por 10 mil habitantes, existentes no municipio, no periodo
considerado ((casos existentes no periodo/populacdo total residente) x 10.000
habitantes). No Brasil, adota-se a seguinte classificacdo das taxas de prevaléncia de

casos por 10 mil habitantes (Brasil, 2005):

e Baixa (<1);

e Meédia (1 a 4);

e Alta(5a09);

e Muito alta (10 a 19);

e Hiperendémica (=20).

A tabulacdo dos dados foi realizada com o Software Microsoft Excel (Microsoft
Office 365). Os graficos foram elaborados com o Software GraphPad Prism 7.0

(GraphPad Software, Inc.).

3.3.2. Andlise Espacial da Hanseniase no Municipio de Rio Branco/AC

Para a avaliacdo espacial da hanseniase no municipio de Rio Branco/AC foi
utilizado o nimero de casos novos confirmados de hanseniase por bairro ocorridos
no periodo 2006-2016, obtidos junto a Secretaria de Vigilancia Epidemioldgica
Municipal, a partir de informacdes provenientes do Sistema de Informacdo de

Agravos de Notificacdo (SINAN NET). Os dados populacionais por bairro foram
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provenientes de estimativas realizadas a partir do numero de unidades
consumidoras registradas pela Eletrobras/Acre no periodo, considerando a média de
trés moradores por domicilio, determinada pelo IBGE no Censo 2010. O municipio
de Rio Branco/AC possui 143 bairros, sendo que destes 08 bairros néo
apresentavam as informacdes avaliadas, sendo desconsiderados neste estudo.
Devido ao baixo numero de casos da doencga por bairro/ano, foi utilizada a
agregacao trienal nos periodos 2006-2008, 2010-2012 e 2014-2016 para a avaliacdo
do nuimero de casos novos da doenca e da taxa de deteccdo média. A taxa de
prevaléncia acumulada foi avaliada no periodo 2006-2016. Os dados foram

estratificados (divididos em classes) da seguinte forma:

e Casos novos (0, 1-5, 6-10, 11-15 ou 16-20).

e Taxa de deteccdo média (baixa (<0,2), média (0,2 a 0,9), alta (1,0 a 1,9),
muito alta (2,0 a 3,9) ou hiperendémica (=4,0)).

e Taxa de prevaléncia acumulada (baixa (<1), média (1 a 4), alta (5 a 9), muito
alta (10 a 19) ou hiperendémica (=20)).

Procedeu-se a exploracdo espacial da distribuicio dos casos novos de
hanseniase utilizando o modelo Bayesiano Empirico Local, possibilitando suavizar
os efeitos da flutuacdo aleatdria das taxas da doenca resultantes do célculo para
areas pequenas (Santos & Souza-Santos, 2007). Foram analisadas as correlacdes
espaciais dos casos novos de hanseniase e da populacéo de cada bairro, permitindo
eliminar as flutuacdes aleatdrias das taxas. No entanto, os bairros que nao possuiam
informagdes (numero de casos novos e/ou populacédo), foram considerados zero
para fins de calculo pelo método utilizado. Esse procedimento consistiu da estimativa
de médias espaciais, tendo como critério de vizinhanca a condi¢cdo de proximidade
entre os bairros. Para fins deste estudo, foi considerada a vizinhanca de 42 ordem
(quatro bairros vizinhos mais préximos). Estas analises foram realizadas no Software
R para Linux, verséo 3.4.2 (R Development Core Team, 2017), utilizando os pacotes
de fungdes “spdep” (Bivand & Piras, 2015), “rgdal” (Bivand et al., 2017), “tidyverse”
(Wickham, 2017).
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A base cartogréfica atualizada, em formato digital, foi disponibilizada pela
Prefeitura Municipal de Rio Branco (Datum 32719 WGS 84 UTM zone 18S).
Posteriormente, elaborou-se mapas tematicos coropléticos com a utilizagdo de um
software de espacializacdo de dados de codigo aberto, o Quantum GIS 2.18.14
(QGIS 2.18.14).

3.4. Anélise da Sorologia para LID-1 e/ou PGL-1 de M. leprae

3.4.1. Coleta e Processamento das Amostras

Neste estudo, para a andlise da sorologia para o M. leprae, foram utilizados os
testes rapidos NDO-LID e ML-Flow (PGL-1).

Os testes rapidos NDO-LID, obtidos junto a Empresa Orange Life, consistem de
membranas de nitrocelulose impregnadas com ND-O-LID-1, um conjugado de ND-O
(um dissacarideo sintético mimético do PGL-1) e a proteina LID-1 (proteinas de
fusdo ML0O304 e MLO331). Se baseiam na deteccdo de anticorpos (IgG e IgM)
especificos para a hanseniase (PGL-1 e LID-1), onde sdo necesséarias algumas
gotas de sangue ou soro do grupo de estudo para realizacdo do teste. Para
realizacdo dos testes rapidos NDO-LID, foram seguidas as instrucdes do fabricante,
onde amostras de sangue total (cerca de 10 uL) de pacientes e contatos foram
coletadas por puncao digital, com o auxilio de lancetas autométicas e capilares de
vidro, e aplicadas no teste rapido juntamente com solucado tampéao (03 gotas).

Os testes rapidos ML-Flow (PGL-1), fabricados pelo Laboratério de Imunologia
da AIDS e da Hanseniase da Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG),
consistem de uma fita de nitrocelulose contendo o anticorpo anti-lgM humana
marcado com ouro coloidal. Se baseiam na deteccao de anticorpos (IgM) especificos
para a hanseniase (PGL-1), onde a partir de amostras de soro, plasma ou sangue
total € possivel a realizacdo do teste. Para realizagdo dos testes rapidos ML-Flow
(PGL-1), foram seguidas as instrucdes do fabricante, onde foram coletadas amostras
de sangue total (2,0 mL) de pacientes, contatos e controles, por puncao venosa, em
tubos de sangue BD Vacutainer — Seco (4,0 mL), as quais foram acondicionadas em
freezer a -20°C até o momento do experimento. Posteriormente, as amostras de
sangue foram descongeladas e centrifugadas a 735 x g, por 10 minutos, para

separacao do soro. O soro foi recolhido em microtubos de 1,5 mL e acondicionados
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em freezer a -20°C até o momento do experimento. Para a realizacdo do teste

rapido, foram utilizados 5 pL de soro e 04 gotas (130 pL) de solucdo tamponante.

3.4.2. Andlise das amostras

A leitura dos testes foi realizada visualmente, apds vinte minutos, por dois
pesquisadores de forma independente. Em caso de discordancia entre os leitores,
um terceiro pesquisador realizava a leitura do teste. Os testes foram considerados
validos quando houve coloracdo da linha controle (C). Os testes rapidos NDO-LID
foram classificados, com base em seu manual e alguns trabalhos da literatura
(Cardoso et al., 2013; Wen et al., 2014), por meio de um score (Negativo (0),
Positividade baixa (+1), Positividade média (+2), Positividade alta (+3)). Os testes
rapidos ML-Flow (PGL-1) também foram classificados de acordo com seu manual e
alguns trabalhos da literatura (Buhrer-Sekula et al., 2003; Moura, 2014), por meio de
um score (Negativo (0), Positividade baixa (+1), Positividade média (+2),
Positividade alta (+3), Positividade muito alta (+4)).

Os testes rapidos ML-Flow (PGL-1) dos pacientes multibacilares e
paucibacilares, devido a presenca do grupo controle no estudo, foram validados a
partir do célculo dos percentuais de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e acuracia, de acordo com a figura
abaixo (Figura 3.3).

A tabulacdo dos dados foi realizada com o Software Microsoft Excel (Microsoft
Office 365). Os graficos foram elaborados com o Software GraphPad Prism 7.0

(GraphPad Software, Inc.).
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Doenca

Presente Ausente
Paositivo i b Falso positive
positivo
i | 4
Teste a+h
d c+d
N . Verdadeiro
MNegativo .
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Figura 3.3: Validagéo de testes rapidos (Sensibilidade: a/(a+c); Especificidade: d/(b+d); Valor preditivo
positivo: a/(a+b); Valor preditivo negativo: d/(c+d); Acuracia: (a+d)/N). Fonte: Avaliacdo de Testes
Diagnésticos (Disponivel em: https://posstrictosensu.iptsp.ufg.br/up/59/o/Modulo2-
Avaliacaodetestesdiagnosticos.pdf).

3.5. Analise Molecular do DNA de M. leprae

3.5.1. Coleta e Processamento das Amostras

Foram coletadas amostras de raspado intradérmico do I6bulo auricular (5 mm de
extensdo por 3 mm de profundidade) de pacientes e contatos, conforme
recomendacdes do Ministério da Saude (Brasil, 2010a). As amostras coletadas
foram armazenadas em etanol absoluto e acondicionadas em freezer a -20°C até o
momento do experimento.

A extracdo do DNA das amostras foi realizada através do Kit DNeasy Blood and
Tissue (QIAGEN), a partir de uma adaptacéo das instrucdes do fabricante (Apéndice
lll). A avaliacdo da pureza e da concentracdo de DNA foi realizada por
espectrofotometria utilizando o instrumento NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific,
USA). Foi utilizado 1,0 uL para realizar a avaliacdo da concentracdo de DNA das
amostras. Considerou-se amostras com alto grau de pureza quando as razfes de

absorbancia 260/280 apresentaram valores entre 1,8 e 2,0.
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3.5.2. Anélise das Amostras

O ensaio de qPCR foi padronizado com a utilizacdo de primers especificos para
amplificar sequéncias do gene 16S rDNA (primer AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG
(posicdo 69-91 do gene 16S) e primer CAT CCT GCA CCG CAA AAAGCT T
(posicao 218-239 do gene 16S)) e utilizado para determinar o namero relativo de
bactérias, conforme estabelecido por nosso grupo (Martinez et al., 2011).

A amplificacdo ocorreu em volume final de 25 pL, contendo aproximadamente 50
ng de DNA gendmico. O Master Mix, primers e sondas foram utilizados seguindo as
recomendagbes do fabricante (Thermo Scientific, USA) (12,5 puL de Tagman
Universal PCR Master Mix (2X); 0,5 uL de Primer Forward 16 S; 0,5 uL de Primer
Reverse 16 S; 0,5 uL de Sonda 16 S). A reacao foi programada para 50°C por 2
minutos e 95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1
minuto a 60°C. Tais analises foram realizadas no sistema de PCR em Tempo Real
StepOnePlus (Applied BioSystems, Carlsbad, CA, USA) no Laboratério de
Hanseniase (IOC/Fiocruz). O acumulo de fluorescéncia foi analisado em software
especifico (StepOne Software, Applied BioSystems). Os valores de Ct e variacdo Rn
obtidos foram analisados no pacote de programas estatisticos R (Ritz & Spiess,
2008; R Development Core Team, 2017). Além disso, foi construida uma curva-
padrdo, a partir da qual foi possivel estimar o nimero de genomas do bacilo nas
amostras de raspado intradérmico auricular analisadas.

A tabulacdo dos dados foi realizada com o Software Microsoft Excel (Microsoft
Office 365).

3.6. Genotipagem de Polimorfismos (SNPs)
3.6.1. Coleta e Processamento das Amostras
Para realizacdo desta analise, devido ao tempo habil para sua execucdo, o

grupo de estudo foi selecionado através da técnica de amostragem por

conveniéncia.
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Desta forma, foram coletadas amostras de sangue (2,0 mL) de pacientes e
doadores saudaveis, por puncdo venosa, em tubos de sangue BD Vacutainer —
EDTA K2 (4,0 mL) e acondicionadas em freezer a -20°C até o momento do
experimento.

A extracdo do DNA das amostras foi realizada a partir de uma adaptacdo do
Método Salting Out (Miller et al., 1988) (Apéndice IV). Ao final do protocolo de
extracdo, as amostras foram ressuspendidas em 50 uL de Tampéo TE. A avaliacdo
da pureza e da concentracdo de DNA foi realizada por espectrofotometria utilizando
o instrumento NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific, USA). Foi utilizado 1,0 uL
para realizar a avaliagdo da concentracdo de DNA das amostras. Considerou-se
amostras com alto grau de pureza quando as razdes de absorbancia 260/280

apresentaram valores entre 1,8 e 2,0.

3.6.2. Anélise das Amostras

A genotipagem dos SNPs ocorreu pelo sistema TagMan® SNP Genotyping
Assay (Thermo Scientific, USA) de discriminacéo alélica por PCR em Tempo Real,
conforme descrito por nosso grupo (de Sales Marques et al., 2013; Bezerra, 2015).
Neste sistema, um par de primers amplifica a regido onde se encontra o
polimorfismo e a regido polimorfica € detectada por sondas fluorescentes (VIC ou
FAM). Os genotipos foram determinados em fungdo da intensidade de cada
fluorescéncia através da andlise de um gréafico de discriminagéo alélica, conforme
representado na Figura 3.4.

A amplificacdo ocorreu em volume final de 5,0 uL, contendo aproximadamente
40 ng de DNA genbmico. O Master Mix e sondas foram utilizados seguindo as
recomendacdes do fabricante (Thermo Scientific, USA). Os SNPs utilizados no
estudo (PKLR (rs4620533, rs4971072, rs11264355) e OASL (rs3213545)), assim
como a sua localizagdo cromossdmica, estédo indicados na Tabela 3.1. A reacéo foi
programada para 60°C por 30 segundos (Pré-PCR) e 95°C por 10 minutos, seguidos
de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto, finalizando a 60°C por 30
segundos (P6s-PCR). As corridas de PCR foram realizadas no sistema de PCR em
Tempo Real StepOnePlus (Applied BioSystems, Carlsbad, CA, USA) no Laboratorio
de Hanseniase (IOC/Fiocruz) e a discriminacdo alélica foi visualizada em software

especifico (StepOne Software, Applied BioSystems).
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Allelic Discrimination Plot
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Figura 3.4: Representacdo do plot de discriminagéo alélica (Software StepOne 2.1). A caracterizacdo
dos gendtipos é realizada em funcdo da intensidade dos marcadores fluorescentes associados a
cada alelo. Neste caso, o alelo G foi marcado com o fluoréforo FAM e o alelo C com o fluoréforo VIC.
Legenda: Azul (amostras de homozigotos GG), Verde (amostras de heterozigotos CG) e Vermelho
(amostras de homozigotos CC).

Tabela 3.1: Caracterizacéo dos SNPs utilizados na genotipagem em PCR em Tempo Real.

SNP Sequéncia nucleotidica flanqueadora e troca alélica Localizagdo
rs4620533  ACCTTGTCCTGTTCATGAGGAAAGA[C/GJAGCAGGCTAATAGAGCTACATTTCT  Intron (155262613)
rs4971072  TGAGCAGGATCTTGTAATGTGGTGG[A/G]TTTACCCAGGGGATGGACATGATCC  Intron (155273869)
rs11264355  CCCTCAACCCCACCCCATCCTGATA[C/G]TCTCATACTCTTTGATATCCAACAT  Intron (155257492)
rs3213545 TCCCCCTGGTCTGGATGGTGAAGACIA/GJAGAGCATCGGGGACTCTCTGCTCCA  Intron (121033534)
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As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos em casos e controles
foram testadas com o auxilio do teste X? (Qui-quadrado) e foram avaliadas segundo
o Equilibrio de Hardy-Weimberg (HWE). Em seguida, por se tratar de um estudo do
tipo caso-controle pareado, as frequéncias alélicas, genotipicas e de carreadores
entre casos e controles foram calculadas segundo o modelo de regressao logistica
condicional, com ajuste para a co-varidvel sexo. A andlise do estudo utilizou como
medida de associacdo a Odds ratio (OR), com 95% de intervalo de confianca (IC) e
o p valor menor que 0,05 (p<0,05). A OR indica a razao entre a chance de exposi¢céo
ao fator de risco/protecdo em casos e controles. Na condicdo OR=1, a chance entre
casos e controles € a mesma, portanto ndo ha associacdo entre exposicdo e
desfecho. Valores entre 0<OR<1 indicam prote¢do, enquanto valores de OR>1
indicam que a chance esta aumentada em casos, caracterizando a exposicdo como
fator de risco. Todas as andlises foram realizadas no Software R para Windows,
versao 3.1.1 (R Development Core Team, 2017), utilizando os pacotes de funcdes

“genetics” e “coin”.
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4. RESULTADOS
4.1. Epidemiologia da Hanseniase no Municipio de Rio Branco/AC

Informacdes relevantes sobre a doenca no periodo 2006-2016, levantadas junto
a Vigilancia Epidemiolégica Municipal de Rio Branco/AC, foram apresentadas na
Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Dados referentes a hanseniase levantados junto a Vigilancia Epidemiolégica Municipal de
Rio Branco/AC. Fonte: SINAN NET, 2016.

Ano Contatos Contatos  Casos 5 . ..
o i : PB Populagdo T.Deteccdo T.Prevaléncia
Diagndstico  Registrados Examinados Novos

2006 743 40 195 92 103 314127 6,21

2007 an 394 129 63 66  290.639 4,44

2008 514 456 123 68 55 30139 4,08

2009 388 201 104 65 39 305954 3,40

2010 470 305 126 71 55  336.038 3,75

2011 384 295 116 69 47 342299 3,39 29,76

2012 339 257 92 61 31 348354 2,64

2013 193 170 67 47 20 357.19 1,88

2014 146 126 50 40 10 363928 1,37

2015 217 185 5 42 17 370.550 1,59

2016 233 174 61 47 14 377.057 1,62

Total 4098 2603 1122 665 457

Inicialmente, constatou-se que houve 4098 contatos registrados, 2603 contatos
examinados e 1122 casos novos de hanseniase no municipio de Rio Branco/AC no
periodo de 2006 a 2016 (média de 102 casos/ano). Além disso, foi possivel observar
uma flutuacdo no numero de contatos registrados e contatos examinados no
periodo, com uma tendéncia de melhoria do exame de contatos (relacdo contatos
registrados x contatos examinados) nos ultimos anos, principalmente a partir do ano
de 2013 (Tabela 4.1/Figura 4.1).
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Figura 4.1: Namero de contatos registrados, contatos examinados e casos novos da doenga no
municipio de Rio Branco/AC no periodo 2006-2016. Fonte: SINAN NET, 2016. Gréficos: GraphPad

Prism 7.0.

Entre os 1122 casos novos de hanseniase no periodo de 2006 a 2016, 457
pacientes foram classificados como Paucibacilares e 665 pacientes classificados
como Multibacilares. Estes dados foram apresentados na Tabela 4.1/Figura 4.2,
onde foi possivel observar uma reducdo no numero de casos novos da doenca no
periodo estudado (de 195 casos novos em 2006 para 61 casos novos em 2016),

com uma aparente estabilidade nos ultimos anos (a partir de 2013).

Casos Novos de Hanseniase (2006-2016)
200

= Total

@ 1504 -+ Multibacilares
> . .
2 -+ Paucibacilares
8 3
g 1003
M
(&)
[=]
= 50 -

0

2006 2008 2010 2012 2014 2016

Ano

Figura 4.2: Casos novos da doenca no municipio de Rio Branco/AC no periodo 2006-2016,
classificados em Paucibacilar ou Multibacilar. Fonte: SINAN NET, 2016. Gréficos: GraphPad Prism
7.0.
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Além disso, foi possivel calcular a taxa de deteccdo por ano e a taxa de
prevaléncia no periodo (Tabela 4.1). A taxa de detec¢do apresentou uma queda no
periodo estudado (Figura 4.3), mas ainda se mostrava alta no ano de 2016
(1,62/10.000 habitantes). A taxa de prevaléncia acumulada (29,76/10.000
habitantes) no periodo 2006-2016 se apresentou ainda mais critica, sendo

classificada como hiperendémica.

Taxa de Deteccao de Hanseniase (2006-2016)
8-

Taxa de deteccao
(por 10.000 habitantes)
5

0 | | | | 1
2006 2008 2010 2012 2014 2016

Ano

Figura 4.3: Taxa de deteccdo de hanseniase no municipio de Rio Branco/AC no periodo 2006-2016.
Fonte: SINAN NET, 2016. Gréficos: GraphPad Prism 7.0.

4.2. Anélise Espacial da Hanseniase no Municipio de Rio Branco/AC

Inicialmente os bairros do municipio de Rio Branco foram divididos em regionais,
de acordo com o Decreto Municipal n° 674, de 27 de maio de 2014, para fins de
identificagdo. No entanto, os bairros Albert Sampaio, Dom Moacir e Santa Cecilia,
formados a partir de pacientes curados que estiveram internados na Casa de
Acolhida Souza Araujo, ndo estavam incluidos em nenhuma regional. Desta forma,

foi criada uma nova regional com estes bairros, chamada Souza Araujo (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Divisdo dos bairros do municipio de Rio Branco/AC por regionais. Fonte de dados: Secretaria de Vigilancia Epidemioldgica Municipal (SINAN NET,
2016). Mapa: Elaborado com o Software QGIS (2.18.14).

Legenda dos bairros: 1- Distrito Industrial, 2- Loteamento Vila Maria, 3- Mocinha Magalh&es, 4- Loteamento Joafra, 5- Paz, 6- Conquista, 7- Horto Florestal, 8- Vila lvonete/PROCOM/SOLAR, 9-
Loteamento Sao José, 10- Bosque, 11- Baixa da Colina, 12- Casa Nova, 13- Conjunto Guiomard Santos, 14- Conjunto Jardim Tropical, 15- Morada do Sol, 16- Adalberto Aragéo, 17- Cadeia Velha, 18-
Baixa da Cadeia Velha, 19- Raimundo Melo, 20- Placas, 21- Vitéria, 22- Conjunto Oscar Passos, 23- Vila Nova, 24- S&o Francisco, 25- Loteamento Novo Horizonte, 26- Papoco, 27- Base, 28- Centro,
29- Preventorio, 30- Volta Seca, 31- Aeroporto Velho, 32- Ayrton Senna, 33- Sobral, 34- Invasdo da Sanacre, 35- Taquari, 36- Loteamento Praia do Amapa, 37- Triangulo Novo, 38- Quinze, 39- Cidade
Nova, 40- Triangulo Velho, 41- Santa Terezinha, 42- Seis de Agosto, 43- Comara, 44- Vila do DNER, 45- Areial, 46- Mauri Sérgio, 47- Vila Alberto Sampaio, 48- Vila Santa Cecilia, 49- Dom Moacir, 50-
Belo Jardim I, 51- Belo Jardim |, 52- Residencial Rosa Linda, 53- Santa Inés, 54- Loteamento Santo Afonso, 55- Vila da Amizade, 56- Loteamento Santa Helena, 57- Boa Vista, 58- Vila Acre, 59-
Eldorado, 60- Loteamento Jardim S&o Francisco, 61- Chico Mendes, 62- Loteamento Jaguar, 63- Conjunto Ouricuri, 64- Loteamento Santa Luzia, 65- Parque dos Sabias, 66- Conjunto Xavier Maia, 67-
Wanderley Dantas, 68- Alto Alegre, 69- Conjunto Adalberto Sena, 70- Tancredo Neves, 71- Defesa Civil, 72- Montanhés, 73- Jorge Lavocat, 74- Conjunto S&o Francisco, 75- Baixa da Habitasa, 76-
Habitasa, 77- Ceramica, 78- José Augusto, 79- Aviario, 80- Ipase, 81- Capoeira, 82- V.W. Maciel, 83- Gldria, 84- Pista, 85- Boa Unido, 86- Palheral, 87- Placido de Castro, 88- Bahia Velha, 89- Bahia
Nova, 90- Jodo Paulo II, 91- Jodo Eduardo I, 92- Jodo Eduardo I, 93- Floresta Sul, 94- Jardim Nazle, 95- Dom Giocondo, 96- Abrado Alab, 97- Conjunto Castelo Branco, 98- Ivete Vargas, 99- Nova
Esperanca (fragmento), 100- Mauro Bittar - LBA - Vila Betel, 101- Novo Horizonte, 102- Conjunto Habitar Brasil, 103- Residencial José Furtado, 104- Mascarenhas de Morais, 105- 7° BEC, 106- Nova
Esperanca, 107- Conjunto Bela Vista, 108- Jardim América, 109- Jardim Manoel Julido, 110- Boa Esperanga, 111- Isaura Parente, 112- Santa Quitéria, 113- Nova Estac&o, 114- Conjunto Manoel
Julido, 115- Residencial lolanda, 116- Conjunto Esperanga, 117- Doca Furtado, 118- Estagdo Experimental, 119- Conjunto Tangara, 120- Loteamento Isaura Parente, 121- Loteamento dos
Engenheiros, 122- Conjunto Paulo C. de Oliveira, 123- Jardim Europa, 124- Flor de Maio, 125- Geraldo Fleming, 126- Parque das Palmeiras, 127- Jardim de Alah, 128- Residencial Petrépolis, 129-
Conjunto Mariana, 130- Jardim Brasil, 131- Jardim Primavera, 132- Conjunto Rui Lino, 133- Conjunto Tucumad, 134- Campus da Universidade Federal do Acre, 135- Conjunto Universitario, 136- Pedro
Roseno, 137- Chéacara Ipé&, 138- Conjunto Jardim Universitario, 139- Portal da Amazonia, 140- Village Tiradentes, 141- Waldemar Maciel, 142- Calafate, 143- Conjunto Laélia Alcantara.
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A partir de informacdes sobre o nUmero de casos novos de hanseniase e a populacao
por bairros do municipio de Rio Branco/AC, no periodo 2006-2016, foi possivel construir
mapas com 0s casos novos da doenca e as taxas de detec¢cdo média nos triénios 2006-
2008, 2010-2012 e 2014-2016, além das taxas de prevaléncia no periodo 2006-2016. As
analises sobre a doenca foram realizadas individualmente por bairros.

A andlise espacial do niumero de casos novos de hanseniase demonstrou que a
maioria dos bairros do municipio de Rio Branco/AC apresentou casos da doencga no
periodo avaliado, com predominio de 1 a 5 casos da doenca nos bairros (Figura 4.5).
Além disso, foi possivel observar que houve uma reducdo no niamero de casos novos de
hanseniase e do numero de bairros com casos novos da doenga no triénio 2014-2016, em
relacdo aos triénios 2006-2008 e 2010-2012. No entanto, alguns bairros, como Calafate
(n°® 142), Tancredo Neves (n° 70) e Vitéria (n° 21), apresentaram um numero de casos
novos elevados no periodo analisado, mantendo-se alto (6 a 10 casos novos) no triénio
2014-2016. E importante destacar que estes bairros possuem saneamento béasico e
pavimentacdo precérios, com predominio de uma populacdo de baixa renda.
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Figura 4.5: Casos novos de hanseniase por bairros no municipio de Rio Branco/AC nos triénios 2006-2008, 2010-2012 e 2014-2016. Fonte de
dados: Secretaria de Vigilancia Epidemiolégica Municipal (SINAN NET, 2016). Mapas: Elaborados com o Software QGIS (2.18.14).
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A analise espacial da taxa de deteccdo meédia de hanseniase demonstrou que
houve uma reducéo destes indices nos bairros do municipio de Rio Branco/AC ao
longo do periodo avaliado, sendo mais evidente no triénio 2014-2016. No entanto,
muitos bairros ainda foram classificados como hiperendémicos para a doenca, com
destaque mais uma vez para os bairros do Calafate (n° 142), Tancredo Neves (n°
70) e Vitéria (n° 21). Este quadro se apresentou tanto na taxa de deteccdo média
bruta (Figura 4.6a) quanto na taxa de deteccdo média suavizada pelo Método
Bayesiano Empirico Local (Figura 4.6b), que mostrou um perfil ainda mais
preocupante em relacdo a doenca.

A partir da Tabela 4.2, foi possivel observar que a taxa de detec¢cao média bruta
no Triénio 2006-2008 foi muito elevada, onde mais da metade dos bairros (51,85%)
se apresentavam como hiperendémicos. No triénio 2010-2012 houve uma reducéo
neste quadro, mas ainda quase a metade dos bairros apresentou uma endemicidade
muito alta ou hiperendémica (3,70 % e 43,71%, respectivamente). Somente no
triénio 2014-2016 foi possivel observar uma reducéo consideravel da endemicidade
da doenca. No entanto, muitos bairros (27,41%) ainda se mostravam
hiperendémicos para a hanseniase. Quando analisada a taxa de deteccdo média
suavizada pelo Método Empirico Bayesiano Local, foi possivel observar que os
valores se mostraram ainda mais expressivos, por levar em consideragcdo a

vizinhanca para realizar o calculo da taxa de detec¢édo daquele bairro.

Tabela 4.2: Classificacdo da taxa de detec¢cdo média (por 10.000 habitantes) bruta e suavizada da
doenca por bairros no municipio de Rio Branco/AC. Fonte de dados: Secretaria de Vigilancia
Epidemioldgica Municipal (SINAN NET, 2016).

Classificacao da Taxa de Deteccdo Média Bruta de Hanseniase (Bairros (%))

Baixa Média Alta Muito Alta Hiperendémica
Triénio 2006-2008
61 (45,19) 0 (0) 0 (0) 4 (2,96) 70 (51,85)
Triénio 2010-2012
71 (52,59) 0 (0) 0 (0) 5 (3,70) 59 (43,71)
Triénio 2014-2016
88 (65,19) 0 (0) 5 (3,70) 5 (3,70) 37 (27,41)
Classificacao da Taxa de Deteccdo Média Suavizada de Hanseniase (Bairros (%))
Baixa Média Alta Muito Alta Hiperendémica
Triénio 2006-2008
8 (5,93) 0 (0) 2 (1,48) 4 (2,96) 121 (89,63)
Triénio 2010-2012
13 (9,63) 3(2,22) 7 (5,19) 28 (20,74) 84 (62,22)
Triénio 2014-2016
30 (22,22) 15 (11,11) 18 (13,33) 29 (21,48) 43 (31,86)
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Figura 4.6: Taxa de deteccdo média de hanseniase (por 10.000 habitantes) por bairros no municipio de Rio
Branco/AC nos triénios 2006-2008, 2010-2012 e 2014-2016. a) Taxa de detec¢do bruta. b) Taxa de deteccdo
suavizada pelo Método Bayesiano Empirico Local. Fonte de dados: Secretaria de Vigilancia Epidemiologica

Municipal (SINAN NET, 2016). Mapas: Elaborados com o Software QGIS (2.18.14).
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A analise da taxa de deteccdo média a partir de histogramas possibilitou ter uma
visdo mais clara deste quadro, onde nos triénios 2006-2008 e 2010-2012 alguns
bairros apresentam taxa de deteccao (por 10.000 habitantes) muito alta, com taxa de
deteccdo média de até 152 casos/10.000 habitantes (Conjunto Rui Lino (n° 132)),
guando comparadas ao triénio 2014-2016. Isso pode ser reflexo de uma reducéo no
namero de casos novos da doenca ou de um aumento da populagcédo daquele bairro.
Este quadro apresentou uma redugdo no triénio 2014-2016, mas varios bairros
(Distrito Industrial (n° 01), Vila lvonete/PROCOM/SOLAR (n° 08), Bahia Velha (n°
88), Santa Cecilia (n° 48), Jodo Paulo Il (n° 90), Cadeia Velha (n° 17), Sobral (n° 33),
Abra&o Alab (n° 96), Tancredo Neves (n° 70), Conquista (n° 06), Mocinha Magalhaes
(n® 03), Baixa da Habitasa (n°® 75)), ainda apresentaram hiperendemicidade com
valores superiores a 10 casos/10.000 habitantes. Além disso, foi possivel perceber
um aumento na frequéncia de bairros que ndo apresentaram taxa de deteccédo da
doenca (igual a zero) no triénio 2014-2016, ocorrendo em cerca de 80% dos bairros
(Figura 4.7a). Isso pode refletir uma auséncia de casos novos de hanseniase no
periodo avaliado ou indicar uma deficiéncia no diagnostico clinico da doenca pelos
servicos de saude nos ultimos anos. Estes dados se apresentam ainda mais
expressivos quando suavizados pelo Método Bayesiano Empirico Local (Figura
4.7b).
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Figura 4.7: Histograma apresentando a frequéncia percentual da taxa de deteccdo média de hanseniase (por 10.000 habitantes) no municipio de Rio
Branco/AC nos triénios 2006-2008, 2010-2012 e 2014-2016. a) Frequéncia da taxa de deteccdo bruta. b) Frequéncia da taxa de deteccdo suavizada
pelo Método Bayesiano Empirico Local. Fonte de dados: Secretaria de Vigilancia Epidemiologica Municipal (SINAN NET, 2016). Graficos: GraphPad

Prism 7.0.
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Quando calculadas as medidas sumarias (média, desvio padréo, erro padrao,
IC < 95%, IC > 95%) (Tabela 4.3) e construidos os boxplots (Figura 4.8) para a taxa
de deteccdo média da doenca ao longo dos triénios analisados, foi possivel observar
uma reducdo tanto para a taxa de deteccdo bruta quanto para a taxa de deteccao
suavizada.

Tabela 4.3: Medidas sumdrias para a taxa de deteccdo média (por 10.000 habitantes) bruta e
suavizada da doenca no municipio de Rio Branco/AC nos triénios 2006-2008, 2010-2012 e
2014-2016. Fonte de dados: Secretaria de Vigilancia Epidemiolégica Municipal (SINAN NET, 2016).
Legenda: IC (Intervalo de confianga).

Taxa de Deteccédo Bruta de Hanseniase

Média Desvio Padrao Erro Padréao IC < 95% IC > 95%
Triénio 2006-2008
16,73 26,51 2,28 12,22 21,24
Triénio 2010-2012
9,98 19,41 1,67 6,68 13,29
Triénio 2014-2016
2,67 4,92 0,42 1,83 3,50
Taxa de Deteccdo Suavizada de Hanseniase
Média Desvio Padrao Erro Padréao IC < 95% IC > 95%
Triénio 2006-2008
17,46 16,57 1,43 14,64 20,28
Triénio 2010-2012
11,32 15,39 1,32 8,70 13,94
Triénio 2014-2016
2,90 2,92 0,25 2,40 3,39
a) Boxplot b) Boxplot
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Figura 4.8: Boxplots da taxa de deteccdo média de hanseniase (por 10.000 habitantes) no municipio
de Rio Branco/AC nos triénios 2006-2008, 2010-2012 e 2014-2016. a) Taxa de deteccdo bruta. b)
Taxa de deteccdo suavizada pelo Método Bayesiano Empirico Local. Fonte de dados: Secretaria de
Vigilancia Epidemiolégica Municipal (SINAN NET, 2016). Graficos: GraphPad Prism 7.0.
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A analise espacial da taxa de prevaléncia acumulada de hanseniase nos bairros
do municipio de Rio Branco/AC no periodo 2006-2016 apresentou a maioria dos
bairros como hiperendémicos, endemicidade muito alta ou alta para a doenca. Mais
uma vez foi observado que os bairros do Calafate (n° 142), Tancredo Neves (n° 70)
e Vitéria (n° 21) apresentaram hiperendemicidade para a doenca. Este quadro foi
observado na prevaléncia bruta (Figura 4.9a) e intensificado na prevaléncia
suavizada pelo Método Bayesiano Empirico Local (Figura 4.9b).

A partir da Tabela 4.4, foi possivel observar que a taxa de prevaléncia
acumulada bruta no periodo 2006-2016 foi classificada como alta (12,59%), muito
alta (12,59%) ou hiperendémica (37,05%). Quando analisada a taxa de prevaléncia
acumulada suavizada pelo Método Empirico Bayesiano Local, foi possivel observar
mais uma vez um quadro critico, com endemicidade alta (22,96%), muito alta
(24,44%) ou hiperendémica (39,26%).

Tabela 4.4: Classificacdo da taxa de prevaléncia acumulada (por 10.000 habitantes) bruta e
suavizada da doenca por bairros no municipio de Rio Branco/AC. Fonte de dados: Secretaria de
Vigilancia Epidemiolégica Municipal (SINAN NET, 2016).

Classificacdo da Taxa de Prevaléncia Bruta de Hanseniase (Bairros (%))

Baixa Média Alta Muito Alta Hiperendémica
46 (34,07) 5 (3,70) 17 (12,59) 17 (12,59) 50 (37,05)
Classificacdo da Taxa de Prevaléncia Suavizada de Hanseniase (Bairros (%))
Baixa Média Alta Muito Alta Hiperendémica
3(2,22) 15 (11,11) 31 (22,96) 33 (24,44) 53 (39,26)

A andlise da taxa de prevaléncia acumulada demonstrou uma prevaléncia
elevada para a doenca (alta, muito alta ou hiperendémica) no periodo avaliado, com
valores de taxa de prevaléncia de até 149 casos/10.000 habitantes (Figura 4.10a). A
taxa de prevaléncia suavizada pelo Método Bayesiano Empirico Local apresentou
uma menor frequéncia de zeros (bairros sem casos novos da doenca) se comparada
a taxa bruta de prevaléncia (Figura 4.10b). Isso ocorreu devido ao fato de o valor
estimado ser baseado nos bairros vizinhos (vizinhanca de 4° grau). Mesmo assim,

muitos bairros permaneceram como hiperendémicos para a doenca.
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Figura 4.9: Taxa de prevaléncia de hanseniase acumulada (por 10.000 habitantes) por bairros no municipio de Rio
Branco/AC no periodo 2006-2016. a) Prevaléncia bruta. b) Prevaléncia suavizada pelo Método Bayesiano Empirico
Local. Fonte de dados: Secretaria de Vigilancia Epidemiologica Municipal (SINAN NET, 2016). Mapas: Elaborados

com o Software QGIS (2.18.14).
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Figura 4.10: Histograma apresentando a frequéncia percentual da taxa de prevaléncia acumulada de hanseniase (por 10.000 habitantes) no municipio
de Rio Branco/AC no periodo 2006-2016. a) Frequéncia da taxa de deteccao bruta. b) Frequéncia da taxa de deteccao suavizada pelo Método
Bayesiano Empirico Local. Fonte de dados: Secretaria de Vigilancia Epidemiologica Municipal (SINAN NET, 2016). Gréficos: GraphPad Prism 7.0.
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Foi possivel observar que os valores de medidas sumarias (média, desvio
padrao, erro padrao, IC < 95%, IC > 95%) para a taxa de prevaléncia acumulada da
doenca no periodo 2006-2016 ndo apresentam grandes diferencas em relacdo a

taxa de deteccéo bruta e a taxa de deteccdo suavizada (Tabela 4.5).

Tabela 4.5: Medidas sumarias para a taxa de prevaléncia acumulada (por 10.000 habitantes) bruta e
suavizada da doenca no municipio de Rio Branco/AC no periodo 2006-2016. Fonte de dados:
Secretaria de Vigilancia Epidemiolégica Municipal (SINAN NET, 2016). Legenda: IC (Intervalo de
confianca).

Taxa de Prevaléncia Bruta de Hanseniase (2006-2016)

Média Desvio Padrao Erro Padrao IC < 95% IC > 95%

19,11 26,74 2,3 14,56 23,67
Taxa de Prevaléncia Suavizada de Hanseniase (2006-2016)

Média Desvio Padréao Erro Padrao IC < 95% IC > 95%

20,98 22,07 1,90 17,22 24,74

Os boxplots da taxa de prevaléncia acumulada da doenca no periodo 2006-2016
também nédo apresentaram grande diferenca entre a taxa de detec¢do bruta e a taxa
de deteccgédo suavizada (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Boxplots da taxa de prevaléncia acumulada de hanseniase (por 10.000 habitantes) no
municipio de Rio Branco/AC no periodo 2006-2016. a) Taxa de prevaléncia bruta. b) Taxa de
prevaléncia suavizada pelo Método Bayesiano Empirico Local. Fonte de dados: Secretaria de
Vigilancia Epidemiolégica Municipal (SINAN NET, 2016). Graficos: GraphPad Prism 7.0.
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4.3. Diagnostico Sorolégico para a Hanseniase

Para a avaliagcdo dos testes rapidos (NDO-LID e ML-Flow (PGL-1)), foram
utilizadas amostras de 150 pacientes (110 multibacilares e 40 paucibacilares), 119
contatos intradomiciliares e 89 controles. Destes, 53,6% (59/110) foram positivos em
pacientes multibacilares e 22,5% (9/40) em pacientes paucibacilares. Além disso,
37% (44/119) dos testes foram positivos em contatos e 30,3% (27/89) positivos em

controles, conforme Tabela 4.6.

Tabela 4.6: Classificagdo dos testes rapidos NDO-LID e ML-Flow (PGL-1) de pacientes
(multibacilares e paucibacilares), contatos e controles para hanseniase.

Testes Rapidos
Multibacilares (%) Paucibacilares (%) Contatos (%)  Controles (%)
Positivos 59(53,6) 9(22,5) 44 (37) 27(30,3)
Negativos 51(46,4) 31(77.5) 75(63) 62(69,7)
Total 110 (100) 40 (100) 119 (100) 89 (100)

Além disso, os testes rapidos de pacientes e contatos foram analisados quanto
ao tratamento da doenca (pacientes tratados, em tratamento ou ndo-tratados).

Foi observado que os pacientes multibacilares n&o-tratados (100%) e em
tratamento (61,8%), em sua maioria na fase inicial do tratamento (0 a 3 meses),
apresentaram alta positividade para os testes rapidos. Por outro lado, a maioria dos
pacientes multibacilares tratados (51,4%) e paucibacilares tratados (86,2%) foi
negativa para os testes rapidos utilizados (Tabela 4.7). No entanto, cabe destacar a
alta positividade (48,6%) dos testes rapidos de pacientes multibacilares tratados.

Tabela 4.7: Testes rapidos NDO-LID e ML-Flow (PGL-1) de pacientes (multibacilares e
paucibacilares) tratados, em tratamento e ndo-tratados para a hanseniase.

Testes Rapidos
Pacientes (MB) Pacientes (PB)
Tratados (%) ~ Emdtratamento (%) Nao-tratados (%) Tratados(%) Emtratamento (%) Nao-tratados (%)
Positivos 3(430) 21(618) 2(100) 4(138) 5(459) 0
Negativos B(51.4) 332 0(0) 25(%,) 6(545) 0
Tota 78 (100 (100 2(100) (100 11100 0

59



Em relacdo aos testes rapidos avaliados em contatos, foi observado que a
maioria dos contatos de pacientes multibacilares n&o-tratados (100%) e em
tratamento (57,1%) foi positiva. Enquanto isso, a maior parte dos testes rapidos de

contatos de pacientes multibacilares tratados (74,4%) foi negativa (Tabela 4.8).

Tabela 4.8: Testes rapidos NDO-LID e ML-Flow (PGL-1) de contatos positivos e negativos para a
hanseniase.

Testes Rapidos
Pacientes (MB) Pacientes (PB)
Tratados (%)  Emtratamento(%] Ndo-tratados (%]  Tratados(’%) Emtratamento (%] Nao-tratados (%)
Contatos Positives ~~ 21(25,) 16(571) 7(100 0(0) 0(0) 0
Contatos Negativos ~ 61(744) /29 0(0) 1(100) 1{100) 0
Tot n () 7(100) 1(100) 1(100) 0

Devido ao fato de as amostras e 0s grupos de estudo serem diferentes em
relacdo aos testes rapidos avaliados, foram apresentados a seguir os resultados
individuais de cada teste.

Foram realizados testes rapidos NDO-LID em 114 pacientes (81 multibacilares e
33 paucibacilares) e 35 contatos intradomiciliares. Destes, 46,9% (38/81) foram
positivos em pacientes multibacilares e 15,2% (5/33) em pacientes paucibacilares.

Além disso, 28,6% (10/35) dos testes foram positivos em contatos (Tabela 4.9).

Tabela 4.9: Classificacdo dos testes rapidos NDO-LID de pacientes (multibacilares e paucibacilares) e
contatos para a hanseniase.

Testes Rapidos (NDO/LID)
Multibacilares (%) Paucibacilares (%) Contatos (%)

Positivos 38(46,9) 5(15,2) 10(28,6)
Negativos 43 (53,1) 28 (84,8) 25(71,4)
Total 81(100) 33(100) 35(100)
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Os testes positivos para pacientes multibacilares (46,9%) foram classificados de
acordo com sua positividade: 4,9% alta (+3), 18,5% média (+2) e 23,5% baixa (+1).
Em relac&o aos testes positivos para pacientes paucibacilares (15,2%) e aos testes
positivos para o0s contatos (28,6%), todos apresentaram positividade baixa (+1)
(Figura 4.12).

Classificacdo dos Testes Rapidos (NDO-LID)

B Multibacilares
P Paucibacilares

53.1 Contatos

84,8

Score (Leitura Visual)

+14 28,6
0 71,4

0 20 40 60 80 100
Percentual (%)

Figura 4.12: Classificacdo dos testes rdpidos NDO-LID de pacientes (multibacilares e paucibacilares)
e contatos para hanseniase. Score: Negativo (0), Positividade baixa (+1), Positividade média (+2),
Positividade alta (+3). Graficos: GraphPad Prism 7.0.

Posteriormente, foram realizados testes rapidos ML-Flow (PGL-1) em 36
pacientes (29 multibacilares e 7 paucibacilares), 84 contatos intradomiciliares e 89
controles. Destes, 72,4% (21/29) foram positivos em pacientes multibacilares e
57,1% (4/7) em pacientes paucibacilares. Além disso, 40,5% (34/84) dos testes
foram positivos em contatos e 30,3% (27/89) positivos em controles, conforme
Tabela 4.10.
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Tabela 4.10: Classificacdo dos testes rapidos ML-Flow (PGL-1) de pacientes (multibacilares e
paucibacilares), contatos e controles para hanseniase.

Testes Rapidos (ML-Flow (PGL-1))
Multibacilares (%) Paucibacilares (%) Contatos(%)  Controles (%)

Positivos 21(72,4) 4(57,1) 34(40,5) 27(30,3)
Negativos 8(27,6) 3(42,9) 50(59,5) 62(69,7)
Total 29(100) 7(100) 84(100) 89(100)

Quando realizada a analise dos testes positivos para pacientes multibacilares
(72,4%), eles foram classificados de acordo com sua positividade em: 20,7% muito
alta (+4), 13,8% alta (+3), 17,2% média (+2) e 20,7% baixa (+1). Em relacdo aos
57,1% dos testes positivos para pacientes paucibacilares, eles foram classificados
de acordo com sua positividade em: 14,3% alta (+3), 14,3% média (+2) e 28,5%
baixa (+1). Ja os 40,5% dos testes positivos para contatos, 4,8% apresentaram
positividade alta (+3), 11,9% positividade média (+2) e 23,8% positividade baixa
(+1). De 30,3% dos testes positivos para os controles, 3,3% apresentaram
positividade média (+2) e 27% positividade baixa (+1) (Figura 4.13). Foi possivel
observar que os testes rapidos que apresentavam maior positividade eram de
pacientes multibacilares e paucibacilares que ndo haviam iniciado o tratamento ou
gue estavam no inicio do tratamento (até trés meses). Enquanto isso, 0s pacientes
gue ja haviam concluido o tratamento, apresentaram positividade baixa ou eram
negativos para o teste rapido. O mesmo quadro foi observado para os testes rapidos
NDO-LID.
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Classificacao dos Testes Rapidos (ML-Flow (PGL-1))
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Figura 4.13: Classificagdo dos testes rapidos ML-Flow (PGL-1) de pacientes (multibacilares e
paucibacilares), contatos e controles para hanseniase. Score: Negativo (0), Positividade baixa (+1),
Positividade média (+2), Positividade alta (+3), Positividade muito alta (+4). Gréficos: GraphPad Prism
7.0.

Para os testes rapidos ML-Flow (PGL-1), devido a presenca do grupo controle
no estudo, foi possivel avaliar sua eficacia para o grupo de pacientes multibacilares
(Tabela 4.11) e paucibacilares (Tabela 4.12).

Tabela 4.11: Avaliagdo dos testes rapidos ML-Flow (PGL-1) utilizados no estudo no grupo de
pacientes multibacilares. Legenda: VPP (Valor Preditivo Positivo), VPN (Valor Preditivo Negativo).

SENSIBILIDADE

ESPECIFICIDADE

VPP

VPN

Acuracia

72,4%

69,7%

43,8%

88,6%

70,3%

Tabela 4.12: Avaliagdo dos testes rapidos ML-Flow (PGL-1) utilizados no estudo no grupo de

pacientes paucibacilares. Legenda: VPP (Valor Preditivo Positivo), VPN (Valor Preditivo Negativo).

SENSIBILIDADE

ESPECIFICIDADE

VPP

VPN

Acuracia

57,1%

69,7%

12,9%

95,4%

68,8%
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4.4. Diagnoéstico Molecular da Hanseniase

A caracterizacdo dos pacientes com hanseniase que participaram do estudo de
diagnostico molecular (QPCR) foi apresentada na Tabela 4.13, onde a maioria dos
pacientes residia no municipio de Rio Branco, era do sexo masculino, possuia etnia

mestica e era classificada como multibacilar.

Tabela 4.13: Caracterizacdo dos pacientes com hanseniase que participaram do estudo de
diagnéstico molecular (QPCR). Legenda: SD (Desvio Padrao).

Caracterizagcao dos pacientes com Hanseniase
Casos (n=213)

Idade (média (SD)) 49 (17,2)
Localidade

Rio Branco (n (%)) 131 (61,5)
Municipios/AC (n (%)) 76 (35,68)
Outros Estados (n (%)) 6(2,82)
Sexo

Masculino (n (%)) 140 (65,73%)
Feminino (n (%)) 73 (34,27%)
Etnia

Caucasianos (n (%)) 40 (18,78%)
Mesticos (n (%)) 164 (77%)
Negros (n (%)) 05 (2,35%)
Indigenas (n (%)) 04 (1,87%)
Classificagdo OMS

Multibacilar (n,(%)) 154 (72,30%)
Paucibacilar (n,(%)) 59 (27,70%)
Baciloscopia

Positiva (n (%)) 81(38,03%)
Negativa (n (%)) 132 (61,97%)

Para a analise molecular do DNA de M. leprae foram processadas 213 amostras
de pacientes (146 multibacilares e 67 paucibacilares) e 213 amostras de contatos
intradomiciliares, conforme Tabela 4.14. A partir da andlise das amostras através da
PCR em tempo real quantitativa (QPCR) para o gene 16 S, 15,8% (23/146) se
mostraram positivas em pacientes multibacilares e 1,5% (01/67) em pacientes
paucibacilares. Além disso, 2,4% (05/213) das amostras de contatos
intradomiciliares se mostraram positivas. As demais amostras analisadas se

mostraram negativas para a PCR, sendo 84,2% (123/146) em pacientes
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multibacilares, 98,5% (66/67) em pacientes paucibacilares e 97,6% (208/213) em

contatos intradomiciliares.

Tabela 4.14: Amostras de pacientes e contatos para hanseniase analisadas pela gPCR.

PCR em Tempo Real Quantitativa (qPCR)

Multibacilares (%) Paucibacilares (%) Contatos (%)
Positivos 23 (15,8) 1(1,5) 5(2,4)
Negativos 123 (84,2) 66 (98,5) 208 (97,6)
Total 146 (100) 67 (100) 213 (100)

O grupo de estudo de hanseniase compreendeu um grupo retrospectivo
(pacientes cadastrados e contatos anteriores a 2016) e um grupo prospectivo (casos
novos e contatos entre 2016 e 2017) para a doenca. A partir da Tabela 4.15, é
possivel observar que das 29 amostras positivas para a qPCR, 22 amostras eram do
grupo prospectivo (75,9%) e 07 amostras do grupo retrospectivo (24,1%) para a
doenca.

Tabela 4.15: Amostras de pacientes e contatos para hanseniase, agrupadas em relacao ao grupo de
estudo retrospectivo (anterior a 2016) e prospectivo (2016-2017), analisadas pela gPCR.

PCR em Tempo Real Quantitativa (gPCR)

Grupo Retrospectivo Grupo Prospectivo
Multibaclares %) ~ Paucibacilares (%) ~ Contatos (%)  Multibacilares (%) Paucibacilares %) ~ Contatos (%)
Positivos 439 0(0) 321) 19(475) 19) 2029
Negativos 102(%, %(100) 11979 (529 10(%09 67971
Total 105(100) 55(100) 104100 0100 n) ()

Na Figura 4.14, foi apresentada a relacdo existente entre a qPCR e a
baciloscopia dos pacientes avaliados para a hanseniase. Das 22 amostras positivas
para a qPCR do grupo de estudo prospectivo, € importante destacar que 86,4%
(19/22) das amostras eram de pacientes multibacilares, sendo 89,5% (17/19) de
pacientes positivos para a baciloscopia (06 pacientes nao-tratados e 11 pacientes
gue iniciaram o tratamento até trés meses quando da coleta das amostras) e 10,5%
(2/19) de pacientes negativos para a baciloscopia (02 pacientes que iniciaram o
tratamento até trés meses quando da coleta das amostras). Além disso, foi
observado que 4,5% (1/22) das amostras de pacientes paucibacilares (baciloscopia

negativa) e 9,1% (2/22) das amostras de contatos intradomiciliares (contatos de
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pacientes nao-tratados) foram positivas para a gPCR no grupo de estudo
prospectivo. Os pacientes do grupo prospectivo que foram negativos para a gPCR
(21 multibacilares e 10 paucibacilares) estavam em tratamento ha mais de seis

meses quando da coleta das amostras.

a) Baciloscopia Baciloscopia
+ - + -
PCR + 02 qPCR + 01
- 07 14 - 0 10
Multibacilar Paucibacilar
b) : : : .
Baciloscopia Baciloscopia
+ - + -
qpcR T 0 qPCR T 0
- 47 55 - 0 56
Multibacilar Paucibacilar

Figura 4.14: Relagéo entre a gPCR e a baciloscopia dos pacientes avaliados para a hanseniase. a)
Pacientes multibacilares e paucibacilares do grupo prospectivo (2016-2017). b) Pacientes
multibacilares e paucibacilares do grupo retrospectivo (anteriores a 2016).

Em relacdo as 04 amostras positivas para a qPCR do grupo de estudo
retrospectivo (positivas para a baciloscopia), 02 amostras eram de pacientes
curados que tiveram a doenca na década de 1970 e 02 amostras eram de pacientes
curados que tiveram a doenca em 2014. Os 03 contatos intradomiciliares positivos
para a gPCR do grupo de estudo retrospectivo eram contatos de pacientes curados
que tiveram a doenca na década de 1970. Os pacientes do grupo retrospectivo que
foram negativos para a qPCR (102 multibacilares e 56 paucibacilares), ja haviam
concluido o tratamento quando da coleta das amostras.

Estas relacdes ficaram mais claras quando observamos a positividade da qPCR

em relacdo a fase de tratamento dos pacientes com a doenca (Tabela 4.16).
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Tabela 4.16: Amostras de pacientes (multibacilares e paucibacilares) analisadas pela qPCR em
relacdo a fase de tratamento para a hanseniase.

PCR em Tempo Real Quantitativa (9PCR)

Pacientes (MB) Pacientes (PB|
Tratamento (meses|
Faseinicial (0¢3) Fase Final (6<12) Fase Posterior (>12) Fase inicial (0¢3) Fase Final (6$12) Fase Posterior (>12)
Positivos 0 0 4 l 0 0
Negativos 0 il 10 0 10 %
Tota 19 il 106 1 10 5%

Posteriormente, foram analisados os contatos positivos para a qPCR, onde foi
possivel observar que 40% (2/5) dos contatos eram de pacientes multibacilares néo-
tratados e 60% (3/5) eram contatos de pacientes multibacilares tratados (Tabela
4.17). Merece destaque o elevado numero de contatos negativos de pacientes

multibacilares ndo-tratados (95,7%).

Tabela 4.17: Amostras de contatos para a hanseniase analisadas pela gPCR em relagdo aos
pacientes (multibacilares e paucibacilares) tratados e nao-tratados.

PCR em Tempo Real Quantitativa (qPCR)

Pacientes (MB) Pacientes (PB)
Tratados (%) Nao-tratados (%)  Tratados (%)  Nao-tratados (%)
Contatos Positivos 3(2,6) 2(43) 0(0) 0(0)
Contatos Negativos 111(97,4) 45(95,7) 51(100) 1(100)
Total 114 (100) 47 (100) 51 (100) 1(100)
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4.5. Anélise Molecular de Polimorfismos para a Hanseniase (Genotipagem de
SNPs)

Para a andlise molecular de polimorfismos foram processadas 157 amostras de
pacientes para a hanseniase e 611 amostras de doadores saudaveis. Os individuos
desta pesquisa foram classificados segundo o sexo (masculino e feminino), a etnia
(Caucasianos (brancos), Mesticos (pardos e amarelos), Negros (pretos) e Indigenas)
e a classificacdo operacional da doenca (multibacilar e paucibacilar). A

caracterizacéo da populacéo de estudo esta descrita na Tabela 4.18.

Tabela 4.18: Caracterizacdo da populacdo (Casos x Controles) utilizada no estudo da genotipagem
de SNPs. Legenda: SD (Desvio Padréo).

Populagdo de Rio Branco/AC

Controles (n=611) Casos (n=157)
Idade (média (SD)) 31(9) 49 (16,9)
Sexo
Masculino (n (%)) 389 (63,7%) 98 (62,4%)
Feminino (n (%)) 222 (33,3%) 59 (37,6%)
Etnia
Caucasianos (n (%)) 92 (15,1%) 20(12,7%)
Mesticos (n (%)) 513 (83,9%) 128 (81,6%)
Negros (n (%)) 06 (1,0%) 05(3,2%)
Indigenas (n (%)) 0(0%) 04 (2,5%)
Classificagao OMS
Multibacilar (n (%)) - 120 (76,4%)
Paucibacilar (n (%)) - 37(23,6%)

A partir da genotipagem de SNPs, como resultado da regresséo logistica e de
sua correcdo para a co-variavel sexo, apresentados nas tabelas a seguir, foi possivel
observar que n&o houve uma diferenca significativa entre as frequéncias dos

genatipos e alelos no grupo de casos e controles.
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A analise do SNP rs4620533 (C>G), referente ao gene PKLR, mostrou que as
frequéncias alélicas e genotipicas ndo sofreram desvio de Hardy-Weinberg (HWE)
em casos (x>=0.30, p=0.58) e controles (x?=0.05, p=0.80). Conforme Tabela 4.19,
este SNP ndo apresentou uma associacao significativa entre casos e controles
(gendtipo CG (OR*=1,11, p=0,60), genodtipo GG (OR*=1,16, p=0,57), alelo G
(OR*=1,08, p=0,65), carreador G (OR*=1,12, p=0,53)).

Tabela 4.19: Frequéncias alélicas e genotipicas do SNP rs4620533 (gene PKLR) em casos e
controles do municipio de Rio Branco/AC, relativas ao estudo de associacdo com a hanseniase.
Legenda: IC (Intervalo de confianca), OR (Razao das chances).

. CASO | CONTROLE| OR OR* .
SNP Genotipo/Alelo | CASC. Noass | pemon | €% | (pymon | 1695%
cc 61(037) | 170035)
111 111
CcG 75045) | 233048) | g (0751641 | G | 1074165
PKLR GG 29 (0.18) 85 (0.17) égi [0.62-175] g};.? [0.68-1.99]
rs4620533 (0.84) (0.57)
c>G
Alelo C 197 (060) | 573(059)
104 108
Alelo G 133040) | 403041) | o5 072149 | o | 75157
Carreador G 104(063) | 318(0.65) 109 1 1976 158 1.12 [0.77-1.63]
: : (0.62) 761, (0.53) 77

*correcao para a co-variavel sexo.
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A andlise do SNP rs4971072 (A>G), referente ao gene PKLR, mostrou que as
frequéncias alélicas e genotipicas estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
em casos (x?=0.00017, p=0.98) e controles (x?=0.26, p=0.60). Este SNP nédo
apresentou uma associacao significativa entre casos e controles (genotipo AG
(OR*=0,94, p=0,81), gendtipo GG (OR*=1,10, p=0,71), alelo G (OR*=1,04, p=0,81),
carreador G (OR*=0,99, p=0,97)), conforme Tabela 4.20.

Tabela 4.20: Frequéncias alélicas e genotipicas do SNP rs4971072 (gene PKLR) em casos e

controles do municipio de Rio Branco/AC, relativas ao estudo de associagdo com a hanseniase.
Legenda: IC (Intervalo de confianca), OR (Razéo das chances).

o CASO CONTROLE OR o OR* o7 =
SNP Gendtipo/Alelo N = 165 N = 488 (o valor) IC 95% (p valor) IC 95%
AA 40 (0.26) 133(0.27)
AG 77 (0.51) 235(0.49) (g%) [0.59-1.42] (ggi) [0.60-1.47]
0.99 1.10
GG 35(0.23 116 (0.24 05916 0.64-1.88
rs4971072
A>G
Alelo A 157 (0 52) 501 (052)
Alelo G 147 (0.48) 467 (0.48) (ggg) [0.69-1.43] (ng) [0.71-152]
Carreador G 112 (0.74) 351(0.73) (g'?i) [0.62-1.42] (g'g% [0.65-1.51]

*correcao para a co-variavel sexo.
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A andlise do SNP rs11264355 (C>G), referente ao gene PKLR, mostrou que as
frequéncias alélicas e genotipicas ndo sofreram desvio de Hardy-Weinberg (HWE)
em casos (x?>=6.10%, p=0.99) e controles (x°=0.14, p=0.70). Conforme Tabela 4.21,
este SNP ndo apresentou uma associacdo significativa entre casos e controles
(gendtipo CG (OR*=1,01, p=0,92), genodtipo GG (OR*=1,24, p=0,44), alelo G
(OR*=1,09, p=0,64), carreador G (OR*=1,06, p=0,72)).

Tabela 4.21: Frequéncias alélicas e genotipicas do SNP rs11264355 (gene PKLR) em casos e

controles do municipio de Rio Branco/AC, relativas ao estudo de associagcdo com a hanseniase.
Legenda: IC (Intervalo de confianca), OR (Razéo das chances).

" CASO CONTROLE OR o OR* o=
SNP Gendtipo/Alelo N =165 N =488 (p valon) IC 95% (p valor) IC 95%
cc 62 (0.39) 198 0.37)
1.03 1.01
CG 75(0.47) 247 (0.47) (0.87) [0.70-1.51] (0.92) [0.68-1.50]
1.09 124
PKLR GG 24 (0.15) 84 (0.16) [0.64-1.87] 0.70-2.20
rs11264355 0.73) (0.44) [ ]
C>G
Alelo C 199 (0.62) 643 (0.61)
Alelo G 123 (0.38) 415 (0.39) (égj) [0.72-1.50] (;g?l) [0.75-1.58]
Carreador G 99 (0.63) (0.65) (Sgg} [0.72-1.50] (;gg) [0.73-1.55]

*correcao para a co-variavel sexo.
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A analise do SNP rs3213545 (G>A), referente ao gene OASL, mostrou que as
frequéncias alélicas e genotipicas estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
em casos (x?=0.53, p=0.46) e controles (x>=0.24, p=0.62). Este SNP n&o apresentou
uma associacdo significativa entre casos e controles (genotipo GA (OR*=0,90,
p=0,61), gendtipo AA (OR*=0,68, p=0,26), alelo A (OR*=0,85, p=0,44), carreador A
(OR*=0,85, p=0,42)), conforme Tabela 4.22.

Tabela 4.22: Frequéncias alélicas e genotipicas do SNP rs3213545 (gene OASL) em casos e

controles do municipio de Rio Branco/AC, relativas ao estudo de associagcdo com a hanseniase.
Legenda: IC (Intervalo de confianca), OR (Razdo das chances).

. CASO CONTROLE OR OR* .
SNP Genétipo/Alelo N =165 N =488 (0 valon) IC 95% (p valor) IC 95%
GG 80 (0.52) 302 (0.56)
GA 58 (0.38) 203 (0.37) (g-gg) [0.63-1.35] (8'2[1’) [061-133]
068 068
AA 15(0.10 39 (0.07 0.36-1.31 0.35-1.33
OASL ©10 0.0n (0.25) [ ] (0.26) [ 1
rs3213545
G>A
Alelo G 218 (0.71) 807 (0.74)
Alelo A 88 (0.29) 281 (0.26) (8'22) [0.57-1.28] (8?2) [0.56-1.28]
Carreador A 73 (0.48) 242 (0.44) (8'3;) [0.61-1.25] (8?@) [0.59-124]

*corregdo para a co-variavel sexo.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, foram encontradas algumas dificuldades no seu inicio e na
sua execucdo. No que se refere ao inicio, destaco a demora para aprovacdo do
projeto junto ao CEP/UFAC, que levou quase um ano para ocorrer. Além disso,
devido a impasses institucionais, houve atraso na compra de
materiais/equipamentos para o inicio da execucéao do projeto, o que também levou
cerca de um ano. Desta forma, s6 consegui iniciar as coletas para desenvolvimento
do projeto quase dois anos depois do ingresso no doutorado.

Em relacdo a execucdo do projeto, houve dificuldades na localizacdo do
endereco (enderecos inexistentes) e na realizacdo de contato telefénico (telefones
fora de area de cobertura ou inexistentes) com os pacientes de hanseniase
cadastrados pelo servico de saude, o que dificultou o acompanhamento de
pacientes e a vigilancia de contatos. Isto se deve em parte pela falta de um
monitoramento mais eficaz dos pacientes e da coleta de dados pela equipe de
saude. No entanto, parece ter grande influéncia do estigma relacionado a doenca,
como apontado por alguns autores (Harris, 2011; Staples, 2011). Nesse sentido, a
falta de informacBes sobre os pacientes nos prontuérios fisicos e no SINAN
dificultou/impossibilitou o estabelecimento de relacdes entre os resultados obtidos e
a caracterizacdo da doenca. Problemas similares foram relatados por outros autores
(Galvao et al., 2008; Bovendorp et al., 2014).

Desta forma, com o intuito de minimizar estes problemas, antes da coleta de
amostras, os dados (nome, telefone e endereco) dos pacientes e contatos foram
solicitados, possibilitando consultar as informagdes de interesse (baciloscopia, forma
clinica, tratamento, entre outras) no sistema. No entanto, para que fosse possivel
localizar a ficha no SINAN, as informacdes prestadas pelos pacientes deveriam estar
exatamente iguais aquelas registradas no sistema, 0 que nao acontecia algumas
vezes. Além disso, o SINAN s6 apresenta informacbes a partir de 1990, o que
dificultou o levantamento de informacdes dos pacientes anteriores a este periodo.
Nesse sentido, as informacdes anteriores a 1990 se encontravam em prontuarios
fisicos no HC/Acre, onde n&o existia nenhum tipo de registro digital das mesmas. E
importante destacar também que nem todas as informacdes de interesse estavam
preenchidas nas Fichas de Notificacdo (SINAN), principalmente nas fichas mais
antigas (em papel). Como apontado por Galvao et al. (2008), o uso de dados

secundérios a partir do SINAN muitas vezes se torna dificil, jA que apresentam
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varias inconsisténcias (erros na entrada de dados, duplicidade ou néo
preenchimento das informag¢des). No entanto, estas inconsisténcias vém sendo
reduzidas devido as andlises atuais utilizadas e pela melhoria na qualidade da
entrada dos dados nos ultimos anos. Por outro lado, a entrada dos dados é realizada
a nivel municipal e, mesmo com continuos treinamentos e 0 uso de uma mesma
versdo do sistema de notificacdo, ainda h& heterogeneidade na qualidade das
informacgoes.

Diante das dificuldades apontadas, surgiu a necessidade de se realizar a analise
espacial da hanseniase no municipio de Rio Branco/AC por bairros, permitindo um
levantamento das areas mais endémicas para a doenca, possibilitando um
direcionamento futuro para a acdo dos servicos de saude, como apontado por
Bakker et al. (2009). Além disso, esta analise também se mostra importante porque
segundo Silva et al. (2017), apesar da maioria das areas endémicas para a
hanseniase ser localizada na regido norte e centro-oeste, quase um terco dos
estudos sobre a doenca sao realizados na regiao sudeste.

Atualmente, o acompanhamento de pacientes e a avaliacdo clinica da doenca
em contatos no municipio de Rio Branco é realizada por meio da acao conjunta do
Hospital das Clinicas do Acre (antiga Fundacdo Hospitalar) e da Vigilancia
Epidemiol6gica Municipal. Inicialmente, os Agentes Comunitarios de Saude (ACS)
realizam a notificacdo de casos novos da doenca através de visitas domiciliares
(busca ativa) ou da ida da populacdo ao Posto de Saude (demanda espontanea).
Estes casos suspeitos sdo encaminhados para avaliacdo clinica junto ao HC/Acre
para realizagdo do exame clinico. Além disso, a Vigilancia Epidemiolégica Municipal
realiza visitas para avaliar os contatos intradomiciliares dos pacientes diagnosticados
clinicamente pelo Hospital das Clinicas, de forma a manter a vigilancia de contatos.

No inicio das coletas, foram realizadas visitas domiciliares, onde foi constatado
gue muitas residéncias possuiam condi¢des sanitarias (falta de rede de esgoto) e de
higiene (lixo, sujeira, etc) precarias, onde muitas casas eram de madeira (tipicas da
populacdo de baixa renda no estado). Estas residéncias se situavam em bairros que
reunem parte da populacdo de menor poder aquisitivo do municipio de Rio Branco.
Diante destas observacdes e considerando a cadeia de transmissao da doenca, é
possivel associar, de um modo geral, a doenga a populagdo que apresenta
condi¢cdes socioecondmicas desfavoraveis, como apontado por Sampaio et al.
(2013). Nos demais municipios do estado do Acre a situacdo nado é diferente,

apresentando-se muitas vezes ainda mais precaria.
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Foi observado durante a coleta das amostras que familiares e até conjuges néo
sabiam que o paciente tinha a doenca. Segundo Durdes et al. (2005), doentes e
familiares néo estdo atentos para qualgquer contato que tenham tido com a doenca, e
muitas vezes, desconhecem a presenca de algum doente em sua familia. Este é um
grande problema no que se refere ao controle da cadeia de transmisséo da doenca,
a vigilancia de contatos e o registro de casos novos. Em um estudo, Fernandes et al.
(2014) destacaram varios fatores de risco relacionados a transmissdo da
hanseniase, entre eles a existéncia de casos atuais na familia (Qque aumenta o risco
de adoecer em 2,9 vezes), a presenca da doenca em contatos domiciliares e a
localizacdo de moradias em areas endémicas. Esse estudo evidenciou ainda uma
relacdo da doenca com aglomerados de pessoas no mesmo domicilio, habitos de
agregacao familiar/social, caracteristicas dos domicilios, condicdes desfavoraveis da
populacdo e baixo nivel de escolaridade. Nesse sentido, a orientacdo sobre a
hanseniase para a populacdo em geral € de fundamental importancia para a
reducdo deste preconceito, bem como para a prevencao e tratamento da doenca.

A partir dos dados obtidos junto a Vigilancia Epidemiolégica Municipal, foi
possivel observar que entre os 1122 casos novos de hanseniase registrados no
periodo de 2006 a 2016, 457 pacientes foram classificados como Paucibacilares e
665 pacientes classificados como Multibacilares. O namero elevado de pacientes
multibacilares merece destaque. Isto pode sugerir que devido a inexisténcia de
métodos eficazes de diagnostico para a doenca junto aos servicos de saude, o
namero de pacientes paucibacilares pode estar subnotificado. Além disso, a falta de
um diagnéstico clinico preciso por parte dos profissionais de saude fora dos centros
de referéncia para a doenca leva erroneamente ao tratamento de pacientes
paucibacilares como multibacilares, o que eleva o nimero deste grupo operacional.
Nesse sentido, tendo em vista que a evolugdo da doenca é lenta (meses a anos),
uma pergunta que deve ser feita € se 0o numero de casos novos da doenca
registrados por ano ndo esta subestimado, como discutido na literatura (Lapa et al.,
2006), levando em consideracdo a auséncia de uma metodologia de diagndstico
precoce da doenca e a estratégia adotada para a vigilancia de contatos.

Apesar da taxa de deteccédo (1,62/10.000 habitantes) para a hanseniase no ano
de 2016 no municipio de Rio Branco/AC se mostrar alta e a taxa de prevaléncia
acumulada (29,76/10.000 habitantes) da doenca no periodo 2006-2016 se
apresentar como hiperendémica, o estado do Acre ndo esta mais no grupo dos 10

principais clusters de hanseniase do pais, de acordo com a ultima classificacdo da
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OMS (WHO, 2013). Seria importante rever estes dados, tendo em vista que outros
municipios do estado do Acre apresentam uma endemicidade da doenga maior que
0 municipio de Rio Branco.

Além disso, era esperado um numero mais elevado de casos novos da doenca e
da taxa de deteccdo média nos triénios avaliados em relacdo a Regional Souza
Araujo (bairros Albert Sampaio (n° 47), Dom Moacir (n° 49) e Santa Cecilia (n° 48)),
tendo em vista o elevado numero de pacientes curados para a doenca que formam a
populacao destes bairros, provenientes da Casa de Acolhida Souza Araujo. Isto se
justificaria pela possibilidade da ocorréncia de recidivas e reinfecgcdo na populacao
curada, resultando em uma maior ocorréncia de casos novos. No entanto, isto nao
foi observado, o que pode refletir uma subnotificacdo de casos novos para a doenca
nestes bairros.

Este estudo confirmou a endemicidade da hanseniase no municipio de Rio
Branco/AC, apresentando taxa de prevaléncia acumulada alta, muito alta ou
hiperendémica na maioria dos bairros no periodo avaliado (2006-2016). A taxa de
deteccdo média também se apresentou alta, muito alta ou hiperendémica na maioria
dos bairros nos triénios 2006-2008 e 2010-2012, havendo uma reducao no triénio
2014-2016. No entanto, muitos bairros ainda eram classificados como
hiperendémicos (27,41%, taxa bruta; 31,86%, taxa suavizada) no ultimo triénio
avaliado, o que pode representar um risco para a populacdo destes bairros.
Segundo o ILEP (2011), os coeficientes de deteccdo podem ser analisados sob dois
pontos de vista: o primeiro, reflete a transmisséo ativa da hanseniase, que gera
casos novos na area; o segundo, a possivel existéncia de prevaléncia oculta, que
identifica mais casos através de estratégias e planejamentos para o controle da
doenca. Nesse sentido, a tendéncia decrescente na taxa de deteccdo média no
municipio ndo deve levar a diminuicdo dos esforcos pelas autoridades locais e
profissionais de saude, pois os dados sugerem a persisténcia da endemia, como
apontado na literatura (Andrade & Ignotti, 2008; Ministério da Saude, 2013).

A suavizacdo dos dados brutos pelo método Bayesiano Empirico Local
possibilitou a construgcdo de mapas com coeficientes corrigidos, ponderando a
deteccdo do bairro pela média da sua vizinhanga. Os resultados desta suavizagao
se apresentaram ainda mais criticos (“piores”) em relagdo aos dados brutos, uma
vez que alguns bairros ndo possuiam informacgfes (nUmero de casos novos e/ou
populacao). Desta forma, alguns bairros apresentaram uma taxa de deteccdo média

baixa em relacdo aos bairros vizinhos e, com a suavizacdo pelo método Bayesiano
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Empirico Local, geraram taxas de deteccdo média mais altas (Barreto et al., 2014;
Barreto et al., 2015).

Como demonstrado em outras regides do Brasil (Amaral & Lana, 2008; Moreira
et al., 2008; Hino et al., 2011), a distribui¢cdo da hanseniase nos bairros do municipio
de Rio Branco/AC foi caracterizada de forma bastante heterogénea, nao respeitando
os limites das regionais ou qualquer outro fator geogréafico/ambiental. No entanto, as
taxas de deteccédo e de prevaléncia se apresentaram mais elevadas nos bairros com
menor infraestrutura e com uma populacdo residente de menor poder aquisitivo,
sugerindo uma forte influéncia de baixas condi¢cdes socioecondémicas com a doenca,
como apontado por alguns autores da literatura (Madeira, 2006; Bakker et al., 2006;
Imbiriba et al., 2009).

Para a realizacdo da analise espacial é fundamental que os dados relacionados
a doenca e a populacdo sejam compativeis. No entanto, o que foi observado neste
estudo é que as informacgBes sobre a doenca (contatos registrados, examinados e
casos novos) obtidas no sistema (SINAN NET) séo registradas por bairro. Outras
informacgdes, como renda e escolaridade, sdo registradas por setor censitario pelo
IBGE durante a realizacdo do Censo e estimadas no periodo intercensitario. Ja a
divisdo do esgoto sanitario pela DEPASA ocorre por troncos de redes de esgoto,
ndo seguindo limites de bairros ou setores censitarios. Além disso, as informacdes
sobre a populacdo por bairro foram atualizadas pela Prefeitura no ano de 2005,
tendo que ser estimada por unidades consumidoras junto a Eletrobras/AC. Estas
informacgdes desconexas e desatualizadas dificultam a associagéo de fatores sociais
e ambientais com determinadas doencas. Além disso, ndo foi possivel obter
informacdes sobre todos os bairros do municipio, o que prejudicou a realizacdo da
analise espacial. Diante do que foi exposto acima, ndo possivel estabelecer neste
trabalho uma relagéo de diferentes fatores com a doenga, uma vez que requer uma
analise mais aprofundada dos dados.

Além disso, o Software QGIS utilizado neste estudo possibilita que informacdes
de geolocalizagéo realizadas com aparelhos de GPS possam ser plotadas em
mapas no programa. Esta estratégia possibilita uma acdo de mapeamento das
residéncias de pacientes, contatos e casos suspeitos para a doenca pela acao dos
ACS e/ou da Vigilancia Epidemiolégica Municipal, de forma que facilite a localizagcéo
das residéncias e as acdes de contencdo da hanseniase. Esta estratégia pode

contribuir também para a construcdo de mapas de risco para outras doencas. Para
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iSs0, € necessario que politicas publicas voltadas para a saude sejam melhoradas e
priorizadas.

Nesse sentido, o estudo da analise espacial da hanseniase forneceu
informacbes que ndo seriam visualizadas apenas com dados tabulares. Essa
identificacdo fornece dados claros e precisos sobre as areas em que a doenca esta
efetivamente instalada, apresentando maior risco para a transmissao, evidenciando
0s bairros que merecem maior atencdo. Assim sendo, o estudo realizado pode servir
como aporte para o planejamento de politicas publicas de salude para a doenca junto
ao municipio de Rio Branco e ao estado do Acre, destacando as areas com maior
vulnerabilidade a hanseniase. Assim, seria possivel realizar uma busca ativa para a
doenca nos bairros mais endémicos, por meio da reunido de uma equipe
multidisciplinar para realizar a avaliacao clinica dermatolégica, bem como a coleta de
amostras da populacédo. A utilizacao desta estratégia € de fundamental importancia e
deveria ser priorizada pelos érgdos competentes, ainda mais no estado do Acre,
onde este mapeamento ainda ndo havia sido realizado. Além disso, também deve
ser realizado um trabalho de educacdo em saude junto a populacdo por meio de
palestras e orientacdes, de forma que se possa evitar a disseminac¢ao da doenca.

A utilizacdo dos testes rdpidos NDO-LID e ML-Flow (PGL-1) neste estudo
objetivou avaliar a soropositividade de pacientes e contatos intradomiciliares, bem
como a prevaléncia da doenca na populacdo do municipio de Rio Branco/AC. Uma
vez comprovada sua eficacia, os testes rapidos podem ser usados para a triagem
inicial da doenga em contatos intradomiciliares e na busca ativa de casos novos.

Em relac&o aos resultados, cabe destacar a alta positividade (48,6%) dos testes
rapidos de pacientes multibacilares tratados. Isto ocorreu muito provavelmente
devido a titulacdo dos anticorpos para o patdégeno, que ficam circulantes nos
pacientes tratados durante um tempo (meses a anos) mesmo apos o tratamento. No
entanto, ndo podemos descartar também a possibilidade de reinfeccéo, recidiva ou
resisténcia medicamentosa em relagdo a doenca. No que se refere a positividade
dos testes rapidos dos contatos de pacientes multibacilares, é interessante destacar
gue isto ocorreu em contatos de pacientes nado-tratados (100%) ou que estavam em
tratamento (57,1%). Isto leva a sugerir que boa parte destes contatos podem ter
entrado em contato com o patdgeno antes do inicio do tratamento dos pacientes ou
que, de acordo com a fase de tratamento da doenga ou com 0 paciente, a carga

bacilar pode permanecer alta, sendo passivel de transmissdo. Esta suspeita reforca

78



a necessidade de triagem e diagndstico precoce, de forma a interromper a cadeia de
transmisséao da doenca.

Outro resultado interessante se refere a positividade para o teste rdpido NDO-
LID de alguns pacientes que tiveram a doenca nas décadas de 1960 e 1970, os
quais residem até hoje na Casa de Acolhida Souza Araujo. Isto nos faz atentar mais
uma vez para a questdo ambiental em relagdo a manutengdo/transmissdo da
doencga, onde alguns destes pacientes, muito provavelmente aqueles em que a
genética favorece o desenvolvimento da doenca e/ou que possuem a saude mais
debilitada, podem se reinfectar em contato com o patégeno ambiental. No entanto,
estudos adicionais séo necessarios para confirmar esta hipotese.

Em relacdo aos testes rapidos NDO-LID, foi observada uma positividade mais
baixa que a encontrada em outros trabalhos da literatura (Cardoso et al., 2013; Wen
et al., 2014; Frade et al., 2017). Muito provavelmente, isto se deve ao fato de terem
sido realizados a partir de amostras de sangue total, que interfere na sensibilidade
do teste devido ao grupamento heme da hemoglobina, a fatores de coagulacéao e
outros interfentes do sangue, prejudicando assim a visualizacdo e a interpretacao
dos testes. Este processo se torna ainda mais critico devido ao fato de o teste rapido
ter sido aplicado em campo, cuja visualizacdo e interpretacdo apos 20 minutos
muitas vezes se torna impraticavel. Isto ocorre porque 0s grupamentos presentes no
sangue, em contato com o ar, sofrem oxidacéo, tornando a leitura do teste inviavel.
Dos testes realizados, alguns se apresentaram claramente positivos para a doenca.
Outros apresentaram bandas mais claras ou ainda uma linha bem fina na linha de
teste T (que indica positividade), o que dificulta a classificacdo do teste. Além disso,
no manual do teste NDO-LID (OL Hanseniase) ndo existe nenhuma referéncia sobre
as variacdes de intensidade da linha T (que indica positividade). Alguns trabalhos
utilizam scores para classificar estas variagdes de intensidade em 1+/1,5+/2+ ou
+/++/+++. Neste trabalho, foi adotada a classificacdo de score Negativo (0),
Positividade baixa (+1), Positividade média (+2) e Positividade alta (+3), de forma a
manter um padrdo em relacdo ao teste rapido ML-Flow (PGL-1) também avaliado.
Foi possivel observar que o grupo de pacientes multibacilares apresentou um
predominio de positividade média (+2) (18,5%) e baixa (+1) (23,5%). Ja4 o grupo de
pacientes paucibacilares (15,2%) e o grupo de contatos intradomiciliares (28,6%),
apresentaram um predominio de positividade baixa (+1). Além disso, devido a venda

da empresa Orange Life para uma empresa Chinesa, que acabou triplicando o valor
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de mercado do produto, tornou inviavel a compra de mais testes rapidos NDO-LID
para a conclusao deste estudo.

A utilizacdo dos testes rapidos ML-Flow (PGL-1) revelou um resultado mais
satisfatorio em relacéo aos testes rapidos NDO-LID, talvez por terem sido realizados
a partir de amostras de soro. Os testes realizados foram classificados de acordo com
o score em: Negativo (0), Positividade baixa (+1), Positividade média (+2),
Positividade alta (+3) e Positividade muito alta (+4). Foi possivel observar que o
grupo de pacientes multibacilares ndo apresentou um predominio de positividade
nos testes realizados: muito alta (+4) (20,7%), alta (+3) (13,8%), média (+2) (17,2%)
e baixa (+4) (20,7%). JA o grupo paucibacilar apresentou um predominio de
positividade baixa (+1) (28,5%). O grupo de contatos intradomiciliares (23,8%) e o
grupo controle (27%) também apresentou um predominio de positividade baixa (+1).
E importante destacar o alto percentual de falso-positivos em contatos
intradomiciliares (40,5%) e no grupo controle (30,3%), conforme observado em
outros trabalhos da literatura (Penna et al., 2016; Frade et al., 2017). Estes dados
poderiam descartar sua utilizacdo para a triagem da doenca e dificultar o uso
exclusivo dos testes rapidos para diagnéstico da hanseniase. No entanto, novos
estudos com a utilizacdo de testes rapidos devem ser realizados para sua validacéo.

Além disso, devido a presenca do grupo controle no estudo, foi possivel avaliar a
eficacia dos testes rapidos ML-Flow (PGL-1) de pacientes multibacilares e
paucibacilares. Estes resultados se mostraram condizentes com a literatura (Buhrer-
Sekula et al., 2003; Moura, 2014) e com um estudo desenvolvido em Manaus em
parceria com nosso laboratério (dados ndo publicados). Trabalhos mostram que a
sensibilidade de alguns tipos de teste rapido (NDO-LID, NDO, LID ou PGL-1) em
pacientes multibacilares variam de 80% a 95%, enquanto em pacientes
paucibacilares variam de 15% a 64% (Cardoso et al., 2013; Duthie et al., 2014; Wen
et al., 2014; Amorim et al., 2016). Estes dados sao corroborados por Moura et al.
(2008), que relatou que a deteccdo de anticorpos em pacientes paucibacilares,
quando detectavel, € menor em relacdo aos pacientes multibacilares.

A utilizacdo de testes rapidos neste trabalho revelou alguns fatores limitantes,
como o uso de amostras de sangue para realizacdo do teste. Isto acaba
prejudicando uma das principais finalidades dos testes rapidos, que é a sua
utilizacdo no campo (point-of-care). Desta forma, ficou evidente neste estudo, assim
como em alguns trabalhos da literatura, que apesar de terem sido utilizados testes

rapidos diferentes, a utilizagdo do soro como amostra para a realizacao de testes
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rapidos se apresentou melhor em relacdo a utilizacdo do sangue. Outro fator
limitante observado é que a leitura visual dos testes rapidos é relativa, uma vez que
depende da interpretacao do leitor. Desta forma, seria interessante que a leitura dos
testes rapidos fosse realizada de forma automatizada com o uso de um aplicativo
gratuito para Smartphones, nédo existentes no mercado atualmente. Existem leitores
deste tipo no mercado, como o Smart Reader (NDO-LID SR, Orange Life, Rio de
Janeiro, Brasil), mas tem que ser adquiridos junto a Empresas, o que ndo é a
realidade de muitos projetos. Além disso, para possibilitar a comparacao de testes
rapidos em diferentes trabalhos, seria interessante adotar um padrdo de
classificacdo para um determinado tipo de teste rapido.

Nesse sentido, apesar da eficacia apresentada pelos testes rapidos em
trabalhos da literatura, o resultado do teste rapido deve ser confirmado pela
utilizacdo de outras metodologias, como por exemplo a analise molecular (QPCR),
que se mostra mais especifica e sensivel que a técnica sorolégica. Esperava-se que
a partir destas analises fosse possivel validar o uso dos testes rapidos e estabelecer
uma relacdo entre o numero de genomas do M. leprae e a positividade do teste. No
entanto, devido ao baixo numero de amostras de pacientes ndo-tratados para a
hanseniase, ndo foi possivel avaliar esta relacdo mais profundamente. A partir dos
resultados iniciais obtidos (dados ndo mostrados), parece nao haver uma relacao
direta entre o nimero de genomas e a positividade do teste. Foram observados
pacientes positivos para a qPCR com o numero de genomas elevado que se
mostraram negativos para os testes rapidos (NDO-LID/PGL-1). Houve também
casos onde os testes rapidos foram positivos e a gPCR negativa. Desta forma, a
soropositividade parece estar mais relacionada a resposta imune do hospedeiro,
determinada pelo seu perfil genético, que varia de acordo com a area endémica de
estudo (Penna et al., 2016).

Os resultados dos testes rapidos obtidos neste e em outros trabalhos da
literatura, vém comprovar a eficacia desta metodologia mesmo apresentando
algumas limita¢des, que uma vez aperfeicoada (busca de novos alvos que tornem os
testes rapidos mais especificos e sensiveis; uso de aplicativos gratuitos para leitura
dos testes rapidos; padronizacdo do score de classificacdo, etc), podera ser usada
em maior escala para triagem inicial da doengca em contatos intradomiciliares e na
busca ativa de casos novos de hanseniase.

O diagnostico molecular para a hanseniase ainda é utilizado como forma

complementar de diagnéstico em relagdo a avaliagédo clinica padrdo da doenca. No
81



futuro, com seu aperfeicoamento, esta técnica molecular pode vir a ser, juntamente
com o0s testes rapidos sorologicos, ferramentas utilizadas na triagem e no
diagndstico precoce da hanseniase.

Os resultados obtidos através do método de diagnéstico molecular (qPCR) neste
estudo apresentaram um alto indice de eficiéncia (100%) em pacientes
multibacilares nédo-tratados ou no inicio do tratamento (até trés meses de
tratamento). E importante destacar que estes pacientes apresentavam indices
baciloscopicos altos (IB = +3, +4 ou +5). Em pacientes multibacilares em tratamento
ha mais de seis meses ou que ja haviam encerrado o tratamento (doze meses), a
técnica utilizada ndo conseguiu detectar a presenca do DNA do patdgeno. Ja em
pacientes paucibacilares prospectivos, a eficiéncia do diagndstico molecular foi baixa
(9,1%). Segundo alguns autores (Martinez et al., 2006; Scollard et al., 2006b;
Rudeeaneksin et al., 2008), a positividade para as formas clinicas multibacilares
(MB) chega a 100%, enquanto para as formas paucibacilares (PB) fica entre 34-
80%. Foi possivel perceber, quase na totalidade dos casos, uma relagéo direta entre
a positividade da qPCR e da baciloscopia. E relevante destacar também que neste
estudo poucos contatos foram positivos para a qPCR. Merece destaque o elevado
namero de contatos negativos de pacientes ndo-tratados (95,7%). Estes resultados
sugerem para além da dificuldade natural de deteccdo do patbgeno em amostras de
raspado intradérmico auricular de pacientes paucibacilares e contatos
intradomiciliares, possiveis problemas na coleta das amostras.

Em relacdo as amostras positivas para a gPCR do grupo de estudo retrospectivo
(pacientes curados que tiveram a doenca na década de 1970 ou em 2014),
provavelmente se tratam de casos de reinfeccdo para a doenca, uma vez que nao
foram considerados clinicamente como recidivas. Além disso, € importante destacar
que alguns dos contatos intradomiciliares de pacientes retrospectivos
(principalmente aqueles que tiveram a doengca nas decadas de 1970 e 1980)
desenvolveram a doenca, fizeram o tratamento e ficaram curados. Estes contatos
intradomiciliares foram classificados neste estudo como pacientes. A partir desta
constatacdo, cada vez mais se faz necessario a orientagdo e o acompanhamento
dos contatos intradomiciliares de pacientes com hanseniase.

Alguns trabalhos da literatura vém mostrando a utilizacdo do diagnostico
molecular no monitoramento da eficiéncia da poliquimioterapia (Kampirapap et al.,
1998; Santos et al.,, 2001), onde confirmou que a morte do M. leprae ocorre

rapidamente apos um més (cerca de 50%) e depois vai decaindo gradativamente,
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podendo persistir um sinal fraco muito tempo apds o tratamento (Singh et al., 1999;
Katoch et al., 2002; Nobrega Martinez, 2009). Nesse sentido, a PCR em tempo real
guantitativa (QPCR), devido a sua maior sensibilidade e especificidade em relagcéo a
outras técnicas, poderia ser utilizada ndo somente como uma ferramenta de suporte
ao diagnostico clinico da hanseniase, mas também como uma estratégia de
diagndstico precoce e de acompanhamento do tratamento da doenca junto ao SUS.

Algumas limitagbes foram encontradas na realizagdo deste estudo, como o
periodo de coleta de amostras (2016-2017), o baixo numero de casos novos da
doenca por ano no municipio de Rio Branco (50 a 60 casos novos/ano), as amostras
serem coletadas pelo corpo técnico do HC/Acre somente na minha presenca (01
coleta semanal, o que resultou na ndo-coleta da amostra de muitos pacientes nao-
tratados, principalmente porque muitos pacientes sO retornavam a unidade de
referéncia apds o inicio do tratamento para avaliacdo). No entanto, a utilizacdo de
pacientes em tratamento e ja tratados para a doenca nos possibilitou observar uma
relacdo interessante entre a fase do tratamento e a positividade para a doenca em
relacdo aos testes rapidos e a qPCR, além de levantar mais uma vez a discussao
sobre reinfeccédo, recidiva e resisténcia medicamentosa. A amostra de linfa obtida
através do raspado intradérmico auricular apresenta normalmente uma quantidade
muito pequena do bacilo, o que dificulta sua deteccdo. Além disso, € importante
destacar que a técnica de coleta do raspado auricular ndo é simples e se apresenta
dolorosa para muitas pessoas. Devido a perda de prioridade e interesse acerca da
doenca no ambito académico (cursos de Enfermagem e Medicina), isto pode reduzir
o alerta e a habilidade dos profissionais para sua deteccdo e técnica de coleta
(raspado auricular) na rotina dos servicos de saude (Freitas, 2015).

Alguns trabalhos vém mostrando que € possivel realizar o diagnostico do M.
leprae em amostras de sangue de pacientes para a hanseniase, porém ainda sem
muita eficiéncia (Almeida et al., 2004; Goulart et al., 2008; Reis et al., 2014). Neste
estudo, algumas amostras de pacientes multibacilares que foram positivas para a
gPCR em amostras de raspado auricular (apresentaram um nimero de genomas do
bacilo bastante elevado — Cts mais baixos), também foram positivas em amostras de
sangue (numero de genomas do bacilo menor — Cts mais altos) (dados né&o
mostrados). Nesse sentido, seria de grande valia o desenvolvimento de uma técnica
mais eficaz para extracdo de DNA de M. leprae a partir de amostras de sangue de
pacientes, uma vez que a coleta de sangue é mais simples (rotineira) e possibilita a

obtencdo de uma maior quantidade de amostra em relacdo ao raspado auricular.
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Além disso, os dados quantitativos obtidos (nUmero de genomas do bacilo) podem
vir a ser utilizados como estratégia para o acompanhamento de contatos
intradomiciliares.

E pertinente destacar que das amostras coletadas para a realizacdo deste
estudo, obtidas no Hospital das Clinicas do Acre (HC/Acre), que representa o Centro
de Referéncia de Hanseniase no Estado do Acre, 131 amostras foram provenientes
de pacientes residentes em Rio Branco (61,5%), 76 amostras de pacientes
residentes em outros municipios do Acre (35,68%) e 06 amostras de pacientes
residentes em outros estados (2,82%). Os dados relacionados a notificacdo de
casos fora do municipio de residéncia mostram um fluxo de pacientes de municipios
menores em dire¢cdo a municipios considerados referéncias para o atendimento da
hanseniase. A opcéo pela busca do servico de diagndstico em outra cidade pode
traduzir uma melhor qualidade no servico de salude deste municipio ou algumas
vezes a auséncia deste servico no municipio de residéncia (Aquino et al., 2003;
Alencar et al., 2008). Desta forma, o atendimento inicial de casos realizado em outro
municipio pode influenciar diretamente os indicadores de contatos examinados,
causando um prejuizo para a identificacdo de casos novos a partir do exame de
contatos. E importante destacar também que a proximidade do municipio de Rio
Branco com varios municipios vizinhos favorece um fluxo migratério constante desta
populacao, o que dificulta a atuacdo dos servigcos de salde. O acompanhamento de
contatos deve ser realizado desde o momento do diagndstico, no decorrer do
tratamento da doenca e se necessario apos a alta por cura. O Ministério da Saude
do Brasil, através do Programa Nacional de Controle da Hanseniase, enfatizou a
reducdo da deteccdo da doenca, integrando servicos de controle da hanseniase no
sistema municipal de saude, minimizando o estigma através de campanhas de
saude publica (Brasil, 2010b). No entanto, as taxas de deteccdo da doenca ainda
permanecem altas em todo o pais.

Recentemente, no Simpdsio Estratégias para Detectar e Interromper a
Transmissdo Global da Hanseniase, ocorrido na Fiocruz/RJ nos dias 30 e 31 de
maio de 2017, promovido pela Fundacdo Oswaldo Cruz em parceria com a
Fundacdo Novartis, que reuniu alguns dos maiores especialistas nacionais e
internacionais em hanseniase, foram discutidas estratégias inovadoras nas areas de
diagnostico e prevencao, que podem contribuir para o sucesso no enfrentamento da
doenca. Neste evento foi anunciado que dentro de dois anos pode estar disponivel

no SUS o teste molecular para diagnoéstico precoce da hanseniase, devido aos
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estudos realizados por nosso grupo, liderados pelo Dr. Milton Ozério Moraes
(IOC/Fiocruz).

Considerando a progressiva reducdo de custos ocorrida na Ultima década
referentes a analise molecular de amostras por PCR em Tempo Real (qQPCR), onde
atualmente o custo total por amostra (kit de extracdo (R$ 16,00) + gPCR (R$ 8,40)) é
de cerca de R$ 24,00, aliada a sua sensibilidade e especificidade, é extremamente
plausivel sua utilizacdo em larga escala junto ao SUS para o diagnostico de
doencas. Desta forma, esta metodologia poderia ser utilizada para o diagndéstico
precoce da hanseniase, que levaria em meédio prazo a reducdo do namero de casos
novos de hanseniase, reduzindo os elevados custos com o tratamento da doenca.

Assim, os resultados da analise molecular (QPCR) deste estudo, como de outros
trabalhos do nosso grupo e de pesquisadores na area, vém confirmando a eficacia
deste método molecular no diagndstico precoce de hanseniase, o que pode resultar
na utilizacdo desta metodologia como diagnéstico ouro para a doenca junto ao SUS,
contribuindo para a interrupcdo da cadeia de transmissdo da hanseniase. No
entanto, independentemente da existéncia de métodos sorolégicos e moleculares,
ainda ndo ocorre a aplicacdo dessas metodologias na rotina da atencdo basica,
tornando dificil o diagndstico e a classificacdo clinica da doenca. Apesar da
existéncia de todas estas tecnologias, para que ocorra o controle da hanseniase no
Brasil e no mundo séo necessarias parcerias, grande mobilizacdo social e vontade
politica dos gestores. Nessa perspectiva, o Programa Saude da Familia existente no
pais associado ao papel dos Agentes Comunitarios de Saude (ACS) deveria ser
intensificado em relacdo a vigilancia de contatos, de forma a identificar
precocemente casos novos da doenca e auxiliar no tratamento de pacientes,
contribuindo assim para a interrupcéo da cadeia de transmissao da hanseniase.

O estudo do tipo caso-controle tem sido muito utilizado para verificar a
associacao de diversas regides do genoma com a hanseniase (Cardoso et al., 2011,
de Sales Marques et al., 2013; Marques, 2014; Bezerra, 2015). Nesse sentido,
Bezerra (2015) demonstrou, em sua dissertacao de Mestrado realizada em nosso
laboratoério, que os SNPs rs11264355, rs4620533 e rs4971072 (gene PKLR) estdo
associados ao risco de desenvolvimento da hanseniase na populacdo do Rio de
Janeiro, sugerindo que a associacdo do gene PKLR ocorreu devido a maior
porcentagem de ancestralidade africana em casos comparados aos controles
avaliados neste estudo. Em uma pesquisa realizada em Rondondpolis (Mato Grosso

do Sul), ainda nédo publicada, ndo houve a reproducdo dos achados no Rio de
85



Janeiro. A analise da ancestralidade nessa populacao indicou que nao ha diferencas
entre a ancestralidade europeia, africana e amerindia entre os grupos de casos e
controles, o que pode justificar a auséncia da associacao do gene PKLR neste grupo
populacional. Além disso, provavelmente outros genes também estejam atuando
nestes desfechos fenotipicos. Foi observado que a diminuicdo da expressao de
OASL durante a infeccdo por M. leprae parece possuir um efeito microbicida. Isto
sugere a participacdo do gene OASL no favorecimento da infec¢éo e a ocorréncia do
SNP rs3213545 parece influenciar na susceptibilidade a infeccdo pelo patégeno
(Robottom-Ferreira, 2011; Pinto, 2013; de Toledo-Pinto et al., 2016).

No presente trabalho, polimorfismos nos genes PKLR (rs4620533, rs4971072,
rs11264355) e OASL (rs3213545) foram avaliados como marcadores de
susceptibilidade para a hanseniase na populacdo do municipio de Rio Branco/AC
como estratégia de replicacdo de achados anteriores para esses genes.

A partir destas analises, foi possivel observar que ndo houve uma diferenca
significativa entre as frequéncias dos genétipos e alelos no grupo de casos e
controles avaliados para os SNPs rs4620533, rs4971072 e rs11264355 (gene
PKLR), mesmo apoés a correcdo pela co-variavel sexo. Nao foi possivel realizar a
correcdo para a co-variavel etnia, devido a falta de informacdes precisas sobre o
grupo de estudo. Sabe-se que a presenca dos marcadores de suscetibilidade no
gene PKLR associados a hanseniase na populacdo do Rio de Janeiro esta
relacionada a presenca da ancestralidade Africana. Nesse sentido, considerando
que a populacdo do Acre apresenta influéncia das regides nordeste e sul do Brasil,
sugerimos que a frequéncia de ancestralidade africana nesta populacdo nédo € tao
forte como a observada no Rio de Janeiro. Desta forma, espera-se que néo haja
diferencas de ancestralidade entre 0os grupos de casos e controles de Rio Branco, o
que poderia justificar os resultados de associacao obtidos.

A partir da analise de polimorfismos no gene OASL (rs3213545), mesmo apods a
correcdo pela co-variavel sexo, ndo foi possivel observar diferenca significativa entre
as frequéncias dos gendtipos e alelos no grupo de casos e controles. Estudos
recentes do nosso grupo (manuscrito em preparacéo) realizados na populacdo do
Rio de Janeiro sugerem que, assim como foi mostrado para o gene PKLR, o gene
OASL também ¢é alvo de pressdo seletiva e parece ser influenciado pela
ancestralidade. Foi observado que a frequéncia do genétipo GG (majoritario para o
gene OASL (rs3213545)), estava aumentada no grupo de casos, conferindo a essa

populacdo susceptibilidade a doenca. Ainda, de acordo com o Projeto 1000
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Genomas (1000 Genomes Project), a frequéncia deste genoétipo aparece aumentada
nas populacdes africanas quando comparadas as populagbes europeias. Portanto,
assim como para o gene PKLR, a suscetibilidade a hanseniase para o gene OASL
encontrada na populacdo do Rio de Janeiro também parece ser justificada pela
diferenca de ancestralidade entre casos e controles.

Entretanto, para melhor entender estes resultados de associagao, estimativas de
ancestralidade para esses genes serdo realizadas futuramente na populagédo do
municipio de Rio Branco/AC, com o intuito de comparar as porcentagens de
ancestralidade entre os casos e controles do Acre com populacfes de outras regides
do Brasil utilizadas nos estudos de replicacédo para a doenca.

Desta forma, os resultados de associacdo e os dados de ancestralidade em
cada grupo populacional do estudo caso-controle para a hanseniase podem
contribuir para a compreenséo da susceptibilidade/resisténcia genética a doenca na
populacdo brasileira. Em conjunto, os resultados deste trabalho permitiram a
replicacdo dos estudos de associacdo prévios do laboratorio na populacdo do
municipio de Rio Branco/AC, além de caracterizar um estudo inédito de associagao
genética com a hanseniase em individuos da regiao.

Nesse sentido, a partir das estratégias avaliadas neste trabalho, foi possivel
realizar de forma direta ou indireta: 0 mapeamento da hanseniase (andlise
epidemioldgica/espacial), destacando as areas de maior vulnerabilidade; a triagem
da doenca (testes rapidos), para a avaliacdo de contatos intradomiciliares e na
busca ativa de casos novos; o diagndstico precoce e o acompanhamento do
tratamento da doenca (QPCR); a compreensdo da imunopatogénese da hanseniase
(genotipagem de SNPs). No entanto, estudos adicionais sd0 necessarios para a
validacdo e otimizacéo destas metodologias.

Por fim, sdo apresentadas algumas propostas de acfes como medidas que

podem contribuir para a interrupcéo da cadeia de transmissao da doenca.

e IDENTIFICACAO: Mapeamento dos bairros mais endémicos para a
hanseniase através da Andlise Espacial. Esta agéo facilita a intervengédo dos
servicos de saude nestes bairros, por meio da promocéao de palestras junto a
populacdo, visando a educacdo em saude. Isto pode contribuir para a

conscientizacéo e desmistificacdo do preconceito junto a populacao.
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e TRIAGEM: Realizag&o da busca ativa de casos novos da doenga nos bairros
mais endémicos para a hanseniase, por meio da utilizacdo de testes rapidos.
Além disso, os servicos de saude poderiam utilizar esta estratégia para
avaliacdo de contatos intradomiciliares de pacientes multibacilares.

e DIAGNOSTICO: Confirmagdo do diagnostico clinico da hanseniase em
pacientes nado-tratados, através da analise molecular (QPCR). Esta proposta
também poderia ser utilizada para o diagnostico precoce da doenca em
contatos intradomiciliares (positivos para o teste rapido).

e TRATAMENTO: Manutencéo do uso da poliquimioterapia em pacientes (com
a busca de farmacos mais eficazes e com menor efeito colateral em relacédo
aos utilizados atualmente), a utilizacdo da dose Unica de Rifampicina para
contatos intradomiciliares de pacientes multibacilares (visando a interrupcao

da cadeia de transmissdo da doenca) e a avaliacéo do tratamento por gPCR.

Propostas para a ‘Fauseniase

IDENTIFICACAO TRIAGEM
(Analise Espacial) (Testes rapidos)

- ldentificac&o dos bairros mais endémicos; - Busca ativa de casos novos em bairmos
- Acdo dos servicos de salde, de forma a | endémicos para a doenca;

desmistificar o preconceito sobre a doenca. - Avaliacdo de contatos intradomiciliares.

DIAGNOSTICO TRATAMENTO
{Analise molecular (gPCRY)) (Estratégias)

- Confirmacéo do diagndstico clinico em| - Uso da poliquimioterapia em pacientes;
pacientes n&o-tratados; - Dose unica de Rifampicina para contatos

- Diagnéstico precoce de  contatos| infradomiciliares de pacientes multibacilares;
intradomiciliares (positivos para o teste rapido). | - Avaliacdo do tratamento por gPCR.

Figura 5.1: Propostas de ac¢bBes para a identificacdo, triagem, diagnéstico e tratamento da
hanseniase.
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6. CONCLUSAO

- A analise epidemioldgica revelou que a taxa de deteccdo para a hanseniase no
ano de 2016 no municipio de Rio Branco/AC se mostrou alta e a taxa de prevaléncia

acumulada da doenca no periodo 2006-2016 se apresentou como hiperendémica.

- A andlise espacial realizada neste estudo confirmou a endemicidade da
hanseniase no municipio de Rio Branco/AC, apresentando taxa de prevaléncia
acumulada alta, muito alta ou hiperendémica na maioria dos bairros no periodo
avaliado (2006-2016). A taxa de deteccdo média se apresentou alta, muito alta ou
hiperendémica na maioria dos bairros nos triénios 2006-2008 e 2010-2012, havendo
uma reducdo no triénio 2014-2016. No entanto, muitos bairros ainda eram
classificados como hiperendémicos no ultimo triénio avaliado. Estas taxas foram
mais elevadas nos bairros com menor infraestrutura e populacao residente de menor

poder aquisitivo.

- Os resultados dos testes rapidos (NDO-LID e PGL-1) obtidos neste trabalho
comprovam a eficacia desta metodologia mesmo com algumas limitagdes, que uma
vez aperfeicoada, podera ser usada em maior escala para triagem inicial da doenca

em contatos intradomiciliares e na busca ativa de casos novos de hanseniase.

- A anadlise molecular (QPCR) deste estudo, assim como de outros trabalhos do
nosso grupo, confirmou a eficicia deste método molecular no diagnostico precoce
de hanseniase, demonstrando que a utilizacdo desta metodologia como estratégia
de diagndéstico precoce e de acompanhamento do tratamento da doenca junto ao
SUS pode ser bem-sucedida.

- A partir da genotipagem de SNPs para os genes PKLR (rs4620533, rs4971072,
rs11264355) e OASL (rs3213545) realizada neste trabalho, foi possivel observar que
nao houve uma diferenca significativa entre as frequéncias dos genétipos e alelos no
grupo de casos e controles, provavelmente devido a uma influéncia da

ancestralidade na ocorréncia destes polimorfismos.
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MOLECULARES E SOROLOGICOS DE PACIENTES COM HANSENIASE NO ESTADO DO
ACRE

O(a) Senhor(a) estd sendo convidado(a) a participar como voluntario(a) da Pesquisa Cientifica
Novas estratégias de diagnostico através de métodos moleculares e soroldgicos de
pacientes com hanseniase no Estado do Acre, com duracdo de 48 meses, que estd sendo
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JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

A hanseniase é uma doenca negligenciada, de evolucéo lenta e formas clinicas muito distintas. E
causada pelo Mycobacterium leprae, que infecta células nos nervos e na pele. Caracteriza-se pela
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fundamental importancia para o controle da endemia. Desta forma, a utilizacdo de novas
estratégias baseadas em métodos moleculares (QPCR-16S rDNA) e sorologicos (PGL-1) que
visem um diagnostico precoce de novos casos, de forma a interromper a cadeia de transmissao
da doenca, se faz necesséria. Além disso, a caracterizacdo genética de polimorfismos
(genotipagem por gPCR - SNPs) associados a susceptibilidade/resisténcia a hanseniase (estudo
caso-controle) e a caracterizagdo das principais vias através de expressdo génica (QRT-PCR
Multiplex) envolvidas na manifestagcdo da doencga, sdo fundamentais para a compreensdo da
imunopatogénese. O grupo de estudo consiste em pacientes com hanseniase retrospectivos e
prospectivos (n=500), contatos (n=2000) e controles (n=500). O objetivo deste estudo é avaliar a
utilizacdo de novas estratégias baseadas em métodos moleculares e sorolégicos que visem um
diagnéstico precoce de novos casos de Hanseniase, de forma a interromper a cadeia de
transmissé@o da doenca e contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

BENEFICIOS ESPERADOS

O conhecimento gerado a partir deste estudo e sua aplicacdo podem ser de imenso valor para 0s
programas de controle da Hanseniase no Brasil e no mundo, de forma a contribuir para a
interrupcdo da cadeia de transmissdo da doenca e o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas.
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RISCOS ESPERADOS

Esta pesquisa pode apresentar riscos para seus participantes relativos a coleta de amostras,
caracterizados alguns desconfortos como dor e/ou hematoma no local, decorrentes da coleta de
sangue e/ou do raspado intradérmico auricular. Existem também riscos relacionados a
estigmatizacdo e danos psicolégicos decorrentes da pesquisa para 0s participantes e seus
familiares. No entanto, a coleta sera realizada em domicilio pela Equipe de Enfermagem do
Hospital das Clinicas do Acre e da Secretaria Municipal de Saude de Rio Branco, o que minimiza
tais riscos. O acompanhamento de pacientes e contatos ocorrera de forma periddica. Além disso,
as informacfes e resultados relativos a pesquisa sado sigilosos e restritos aos pesquisadores
envolvidos no projeto, sendo opcional o conhecimento por parte dos participantes da pesquisa.
Caso necessério, os participantes da pesquisa receberdo apoio psicolégico e aconselhamento
genético por parte da equipe multiprofissional do Hospital das Clinicas do Acre.

De acordo com o preconizado pela Resolugdo CNS 466/12, os participantes da pesquisa tém
direito a assisténcia imediata e integral, sem qualquer 6nus para o participante, para atender
complicacdes e danos decorrentes, direta ou indiretamente, da pesquisa. Além disso, 0s
participantes da pesquisa que vierem a sofrer qualquer tipo de dano resultante de sua participagéo
tém direito a indenizacgéo, por parte do pesquisador, do patrocinador e das instituicbes envolvidas
nas diferentes fases da pesquisa.

PROCEDIMENTOS DE COLETA E UTILIZACAO DAS AMOSTRAS

Nesta investigacdo serdo coletas amostras de raspado intradérmico do l6bulo auricular (6 mm?)
de pacientes e contatos, para extracdo do DNA das células e posterior analise molecular para o
M. leprae (16S rDNA). Além disso, seréo coletadas amostras de sangue/soro (gotas de sangue)
de pacientes e contatos para a andlise da sorologia de M. leprae através de testes rapidos de
diagnéstico para os antigenos PGL-1/LID-1. Também serdo coletados cerca de 2,0 mL de sangue
total (pacientes e doadores saudaveis) para a analise genética de polimorfismos e cerca de 2,0
mL de sangue total (contatos) para a analise da expresséo génica. As amostras biolégicas obtidas
(sangue, soro, DNA, RNA) armazenadas no IFAC/FIOCRUZ serdo destruidas apds a concluséo
da pesquisa e néo serédo utilizadas em pesquisas futuras.

CONFIDENCIALIDADE E ACESSO AO RESULTADO DA PESQUISA

As informacgbes fornecidas s&o confidenciais, de conhecimento apenas dos pesquisadores
responsaveis e utilizadas somente para fins de pesquisa, incluindo o acesso ao prontuario clinico
do paciente. O acesso ao resultado da pesquisa é opcional aos participantes da mesma.

UTILIZACAO DOS DADOS DA PESQUISA

Os dados obtidos no estudo poderédo ser apresentados em congressos e publicados em revistas
cientificas nacionais e internacionais, desde que mantida a confidencialidade.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA NA PESQUISA

Sua participacdo é voluntéria e a recusa ndo ir4 acarretar nenhuma penalidade ou perdas de
beneficios. O(a) senhor(a) pode retirar 0 consentimento ou interromper sua participagdo a
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qgualguer momento da pesquisa. Vocé deve estar consciente que ndo existe remuneracgao
referente a sua participacdo no estudo.

Se julgar necesséario, o projeto de pesquisa esta disponivel para leitura e maiores
esclarecimentos.

Vocé gostaria de ser informado sobre o resultado da pesquisa:
() Sim () Néo

O(A) Senhor(a) receberd uma via deste termo de consentimento e a outra ficara com o
pesquisador.

INFORMACOES IMPORTANTES SOBRE A PESQUISA

Caso o(a) senhor(a) necessite de maiores informagcdes, poderd entrar em contato com o
Pesquisador Responsavel Ricardo dos Santos Pereira, no Instituto Federal do Acre (IFAC),
Campus Rio Branco — Xavier Maia, localizado na Avenida Brasil, n® 920, CEP: 69903-068, Rio
Branco/AC, pelo telefone (68) 3223-4142 ou através do e-mail ricardo.pereira@ifac.edu.br.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Acre
(UFACQC), localizado no Campus Universitario — Prédio da PROPEG: Sala 26. Telefone: (68) 3901-
2711. E-mail: cepufac@hotmail.com.

Em caso de urgéncia, favor contatar o Pesquisador Responsavel e o Setor de Hanseniase
do Hospital das Clinicas do_Acre, através do telefone (68) 3223-1331 ou pelo e-mail
dermatologia.dabs@ac.gov.br.

Rio Branco, AC, de de

Ricardo dos Santos Pereira
Pesquisador

EU LI AS INFORMACOES ACIMA E COMPREENDI MINHA PARTICIPACAO NO ESTUDO.

Com base no exposto, dou meu consentimento para participar voluntariamente desta pesquisa.

Assinatura do voluntario
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INSTITUICAO: INSTITUTO FEDERAL DO ACRE (IFAC) / FIOCRUZ

TITULO DO PROJETO: NOVAS ESTRATEGIAS DE DIAGNOSTICO ATRAVES DE METODOS MOLECULARES
E SOROLOGICOS DE PACIENTES COM HANSENIASE NO ESTADO DO ACRE

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar como voluntario(a) da Pesquisa Cientifica Novas estratégias
de diagnostico através de métodos moleculares e sorolégicos de pacientes com hanseniase no Estado do
Acre, com duracdo de 48 meses, que estd sendo realizada pelo pesquisador Ricardo dos Santos Pereira,
servidor do IFAC e aluno do Curso de Doutorado em Biologia Celular e Molecular através do Programa de
Cooperacao IFAC/IOC-Fiocruz, sob orientacdo do Dr. Milton Ozério Moraes (IOC/Fiocruz). Sua participacédo
na pesquisa sera como Grupo Controle (ndo possui_Hanseniase), necessario ao estudo caso-controle
(genotipagem). A pesquisa serd conduzida de acordo com a Resolucdo CNS 466/12.

JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

A hanseniase é uma doenca negligenciada, de evolucdo lenta e formas clinicas distintas. E causada pelo
Mycobacterium leprae, que infecta células nos nervos e na pele. A transmissdo da doenca parece ocorrer pelo
contato direto e a principal via de eliminacédo de bacilos pelas vias aéreas superiores (secre¢des nasais, goticulas
da fala, tosse, espirro). Em 2014, foram detectados quase 25 mil casos novos de hanseniase no pais. E sabido
que contatos domiciliares de pacientes com hanseniase apresentam maior risco de desenvolver a doenca. O
grupo de estudo consiste em pacientes com hanseniase retrospectivos e prospectivos (n=250), contatos (n=500) e
controles (n=700). O objetivo deste estudo é avaliar a utilizagdo de novas estratégias baseadas em métodos
moleculares e sorolégicos que visem um diagnostico precoce de casos novos de Hanseniase e a caracterizagao
genética de polimorfismos (genotipagem: estudo caso-controle) associados a doenca, de forma a interromper a
cadeia de transmisséo da doenca e contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

CONFIDENCIALIDADE E UTILIZACAO DOS DADOS DA PESQUISA

Os dados obtidos no estudo poderdo ser apresentados em congressos e publicados em revistas cientificas
nacionais e internacionais, desde que mantida a confidencialidade.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA NA PESQUISA

Sua participacdo é voluntaria, ou seja, ndo existe remuneracao referente a sua participacdo no estudo. O(A)
Senhor(a) recebera uma via deste termo de consentimento e a outra ficard com o pesquisador.

Vocé gostaria de ser informado sobre o resultado da pesquisa:
() Sim ( ) Néo

INFORMACOES IMPORTANTES SOBRE A PESQUISA

Caso o(a) senhor(a) necessite de maiores informacdes, poderd entrar em contato com o Pesquisador
Responsével Ricardo dos Santos Pereira, do Instituto Federal do Acre (IFAC), Campus Rio Branco — Xavier
Maia, através do e-mail ricardo.pereira@ifac.edu.br. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Acre (CEP-UFAC: Parecer n° 750.553).

Rio Branco, AC, de de

Ricardo dos Santos Pereira (Pesquisador)

EU LI AS INFORMAQCES ACIMA E COMPREENDI MINHA PARTICIPAQAO NO ESTUDO.
Com base no exposto, dou meu consentimento para participar voluntariamente desta pesquisa.

Assinatura do voluntario
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Adaptacéo do Protocolo DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, 2011)

A extracdo de DNA a partir de amostras de raspado intradérmico auricular
nao é tdo simples devido a presenca de poucas células na linfa. Desta forma, a
utilizacado de um kit otimizado para evitar a perda de material como o DNeasy
Blood and Tissue (Qiagen), comparada a uma extracao classica de bioquimica
(sem utilizacdo de kits), se faz essencial.

O protocolo descrito abaixo considera algumas alteracbes em relacdo ao
protocolo original da Qiagen para otimizacao da extracdo de DNA de M. leprae

a partir de amostras de raspado intradérmico.

COLETA DAS AMOSTRAS: Adicionar 1,0 mL de Etanol PA em criotubos para
coleta das amostras. Armazenar as amostras no freezer até o momento do

experimento.

1) No momento do experimento, pegar as amostras e passar para microtubos de

1,5 mL (ndo vem no Kit).

2) Centrifugar as amostras a 735 x g, por 10 min, a temperatura ambiente (15-

25° C). Nao necessita de centrifuga refrigerada.

3) Apos centrifugacdo, descartar o sobrenadante (observar o pellet branco (que
representa o DNA) no fundo do tubo). Secar as amostras a 56 ° C (em banho

seco ou estufa) por aproximadamente 20 min.

4) Apos os tubos terem secado, adicionar 200 uL de PBS 1x (ndo vem no Kit),
20 pL de Proteinase K (vem no kit) e 200 uL de Tampéao AL (tampéao de lise —

vem no kit). Homogeneizar os tubos no vortex.

5) Incubar as amostras a 56 ° C (em banho seco) por 60 min. Apés a incubacéo,

homogeneizar os tubos novamente. Seguir para proxima etapa.



6) Adicionar 200 uL de etanol PA nos tubos. Homogeneizar os tubos no vortex.

Transferir as amostras para as colunas mini spin (vem no Kit).

7) Centrifugar as amostras a 5223 x g, por 02 min, a temperatura ambiente (15-
25° C). Descartar os tubos contendo o sobrenadante e transferir as colunas mini

spin para novos tubos (vem no Kkit).

8) Adicionar 500 uL do Tampdo AW1 (vem no kit) nas colunas mini spin.
Centrifugar as amostras a 5223 x g, por 02 min, a temperatura ambiente (15-25°
C). Descartar os tubos contendo o sobrenadante e transferir as colunas mini spin

para novos tubos (vem no kit).

9) Adicionar 500 uL do Tampao AW2 (vem no kit) nas colunas mini spin.
Centrifugar as amostras a 15996 x g, por 05 min, a temperatura ambiente (15-
25° C). Descartar os tubos contendo o sobrenadante e transferir as colunas mini

spin para microtubos de 1,5 mL (ndo vem no Kit).

10) Adicionar 200 uL de Tampéo AE (tampéo de eluicdo — vem no kit) para
realizar a eluicdo das amostras. Incubar as amostras a temperatura ambiente
(15-25° C), por 02 min. Centrifugar as amostras a 5223 x g, por 02 min, a

temperatura ambiente (15-25° C).

11) Se necessario, repetir o passo 10, de forma a aumentar a massa de DNA

obtida na extragéo.

12) Para concentrar o DNA extraido, os tubos contendo as amostras devem ser
colocados para secar (vacuo, banho seco ou estufa). Apds os tubos terem
secado, ressuspender o DNA purificado em 20 uL de Tampao AE (tampé&o de
eluicdo — vem no kit). As amostras contendo o DNA purificado podem ser

armazenadas no freezer até 0 momento do experimento.



Analise da Pureza do DNA

A pureza e a quantidade de DNA sé&o analisadas por espectrofotometria. A
razdo da absorbancia em 260 e 280 nm é usada para medir a pureza do DNA. A
razdo considerada ideal é 2,0. Razdes inferiores a 2,0 indicam a presenca de
contaminantes que absorvem nesta faixa de comprimento de onda, como
proteinas (A =280 nm), isotiocianato de guanidina (A =260 nm), entre outros. A
razdo compreendida entre 1,8-2,0 é considerada aceitavel. Além disso, é
utilizada uma forma secundéria para se determinar a pureza do DNA. E levada
em consideracdo a razdo da absorbancia em 260 e 230 nm. A razéo ideal esta
compreendida entre 1,8-2,2. Valores inferiores representam a presenca de
contaminantes que absorvem proximo ao A =230 nm (EDTA, carboidratos, fenol,
etc). Desta forma, € possivel determinar a massa de DNA presente na amostra.
A férmula utilizada para o calculo da concentracdo de DNA é a que se segue:

c=(A*e)/b

* C representa a concentracdo de acido nucléico (ng / uL).

* A representa a absorbancia.

* e representa o coeficiente de extincdo dependente do comprimento de onda
(ng-cm / uL). O coeficiente de extingéo varia de acordo com a molécula: DNA de
dupla fita = 50 ng-cm / uL; DNA de fita simples = 33 ng-cm / uL; RNA = 40 ng-
cm / ulL.

* b representa o caminho 6ptico (cm). O NanoDrop apresenta caminho 6ptico de
1,0 mm e 0,2 mm. J& o espectrofotdbmetro tradicional apresenta caminho Optico

de 10 mm.

E possivel realizar a analise em qualquer espectrofotdmetro. No entanto, é
recomendada a utilizacdo do espectrofotometro NanoDrop (ND - 1000,
NanoDrop Technologies) devido a sua capacidade analisar 1,0 uL de amostra

com alta precisao e reprodutibilidade.
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Adaptacédo do Protocolo de Salting Out (Miller et al., 1988)

1 — Distribuir 1,0 mL de Tampé&o TE (para a lise de hemacias) em tubos cbnicos
de 1,5 mL.

2 — Adicionar 500 uL de sangue total em cada tubo.

3 — Homogeneizar os tubos no vortex por 01 minuto. Deixar as amostras em

banho seco a 56°C, por 10 minutos.

4 — LAVAGEM: Centrifugar as amostras a 640 x g, por 20 minutos. As células
ficardo posicionadas no fundo do tubo (cor mais clara). Retirar o sobrenadante

cuidadosamente com a pipeta e descarta-lo.

5 — Adicionar 1,0 mL de Tampéo TE (para a lise de hemacias). Homogeneizar
0s tubos no vortex por 01 minuto. Deixar as amostras em banho seco a 56°C por

10 minutos.

6 — Repetir o processo de lavagem (passo 4) duas ou trés vezes (de acordo com
a necessidade). Utilizar nestas repeticdes centrifugagdo a 510 x g, por 15

minutos.

7 — ApOs o processo de lavagem, adicionar ao pellet 200 pL de tampéo de lise
nuclear, 50 uL de SDS 10% e 5 pyL de proteinase K (solugdo a 25 mg/mL).
Homogeneizar os tubos no vortex com cuidado. Incubar as amostras a 56°C em

estufa, overnight (por 18 horas).

8 — Apés este periodo, adicionar 200 uL de solucéo de acetato de sddio saturado.

Homogeneizar as amostras no vortex por 01 minuto.

9 — Centrifugar as amostras a 640 x g, por 20 minutos. Transferir 500 uL do

sobrenadante com a pipeta para um novo tubo conico de 1,5 mL.



10 — Adicionar 1,0 mL de Etanol Absoluto P.A. (GELADO) ao sobrenadante
transferido (2 vezes o volume obtido). Misturar por inversdo até observar

precipitacdo de DNA.

11 — Centrifugar as amostras a 11752 x g, por 15 minutos. Verter os tubos,
descartando o sobrenadante. Deixar os tubos em banho seco a 56°C para secar,

por aproximadamente 20 minutos.

12 — Ap0s os tubos terem secado, adicionar 1,0 mL de Etanol 70% (tentar soltar

o pellet da parede do tubo antes de centrifugar).

13 — Centrifugar as amostras a 11752 x g, por 15 minutos. Verter os tubos,
descartando o sobrenadante. Deixar os tubos em banho seco a 56°C para secat,

por aproximadamente 40 minutos.

14 — ApOs os tubos terem secado, ressuspender o DNA em 50 uL de Tampéo
TE de ressuspensao (5,0 mM Tris, 0,1 mM EDTA).

15 — Deixar os tubos em banho seco a 56°C para dissolver o pellet, por

aproximadamente 30 minutos, antes de quantificar as amostras.



PREPARO DOS REAGENTES

Tampéo TE (para lise de hemacias)

Concentracao Solucéo estoque Volume para 1L de
desejada solucao
Tris-HCL 10 mM 1 M (pH=8,0) 10 mL
EDTA1mM 0,5 M (pH= 8,0) 2,0 mL
Agua Mili-Q - gs.plL

Obs.: Estocar a temperatura ambiente.

Tampao de lise nuclear

Concentracao Solucéo estoque Volume para 100 mL de
desejada solucéao
Tris-HCL 10 mM 1 M (pH=8.0) 1,0 mL
EDTA2 mM 0,5 M (pH= 8.0) 0,4 mL
NaCl 400 mM 5 M 8,0 mL
Agua Mili-Q - g.s.p 100 mL

Obs.: Estocar a temperatura ambiente.

Solucéo de acetato de sédio saturado

Preparo para 50 mL de solucéo.

1) Aquecer 50 mL de 4gua destilada.
2) Pesar aproximadamente 28 g de acetato de sodio anidro.

3) Adicionar o acetato de sodio aos poucos a agua previamente aquecida.
4) Manter sob agitacdo constante em placa quente até dissolu¢cdo completa.

Obs 1.: Estocar a temperatura ambiente.

Obs 2.:

Caso seja 0 acetato de sodio seja tri-hidratado deve ser utilizada a

proporcao de 40 g de sal para cada 40 mL de 4gua quente.

Tampao TE de ressuspenséo

Concentracao Solucéao estoque Volume para 50 mL de
desejada solugéao
Tris-HCL 5 mM 1 M (pH 8.0) 0,25 mL
EDTA 0,1 mM 0,5 M (pH 8.0) 0,01 mL
Agua Mili-Q - p.s.p. 50 mL

Obs.: Estocar a temperatura ambiente.
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Nossa midias sociais:

. “\/_/_/ ALY _( 4/

Linha do Tempo

No dia 9 de dezembro nasce Francisco Augusto Vieira
Nunes, o futuro Bacurau.

Alguns moradores de Manicoré/AM denunciam Augusto
ao posto de satde. Dias depois a policia sanitaria vai a sua
casa e encontra seu pai, abracado ao filho, armado com um
facdo - S6 levam meu filho morto! - Ndo levam o pequeno
Augusto.

Aprende a ler e escrever estudando em casa com a ajuda
de seus irmaos. Ndo conseguia matricular nas escolas por
ter hanseniase.

A policia sanitaria entra na sua casa a forca e levam, por
engano, o seu irmao Pedro.

Seu pai é demitido da delegacia de policia por possuir
idéias anti-getulistas e por ter um filho com hanseniase.

Periodo de fome, medo e tristeza. A falta de alimentagido
adequada e tratamento médico precario da regido levam a
morte trés irmas de Bacurau: Maria Lucia, com quatro
anos; Terezinha de Jesus, com seis; e Maria Eliza, ainda
bebé.

E internado aos 13 anos na colonia Jayme Abenathar.
Na colonia, Augusto recebe do seu companheiro de quarto,
o apelido Bacurau.

1945

1948

1952

1957

1939

1947

1951

1953

Contava com cinco anos de idade quando a familia
percebe que ele havia contraido a hanseniase

A familia vai buscar tratamento para Augusto em Porto
Velho, Rondoénia.

E matriculado em uma escola de Porto Velho, mas o
expulsam no primeiro dia de aula abandonando-o na
porta do hospital da cidade.

A padaria do seu pai vai a faléncia devido a perda de
clientes em razio do medo de contagio.

Morre o pai de Augusto, Jodo Monteiro Nunes. Desgastado
por anos de trabalho pesado para a idade avancada e
saude fragil.

Pregam uma placa na frente da casa de Bacurau com a
palavra ETERNITET significando que aquele lar estava
condenado para sempre.

Sai da colonia de Porto Velho e vai morar com o seu irmao
Zuza em Rio Branco, Acre.

Neste periodo tenta, sem sucesso - devido a doenga -, por
quase quatro anos, arrumar um emprego.


http://www.casadebacurau.org.br/linguagem/pt/
http://www.casadebacurau.org.br/linguagem/en/
http://www.casadebacurau.org.br/linha_do_tempo
http://www.casadebacurau.org.br/linha_do_tempo
http://www.casadebacurau.org.br/views/upload/linha_do_tempo/timeline_imagem.png
http://www.casadebacurau.org.br/views/upload/linha_do_tempo/timeline_imagem2.png
http://www.casadebacurau.org.br/
http://www.casadebacurau.org.br/linha_do_tempo

No dia 23 de junho toma a decisdo de se internar na
colonia Souza Aratjo. Estava com 21 anos.

Compde a musica “Lapinha na Mata”. Um cantico bastante
conhecido nos rituais da igreja e que foi gravado pela
editora Irmas Paulinas. Souza Araijo.

No dia 20 de janeiro, sai de Souza Aratjo e vai morar no
conjunto Castelo Branco, em Rio Branco, com Tereza
Prudéncio, que conheceu na colénia Souza Araujo.

No inicio do ano publica o livro “Chico Boi” pela série do
Mobral e volta a Manicoré para o langcamento do livro.

Com graves problemas em seus pés, faz cirurgia no
hospital Lauro Souza Lima, em Bauru, no estado de Sao
Paulo.

No Lauro Souza Lima, conhece Cachoeira e Nélio Ribeiro
seus futuros parceiros na fundacao do Movimento de
Reintegracdo das Pessoas Atingidas pela Hanseniase -
Morhan.

0 Morhan é fundado no dia 6 de junho. No dia 12 de julho,
é realizado o primeiro encontro nacional em Bauru. A
sede é instalada em uma sapataria ortopédica na cidade
de Sdo Bernardo do Campo, Sao Paulo.

Gracas ao impacto do Morhan, Bacurau é convidado a ser
membro permanente do Conselho Nacional de Saude.

Em janeiro, a musica “Jodo Seringueiro”, de Bacurau, vence
o Festival Acreano de Musica Popular - FAMP.

Vai a Brasilia, por trés vezes, levar as suas propostas para
a Assembléia Constituinte. Consegue influenciar a redagdo
final do art. 3¢, inciso IV da Constitui¢ido Federal ao
defender a ampliacao do sentido de preconceito no texto.

Nas elei¢des municipais sai como candidato do PT para
vereador. Novamente perde a eleigio.

1961
1967

1972
1973

1977
1978

1979
1980

1981
1982

1983
1986

1988

E eleito prefeito da colonia Souza Araiijo e permanece no
cargo por cinco anos.

Pelo projeto Minerva, do Mobral - Movimento Brasileiro
de Alfabetizacdo -, adquire seu diploma de ensino basico
junto com seus proprios alunos e, no mesmo ano, inicia a
sua carreira de professor contratado pela Secretaria
Estadual de Educagao.

Langa seu primeiro livro “A Margem da Vida: num
leprosario do Acre”.

E convidado pelo Ministério da Educacio para participar
da colegao “Prosadores do Mobral”.

5 = ﬂ.
.Q'Prosadores |
' do |
]' Mobral !

o Bot |
|. Feancisco Augaes Vieira |

Redige uma carta programa para a criagcdo de um
movimento de defesa dos hansenianos.

Funda um niuicleo do Morhan em Rio Branco e comega a
viajar pelo Brasil para divulgar o movimento.

E o candidato mais votado a deputado federal
constituinte pelo PT no Acre, com cerca de 3 mil votos,
mas nao é eleito.
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1990

Comeca a trabalhar como coordenador no setor de
dermatologia da Secretaria Municipal de Satide, durante o
mandato de Jorge Viana na Prefeitura de Rio Branco. Fica
até 1996. permanente do Conselho Nacional de Satude.

1993

Vai para Sio Bernardo confirmar o diagnéstico de cincer
na cabega. Fica em estado grave, faz quimioterapia e é
submetido a uma delicada cirurgia na cabega.

Bacurau representa o Morhan na fundacio da IDEA -
Integration Dignity and Economic Advancement.

Participa ainda do encontro nacional do Morhan, em
Fortaleza, quando se despede dos companheiros de luta.

Sao feitas campanhas de doagdo para ajudar nas altas
despesas do seu tratamento.

1996

Bacurau falece em sua casa no dia 12 de janeiro.

woo: IFEBX Miorhamn Supported by (&

Casa de Bacurau 2012 © Todos os Direitos Reservados

Na cidade de Savona, na Italia, Bacurau recebe o Prémio
Nacional Raoul Follereau e percorre 30 cidades italianas
para proferir palestras sobre o Morhan e os problemas
brasileiros.

Ainda na Italia, é recebido pelo Partido Comunista
Italiano. Em outra circunstancia Bacurau encontra-se
com o Papa Joio Paulo II e entrega-lhe um exemplar de “A
Margem da Vida” e uma carta.

1992

No Congresso Internacional de Hanseniase, em Orlando,
Flérida, nos Estados Unidos, Bacurau apresenta o artigo
“Leproso: Uma Identidade Perversa”. No texto ele alerta
para as formagdes culturais que degeneram a identidade
das pessoas por conta das doengas por elas contraidas.

Sente os primeiros sintomas da doenca que iria encerrar
a sua vida, o cincer.

1995

Ainda se recuperando de uma cirurgia viaja para a China
a convite do governo chinés. E bem recepcionado pelo
publico e pelos pacientes, mas se estranha com as
autoridades chinesas por perceber que estavam
manipulando a tradugdo da sua fala.

Concede entrevista em video para Abrahim Farhat.

“Caboclo amazdnico” se torna um verdadeiro testamento
ideoldgico e humanitario.

1997

El4s THE NIPPON
iV FOUNDATION

Agéncia Cleek
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
ACRE- UFAC %ﬂfl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: NOVAS ESTRATEGIAS DE DIAGNOSTICO ATRAVES DE METODOS
MOLECULARES E SOROLOGICOS DE PACIENTES COM HANSENIASE NO

Pesquisador: Ricardo dos Santos Pereira

Area Tematica:

Versédo: 3

CAAE: 18811513.9.0000.5010

Instituicdo Proponente: INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO,CIENCIA E TECNOLOGIA DO ACRE
Patrocinador Principal: INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO,CIENCIA E TECNOLOGIA DO ACRE

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 750.553
Data da Relatoria: 22/05/2014

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de estudo observacional que, segundo o projeto, se caracteriza como "caso-controle pareado” em
que "as frequéncias dos polimorfismos entre os pacientes e os controles serdo comparadas através de
modelos de regressao logistica condicional". Quanto ao periodo de referéncia, segundo o projeto, a
pesquisa é caracterizada como retrospectiva e prospectiva. O objetivo da pesquisa ndo esta claramente
definido, visto que sdo presentados trés objetivos primarios. Os participantes da pesquisa sdo pacientes
diagnosticados com hanseniase, cadastrados no periodo de 2009 a 2013 que, para identifica-los, seus
prontuarios serdo acessados. Também serdo participardo da pesquisa pessoas saudaveis, que serao
incluidas na pesquisa por meio do uso de seu sangue, proveniente de bancos de sangue.

Hipdtese:

O diagnostico padrao de hanseniase, recomendado pela OMS, é realizado através de exames
bacteriolégicos (baciloscopia), histopatologicos e clinicos. Este diagnéstico se mostra muitas vezes
impreciso e tardio, o que possibilita a evolugédo para a forma severa da doenca. Nesse sentido, a proposi¢ao
de novas estratégias baseadas em métodos moleculares e sorolégicos que visem um diagnostico precoce
de novos casos de hanseniase, de forma a interromper a cadeia de transmissdo da doencga, se faz

necessaria para o controle da endemia.

Endereco: "Campus Universitario"'Reitor Aulio G. A de Souza", Bloco da Pré-Reitoria de Pés-Graduac&o, sala 26

Bairro: BR364 KmO04 Distrito Industrial CEP: 69.915-900
UF: AC Municipio: RIO BRANCO
Telefone: (68)3901-2711 Fax: (68)3229-1246 E-mail: cepufac@hotmail.com
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
ACRE- UFAC %ﬂfl

Continuagéo do Parecer: 750.553

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

"Avaliar a utilizacdo de novas estratégias baseadas em métodos moleculares e sorolégicos que visem um
diagndstico precoce de novos casos de Hanseniase, de forma a interromper a cadeia de transmissdo da
doenca".

Objetivos Secundario:

1- "Estudar a influéncia de polimorfismos genéticos associados a hanseniase, de forma a avaliar a
suscetibilidade/resisténcia individual a doencga".

2- "Diferenciar contatos sadios e contatos que evoluem para doenca através da andlise da expresséo
génica, de forma a definir os genes que funcionem como biomarcadores entre 0s grupos".

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Os riscos e os beneficios foram apresentados e atendem as exigéncias éticas estabelecidas nas
Resolugcbes CNS N° 340/2004 e 466/2012.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa tem pertinéncia e relevancia social e atende aos critérios de cientificidades.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatéria:

1- FOLHA DE ROSTO (FR): A Folha de Rosto esta totalmente e adequadamente preenchida.

2- PROJETO DE PESQUISA: Foi revisado e atende as exigéncias éticas estabelecidas pelas Resolucfes
CNS N° 340/2004 e 466/2012.

3- TCLE: atende as exigéncias estabelecidas nas Resolu¢fes CNS N° 340/2004 e 466/2012.

4- TERMO DE AUTORIZACAO PARA ACESSO E USO DE PRONTUARIO CLINICO: foi anexado ao
Protocolo de Pesquisa e expressa precisamente que os prontuarios clinicos serdo acessados para fins da
pesquisa e inclui informacdes sobre o local e espaco para a data da assinatura ser informada, bem como ha
espaco para o participante da pesquisa apor sua assinatura

5- DECLARACAO DE USO ESPECIFICO DOS DADOS E MATERIAL COLETADOS: foi anexado ao
Protocolo de Pesquisa e expressa, clara e precisamente, que o restante do material biolégico (incluindo
soro, plasma, DNA e RNA) sera descartado apés a conclusao do projeto de pesquisa e que nenhum
material bioldgico e os dados dos prontuarios dos pacientes serd(do) utilizado(s) em pesquisas futuras.
6- AUTORIZACAO PARA USO DO BANCO DE SANGUE: foi anexado ao Protocolo de Pesquisa e esta
elaborado adequadamente.

Endereco: "Campus Universitario"'Reitor Aulio G. A de Souza", Bloco da Pré-Reitoria de Pés-Graduac&o, sala 26

Bairro: BR364 KmO04 Distrito Industrial CEP: 69.915-900
UF: AC Municipio: RIO BRANCO
Telefone: (68)3901-2711 Fax: (68)3229-1246 E-mail: cepufac@hotmail.com
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
ACRE- UFAC %ﬂfi

Continuagéo do Parecer: 750.553

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Considerando que no Protocolo de Pesquisa constam todos os Termos de Apresentacdo Obrigatéria, os
quais estdo elaborados e/ou preenchidos adequadamente, atendendo as exigéncias estabelecidas nas
Resolugfes CNS N° 340/2004 e 466/2012, conclui-se pela emissdo de Parecer favoravel a realizacdo da
Pesquisa.

Situacado do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

O CEP-UFAC informa que:

1- Esta pesquisa ndo poderd ser descontinuada pelo pesquisador responsavel, sem justificativa previamente
aceita pelo CEP, sob pena de ser considerada antiética, conforme estabelece a Resolugdo CNS N°
466/2012, X.3- 4.

2- Em conformidade com as diretrizes estabelecidas a Resolu¢cdo CNS N° 466/2012, XI.2, d; o pesquisador
responsavel deve apresentar relatérios parcial e final ao CEP. O Relatorio parcial deve ser apresentado
ap0s coleta de dados, "demonstrando fatos relevantes e resultados parciais de seu desenvolvimento"
(Resolucdo CNS N° 466/2012, 11.20) e o Relatério Final devera ser apresentado "apds o encerramento da
pesquisa, totalizando seus resultados” (RESOLUCAO CNS N° 466/2012, 11.19).

RIO BRANCO, 14 de Agosto de 2014

Assinado por:

Luciete Basto de Andrade Albuquerque
(Coordenador)

Endereco: "Campus Universitario"'Reitor Aulio G. A de Souza", Bloco da Pré-Reitoria de Pés-Graduac&o, sala 26

Bairro: BR364 KmO04 Distrito Industrial CEP: 69.915-900
UF: AC Municipio: RIO BRANCO
Telefone: (68)3901-2711 Fax: (68)3229-1246 E-mail: cepufac@hotmail.com
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FUNDACAO OSWALDO CRUZ - Plataforma
FIOCRUZ/IOC %ﬂﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: NOVAS ESTRATEGIAS DE DIAGNOSTICO ATRAVES DE METODOS
MOLECULARES E SOROLOGICOS DE PACIENTES COM HANSENIASE NO

Pesquisador: Ricardo dos Santos Pereira

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 18811513.9.3002.5248

Instituicdo Proponente: INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO,CIENCIA E TECNOLOGIA DO ACRE
Patrocinador Principal: INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO,CIENCIA E TECNOLOGIA DO ACRE

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 775.694
Data da Relatoria: 09/09/2014

Apresentagéo do Projeto:

Trata-se de pesquisa da area de genética humana a ser desenvolvida como tese de doutorado do Programa
de pds-graduacao em biologia celular e molecular do Instituto Oswaldo Cruz a ser desenvolvido no Instituto
Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Acre, que visa a utilizacdo de estratégias baseadas em
métodos moleculares (QPCR-16S rDNA) e soroldgicos (PGL-1) para o diagndstico precoce de novos casos
de hanseniase, de forma a interromper a cadeia de transmissao da doenca.

Em estudo hibrido de , sera realizada a caracterizagao genética de polimorfismos (genotipagem por gPCR -
SNPs) associados a susceptibilidade/resisténcia a hanseniase (estudo caso-controle) e a caracterizacao das
principais vias através de expressao génica (qQRT-PCR Multiplex) envolvidas na manifestacao da doenca. O
doutorando pretende avaliar grupo de 500 pacientes afetados pela hanseniase (retrospectivos e
prospectivos), contatos (n=2000) e doadores de sangue como controles (n=500).

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste estudo é avaliar a utilizacdo de novas estratégias baseadas em métodos moleculares e
sorolégicos que visem um diagnéstico precoce de novos casos de Hanseniase, de forma a interromper a
cadeia de transmissdo da doenca e contribuir para o desenvolvimento de

Endereco: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expanséo)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br
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FUNDACAO OSWALDO CRUZ - Plataforma
FIOCRUZ/IOC %ﬂﬂ

Continuagéo do Parecer: 775.694

novas estratégias terapéuticas.
Os objetivos sao validos e avalidveis pelas técnicas e métodos explicitados.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Possiveis riscos, diretos e indiretos, ao participante sdo avaliados no projeto conforme as resolugées CNS
466 e 340. Descritas as medidas para a minimizagédo dos riscos. Caso necessario, os participantes da
pesquisa receberdo apoio psicolégico e aconselhamento genético por parte da equipe multiprofissional do
Hospital das Clinicas do Acre. Os autores oferecem assisténcia imediata e integral gratuita e indenizacéo
caso necessario. Apenas beneficios indiretos sédo apresentados, no entanto a pesquisa nos contatos podera
trazer beneficio direto para o participante de diagnoéstico precoce da doenca.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Projeto suficientemente claro, bem fundamentado, sem necessidade de ser encaminhado para a CONEP. O
estudo proposto parece pertinente e possui interesse cientifico para a area. Apresenta parecer aprovado do
CEP do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Acre.

Na metodologia néo € apresentada o célculo do tamanho da amostra de 3000 participantes, nem da sele¢ao
de um subgrupo de 50 contatos para andlise de expressdo génica, assim como estdo ausentes o0s critérios
de inclusdo e exclusdo, especialmente se serdo incluidos menores de idade. Considerando que "A analise
dos coeficientes de detecgdo de hanseniase em menores de 15 anos no Estado do Acre no ano de 2008
(figura 3), considerado um parametro fundamental de andlise, demonstrou que varios municipios
apresentam indices elevados de casos, entre eles o municipio de Rio Branco (“muito alto”) e de Cruzeiro do
Sul (“hiperendémico”)" espera-se que sejam incluidas criancas e adolescentes dentre os pacientes com
hanseniase e seus contatos.

Os autores estabelecem que a coleta de material seréa realizada em domicilio pela Equipe de Enfermagem
do Hospital das Clinicas do Acre e da Secretaria Municipal de Saude de Rio Branco, mas ndo esclarecem a
forma e momento de aplicagcdo do TCLE aos participantes, nem os cuidados de biosseguranca para o
transporte do material. Também segundo o delineamento do estudo o "projeto visa a andlise de casos
retrospectivos (pacientes cadastrados e contatos) dos ultimos cinco anos (2009-2013) e prospectivos (casos
novos e contatos) de hanseniase no Estado do Acre", mas a coleta aparentemente sera feita apenas na
Capital Rio Branco.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatdria:
Foram apresentados e avaliados 0s seguintes documentos:

Endereco: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expanséo)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
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FUNDACAO OSWALDO CRUZ - Plataforma
FIOCRUZ/IOC %ﬂﬂ

Continuagéo do Parecer: 775.694

Folha de rosto: assinada pelo estudante, e o responsavel pela instituicdo proponente.

Projeto: no formato Plataforma e na integra

TCLE apresentado, parcialmente conforme a Res 466 do CNS em linguagem técnica

Questionarios, instrumento de coleta dos dados: ndo apresentados

Termos de Compromisso e confidencialidade: Termo de Compromisso - Utilizacdo de dados de arquivo
(assinado), Declaracao de uso especifico de dados e material coletados

Cronograma apresentado: Informa a duracgéo total e das diferentes etapas da pesquisa por semestre a partir
do segundo semestre de 2014 até o primeiro semestre de 2017. Estabelece inicio de coleta de amostras em
julho de 2014 embora apresenta declaracdo de ndo inicio de coleta

Orcamento detalhado ndo apresentado, mencédo a custeio no valor de R$120.000,00 pelo Convénio
IFAC/IOCFiocruz.

Curriculae vitae do estudante: confirmada a capacidade técnica. Nao foram apresentados a equipe nem os
respectivos CV dos participantes.

Termos de Anuéncia e de Compromisso das instituicdes colaboradoras: Termo de Autoriza¢éo - Realizacao
da pesquisa (Instituicdo Coparticipante - Fiocruz), Termo de Autorizacdo para Utilizacdo do Banco de
Sangue - HC Acre, Termo de Autorizacdo para Realizacdo da Pesquisa - Fundagédo Hospital Estadual do
Acre — FUNDHACRE

Termo de Autorizacgdo - Acesso e Uso de Prontuario Clinico (Paciente)

Declaragéo de que a coleta de dados néo foi iniciada assinada pelo doutorando e orientador.

Declaracéo - Servidor do doutorando

Portaria - Autorizacéo Doutorado

Recomendacdes:

Avaliar os beneficios diretos aos participantes, dado que a pesquisa podera trazer o beneficio do
diagnodstico precoce da doenca ao participante contato.

Esclarecer na metodologia onde serdo realizados os testes de biologia molecular e se havera maior
participacdo do Instituto Oswaldo Cruz neste sentido, além do curso de pds-graduacdo. Ainda, esclarecer os
critérios de inclusé@o e exclusdo dos participantes, se serao incluidos criangcas e/ou adolescentes e
populacao indigena. Caso menores de 18 anos vierem a ser incluidos, serd necessaria a apresentacgdo de
termo de assentimento além da assinatura do TCLE por parte do responsaveis.

Apresentar orcamento detalhado.

Apresentar Termo de Compromisso e confidencialidade do pesquisador principal, ie. do orientador.

Endereco: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expanséo)
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FIOCRUZ/IOC
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Continuagéo do Parecer: 775.694

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

No conjunto o protocolo parece adequado e o projeto pode ser considerado eticamente aceitavel, no
entanto, o TCLE devera ser redigido conforme a Res. 466 do CNS. A linguagem deve ser simplificada,
deverd ser explicitado na metodologia 0 momento de aplicacdo do TCLE. Deverd ser esclarecido que o
contato com o CEP é apenas em caso de questionamentos sobre os aspectos éticos do estudo. Uma vez
gue ndo foi apresentado termo de assentimento e TCLE para responséavel pelo menor de idade nao deverédo
incluir menores de 18 anos de idade nesse projeto. Além disso, uma vez que um percentual consideravel da
populacdo do Acre é contituida por indigenas, e como nao foi anexado TCLE especifico e autorizacdo do
DSEI, nao esta autorizada a incluséo de voluntarios indigenas nesse projeto.

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), em sua

196a Reunido Ordinéria, realizada em 26.08.2014, de acordo com as atribuic6es definidas na Resolucéo
CNS 466/12, manifesta-se pela aprovacgéo do projeto de pesquisa proposto.

RIO DE JANEIRO, 02 de Setembro de 2014

Assinado por:

José Henrique da Silva Pilotto
(Coordenador)

Endereco: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expanséo)
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FUNDACAO HOSPITAL
ESTADUAL DO ACRE - W me
-
FUNDHACRE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: NOVAS ESTRATEGIAS DE DIAGNOSTICO ATRAVES DE METODOS
MOLECULARES E SOROLOGICOS DE PACIENTES COM HANSENIASE NO

Pesquisador: Ricardo dos Santos Pereira

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 18811513.9.3001.5009

Instituicdo Proponente: INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO,CIENCIA E TECNOLOGIA DO ACRE
Patrocinador Principal: INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO,CIENCIA E TECNOLOGIA DO ACRE

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 910.309
Data da Relatoria: 04/09/2014

Apresentacéo do Projeto:

O presente projeto visa a analise de casos retrospectivos (pacientes cadastrados e contatos) dos Ultimos
cinco anos (2009-2013) e prospectivos (casos novos e contatos) de hanseniase no Estado do Acre. Além
disso, sera realizado um estudo do tipo caso-controle de pacientes retrospectivos e prospectivos em relacéo
a doadores saudaveis (pacientes x controle). Inicialmente, o Centro de Referéncia de Hanseniase no
Estado, o Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas do Acre, ser4d contatado para
levantamento de prontuarios de pacientes e contatos no referido periodo, além do acompanhamento de
casos novos. Como controle, havera um grupo de doadores saudaveis provenientes do banco de sangue do
Hospital das Clinicas do Acre. A apresentagdo do projeto encontra-se dentro dos padr8es exigidos pela
CONEP com base na Resolugéo n°. 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral:

Avaliar a utilizacdo de novas estratégias baseadas em métodos moleculares e soroldgicos que visem um
diagnéstico precoce de novos casos de Hanseniase, de forma a interromper a cadeia de transmissdo da
doenca.

Endereco: BR 364 - Km 02
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Objetivos Especificos:

- Estudar a influéncia de polimorfismos genéticos associados a hanseniase, de forma a avaliar a
suscetibilidade/resisténcia individual a doenca;

- Diferenciar contatos sadios e contatos que evoluem para doenca através da analise da expresséo génica,
de forma a definir os genes que funcionem como biomarcadores entre 0S grupos.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

A presente pesquisa atende aos aspectos éticos, conforme a Resolugdo n°. 466/2012 do CNS, assegurando
a confidencialidade e a privacidade dos participantes e dos dados coletados. A pesquisa é de grande
importancia, pois visa descobrir a utilizacdo de novas estratégias baseadas em métodos moleculares e
soroldgicos que visem um diagndstico precoce de novos casos de Hanseniase. No entanto, a pesquisa
devera ser interrompida caso coloque a vida dos participantes em risco. Portanto, de acordo com o item V.1,
do Capitulo V, os riscos citados na pesquisa justificam os beneficios esperados.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A iniciativa de desenvolver pesquisa visando produzir mais conhecimentos técnico-cientificos que
possibilitem melhor qualidade de vida para os seres humanos é de fundamental importancia.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatéria:
Os documentos apresentados estdo elaborados adequadamente e atendem as normas e padrdes
estabelecidos pela Resolugdo n°. 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.

Recomendacgdes:

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Pela analise precedida, este Comité de Etica em Pesquisa (Registrado junto & CONEP - Oficio Circular n°
149/Carta n°® 050 - CONEP/CNS/MS) considera o presente protocolo Aprovado.

Situacado do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

De acordo com a Resolucéo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, cabe ao pesquisador responsavel,

ao término da pesquisa, elaborar e apresentar o relatorio final ao Comité de Etica em Pesquisa - CEP.
Relatdrio Final: E o documento apresentado ap6s o encerramento da pesquisa, totalizando seus
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resultados.

RIO BRANCO, 11 de Dezembro de 2014

Assinado por:
Rosely de Freitas

(Coordenador)
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