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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica causada pelo Mycobacterium
leprae. Para fins terapéuticos a Organizacdo Mundial da Saude traz uma
classificacdo mais simples que é baseada no numero de lesdes cutaneas. Os casos
com até cinco lesGes sdo considerados paucibacilares e agueles com mais de cinco
lesbes sdo multibacilares. Apesar da eficacia da poliquimioterapia a hanseniase
ainda € considerada um desafio para a saude publica dos paises em
desenvolvimento. Em 2016 foram registrados 214.783 novos casos da doenca em
todo o mundo. Quanto ao diagnéstico da hanseniase, é essencialmente clinico e
epidemiologico e € realizado por meio da andlise do histérico do paciente, das
condi¢fes de vida do mesmo e do exame dermatoneuroldgico. No Instituto Lauro de
Souza Lima /Bauru, além do exame dermatoneuroldgico, sdo realizados exames
laboratoriais complementares para o auxilio diagnéstico, tais como baciloscopia de
raspado intradérmico, histopatoldgico, inoculacdo experimental de camundongos
para diagnéstico fenotipicos de resisténcia e avaliacdo de viabilidade bacilar, além
de analise molecular de susceptibilidade/resisténcia do Mycobacterium leprae as
drogas utilizadas no esquema poliquimioterapico. Deste modo, o presente estudo
teve como finalidade correlacionar os resultados da inoculagédo do Mycobacterium
leprae provenientes de bidpsias de paciente tratados e com suspeita de reativacao
da doenca com seu respectivo perfil clinico. Todos os pacientes fizeram pelo menos
12 doses de poliquimioterapia antes da coleta da biépsia e ainda assim houve
multiplicacdo em 52% das amostras inoculadas. A resisténcia medicamentosa foi
observada em apenas dois casos, sugerindo que outros fatores podem estar

envolvidos na reativacao da doenca.

Palavras-chave: Hanseniase. Mycobacterium leprae. Inoculacdo. Athymic nude
mice. Viabilidade.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae. For
therapeutic purposes the World Health Organization brings a simple
classification based on the number of cutaneous lesions. Cases with up to five
lesions are considered paucibacillary and those with more than five lesions are
multibacillary. Despite the efficacy of multidrugtherapy leprosy is still
considered a challenge to public health in developing countries. In 2016,
214,783 new cases of the disease were registered worldwide. As for the
diagnosis of leprosy, it is essentially clinical and epidemiological and is
performed through the analysis of the patient's history, the patient's living
conditions and the dermato neurological examination. At Lauro de Souza Lima
Institute/ Bauru, in addition to the dermato neurological examination,
complementary laboratory tests are performed for diagnostic assistance, such
slit skin smear microscopy, histopathology, experimental inoculation of mice
for the diagnosis of resistant M. leprae phenotypes and evaluation of bacillary
viability, besides molecular analysis of susceptibility/resistance of M. leprae
the drugs used in the multidrugtherapy scheme. Thus, the present study aimed
to correlate the results of the inoculation of M. leprae from biopsies of treated
patients and with suspicion of reactivation of the disease with its respective
clinical profile. All patients had at least 12 doses of polychemotherapy prior to
biopsy collection, and even so, there was multiplication in 52% of the
inoculated samples. Drug resistance was observed in only two cases,
suggesting that other factors may be involved in the reactivation of the
disease.

Keywords: Leprosy. Mycobacterium leprae. Inoculation. Athymic nude mice.
Viability.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase €& uma doenca infecciosa crénica causada pelo
Mycobacterium leprae (M. leprae), parasita intracelular que infecta
principalmente células da linhagem monocitica-macrofagica, como o0s
macréfagos e as células de Schwann do sistema nervoso periférico, causando
deste modo, uma neuropatia desmielinizante generalizada (1).

O M. leprae é uma micobactéria com formato de bacilo, ndo cultivavel in
vitro e com tamanho variando entre 1 a 8um. Em sua parede celular ha uma
grande quantidade de lipideos, especialmente do tipo acido micdlico, que
confere ao bacilo a caracteristica de alcool-acido resisténcia, quando
submetido a coloracao pelo método de Ziehl-Neelsen (3,4).

A transmissdo da hanseniase ocorre pela eliminacdo de bacilos por meio
do trato respiratério, por vias superiores, sendo esta também, a mais provavel
via de entrada do M. leprae no corpo. Pacientes multibacilares ndo tratados
(virchowiano e dimorfo), sdo considerados 0s principais transmissores por
apresentarem alta carga bacilar. Além disso, o contato intimo e prolongado,
como familiares que residem na mesma casa, por exemplo, causam a infec¢éo
de individuos suscetiveis (7).

E uma doenca dependente da resposta imunoldgica do hospedeiro
frente ao patdgeno e com um espectro de manifestacfes clinicas. Segundo a
classificacdo proposta por Ridley e Jopling, as formas clinicas s&o tuberculdide
(TT), virchoviano (VV), dimorfo-tuberculéide, (DT), dimorfo-dimorfo, (DD) e
dimorfo virchoviano, (DV) (2, 6).

Para fins terapéuticos a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) traz uma
classificagdo mais simples que € baseada no numero de lesdes cutaneas. Os
casos com até cinco lesbes sdo considerados paucibacilares (PB) e aqueles
com mais de cinco lesdes sao multibacilares (MB). Existe ainda a
recomendacdo de que se use a baciloscopia de raspado intradérmico como
exame complementar para a classificacdo dos casos em PB ou MB, de dificil
classificacdo clinica. A baciloscopia positiva classifica 0 caso como MB,
independentemente do numero de lesdes; o resultado negativo ndo exclui o

diagnostico da doenca (15).



A implantacéo da poliquimioterapia (PQT) em 1981 pela OMS foi um dos
mais importantes avanc¢os técnicos na historia do controle da doenga, que
juntamente com um esforgco global organizado levou a uma importante
diminuicdo da prevaléncia da hanseniase, de estimados cinco milhdes de
casos em 1985 para menos de 200 mil casos em 2014. A PQT/OMS é
constituida pelo conjunto dos seguintes medicamentos associados: a
rifampicina (RFP), dapsona (DDS) e a clofazimina (CLO). Essa associacao
previne a selecdo de cepas do bacilo com resisténcia medicamentosa, que
ocorre com frequéncia quando se utiliza apenas um medicamento,
impossibilitando a cura da doenca (16, 22, 18).

Inicialmente os esquemas de tratamento ndo eram supervisionados e a
CLO s6 era usada nos doentes que apresentavam sulfono-resisténcia primaria.
Pacientes virchowianos, dimorfos ou indeterminados eram examinados duas
vezes ao ano, recebendo as cartelas para o tratamento autoadministrado;
pacientes tuberculbides retornavam a consulta clinica apenas uma vez ao ano
(27).

Atualmente o tratamento PQT/OMS para MB € de 12 doses, podendo
ser completado em até 18 meses. Para PB é de 06 doses, podendo ser
completado até 09 meses. A efetividade do esquema baseia-se nas doses
supervisionadas (28). Para criancas o0 esquema € administrado do mesmo
modo, porém as doses sdo ajustadas de acordo com o peso.

Apesar da eficacia da PQT, a hanseniase ainda € considerada um
desafio para a saude publica dos paises em desenvolvimento. Em 2016 foram
registrados 214.783 novos casos da doenca em todo o mundo, sendo a india,
Brasil e Indonésia os responsaveis pelo maior nimero de notificacdes (5).
Campanhas locais de eliminacédo da hanseniase coordenadas pela OMS estdo
sendo realizadas com foco em areas endémicas, e apesar do progresso
observado, ainda € provavel que a eliminagdo ndo seja alcangada em niveis
subnacionais em alguns paises.

Outro importante indicador para o controle da hanseniase é o nUmero de
recidivas, pois elas estdo diretamente ligadas a eficacia ou ndo do tratamento.
Em 2016 foram notificados 2.743 casos de recidivas no mundo, sendo o Brasil

responsavel por 1.431 deles ou 52,2% do total notificado (5).



Define-se como recidiva todos os casos de hanseniase tratados
regularmente com esquemas oficiais padronizados, que receberam alta por
cura, isto €, sairam do registro ativo da doenca no Sistema Nacional de
Agravos de Notificacdo (SINAN), e que voltam a apresentar novos sinais e
sintomas clinicos de doenca infecciosa ativa apds periodo superior a cinco
anos de cura (17).

Quanto ao diagnéstico da hanseniase, é essencialmente clinico e
epidemioldgico e é realizado por meio da andlise do histérico do paciente, das
condicbes de vida do mesmo e do exame dermatoneurolégico. Quando
necessario, utilizam-se métodos complementares como o exame baciloscépico
e histopatoldgico, principalmente em casos duvidosos (21).

No Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL)/Bauru, além do exame
dermatoneuroldgico, sdo realizados exames laboratoriais complementares para
o auxilio diagnéstico, tais como baciloscopia de raspado intradérmico,
histopatolégico, inoculacdo experimental de camundongos para diagndstico
fenotipicos de resisténcia e avaliacdo de viabilidade bacilar, além de andlise
molecular de suscetibilidade/resisténcia do M. leprae as drogas utilizadas no
esquema poliquimioterapico.

A avaliacdo molecular da suscetibilidade/resisténcia do M. leprae a DDS,
RFP e OFLO é feita por meio da extracdo do DNA gendmico das amostras e
analise da sequéncia de regides especificas do gene folP1, rpoB e gyrA,
responsaveis pela resisténcia do M.leprae a DDS, RFP e OFLO,
respectivamente.

O exame baciloscépico € usado para deteccao dos bacilos. O material €
coletado de pontos indices sendo eles l6bulos auriculares, cotovelos, joelhos e
lesbes de pele. O resultado € expresso conforme a escala logaritmica de
Ridley, variando de 0 a 6+ (8,9).

O histopatdgico é realizado em bidpsia coletada da borda da leséo, de
areas anestésicas ou nervos. O tipo celular que compde o granuloma define os
dois polos classicos da hanseniase: células epitelidides para o0 polo
tuberculdide e macréfagos espumosos para o polo virchowiano (10, 11,12, 24).

Existem também outros métodos diagndsticos alternativos que vém

sendo utilizados, como o PGL-1 (glicolipideo-fendlico 1) que é um antigeno



especifico do M. leprae e leva a formacao de anticorpos IgG e IgM, e esses
anticorpos sao pesquisados no soro do paciente (13,14).

Além dos métodos laboratoriais ja citados, em virtude da auséncia de
crescimento do bacilo em meios axénicos, para 0 melhor entendimento da
doenca se faz necessaria a utilizacdo de modelos experimentais para seu
cultivo in vivo.

Ao longo da historia, modelos animais tém sido muito importantes no
estudo de varias doencas que acometem o ser humano, como a tuberculose,
por exemplo. O nédo cultivo do M. leprae em meios de cultura artificiais se
constitui até hoje em um grande obst4culo para o estudo da doenca (19).

O primeiro trabalho experimental em hanseniase com resultados
satisfatorios foi obtido por meio da inoculacdo do bacilo em pele, nervo,
cavidade peritoneal e corrente sanguinea de chimpanzé em 1956. Ja em 1960,
Shepard inoculou uma suspenséo do bacilo em coxim plantar de camundongos
imunocompetentes, seguindo o raciocinio de tropismo por areas frias, sendo
este um grande avan¢co na técnica de avaliacdo para recidiva e resisténcia
medicamentosa (19).

Ha 50 anos, a técnica de Shepard tem sido utilizada em testes para
triagem de novas drogas, pesquisa de viabilidade bacilar, testes para agentes
imunoprofilaticos e estudos para determinacdo da concentragdo minima
inibitéria (MIC). Um avanco advindo desta técnica foi a implementacéo da PQT,
ja que testes em camundongos mostraram uma maior eficiéncia na associacdo
de drogas do que a monoterapia (20).

Uma importante linhagem de camundongo utilizada na hanseniase
experimental € a athymic nude mice (nu/nu). Por tratar-se de linhagem
imunodeficiente e bastante susceptivel a infeccéo, ela tem sido usada como
modelo para deteccdo de bacilos persistentes e manutencédo de cepas de
interesse cientifico, uma vez que € possivel inocular suspensdes com
concentracOes variadas de bacilo (19).

Inicialmente essa linhagem foi descrita por Prabhakaran et al (1975) que
nao observaram diferencas significantes entre as linhagens BALB/c e athymic
nude mice quando os animais permaneceram inoculados por um periodo de
seis meses. Posteriormente em 1976 Colston e Hilston, reproduziram o estudo

dos mesmos autores, porém avaliaram os resultados apds 10 meses de
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inoculacdo. Desta forma, foi possivel recuperar 10° de bacilos vivos com
disseminacgdo por outros érgaos além do coxim plantar (19, 23).

Desde 1986, o ILSL tem realizado inoculagéo do bacilo em coxim plantar
de camundongos para diagndsticos fenotipicos de susceptibilidade a DDS e
RFP. Mais recentemente, a linhagem athymic nude também passou a ser
utilizada, mas com o objetivo de avaliar a viabilidade bacilar e para manutencéo
de cepas utilizadas em diferentes protocolos de pesquisa.

O ILSL, além de ser um centro de referéncia para o estudo da
hanseniase, € o Gnico no Brasil a manter um laboratério de hanseniase
experimental. Com a disponibilidade da técnica de inoculagdo, nosso servico
tem se aplicado em fornecer subsidios que possam auxiliar o médico nas
tomadas de deciséo, especialmente naqueles casos em que o tratamento néao
é satisfatorio.

Neste contexto, esse estudo teve como objetivo principal correlacionar o
resultado da inoculacdo em coxim plantar de camundongos, com énfase na
viabilidade do bacilo, com o perfil clinico dos pacientes e com isso contribuir
para o melhor entendimento da doenca, especialmente naqueles casos em que

h& reativacao da doenca apos o tratamento.
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2. OBJETIVO
Correlacionar os resultados da inoculacdo do M. leprae provenientes de
biopsias de paciente tratados e com suspeita de reativagdo da doenga com seu

respectivo perfil clinico.

3. CASUISTICA E METODO

O estudo foi realizado no Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL), em
Bauru — SP, que é Centro de Referéncia em Hanseniase para a Secretaria
de Saude do Estado de Sao Paulo, Ministério da Saude e da Organizacao
Mundial da Saude — OMS.

Este projeto foi submetido a analise e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do ILSL, sob o nimero 341/17 (anexo B).

3.1 Casuistica

Foram avaliados 106 prontuarios de pacientes atendidos no
ambulatério de dermatologia do ILSL no periodo de mar¢o de 2011 a janeiro
de 2017, com suspeita clinica de hanseniase em atividade, a qualquer
momento apdés término do tratamento, e que tiveram solicitacdo de
inoculacdo do M. leprae em coxim plantar de camundongos da linhagem
athymic nude para avaliar viabilidade bacilar. Dos 106 pacientes, 17
tiveram duas ou mais solicitacbes de inoculagdo em coxim plantar de
camundongos e 89 apenas uma, totalizando 131 biépsias avaliadas (quadro
1).

Quadro 1: Numero de inoculagdes em coxim plantar de camundongos solicitadas por

paciente avaliado (106 pacientes/131 bidpsias inoculadas)

Pacientes N° de bidpsias Total de biopsias inoculagfes
N=106 inoculadas/paciente (N=131)
89 1 89
12 2 24
2 3 6
3 4 12
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Para analise dos dados e resultados as 131 biopsias inoculadas foram
agrupadas considerando o periodo decorrido entre o tratamento e a data da
inoculacao conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Classificagdo das inoculagbes considerando o periodo decorrido entre o

tratamento e a data da inoculagcdo. (N =131).

Classificacao Periodo entre tratamento Numero de Bidpsias
e inoculagéao N=131 (%)
Término de Tratamento <1 ano 55 (42)
Reativacdo da doenca >1e<b5anos 34 (26)
Recidiva > 5 anos 16 (12)
Em tratamento vigéncia do tratamento* 26 (20)

*Inoculacéo realizada na vigéncia do segundo, terceiro ou quarto ciclo de PQT.

3.2 Procedimento de coleta e analise dos resultados

Os dados clinicos, resultados de exames laboratoriais como baciloscopia
de raspado intradérmico, histopatolégico, sorologia anti-PGL1, avaliacdo
molecular suscetibilidade/resisténcia do M. leprae a DDS, RFP e OFLO e os
dados relacionados ao tratamento da hanseniase foram obtidos a partir de
levantamento realizado em prontuarios arquivados no Servico de Arquivo
Médico e Estatistica (SAME) do ILSL.

Como instrumento de coleta dos dados, foi utilizado um formulario com
dados clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais (anexo 1). Os dados foram
transferidos para planilha Excell para andlise quantitativa e qualitativa. Foi
considerada multiplicacéo bacilar o indice de = 5x10% de bacilos recuperados

por pata.
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4. RESULTADOS
4.1 Perfil clinico-epidemioldgico dos pacientes

Dos 106 prontuarios avaliados, a maioria dos pacientes era do sexo
masculino (71%), natural (71%) ou procedente (93%) do estado de Séo Paulo,
todos MB, sendo a principal forma clinica a MHV. Os pacientes foram
submetidos a diferentes tempos de tratamento com PQT/MB, variando de 12 a
46 doses (tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Dados epidemiolégicos dos pacientes avaliados no periodo de margo
de 2011 a janeiro de 2017.

Variaveis N° Pacientes %
Sexo

M 79 (74,5)
F 32 (30,2)
Idade

<15 1 (0,9
> 15 104 (98,1)
NR 1 (0,9
Naturalidade

SP 75 (70,8)
MG 11 (10,4)
PR 6 (5,7)
BA 2 (1,9)
CE 2 (1,9
PB 2 (1,9)
PE 2 (1,9
Outros 6 (5,7)
Procedéncia

SP 99 (93,4)
MS 2 (1,9
MT 2 (1,9)
PR 1 (0,9
GO 1 (0,9)
TO 10,9

NR: ndo relatado; ® Outras naturalidades: AL, GO, MA, MT, TO, RS
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Tabela 3. Dados clinicos dos pacientes avaliados no periodo de marco de 2011

a janeiro de 2017.

Variaveis N° Pacientes (%)

Classificacdo R&J

MHD 11 (10,4)
MHDV 27 (25,5)
MHV 68 (64,2)
Regime do 1° tratamento

PQT/PB? 5 (4,7)
PQT/MBP 12 58 (54,7)
PQT/MB (15 a 18) 6 (5,7)
PQT/MB 24 21 (19,8)
PQT/MB 36 4 (3,8)
PQT/MB 46 1 (0,9)
Monoterapia DDS® 5 (4,7)
NR 6 (5,7)

NR: nao relatado; *Multidroga terapia com niimero de doses entre 6 e 12; "Multidroga

terapia multibacilar; “Monoterapia com dapsona.

4.2 InoculagBes realizadas ao término do tratamento

Das 131 biopsias inoculadas, 55 eram de pacientes classificados como
término de tratamento recente, ou seja, o periodo decorrido entre inoculagéo e
a ultima dose da PQT foi de até um ano. Houve multiplicacéo bacilar em 33/55
(60%) das amostras inoculadas. Os dados referentes aos exames laboratoriais
e tratamento dos pacientes, cujas bidpsias resultaram em multiplicacao bacilar,

estdo expressos na tabela 4.
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Tabela 4. Dados laboratoriais e de tratamento dos pacientes, cujas biopsias
foram inoculadas no término do tratamento PQT/MB e que resultaram em
multiplicacéao bacilar.

Variavel N° de bidpsias (%)
N=33
Baciloscopia de raspado intradérmico
IB (média) 3,5
Com BT 13 (39,4)
Sem BT 12 (36,4)
NR! 8 (24,2%)
Baciloscopia do histopatoldgico
IB (média) 5,3
integros/bem corados 16 (48,5)
Descorados/ fragmentados 16 (48,5)
NR? 1 (3,0)
PGL-1
Reagente 12 (36,4)
N&o reagente 10 (30,3)
NR? 11 (33,3)
Ciclos completos de PQT
1 19 (57,6)
2 09 (27,2)
3 03 (9,1)
4 02 (6,1)
Conduta p6s laudo
Acompanhamento 18 (54,5)
Tratamento reintroduzido 3(9,1)
Alta 11(33,3)
Paciente ndo retornou 1(3,0)
Perfil de suscetibilidade/resisténcia
Sensivel 33 (100)
Resistente 0 (0)

INR: ndo realizado; “Ciclos completos de PQT/MB/12 no momento da coleta da
biépsia.BT=bacilo tipico.

4.3 Inoculagcdes realizadas entre um a cinco anos apo6s término do

tratamento PQT/MB - reativacédo da doenca

Das 131 bidpsias inoculadas, 34 eram de pacientes que foram
classificados como reativacdo da doenca, ou seja, o periodo decorrido entre
inoculacdo e a ultima dose da PQT foi entre um a cinco anos. Houve

multiplicagcdo bacilar em 11/34 (32%) das amostras inoculadas. Os dados
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referentes aos exames laboratoriais e tratamento dos pacientes, cujas bidpsias

resultaram em multiplicacéo bacilar, estdo expressos na tabela 5.

Tabela 5. Dados laboratoriais e de tratamento dos pacientes, cujas biopsias

foram inoculadas entre um a cinco anos apés PQT/MB e que resultaram em

multiplicagcéo bacilar.

Variavel N° de amostras (%)
N=11
Baciloscopia do raspado
IB (média) 3,1
Com BT 2 (18,2)
Sem BT 6 (54,5)
NR* 3(27,3)
Baciloscopia do Histopatolégico
IB (média) 4,25
integros/bem corados 5 (45,5)
Descorados/ fragmentados 5 (45,5)
NR? 1(9,1)
PGL-1
Reagente 3(27,3)
N&o reagente 2 (18,2)
NR? 6 (54,5)
Ciclos completos de PQT ?
1 8 (72,7)
2 2 (18,2)
3 1(9,1)
Conduta p6s laudo
Acompanhamento 1(9,1)
Tratamento reintroduzido 9 (81,8)
Alta 1(9,1)
Perfil de suscetibilidade/resisténcia
Sensivel 10 (90,9)
Resistente 0 (0)
NR 1(9,1)

1'NR: ndo relatado; “Ciclos completos de PQT 12 doses no momento da coleta da

biopsia.
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4.4 Inoculagdes realizadas ap6s cinco anos do término do tratamento —

recidiva.

Das 131 bidépsias inoculadas, 16 eram de pacientes que foram

classificados como recidiva, ou seja, o periodo decorrido entre inoculacdo e a

dltima dose da PQT/MB foi superior a cinco anos. Houve multiplicagdo bacilar

em 9/16 (56%) das amostras inoculadas. Os dados referentes aos exames

laboratoriais e tratamento dos pacientes, cujas bidpsias resultaram em

multiplicacéo bacilar, estdo expressos na tabela 6.

Tabela 6. Dados laboratoriais e de tratamento dos pacientes, cujas bidpsias

foram inoculadas cinco anos apoés término da PQT/MB, e que resultaram em

multiplicacéo bacilar.

Variavel N° de amostras (%)
N=09
Baciloscopia do raspado
IB (média) 3,1
Com BT 5 (55,6)
Sem BT 3(33,3)
NR? 1(11,1)
Baciloscopia do Histopatol6gico
IB (média) 5
integros/bem corados 7 (77,8)
Descorados/ fragmentados 1(11,1)
NR! 1 (11,1)
PGL-1
Reagente 5 (55,6)
N&o reagente 2 (22,2)
NR! 2(22,2)
Tratamentos realizados antes da inoculacéao
Monoterapia 2(22,2)
PQT/PB/6 1(11,1)
PQT 12 (1 ciclo) 1(11,1)
Monoterapia + PQT 12 (2 ciclos) 1(11,1)
Monoterapia + PQT 12 (4 ciclos) 2 (22,2)
PQT 12 (4 ciclos) 1(11,1)
NR? 1(11,1)
Conduta po6s laudo
Tratamento reintroduzido 5 (55,6)
Tratamento Alternativo 4 (44,4)
Perfil de sensibilidade
Sensivel 7 (77,8)
Resistente 2 (22,2)

' NR: néo relatado
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4.5 Inoculacdes realizadas na vigéncia do segundo, terceiro ou quarto
ciclo de PQT/MB.

Das 131 biopsias inoculadas, 26 eram de pacientes classificados como
em tratamento, ou seja, a inoculacdo foi realizada na vigéncia do segundo,
terceiro ou quarto ciclo de PQT/MB. Nestes casos, houve multiplicagao bacilar
em 15/26 (58%) das amostras. A analise dos exames laboratoriais e
informacdes sobre tratamento dos pacientes com multiplicacdo bacilar estao

expressas na tabela 7.

Tabela 7. Dados laboratoriais e de tratamento dos pacientes, cujas bidpsias
foram inoculadas na vigéncia do tratamento PQT/MB e que tiveram

multiplicacéo bacilar.

Variavel N° de amostras (%)
N=15
Baciloscopia do raspado
IB (média) 3,3
Com BT 5(33,3)
Sem BT 7 (46,7)
NR? 3 (20)
Baciloscopia do Histopatol6gico
IB (média) 4,9
integros/bem corados 5(33,3)
Descorados/ fragmentados 8 (53,3)
NR! 2 (13,3)
PGL-1
Reagente 8(53,3)
N&o reagente 4 (26,7)
NR! 3 (20)
Ciclos completos de PQT?
1 8 (53,3)
2 4 (26,7)
3 3 (20)
Conduta po6s laudo
Mantida PQT/MB 12° 15 (100,0)
Perfil de suscetibilidade/resisténcia
Sensivel 15 (100,0)
Resistente 0 (0)

! NR: ndo relatado; “Ciclos completos de PQT/MB 12 no momento da coleta da
biépsia; tratamento foi mantido para 100% dos pacientes por pelo menos mais um
ciclo de PQT/MB 12.
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4.6 Anélise de susceptibilidade do M. leprae a DDS, RFP e OFLO.

Biopsias de todos os 106 pacientes incluidos no estudo foram
submetidas a analise molecular para verificar o perfil de susceptibilidade do
bacilo as drogas DDS, RFP e OFLO. Bacilos resistentes a DDS, RFP e/ou
OFLO foram detectados em amostras de seis pacientes (5,6%). O perfil de
cada um desses pacientes esta descrito no quadro 2.

Foi realizada avaliagcdo molecular do perfil de resisténcia a DDS, RFP e
OFLO de todas as biépsias. Foi detectada resisténcia do M. leprae a DDS,
RFP e/ou OFLO em amostras de seis pacientes (5,6%). Os dados referentes a
inoculacao, tratamento e perfil de sensibilidade estdo expressos no quadro 2.



Quadro 2: Perfil dos pacientes que apresentaram M. leprae resistentes a DDS, RFP e/ou OFLO.
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Paciente

Tratamento

Classificagao

Resistente

Resultado da inoculagdo

Conduta pés Laudo

12 tto: PQTMB 12
doses (2x)

Em tto

Folp + rpoB

Sem multiplicagao

Manteve PQT

12 tto monoterapia +
22 tto: PQTMB 24 +
32 tto: COM
(CLO+OFX+MIN)

Recidiva

Folp + rpoB + GyR

Multiplicagdo

TTO alternativo

1°tto: PQT-PB + 2°tto
PQT-MB 12

Recidiva

Folp

Sem multiplicacao

Alta ambulatorial

12 tto: 78 2 90 + 2°
tto:PQT/MB/24 +3°
tto:PQT/MB/24 + 4 2
MB/12 + Esquema
alternativo

Recidiva

Folp + rpoB

Multiplicacdo

TTO alternativo

1¢ tto: PQTMB 12
doses

Término tto

Folp + rpoB

Sem multiplicagdo

Alta ambulatorial

12 tto: PQTMB 12
doses + 22 tto: 12
doses + 3° tto: PQT-
MB jan 2017 até atual
(esquema alt: CLO +
OFX + CLA)

Termino tto

Folp + rpoB

Sem multiplicagao

TTO alternativo
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5. DISCUSSAO

Desde a implantacéo da PQT, o numero de casos novos de hanseniase
diminuiu significantemente no mundo. A eliminagédo da doenga como problema
de saude publica foi alcancada em 2000 em escala mundial e até 2005 na
maioria dos paises. O Brasil, no entanto, ainda ndo conseguiu eliminar a
doenca, uma vez que mantém a taxa de prevaléncia em 1,10/10.000 habitantes
(27) demonstrando claramente que estratégias efetivas de controle necessitam
ser implementadas no pais. Neste cenario, para a cura da doenca é importante
assegurar que o paciente siga corretamente o tratamento.

O critério de alta por cura em hanseniase segue o0s critérios
estabelecidos de regularidade ao tratamento: niumero de doses e tempo de
tratamento: 06 cartelas em até 09 meses para PB e 12 cartelas em até 18
meses para MB, acompanhado de avaliacdo neuroldgica, avaliacdo do grau de
incapacidade fisica e orientacdo para os cuidados pés-alta. No entanto,
existem falhas na assisténcia aos pacientes de hanseniase no momento da alta
gue podem levar os pacientes a necessidade de retratamento. Além disto,
outras situacdes sdo observadas: pacientes que ndo completaram o tratamento
preconizado (tratamento insufuciente) devem reinicia-lo. Pacientes MB que,
excepcionalmente ndo apresentarem melhora clinica com presenca de lesdes
ativas da doenca ao final do tratamento, devem ser encaminhados para
avaliacdo em servico de referéncia. A maioria dos pacientes de hanseniase
continua melhorando apdés a conclusdao do tratamento com 12 doses, no
entanto, é possivel que alguns deles ndo demonstrem qualquer melhora e por
isso deverdo ser avaliados em servico de referéncia (municipal, regional,
estadual ou nacional) quanto a necessidade de 12 doses adicionais de
PQT/MB. E importante salientar que os pacientes tomam mensalmente dose
supervisionada de RFP, com o objetivo de garantir que esse medicamento
tenha sido ingerido por ele, uma vez que é o Unico com agéo bactericida do
esquema terapéutico (28).

Considerando as normativas dos programas de controle, podemos
observar que na grande maioria dos casos, a cura, e consequentemente a alta,
nao estdo vinculadas a realizacdo de exames laboratoriais, prevalecendo

apenas o critério clinico. Em parte, isso se deve ao fato de que os exames
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disponiveis, como raspado intradérmico (baciloscopia), histopatologia ou
sorologia anti PGL-1, sédo uteis quando h& concordancia com os achados
clinicos e epidemiologicos do paciente. Em decorréncia disso, geralmente sao
solicitados no momento do diagndstico ou em casos suspeitos de recidiva. E
sabido, por exemplo, que a baciloscopia é um exame que possui baixa
sensibilidade, uma vez que o resultado negativo ndo exclui a doencga (29). A
sorologia também é um exame limitado, pois o resultado esta ligado a forma
clinica do paciente. A deteccdo de anticorpos anti PGL1 € muito util para
diagnosticar casos MB, no entanto sdo pouco ou indetectaveis em pacientes
PB (30).

A inexisténcia de um exame laboratorial que possa garantir o status de
viabilidade do bacilo, aliado ao fato do mesmo nédo ser cultivavel “in vitro”,
contribuem para que o desfecho clinico seja importante no momento em que o
tratamento chega ao fim.

Considerando o exposto, e que o ILSL é a Unica instituicdo no Brasil a
realizar a inoculacdo do bacilo em coxim plantar de camundongos
imunocompetentes e imunodeficientes, este estudo teve como objetivo
principal, correlacionar os resultados da inoculacdo do M. leprae em coxim
plantar de camundongos athymic nude mice com o perfil clinico do paciente.
Esta linhagem ja tem sido utilizada como modelo para deteccdo de bacilos
vidveis e manutencgdo de cepas de interesse cientifico em nossa rotina desde
2011.

Para melhor agrupamento dos dados, a casuistica foi classificada de
acordo com o tempo decorrido entre o término do tratamento e a data em que
foi realizada a inoculacéo; esse periodo variou de menos de um até mais de
cinco anos. Das 131 amostras inoculadas, em 55 (42%) os pacientes haviam
terminado o tratamento ha menos de um ano; 34 (26%) entre mais de um e
menos de cinco anos; 16 (12%) mais de cinco anos e 26 (20%) estavam na
vigéncia do segundo, terceiro ou quarto ciclo da PQT. Todos os pacientes ja
tinham completado pelo menos um ciclo de PQT/MB. Eles foram
encaminhados por outras unidades de saude por apresentarem suspeita
clinica de hanseniase em atividade, apGs terem completado o tratamento.
Além do exame clinico, na maioria dos casos, o0 médico também solicitou

baciloscopia de raspado intradérmico, histopatologia e sorologia anti PGL1.
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Também foi coletada uma ou mais bidpsias para inoculagdo do bacilo em
coxim plantar de camundongos com objetivo de avaliar viabilidade bacilar.

Dos 106 pacientes avaliados 32 (30,2%) eram do sexo feminino.
Segundo a OMS, aproximadamente 36% dos casos globais sao diagnosticados
em mulheres, demonstrando que a nossa casuistica segue esta tendéncia (31).
No Brasil, de acordo com dados epidemiologicos, de 2012 a 2016, foram
diagnosticados 151.764 casos novos de hanseniase. Entre estes, 84.447
ocorreram no sexo masculino, o que corresponde a 55,6% do total. Neste
periodo, observou-se que a taxa de deteccdo por 100 mil habitantes na
populacdo masculina foi maior que na populacdo feminina em todas as faixas
etarias, sobretudo a partir dos 15 anos de idade. O sexo masculino também
representa a maior parte dos casos MB e com grau 2 de incapacidade fisica,
sinalizadores do diagnostico tardio. Além das questbes operacionais que
promovem o diagnéstico mais tardio nos homens, € possivel que fatores
bioldgicos estejam envolvidos na associacdo entre a hanseniase MB e 0 sexo
masculino. Esses fatos reforcam que o maior acometimento entre os homens
pode estar relacionado ao menor cuidado dispensado a saude por parte da
populacdo masculina (32).

Em relacédo a idade, apenas um era menor de 15 anos (0,9%) - quatro
anos o qual estava em tratamento. A taxa de deteccdo em menores de 15 anos
tem diminuido nos ultimos anos, sendo de 3,63 em 2016 (33). O diagndstico
precoce e a eliminacdo da incapacidade em menores de 15 anos tém sido
umas metas adotadas pelos programas nacionais e internacionais de controle
da hanseniase. A doenca pode acometer todas as faixas etarias, mas quando
se manifesta na infancia, especialmente na faixa etaria de zero a cinco anos,
indica alta endemicidade, transmissdo recente do bacilo, caréncia de
informacgdes sobre a doenca nessa faixa etaria e falta de acdes efetivas de
educagcdo em saude. A meta de eliminar a incapacidade em novos casos entre
as criangas foi introduzida porque combina uma meta relacionada com as
criancas com a meta de deteccdo precoce e reducdo da incapacidade. A meta
enfatiza a ndo aceitacdo da incapacidade decorrente de hanseniase em
criancas estimulando o apoio da comunidade ao programa (31). Esse
resultado, alerta para a importancia de seguimento de pacientes pos-alta.
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Quanto a procedéncia, 99 (93,4%) eram do Estado de Sao Paulo.
Quando o paciente tem alguma queixa ap0s o término do tratamento, ele busca
atendimento em sua unidade de origem. Porém, quando o médico suspeita de
doenca ativa, acaba por encaminha-lo para avaliacdo em servico de
referéncia, seguindo a recomendacdo do programa nacional (34). Como o
ILSL é um centro de referéncia, ele recebe muito destes casos para
atendimento e elucidacao diagnostica.

Em relacdo ao exame baciloscopico, a presenca de bacilo tipico (BT)
tanto no raspado quanto no histopatoldgico sé apresentou uma concordancia
maior com a multiplicacdo bacilar nos pacientes classificados como “recidiva”.
Isso demonstra que o aumento do indice bacilar ocorre conforme a doenca se
instala novamente. Nesta casuistica, o IB médio da baciloscopia de raspado
dérmico foi de 3,5+ e a presenca de BT foi observada em 39,4% das laminas
de pacientes que tiveram inoculacdo positiva, mostrando que a andlise
morfologica do bacilo por meio da coloragéo é pouco sensivel para detec¢cédo da
viabilidade, ou seja, a auséncia de BT nado descarta viabilidade bacilar. Quanto
ao exame histopatologico, a média do IB foi maior, 5,3%, com percentuais
idénticos de inoculacdo positiva quanto a presenca de BT/bem corados (48,5%)
e descorados/fragmentados (48,5%). O PGL1 também se mostrou pouco
sensivel com apenas 36,4% das amostras reagentes. Em estudo de revisdo
sistematica, Moura et al (2008), mostraram a eficacia da sorologia anti PGL1 na
classificacdo clinica, monitoramento da terapia e nas rea¢bes hansenénicas
como teste preditivo; para diagndéstico precoce e seguimento de populacdes de
alto risco as metodologias utilizadas ainda ndo demonstram custo beneficio
favoravel (30).

Das 131 biopsias inoculadas, houve multiplicacédo bacilar em 68 (52%),
independente do tempo decorrido entre o término do tratamento e a inoculagéo.
O maior percentual de multiplicacdo ocorreu nas bidpsias classificadas como
“término de tratamento” (60%), o segundo na “vigéncia do 2° 3° ou 4°
tratamento” (58%), terceiro “recidiva”’ (56%) e o menor nas classificadas como
reativacdo (32%). Apesar da amostragem deste relato ser proveniente de
umaamostra por conveniéncia, e ndo randomizada (pela disponibilidade do
servigo oferecido pelo ILSL), a positividade das inoculagdes foi expressiva. Isto

sugere que em pacientes com alta carga bacilar, dever-se-ia fazer
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acompanhamento pos alta, pois a chance de reativacdo da doencga, seja por
tratamento insuficiente, seja por falha terapéutica sem causa conhecida, é
muito grande.

Em 2004, Ebenezer et al, realizaram um estudo para avaliar se 0s
bacilos presentes em bidpsias de pacientes virchovianos ainda estariam viaveis
apos término da PQT/MB/12 e 24 doses. Biopsias de pele coletadas dos
pacientes foram maceradas e inoculadas em coxim plantar de camundongos
imunodeficientes. Os autores obtiveram uma porcentagem de 3,3% de
multiplicacdo bacilar entre as bidpsias apdés PQT/MB/12 e de zero apos 24
doses, independente do IB do paciente. Neste estudo, 0s autores consideraram
multiplicacdo significativa uma recuperacéo = 5x10*bacilos/pata; abaixo desse
valor foi considerado crescimento equivoco. Em nosso estudo noés
consideramos como multiplicacdo bacilar o valor recuperado de = 5x10°%pata.
Este critério foi adotado considerando estudo realizado por Rosa et al (2015)
no qual foi demonstrado existir um limite para deteccédo de bacilos em torno
de 103 bacilos/ml. Os autores concluiram que a deteccdo de bacilos na
linhagem athymic nude, mesmo em quantidade inferior a inoculada,
demonstra a existéncia de bacilos viaveis na amostra do paciente.

No ILSL, guando ha suspeita clinica de doenca ativa em pacientes ja
tratados, a conduta tem sido solicitar, além dos exames classicos, inoculacéo
em pata de camundongo para avaliar a viabilidade do bacilo. Na auséncia de
meio de cultura ou qualquer outra técnica capaz de demonstrar a
viabilidade do bacilo, o método “in vivo” acaba sendo a Unica opcéo viavel
a qual permite a multiplicacdo do bacilo mesmo que a quantidade presente
na bidpsia do paciente seja pequena (35). Esta metodologia tem limitacfes
e € inaccessivel a grande maioria dos servicos, mas ainda assim contribui
para o melhor entendimento da doenca em casos de suspeita de
reativacao da doenca.

Apesar do sucesso da PQT, novos casos de hanseniase continuam a a
serem diagnosticados. Em 2016 foram notificados 214.783 novos casos no
mundo, com discreto aumento em relacéo a 2015 (211.973 casos). O Brasil e
india foram responsaveis por 75% dessas notificagdes. Campanhas locais de
eliminagéo da hanseniase coordenadas pela OMS estédo sendo realizadas com

foco em areas endémicas, e apesar do progresso observado, ainda é provavel
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que a eliminacdo ndo seja alcancada em niveis subnacionais em alguns paises
(36). Outro indicador importante para o controle da hanseniase € o niumero de
recidivas, que mede o sucesso do tratamento e geralmente é resultante da
falha na resposta ao tratamento. Em 2016 foram registrados 2.743 casos no
mundo, sendo o Brasil responsavel por 1.431 (52%) deles (36).

Em nosso trabalho, a maioria dos pacientes que apresentaram
multiplicacdo bacilar no camundongo foi tratada com PQT/MB/12. Devido a
alta carga bacilar, é possivel o tratamento tenha sido insuficiente e poderia
se enquadrar nas situagcdes que 0 ministério da saude recomenda
reavaliacdo e complemento de mais 12 doses (28).

Em apenas dois dos casos de multiplicacdo bacilar apoés
tratamento foram isolados bacilos com resisténcia medicamentosa a DDS
e/ou RFP, OFLO sugerindo que a resisténcia nao é um evento que possa
comprometer a eficacia da PQT. Dados semelhantes foram publicados em
2017 pela OMS que mostrou que somente 4% das recidivas podem ser
explicadas por mutacdes ja conhecidas que conferem resisténcia bacilar as
drogas utilizadas na PQT, o que aponta para necessidade de investigacao de
outras possiveis causas para as recidivas (36).

Para um melhor entendimento de questbes relativas a adesao
terapéutica, além de recidivas, em 2016 a OMS comecou a coletar informacdes
de pacientes que foram readmitidos apdés a descontinuacdo da PQT sob a
categoria de "casos de retratamento”. Globalmente, 11.881 casos de
retratamento foram relatados em 2016; o nimero mais alto foi da india (6.701),
seguido por Brasil (3.446). Uma das razdes para isso pode estar relacionada
a como o organismo do paciente metaboliza o medicamento. Fatores
genéticos, fisiologicos, diferencas sexuais, doencas hepaticas, estado
nutricional e farmacodinamico variam entre os individuos, podendo
influenciar na forma como a droga é absorvida. Para responder a essas
guestdes sdo necessarios estudos envolvendo farmacogendmica, na
tentativa de correlacionar a expressdao do gene ou polimorfismos com a
eficacia e/ou toxicidade de uma substancia.

Considerando o exposto, atingir a eliminagcdo da hanseniase ainda é
um desafio a ser superado. O conhecimento limitado sobre areas estratégicas

que contribuam para interromper a transmissdo e a falta de ferramentas
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satisfatorias para o tratamento imediato e adequado prejudicam o controle da
hanseniase. O achado de multiplicagdo de bacilos na maioria das amostras
inoculadas aponta para necessidade de mais esforcos coordenados de
pesquisa na tentativa de elucidar as causas associadas a reativacdo da

doenca.

6. CONCLUSAO

v" A regularidade no tratamento ndo impede a reativagdo da doenca,
uma vez que todos os pacientes fizeram pelo menos 12 doses de
PQT/MB antes da coleta da biopsia e ainda assim houve
multiplicacdo em 52% das amostras inoculadas.

v A linhagem de camundongo athymic nude pode contribuir no
diagndstico precoce da reativacdo da doenca.

v A resisténcia medicamentosa provavelmente nao explique a
reativacao da doenca uma vez que foi observada em apenas dois

casos.
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ANEXO A ILSL

Instituto Lauro de Souza Lima
Ficha de coleta de dados em prontuarios
Nome:
Prontuario: Sexo: (M) (F)
Procedéncia: Data de diagnéstico:
Forma clinica:
Paucibacilar ( ) Multibacilar ( )
Caso novo ( ) Recidiva ( ) Baciloscopia de raspado no diagnéstico___
Baciloscopia de raspado poés laudo: ___
Baciloscopia do histopatolégico no diagnéstico:
Baciloscopia do histopatolégico pds laudo:
PGL-1 no diagnéstico: PGL-1 pés laudo
Tratamento:
Reagdo: ( ) Sim ( ) Nao Se sim, tipo:____ Se reagao, qual tratamento: __
Protocolo: ( ) Viabilidade ( ) Resisténcia
Data de inoculagao: Periodo de inoculagao: ___ Meses

Resultado da inoculagao:

Conduta pos laudo: ( ) reintroduziu o tratamento ( ) suspendeu o tratamento ( )
Outros:

Observagoes:
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ANEXO B

INSTITUTO LAURO DE SOUZA LIMA

Rodovia Comandante Jodo Ribeiro de Barros, km 225/226 — Bauru — SP.
CEP: 17034-971 - Caixa Postal 3021
Fone (14) 3103-5900 — Fax (14) 3103-5914

ComissAO CIENTIFICA

e-mail: ilsl@ilsl.br

Bauru, 09 de outubro de 2017

lImo. Sra.
Daniele Bertoluci

Assunto: projeto n°. 341/17

Prezado Pesquisador:

Informamos a Vossa Senhoria que o projeto n°. 341/17, intitulado “ Comparagao
dos resultados da inoculacdo do Mycobacterium leprae provenientes de bidpsias
de pacientes tratados e com suspeita de doenca ativa com o perfil clinico e
epidemioldgico” recebeu parecer favoravel da Comisséo Cientifica do Instituto

Lauro de Souza Lima.

Atenciosamente,

™

PQC. FABIANA COVOLO DE SOUZA SANTANA
Membro responsdvel pela Comissdo Cientifica



