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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Arthur da Silva Neumann

A Hanseniase, que tem como agente etiolégico o bacilo Mycobacterium leprae,
é uma doenca curavel por meio do uso da poliquimioterapia (PQT/OMS), composta
pela combinacdo das drogas dapsona, clofazimina e rifampicina. O tratamento pode ter
longa duracdo, podendo chegar a um ano dependendo do indice baciloscopico do
diagnostico, que pode ser alto em pacientes multibacilares ou baixo em pacientes
paucibacilares. Devido a toxicidade do tratamento, a hanseniase apresenta um nivel
variavel de adesdo entre pacientes, acarretando assim na falha terapéutica e o
surgimento de cepas resistentes as drogas. O projeto tem como objetivo aplicar uma
metodologia molecular baseada na deteccdo de rRNA 16S do bacilo por uso de PCR em
tempo real, mensurando sua viabilidade em raspados bucais e nasais de pacientes
multibacilares ao longo dos 6 meses iniciais do tratamento. Analises de deteccdo de
cepas resistentes e de perfis metabolicos de acetilacdo (NAT2) e de oxidacdo (CYP450)
dos pacientes foram feitas nos casos de persisténcia do bacilo no tratamento. Os
resultados apontam que o nimero de bacilos ndo diminuiu drasticamente na regido nasal
na maioria dos pacientes (8 de 15 individuos). A viabilidade do bacilo aparenta néo ter
relacdo com a resisténcia as drogas nesse estudo. Dos pacientes selecionados, 5
possuem perfil de acetilacdo intermediaria, 3 possuem acetilacdo rapida e 2 possuem
acetilacdo lenta. Sobre os perfis de oxidacdo, 9 possuem oxidacdo rapida e somente 1
possui oxidacdo intermediaria. Contudo, as relacGes de perfis metabolicos com altas
chances de efeitos adversos (acetilacdo intermediéria ou lenta/ oxidacao rapida) também
mostraram uma possivel relacdo com a viabilidade do bacilo, uma vez que esses perfis
tiveram diminuicdo na viabilidade mais tardia. O estudo sugere que a PQT é eficiente,
mas ndo como a literatura cita, e que perfis metabdlicos podem, ndo s6 aumentar as
chances efeitos adversos, como também influenciar na viabilidade do bacilo.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae. Poliquimioterapia. Tratamento.

Vi



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundag¢ao Oswaldo Cruz

OSWALDO CRUZ INSTITUTE

Persistence of Mycobacterium leprae viability in Hansen's disease patients by
treatment.

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY

Arthur da Silva Neumann

Leprosy, whose has the etiologic agent bacillus Mycobacterium leprae, is a
curable disease through the use of multidrug therapy (MDT / WHO), which is
composed of the combination of drugs dapsone, clofazimine and rifampicin. The
treatment can be long-lasting depending on the bacilloscopic index of the diagnosis ,
which may be high in multibacillary patients or low in paucibacillary patients. Due to
the toxicity of the treatment, leprosy presents a variable level of adhesion among
patients, thus leading to therapeutic failure and the emergence of drug resistant strains.
The project aims to apply a molecular methodology for the detection of bacillus 16S
rRNA by the use of real-time PCR, measuring its viability in buccal and nasal scrapings
of multibacillary patients throughout the initial 6 months of treatment. Analysis of
resistant strains and metabolic profiles of acetylation (NAT2) and oxidation (CYP450)
of patients were performed in cases of persistence of bacillus during six months of
treatment. The results indicate that the number of bacilli did not decrease drastically in
the nasal region in the majority of the patients (8 individuals). The viability of bacillus
has no relation to drug resistance in this study. Of the patients selected, 5 of acceptance
profile, 3 items of rapid acetylation and 2 of slow acetylation. On the oxidation profiles,
9 has fast and light oxidation 1 has intermediate oxidation. However, relations of
metabolic profiles with high odds of adverse effects, it is also a question of bacillus
viability, since these problems are successful in later viability. The study suggests that
MDT is efficient, but not as the literature cites, and that metabolic profiles may not as
much increase as adverse odds, but also influence the viability of the bacillus.

Keywords: Mycobacterium leprae, multidrug therapy, treatment
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1. Introducgéo

1.1 Mycobacterium leprae

O Mycobacterium leprae foi apontado como agente causador da Hanseniase em
1873 pelo médico Gerard Henrik Armauer Hansen (1841-1912), nascido em Bergen,
Noruega (figura 1.1) . A lepra, como era conhecida a hanseniase na antiguidade, ja era
um problema de saude publica na Noruega naquela época e ja era estudada pelo médico

Daniel Cornelius Danielssen, que se juntou a Hansen no estudo da enfermidade @.

Existem relatos de que antes da descoberta, Armauer Hansen, descobridor do
bacilo uma vez comentou: "N&o ha quase nada sobre a terra, ou entre ela e 0 céu, que
ndo tem sido considerado como a causa da lepra; e isso é natural, uma vez que quanto
menos se sabe, mais ativa se faz a imaginag&o"®.
Danielssen, em suas pesquisas, acreditava que a
doenca era hereditaria. Por outro lado, Hansen o
questionou, acreditando que a doenca ndo era
hereditaria e sim infecciosa. Em 1872, apds uma
longa pesquisa e analise de casos de lepra, Hansen a

relatou como uma doenca infecciosa crbnica em

1872, observou pela primeira vez o bacilo da

3 o g "4 ;
Figura 1.1 - Dr. Gerard Henrik Armauer
“Norwegian Medical Society”, sendo publicado em Hansen. llustragdo por Venita Jay (2)

hanseniase em 1873 e submeteu o anuncio a

1874. 42)

Antes de fazer parte do género Mycobacterium, o M. leprae era chamado de
Bacterium leprae, bem como o agente etioldgico da tuberculose, que era chamado de
Bacterium tuberculosis. A proposta do género Mycobacterium foi feita por Lehmann e
Neumann em 1896 ®. Desde entdo, mais de 150 espécies conhecidas fazem parte do
género, que podem ser amplamente agrupadas em espécies de crescimento rapido,

crescimento lento e espécies complexas.®

O Mycobacterium leprae (Figura 1.2) é um bacilo alcool-acido resistente, em
forma de bastonete. E um parasita intracelular, sendo a Gnica espécie de micobactéria
que infecta nervos periféricos, especificamente células de Schwann. Até o0 momento nédo

ha relato do cultivo do bacilo em meios de cultura artificiais, ou seja, in vitro.(”



Figura 1. 2. O agente etiold6gico da Hanseniase, Mycobacterium leprae. Observagéo
através de microscopia eletronica de varredura (1) e transmisséao (2), respectivamente.
Fonte: Scollard et al. (2006)

Dessa forma seu cultivo é feito por inoculacdo do bacilo em animais como tatus
ou camundongos atimicos Foxnlnu (nude). Apds um periodo de seis meses ou mais, 0
animal é sacrificado para enumeracdo e coleta dos bacilos. Em camundongos
imunocompetentes, um indculo de alguns milhares de bacilos pode chegar a cerca de 1
milhdo de organismos por coxim plantar apos seis meses. As alteracdes histopatologicas
sdo pequenas, consistindo na formacdo de pequenos granulomas contendo alguns

linfocitos e macrofagos espumosos repletos de bacilos (Figural.3). €9

A _ ) B

Wy

Figura 1.3: Cultivo de M. leprae em patas de camundongos. (A) Uma pata de camundongo nude com 6
meses de infecgdo contendo 5x10° bacilos vivos. (B) Macréfagos espumosos repletos de bacilos de
Hansen corados em rosa pela fucsina. Fonte: Scollard et al. (2006)



Centro da
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Sua parede celular contém peptidoglicano, composto de cadeias de N-acetil-
glucosamina e N-glicolilmuramato alternados, ligados por pontes cruzadas de
peptideos ligados a camada galactano por arabinogalactana. Trés cadeias
ramificadas de arabinomanana sdo por sua vez ligadas ao galactano, formando,
juntamente com a camada de peptidoglicano, uma zona elétron-densa em torno do
M. leprae. Os 4cidos micdlicos estdo ligados aos terminais de arabinano formando
o folheto interno da bicamada pseudolipidica. O folheto externo € composto por
uma rica variedade de &cidos micolicos de monomicolatos trealose e acidos
micoserosoico de dimicocerosatos assim como glicolipideos fenolicos (PGLS),
formando uma zona elétron-ldcida. O lipidio dominante na parede celular de M.
leprae na especificidade imunolégica é o glicolipideo fendlico | (PGL-1). Estudos
sugerem que o PGL-1 esta envolvido na interacdo de M. leprae com a laminina
das células de Schwann, sugerindo um papel para o0 PGL-1 na interacdo nervo
periférico-bacilo (Figura 1.4) @, A maioria dos genes necessarios para construir
o polimero peptidoglicano-arabinogalactana-micolato parecem estar presentes no

genoma de M. leprae apesar da reducfo massiva de genes em seu genoma 9,
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Figura 1.4. Modelo esquematico do envelope celular de M. leprae. Glicolipideo fendlico | (PGL-1);
Dimicocerato de Ftiocerol (PDIM); Fosfatidilinositol manosideos (PIMs); Trealose monomicolato (TMM);
Fosfolipideo (PL); Lipoarabinomanana (LAM); Lipomanana (LM) Fonte: Scollard et. al., 2006.
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Os genomas do M. leprae e do Mycobacterium tuberculosis sdo constituidos por
3.268.203 pb e 4.411.532 pb, respectivamente (Tabela 1.1). Dentro do genoma do
bacilo de Hansen, sdo encontrados 1.116 pseudogenes, ou seja, regifes que nao
codificam proteinas funcionais®™V. Estudos apontam que isso ocorreu devido a um
fenomeno conhecido como evolucédo redutiva, onde o M. leprae perdeu mais da metade
dos genes ao longo da evolugdo. Isso geralmente é documentado em parasitas
intracelulares obrigatorios e endossimbiontes, uma vez que certos genes se tornam
inativados por ndo serem mais necessarios, 0 tornando assim altamente especializado
em um nicho e mantendo o conjunto minimo de genes necessarios para sua replicacéo e

patogenia. (1:12)

Tabela 1.1. Comparacgéo dos genomas de M. leprae e M. tuberculosis.

Caracteristcas M. leprae M. tuberculosis
Tamanho do genoma 3,268,203 4,411,532
G+C (%) 57,79 65,61
Codificacdo de genes (%) 49,5 90,8
Codificacdo de genes (N°) 1,604 3,959
Pseudogenes (N°) 1,116 6*
Densidade de gene (pb por gene) 2,037 1,012
Extensdo média de genes (pb) 1,011 1,012
Extensdo média de genes desconhecidos (pb) 338 653
*Excluindo sequéncias de insercdo. Adaptado de Cole et al. (2001)*

1.2. Hanseniase

A Hanseniase é uma doenca cronica oriunda da infeccdo causada pelo
Mycobacterium leprae. Esse bacilo é capaz de infectar grande numero de individuos,
porém poucos adoecem devido a sua baixa patogenicidade. Essas caracteristicas sao
dependentes de sua relacdo com o hospedeiro e o grau de endemia do meio, entre outros
aspectos. Os ambientes domiciliares sdo um dos espacos mais relevantes na
disseminacéo do bacilo para os demais individuos da familia, apesar de existirem pontos
ainda ndo elucidados quanto aos possiveis fatores de risco, como por exemplo aqueles
relacionados ao ambito social do individuo. O alto grau de incapacidade que a
hanseniase promove esté relacionado a resposta celular nas regides de infeccéo (nervos

periféricos), podendo impactar irreversivelmente regides periféricas dos nervos. (/)



1.2.1. Formas da hanseniase

No ano de 1962, Ridley e Jopling propuseram uma classificacdo nova,
fracionando a Hanseniase em cinco formas clinicas. Os grupos foram definidos
considerando aspectos clinicos, bacteriologicos, histopatoldgicos e imunologicos:
Tuberculdide (TT) que corresponde a forma polar, benigna, estavel. Borderline
tuberculdide (BT); Borderline borderline (BB); Borderline lepromatoso (BL);
Lepromatoso (LL) equivalente a forma Virchowiana, maligna, mais agressiva na
Classificacdo de Madri (Figura 1.5). ¥

(TT); Borderline tuberculéide (BT); Borderline borderline (BB); Borderline lepromatoso
(BL); Lepromatoso (LL), respectivamente. As se¢des superiores mostram as formas da
hanseniase analisadas com marcacdo de hematoxilina e eosina em amostras de derme,
mostrando o crescente nimero de granulos e desorganizacédo tecidual (magnificacdo de X63).
As sec¢des inferiores apresentam amostras de derme com a marcacdo de Fite, mostrando o
nimero medio de bacilos encontrado em cada forma da doenca (magnificacdo de X1.000).
Fonte: Scollard et al. 2006 .



1.2.1.1. Polo Tuberculéide (TT) e Lepromatoso/Virchowiano (LL)

Na historia da doenca, é observada a existéncia de um polo de alta resisténcia a
infeccdo pelo Mycobacterium leprae, a hanseniase tuberculdide, onde a resposta
immune celular promove a destruicdo dos bacilos no organismo. O outro pdlo,
encontra-se uma forma mais propensa, a hanseniase virchoviana, que é caracterizada
por uma m4 resposta imune celular, alto crescimento bacilar e espalhamento da infeccéo
para visceras e tecido nervoso. Um trabalho realizado pelos doutores Modlin e Mehra
em 1990%%) cita estudos apontando a diferente taxa de ativacdo entre os linfocitos T
CD4 (auxiliares/indutores) e linfécitos T CD8 (citotoxicos/supressores), onde no polo
tuberculdide (TT) a populacdo de linfocitos T CD4 é maior, enquanto no polo
lepromatoso a populacdo de linfocitos CD8 é predominante, independente da taxa de
ambos os linfécitos no sangue do paciente. A forma virchoviana ou lepromatosa deve
ser estudada epidemiologicamente, pois 0s bacilos estdo presentes em grandes nimeros
nas lesbes na pele, na proporcdo média de 10'° bacilos/g tecido, aumentando a

possibilidade de transmissdo da doenca por contato fisico. %

A forma TT da doenca apresenta uma ativacdo acentuada da atividade dos
macrdfagos e diferenciacdo de lifocitos T naive em linfocitos CD4 no organismo devido
a producgdo de IFN-y e IL-12, respectivamente. A forma LL da doenga ocorre uma maior
producdo de IL-4, dimunuindo a atividade macrofagica e diferenciando linfécitos T
naive em lifécitos T CD8. Ocorre também a producdo de IL-10, diminuindo a producgéo
de moléculas de linfécitos T CD4, moléculas estimulatérias de macréfagos e aumenta a

sobreviénvia, proliferacdo e producéo de anticorpos de linfécitos B (Figura 1.6). @
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Figura 1.6. — Imunologia da hanseniase.

M@ = Macrofago, NK = Natural Killer; Thy —Th, = superpopulaces de linfocito T CD4*; B =
Linfécito B; Tc = linfdcito T citotdxico; Ts = linfdcito T supressor; IL;...IL12 = interleucinas 1...
12; TNFa = fator de necrose tumoral; IFNy = interferon y; TGFp = fatortransformador de
crescimento 3, HT = hanseniase tuberculdide; HV = hanseniase Virchoviana.

1.2.2. Quadros reacionais da Hanseniase

Dentro da hanseniase existem as chamadas reacGes hansénicas ou episodios
reacionais, ocorréncias inflamatérias agudas locais ou sistémicas que podem ocorrer
antes, durante ou ap0s o tratamento da doenca. Suas definicdes consistem em uma
reacdo inflamat6ria acentuada, localizada ou sistémica, podendo vir seguida de
comprometimento de nervos periféricos, manifestando como sintomas uma dor
acentuada, sendo necessarios cuidados especiais. Os quadros reacionais possuem uma
relacdo com a carga bacilar e a resposta imune do hospedeiro, sendo classificadas em
dois tipos: reacdo tipo 1 ou reacdo reversa (RR) e reacdo tipo 2 ou eritema nodoso
hansénico (ENH), de acordo com Jopling (Tabela 1.2).(0:16)

As reacOes da hanseniase representam quadros de inflamacdo agudos ou
subagudos que se interpde no curso crénico da doenca, tanto nos paucibacilares (casos
com até 5 lesbes de pele) como nos multibacilares (mais de 5 lesdes de pele).!”) Estas
reacfes podem ocorrer em todas as formas clinicas, exceto o grupo indeterminado, e
geralmente seguem fatores que promovem seu desencadeamento, tais como infeccoes
intercorrentes, vacinacao, gravidez, puerpério, uso de medicamentos iodados, estresse
fisico e emocional e a prépria poliquimioterapia usada no tratamento da doengca,

devendo ser diagnosticadas e tratadas de imediato.



1.2.2.1. Reagao tipo 1

A reacdo tipo 1 ou reacdo reversa, é apresentada com lesbes de pele agudas, como
placas eritemato-edematosas demarcadas novas ou reativacdo de lesbes preexistentes.
Do ponto de vista histologico, ha presenca de quadro inflamatério granulomatoso com
padrdo tuberculdide ou dimorfo, mas associado a edemas com episodios exsudativos,
acumulo de fibrina, necrose tecidual e, com certa frequéncia, comprometimento do

tecido nervoso.1819)

1.2.2.2. Reacgéo tipo 2

A reacdo tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENH), também pode ocorrer antes,
durante e ap0s o tratamento. Diferente da reacdo tipo 1, tem menor duracdo e maior
numero de recorréncias. Cada surto em si, tem duracdo em torno de 15 dias, e recorrem
em intervalos de tempo varidveis. Manifestam-se como nddulos ou placas de
aparecimento subito, acompanhado de febre, mal-estar geral, dores musculares,
articulares, adenopatias periféricas, principalmente inguinais, e muitas vezes também
acompanham irites, iridociclites e neurites. A reacdo pode ser mediada por
imunocomplexos, algumas vezes sendo apontada pelo aumento transitorio da imunidade
celular, segundo alguns autores. A intensidade e freqliéncia destes episddios reacionais

variam em cada paciente. 819

1.2.3. Fontes de infec¢ao

O ser humano é reconhecido como a Unica fonte de infec¢do, embora tenham sido
identificados animais naturalmente infectados — o tatu®®, o macaco mangabei®®V,
chimpanzé®@? e esquilos®). Foi visto que o triatomineo Rhodnius prolixus, ap6s
alimentacdo artificial, foi capaz de manter o bacilo viavel em seu trato digestivo até a
liberacdo de suas fezes, confirmando sua infectividade através do modelo Shepard ¢4,
Os pacientes que apresentam alta bacteremia (multibacilares-MB) sem tratamento sdo
capazes de eliminar grande quantidade de bacilos para 0 meio exterior através da
expiracdo de perdigotos, apresentando carga bacilar de cerca de 10 milhdes de bacilos

presentes na mucosa nasal®”.
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A principal via de eliminacdo dos bacilos dos pacientes multibacilares
(virchowianos e dimorfos) é a via aérea superior, sendo, também, o trato respiratério a
mais provavel via de entrada de M. leprae no corpo. Dados na literatura apresentaram
informacdes de uma espécie de ameba encontrada no solo, a Acanthamoeba castellanii,
e sua capacidade de ingerir o M. leprae expelido e manté-lo viavel no ambiente. 29,
Os doentes paucibacilares (indeterminados e tuberculdides) ndo séo considerados
importantes como fonte de transmissdo da doenca, devido a baixa carga bacilar. Os
pacientes multibacilares, no entanto, constituem o grupo que oferece risco reconhecido

de contagio, assim se mantendo enquanto no se iniciar o tratamento especifico®.
1.3. Hanseniase no mundo

De acordo com relatérios oficiais recebidos de 138 paises das regides da OMS, a
prevaléncia mundial registrada de hanseniase no final de 2015 era de 176.176 casos (0,2
casos por 10 000 pessoas). Os novos casos notificados globalmente em 2015 foram de
211.973 (2,9 novos casos por 100.000 pessoas). Os numeros de novos casos apontam
um grau de transmissdo continuo da infeccdo no mundo, onde 199.992 (94%) dos novos
casos de hanseniase foram relatados em 14 paises, notificando mais de 1000 novos
casos em cada um deles e apenas 6% dos novos casos foram relatados no resto do
mundo (Figura 1.7).%®

Mzp | Geographical distribution of new leprosy cases, 2016
Carte 1 Répartition géographique des nouveaux cas de lépre en 2016

Total number.of hew cases detected — Nombre total
de nouvéaux cas dépistés*

/.

- 1-99

-

- 1000-9999

- 10000

|:| Mot reported — Non signalé

Figura 1.7. Distribui¢do de novos casos de Hanseniase no mundo em 2016. Fonte: World
Health Organization.
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1.3.1. Hanseniase no Brasil

Mesmo com 68% de queda na prevaléncia da Hanseniase ao longo dos anos, o
Brasil tem progredido no combate da doenga de forma lenta, ndo cumprindo um dos
objetivos de desenvolvimento do milénio, estabelecidos pela Organizacdo das Nacdes
Unidas (ONU) de eliminar a doenca até o final de 2014. Mato Grosso, Para, Maranhéo,
Tocantins, Rond6nia e Goias sdo as areas com maior risco de transmissdo, concentrando
mais de 80% do total de casos diagnosticados. No Mato Grosso, por exemplo, a
prevaléncia chega a 9,03 por 10 mil habitantes — contra a média nacional de 1,42. 1sso
acontece devido a dispersdao da populacdo nessas regides, dificultando o acesso as
unidades bésicas de satde das regides (Figura 1.8). @) Outra possivel razio é o contato
dessa populacdo com insetos hematdfagos e tatus infectados, o que pode facilitar a
disseminacéo do bacilo.?¥
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Figura 1.8. Distribuicdo dos casos de Hanseniase por 10.000 habitantes no Brasil em 2014. Coeficiente
de prevaléncia (Coef. Prev.): Nimero de casos em tratamento até o dia 31 de dezembro do ano por
10.000 habitantes. Fonte: RADIS?")

1.3.2. Hanseniase no Rio de Janeiro

A Figura 1.9 de um estudo publicado em 2017%® apresenta o coeficiente bruto de
deteccdo de hanseniase nos dois periodos de 2001 a 2006 e 2007 a 2012 e a distribuicéo
da analise bayesiana nos anos de 2004 e 2010, que correspondem ao meio dos dois
periodos adotados. A regido metropolitana possui coeficientes elevados, em nivel de
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alta endemicidade. As regides norte e noroeste do estado também apresentam munici-
pios com altos niveis de detec¢do de casos novos. No segundo periodo avaliado, pode

ser vista uma reducdo dos niveis dos coeficientes na maioria dos municipios.
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Figura 1.9. Coeficiente bruto e padronizado da detecc¢do de hanseniase nos municipios do Rio de
Janeiro, 2001 a 2012. Fonte: Gracie et al., 2017,

Dados mais recentes retirados do SAGE (Sala de apoio & gestéo estratégica)®®, do

ministério da salde, revelam uma alta porcentagem no numeros de casos curados na
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coorte de deteccdo entre os anos de 2001 e 2012, porém, esse numero cai de 2013 até
2016, chegando a 69,26%. Por outro lado, o numero de contatos examinados dos
pacientes registrados obteve um bom aumento até 2012 e manteve a média entre 0s anos
de 2013 e 2016.

1.4. Tratamento da Hanseniase

Pelas informacdes levantadas em pesquisas, 0 Oleo extraido das sementes das
chaulmoogras ja era usado ha séculos no continente asiatico para o tratamento de
doencas cutaneas, como a hanseniase. As plantas que eram referenciadas como
chaulmoogras pertencem a familia das Flacourtiaceas, e seus 6leos sdo ricos em &cidos
hidnocéarpico e chaulmugrico, considerados 0s responsaveis pela acdo terapéutica nos
casos de hansenjase®® 3V,

Ao longo de todo o século, acreditava-se que a Gynocardia era a fonte das
sementes usadas para a producdo do 6leo de chaulmoogra®?. Ap6s muitas analises do
6leo de chaulmoogra oriundo da espécie Gynocardia odorata, foi observado que o 6leo
ndo apresentava os acidos hidnocarpico e chaulmugrico, algumas das principais
caracteristicas do grupo das chaulmoogras. Assim, a espécie Gynocardia odorata
comegou a ser citada como “falso chaulmoogra”, concluindo que o 6leo utilizado no
ocidente era proveniente das plantas do género Hydnocarpus (Figura 1.10) G,

No Brasil, o Instituto Oswaldo Cruz trouxe esse método de tratamento em 1927,
abastecendo o recém-criado Laboratério de Leprologia do Instituto Oswaldo Cruz, que
era liderado pelo Dr. Souza Aradjo. O tratamento era feito com um 0leo, logo a
administracdo intravenosa era proibida e sua administracdo era feita via injecdes
intradérmicas e intramusculares, com intervalos intimamente dependentes do grau da
doenca do paciente. O tratamento era doloroso e demorado, como o relato de um
paciente, em 1940, que citava: ” (...) 0 terror das injecOes extremamente doloridas e um
6leo grosso inassimilavel a endurecer os muasculos sem proveito (...) uma infiltracédo
terrivel a suceder a outra, uma inflamacdo a se alterar quando outra nem ao menos
tinha se extinguido, no programa de cobrir o corpo de picadas, recobri-lo e continuar a

via crucis indefinidamente.”(%
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Figura 1.10. llustragéo do fruto da Chaulmoogra. O 6leo
extraido era matéria-prima do tratamento da Hanseniase
antes da poliquimioterapia. Extraido de:
http://www.theacworthleprosymuseum.org/module2kn.h
tm

Um exemplo evidente da presenca da hanseniase num dos maiores
acontecimentos da histéria da saude mundial e das doengas ocorreu em meados da
década de 1940. Nos anos pés-Segunda Guerra Mundial, comecaram a surgir na Europa
0s primeiros quimioterapicos e antibidticos, que viabilizaram o tratamento e a queda
gradual de diversas doencas graves que até aquele momento eram incuraveis.
Paralelamente, com o inicio da producdo da sulfona, a droga se tornou uma alternativa
ao tratamento existente. Gradativamente, a sulfona comecou a ser adicionada no
tratamento da enfermidade e acabou se tornando o primeiro medicamento eficaz no
combate a hanseniase, dando maior conforto e liberdade aos pacientes que
anteriormente ficavam isolados em colénias ou em leprosarios para ndo espalharem o

bacilo®?,

A classe das sulfonas obteve bons resultados como drogas antilepréticas, tendo
como consequéncia a adesdo e utilizacdo destes medicamentos no combate a
hanseniase®®. Estes medicamentos foram eficientes até certo ponto na historia do
tratamento, mas os primeiros casos de resisténcia sugiram na década de 60, trazendo
certo receio e a necessidade de reajuste do tratamento. Apds o surgimento da resisténcia
a monoterapia, mais dois novos antimicrobioticos mostraram resultados relevantes no

controle da doenca, a Rifampicina®” e a Clofazimina.

A Organizagdo Mundial da Sadde, em 1981, promoveu um encontro com 0S
grupos de estudo de quimioterapicos para controle da Hanseniase e determinaram que
todas as formas da hanseniase seriam tratadas com a administragdo de uma

poliquimioterapia que consistia no uso dos bacteriostaticos dapsona e clofazimina e o
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bactericida rifampicina, pois o uso das trés simultaneamente reduziriam as chances da

geracéo da resisténcia ao tratamento (Tabela 1.3)),

1.4.1. Esquema Poliquimioterapico (PQT/OMYS)

T abela 1.2, F 2 quema poliguiniioterapico da hanzemiaze. Fonte: OMS

Formas da . . i
L Drogas Frequenda Adulto Frequencia Infantil
hansenizse/tempo

450 mg (300 mg +
100 mg)
mensal/dias  3Ix50mg/ 1x50

rifampicina me nszl ments 2x300mg menszlments

Multibacilar/ 12 meses clofazimina mensalfdidria  3x100mg/ 1x50mg
alternados mg
dapsona diaria 100 mg diaria 50 mg
) B 450 mg(300mg +
rifampicina me nsal mente 2x300mg mensalmente
: 100 mg)
Paucibacilar/é meses
dzpsonz digria 100 mg dizriz 50 mg

1.4.1.1. Dapsona

A dapsona (DDS) é uma droga bacteriostatica que atua pela inibicdo competitiva
da enzima dihidrofolato sintetase e dihidrofolato redutase, enzimas chave na via de
biossintese do folato em M. leprae. Em pacientes tratados com monoterapia de dapsona,
a morte dos bacilos era completa em 3 a 6 meses. A regressdo total do quadro

geralmente ocorria em cerca de 2 a 3 anos. “?
1.4.1.2. Rifampicina

A Rifampicina (RIF) é o Unico componente reconhecidamente bactericida da PQT
contra M. leprae, foi introduzida em 1970. Atua por inibicdo seletiva da RNA
polimerase bacteriana dependente do DNA e bloqueia a sintese de RNA. O farmaco
também € eficaz contra organismos resistentes a dapsona. A rifampicina atravessa as
membranas celulares e é eficaz na inativacdo de organismos intracelulares. O indice
morfoldgico (IM) chega a zero dentro de 4 a 6 semanas de tratamento. No entanto, o
indice bacteriologico (IB) demora mais para declinar. Dados na literatura relatam que
uma Unica dose de 1200 mg do medicamento administrado aos pacientes com
hanseniase reduzem o numero de bacilos presentes na pele drasticamente em poucos

dias, tornando-os indetectaveis.®D.
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1.4.1.3. Clofazimina

Clofazimina (CLO) é uma droga lipossolivel com acdo bacteriostética e anti-
inflamatoria, cuja base bioquimica para a¢@es antimicrobianas continua a ser elucidada.
Segundo a literatura, a droga age possivelmente blogueando a funcdo de modelo de
DNA, aumentando a sintese enzimatica lisossbmica e aumentando a capacidade
fagocitica dos macrofagos. Ele se liga a regido rica em GC (guanina-citosina) no DNA
micobacteriano e ndo se liga em DNA de mamiferos“?. A sua propriedade anti-
inflamatdria e a eficacia no tratamento de reaccOes de lepra tipo 2 (RT2) é atraves da
estimulacdo da sintese de prostaglandina E2 (PGE2) e inibicdo da mobilidade dos

neutrofilos, junto com a supresséo seletiva do subtipo Thl das células T helper®®.
1.5. Efeitos adversos

Apesar da grande eficiéncia do tratamento poliquimioterapico, seus componentes
promovem efeitos colaterais a longo ou curto prazo nos pacientes acometidos pela
doenca. Varios efeitos colaterais sdo relacionados a dapsona, a principal causadora de
efeitos colaterais, entre 0s quais: gastrite, cefaleia, fotodermatite, metahemoglobinemia,
anemia hemolitica, agranulocitose, hepatite, sindrome sulfona, neuropatia periférica e
sindrome nefrética. A clofazimina tem como efeitos colaterais conhecidas a
hiperpigmentagdo cuténea, a ictiose e a sindrome do intestino delgado. A rifampicina
apresenta como efeitos colaterais a hepatotoxidade, sindrome pseudo-gripal. Choque,
dispneia, trombocitopenia, psicose, anemia hemolitica e insuficiéncia renal podem

ocorrer raramente (4 4546,

1.6. Negligéncia ao Tratamento

Existem discussfes que apontam 0s motivos dos abandonos do tratamento,
podendo estar relacionados a ocorréncia de efeitos colaterais das drogas utilizadas, bem
como a ndo orientacdo prévia e adequada sobre os mesmos pelas equipes de salde, que

n&o estdo devidamente treinados para o diagndstico e manejo destes efeitos ¢4,

1.6.1. Negligéncia nos exames de contatos intradomiciliares e pacientes

Um estudo feito na Paraiba em 2013 fez a analise dos discursos de contatos

intradomiciliares e foi possivel apreender seis motivos pelos quais ndo fazem o exame:
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auséncia de sinais/sintomas da doenca; falta de interesse e/ou omisséo; falta de
informacdo ou informacdo inadequada; incompatibilidade de horérios e/ou trabalho;
vergonha e/ou preconceito para com a doenca ou 0 exame; medo do exame “7). Outros
estudos feitos no Para e Parana apontam que outro motivo que prejudica o controle da
doenca € a falta de informagao e acompanhamento dos profissionais de satde “&49). Os
estudos apresentam como conclusdo que os participantes ndo procuraram a USF para
realizar o exame dermato neurologico por falta de acompanhamento e de informacoes
prestadas pelos profissionais de salde que os atendem na Estratégia em Saude da

Familia 7 48.49),

A auséncia de conscientizacdo e acompanhamento nos casos de pacientes com
hanseniase e seus contatos intradomiciliares podem gerar uma maior chance de aparigdo
de cepas resistentes nas regides endémicas da doenca, tornando o seu controle mais
dificil. Dados da Universidade Federal de Uberlandia mostram que 33% dos pacientes
em registro ativo no Centro de Saude Escola — UFU e do municipio estdo em abandono
e que um dos motivos € relacionado aos efeitos adversos, bem como a falta de

orientagdo prévia adequada dos profissionais de satde.“*
1.7. Cepas de Mycobacterium leprae resistentes

Para controlar doenca e evitar o surgimento de cepas resistentes, o tratamento da
hanseniase tornou-se uma poliquimioterapia com a adicdo da Rifampicina e
Clofazimina ©7 3% 42 Contudo, para essa estratégia obter resultados positivos, é
necessaria a adesdo ao tratamento. Apos alguns anos da implementacdo da PQT, casos
de cepas multirresistentes surgiram no mundo. Maeda e seus colaboradores ¢ em 2001
analisaram um total de 88 amostras vindas do Japdo, Paquistdo, Haiti, Indonésia e
Filipinas. Trinta delas apresentaram multirresisténcia pelo menos a duas drogas e em
alguns casos, resisténcia a trés drogas da PQT. Na China, em 2014 ©®Y  foram
encontrados casos resisténcias primarias com multirresisténcia (dapsona e rifampicina
ou ofloxacina e rifampicina) na provincia de Shandong. Ainda em 2014, na Colémbia
®2) um estudo com 941 pacientes mostra de 4,14% eram resistentes a uma ou mais
drogas, sendo que 5,77% foram encontrados em novos pacientes e 3,04% em pacientes
ja tratados. Nesse estudo é mostrado também que 3,19% da coorte € resistente a
rifampicina, droga bactericida do tratamento. Casos de resisténcia primaria (onde o

individuo contrai a doenca com o0 genétipo resistente as drogas) ou secundaria
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(adquirida durante o tratamento) precisam de melhor monitoramento durante e ap6s o
tratamento para diminuicdo do risco de disseminagdo de cepas resistentes.

1.7.1. Resisténcia a Dapsona

Nos anos 70, publicacbes em todo o mundo registraram a resisténcia a sulfona
(DDS), entdo unico farmaco para tratamento da Hanseniase. Ainda nessa década surgem
outros medicamentos especificos, como a clofazimina (CLO) e a rifampicina (RIF),
além das primeiras recomendacfes dos esquemas terapéuticos associados, utilizando

dois ou trés quimioterapicos (Figura 1.10). 2

1.7.2. Resisténcia a Clofazimina

A resisténcia a clofazimina é muito raramente relatada, o que possivelmente pode
ser devido ao seu multiplo mecanismo de acées ©¥. Em um estudo de 201555 observou-
se que 97% (93/96) de mutantes de M. tuberculosis resistentes a clofazimina
apresentavam mutac@o no gene rv0678 que codifica um repressor de transcricdo para a

bomba de efluxo MmpLb5.
1.7.3. Resisténcia a Rifampicina

O mecanismo molecular da resisténcia a rifampicina foi primeiramente descrito
em Escherichia coli e foi elucidado em 1993 em M. leprae 85, As mutacBes que
conferem a resisténcia a rifampicina (RifR) sdo quase exclusivamente do gene rpoB
(codificando a subunidade p de RNA polimerase dependente de DNA) em todos o0s
organismos testados, incluindo E. coli e M. tuberculosis. Analises genéticas abrangentes
forneceram detalhes moleculares de alteragdes de aminoécidos na subunidade f

apontando resisténcia a RIF (Figura 1.10). ¢V
1.7.4. Resisténcia a Ofloxacina

A ofloxacina é uma fluorquinolona que tem efeito bacterioestatico, tendo como alvo as
subunidades A e B da DNA girase, codificadas pelos genes gyrA e gyrB do bacilo,
prejudicando a replicacdo de DNA. O medicamento utilizado como droga de segunda
linha, juntamente com a monociclina, nos casos de pacientes sensiveis a dapsona,

clofazimina e rifampicina ©®. Contudo, dados da literatura mostram que o gene que
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codifica a proteina alvo pode apresentar uma mutacdo conhecida, responsavel por

conferir ao bacilo resisténcia medicamentosa (Figura 1.11).

folE folP1 folB folK

247 265 272 291 180
5'-GGC AAT TAC CAT CCG CAC [GGC|GAC [GCA] TCG ATT TAT GAC ACG TTA-3' 5'- GIC GGT GGC GAR TCGCGG GGT GCC ATT AGG ACC -3'
-Gly Asn Tyr His Pro His |Gly|Asp |[Ala|Ser Ile Tyr Asp Thr Leu- - Val Gly Gly Glu Ser |Thr|Arg |Pro|Gly Ala Ile Arg Thr -

53 55

89 91
Bce | aTC cfc
Ala lle Leu

rpoB

1 1243 1547 3537

1315 1321 1351 1367 1380
5'-TTC ATG GAT CAG AAC AAC CCT CTG TCG GGC CTG ACC CAC AAG CGC CGG CIG TCG GCG CTG GGC CCG-3!'
-Phe Met Asp Gln Asn Asn Pro Leu Ser Gly Leu Thr His Lys Arg Arg Leu Ser Ala Leu Gly Pro-

441 451 456 458
v v v
BAT TAC TIG| |c€G
Asn Tyr Leu Pro
TGG
Trp

Figura 1.11. Sequéncias parciais dos genes que codificam os alvos da
poliquimioterapia. suas respectivas regibes de polimorfismo e os polimorfismos
estudados nesse trabalho (em destaque). Fonte: adaptado de Maeda et al., 2001 ©9

1.8. Farmacogenética

A observacdo de que existem diferencas individuais na resposta ao tratamento
farmacoldgico ndo é um conceito novo. No inicio do século XX, o médico britanico
Archibald Garrod desenvolveu o conceito de “individualidade quimica” para interpretar
as caracteristicas de certos individuos que apresentam toxicidade com uma dose de
farmaco inofensiva para a maioria. O conceito de farmacogenética se originou mais

tarde, nos anos 50. 9

A farmacogenética € o estudo das variagGes genéticas que geram respostas ndo
padronizadas aos medicamentos incluindo diferencas na eficiéncia da droga no
organismo, intera¢Ges droga-droga e o risco relativo, por exemplo, de reacOes adversas.

Estudos de mutacdes e polimorfismos que podem afetar a expressédo ou atividade de
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receptores farmacoldgicos, proteinas transportadoras, sinalizadoras e de enzimas

metabolizadoras sdo necessarios elucidacéo desses eventos. %
1.8.1. Polimorfismos de genes e variagdes de respostas farmacologicas

Os polimorfismos presentes nos genes que codificam enzimas que atuam no
metabolismo de drogas exercem um papel fundamental na utilizacdo das mesmas em
terapia, principalmente em relacdo a ma absorcdo, a biotransformacdo ou excrecao,

podendo refletir também em fatores que aumentam riscos em doencas (Figura 1.11). 69

- & Dose padrio [l
20 o Dose baseada no gu.nollpu

il i i

— Faixa terapéutica

Efeitos colaterais Faléncia terapéutica

Figura 1.12. Esquema mostrando o beneficio do ajuste de dose de uma droga, baseado no gendtipo do
individuo. Individuos com variantes génicas que codificam enzimas metabolizadoras de drogas com
baixa atividade tém maior propensdo a desenvolver efeitos colaterais. C = concentracdo da droga; T
=tempo. Fonte: Teixeira et al., 2009. ¢

A enzima arilamina N — acetiltransferase 2 humana (NAT2) esta entre as mais
estudadas em relacdo a polimorfismos associados a metabolizacdo de drogas. As
Arilaminas N- acetiltransferases (NATS) sdo enzimas de metabolismo que catalisam a
conjugacdo de um grupo acetil-Coa em uma fracdo amina, hidrazina ou hidroxilamina
de um composto aromatico 3. A enzima NAT2 humana é codificada pelo gene NAT2,
localizado no brago curto do cromossomo 8 (8p21.3-23.1), contendo uma regido
codificante de 870 pares de bases (pb). ¥ A relacido os haplétipos e o seu perfil de
metabolismo permite a defini¢do de seu perfil de acetilagdo. Os alelos de NAT2 *5, *6,
*7,*14 e *19 conferem um fenotipo de acetilagcdo lenta, enquanto os alelos NAT2 *4 e
dos clusters *12 e *13 conferem um fendétipo de acetilacdo rapida (Tabela 1.4). O s
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perfis de acetilacdo lento sdo relatados na literatura como os perfis de maior
susceptibilidade a hepatotoxocidade. (65 667

Tabela 1.3. Exemplos de classifica¢cGes dos genotipos/fenotipos de NAT2. Fonte: adaptado de Teixeira
et al., 2009.62

Gendtipo de NAT2 Fendtipo de NAT2
*4/*5C intermediario
*4/*12C rapido
*4/*14A intermediario
*4/*14B intermediario
*4/*14E intermediario
*5B/*5C lento

*5B/*14A lento
*5B/*148B lento
*5C/*6A lento
*5C/*78B lento
*5C/*12A intermediario
*5C/*13 intermediario
*6A/*12C intermediario
*6A/*14A lento
*6A/*14B lento
*12A/*14B intermediario
*13/*14B intermediario
*14A/*14A lento

Os citocromos P450 (CYPs) sdo proteinas de uma superfamilia contendo heme
como cofator, sendo por definicdo hemoproteinas. Os CYP usam varias moléculas
pequenas e grandes como substratos em seu metabolismo. Diversas proteinas da
superfamilia de CYP450 estdo relacionadas ao metabolismo de drogas no tratamento da
hanseniase e tuberculose (Figura 1.13). As enzimas CYP foram identificadas em
animais, vegetais, fungos, protistas, bactérias, arqueias e até mesmo em virus ©®. Mais

de 200 mil proteinas CYP distintas sdo conhecidas e podem ser classificadas em varios
grupos. 679
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Dexametazone

Figura 1.13. Isoformas de CYP450 no figado e alguns exemplos de substratos, inibidores e indutores. Fonte:
Pelkonen et al., 2008 (V)

O CYP3A4 ¢ responsavel pelo metabolismo oxidativo de uma grande variedade
de xenobidticos, incluindo cerca de 60% de todos os medicamentos clinicamente
utilizados. Nos seres humanos, a proteina CYP3A4 é codificada pelo gene CYP3A4.
Este gene faz parte de um conjunto de genes da super-familia do citocromo P450,
localizados no cromossomo 7g21.1. Embora a expressdo do gene CYP3A4 seja induzida
em resposta a uma variedade de compostos, o mecanismo implicito a essa inducéo, que
representa uma base para interagdes medicamentosas em pacientes, ainda ndo foi bem
elucidada. > ™7 Em um estudo sobre diferencas nos gendtipos nos loci SRD5A2 e
CYP3A4 de acordo com a etnia, verificou-se que o alelo CYP3A4 * 1B era mais comum
em ganeses e afro-americanos (frequéncia génica superior a 50%) do que em
caucasianos (menos de 10%) e foi aparentemente inexistente em asiaticos. . O gene
CYP3A4 pode possuir alelos homozigotos selvagens (AA), heterozigotos com seu
variante CYP3A4*1B (AG) e homozigotos variantes (GG), onde seu alelo variante

causa a inatividade catalitica da molécula in vivo. (76

A CYP3AS5, juntamente com a CYP3A4, contabilizam aproximadamente 30% dos
citocromos p450 encontrados no figado. CYP3AS pertence asuper-familia do citocromo
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P450 e sdo responsaveis pelo metabolismo de mais de 50% de todos os farmacos
clinicamente utilizados e sdo reguladas diferentemente na prostata, onde a mesma pode
metabolizar hormonios sexuais. O CYP3A5 funcional (selvagem) é codificado pelo
alelo CYP3A5*1, (77:78.79)

O alelo CYP3A5*3 é o variante ndo funcional mais comum de CYP3AS5. Este
alelo é gerado pelo SNP 6986A>G (onde a forma selvagem possui uma A nesta
posi¢do), promovendo um sitio de splicing criptico no intron 3, alterando o splicing do
RNAm e alterando o codon de terminacdo, criando uma proteina prematura e nao
funcional. E considerado que individuos com o genétipo CYP3A5*3/*3 ndo expressam
CYP3A5.7 O CYP3A5*6 é outro alelo ndo funcional de CYP3AS. E gerado pelo SNP
(14690G>A) no éxon 7 e causa um splicing alternativo em CYP3A5 onde o éxon 7 €
ignorado, truncando a proteina e causando a auséncia de CYP3A5 no organismo.™

A modulacdo de CYP2EL é feita por polimorfismos em varios locais do gene,
podendo gerar um alto nivel de atividade enzimatica, produzindo hepatotoxinas em
grandes quantidades e levando a hepatotoxicidade. Dois polimorfismos sdo detectaveis
pelas enzimas de restricdo Pst | e Rsa | em CYP2E1L e parecem estar em desequilibrio
de ligagdo. Os genotipos de CYP2E1L sdo classificados como * 1A/ * 1A, * 1A/ *5e*
5/ * 5, de acordo com o resultado obtido pela técnica RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) usando Rsa | como enzima de restricdo. CYP2E1*1 é
considerado o gendtipo selvagem, rapido, e sua configuracdo *1/*1 induz a
hepatotoxicidade no tratamento da tuberculose. O alelo CYP2E1*5 é divide opinides,
pois ja foi apontado como alelo que aumenta a atividade enzimatica, porém existem
artigos que ndo confirmam essa relacdo. A enzima CYP2E1 pode ser encontrada nos
rins, trato gastrointestinal, cérebro, mas é expressa principalmente no figado. E estudada
amplamente nas areas toxicoldgicas e de carcinogénese, pois esta envolvida na oxidacao
de etanol, nitrosaminas, acetona e substratos de baixo peso molecular. Mitra e seus
colaboradores relatam que esta enzima pode atuar produzindo substéncias toxicas, como

a hidroxilamina dapsona, ap6s a catalisa¢do da droga. 62 8 81.82,83,84)

Alguns estudos sobre a relacdo dos gendétipos de NAT2 e da familia CYP450 para
a metabolizacdo de drogas da hanseniasae e tuberculose e relagcbes com possiveis efeitos
adversos ja foram feitos. A dapsona, droga antileprotica desde a monoterapia, e seus
derivados sdo metabolizados pela super familia de CYP450 (3A4, 3A5 e 2E1), segundo
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dados da literatura. Estes estudos sdo importantes para uma melhor administragcdo do
tratamento para o paciente, diminuindo riscos de toxicidade e efeitos adversos. ©2 84
Contudo, sua impotancia em relacdo a viabilidade do bacilo durante o tratamento ainda

néo foi explorada.

1.9. Métodos de deteccéo do bacilo
1.9.1. Métodos cléssicos de deteccao

A metodologia para diagnosticos de doengas se tem mostrado cada vez mais
rpida e precisa, entretanto, durante muito tempo, foram utilizados métodos com
sensibilidade limitada e com pouca especificidade. E conhecido que o M. leprae ndo é
cultivavel em meios axénicos, fator que interfere em seu estudo e, como consequéncia,

entendimento da doenca. 9

Tendo como obstaculo seu cultivo, em 1960 foi
postulado em artigo cientifico um método de cultivo do
bacilo de Hansen o qual é utilizado até os das atuais. Esse
método, conhecido como “modelo Shepard” foi

desenvolvido pelo Dr. Charles Carter Shepard (Figura 1.13),

0 qual desenvolvia pesquisas sobre doencas no Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas nos Estados Unidos = )
Figura 1.14. Dr. Charles
(CDC). O método consiste na inoculagdo de bacilos vindos cCarter Shepard. Fonte: CDC
de pacientes hansénicos em coxim plantar de camundongos balb/c e, ap6s um periodo
de 4 a 8 meses, a lesdo gerada pelo bacilo na pata de camundongo apresentava uma
massa de bacilos adequada para estudo. Esse método também foi utilizado para

diagnéstico e para determinacéo de resisténcia do bacilo as drogas. ¢

Outro método utilizado amplamente desde os estudos primordiais da doenca é o
método de deteccdo do bacilo pela coloracdo de Ziehl Neelsen, desenvolvida pelo
bacteriologista Dr. Franz Ziehl e pelo patologista Dr. Friedrich Neelsen. Esta técnica de
coloracdo ¢ eficiente para identificacdo de bacilos alcool-acido resistentes, ou seja,
micobactérias naturalmente resistentes a descoloracdo por solucdes élcool-acidas. ©®
Contudo, sua especificidade e sensibilidade séo limitadas, pois ndo determinam se o
bacilo corado € M. leprae ou de outra espécie e quanto a viabilidade do bacilo, nédo é

possivel dizer com preciséo se o bacilo esta de fato vivo.
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1.9.2. Métodos modernos de detecgéo

O diagndstico € um passo importante para o tratamento de doencas. Em 1983,
ocorreu uma revolugdo na area da biologia molecular, onde o estudo de doencas,
disfuncdes genéticas, diagnosticos, entre outros temas ganhou uma tecnologia
amplamente utilizada nos dias atuais, a reacdo em cadeia de polimerase (PCR). A PCR
foi inventada pelo bioquimico Dr. Kary Banks Mullis em 1983, permitindo
amplificacdo de amostras utilizando pares de primers da regido de interesse no DNA
utilizando a enzima DNA polimerase em ciclos que apresentavam temperaturas para
desnaturacdo do DNA, ligacdo dos primers e extensdo/polimerizacdo da regido
desejada. Tal invencdo Ihe rendeu um Nobel de quimica em 1993 junto com o Dr.
Michael Smith, desenvolvedor da técnica de mutagénese sitio-dirigida ©7. A rapida
degradacdo da DNA polimerase na etapa de desnaturacdo prejudicava a eficiéncia da
técnica. Logo, em 1986, o Dr. Saki e seus colaboradores sugeriram a utilizacdo da DNA
polimerase de Thermus aquaticus, enzima mais termoestavel que possibilitava uma

maior eficiéncia na técnica. ©®

A utilizacdo da técnica de PCR para diagndstico e estudo cientifico foi um grande
marco para a ciéncia. Para o estudo da hanseniase, sua sensibilidade e especificidade
ajudaram no diagnostico das formas da hanseniase, onde até mesmo o polo paucibacilar,
forma de menor carga bacilar e dificil identificacdo pelos métodos classicos, pode ser

diagnosticada. ©® 89 %)

Sua identificacdo molecular se tornou possivel em varios espécimes com a
utilizacdo da PCR. Atualmente, é possivel detectar o M. leprae em amostras de
esfregaco de pele, urina, swab nasais e bucais, lesdes oculares, sangue, nervos e até
mesmo em amostras de pacientes oito anos apés o uso da PQT, tanto do polo
paucibacilar quanto do polo multibacilar ©®*%®. Os alvos mais comumente utilizados
para deteccdo do bacilo de Hansen sdo o 0s genes que codificam as proteinas pra-36
kDa (Proline-rich-antigen), o antigeno 18-kDa, Ag85B, a subunidade ribossomal 16S e
a sequéncia repetitiva especifica de M. leprae, RLEP. ©9

Durante muito tempo, somente era possivel detectar a presenca do bacilo por
baciloscopia, porém sé havia um método para verificar sua viabilidade, o modelo de
Shepard. Apesar de funcional, 0 modelo Shepard era muito demorado para ser utilizado

para checar a viabilidade do bacilo, logo, em 2009, Martinez e colaboradores
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desenvolveram um método molecular para mensurar a viabilidade do M. leprae por
PCR quantitativo (qPCR), consistindo na correlacdo entre os niveis de DNA do gene
16S ribossomal e seu transcrito, na forma de cDNA: produto gerado do RT-PCR do 16S
RNAr do M.leprae. Sabendo-se da instabilidade inerente a molécula de RNA
(normalizador da viabilidade) e da estabilidade inata a molécula de DNA (normalizador
da carga bacilar), havendo a inativacdo do bacilo, a relacdo entre os niveis de cDNA e
DNA ira cair drastimante %, No mesmo ano, Lini e seus colaboradores®V também
utilizaram a técnica de gPCR, porém em 47 amostras de raspado de pele de pacientes,
para a quantificacdo dos niveis de DNA e RNAm do gene hspl8, onde 29 foram
positivas para o gene. A técnica se mostrou eficiente em casos reacionas e mostrou que
0 DNA pode ser detectado 2 anos ap0s 0 uso da PQT. Ambos os estudos sugerem que a
técnica de gPCR é uma importante ferramenta para o melhoramento e acuracia das

técnicas utilizadas no tratamento da doenga.

Tendo conhecimento desses dados, este estudo pretende apontar novas causas ou
corroborar com a literatura elucidando os motivos da persisténcia prolongada do bacilo

no organismo do paciente.
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2. Justificativa

A Hanseniase, ou Mal de Hansen, mesmo sendo uma das doengas mais antigas da
humanidade, ainda representa um problema de salde publica, tendo muitos
questionamentos a serem respondidos em relagdo a sua patofisiologia. O estudo de seu
polo lepromatoso € necessario pelo seu alto grau incapacitante e disseminagdo de
bacilos no ambiente, bem como o seu polo tuberculdide, que também pode causar lesées
em nervos periféricos.

A introducdo da poliquimioterapia na década de 80 foi um grande avango no
tratamento da doenga, porém os dados da OMS mostram que 0 nimero de noOVos €asos
ainda se mantém alta. Portanto, pode-se concluir que a transmissdo da doenca se mostra
ativa em varios paises.

A PQT/OMS comecou a ser implementada no Brasil em 1986, em 1991 foi
adotada oficialmente pelo Ministério da Salde (MS), sendo o tratamento
poliquimioterdpico recomendado para todos os casos de Hanseniase. Todavia, sua
administracdo chegou a ser questionada pelos centros de satde espalhados pelo pais, em
fungdo dos muitos casos de efeitos adversos. A Sulfona, ou como é conhecida hoje, a
Dapsona, é administrada na dose de 100 mg por dia, sem periodos de repouso; a
Clofazimina também é administrada nesta dosagem e a dose didria de Rifampicina
corresponde a 600 mg. Todas elas sdo capazes de produzir efeitos colaterais.

A enzima NAT2 é responsdvel pela biotransformacdo da dapsona e sua
metabolizacdo oxidativa da droga é feita por enzimas da superfamilia do citocromo
P450. Dependendo da variacdo alélica do individuo, € possivel o surgimento de altos
niveis de toxicidade no organismo (como a hepatotoxicidade) e efeitos adversos. No
Brasil, existe a predominancia de grupos com alelos lentos de NAT2. Quanto ao perfil
oxidativo, dados mostram que a relacdo entre os variantes de CYP3A, CYP3A5
(CYP3A4*1B, CYP3A5*3 e CYP3A5*6) ou CYP2E1 com a acetilacdo lenta de NAT2

aumentam as chances de surgimento de efeitos adversos e consequente abandono. (6284

Os pacientes de ambos os polos da doencga abandonam o tratamento, com registros de
efeitos adversos ou ndo, existindo a possibilidade de abandono e/ou falta de adesdo do
paciente ao tratamento, bem como problemas de treinamento dos profissionais de satde.
“44). Em outros casos, a falha terapéutica se deve aos habitos do paciente que por falta de

confianga, constrangimento ou até mesmo por motivos confidénciais, ndo apresentam
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seus dados para registro no prontuério, dificultando a formacgdo de um tratamento mais
eficaz. “7,

O fracasso do tratamento por falta de adesdo, falhas terapéuticas ou mau
treinamento dos profissionais de salde pode ter como consequéncia o0 surgimento de
cepas resistentes as drogas no tratamento de doengas.** 596289 A resisténcia secundaria
aparece durante o tratamento da Hanseniase, quando pacientes fazem uso de dose baixa
ou irregular das drogas.®? Logo, uma abordagem molecular é necessaria para a
diminuicdo do erro na terapia.

O indice baciloscdpico (IB) em amostras de paciente, apesar de amplamente
estabelecido, ndo é um bom pardmetro para monitoramento de desfecho de cura, pois o
IB diminui muito lentamente durante o tratamento, e em alguns casos, ele se mantém
estavel durante e depois o final do tratamento. ©8 100

Martinez % e Lini®%), juntos com seus colaboradores em 2009 mostraram a
capacidade da deteccdo da viabilidade de M. leprae em espécimes clinicos. O
emparelhamento feito em estudos anteriores foi feito com amostras de pacientes antes,
um e dois anos apés do tratamento. No entanto, ndo foram testadas amostras
emparelhadas de pacientes antes, durante (mensal) e depois do tratamento, de modo que
a presente proposta visa preencher essa lacuna no entendimento do tratamento.

Diante desta situacdo emerge a necessidade urgente do desenvolvimento de novas
estratégias de diagndstico e controle desta endemia, o que requer uma clara
compreensdo dos mecanismos que contribuem para 0 sucesso ou fracasso do
tratamento. Além da curva de viabilidade do emparelhamento das amostras durante o
tratamento, o projeto tem como foco os outros possiveis fatores que podem auxiliar na
viabilidade do bacilo, sejam eles metabdlicos, presenca de resisténcia ao medicamento,
entre outro fatores, tais como maus habitos de salde, descontinuacdo do tratamento,
treinamento inadequado dos profissionais da salde, etc. E necessaria uma maior relacio
nas abordagens moleculares e clinicas para 0 melhor monitoramento e adequacéo de
tratamento aos pacientes. Tendo em mdos este conhecimento, podemos observar com

maior clareza os reais motivos da persisténcia do bacilo.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Este projeto tem como objetivo geral identificar por PCR em tempo real a
viabilidade do M. leprae em raspados nasais e bucais de pacientes multibacilares do Mal
de Hansen ao longo da poliquimioterapia, construindo curvas de sobrevivéncia
bacteriana ao longo dos primeiros 6 meses do tratamento e avaliar os possiveis motivos

de sua viabilidade.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Construir um banco de DNA e RNA de raspados da mucosa nasal e cavidade
oral de pacientes multibacilares com intervalos mensais ao longo dos 6 primeiros meses
de tratamento;

- Mensurar a viabilidade e a carga bacilar por PCR em tempo real a partir de
amostras de swab nasal e bucal de 15 pacientes multibacilares de hanseniase ao longo
dos 6 meses de tratamento poliquimioterapico;

- lIdentificar as mutacdes (em amostras de pacientes que apresentarem niveis
detectaveis de RNA micobacteriano ao fim do tratamento) em genes envolvidos em
resisténcia a farmacos: folP1, gyrA e rpoB.

- Verificar a interagdo medicamentosa observada em pacientes durante o
tratamento, identificando as caracteristicas dos genes envolvidos na metabolizacdo de
drogas como o gene NAT2 e os genes CYP3A4, 3A5, e 2E1, da familia do CYP450.

- Avaliar dados dos pacientes que podem interferir no tratamento, tais como a

obesidade, co-morbidades, tabagismo, etilismo, etc.
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta de amostras de pacientes e controles durante o tratamento e coleta de

amostras de individuos ndo acometidos pela doenca.

Uma coorte de 15 pacientes acometidos por Hanseniase multibacilar iniciou o
tratamento com a PQT apo6s a confirmacdo da forma da doenca através do exame
dermatoldgico e indice baciloscdpico concluidos. Os pacientes convidados apresentam o
IB acima de 3,5 e a aceitaram participar do projeto aprovado pelo comité de ética
(Parecer n® 1.950.165) apds a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo, coletando raspado nasal e
bucal nos dias de administracdo assistida no Ambulatério Souza Araljo (ASA -
Fiocruz). Foram coletados tubos de sangue para posterior analise genotipica de genes
envolvidos no metabolismo de drogas. Vinte individuos (10 do Pavilhdo Hanseniase e
10 de um laboratério que ndo trabalha com micobacterioses) foram convidados a
participar do estudo como controle ap6s terem assinado o Termo de consentimento livre

e esclarecido e tiveram amostras coletadas com a finalidade de ser controle do estudo.
4.2. Analise de Viabilidade de M. leprae
4.2.1. Extracdo de RNA e DNA

Apb6s a obtencdo do material, o reagente Trizol Reagent (Invitrogen) foi
adicionado em um volume de 500 ul imediatemente. As amostras foram
homogeneizadas utilizando o vortex. Os tubos foram resfriados no gelo por 2 minutos
entre as homogeneizacdes. Apds as homogeneizacgdes os tubos foram resfriados por 5
minutos e em seguida adicionou-se 100 ul de cloroférmio. Apds rapida mistura por
inversdo, os tubos foram centrifugados a 12.000 x g a 4°C por 15 minutos. O liquido
sobrenadante (fase aquosa que contém o RNA) foi transferido para um novo tubo e
precipitado com alcool isoamilico (24:1). O pellet de RNA foi centrifugado por 30
minutos a 12.000 x g e lavado em etanol 70%, sendo centrifugado por 15 minutos a
12.000 x g. O pellet foi dissolvido em 30 pl de agua destilada e estéril, e armazenada a -
70°C até o uso. O DNA foi purificado a partir da fase organica e interfases restantes dos
tubos de amostras. Foram adicionados 50 pl de solugédo 10 mM de Tris-EDTA (pH 8,0)
e 75 pl de solucdo cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e homogeneizadas no vortex.
Apos uma centrifugacdo de 12.000 x g por 10 minutos a 4°C, a fase aquosa foi

transferida para outro tubo e o DNA foi precipitado com alcool isoamilico. O pellet de
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DNA foi lavado em etanol 70%, centrifugado por 10 minutos a 10.000 x g e dissolvido
em 20 pl de &gua destilada e estéril, e armazenada a -70°C até o uso. Para analise
quantitativa foi a densidade 6tica a 260 e 280 nm foi medida no aparelho NanoDrop
1000 (Thermo Fisher Scientific) tanto para RNA quanto para DNA.

4.2.2.cDNA do RNA de Mycobacterium leprae.

Apdbs a extracdo do RNA, o mesmo foi tratado com o kit Turbo DNA-free kit
(Thermo Fisher Scientific), utilizando as recomendacbes do fabricante, para a
degradacdo do DNA contaminante nas amostras de RNA e sua melhor qualidade. A
transcrigdo reversa do RNA foi feita utilizando o GoScript™ Reverse Transcription
System (Promega), seguindo as recomendac6es do fabricante, utilizando entre 40 a 500

ng de RNA por reacéo.
4.2.3. PCR em tempo real

Os niveis de 16S RNAr de M. leprae das amostras coletadas foram determinados
por PCR em tempo real. Foram adicionadas nas reacGes uma quantidade de 10 a 50 ng
de DNA e 10 a 50 ng de cDNA (de acordo com o rendimento da extracdo das amostras
(ng/ul) e respeitando o padréo de quantidade de amostra por paciente), utilizando 5,0 pl
de Master Mix TagMan® Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific),
0,2 pul de sonda, 0,2 pl de Mix de primer de 16S RNAr (Tabela 4.1) a 10 mM e agua
livre de nucleases, complementando a quantidade de amostra adicionada, até o volume
final de 10 ul na reacdo. As reacbes foram submetidas a 50°C por 2 minutos, 95°C por
10 minutos, e em seguida 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto
usando o sistema de PCR em tempo StepOne Plus® (Applied Biosystems). Para
garantir que ndo houve contaminacdo por DNA no cDNA, foram utilizadas amostras de
RNA tratadas com DNase nas reacdes de RT-PCR com a auséncia da transcriptase
reversa (amostras RT-), juntamente com controles negativos nas reacbes de PCR
(contendo agua ao invés da amostra) e controles positivos (contendo M. leprae

purificado).
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4.2.4. Andlise dos dados da PCR

Os CTs gerados através do PCR em tempo real foram mensurados por fold
change (2 **CT), medindo os niveis de cDNA de 16S RNAr, normalizando com o
DNA do bacilo. Os dados foram inseridos e analisados no programa GraphPad Prism
5. As andlises das replicatas experimentais foram feitas separadamente para a geracao
das barras de erro dos experimentos.

4.3. Analise de resisténcia
4.3.1. PCR de resisténcia

As amostras de DNA de raspado bucal e nasal que apontaram viabilidade até o
sexto més de tratamento foram preparadas para uma PCR utilizando o QUIAGEN
Multiplex PCR Kit (QUIAGEN) de acordo com as instru¢fes do fabricante, utilizando
os primers dos genes de resisténcia (folP1, gyrA e rpoB) (Tabela 4.1) e submetidas a
ciclagem de 95°C por 15 minutos, 6 ciclos de 94°C por 45 segundos, 68°C e 63°C por
45 segundos, 72°C por 90 segundos, 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 62°C por 45
segundos, 72°C por 90 segundos e, por fim, 72°C por 10 minutos no aparelho Veriti 96
Thermal Cycler® (Applied Biosystems).

4.3.2. Analise dos produtos de PCR

O material purificado foi analisado em um gel de agarose a 2% para determinar a
quantidade a ser aplicada na reacdo de purificacdo. Os padrdes de peso molecular
utilizados foram o GeneRuler 50 bp DNA Ladder e o GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Sigma-
Aldrich) para avaliagdo dos produtos de PCR.

4.3.3. Purificacéo dos produtos de PCR para sequenciamento

As amostras positivas apés a PCR foram purificadas utilizando as colunas de
silica do QIAquick PCR Purification kit (QIAGEN), de acordo com o manual do
fabricante. O material purificado foi analisado em um gel de agarose a 2% para verificar

a quantidade a ser aplicada na reacdo de sequenciamento.
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4.3.4. Reagdo de sequenciamento

Os produtos amplificados foram diluidos e foram adicionados primers Foward ou
Reverse numa concentracdo de 3,2 pmol e 0,5 pl do Big Dye Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing kit que contém nucleotideos lires (dNTPs), nucleotideos marcacdo de
fluorescéncia (ddNTPs), cloreto de magnésio (MgClz), tampdo e a enzima Taq
Polimerase. A reagdo de sequenciamento foi realizada em um termociclador (Veriti 96
Well Thermal Cycler, Applied Biosystems) nas seguintes condi¢des de temperatura: 30
ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos.

4.3.5. Precipitacao da reacdo de sequenciamento

Foi adicionado no produto da reacdo de sequenciamento 30 pl de isopropanol
75%, incubando por 15 minutos a temperatura ambiente e centrifugado a 1180 x g por
45 minutos a 20°C. Posteriormente, a placa foi invertida em papel toalha para
eliminacdo do liquido. Foi aplicado ao pellet 50 ul de etanol 75%, centrifugando a 1180
X g por 15 minutos a 20°C. A placa foi invertida em papel toalha mais uma vez para a
remocao de todo o liquido. O pellet foi seco em um termociclador por 10 minutos a
temperatura de 60°C. O material seco foi ressuspenso em 10 ul de formamida Hi-Di,

aquecido a 95°C com 3 minutos e inserido no gelo.
4.3.6. Analise dos genes de resisténcia

A analise dos eletroferogramas das sequéncias com possiveis mutacdes nos genes
alvo das drogas da PQT foi feita através do programa Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA) verséo 7.0.



33

4.4. Extracdo de DNA para analise farmacogenética

A extracgdo foi feita a partir de 200 pl de sangue periférico com o kit QIAmp DNA
blood® (Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante. A eluicdo do DNA foi feita em
TE (10 mM Tris-Cl pH 9,0; 0,5 mM EDTA) e estocado a -20°C.

4.5. Andlise de NAT?2
45.1. PCR de NAT2

Para a amplificacdo do gene NAT2 foram utilizadas as condicOes utilizadas por
Teixeira et al., 200962, A reacdo foi realizada em um volume de 50 pl contendo 3,5
mM MgCly; 0,4 mM dNTPs, tampdo 1X, glicerol 10%, 200 ng de cada primer, Taq
Gold polimerase (Applied Biosystems) e 50 ng de DNA genémico. A condicao para a
amplificacdo consistiu em 94°C por 15 minutos, seguidos de 20 ciclos de 94°C por 1
minuto, 67°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto diminuindo 0,5°C a cada ciclo. Apds a
ciclagem, foram adicionados mais 15 ciclos de 94°C por 1 minuto, 57°C por 1 minuto,

72°C por 1 minuto e, por fim, 72°C por 5 minutos.
4.5.2. Eletroforese em gel de agarose para NAT2

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1,2% a 90 V em TAE
(Tris base 400 mM, EDTA 1 mM, &cido acético 20 mM). O DNA foi corado com
brometo de etideo (0,5 pg/mL) e visualizado sob luz U.V. (312 nm) no transiluminador
DNR Minibis Pro (Uniscience).

4.5.3. Purificagéo dos produtos de PCR de NAT2

Para a purificagio do produto de PCR foi utilizado o kit ChargeSwitch® PCR

Clean-Up (Invitrogen), seguindo as especificac6es do fabricante.
4.5.4. Reacgdo de Sequenciamento de NAT?2

Para identificar os possiveis SNPs em NAT2, as reacdes de sequenciamento foram
realizadas utilizando o kit ABI PRISM Big Dye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems)

de acordo com a instrugéo do fabricante.
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4.5.5. Analise das sequéncias de NAT2

As sequéncias foram analisadas utilizando o programa SeqScape (Applied
Biosystems) utilizando a sequéncia AY331807 da base de dados do PUBMED como

referéncia (NAT2*4, tipo selvagem).
4.5.5. Verificacdo dos haplotipos

Apos a identificacdo dos SNPs, a reconstrucdo dos haplotipos foi realizada através
do programa PHASE v2.1.1. Tal reconstrucdo é essencial para analisar os alelos
paternos e maternos simultaneamente. O algoritimo do programa como base o teorema
de bayes para a reconstrucdo de haplétipos para obter genétipos ndo ambiguos, o que

determina o par de alelos mais provavel.
4.6. Analises dos CYPs

A metodologia utilizada para a andlise farmacogenética dos genes CYP3A4*1B,
CYP3A5*1, CYP3A5*6 e CYP2E1 foi baseada na tese de doutorado da Dr2 Marcia

Quinhones Pires Lopes @4,

4.6.1. Analise de CYP3A4*1B

A genotipagem deste gene foi realizada através do método de deteccdo da variante
(192 na posicdo -290 (A—G) na regido promotora (5“PR) do gene CYP3A4. A
amplificacdo da regido de interesse por PCR (-318 a +67) foi realizada utilizando os
mesmos primers (Tabela 4.1) descritos no método, contendo um volume de reagdo de
25uL composto por 12,5uL de KAPA2G fast Hot Start ReadyMix (Sigma-Aldrich),
0,2uM de cada primer e 2 uL de DNA. A reac¢do foi programada com uma desnaturacédo
inicial a 95°C por 15 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por
30 segundos, 72°C por 30 segundos e, por Gltimo, uma extenséo final de 72°C durante 5

minutos.

As mutacdes foram analisadas por sequenciamento do produto da PCR (385pb),
apos purificagdo com o kit Charge Switch® PCR Clean-Up (Invitrogen) conforme
descrito anteriormente para o gene NAT2. A analise do sequenciamento foi feita
utilizando o programa SeqScape v2.6 como descrito para o gene NAT2. A sequéncia

referéncia utilizada para a analise foi a mesma utilizada por Cavalli®®® para o desenho
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dos iniciadores publicada no GenBank, D11131
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank).

4.6.2. Analise de CYP3A5

Para a genotipagem dos alelos CYP3A5*3 e *6 e a identificacdo dos trés gendtipos
(1A/1A; 1A/*3 e 3*/*3) e (1A/1A; 1A/*6 e *6/*6) utilizamos a técnica PCR-RFLP (09
a qual consistiu na amplificacdo de uma regido de interesse (200 pb) e (237 pb)
respectivamente, flanqueando o SNP, onde é criado um erro na sequéncia do DNA
amplificado. Desta maneira, as amostras que apresentarem o alelo mutante, criam ou
destroem o sitio de restricdo para a enzima Dde I. O alelo *3 (A6986G) muda a
sequéncia CTCAA criando um sitio de reconhecimento para a enzima de restricdo Dde |
CTCAG (Figura 4.1). O alelo *6 (G14690A) muda a sequéncia CTAAG destruindo um
sitio de reconhecimento para a enzima Dde | CTAAA (Figura 4.1)

A CYP3A53
N :l ol B T I i
Exon Exon
- ) 200pb S —
Primer F Primer
j\jpb| 107 pb | 71pb |
! [ I
129 b s
107 pb
Dde I Dde I 71ph|  —
lel

alelo *3) (alelo *I ou *3)

22 pb

CYP3A5™6

e

237pb

176 *6/%6

[
U.f
1

Primer F Primer

|?4 pb I 103 pb Zl_i pb 35 pb
| |
| | ] | 128 pb

103 pb

T ﬁ \ 74 pb

Dde I Dde I Ddel 25 pb
(alelo *1 ou *6) (alelo *7)(alelo *1 ou *6) 350

Figura 4.1. Estratégia de genotipagem (A) dos alelos CYP3A5*3 e
CYP3A5*6 e representacdo esquematica (B) do perfil de digestdo com
a enzima Dde | apds a eletroforese em gel de poliacrilamida 15%.

4.6.2.1. PCR de CYP3A5*3

Algumas adaptacdes foram feitas na metodologia descrita por Fukuen e
colaboradores %) para melhor rendimento do experimento. Contudo, os primers
utilizados ndo foram alterados (Tabela 4.1) A reacdo foi realizada em um volume de
25uL contendo 12,5uL de KAPA2G fast Hot Start ReadyMix (Sigma-Aldrich), e 0,2uM

de cada primer.
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O termociclador foi programado para uma desnaturagdo inicial a 94°C por 2
minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 15 segundos, 57°C por 15 segundos, 72°C

por 4 segundos e, por Gltimo, uma extenséo final de 72°C durante 3 minutos.
4.6.2.2. Digestao de CYP3A5*3 com Ddel

Apo6s a amplificacdo, a genotipagem do alelo CYP3A5*3 foi realizada através da
digestdo enzimatica (RFLP- Restriction Fragment Length Polymorphism) do material
amplificado conforme descrito por Fukuen e colaboradores “°3). Em suma, 7 pL do
produto de PCR foi digerido com 5U da enzima Ddel, incubando o tudo da reagéo de
digestdo 2 horas a 37°C. A reacdo foi interrompida pela adicdo do tampéo (Loading
Buffer 5X), contendo azul de bromofenol, xilenocianol e glicerol. O produto da digestao
foi aplicado em gel de poliacrilamida 15% contendo tampdo TAE para separa¢do dos

fragmentos e identificacdo dos gendtipos.
4.6.2.3. PCR de CYP3A5*6

O método descrito por Fukuen e colaboradores 1% também foi adaptado
mudando a concentragdo dos iniciadores e a enzima Taq polimerase, para melhor
rendimento do experimento. A reacdo foi realizada em um volume de 25uL contendo
12,5uL de KAPA2G fast Hot Start ReadyMix (Sigma-Aldrich), 0,2uM de cada primer
(Tabela 4.1)].

O termociclador foi configurado para uma desnaturacdo inicial a 94°C por 2
minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 15 segundos, 58°C por 15 segundos, 72°C
por 4 segundos e, por Gltimo, uma extensdo final de 72°C durante 3 minutos.

4.6.2.4. Digestdo de CYP3A5*6 com Ddel

Apo6s a amplificacdo, a genotipagem do alelo CYP3A5*6 foi realizada através da
digestdo enzimética (RFLP) do material amplificado conforme descrito por Fukuen e
colaboradores ©. Como o alelo 3, foi utilizado 7 pL do produto amplificado para a
digestdo com 5U da enzima Ddel. O tubo contendo a reacdo de digestdo foi incubado
por 2 horas a 37°C. A reacdo foi interrompida ap0s o tempo de incubacéo pela adigédo
do tampéo (Loading Buffer 5X), contendo azul de bromofenol, xilenocianol e glicerol.
O produto da digestdo foi aplicado em gel de poliacrilamida 15% contendo TAE para

identificacdo dos genotipos.
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4.6.3. Analise de CYP2E1

Para analisar o polimorfismo na regido -1053 C>T e identificar os trés genotipos
de CYP2E1 (1A/1A; 1A/5; 5/5) utilizamos a técnica de PCR-RFLP descrita por Huang e
seus colaboradores %), é amplificada uma regido de interesse de 413 pb, flanqueando o
SNP, e 0 mesmo ¢ identificado pela digestdo da enzima de restri¢cdo Rsa | e posterior gel
de agarose para observacdo dos fragmentos. A amplificacdo foi realizada em um
volume de reacdo de 50 uL contendo (MgCl> 3 mM, dNTPs 0,2 mM, glicerol 5%,
200ng de cada primer (Tabela 4.1), 1U de Taq polimerase (Invitrogen®) nas seguintes
condicgdes: 1 ciclo de 94°C durante 3 minutos, 35 ciclos de 94°C 1min, 57°C 30
segundos, 72°C 30 segundos e 1 ciclo de 72°C 5 minutos.

A genotipagem do gene CYP2E1 foi feita através da digestdo enzimética (RFLP)
do material amplificado. Foram utilizados 7 pL do produto de PCR para digestdo com
5U da enzima Rsa |, incubando por 2 horas ou até 16 horas a 37°C para a disgestao.
Apds a etapa de incubacao, a reacdo foi interrompida pela adi¢do do tampéo (Loading
Buffer 5X), contendo azul de bromofenol, xilenocianol e glicerol. O produto da digestdo

foi aplicado em gel de agarose 2% contendo TAE para identificagdo dos genotipos.

CYP2EL

352pb 61 pb iph — —
gk | — —

Figura 4.2. Estratégia de genotipagem do gene CYP2EL e perfil de

digestdio com a enzima Rsa | apds a eletroforese em gel de
poliacrilamida 15%.

4.7. Sequenciamento das amostras do estudo

As reacgdes foram analisadas no sequenciador ABI PRISM® 3730 XL DNA
Analyzer (Applied Biosystems), da Plataforma Genbmica para Sequenciamento de
DNA - PDTIS/FIOCRUZ (RPTO1A).



Tabela 4.1. Primers e sonda utilizados no estudo.
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Primers/sonda Sequéncias Produto  Referéncia
Sonda16S  6FAM - CATCCTGCACCGCA - MGBNFQ
Fowards’-GCATGTCTTGTGGTGGAAAGC-3’ ez,
165 RNAr 71 pb St
Reverse5’-CACCCCACCAACAAGCTGAT-3’
Foward 5’-TACTTACTGTAATCCCCTGTGCTG-3’
folP1 173 pb
Reverse 5’-TTGATCCTGACGATGCTGTC-3’
Foward 5’-GGTGGTCGCCGCTATCAAG-3’ Rocha
rpoB 289pb o a1 2011
Reverse 5’-TTTGCGGTACGGTGTTTCG-3’ » 2011.
Foward 5’-CCCGGACCGTAGCCACGCTAAGTC-3’
gyrA 178 pb
Reverse 5-CATCGCTGCCGGTGGGTCATTA-3’
Foward 5°- GAATGAGGACAGCCATAGAGACAAGGGGA — 3’
CYP3A4*1B 385 pb
Reverse 5°- CCTTTCAGCTCTGTGTTGCTCTTTGCTG — 3’
Foward 5’- CTTTAAAGAGCTCTTTTGTCTCTC - 3°
CYP3A5*3 200 pb
Reverse 5’- CCAGGAAGCCAGACTTTGAT — 3’ Lopes
Foward 5°- CTGGGTTTCTTGCTGCATGT - 3’ etal., 2015
CYP3A5*6 237 pb
Reverse 5’- GCCCACATACTTATTGAGAG — 3’
Foward 5’- CCAGTCGAGTCTACATTGTCA — 3’
CYP2E1 413 pb
Reverse 5°- TTCATTCTGTCTTCTAACTGG — 3’
Foward 5’- TTAGTCACACGAGGAAATCAAA — 3’ Teixeira
NAT2 1093pb . 2508

Reverse 5°- AAATGCTGACATTTTTATGGATGA -3°
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5. RESULTADOS
5.1. Populacédo do estudo

Apds aceitarem a participacdo no estudo assinando o termo de compromisso livre
e esclarecido, os pacientes ainda virgens de tratamento e individuos sadios iniciaram
imediatamente a coleta das amostras. Os pacientes possuem idades entre 12 e 61 anos,
em um grupo onde 60% s&o do sexo masculino e 40% do sexo feminino, 53% se
declararam brancos, 27% pardos e 20% negros. A grande maioria ndo possui habitos de
etilismo e, quanto ao tabagismo, a maior frequéncia estd entre ex-fumantes e nédo

fumantes (Tabela 4.1)

Os IBs dos pacientes acompanhados variavam entre 3,5+ e 5,75+, onde todos os
casos foram diagnosticados como hanseniase MB, um dos critérios de inclusdo no
estudo. Quatorze casos que nunca utilizaram o tratamento e somente 1 tratava-se de
recidiva. A maioria recebeu a administracdo da PQT padrdo e houve somente um caso
de PQT/INF, dois de PQT/ALT, onde a PQT foi mudada durante o0 acompanhamento
devido a intercorréncias e um dos pacientes ja iniciou o tratamento com PQT/ALT. Os
pacientes encontram-se sob tratamento, em alta com orientacdo (fim da administracdo
da PQT, porém ainda sob observacdo médica) ou tiveram alta. Os ex-tabagistas do

estudo ndo especificaram o tempo que estdo sem fumar (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Dados gerais dos pacientes

Paciente Sexo Cor Tabagismo Etilismo Diagndstico Tratamento PQT Intercorréncia E. Adverso Alta (IB)
1 M  Branco nao nao 5 Virgem MB nao nao 1.75+
2 M  Pardo ex nao 5 Virgem MB nao ndo orientagdo (3.75+)
3 F  Branco nao nao 5.5+ virgem MB nao nao 4.75+
4 F  Branco nao nao 5.75+ virgem MB nao nao 4.75+
5 M  Branco ex sim 4+ Virgem MB/ALT pneumonia A. Hemolitica orientagdo
6 M  Pardo nao nao 4+ Virgem MB nao ndo 2.5+
7 F Parda nao nao 5+ Virgem MB/INF nao nao Em andamento
8 M  Branco ex sim 5+ Virgem MB nao nao Em andamento
9 M  Negro nao nao 5,5 Virgem MB nao nao 4.5+
10 M  Branco ex nao 4,75 Virgem MB/ALT nao nao Em andamento
11 F  Negro nao nao 5+ Virgem MB/ALT S. dapsona A. Hemolitica  Em andamento
12 M  Branco nao nao 5,25 Virgem MB nao nao Em andamento
13 F  Branco nao nao 5+ Virgem MB nao nao Em andamento
14 M  Negro sim ndo 3.5+ Virgem MB nao nao Em andamento
15 F parda - - 5.5+ Recidiva MB Abandono ndo -

MB/ALT = Multibacilar alterativa; MB/INF = Multibacilar infantil; S. dapsona = Sensibilidade a dapsona; A. Hemolitica =
Anemia Hemolitica
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5.2. Dados domiciliares dos pacientes

A maioria dos pacientes desse estudo é da baixada fluminense (n = 9) e os demais
residem em bairros da cidade do Rio de Janeiro (n = 4), regido dos lagos (n = 1) e regido
metropolitana (n = 1). Os 15 individuos residem em casas de alvenaria e possuem
saneamento basico. Quanto ao contato com a doenca, 47% tiveram contato devido a

algum contato proximo ja ter contraido a enfermidade (Tabela 5.2).

Tabela 5.2. Dados domiciliares dos pacientes.

. Contatos

Paciente Local Saneamento Intradomiciliares Contato com a doenca
1 Magé Sim 4 nao
2 S. J. Meriti sim 4 nao
3 S. J. Meriti sim 3 nao
4 Rocha Miranda, RJ sim 6 Pai e irma
5 Vista Algre, RJ Sim 3 nao
6 Nova lguacu Sim 1 ndo
7 Nova Iguagu Sim 5 Mée
8 Campo Grande, RJ Sim 2 nao
9 Nova Iguagu Sim 3 Cunhado
10 S&o Gongalo Sim 3 Pai e irma
11 Japeri Sim 5 Tia
12 Seropédica Sim 3 Primo
13 Benfica, RJ Sim 4 nao
14 Nova lguacu Sim 5 vizinho
15 Araruama Sim - -

5.3. Viabilidade em amostras bucais e nasais

Durante o acompanhamento dos 13 pacientes (devido ao abandono do paciente 15
e do tratamento do paciente 14 em andamento) nos 5 meses iniciais de tratamento, foi
feita por PCR em tempo real a mensuracdo da viabilidade através dos niveis de DNA e
cDNA correspondentes ao gene 16S RNAr em amostras de raspado bucal. Tendo
conhecimento da estabilidade da molécula de DNA, com o bacilo viavel ou morto, a
mesma foi utilizada como normalizadora para os niveis de RNA, molécula que possui
maior instabilidade, encontrada sem degradacdo somente em bacilos viaveis. Portanto,
em cada coleta (feita em cada dose mensal de rifampicina administrada no ambulatério),
presume-se que os niveis de deteccdo de DNA continuardo constantes, enquanto 0s
niveis de RNA gradualmente diminuirdo ao longo do tratamento.

A variacdo nos gréaficos pode ser explicada se considerarmos a baixa quantidade
de amostra coletada (uma amostra nasal e bucal de cada paciente mensalmente),
0 método de coleta pouco invasivo e os habitos de higiene dos pacientes, pois
estes fatos podem alterar a qualidade e quantidade do material estudado. Nao foi
possivel analisar os raspados bucais dos pacientes 9 e 13 devido a grande
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quantidade de inibidores na regido de coleta ou a auséncia do bacilo nessa
regiéo.

Foi possivel obeservar 3 casos distintos com a utilizagdo da poliquimioterapia
alternativa (Figura 5.1). O paciente 5 apresentou intolerancia a dapsona logo na primeira
dose e em seguida foi acometido pela peneumonia. Houve uma pausa de 3 meses na
PQT para o tratamento da pneumonia e, apds sua cura, o tratamento foi retomado com a
utilizacdo do tratamento alternativo. Aparentemente, apesar do grande intervalo de
tempo, ndo houve progesso da doenga, mesmo sem a administracdo da PQT. O paciente
10, antes de iniciar o tratamento, ja havia sido diagnosticado com a intolerancia a
dapsona, portanto ja iniciou seu tratamento com o uso da ofloxacina, substituta da
dapsona na PQT alternativa. Os sinais do bacilo na cavidade bucal ndo tiveram muita
mudanca ao longo dos 5 meses de tratamento, com excecdo do ponto da terceira dose da
PQT. O paciente 11, apdés o inicio do tratamento apresentou um efeito adverso
normalmente causado pela dapsona, a anemia hemolitica. Houve suspensdo no
tratamento devido a internacdo e seu estado delicado apds o ocorrido. Os dados

mostram que ap6s o inicio do uso da PQT alternativa, a carga bacilar aparenta diminuir

na regido bucal.
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Figura 5.1. Analise em fold change de niveis de 16s RNAr em amostras de raspado bucal de pacientes de sua
primeira coleta (virgem de tratamento/primeira dose) até o quinto més subsequente (5 meses ap6s a primeira dose)
gue houveram mudancas no tratamento. Analise de amostras de pacientes multibacilares virgens de tratamento
utilizando a razdo do DNA e cDNA micobacteriano, determinando sua viabilidade.** = Efeito adverso; *** = Inicio de
poliquimioterapia alternativa

Em alguns casos, como os dos pacientes 2, 4, 6 e o ja citado 5, os dados sugerem que
a carga bacilar foi praticamente eliminada da regido bucal concluindo dois meses de inicio
do tratamento, mesmo com suspensao (Paciente 5) ou atraso (paciente 6, um dia de atraso),

mostrando assim uma possivel regressao da doenga (figura 5.2).
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Figura 5.2. Analise em fold change de niveis de 16s RNAr em amostras de raspado bucal pacientes com picos de
viabilidade até a terceira dose do tratamento (dois meses desde a primeira coleta). Anélise de amostras de pacientes
multibacilares virgens de tratamento utilizando a razdo do DNA e cDNA micobacteriano, determinando sua viabilidade.**
= Efeito adverso; *** = Inicio de poliquimioterapia alternativa; A = Atraso na administracdo da dose.

A grande maioria dos pacientes mostrou picos de viabilidade até a conclusdo de 5

meses de tratamento (Figura 5.3). O paciente 1, mesmo com oscilagdoes durante 0s meses,

manteve uma carga bacilar até o ponto estudado. Os pacientes 3, 7, 11 e 12, apesar dos

sinais abaixo da primeira coleta, ainda mostram pontos detectaveis. O paciente 7 atrasou a

quinta dose em 14 dias. O paciente 10 manteve-se com estabilidade da carga bacilar

durante o periodo de tempo, tendo uma queda na conclusao de dois meses de tratamento.
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Figura 5.3. Analise em fold change de niveis de 16s RNAr em amostras de raspado bucal pacientes com picos de
viabilidade até a sexta dose do tratamento (cinco meses desde a primeira coleta). Analise de amostras de pacientes
multibacilares virgens de tratamento utilizando a razdo do DNA e cDNA micobacteriano, determinando sua viabilidade.**
= Efeito adverso; *** = Inicio de poliquimioterapia alternativa; A = Atraso na administracéo da dose.
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A analise das amostras de raspado nasal mostraram dados interessantes sobre esta
regido. Era esperado que na via aérea superior o sinal do bacilo fosse maior, uma vez que
ja é bastante embasada na literatura que esta é a principal via de entrada do bacilo no
organismo. Contudo, a coleta de amostras nessa via também pode ser prejudicada devido a
quantidade de inibidores encontrados na mucosa nasal.

Os casos distintos na utilizagdo da PQT alternativa, citados no topico de amostras

bucais, mostram também sinais de queda da carga bacilar nas amostras nasais (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Analise em fold change de niveis de 16s RNAr em amostras de raspado nasal de pacientes de sua
primeira coleta (virgem de tratamento/primeira dose) até o quinto més subsequente (5 meses ap6s a primeira dose)
gue houveram mudancas no tratamento. Analise de amostras de pacientes multibacilares virgens de tratamento
utilizando a razdo do DNA e cDNA micobacteriano, determinando sua viabilidade.** = Efeito adverso; *** = Inicio de
poliquimioterapia alternativa

Em contraste aos resultados bucais no tempo de dois meses desde a primeira coleta,
apenas os pacientes 2 e 4 ndo mostraram sinais de viabilidade apds concluirem 3 meses

desde a primeira coleta na regido nasal (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Analise em fold change de niveis de 16s RNAr em amostras de raspado nasal de pacientes com picos de
viabilidade até a quarta dose do tratamento (trés meses desde a primeira coleta). Analise de amostras de pacientes
multibacilares virgens de tratamento utilizando a razdo do DNA e cDNA micobacteriano, determinando sua viabilidade.

Os pacientes 8, 9, 11 e 12 tiveram diminui¢cdes em suas cargas bacilares apontadas
somente na coleta feita no dia da administracdo da sexta dose, possuindo picos de

viabilidade até a quinta coleta (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Andlise em fold change de niveis de 16s RNAr em amostras de raspado nasal de pacientes com picos de
viabilidade até a quinta dose do tratamento (quatro meses desde a primeira coleta). Analise de amostras de pacientes
multibacilares virgens de tratamento utilizando a razdo do DNA e cDNA micobacteriano, determinando sua viabilidade. **
= Efeito adverso; *** = Inicio de poliquimioterapia alternativa.
Como esperado, os sinais de deteccdo mais persistentes durante o tratamento s&o
encontrados na regido nasal, onde 7 pacientes (1, 3, 5, 6, 7, 10 e 13) ainda possuem picos
de viabilidade variados na sexta coleta de material, em outras palavras, concluindo 5 meses

desde a primeira coleta, independente do uso de tratamento alternativo.
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Figura 5.7. Analise em fold change de niveis de 16s RNAr em amostras de raspado nasal pacientes com picos de
viabilidade até a sexta dose do tratamento (cinco meses desde a primeira coleta). Anélise de amostras de pacientes
multibacilares virgens de tratamento utilizando a razdo do DNA e cDNA micobacteriano, determinando sua viabilidade. **
= Efeito adverso; *** = Inicio de poliquimioterapia alternativa; A = Atraso na administracéo da dose.
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5.4. PCR de deteccéo de M. leprae em individuos sadios

De modo a iniciar uma analise sobre a especificidade e sensibilidade do método,
amostras de raspados bucais e nasais foram coletadas de 10 voluntéarios do Pavilhdo
Hanseniase (I0C — Fiocruz, RJ) que rotineiramente manipulam amostras de M. leprae
viavel e ndo viavel, e 10 individuos do Pavilhdo Lednidas Deane (IOC — Fiocruz, RJ),
onde ndo h& manipulacdo do bacilo em questdo. A deteccdo de DNA foi realizada
utilizando o gene 16S RNAr no sistema Tagman, onde a sonda adicionada emite sinal
somente em caso de amplificacdo do gene de M. leprae. Apds os PCRs, foi feita uma
média dos CTs encontrados e, como esperado, ndo é possivel detectar sinal significativo
de DNA de M. leprae em raspados de individuos sadios de area endémica (Rio de

Janeiro, RJ). Néo foi encontrada diferenca estatistica entre os dois grupos (Tabela 5.3).

Tabela 5.3. PCR de detec¢do do bacilo em individuos sadios

Volun'gérios Pav. Hanseniase Pav. Lebnidas Deane
sadios Nasal (CT) Bucal (CT) Nasal (CT) Bucal (CT)
1 37,43 - - -
5 3 i _ _
3 - 37,98 - -
4 39,69 - - -
5 a ; _ _
6 37,12 - - -
7 - - - -
8 - - - -
9 - - 38,5 -
10 - - 38,5 -

5.5. Resisténcia as drogas

Da coorte de pacientes que apresentaram viabilidade apds 6 meses de acompanhamento,
selecionamos os pacientes 3, 5 e 7. Estes pacientes foram escolhidos por suas distintas
caracteristicas na viabilidade. O paciente 3 responde razoavelmente ao tratamento,
tendo reducéo da viabilidade, mas o sinal continua visivel. O paciente 5 também
responde ao tratamento de forma razoavel, porém a sua intolerancia a dapsona pode
omitir outras caracteristicas que podem tornar o bacilo viavel, como a resisténcia ao
medicamento. Por fim, o paciente 7 ndo responde ao tratamento, possibilitando a
existéncia de bacilos resistentes. Foram, entdo, analisadas as amostras de DNA total
oriundas das coletas de raspados nasais do primeiro ao sexto més desses pacientes, para
a analise de resisténcia do M. leprae as drogas que compde a PQT-OMS.
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As amostras contendo M. leprae presentes nos trés pacientes amplificaram nas
PCR contendo como genes 0s alvos das drogas da PQT (folP1, gyrA e rpoB). Contudo,
para reduzir o numero de amostras analisadas e para reduzir o gasto com amostras
possivelmente degradadas ou com muito inibidores, as 18 coletas foram amplificadas
para o alvo da rifampicina (rpoB), bactericida do tratamento. As coletas que
apresentaram amplificagdo neste gene foram posteriormente amplificadas para os alvos

da dapsona e ofloxacina e submetidas ao sequenciamento.
5.5.1. Géis da analise de resisténcia a poliquimioterapia

As 18 amostras de raspados nasais dos pacientes que foram submetidas a uma
PCR utilizando o gene rpoB, que é codificado na proteina alvo da rifampicina, obteve 7
amplificacdes. As amostras dos meses 1 e 5 de tratamento do paciente 3 (pocos 1 e 5),
més 2 do paciente 5 (poco 9), meses 1, 3, 4 e 5 do paciente 7 (pocos 15, 17, 18 e 19)
foram submetidos ao sequenciamento (Figura 5.6.).

1415 161718 192021 22 23 24 25

rpoB
(289 pb)

Figura 5.4. Gel dos produtos de PCR do gene rpoB. Gel de agarose a 2% para observagdo do produto
de PCR do gene rpoB. Pocos de 1-6 = Paciente 3; pogos de 8-13 = Paciente 5; pogos de 15-20 =
Paciente 7; pocos 7 e 14 = Padrdo molecular (100 pb); pogo 21 = controle positivo; pocos de 22-25 =
Controle negativo.

Das 7 amostras que amplificaram para rpoB, 6 apresentaram amplificacdo. As amostras
dos meses 1 e 5 de tratamento do paciente 3 (pocos 1 e 2), més 2 do paciente 5 (poco 3),
meses 1, 3 e 4 do paciente 7 (pocos 4, 5 e 6) foram submetidas ao sequenciamento
(Figura 5.5).

folP1
(173 pb)

Figura 5.5. Gel dos produtos de PCR do gene folP1. Gel de agarose a 2% para observacao
do produto de PCR do gene folP1. Pogos 1 e 2, Paciente 3; poco 3, Paciente 5; pogos 4-7,
Paciente 7; pogo 8, controle positivo; pocos 9-11, controle negativo; pogo 12, padrdo de
peso molecular (100 pb).
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Das 7 amostras amplificadas para rpoB, apenas 6 amplificaram para o gene da
proteina alvo da ofloxacina, o gyrA. As amostras dos meses 1 e 5 de tratamento do
paciente 3 (pogos 2 e 3), més 2 do paciente 5 (poco 4) e meses 3 e 4 do paciente 7
(pocos 5 e 6) foram sequenciados em busca da mutacdo génica que confere o fendtipo
de resisténcia a droga (Figura 5.6.). O PCR da amostra do més 5 do paciente 3 foi
repetida e uma banda do tamanho esperado foi observada (resultado ndo mostrado).

9 10 11 12
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150 pb

gyrd
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Figura 5.6. Gel dos produtos de PCR do gene gyrA. Gel de agarose a 2% para observacdo do produto
de PCR do gene folP1. Poco 1 = Padrdo molecular (50 pb); Pogos 2 e 3 = Paciente 3; po¢o 4 =
Paciente 5; pocos de 5-8 = Paciente 7; po¢o 9 = Controle positivo; pocos de 10-12 = Controle negativo.

5.5.2. Analise de resisténcia a poliquimioterapia por sequenciamento de DNA

A éarea em destaque (amarelo) é a regido mostrada nas imagens do artigo de
Maeda e seus colaboradoes ©? e, em destaque vermelho, sdo as posicdes que podem
sofrer mutacéo. A posicdo 53 pode sofrer duas mutacdes (157 A>Gel1l58C>T)ea
posicdo 55 pode sofrer uma mutacdo (164 C > T). As amostras submetidas a analise de
sequenciamento tendo como o gene alvo folP1 ndo apresentam os possiveis SNPs que
conferem resisténcia a dapsona em nenhuma das amostras de coleta mensal
amplificadas na PCR (Figra 5.7.). Os dados sugerem que a viabilidade ndo esta ligada a

dapsona, apesar de ser utilizada desde o regime monoterapico da doenca.

Svecies/Abbrv Groue lName ol o ol bl b b
1. Referencia £olPl TCHACCEGQCCCEGT
2. Paciente 3 TCACCEGQCCCEGT
3. Paciente 5 TCACCEGQCCCEGT
4. Paciente 7 TCHACCEGQCCCEGT
5. Positivo TCHACCEGQCCCEGT

Figura 5.7. Andlise de investigacdo de sequenciamento do gene folP1. A &rea amarela determina a uma
regido para o alinhamento dos nucleotideos e em destaque (vermelho) a localizagdo das regides onde os
SNPs que conferem resisténcia podem ser encontrados. Os meses correspondem as coletas de raspado nasal
feitas em cada dose assistida no ambulatério.
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A ofloxacina, utilizada como droga alternativa em casos de sensibilidade a
dapsona, também possui casos de resisténcia medicamentosa. As mutacBes em gyrA
podem ser encontradas nas posic¢oes 89 (265 G > T) e 91 (272 C > T) Contudo, o gene
gyrA ndo apresenta os SNPs que configuram a resisténcia a ofloxacina nas amostras que
aplificaram na PCR. Logo, a viabilidade do bacilo ndo estd relacionada a resisténcia
neste gene (Figura 5.8.).

Species/Abbrv Group Name ol ol ol i
l. Referencia gyrh CCGCAC
2. Paciente 3 CCGCAC
3. Paciente 5 CCGCAC
4. Paciente 7 CCGCAC
§. Positivo CCGCAC

Figura 5.8. Analise de investigacdo de sequenciamento do gene gyrA. A area amarela determina a uma
regido para o alinhamento dos nucleotideos e em destaque (vermelho) a localizacéo das regides onde 0s
SNPs que conferem resisténcia podem ser encontrados. Os meses correspondem as coletas de raspado
nasal feitas em cada dose assistida.

As mutacdes de rpoB podem ser encontradas nas posicdes 441 (1312 G > A), 451
(1351 C > T), 456 (1367 C > T ou C > G) e 458 (1373 T > C). Na rifampicina,
bactericida da PQT, também ndo foi observada resisténcia no sequenciamento. A
persisténcia da viabilidade do M. leprae nos pacientes apds 6 meses de
acompanhamento aparentemente ndo tem relacdo com mecanismos de resisténcia
conhecidos do bacilo as drogas da poliquimioterapia. Logo, para elucidar essa questéo,

foi realizada uma anélise farmacogenética.

Species/Abbrv Group Name (A Ak khh bk Ak k Ak Ak Ak KA AR AR A AR AR A A A A h b bk Ak kA Ak A A A A A A AR AR AR AR A Ak

1. Referencica rpoB TTCATG CAGAACAACCCTICTGTICGGGCCTIGACC QAAGCGCCGGCTG G CG| =
. Paciente 3 TTICATG CAGAARCARCCCTCTGTICGGGCCTIGACC QAAGCGCCGGCTG GCG =
. Paciente 7 TTCATG CAGAACAACCCTCTGTICGGGCCTIGACC QAAGCGCCGGCTG G CG| =

Positivo TTCATCERAIICAGAACAACCCTCTIGTCGGGCCTGACCERAQAAGCGCCGGCTG CG =

Figura 5.9. Andlise de investigagdo de sequenciamento do gene rpoB. A area amarela determina a uma
regido para o alinhamento dos nucleotideos e em destaque (vermelho) a localizagdo das regibes onde 0s
SNPs que conferem resisténcia podem ser encontrados. Os meses correspondem as coletas de raspado
nasal feitas em cada dose assistida.

oW
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5.6. Analises farmacogenéticas

5.6.1. Analise dos alelos CYP3A5*3 e CYP3A5*6 através da digestdo por Ddel

As amostras de sangue dos pacientes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 11 coletadas no
estudo foram submetidas a reagdes de PCR com primers referentes aos genes da familia
CYP450 e a enzima NAT2. As amostras de sangue selecionadas sdo de pacientes que
foram diagnosticados com sensibilidade a dapsona (pacientes 5 e 11) ou que tiveram
persisténcia do bacilo durante os 6 meses (pacientes 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 e 9). Os genes
NAT2 (ndo mostrado na figura), CYP3E4*1B, CYP3A5*3, CYP3A5*6 e CYP2E1 foram
amplificados com éxito (figura 5.6), e os fragmentos obtidos foram analisados por
digestdo com a enzima Ddel (CYP3A5*3 e CYP3A5*6) e Rsal (CYP2El1) ou
sequenciados (CYP3E4 e NAT2) (Figura 5.10)

A B

1 2 3 ARG G S O 911

123 4 5 6 /%859 103
—

CYP3A5*3 ™
(200 pb)

—— — —— —  — — CYP3A4*1B

123456 7 8 91011 D

dy 2 3 4NN N800 1!

CYP3A5*6

(237 pb)

CYP2E1

D i L Y (413 pb)
~

Figura 5.10. Amplificacdo dos genes da familia do CYP450. Gel de agarose a 2% para observacdo do
produto de PCR de CYP3E4*1B (A), CYP3A5*3 (B), CYP3A5*6 (C) e CYP2El (D). Paciente
(Gel/pogo): 1 (A2, B1, C2,D2); 2 (A3, B2, C3 e D3); 3 (A4, B3, C4 e D4); 4 (A5, B4,C5e D5), 5 (A8,
B5, C6 e D6); 6 (A7, B6, C7 e D7); 7 (A8, B7, C8 e D8); 8 (A9, B8, C9 e D9); 9 (A10 B9, C10 e D10);
11 (Al1, B10, C11 e D11). Padréo de peso molecular (Gel/po¢o): 100 pb (A1, B11, C1 e D1).

No ensaio de digestdo dos alelos de CYP3A5 os produtos de PCR do alelo
CYP3A5*3 resultaram em 2 individuos *1/*1 (fragmentos de 129 pb e 71 pb), 7
individuos *3/*3 (fragmentos de 107 pb, 74 pb e 22 pb) e 1 individuo *1/*3
(fragmentos de 129 pb, 107 pb, 71 pb e 22 pb), ou seja, foi possivel identificar
individuos homozigotos selvagens (*1/*1), homozigotos mutantes (*3/*3) e
heterozigoto (*1/*3), respectivamente (Figura 5.11). O fragmento de 22 pb n&o pode ser
observado devido ao seu tamanho e intensidade das bandas. O genotipo *1/*1
(pacientes 9 e 11) codifica uma enzima funcional, enquanto o gendtipo *1/*3 (paciente
7) apresenta uma baixa atividade e o gendtipo *3/*3 (pacientes 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8) uma

enzima nao funcional.
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Na digestdo para conferir o alelo CYP3A5*6, 8 individuos apresentaram o
genotipo *1/*1 (fragmentos de 103 pb, 74 pb, 35 pb e 25 pb) e 2 individuos o gendtipo
*1/*6 (fragmentos de 128 pb, 103 pb, 74 pb, 35 pb e 25 pb), que configuram os
gendtipos homozigoto selvagem e heterozigoto, respectivamente. Os fragmentos de 35
pb e 25 pb ndo podem ser vistos devido ao seu tamanho e intensidade das bandas. O
genotipo *1/*1 (pacientes 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9 e 11) codifica uma enzima funcional e o
gendtipo *1/*6 apresenta baixa atividade enzimatica. O genotipo *6/*6, relacionada a

auséncia da enzima segundo a literatura ", ndo foi encontrada no estudo.

1 2 3 .4 586878859510

w

45 6 78 910

129 pb
107 pb
71 pb

128 pb
103 pb
74 pb

)
- -l

Figura 5.11. Digestdo dos produtos de PCR dos alelos de CYP3A5. Géis de poliacrilamida do
produto de PCR digerido para a andlise dos alelos CYP3A5*3 e CYP3A5*6. Pacientes (gel/pogo):
paciente 1(Al e B1); paciente 2 (A3 e B2); paciente 3 (A4 e B4); paciente 4 (A5 e B5); paciente 5
(A6 e B6); paciente 6 (A7 e B7); paciente 7 (A8 e B8); paciente 8 (A9 e B9); paciente 9 (A10 e B10);
paciente 11 (C2 e C3); Padrédo de peso molecular (gel/poco) 25 pb (A2, B3 e C1).

5.6.2. Analise dos alelos de CYP2EL1 através da digestdo por Rsal

O CYP2E1 possui relacdo com o metabolismo de dapsona e producdo de
substancias toxicas em seu genotipo *1A/*1A, segundo a literatura. ©2 8 8. 8) Q
gend6tipo homozigoto selvagem encontrado é apresentado no gel com uma banda de 352
pb apds a digestdo. Todos os 10 pacientes apresentaram genotipo selvagem homozigoto
(Figura 5.12). O genotipo *1A/*1A é considerado um hidroxilador rapido, ou seja, a
atividade enzimatica ¢ maior e, como consequéncia, a producdo de metabdlitos toxicos

também pode aumentar.
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500 pb
400 pb ; e e S—— W— CYP2E1 (352 pb)
300 pb
200 pb
100 pb

Figura 5.12. Digestdo dos produtos de PCR dos alelos de CYP2E1. Gel de agarose de 2% do produto
de PCR digerido para analise dos alelos de CYP2EL. Pacientes (pogo): paciente 1 (2); paciente 2 (3);
paciente 3 (4); paciente 4 (5); paciente 5 (6); paciente 6 (7); paciente 7 (8); paciente 8 (9); paciente 9
(10); paciente 11 (11). Padréo de peso molecular (poco) 100 pb ().

5.6.3 Andlise dos alelos de CYP3A4 através do sequenciamento

A enzima CYP3A4 ja foi apontada como uma das enzimas que metabolizam
dapsona. Sua atividade, portanto, também pode estar relacionada ao surgimento de
reacOes adversas, de acordo com o gendtipo encontrado. Neste estudo, o
sequenciamento dos produtos de PCR verificando a presenca ou auséncia do alelo *1B
apontaram 7 gendtipos homozigotos selvagens (AA), 1 gen6tipo heterozigoto (AG) e 2
gendtipos homozigotos mutantes (GG) (Tabela 5.5). O genotipo homozigoto selvagem
tem como caracteristica a atividade normal da enzima, enquanto 0 homozigoto mutante

esta relacionado a diminuicio da atividade enzimatica. ®
5.6.4. Analise dos alelos de NAT?2 através do sequenciamento

Amostras de sangue foram coletadas dos pacientes para andlise do perfil de
acetilacdo de N-acetiltransferase2 (NAT2), a fim de definir se tais perfis poderiam
interferir no tratamento. E conhecido que o perfil de acetilacio lento aumenta as
chances de hepatotoxicidade e efeitos adverosos. Dos pacientes analisados, 3
apresentaram perfil rapido (pacientes 1, 6 e 8), 5 o perfil intermediario (pacientes 2, 4,
5 9 e 11) e 2 o perfil lento (pacientes 3 e 7) (Tabela 5.4). Segundo Lopes e seus
colaboradores® a presenca de somente um alelo lento no gendtipo de NAT2 é o
suficiente para aumentar as chances de efeito adverso em 2,4 vezes durante o

tratamento. Foi visto nos dados do prontuario que os pacientes 5 e 11 tiveram efeitos
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adversos durante o acompanhamento. Ambos possuem perfil acetilador intermediario,

ou seja, um alelo lento e outro répido.

Tabela 5.4. Perfis de acetilacdo dos pacientes.

Paciente Sexo Cor Alelos Perfil
1 M Branco *12C/*12C Rapido
2 M Pardo *4/*5U Intermediario
3 F Branco *5J/*5J Lento
4 F Branco *4/*58B Intermediario
5 M Branco *4/*58B Intermediario
6 M Pardo *12C/*12C Rapido
7 M Branco *6H/*6A Lento
8 F Pardo *12C/*12C Rapido
9 M Negro *4/*5U Intermediario
11 F Negro *4/*5R Intermediario

6. DISCUSSAO

Os dados de Martinez %) mostraram a capacidade da deteccio da viabilidade de
M. leprae em espécimes clinicas (esfregacos de pele e biopsias de pele). Esta técnica
ndo tem sido apenas aplicada em amostras de biopsia de pele, mas também em outros
tipos de espécimes como esfregaco de pele, nervos, urina, swabs nasal e bucal, sangue e
lesGes oculares ©9. E possivel detectar o bacilo em amostras de raspados bucais por
gPCR, como visto em Rosa et al. 2013 ©* 1% e nasais por PCR, como visto em
Martinez e colaboradores %), Embora ndo tenham sido testadas em amostras
emparelhadas de pacientes antes, durante e depois do tratamento, a técnica desenvolvida
possibilita 0 acompanhamento da eficacia do tratamento de maneira sensivel e
especifica. Este projeto tem como um dos objetivos o preenchimento desta lacuna que

foi citada.

A decisdo para coleta destes tipos de amostra foi feita devido a deteccdo de
bacilos nas vias aéreas superiores e por se tratar de uma forma de coleta menos invasiva.
Em nossos dados envolvendo 13 pacientes, a utilizacdo do gene 16S RNAr como alvo
em amostras de raspados bucais e nasais mostrou que niveis de DNA e cDNA séo
detectaveis até a 6% coleta de amostra (cinco meses de tratamento concluido). Uma

grande dificuldade encontrada no presente estudo reside na sua coleta, a qual extrai uma
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guantidade de material muito baixa por ser pouquissimo invasiva e o material possuir
muitos residuos, dificultando a analise mais fina do estudo. Contudo, a técnica escolhida
para analise de viabilidade do bacilo tem como limite de deteccdo de 100 fg, podendo
detectar de 30 a 300 bacilos. %)

Entre os pacientes que aderiram ao projeto, dois tiveram anemia hemolitica
(Pacientes 5 e 11), devido a sensibilidade a dapsona. O paciente 5, que € hipertenso e
possui célculo renal, demonstrou a sensibilidade e reacdo reversa na primeira dose da
PQT/MB e em seguida teve pneumonia. O paciente seguiu o tratamento da pneumonia,
paralisando a PQT por 3 meses e meio, acompanhado pelos médicos do Ambulatério
Souza Araujo (ASA - Fiocruz), porém a coleta de amostras ndo foi paralisada. Apés o
diagnostico da sensibilidade a dapsona, foi iniciada PQT/ALT, onde a dapsona foi
substituida por ofloxacina, seguindo a coleta, dessa vez com a PQT alternativa.
Observamos que a interrup¢do do tratamento foi deletéria para a negativacdo do
paciente, que permaneceu positivo para 0 RNA do bacilo mesmo ap6s 3 meses de

tratamento alternativo.

Alguns pacientes cometeram descontinuagdo do tratamento ou erros durante o
acompanhamento. Foram registrados atrasos no tratamento de 1 até 14 dias apés a data
marcada para a dose seguinte, ou seja, 0s pacientes ndo seguiram a administracdo da
PQT neste espaco de tempo. O Paciente 15, recidiva e com quadro lepromatoso,
abandonou o tratamento apds a terceira dose da PQT ainda possuindo bacilos viaveis na
via aérea superior (dados ndo mostrados). Nao ha registros de efeito adverso em seu
prontuario, uma das causas que poderiam levar ao abandono do tratamento. O que
possivelmente prejudicou seu tratamento foram as questbes socioecondmicas do
paciente e seu deslocamento para o tratamento, pois reside na cidade de Araruama,
regido dos lagos, e 0 ambulatorio encontra-se no bairro de Manguinhos, na cidade do
Rio de Janeiro.

Os nossos dados mostram que mesmo num pequeno grupo de pacientes, existe a
presenca de varios elementos que podem prejudicar o tratamento, tais como abandono,
descaso, etilismo, tabagismo, etc. A questdo econdémica tambem pode interferir, pois o
deslocamento do individuo até o ambulatério gera um custo e, dependendo da distancia
percorrida, pode se tornar um fator que desencoraja ou causa abandono do tratamento.
No entanto, o tratamento poliquimioterapico se mostra eficaz mesmo sendo paralisado

em casos de enfermidades como pneumonia ou efeitos adversos no paciente. Todos 0s
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casos abordados nesse trabalho séo de pacientes lepromatosos virgens de tratamento ou
recidiva. Apesar do tratamento para forma LL durar 12 meses, tem sido visto até o
momento que parte dos casos monitorados neste trabalho tem a curva de viabilidade do
bacilo drasticamente reduzida entre a terceira e quarta dose de rifampicina.

A queda de viabilidade nasal e bucal significa que o paciente pode estar sendo
curado da doencga, porém um dado importante desta anélise é a diminui¢do do numero
de bacilos nas vias aéreas superiores, diminuindo a disseminacdo do bacilo. Se
confirmado em uma coorte maior de pacientes, esse achado sugere que a faixa de tempo
para adiministragdo da PQT pode ser ajustada, reduzindo-se a quantidade de drogas a
serem administradas, tendo como conseqliéncia a redugdo de efeitos adversos ao

tratamento, maior adesdo e barateamento.

As anéalises das mutacdes mais estudadas dos genes que codificam as proteinas
alvo das drogas que compdem a PQT mostram que na coorte recrutada para o presente
estudo ndo foi encontrada nenhuma amostra de M. leprae resistente, demonstrando que
essas flutuacdes de vaibilidade ao longo do tratamento sdo comuns entre as cepas
sensiveis. No entanto ndo é possivel descartar a presenca de algum outro mecanismo de
resisténcia, como por exemplo, as bombas de efluxo “%) vistas em Mycobacterium
tuberculosis, onde proteinas transmembrana bombeiam ativamente xenobiontes para o
lado externo da parede. O M. leprae possui alguns genes homologos as bombas de M.
tuberculosis, no entanto esse tipo de estudo de associagao ainda néo foi realizado.

Lopes® e seus colaboradores, com seu extenso estudo sobre as associagdes dos
gendtipos de NAT2 e de CYP na chance de ocorréncia de efeitos adversos, mostrou que
existem grupos mais suscetiveis a efeitos adversos dependendo da sua relacdo de
gendtipos de NAT2 e CYP. A anélise dos dados tendo como objetivo compreender a
relagdo entre o perfil metabdlico e a viabilidade durante o tratamento da hanseniase
multibacilar ndo foi possivel por alguns fatores. O nimero de amostras deste estudo é
pequeno, ndo gerando um dado estatistico relevante, mesmo assim, puderam ser vistos
alguns episodios relacionados a viabilidade do bacilo e efeitos adversos. E conhecido
que o perfil metabdlico de um individuo depende de muitos mecanismos encontrados no
organismo, sejam transportadores, acetiladores, hidroxiladores, entre outros. Logo, ndo
podemos apontar que somente esses alvos do estudo geraram o resultado visto nos
experimentos. E visto na literatura que alelos lentos de NAT2 aumentam as chances de

efeitos adversos, mesmo com a presenca de somente um alelo lento €784, Os perfis de
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acetilacdo réapida e intermediaria em associacdo com CYPs possuem respostas variaveis
quando associados com CYPs diferentes. Os acetiladores lentos geralmente estéo
presentes nas respostas ruins ao tratamento e relacionados aos CYPs de perfis
intermediarios ou rapidos. Este dado é coerente, uma vez que acetiladores lentos podem
causar falha terapéutica, podendo ter como consequéncia efeitos adversos. Contudo, néo
é possivel determinar que esses perfis tenham relacdo com a viabilidade do bacilo nos
organismo dos individuos, pois essa questdo abrange um contexto ndo so

farmacogenético, mas também imunoldgico, ambiental, entre outros.

E visto que outras enfermidades, tabagismo e etilismo ndo influenciaram no
resultado da coorte deste estudo. E visto em estudos casos de contatos intradomiciliares
onde o paciente possui um parente proximo ou vizinho que ja contraiu a doenca. Como
¢ de conhecimento da doenca, o bacilo possui alta infectividade, mas nao
necessariamente a doenca € iniciada naquele instante, podendo surgir anos apos a
infeccdo. Outra hipotese que talvez explique a viabilidade do bacilo em 6 meses de
acompanhamento é a situacdo epidemiologica do estado do Rio de Janeiro. A maioria
dos pacientes séo de regides com alta endemicidade, ou seja, existe a possibilidade de
que os pacientes de alguma forma possam estar entrando em contato com o local ou
grupo em que se infectaram, sendo reinfectados, mantendo a carga bacilar no
organismo. Isso possivelmente explicaria 0 motivo pelo qual o bacilo é visto viavel e

sensivel ao tratamento mesmo ap6s 6 meses de acompanhamento.

As coletas de amostras de membros do Pavilhdo Hanseniase e no Pavilhdo
Lebnidas Deane foram feitas com o intuito de determinar o grau de contato necessario
para a possivel detec¢cdo do bacilo nas pessoas que o estudam. Como esperado, nao foi
possivel detecta-lo de forma significativa. As pessoas que tiveram ou tem maior contato
com o bacilo apresentaram o mesmo nivel de deteccdo residual observado em

voluntérios de outros laboratérios, que ndo manipulam o patégeno rotineiramente.

E inegavel a eficacia da poliquimioterapia da hanseniase. Entretanto, varios
fatores podem interferir o tratamento. Dos mais frequentes, temos as cepas resistentes
aos medicamentos, falhas terapéuticas, negligéncia ao tratamento pelo paciente,
negligéncia ou falta de treinamento adequado para funcionarios do sistema de saude
publico, entre outros fatores. Neste estudo, foi visto que a PQT é eficaz, mas requer
tempo para ser efetiva, em alguns casos (tabela 5.1) mais do que os 12 meses
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determinados, precisando de orientacdo apds o tratamento. A rifampicina, bactericida da
PQT, mostrou sua eficicia descrita na literatura. Contudo, ela ndo possui um efeito
imediato, tendo respostas variaveis de acordo com o paciente. Por este motivo, ainda
podia ser vista a viabilidade ap6s a 62 coleta de material, 0 que corrobora com o tempo
de 12 meses de tratamento. Contudo, alguns graficos sugerem a possibilidade de

tratamento personalizado.

O tratamento personalizado para a hanseniase e o seu melhor rendimento, a fim de
diminuir falhas terapéuticas e efeitos adversos € um objetivo louvavel, porém de dificil
alcance. O melhor entendimento de um estudo populacional da correlacdo de NAT2 e
CYP ,a viabilidade do bacilo, entre outros fatores que contribuem para a metabolizagéo
das drogas pode ser um passo para amenizar os efeitos negativos do tratamento. Um
projeto de maior escala baseado neste projeto possivelmente auxiliaria na compreensao

desse tema.
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7. Perspectivas

Este estudo mostra que em amostras emparelhadas por 6 meses de
acompanhamento dos pacientes, a viabilidade do bacilo ainda é observada. Logo, o
longo tempo do esquema PQT/MB aparentemente esta correto.

A cada dia os estudos de resisténcia medicamentosa tém crescido. O estudo mais
amplo de mecanismos recentes, como bombas de efluxo, deve ser levado em
consideracdo na analise de resisténcia em amostras de pacientes para melhor
entendimento da persisténcia da viabilidade observada ao longo do tratamento.

Os dados de PCR de individuos sadios ndo apresentaram grande diferencga entre
quem trabalha ou ndo com o bacilo. Entretanto, uma melhor analise de risco de
contaminacdo no trabalho deve ser considerada em projetos futuros.

Além da correlacdo entre o perfil metabolico do paciente e efeitos adversos
observados, aparentemente a viabilidade do bacilo parece ter uma relagdo com o
gendtipo de NAT?2 relacionado a acetilacdo lenta de farmacos, o que contradiz alguns
dados da literatura. Dessa forma, um estudo com uma coorte maior de pacientes é

necessaria para confirmarmos esse achado.
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8. Conclusoes

Este estudo mostra que em amostras emparelhadas por 6 meses de
acompanhamento dos pacientes, a viabilidade do bacilo é mantida em alguns casos por
até seis meses. Logo, apesar de um pronunciado efeito bactericida, a efetividade da
rifampicina observada em nosso estudo néo corresponde ao que € citado na literatura.

Cepas resistentes sdo uma ameaca cada vez mais frequente, o que é de extrema
necessidade o estudo. Neste estudo ndo foram encontradas cepas resistente para os alvos
classicos de resisténcia. Contudo, outros mecanismos de evasdo as drogas, como as
bombas de efluxo, devem também ser monitoradas.

A nivel epidemioldgico, a possivel reinfeccdo e em areas endémicas € uma
hipo6tese, porém a chance da pessoa estar sempre fequentando lugares ou encontrando
grupos que possuem o bacilo podem interferir no tratamento.

A presenca do perfil de NAT2 que confere a acetilacdo lenta de farmacos parece

impactar na persisténcia da viabilidade do bacilo.
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Anexo 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido (Paciente)

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a)

para participar da Pesquisa “Analise molecular do tempo de persisténcia da viabilidade do
Mycobacterium leprae e Mycobacterium tuberculosis em pacientes sob tratamento
poliquimioterdpico”, sob a responsabilidade dos pesquisadores Dr. Flavio Alves Lara Dr2.
Roberta Olmo Pinheiro.

Atualmente é disponibilizado na rede publica de saude a medicacdo para o tratamento da
Hanseniase e da Tuberculose. No entanto, alguns pacientes apresentam algumas reacdes
quando utilizam tais medicamentos e, na literatura ha relatos da existéncia de resisténcia a
alguns dos medicamentos utilizados pela bactéria. Assim, no presente estudo, estamos
propondo avaliar a presenca de micobactérias vivas em amostras de raspado nasal e bucal de
pacientes em tratamento para a Hanseniase ou tuberculose. Caso concorde, a sua participagdo
sera voluntaria e consistird na coleta de raspado bucal e nasal mensalmente, nos dias de
administracdo de dose assistida do medicamento no Ambulatério Souza Araujo.

N3o ha riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa. Vocé receberd uma espatula de
plastico e devera, seguindo as instru¢des do enfermeiro/farmacéutico responsaveis, realizar o
procedimento. O material obtido serd levado para o laboratério onde permanecera
armazenado até a realizagdo dos exames que identificardo a presen¢a de bactérias vivas. Se
vocé aceitar participar, estara contribuindo para uma maior compreensdo sobre o tratamento
das doengas causadas por micobactérias e a ocorréncia de resisténcia aos medicamentos em
uso atualmente.

Se depois de consentir em sua participacdo o Sr (a) desistir de continuar participando,
tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja
antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua
pessoa. O (a) Sr (a) ndo terd nenhuma despesa e também ndo receberd nenhuma
remuneragdo. Os resultados da pesquisa serdao analisados e publicados, mas sua identidade
ndo sera divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informacdo, o (a) Sr (a)
podera entrar em contato com o pesquisador no enderec¢o: Laboratério de Hanseniase -

Avenida Brasil, 4365 — Manguinhos — Rio de janeiro, pelo telefone (21) 2562-1541, ou podera

entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Informacdes adicionais sobre o
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CEP podem ser obtidas pelo e-mail etica@fiocruz.br, pelo telefone (21) 3882-9000 (Ramal

9011) ou pelo fax (21) 2561-4815.

Consentimento Pds—Informacdo

Eu, Jfui informado

sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboragdo, e entendi a
explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada
e que posso sair quando quiser. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas
assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nos.

Data: / /

Assinatura do Paciente

Impressao do dedo polegar

Caso ndo saiba assinar

Assinatura do Pesquisador(a) Responsavel


mailto:etica@fiocruz.br
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Anexo 2—- Termo de consentimento livre e esclarecido (Participante)

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a)

para participar da Pesquisa “Analise molecular do tempo de persisténcia da viabilidade do
Mycobacterium leprae em pacientes sob tratamento poliquimioterapico”, sob a
responsabilidade dos pesquisadores Flavio Alves Lara e Roberta Olmo Pinheiro.

Atualmente é disponibilizada na rede publica de saude a medicacdo para o tratamento da
Hanseniase. No entanto, alguns pacientes apresentam algumas reacdes quando utilizam tais
medicamentos e, na literatura, hd relatos da existéncia de resisténcia a alguns dos
medicamentos utilizados pela bactéria. Assim, no presente estudo, estamos propondo avaliar
a presenca de micobactérias vivas em amostras de raspado nasal e bucal de pacientes em
tratamento para a Hanseniase. Caso concorde, a sua participacdo sera voluntdria e consistira
na coleta de raspado bucal e nasal, utilizando-as como controle para as amostras coletadas
mensalmente de pacientes no Ambulatério Souza Araujo.

N3o ha riscos decorrentes de sua participagdo na pesquisa. Vocé receberd uma espatula de
plastico e devera, seguindo as instrucées dos responsaveis, realizar o procedimento. O
material obtido sera levado para o laboratério onde permanecerd armazenado até a realizagdo
das analises dos grupos de amostras que identificardo a presenca de bactérias vivas nas
amostras de pacientes e das amostras de pessoas sadias para controle. Se vocé aceitar
participar, estard contribuindo para uma maior compreensao sobre o tratamento das doencas
causadas por micobactérias e a ocorréncia de resisténcia aos medicamentos em uso
atualmente.

Se depois de consentir em sua participacdo o Sr (a) desistir de continuar participando, tem o
direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou
depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. O
(a) Sr (a) ndo tera nenhuma despesa e também ndo receberd nenhuma remuneracdo. Os
resultados da pesquisa serdao analisados e publicados, mas sua identidade ndo serd divulgada,
sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informagdo, o (a) Sr (a) poderd entrar em
contato com os pesquisadores no seguinte endereco: Avenida Brasil, 4365 — Pavilhdao de
Hanseniase, salas 05 ou 27 - Manguinhos — Rio de Janeiro, pelo telefone (21) 2562-1541, ou
podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Informacdes adicionais
sobre o CEP podem ser obtidas pelo e-mail etica@fiocruz.br, pelo telefone (21) 3882-9000
(Ramal 9011) ou pelo fax (21) 2561-4815.
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Consentimento Pds—Informacdo

Eu, JSfui

informado sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboracado, e
entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que ndo vou
ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este documento é emitido em duas vias que

serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nés.

Data: / /

Assinatura do participante

Impressao do dedo polegar

Caso ndo saiba assinar

Assinatura do Pesquisador(a) Responsavel



