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RESUMO

A hanseniase € uma doenca infectocontagiosa crbnica de evolucdo lenta que
resulta em comprometimento dermatoneuroldgico. E causada pelo Mycobacterium
leprae, um parasita intracelular obrigatorio. Em 2018 foram diagnosticados 208.619
novos casos da doenga no mundo, sendo o Brasil o segundo pais com o maior
nimero de casos, ficando atras apenas da india. A Organizacdo Mundial de Satde
propés em 2009 a criacdo da rede de vigilancia em resisténcia medicamentosa na
hanseniase, uma vez que o surgimento e a disseminacdo de cepas resistentes
representam séria ameaca as estratégias de controle da doenca. Em vista disso o
objetivo desse trabalho foi avaliar a ocorréncia de cepas de M. leprae resistentes
aos farmacos que compde o tratamento da hanseniase, através da investigacdo de
mutacBes pontuais nos genes folpl, rpoB e gyrA, associados com a resisténcia a
dapsona, rifampicina e ofloxacina respectivamente. Tratou-se de um estudo
descritivo, retrospectivo, em pacientes com hanseniase, atendidos na Fundacédo
Alfredo da Matta, Manaus - AM, durante o periodo de 2017 a 2019. Foram
selecionados para o estudo 65 pacientes divididos em dois grupos: casos novos e
recidivas, para avaliagdo de resisténcia primaria e secundéaria. Observou-se a
predominancia do sexo masculino, com média de idade de 50 anos, raca parda e
baixo nivel de escolaridade. A forma clinica virchowiana foi a mais prevalente e
todos os casos novos foram pacientes multibacilares. Dos genes estudados o gene
folpl obteve maior indice de amplificacdo (98,46%), seguido do gene rpoB (88,15%)
e do gene gyrA (81,54%). Uma amostra apresentou mutacédo nos genes estudados,
tratou-se de uma mutacao pontual no cédon 55 do gene folpl, conferindo resisténcia
secundaria a dapsona em amostra de paciente recidivado. Ndo se trata de um relato
isolado de caso de resisténcia em pacientes do Estado do Amazonas, seja caso
novo ou recidiva. Portanto, é de extrema importancia a continuidade da vigilancia em
resisténcia medicamentosa na hanseniase. Devido a pequena quantidade de
amostras analisadas na presente pesquisa, acredita-se que nao represente o real
cenario de circulagéo de cepas resistentes na regiao.

Palavras-chaves: Hanseniase. Mycobacterium leprae. Resisténcia medicamentosa.

Vigilancia. Poliquimioterapia Padrao.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease with slow evolution that results in
dermatoneurological disorders. It is caused by Mycobacterium leprae, an obligate
intracellular parasite. In 2018, 208,619 new cases of the disease were diagnosed in
the world, with Brazil being the second country with the highest number of cases, just
behind India. In 2009, the World Health Organization proposed the creation of a drug
resistance surveillance network in leprosy, since the emergence and spread of
resistant strains pose a serious threat to disease control strategies. In view of this,
the objective of this work was to evaluate the occurrence of M. leprae resistant
strains through the investigation of polymorphisms in the folpl1, rpoB and gyrA genes,
which confer resistance to the drugs dapsone, rifampicin and ofloxacin respectively.
This was a descriptive, retrospective study in leprosy patients, attended at Fundacéo
Alfredo da Matta, Manaus - AM, during the period from 2017 to 2019. The patients
selected for the study (N=65) were divided into two groups: new cases and relapse,
for the evaluation of primary and secondary resistance. There was a predominance
of males, with an average age of 50 years, mixed race and low level of education.
The Virchowian clinical form was the most prevalent and all new cases were
multibacillary patients. Of the studied genes, the folpl gene obtained the highest
amplification index (98,46%), followed by the rpoB gene (88,15%) and the gyrA gene
(81,54%). One sample showed a mutation in the studied genes, it was a point
mutation in codon 55 of the folpl gene, conferring secondary resistance to dapsone
in a sample of a relapsed patient. This is not an isolated report of a resistance case
in patients from the Amazonas State, whether it is a new case or a relapse.
Therefore, the continuity of surveillance on leprosy drug resistance is extremely
important. Due to the small number of samples analyzed in the present research, it is
believed that does not represent the real scenario of resistant strains circulation in
the region.

Keywords: Hansen's disease. Mycobacterium leprae. Drug resistance. Surveillance.
Multi-drug therapy.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa de carater crénico pertencente
a Lista Nacional de Notificagdo Compulséria de Doengas (Portaria de Consolidacao
MS/GM n° 4, de 28 de setembro de 2017) (BRASIL, 2020). Sua investigacdo é
obrigatodria e os casos diagnosticados necessitam ser notificados através da ficha de
notificacao/investigagdo (ANEXO A), pertencente ao Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificagao (SINAN) (BRASIL, 2017).

No ano de 2018, de acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), foram diagnosticados mundialmente 208.619 novos casos de hanseniase,
com uma taxa de deteccdo de 2,74/100.000 habitantes (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019). A prevaléncia global registrada, incluindo os pacientes em
tratamento, foi de 184.238 casos, correspondendo a uma taxa de 0,24/10.000
habitantes, onde observa-se um decréscimo de 8.474 casos em relacdo ao ano
2017 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019).

O Brasil notificou em 2018 um total de 28.660 novos casos de hanseniase,
93% do total de casos registrados na Regido das Américas, constituiu-se também
como a segunda nacdo com o0 maior numero de novos casos da doenca no mundo,
ficando apenas atras da india (Figura 1) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019).

Figura 1 - Distribuicdo geogréfica dos casos novos de hanseniase, 2018

Novos casos de
hanseniase
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Fonte: Organizagdo Mundial da Saude, 2019 (adaptado)
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No mesmo ano, foram notificados 421 novos casos de hanseniase no Estado
do Amazonas, que somados as recidivas, outros reingressos e transferéncias
totalizaram 497 casos (FUNDACAO ALFREDO DA MATTA, 2019). Dos novos casos
notificados no Amazonas 119 (28,3%) eram residentes de Manaus e 302 (71,7%)
residentes em outros 56 municipios. Os niveis de deteccdo da doenca nos
municipios amazonenses variaram entre 1,61 a 61,52/100.000 habitantes o que
perfaz um nivel de endemicidade entre média (2,00 a 9,99/100.000 hab.) e
hiperendémica (= 40,0/100.000 hab.), segundo parametros do Ministério da Saude.
Atualmente o Estado enquadra-se em um nivel de endemicidade alto (10 a 19,99/
100 hab.) possuindo uma taxa de deteccdo de 10,36/100 mil habitantes (Figura 2)
(FUNDACAO ALFREDO DA MATTA, 2019).

Figura 2 - Gréfico do coeficiente de detec¢do geral da hanseniase: Manaus, Interior e Estado - 1990 a
2018.
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Queda da Deteccao no periodo foi de 86,3%

Fonte: SINANET/DSDE/GEPI/Subinfor/FundacdoAlfredoDaMstta (adaptado).

Um dos principais pilares das estratégias para o enfrentamento da
hanseniase como um problema de saude publica, elaboradas pela OMS, é o
combate a hanseniase e suas complicacbes (WORLD HEALTH ORGANIZATION,

2016). Dentre os componentes desse pilar esta o refor¢o da vigilancia de resisténcia
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aos antimicrobianos, que deve ser mantida e ampliada em todos os paises
endémicos por meio da criacdo/fortalecimento de redes de vigilancia (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016).

A vigilancia da resisténcia medicamentosa é fundamental nas estratégias
globais que visam manter a eficacia do tratamento da hanseniase, por meio de
acOes direcionadas a intervencdo da propagacdo de cepas resistentes no meio
ambiente (MATSUOKA, 2015). Segundo a OMS (2009, p. v) “o surgimento de
resisténcia a medicamentos € motivo de preocupacdo e ameaca a qualquer

programa de intervencdo em doencas infecciosas”.

No ano de 2009 a OMS prop0s a criacdo de uma rede de vigilancia sentinela
padronizada, por meio de diretrizes simples focadas em detectar a resisténcia
medicamentosa em hanseniase e monitorar sua tendéncia em ambientes
vulneraveis (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

E importante ressaltar que apesar da resisténcia em hanseniase néo ser um
problema agudo atualmente, ainda assim € relevante o seu monitoramento,
objetivando o desenvolvimento de medidas adequadas para o combate a essa
ameaca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Aspectos gerais da hanseniase

A hanseniase € definida como uma doenca cronica, infectocontagiosa, cujo o
principal agente etioldgico € o bacilo Mycobacterium leprae, um parasita intracelular
obrigatério, gram-positivo e &lcool-acido-resistente (EICHELMANN et al., 2013).
Essa micobactéria ocasiona danos especialmente aos nervos superficiais da pele e
aos troncos nervosos periféricos, afetando mais especificamente as células de
Schwann, podendo também se infiltrar nas regides dos olhos e nas mucosas
(BRASIL, 2017).

O bacilo possui elevada infectividade e baixa patogenicidade, ou seja, €
transmitido a muitos individuos, porém apenas uma pequena parcela destes
desenvolvera os sintomas clinicos da doenca (ARAUJO, 2003). O cultivo in vitro do
patbgeno ainda nao é viavel, porém no ano de 1960 Shepard demonstrou a
possibilidade de cultivd-lo em patas de camundongos, viabilizando uma série de
pesquisas acerca da doenca (SHEPARD, 1960).

O trato respiratorio superior € considerado a principal via de entrada e saida
do M. leprae, participando ativamente do processo de transmissdo da hanseniase
(TALHARI et al., 2015). Todavia lesGes na pele também sao relatadas como um
suposto meio de propagacdo do microrganismo, sobretudo em pacientes com
elevada carga bacilar e que ainda néo iniciaram o tratamento (JOB et al., 2008). O
convivio familiar intimo e prolongado, com pacientes nao tratados, é um fator crucial
no processo de transmissao da infec¢cdo (ARAUJO et al., 2016; GAMA et al., 2018).

2.2. Manifestacdes clinicas

Conforme o guia pratico sobre a hanseniase (BRASIL, 2017) algumas das
principais manifestacdes clinicas caracteristicas, que podem surgir ao longo do

curso natural da doenca, séo apresentadas a seguir:
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- Areas da pele, ou manchas esbranquicadas (hipocrémicas), acastanhadas
ou avermelhadas, com alteragdes de sensibilidade ao calor e/ou dolorosa, e/ou ao
tato;

- Papulas, tubérculos e nodulos (carogos), normalmente sem sintomas;

- Dor, choque e/ou espessamento de nervos periféricos;

- Diminuicdo e/ou perda de sensibilidade nas areas dos nervos afetados,
principalmente nos olhos, méos e pés;

- Diminuicdo e/ou perda de forga nos musculos inervados por estes nervos,
principalmente nos membros superiores e inferiores e, por vezes, palpebras;

- Febre e artralgia, associados a carocos dolorosos, de aparecimento subito;

A intensidade das manifestacfes clinicas bem como o nivel de progressao da
hanseniase dependerd especialmente da resposta imunoldgica de cada individuo
frente ao M. leprae (EICHELMANN et al., 2013; KUNDAKCI; ERDEM, 2019).

2.3. Classificacéo clinica

Com a compreensao de que a resposta imunoldgica influencia diretamente na
evolucao da hanseniase, os pesquisadores Ridley e Jopling propuseram na década
de 1960 um sistema de classificacao clinica, do qual ainda é muito utilizado no meio
cientifico e abrange um amplo espectro de critérios voltados a imunologia,
histopatologia e baciloscopia, complementando a classificacdo estabelecida no

Congresso de Hanseniase de Madri (1953) (RIDLEY; JOPLING, 1966).

De acordo com a Classificacdo de Madri a evolugdo da patologia progride
inicialmente através de uma forma indeterminada (I) em direcdo a um polo estavel
com manifestacbes mais brandas (Tuberculdide — T), passando por um polo
intermediério instavel (Boderline — B ou também conhecido como Dimorfo - D) e por
fim migrando para um espectro estavel, entretanto mais invasivo e com maior

comprometimento fisico (Virchowiano — V) (TALHARI et al., 2015).

Com a soma de conhecimentos especificos acerca dos mecanismos de
interacdo patdgeno-hospedeiro, a subdivisdo do polo intermediério foi um diferencial
do estudo de Ridley e Jopling frente a Classificacdo de Madri, onde os
pesquisadores incluiram trés subgrupos dos quais denominaram dimorfo

tuberculéide (DT), dimorfo dimorfo (DD) e dimorfo virchowiano (DV), conforme a
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tendéncia de evolucdo da doenca entre os dois polos extremos (RIDLEY; JOPLING,
1966).

2.4. Diagn6stico

O diagnostico da hanseniase € realizado levando-se em consideracdo
aspectos clinicos e epidemiolégicos, executado por meio da anamnese do paciente
e com o auxilio de exames laboratoriais e dermatoneurologicos (DA SILVA CRUZ et
al., 2017). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (2018) deve-se atentar
no momento do diagndstico a um dos seguintes sinais cardinais, caracteristicos da

presenca da doenca:

(i) Lesdo(des) elou area(s) da pele com alteragcdo da sensibilidade térmica e/ou

dolorosa e/ou tatil; ou

(i) Espessamento de nervo periférico, associado a alteracdes sensitivas e/ou

motoras e/ou autondémicas; ou

(iif) Presenca de bacilos M. leprae, confirmada na baciloscopia de esfregaco

intradérmico ou na biopsia de pele.

O diagnéstico da doenca ndo deve ser confundido com um episdodio reacional
denominado reacdo hansénica, que segundo o Ministério da Saude sao alteracdes
do sistema imunolégico que se exteriorizam como manifestacdes inflamatorias que
sdo mais frequentes nos pacientes multibacilares (BRASIL, 2016). As reacdes séo
de dois tipos, sendo o tipo 1, também chamado de reacdo reversa, caracterizado
pelo aparecimento de novas lesdes dermatolégicas (manchas ou placas),
infiltracbes, alteracbes de cor e edema nas lesfes antigas, com ou sem
espessamento e dor de nervos periféricos (neurite) (BRASIL, 2016). A reacgéo tipo 2
por sua vez € manifestada pelo Eritema Nodoso Hansénico (ENH), sendo
caracteristico o aparecimento de nddulos subcutaneos dolorosos, acompanhados ou
nao de manifestacdes sistémicas como: febre, dor articular e mal-estar generalizado
(BRASIL, 2016).

A baciloscopia de raspado intradérmico € um exemplo de andlise que
colabora no diagndstico da doenga, na qual é possivel mensurar a carga bacilar

presente na amostra do portador da infeccao, através de uma escala logaritmica que



16

varia de 0 a 6+, proposta por Ridley e Jopling na década de 1960 (RIDLEY;
JOPLING, 1966). Por meio da técnica de baciloscopia é possivel determinar também
a viabilidade dos bacilos por intermédio de um indice morfolégico, onde pode-se
averiguar a porcentagem dos bacilos integros em relacdo ao total de bacilos
encontrados, sendo usado por exemplo, no acompanhamento da eficacia do
tratamento da hanseniase (LASTORIA; ABREU, 2012).

O diagnéstico molecular de doencas infecciosas, dado por meio de métodos
de amplificacdo de acidos nucleicos, tem se mostrado uma ferramenta primordial na
deteccdo e caracterizacdo de patégenos, de modo rapido, altamente especifico e
sensivel (SPEERS, 2006). Aplicacdes deste tipo de analise frente a bactérias tém
sido realizadas em investigacOes de resisténcia, bem como em respostas mais
rapidas nas identificac6es de infeccOes bacterianas, e no acompanhamento dessas

patologias apoés inicio do tratamento (SPEERS, 2006).

A introducdo da revolucionaria técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), ha cerca de 30 anos, demonstrou-se abundantemente promissora como
analise molecular na deteccdo do M. leprae (DE WIT et al., 1991; HARTSKEERL,;
DE WIT; KLATSER, 1989; KAMPIRAPAP et al., 1998; WILLIAMS et al., 1990;
WOODS; COLE, 1989).

Este método propicia a deteccdo e viabilidade do bacilo por meio da
amplificacdo de regibes-alvo em acidos nucleicos (GOULART; GOULART, 2008).
Torna possivel também o acompanhamento da eficacia da Poliquimioterapia (PQT)
padrdo da hanseniase, através da deteccdo da atividade transcricional do M. leprae
(RNA), contribuindo também na vigilancia de casos resistentes ao tratamento (CHAE
et al., 2002; GOULART; GOULART, 2008; MALE et al., 2016; MARTINEZ et al.,
2009).

Na atualidade a técnica de PCR convencional vem sido substituida por
ensaios quantitativos de PCR (gqPCR), baseados na quantificacdo de fluorescéncia
em tempo real, proporcionando maiores taxas de deteccdo do bacilo em casos
clinicos dificeis, inclusive em paucibacilares (MANTA et al., 2019; MARTINEZ et al.,
2006, 2009, 2011, 2014; RUDEEANEKSIN et al., 2008; TATIPALLY; SRIKANTAM;
KASETTY, 2018) .
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2.5. Tratamento

2.5.1. Classificacoes e definicdes

Atualmente, para facilitar os esquemas de tratamento da hanseniase, é
utiizado um modelo de classificacdo simplificado, baseado nos critérios
estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1982). Os pacientes sdo classificados conforme a seguinte
diviséo:

Paucibacilares (PB — presenca de até cinco lesGes de pele com baciloscopia

de raspado intradérmico negativa, quando disponivel).

Multibacilares (MB — presenca de seis ou mais lesdes de pele ou baciloscopia

de raspado intradérmico positiva).

No Brasil, para fins de tratamento, também se obedece a essa classificacéo
(BRASIL, 2017).

Algumas definicdes também devem ser consideradas no delineamento
terapéutico da hanseniase, das quais sdo acrescentadas a seguir (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017):

Caso novo de hanseniase: paciente com diagnostico de hanseniase que
nunca foi tratado para a doenca.
Caso de retratamento da hanseniase: paciente diagnosticado com

hanseniase que ja havia recebido tratamento para a doenga no passado.

Dentro dos casos de retratamento, ha um grupo de pacientes inseridos em um
quadro denominado de RECIDIVA (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Segundo o Ministério da Saude, esse € conceituado da seguinte maneira:

Define-se como RECIDIVA todos os casos de HANSENIASE, tratados
regularmente com esquemas oficiais padronizados e corretamente
indicados, que receberam alta por cura, isto €, sairam do registro ativo da
doenca no SINAN, e que voltam a apresentar novos sinais e sintomas
clinicos de doenca infecciosa ativa (BRASIL, 2016, p.37).
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2.5.2. Historico da resisténcia em hanseniase

A hanseniase é uma patologia que carrega uma bagagem milenar marcada
por estigma e preconceito, da qual ainda gera consequéncias perceptiveis em
distintos ambitos sociais e profissionais nos portadores da infeccdo, mesmo que em
menor grau atualmente (GARBIN et al.,, 2015; MARAHATTA et al.,, 2018). Em
décadas passadas o impacto causado pelas mazelas da doenca sucedia em
separacbes de familias e isolamento social, através dos antigos leprosarios e
coldénias como o Leprosario de Paricatuba e a Colénia Antdnio Aleixo no Amazonas,
desativados no final da década de 1970 (SCHWEICKARDT; XEREZ, 2015).

A introducdo da dapsona (diamino-difenilsulfona) no tratamento da
hanseniase foi um marco na década de 1950, onde foram comprovadas suas
propriedades como uma droga bacteriostatica segura na terapéutica, apresentando
elevada eficacia e facil administracdo através da via oral (LOWE, 1950; WILLIAMS;
GILLIS, 2012). Entretanto anos mais tarde, por meio da técnica de Shepard, foi
constatada a presenca de resisténcia bacteriana a dapsona, em pacientes que néo
apresentavam melhoras clinicas apos uso do farmaco em monoterapia (PETTIT;
REES, 1964; SHEPARD, 1960).

Outros farmacos passaram a ser testados para o tratamento da hanseniase.
Na década de 1960 pesquisas satisfatorias quanto ao uso de corantes fendlicos
sintetizados no tratamento da tuberculose levaram os pesquisadores Browne e
Hogerzeil a realizar estudos clinicos com a droga clofazimina (B 663), em pacientes
com hanseniase virchowiana e a avaliar sua atividade contra o M. leprae (BROWNE;
HOGERZEIL, 1962). Dentre os resultados encontrados notou-se uma pigmentagao
na pele dos pacientes, porém a toxicidade do farmaco demonstrou-se leve e o
mesmo foi capaz de reduzir o indice baciloscopico e induzir mudancas
degenerativas no bacilo, especialmente com a adicdo da dapsona na terapéutica,
causando uma perceptivel melhora clinica nos pacientes (BROWNE; HOGERZEIL,
1962) . A resisténcia a clofazimina tem se demonstrado rara e pouco documentada
(DIEDEN, 1982).

A rifampicina é uma droga bactericida que se mostrou promissora no
tratamento da infeccdo, inclusive em pacientes resistentes a dapsona, reduzindo

rapidamente a viabilidade dos bacilos e promovendo uma melhora acelerada no
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quadro clinico dos mesmos (WATERS et al., 1978). Porém o uso isolado do farmaco
a longo prazo ndo se mostrou suficiente na estagnacdo da doenca e 0s primeiros
casos de resisténcia medicamentosa comecaram a surgir, intensificando a
necessidade de debates acerca de um esquema terapéutico combinado, a fim de
conter o0 surgimento e a transmissdo de cepas resistentes e tratar os casos ja
diagnosticados (JACOBSON; HASTINGS, 1976; WATERS et al., 1978).

Na década de 1970 os casos resistentes a dapsona atingiram um &pice
alarmante mundialmente, dessa forma estabeleceu-se um cenario de emergéncia na
busca de novas estratégias para o tratamento da hanseniase (PEARSON; REERS;
WATERS, 1975; PEARSON; CAP; HAILE, 1977; PETERS et al., 1976; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1982).

ApOs pesquisas serem realizadas por um grupo de estudos da OMS no inicio
da década de 80, recomendou-se um novo regime terapéutico para hanseniase, no
qual foi preconizada a utilizagdo de uma Poliquimioterapia (PQT) padrao (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1982).

O Estado do Amazonas foi um dos pioneiros na implementagédo da PQT no
Brasil através da Fundacdo Alfredo da Matta e antes mesmo do surgimento do
tratamento padrdo diversos profissionais da saude ja trabalhavam ativamente no
combate a hanseniase no Amazonas (CUNHA et al., 2015; SCHWEICKARDT;
XEREZ, 2015). Através dessa instituicdo, antes chamada de Dispensério Alfredo da
Matta, foi possivel também realizar a distribuicdo da dapsona para o tratamento da
doenca na década de 1950, logo apOs serem comprovadas suas propriedades como
um farmaco eficaz no tratamento (CUNHA et al., 2015; SCHWEICKARDT; XEREZ,
2015).

A PQT mostrou-se essencial na interrupcdo do ciclo de transmisséo da
hanseniase, além de evitar 0 surgimento de casos resistentes e tratar 0s casos
diagnosticados, levando-os a critérios clinicos de cura (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1982). Desse modo a poliguimioterapia padrédo utilizada no

tratamento da hanseniase é demonstrada nos quadros a seguir:



Quadro 1 — Poliquimioterapia Padrdo Paucibacilar (6 MESES)
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Farmacos Administracdo da dose Dose (mg)
Uma vez ao més de
RIFAMPICINA o 600
ADULTOS forma supervisionada
DAPSONA Diariamente 100
RIFAMPICINA Uma vez a0 mes de 450
CRIANGAS forma supervisionada
(10 a 14 ANOS):
DAPSONA Diariamente 50
Fonte: Organizacdo Mundial da Saude, 2018 (adaptado).
Quadro 2 — Poliquimioterapia Padréo Multibacilar (12 MESES)
Farmacos Administracdo da dose Dose (mgQ)
Uma vez ao més de
RIFAMPICINA o 600
forma supervisionada
DAPSONA Diariamente 100
ADULTOS
Diariamente / uma vez
CLOFAZIMINA ao més de forma 50/ 300
supervisionada
Uma vez ao més de
RIFAMPICINA o 450
forma supervisionada
CRIANCAS DAPSONA Diariamente 50
(10 a 14 ANOS): .
Em dias alternados /
CLOFAZIMINA uma vez ao més de 50/ 150
forma supervisionada

Fonte: Organizacao Mundial da Saude, 2018 (adaptado).

Os mecanismos de acdo dos farmacos da poliquimioterapia da hanseniase e

a base molecular da resisténcia medicamentosa sao abordados a seguir:
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Dapsona: caracteriza-se por sua acao bacteriostatica, inibindo a sintese de
acido félico no M. leprae de modo competitivo por ser um analogo do acido p-
aminobenzoico e ter como alvo a enzima diidropteroato sintase (DHPS), codificada
pelo gene folpl (HITCHINGS; BURCHALL, 1965; WILLIAMS et al., 2000). Estudos
apontaram uma relacéo entre mutacdes no gene folpl e resisténcia a dapsona (KAl
et al., 1999; WILLIAMS et al., 2000).

Rifampicina: é uma droga bactericida essencial para o tratamento da
hanseniase (REES; PEARSON; WATERS, 1970). Atua diretamente na subunidade
beta (B) da RNA polimerase do M. leprae, codificada pelo gene rpog. A ligacdo com
essa subunidade inibe a transcricdo do mRNA dependente de DNA, acarretando na
inviabilidade do bacilo (HONORE; COLE, 1993; MATSUOKA, 2010). Uma
associacdo entre a resisténcia a rifampicina e mutacbes em regibes
substancialmente preservadas no gene rpoB tem sido evidenciada (HONORE;
COLE, 1993).

Clofazimina: este farmaco contém uma fraca atividade bactericida e também
possui propriedades anti-inflamatérias (MATSUOKA, 2015). O mecanismo de acao
do mesmo ainda ndo é completamente compreendido, porém deduz-se que seu
efeito bactericida esteja relacionado a sua ligacdo em dominios ricos em guanina e
citosina no DNA do M. leprae (MORRISON; MARLEY, 1976).

Ofloxacina: corresponde a um antibidtico pertencente a classe das
fluoroquinolonas moderadamente bactericida para o M. leprae (SAITO; TOMIOKA,
NAGASHIMA, 1986) . A droga se liga a subunidade A da enzima DNA girase, que é
codificada pelo gene gyrA, mutacbes em regibes especificas nesse gene foram

associadas a resisténcia medicamentosa (CAMBAU et al., 1997).

A ofloxacina € uma droga de segunda linha utilizada em esquemas
substitutivos quando ha a presenca de resisténcia a dapsona e/ou a rifampicina,
porém o uso irregular da mesma no tratamento de outros quadros infecciosos tem
sido a provavel causa de resisténcia em cepas de M. leprae (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

Um estudo recente conduzido por Singh e colaboradores entre os anos de
2013 e 2015 no norte da india demonstrou casos resistentes a ofloxacina na regifo,
por meio de uma mutacdo pontual no cédon 91 (GCA-GTA), levando a alteragédo do
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aminoacido alanina para valina (SINGH et al., 2018). A presenca de resisténcia a
ofloxacina em trés casos novos de hanseniase gerou uma surpresa aos
pesquisadores, que atribuem a resisténcia a quinolonas como consequéncia de seu
uso indiscriminado para tratar outros tipos de infec¢gdes na comunidade (SINGH et
al., 2018). Dessa forma o uso da droga como segunda linha para o tratamento da
hanseniase demonstrou ndo ser uma opcao prioritaria na localidade (SINGH et al.,
2018).

Beltran-Alzate et al. expuseram resultados de um monitoramento relacionado
a resisténcia medicamentosa em hanseniase, conduzido na Colémbia, durante um
periodo de 10 anos (2004 a 2013) (BELTRAN-ALZATE et al.,, 2016). O estudo
destaca que 11,8% (4/34) dos pacientes em quadro de recidiva apresentaram
mutacfes localizadas em regifes determinantes de resisténcia a drogas (RDRD),
relacionadas a resisténcia a dapsona e/ou a rifampicina, que constitui-se como o
farmaco-chave na PQT (BELTRAN-ALZATE et al., 2016). Os autores ressaltam a
importancia da continuidade da rede de vigilancia sentinela, da qual o pais faz parte,
haja vista os casos resistentes encontrados (BELTRAN-ALZATE et al., 2016).

Além dos casos de recidiva, o Guia para Vigilancia da Resisténcia
Antimicrobiana na Hanseniase (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017) ressalta a
importancia do monitoramento de resisténcia medicamentosa também em casos
novos, objetivando avaliar as tendéncias de resisténcia primaria aos farmacos da
PQT, especialmente a rifampicina, e acompanha-las a longo prazo. Destaca ainda a
relevancia no estabelecimento e/ou expansédo da rede de vigilancia a nivel global
através da compilacdo dos dados de resisténcia com variaveis socioecondémicas e
geograficas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Tomando como base os dados presentes na literatura, a Organizacdo Mundial
de Saude (2017) traz dados atualizados das sequéncias, codons e mutacdes mais
observadas, em regifes determinantes de resisténcia a drogas (RDRD) nos genes

folpl, rpoB e gyrA (fig. 6 e fig.7).
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Figura 3 - Sequéncias de nucleotideos e aminoacidos em regides determinantes de resisténcia a
drogas. Os codons mais envolvidos em resisténcia estdo destacados em retangulos.

A) folPl DRDR
151 - gaa teg |acc|egg |cocc|ggt goc att agg acc gat cot oga gtt gaa cte tet ogt ate gtt
53 55
51- & s |T|mrR|P| A 1 R T D P R V E L S R I V
B)
rpoB DRDR
1261 - cgt ccg gtg gtc goc got atc aag gaa tte ttec gge acc age cag ctg tog |cag|ttc atg
438
421 - R P v v A A I K E F F G T 5 Q L 5 Q F M
1321 - |gat|cag aac aac cct ctg teg ggo ctg ace |cac |aag oge cgg ctg |teg [geg |ctg|gge cog
441 451 456 458
441 - | D Q L N P L s G L T H | E R R L 5 | A H G P

C) gyrA DRDR
241 - acg atg ggc aat tac cat cocg cac|ggc|gac|gca|tcg att tat gac acg tta gtg cgc atg
] 91
81 - T M G H 4 H P H G D A E-] I Y D T L v R M

Fonte: Organizacio Mundial da Sadde, 2017 (adaptado)

Figura 4 - Mutagcbes em genes alvos dos farmacos antihansénicos que conferem resisténcia ao
Mycobacterium leprae. As mais frequentes estdo em negrito.

Substituigdo de aminocacidos devido Mudanca de nucleotideo (5" — >37)

a mutagao genética

rpoB Gln438val cag —> gig
Aspdd Tyr gat —» tat
Aspd41Asn Eat —» aat
His451A5p cac =3 gac
Hisd51 Tyr cac —» tac
Serd56Leun tcg — tig
Serd456MMet tog —=> atg
Ser456Phe tcg —» tic
Serd5>6Trp tcg — BB
Leu458val ctE - gt_g
Leu458FPro clg —» CCg
folP1 Thr53Ala acc —» goc
Thr53Arg acc —» agc
Thr53lle acc —» atc
Pro55Arg CCC —» CEC
Pro535Leu coc —» cfc
Pro555er oo —» too
ByrA Gly89Cys gEC —» 1gC
Alag91val gca —» gta

Fonte: Crganizacdo Mundial da Saude, 2017 (adaptado)
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3 OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a ocorréncia de cepas de M. leprae com mutacbes de DNA que
conferem resisténcia medicamentosa as drogas utilizadas na Poliquimioterapia da
hanseniase, em casos novos e recidivas, atendidos na Fundacao Alfredo da Matta
(FUAM), Manaus, Amazonas;

3.2. Especificos

Investigar mutacdes pontuais associadas a resisténcia medicamentosa nos
genes relacionados a mesma: rpoB, folpl e gyrA em cepas de M. leprae
identificadas em pacientes com hanseniase atendidos na FUAM;

Correlacionar os dados clinicos, laboratoriais, terapéuticos e
sociodemogréaficos visando a compreensdo acerca da resposta clinica dos
pacientes, da analise epidemioldgica do universo amostral e do impacto de possiveis

cepas resistentes no processo de evolucao para cura nos casos estudados.
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4 METODOLOGIA

4.1. Desenho do estudo

Trata-se de estudo descritivo, retrospectivo, de vigilancia epidemioldgica para
0 monitoramento da resisténcia medicamentosa em pacientes diagnosticados com

hanseniase na Fundacéao de Dermatologia Tropical e Venereologia Alfredo da Matta.

4.2. Aspectos legais e éticos

O presente estudo fez parte de um projeto maior, intitulado: “Monitoramento
da resisténcia medicamentosa em pacientes com hanseniase atendidos na FUAM,
MANAUS, AM”, submetido ao CEP/FUAM, sob o CAAE: 68098817.4.0000.0002 e
aprovado sob o parecer N° 2.081.853 de 25/05/2017, coordenado por Cynthia de

Oliveira Ferreira.

4.3. Universo de estudo

4.3.1. Populacédo de estudo

Pacientes que buscaram atendimento na Fundacdo Alfredo da Matta,
localizada na cidade de Manaus, Amazonas, diagnosticados com hanseniase e
notificados no SINAN no periodo de 2017 a 2019.

4.3.2. Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo pacientes maiores de dezoito anos, submetidos ao
fluxo de atendimento da rede de vigilancia antimicrobiana em hanseniase,
notificados no SINAN como casos novos multibacilares (MB), com baciloscopia
positiva e indice baciloscopico = 2+ e todos os casos de recidiva notificados no
SINAN com diagnéstico confirmado, cujas amostras de biopsias de pele foram

encaminhadas ao laboratério de biologia molecular da FUAM.
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4.3.3. Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo: pacientes cuja amplificacdo dos genes de
interesse ndo foi possivel devido a uma concentracdo baixa e/ou indetectavel de

DNA na amostra analisada.

4.4. Coleta e processamento das amostras

A coleta das bidpsias cutaneas foi realizada com punch de 4 a 6 mm, no setor
de cirurgia da FUAM, realizada por profissionais médicos experientes e devidamente
capacitados.

As amostras foram armazenadas em é&lcool 70% e encaminhadas ao setor de
biologia molecular para processamento. Foi realizada a extracdo de DNA a partir de
kit comercialmente disponivel (DNeasy Blood and Tissue, Qiagen) e as reacdes de
PCR para amplificacdo de fragmentos de interesse nos genes rpoB, folpl, gyrA,
associados a resisténcia medicamentosa para as drogas rifampicina, dapsona e
ofloxacina, respectivamente, de acordo com protocolo padronizado no setor,
adaptado de Kai et.al. 2001. Apds a amplificacdo dos genes, foi realizado o
sequenciamento direto, pelo método de Sanger, em Analisador genético 3130 ABI,
Apllied Biosystems. As sequéncias obtidas foram analisadas no software BioEdit
versao 7.2.5, comparadas a sequencias disponiveis em bancos de dados publicos
(Genbank), com perfil de sensibilidade conhecido para cada uma das drogas citadas
anteriormente para identificacdo de possiveis mutacdes. Foram utilizados dados
secundarios do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) com o
objetivo de avaliar variaveis de classificacao clinica individual, assim como variaveis
sociodemogréficas e de tratamento.

Todas as amostras passaram por uma etapa inicial de amplificagdo por PCR
em tempo real, dos genes: 16S rRNA para deteccdo do DNA de M. leprae e do gene
humano da B-actina para verificar a eficiéncia da extracdo de DNA e a presenca de
possiveis inibidores na amostra.

A rotina de identificacdo de mutagcdes associadas a resisténcia
medicamentosa estd em curso na rotina da FUAM desde o ano de 2012, em

amostras de recidiva da doenca. No ano de 2017 iniciou-se uma pesquisa no
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Laboratério de Biologia Molecular da FUAM que incluiu a andlise de resisténcia
medicamentosa em casos novos de hanseniase. No ano de 2018 instituiu-se no
Brasil a Rede Nacional de Vigilancia da Resisténcia Medicamentosa em
Hanseniase, que conta com a FUAM como centro de referéncia para as analises de
amostras de 5 estados brasileiros (Amazonas, Amapa, Roraima, Rondbénia e

Maranh&o).
Analise dos dados

Foi gerado um banco de dados proveniente dos resultados e informacdes
obtidos em Excel. As variaveis analisadas foram: idade, sexo, raca, escolaridade,
modo de deteccdo de casos novos, quantidade de lesdes e de nervos afetados,
forma clinica, resultado do indice baciloscépico, tratamento e perfil de resisténcia
dos pacientes casos novos e recidivas. Para analises descritivas foram construidos

gréaficos, tabelas e figuras quando convenientes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Durante o periodo de 2017 a 2019 foram selecionados para o estudo 65
pacientes notificados pelo SINAN como casos novos e de recidiva, dos quais tiveram
suas amostras de biopsias cuténeas registradas no Laboratério de Biologia
Molecular da FUAM para a pesquisa de resisténcia medicamentosa aos farmacos
dapsona, rifampicina e ofloxacina em regides determinantes de resisténcia a drogas
nos genes folpl, rpoB e gyrA, respectivamente. De modo geral observou-se uma
predominéncia de pacientes do sexo masculino (73,85%), com média de idade de 50
anos, racga parda (76,92%), detendo de um nivel de escolaridade entre a 1° e a 4°

série do ensino fundamental (31,15%).

Quanto aos dados clinicos, a forma virchowiana foi a mais prevalente
(58,46%), houve média de 18 lesdes cutédneas, com 2 a 6 nervos acometidos
(66,10%). Na andlise de resisténcia obteve-se uma melhor amplificacdo nas regifes-
alvo do gene folpl (98,46%), seguido do gene rpoB (88,15%) e do gene gyrA
(81,54%). As populacdes de casos novos e recidivas foram distribuidas em dois
grupos para melhor visualizacdo dos resultados das variadveis analisadas e quanto

ao perfil de resisténcia encontrado, e sdo abordadas individualmente a seguir:

5.1 Casos Novos

Dos 386 casos novos de hanseniase notificados na Fundacédo Alfredo da
Matta entre os anos de 2017 a 2019 foram selecionados 39 pacientes (10,10%) para
o presente estudo. Foram excluidos 347 pacientes por serem de menor idade,
apresentar IB < 2+ ou por falta de dados no SINAN da instituicdo, reforcando a
necessidade de uma melhor coleta de dados dos pacientes no momento da triagem.
As caracteristicas sociodemograficas dessa populacdo foram tracadas através dos
dados contidos nesse sistema, onde foi evidenciado que a faixa etaria de 40 a 50
anos foi prevalente (43,59%), com uma meédia de idade de 46 anos. Houve uma
predominéancia de pacientes do sexo masculino (71,79%), raca parda (69,23%), com
nivel de escolaridade entre a 1 2 e a 42 série incompleta do ensino fundamental

(25,64%), conforme apresentado na tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas sociodemograficas da populacdo de casos novos de hanseniase

notificados entre 2017 a 2019, registrados no laboratério de biologia molecular da FUAM.

VARIAVEL N %
Idade 19a 30 2 5,13
31a39 8 20,51
40 a 50 17 43,59
51a60 17,95
61 a 68 5 12,82
TOTAL 39 100,00
Sexo Masculino 28 71,79
Feminino 11 28,21
TOTAL 39 100,00
Raca Branca 5 12,82
Preta 5,13
Parda 27 69,23
Nao registrados/ignorados 5 12,82
TOTAL 39 100,00
Escolaridade Analfabetos 5 12,82
12 a 42 série incompleta do 10 25,64
ensino fundamental
52 a 82 série incompleta do 3 7,69
ensino fundamental
Ensino fundamental completo 2 5,13
Ensino médio incompleto 4 10,26
Ensino médio completo 7 17,95
Educacao superior completa 1 2,56
N&o registrados/ignorados 7 17,95
TOTAL 39 100,00

Fonte: SINAN.

Quanto ao modo de deteccdo dos casos novos a maior parte se deu atraves

de encaminhamentos (48,72%), seguido de demanda espontanea (41,03%) e

exames de coletividade (2,56%). Dois pacientes néo tiveram registrados seus dados

guanto a essa variavel, o que corresponde a 5,13% dos casos, conforme visualizado

no grafico 1.
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Gréfico 1 - Modo de deteccdo de casos novos de hanseniase notificados entre 2017 a 2019,
registrados no laboratério de biologia molecular da FUAM (n = 39)
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Fonte: SINAN.

Analisando os dados clinicos observou-se uma média de 19 lesdes cutaneas
nessa populagéo, onde a maioria dos casos apresentou entre 2 a 6 nervos afetados
(58,97%). Levando-se em consideracdo a Classificacdo de Madri a forma clinica
virchowiana da hanseniase foi predominante, acometendo 58,97% dos casos,
seguido da forma dimorfa (35,90%) e tuberculdide (2,56%) (grafico 2). Por meio de
dados laboratoriais do exame de baciloscopia, obteve-se um indice baciloscépico
médio de 3,89+ entre 0s casos novos. Isso se deve aos critérios de inclusdo
aplicados aos casos novos, ou seja, baciloscopia acima de 2+. Esse critério foi
estabelecido para que houvesse maior eficiéncia na amplificacdo do DNA de M.
leprae dado o elevado custo da analise.

Todos os pacientes receberam o esquema de tratamento inicial PQT/MB/12
doses, uma vez que se trataram de individuos diagnosticados como multibacilares,

de acordo com a classificagdo da OMS (2018).
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Gréfico 2 - Formas clinicas de acordo com a Classificagdo de Madri, observadas nos casos novos de
hanseniase notificados entre 2017 a 2019, registrados no laboratério de biologia molecular da FUAM
(n = 39).
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Fonte: SINAN.

Quanto ao perfil de resisténcia, obteve-se uma melhor eficiéncia na
amplificacéo das regifes-alvo no gene folpl (100%), seguido do gene rpoB (87,18%)
e do gene gyrA (84,62%) (grafico 3). Nenhuma mutacédo pontual foi encontrada nas
regides determinantes de resisténcia a drogas nos genes analisados, dessa forma
as cepas de M. leprae desses pacientes demonstram-se sensiveis aos farmacos

estudados.

Gréfico 3 - Eficiéncia de amplificacdo dos genes rpoB, folpl e gyrA dos pacientes casos novos.

gyria 84,62%
$ folpl 100,00%
=
@
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rpoB 87,18%
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Eficiéncia de amplificacdo

Fonte: Registros do laboratério de biologia molecular da FUAM.
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Segundo dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2020), dentre os anos de
2014 a 2018 houve nos novos casos de hanseniase do Brasil um maior
acometimento da doenca em pacientes do sexo masculino (55,2%), na faixa etaria
de 50 a 59 anos, raga parda (58,3%), com ensino fundamental incompleto (43,3%).
Observa-se um aumento na proporcédo de pacientes multibacilares entre o total de
casos novos, no ano de 2018 essa proporgcdo chegou a 77,2%, um incremento de
26% comparado ao ano de 2009 (BRASIL, 2020). A deteccdo de casos novos no
Brasil em 2018 se deu principalmente através de encaminhamentos (44,7%), sendo
a regido norte responsavel pela maior proporcdo de deteccdo por demanda
espontanea (44,2%) (BRASIL, 2020)

Na compilacdo das caracteristicas sociodemogréaficas nota-se que o0s
resultados obtidos no presente estudo corroboram a tendéncia nacional apresentada
nos ultimos anos para os casos novos de hanseniase diagnosticados no pais, sendo
mais prevalentes em uma faixa etaria economicamente ativa (BRASIL, 2020).
Estudos em diferentes regiées do Brasil também reforcam esses dados (BARBOSA;
ALMEIDA; DOS SANTOS, 2014; SARMENTO et al., 2015; SILVA et al., 2015).

Pesquisas apontam que o baixo indice de escolaridade apresentado na
presente pesquisa é configurado como um fator de risco para a transmissédo da
hanseniase e observa-se um maior acometimento em individuos com renda familiar
baixa, esse fato acarreta em impactos nas relagdes profissionais dos portadores da
hanseniase e no ambito biopsicossocial dos mesmos (GARBIN et al.,, 2015;
MARAHATTA et al., 2018; NERY et al., 2019). Diante desse contexto a doenca é
atrelada muitas vezes ao baixo grau de instrucdo dos pacientes, a pobreza e a falta
de higiene, acarretando em estigma e preconceito por parte da sociedade (NERY et
al., 2019; SANTOS; CASTRO; FALQUETO, 2008).

Apesar dos presentes dados de resisténcia entre 0s casos novos nao
apontarem cepas de M. leprae resistentes, dados recentes da literatura indicam a
presenca de resisténcia medicamentosa primaria em distintas regides do globo
(AVANZI et al., 2016; CHAUFFOUR et al., 2018; LAVANIA et al., 2015; LIU et al.,
2015).

Um estudo conduzido por Cambau et al. (2018) traz os resultados obtidos da
rede de vigilancia em resisténcia medicamentosa na hanseniase instaurada pela
OMS, desde sua criacdo no ano de 2009 até o ano de 2015. Dentre 0s casos novos

testados, o Brasil apresentou o dobro da taxa de resisténcia a rifampicina em
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relacdo a india, possuindo o maior indice de resisténcia primaria a esse farmaco
comparado aos outros paises integrantes da rede (CAMBAU et al., 2018). Apesar
desse indice se tratar apenas de cinco casos resistentes demonstra-se a
importancia de se reforcar o monitoramento no pais, especialmente tratando-se de
uma droga que é imprescindivel para a eficacia do tratamento (CAMBAU et al.,
2018).

Com a participagdo de pesquisadores da Fundacéo Alfredo da Matta, Méjia et
al. (2014) evidenciaram no Estado do Amazonas trés casos novos de hanseniase
com polimorfismos no gene rpoB, conferindo resisténcia primaria a rifampicina. Este
foi um achado alarmante na regido e corrobora a necessidade de uma maior
frequéncia na realizagdo de monitoramentos atrelados a resisténcia medicamentosa
em hanseniase a nivel local, como o realizado na presente pesquisa (MEJIA et al.,
2014).

Na Regido Amazonica Brasileira, Rosa et al. (2020) expuseram recentemente
dados sobre a prevaléncia de resisténcia medicamentosa em uma populacdo
habitante na Vila do Santo Antonio do Prata (Aldeia do Prata), localizada no Estado
do Para. Segundo a pesquisa ha uma circulacdo ativa do Mycobacterium leprae
entre os aproximadamente 3.000 habitantes da comunidade e um cenario de
resisténcia preocupante, incentivando ainda mais a execucdo de estudos na regiao
norte do pais (ROSA et al, 2020). Foi demonstrada a transmissdo de cepas
resistentes entre esses individuos e foi comprovado o que os autores atribuem como
um cendrio de emergéncia local, onde reforca-se que atitudes rapidas devem ser
tomadas na regido a fim de se evitar a propagacdo exacerbada de cepas
resistentes, recomendando que uma vigilancia mais rigorosa seja realizada em
outras regides do mundo (ROSA et al., 2020).
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5.2 Recidivas

Durante o periodo de 2017 a 2019 foram notificados na Fundacgéo Alfredo da
Matta 52 casos de recidiva, desses 26 (50%) tiveram suas amostras de bidpsias
cutdneas encaminhadas para a pesquisa de resisténcia medicamentosa. Na analise
sociodemogréfica dessa populacéo evidenciou-se que a faixa etaria de 35 a 55 anos
foi prevalente (53,85%), seguido daqueles que apresentaram entre 56 a 67 anos
(38,46%), com uma média de idade de 56 anos. Houve uma predominancia de
pacientes do sexo masculino (76,92%), raca parda (88,46%), com nivel de
escolaridade entre a 1 2 e a 42 série incompleta do ensino fundamental (34,62%),

conforme apresentado na tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas sociodemograficas de casos de recidivas em hanseniase notificados entre
2017 a 2019, registrados no laboratério de biologia molecular da FUAM.

VARIAVEL N %
Idade 35a55 14 53,85
56 a 67 10 38,46
270 2 7,69
TOTAL 26 100,00
Sexo Masculino 20 76,92
Feminino 6 23,08
TOTAL 26 100,00
Raca Branca 1 3,85
Preta 1 3,85
Parda 23 88,46
N&o registrados/ignorados 1 3,85
TOTAL 26 100,00
Escolaridade Analfabetos 2 7,69
12 a 42 série incompleta do 9 34,62

ensino fundamental

Ensino médio completo 4 15,38
Nao registrados/ignorados 11 42,31
TOTAL 26 100,00

Fonte: SINAN.
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Percebe-se quanto a escolaridade, que a maioria dos pacientes nao tiveram
seus dados registrados ou essa variavel foi ignorada no momento do registro, o que
perfaz uma perda parcial dessas informagoes.

Em relagdo aos dados clinicos obteve-se uma média de 18 lesGes cutaneas
nessa populacéo, onde a maioria dos casos apresentou entre 2 a 6 nervos afetados
(61,54%). Considerando-se a Classificacdo de Madri a forma clinica virchowiana foi
a mais recorrente acometendo 57,69% dos casos, seguido da forma dimorfa
(42,31%) (grafico 4). Todos os pacientes em quadro de recidiva foram classificados
a principio como multibacilares e iniciaram o tratamento fazendo o uso do esquema
terapéutico PQT/MB/12 doses. Analisando os dados laboratoriais do exame de

baciloscopia, obteve-se um indice baciloscopico médio de 2,87+,

Gréfico 4 - Formas clinicas de acordo com a Classificacdo de Madri, observadas nos casos de
recidiva de hanseniase notificados entre 2017 a 2019, registrados no laboratério de biologia
molecular da FUAM (n = 26).
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Fonte: SINAN.

Analisando o perfil de resisténcia dessa populacdo, observou-se que a
eficiéncia de amplificacdo foi maior no gene folpl (96,15%), seguido do gene rpoB
(84,62%) e do gene gyrA (76,92%) (grafico 5). Uma mutacdo pontual no gene folpl
foi encontrada no cédon 55 (CCC-CGC), resultando na mudanca do aminoacido
prolina para arginina e dessa forma, conferindo resisténcia secundaria a dapsona

nesse caso de recidiva.



36

Gréfico 5 - Eficiéncia de amplificacdo dos genes rpoB, folpl e gyrA, dos pacientes com recidiva.
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Fonte: Registros do laboratério de biologia molecular da FUAM.

Na andlise das variaveis sociodemograficas, os resultados expressos no
presente estudo estdo de acordo com o observado em outros estados brasileiros
para 0s casos confirmados de recidiva, indicando que 0os mesmos tendem a se
manter estaveis nessa populacdo. (ALMEIDA et al., 2018; BONA et al., 2015; DINIZ
et al., 2009; FERREIRA; IGNOTTI; GAMBA, 2012; MELO et al., 2014).

A presenca da mutacdo pontual no cédon 55 (Pro — Arg) chamou atencao
entre 0os casos de recidiva. Estudos comprovam que mutagdes pontuais
encontradas no cédon 55 do M. leprae s&@o responsaveis pela resisténcia
medicamentosa a dapsona (KAI et al., 1999; MAEDA et al., 2001; WILLIAMS et al.,
2000).

Trata-se de um paciente do sexo masculino, solteiro, com 54 anos de idade,
pardo, que possui ensino fundamental incompleto. Habita atualmente em casa de
alvenaria, com servico de agua, luz e esgoto, onde mora com mais trés pessoas. Foi
diagnosticado pela primeira vez com hanseniase no ano de 1995, foi classificado
como multibacilar, apresentando a forma clinica virchowiana da doenca. Realizou na
Fundacao Alfredo da Matta o tratamento completo PQT/MB preconizado pela OMS,
gue consistia em 24 doses, recebendo alta por critérios clinicos de cura em 1997.

No ano de 2018 o paciente retornou a instituicdo por demanda espontanea,
devido a lesdes no corpo e dorméncia na pele. Constatou-se a presenca de

inimeros bacilos integros e fragmentados, com um indice baciloscépico de 4+,
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dessa forma recebeu o diagnostico em abril do mesmo ano de hanseniase
virchowiana, em um quadro de recidiva associada a reacédo hansénica tipo Il.

O paciente iniciou 0 uso da PQT/MB/12 doses, porém durante o curso do
tratamento necessitou utilizar talidomida e em algumas vezes prednisona por conta
da evidéncia de eritemas nodosos hansénicos, artralgia e edemas. Devido ao fluxo
de rotina da vigilancia em resisténcia medicamentosa em hanseniase foi
encaminhada ao laboratério de biologia molecular da FUAM uma amostra de biépsia
de pele do paciente conservada em alcool 70%, onde foi constatada em setembro
de 2018 uma mutacdo pontual no gene folpl, mais especificamente no cédon 55
(CCC-CGC), conferindo resisténcia secundaria a dapsona a esse caso.

Foi necessaria a mudanca do esquema terapéutico, e a partir de sua 72 dose
passou a utilizar ofloxacina 400 mg diariamente e de forma supervisionada em
substituicdo a dapsona. Devido a instabilidade de seu quadro clinico, o paciente
seguiu com o tratamento mesmo apdés completa-lo com a 122 dose da
poliquimioterapia substitutiva. Ao atingir a sua 132 dose, a ofloxacina foi substituida
pela minociclina 100 mg por conta da falta do farmaco na FUAM, dessa forma o
paciente prosseguiu com o esquema substitutivo com minociclina até a sua 162 dose
guando retornou com o uso da ofloxacina e seguiu até a 242 dose, recebendo alta
por cura da hanseniase em janeiro de 2020. No momento de sua alta néo
apresentava mais queixas, porém ao exame apresentou infiltrado em face, nervos
ulnares palpaveis e indolores e um Gnico nédulo subcutaneo em brago esquerdo. Ao
exame de baciloscopia apresentou um indice baciloscopico de 3,75+.

Atualmente o paciente segue em tratamento na FUAM para rea¢do hansénica
do tipo Il com talidomida.

Mundialmente ha casos esporadicos atuais que atestam a presenca de
resisténcia aos farmacos utilizados na poliquimioterapia padrdo associados a casos
de recidiva (CAMBAU et al., 2018; CHOKKAKULA et al., 2019; LAVANIA et al.,
2014, 2017; MATSUOKA et al.,, 2007). Os primeiros relatos de resisténcia
secundaria a dapsona no Brasil datam da década de 1980, dos quais por meio da
técnica de Shepard comprovaram-se no Estado do Amazonas seis pacientes
resistentes ao farmaco que ndo obtinham melhoras com o tratamento (TALHARI et
al., 1985) .

No Brasil, Rocha et al. (2012) executaram uma pesquisa prospectiva em cinco

estados altamente endémicos para hanseniase, incluindo o Amazonas, onde foram
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avaliadas tendéncias de resisténcia medicamentosa em casos de recidiva, durante
0s anos de 2006 a 2008. Em quatro casos pode-se notar a presenca de mutacdes
associadas a resisténcia, sendo demonstrada em trés deles a mesma mutagao no
gene folpl encontrada no presente monitoramento (ROCHA et al.,, 2012). Um
desses pacientes era proveniente do Estado do Amazonas e apresentou mutacdes
também em regides do gene rpoB e gyrA, conferindo resisténcia a multiplas drogas,
corroborando o surgimento de cepas resistentes na regido. Mejia et al. (2014)
também evidenciaram no Amazonas a presenca de um caso de recidiva com
resisténcia multipla, do qual habitou em um leprosario e que além da monoterapia

com dapsona, realizou também dois ciclos de PQT/MB/ 24 doses.

Os resultados aqui expostos constatam a presenca de um caso de recidiva
resistente a dapsona no Amazonas, dessa forma é necessario que haja um
acompanhamento mais proximo do tratamento dessa populacdo. Estimula-se a
continuidade na insercdo desses pacientes no fluxo de vigilancia em resisténcia
medicamentosa na hanseniase, a fim de se obter um diagndstico precoce de casos

resistentes e trata-los corretamente, fazendo a alteracédo do esquema terapéutico.
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6 CONCLUSAO

Na analise sociodemografica das populagbes de casos novos e recidivas
observou-se que had uma predominancia de pacientes do sexo masculino, pardos,
com baixa escolaridade em uma faixa etaria de idade economicamente ativa. No
exame clinico os pacientes apresentaram predominantemente a forma virchowiana
da doenca, manifestando lesGes associadas a comprometimentos neurais.

Na andlise de resisténcia notou-se que dentre os 39 casos novos abordados
no presente estudo ndo foram evidenciadas cepas de M. leprae resistentes aos
farmacos rifampicina, dapsona e ofloxacina, apresentando-se essas sensiveis ao
tratamento. Todavia dentre os 26 casos de recidiva analisados um paciente
demonstrou uma mutacdo pontual no cdédon 55 do gene folpl, constatando a
presenca de um caso recidivado resistente a dapsona no Amazonas. Desse modo
recomenda-se fortemente que estudos de vigilancia em resisténcia medicamentosa
na hanseniase sejam continuados a nivel global, nacional e local, utilizando de uma
maior quantidade de amostras, haja vista que o nimero de casos analisados na
presente pesquisa ndo demonstra a real dimensédo do impacto de casos resistentes

no Estado do Amazonas.
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ANEXO A — FICHA DE INVESTIGACAO/NOTIFICACAO DA HANSENIASE (SINAN)

_ SINAN )
SISTEMA DE INFORMACAO DE AGRAVOS DE NOTIFICACAO

FICHA DE NOTIFICACAO/ INVESTIGACAO HANSENIASE

Republica Federativa do Brasil
Ministério da Saude
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que requer poliquimioterapia:
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