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Hanseniase: consideracoes sobre o desenvolvimento e
contribuicdo (institucional) de instrumento diagnéstico
para vigilancia epidemiolégica
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epidemiologic surveillance
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RESUMO

A hanseniase faz parte das doencas prevalentes no Estado do Pard. As antigas Colénia do Prata, em Igarapé-Acu, e
Colénia Marituba, na regido metropolitana de Belém, ambas no Pard, onde eram hospedados pacientes portadores
do mal de Hansen, retratam uma realidade histérica da época em que os pacientes eram segregados e separados
das respectivas familias em funcdo do contdgio a que estavam expostas. O advento do tratamento multidroga
ou poliquimioterdpico, no Brasil na década de 1980, mudou consideravelmente o quadro da endemia no Pafs,
com uma reducdo acentuada da prevaléncia da doenca; embora o aparecimento de casos novos ndo apresente
reducdo significativa nos paises endémicos, ainda assim, o quadro epidemiolégico sofreu mudancas substanciais
nos Ultimos 20 anos. O Instituto Evandro Chagas (IEC), érgdo de pesquisa da Secretaria de Vigilancia em Sadde,
Ministério da Saude, iniciou estudos epidemiolégicos e realizou atividades de vigilancia em sadde publica referentes
& hanseniase na década de 1990, mais precisamente, em 1998, quando aplicou um método laboratorial simples,
denominado ML Dipstick, o qual pesquisa anticorpos da classe IgM contra o glicolipideo fenélico-l (PGL-I), um
antigeno de parede celular especifico do Mycobacterium leprae, em cinco municipios endémicos para hanseniase
no Estado do Pard. Este estudo de revisdo tem como objetivo descrever a trajetéria do desenvolvimento do
Programa de Hanseniase no IEC, bem como avancos e perspectivas futuras, relevantes no contexto da endemia
hansénica no Paré.
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ABSTRACT

Hanseniasis is a prevalent disease in Pard State, Brazil. The old settlements Colénia do Prata (Igarapé-Acu) and
Colbnia Marituba (metropolitan area of Belém), both in Pard, were home to patients with hanseniasis and portray
a historical reality of patient segregation and separation from their families because of their contagious disease.
Multidrug treatment (polychemotherapy) was established in Brazil during the 1980s and led to a significant
countrywide decrease in the prevalence of hanseniasis. Although there were no significant decreases in the number
of new cases reported in endemic countries, the epidemiologic framework dramatically changed during the past 20
years. Instituto Evandro Chagas (IEC) is a research agency of the Health Surveillance Secretariat of the Ministry of
Health, which conducted epidemiologic studies and performed public health surveillance on hanseniasis during the
1990s. In 1998, a simple laboratory method called ML Dipstick was used for identifying IgM antibodies against
the phenolic glycolipid-I (PGL-I), a Mycobacterium leprae-specific antigen; and those studies were conducted in five
endemic municipalities located in Pard State. This report aimed to describe IEC's Hanseniasis Program, as well as
provide future perspectives on hanseniasis in Pard State.
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HISTORICO DOS ESTUDOS SOBRE HASENIASE
NO IEC

Nos dias atuais, fala-se em eliminacéo global
da hanseniase, ou seja, estudos tém sido realizados,
simulando a expressdo do Mycobacterium leprae em
uma populacdo que identifica os chamados contatos
intradomiciliares, estimando-se, portanto, que seja
eliminada at¢ o ano de 2020'. Entretanto, mais de
200.000 novos casos de hanseniase sdo detectados
no mundo anualmente?. No Brasil, em 2012, foram
diagnosticados 33.303 casos novos, 2.246 (7%)
em menores de 15 anos de idade. Os Estados de
Rondbnia, Mato Grosso, Tocantins, Pard e Maranhédo
foram classificados como hiperendémicos, com mais de

40 casos novos por 100.000 habitantes em 20113,

O Instituto Evandro Chagas (IEC), por meio da
Secdo de Bacteriologia e Micologia (SABMI), com
apoio da Fundacdo Oswaldo Cruz e especificamente
em colaboraco com a dra. Samira Buhrer-Sékula,
na época pesquisadora do Royal Tropical Institute of
Amsterdam, Holanda, iniciou inquérito sorolégico
para hanseniase no ano de 1998, com aplicacdo do
ML Dipstick, um teste imunocromatogrdfico de leitura
rapida (3 h), utilizando uma tira de nitrocelulose
sensibilizada com antigeno trissacarideo natural, ligado
a um radical fenol e esse ligado a uma proteina, a
albumina de soro bovino (BSA), o qual é identificado
como NT-P-BSA antigeno semissintético e um controle
contendo IgM anti-humana ligada a um corante
vermelho (Palanil red)*>.

Posteriormente, no ano de 2002, foi realizado, na
SABMI, o treinamento em servico com o objetivo de
implantacéo da técnica de enzimaimunoensaio (ELISA),
a qual consiste de um método "in house" que pesquisa
anticorpos das classes IgM, IgA e IgG em amostras de
soro de pacientes com hanseniase e contatos desses
pacientes. O teste foi padronizado no Laboratério
de Hanseniase do IEC e, na ocasido, foi realizada
pesquisa de campo pela dra. Bihrer-Sékula juntamente
com a equipe do Llaboratério de Hanseniase no
Municipio de Curionépolis e na localidade de Serra
Pelada (Serra Lleste), ambos no Pard, considerados,
na época, dreas hiperendémicas para hanseniase;
esse trabalho resultou na publicacdo: Simple and
fast lateral flow test for classification of leprosy
patients and identification of contacts with high risk
of developing leprosy®.

Em 2004, o Laboratério de Hanseniase do IEC, em
colaboracdo com a Universidade de Viena, Austria,
realizou projeto para estudar alteracées neurais
na hanseniase por meio de imuno-histoquimica,
utilizando o NGF-R (Neurotrophin Receptor Ab — 1
— Clone NGFR5) ou NCAM (CD56 LEU™), que sdo
anticorpos  monoclonais que reconhecem antigenos
humanos presentes nas células NK (Natural Killer) e
células neuronais e ndo-neuronais, respectivamente,
marcando as ferminacdes nervosas dérmicas com
preciséo. O objetivo era determinar uma classificacéo
imuno-histoquimica para o diagnéstico das formas
precoces de hanseniase’.

No decorrer dos anos de 2005 a 2009, foram
realizados  vdrios estudos soroepidemiolégicos em
municipios hiperendémicos do Estado do Pard, a fim de
se determinar a magnitude do problema da hanseniase
e investigar mecanismos de transmissdo da doencga,
bem como dreas de maior risco para o aumento da
prevaléncia e incidéncia da doenca no Estado®?1011,
Em 2011, foi concluido estudo de frequéncia genética
para avaliar a suscetibilidade e a resisténcia para
hanseniase, utilizando-se o polimorfismo da regido
3' UTR (CAAA) identificada por Buu et al'? do gene
NRAMP1 (natural resistance associated machrophage
protein-1). Outros estudos epidemiolégicos realizados
nesse periodo utilizaram a pesquisa de anticorpos IgM
pelo método ELISA em amostras de saliva''4.

Em 2010, com a realizacdo de concurso publico
para preenchimento de vagas do quadro de
pesquisadores e pessoal técnico do IEC, tiveram inicio
as atfividades do Laboratério de Biologia Molecular,
para estudos da fransmissGo da hanseniase em
dreas endémicas, por meio da reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) do DNA de M. leprae em amostras
de swab nasal, swab da linfa, e estudos do DNA
humano de genes de citocinas pré-inflamatérias na
hansenfase em amostras de sangue total associados
com dados soroepidemiolégicos, o que resultou na
publicag@o de alguns artigos®? 101115,

Entre 2014 e 2015, realizou-se um estudo inédito
que Utilizava antigenos  semissintéticos  derivados
do dlicolipideo fendlico-I (PGL-l) do M. leprae, o
dissacarideo natural (ND-O-BSA) de producéo norte-
americana e o trissacarideo natural (NT-P-BSA) de
producéo japonesa, mesclados e analisados de forma
comparativa com os antigenos isolados em placas de
ELISA; estudo preliminar sugeria melhor sensibilidade
com o uso dos antigenos mesclados, comparados ao
desempenho do antigeno trissacarideo’.

Por fim, em setembro de 2015, houve um
workshop para controle de qualidade do teste
ELISA e teste de leitura répida ML Flow no

Laboratério de Hanseniase do IEC, em colaboracéo

com a dra. Buhrer-Sékula. Na ocasido, foram
separados e liofilizados cerca de 800 tubos de
antigeno  trissacarideo, gentilmente  cedidos pelo

prof. dr. Tsuyoshi Fujiwara da Universidade de Nara no
Japéo, material que poderd ser utilizado nos préximos
20 anos na pesquisa e nas acdes de vigiléncia em
salde nos municipios hiperendémicos do Estado do
Pard.

ASPECTOS GERAIS E COMBATE A HANSENIASE

Atualmente, a hansenfase continua sendo uma
doenga que ndo possui um teste padrdo ouro para
o diagnéstico, em virtude da incapacidade de se
reproduzir o M. leprae em meios de cultura in vitro,
portanto o diagndstico ainda é essencialmente
clinico. Métodos imunolégicos e técnicas em Biologia
Molecular tém sido estudados e propostos para fins
diagnésticos, porém, até o momento, ainda ndo se
conseguiu um teste 100% sensivel e especifico para



um diagnéstico de certeza tanto para formas precoces
como para formas tardias'®.

A identificacGo do maior antigeno de parede
celular do M. leprae, o PGL-I, por Hunter e Brennan'®
em 1981, possibilitou a producdo de vérios antigenos
semissintéticos para estudos da imunidade humoral na
hanseniase's.

O PGL-I identifica pacientes do polo virchowiano
que induz & producdo de grandes quantidades de
anticorpos ou imunoglobulinas do tipo IgM, conferindo
soropositividade de 80 a 100%; porém, entre
pacientes do polo tuberculoide, ocorre fraca producao
de anticorpos IgM ou baixos niveis de deteccao,
conferindo soropositividade de 30 a 60%'71819:20,

Entre os contatos de pacientes com hansenfase,
especialmente entre os que residem no mesmo
domicilio com algum portador dessa doenca, os quais
sGo classificados como contatos intradomiciliares e séo
soropositivos  para anti-PGL-I, existe um maior risco
de desenvolverem hanseniase no futuro, comparados
aos soronegativos'”. O estudo de Douglas et al?
demonstrou um risco 30 vezes maior de o contato
positvo ao PGL-l vir a adoecer de hanseniase,
comparado ao negativo. Esses estudos sugerem que a
infeccdo subclinica é mais comum que a manifestacéo
da doenca clinica?'?2.

A sensibilidade  dos  festes imunoldgicos
para o diagnéstico, vigiléncia em salde ou
estudos epidemiolégicos, sejom eles ELISA, testes

imunocromatogréficos de leitura répida, ML Dipstick e
ML Flow, é baixa entre pacientes do polo tuberculoide
ou paucibacilares (PB), os quais podem nédo apresentar
niveis de antficorpos anti-PGL-I detectdveis; porém,
casos novos de hanseniase tém sido detectados nesses
grupos soronegativos*>¢,

A PCR em amostras clinicas, para amplificacdo
e sequenciamento do DNA especifico do M. leprae,
tais como bidpsia de pele, linfa, sangue, bulbos
capilares e secrecdo nasal, € uma técnica molecular
mais recente que, embora demonstre a transmissdo
do bacilo e apresente melhor sensibilidade para
o diagnéstico da  hanseniose, comparada aos
métodos imunoldgicos e/ou métodos tradicionais,
como a baciloscopia do esfregaco dérmico e/ou o
histopatolégico de lesdes cutdneas, ainda ndo é 100%
sensivel para o diagnéstico. Além disso, a amplificacdo
do DNA bacteriano, em amostras de swab nasal,
pode representar infeccGo tempordria pelo bacilo
de Hansen em individuos clinicamente sadios e ndo
diferenciar DNA de bactérias vivas ou mortas?24.

Outros  estudos  demonstraram  que  contatos
domiciliares, os vizinhos e contatos sociais de
pacientes com hanseniase apresentam maior risco de
adoecerem e podem representar a maior fonte de
disseminagéo do bacilo, especialmente em dreas
endémicas, nas quais ocorre um nivel de exposicdo
elevado??.  Existe também a possibilidade de
transmissdo subclinica desses portadores tempordrios
do bacilo para outras pessoas, a qual pode ser

verificada através da deteccGo e sequenciamento do
DNA do M. leprae?.

Andlises tém sido realizadas para demonstrar a
relagio do componente genético com a hanseniase
e suas formas clinicas, sugerindo que a constituicdo
genética do hospedeiro, somada a outros fatores,
inclusive referentes ao agente etiolégico, tém grande
importancia na definicdo de suscetibilidade ou protecéo
a doenca?.

A teoria relacionada & genética e suscetibilidade
para hanseniase admite que hd uma incapacidade
dos macréfagos destruirem o bacilo de Hansen, e essa
caracteristica pode ser influenciada por polimorfismos
genéticos e, ainda, que determinados genes podem
modificar a suscetibilidade & hanseniase e as diferentes
formas clinicas?.

A quimioprofilaxia ou a imunoprofilaxia  s@o
instrumentos que podem ser utilizados com o objetivo
de reduzir a transmissGo da hanseniase nos paises
endémicos. A eficdcia da quimioprofilaxia com
rifampicina 600 mg (dois comprimidos de 300 mg)
em dose Unica foi demonstrada no estudo de Moet
et al?, realizado em Bangladesh, o qual mostrou que
uma Unica dose de rifampicina reduz a incidéncia da
hansenifase nos primeiros anos em 60%, sendo que o
efeito € mantido apds quatro a seis anos?/282%,

Uma estratégia, que foi aplicada em Cuba por
volta do ano de 1989, a quimioprofiloxia para
contatos de pacientes com hanseniase, apresentando
aumento de 10 vezes nos niveis de anticorpos IgM
anti-PGL-I, de um ano para outro, recentemente
se transformou em um projeto, desenvolvido desde
2013, inclusive no Brasil, pela Fundagdo Novartis
em colaboragdo com a Netherlands Leprosy Relief
e outros membros da International  Federation
of  Anti-Leprosy  Associations  (ILEP), denominado
LPEP (Leprosy Post-Exposure Prophylaxis) ou somente
PEP (Post-Exposure Prophylaxis), abordando a profilaxia
pbs-exposicdo, o qual consiste em administrar dose
Unica do esquema ROM (rifampicina, ofloxacina e
minociclina) e uma dose de vacina BCG aos contatos
de pacientes com hanseniase que apresentam teste
anti-PGL-l positivo?82?,

A Comisséo Nacional de Incorporagdo de
Tecnologias  (CONITEC) no  Sistema Unico de
Sadde (SUS), do Ministério da Satde, foi criada
pela Lei n° 12.401, de 28 de abril de 2011,
e dispde sobre a assisténcia terapéutica e a
incorporacéo de tecnologias em saldde no ambito
do SUS. Além disso, o Decreto n® 7.646, de
22 de novembro de 2011, regulamentou a
composicdo, as competéncias e o funcionamento
da CONITEC, composta por dois féruns: Plendrio
e Secretaria Executiva. Dessa forma, foi instituida,
na rotina dos servicos de salde no Brasil, a
quimioprofilaxia e/ou imunoprofilaxia, chamada PEP,
com objetivo de ampliar a cobertura dos exames de
contatos intradomiciliares, de vizinhanca e sociais
ou comunitérios de dreas ferritoriais de alto risco de
transmisséo da doenca?.
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Assim, os membros da CONITEC,
junho de 2015, recomendaram a incorporacéo
da quimioprofilaxia de contatos de doentes com
hanseniase, a qual consiste de uma Unica dose de
rifampicina 600 mg que deverd ser administrada
no segundo més de tratamento do caso indice. Em
criancas acima de 5 anos de idade, a prescricao é 450
mg de rifampicina (um frasco de 150 mg/mlL e uma
cépsula de 300 mg), e, em criancas ou adultos com
peso inferior a 30 kg, administrar rifampicina 10 a 20
mg/kg. Essa intervencdo, por meio da quimioprofilaxia,
foi realizada no segundo semestre de 2015 nos Estados
de Pernambuco, Mato Grosso e Tocantins, os quais
atendem aos critérios de elegibilidade para possibilitar
o alcance do objetivo da acao?.

em 11 de

Diante dos fatos descritos e em virtude de poucos
Estados brasileiros terem sido incluidos para a
realizacdo da quimioprofilaxia, é importante que
acées de vigildncia em sadde, por meio dos exames
clinico, sorolégico e molecular, continuem sendo
executadas em municipios endémicos, para identificar
dreas e populacdo de maior risco de adoecer de
hanseniase, contribuindo para a reducéo da doenca
em locais onde persistem focos de transmissdo ativa da
hanseniase?’28:27:30,

DISCUSSAO

A despeito de todo conhecimento cientifico
produzido até entdo sobre a hanseniase, essa endemia
ainda persiste como problema de satde puiblica nos
paises endémicos, nos quais se observam dreas de
transmissGo ativa da doenca e, mais recentemente,
aumento de casos em menores de 15 anos de idade,
atual indicador da magnitude do problema??.

Instrumentos de diagnésticos na drea clinica,
epidemioldgica, bacterioldgica, histolégica e genética
tém sido estudados com o objetivo primordial
de reduzir erros de diagnose, delimitar dreas de
transmissdo ativa da hanseniaose e grupos com maior
risco de adoecimento, além de aplicar tais instrumentos
em estudos epidemiolégicos com potencial para esse

ﬁmé,S,‘?,lO,l 5,29,30,31 .

Os testes que utilizam imunocromatografia de
leitura rdpida, como o teste ML Flow**¢, ou, mais
recentemente, um produzido pela parceria da empresa
Orange Life com o Infectious Disease Research Institute
(IDRI), instituto de referéncia localizado em Seattle
nos EUA, que desenvolve e disponibiliza antigenos,
utilizando o antigeno dissacarideo (ND-O) associado
com uma profeina recombinante especifica do M.
leprae, a LID-1 (associacéo das proteinas MLO405 e
ML2331), apresentam, segundo avaliacdes de trabalhos
cientfficos, a mesma limitacdo para o diagnéstico
dos pacientes PB%?; embora o antigeno dissacarideo
apresente  melhor desempenho no diagndstico da
hanseniase PB comparado ao antigeno trissacarideo?'s.

A vigiléncia de contatos ou de individuos
provenientes de regides endémicas, possiveis portadores
do M. leprae em baixas concentracées, é de extrema
importéncia, pois a continua exposico pode resultar

em aumento do risco de infeccdo causada pela invasao
ativa por bacilos ou por entrada passiva, decorrente de
uma lacuna no epitélio da pele ou mucosa nasal apds
um trauma fisico. Adicionalmente, mais pesquisas séo
necessdrias para confirmar se o DNA amplificado pela
PCR de pacientes ou de contatos é realmente do M.
leprae, em secrecdo nasal de pacientes e individuos
sauddveis, em uma drea endémica. Essa técnica
permite o monitoramento do M. leprae em baixas
concentracdes e é relevante para detectar portadores
assintomdticos, como ferramenta auxiliar para o
diagnéstico da doenca, evitando a utilizacdo de outros
métodos diagnésticos invasivos que elucidem do sitio
de exposicdo ao bacilo e a possivel rota de entrada do
bacilo em humanos. Esses estudos complementariom
outros sobre a transmissdo da hansenfase e os fatores
de risco para familiares intra e extradomiciliares®®4.

As citocinas s@o proteinas chaves na regulacdo
da resposta imune na hanseniase. Pesquisas sugerem
que a produgio de citocinas no hospedeiro é
geneticamente determinada. Estudos em individuos
sauddveis t8m demonstrado diferencas estdveis na
producéo de citocinas e tém relacionado essas
diferencas com variacées herdadas nos genes que
codificam as citocinas. Os SNPs  (polimorfismos de
nucleotideos Unicos) nos genes de citocinas sdo
estdveis, transportados por mais de 1% da populacéo e
responsdveis por afetar a producéo da proteina. Devido
as citocinas ndo serem expressas espontaneamente
e ferem de ser sintetizadas em resposta a algum
estresse celular, como patégenos, os SNPs, na regido
promotora de citocinas, podem tfer consequéncias.
Dessa forma, a variabilidade genética de citocinas
subjoz & complexidade de diferencas interindividuais
na resposta imune a patégenos, sendo as diferencas
étnicas na distribuicdo de diversos polimorfismos dos
genes que codificam citocinas um importante fator na
determinacéo da associacdo gene-doenca®.

A quimioprofilaxia pdés-exposicdo, com o esquema
dose Unica ROM ou com rifampicina de dose Unica,
¢ uma estratégia que demonstrou uma reducdo na
incidéncia da hanseniase em 57% ou 60% apds
quatro anos de seguimento; mas é uma estratégia que
também possui limitacdes operacionais e seu efeito,
a longo prazo, ainda néo foi avaliado, podendo ter
consequéncias inesperadas e ndo pode ser aplicado
de forma constante, pois poderia gerar resisténcia &
rifampicina?6:28:27,

Dessa forma, observando, no Estado do Pard, as
enormes limitacées, como extensdo territorial, grandes
disténcias, questées politicas e econdmicas que, de
certa maneira, dificultam o controle ou a reducédo
da hansenfaose, parece ser relevante a proposicdo
de um feste diagndstico simples, de facil execugéo,
que possa apoiar a rede de Servicos de Salde a
identificar individuos com risco elevado de adoecer
por hanseniase. A vigilancia epidemiolégica e acdes
em salde publica séo, na verdade, pilares para que se
possa vislumbrar a reducdo da hanseniase dentro da
nossa realidade local?489:15,



Assim sendo, uma das perspectivas futuras, dentro
das acées do Programa de Hanseniase do IEC, serd
obter parceria para transferéncia de tecnologia, na
ofimizacdo, producdo e andlise de um teste rédpido
com base em imunocromatografia que utilize dois
antigenos semissintéticos mesclados na mesma tira
de nitrocelulose com os isétipos IgM, IgA e IgG, pois
estudos prévios mostraram que os niveis de anticorpos
IgM  anti-PGL-I  apresentam-se mais elevados ao
se utilizar os antigenos mesclados; resta saber se
a sensibilidade geral ou especifica para pacientes
classificados como PB serd melhor com o referido
teste®?15,

E valido ressaltar que, depois de 18 anos do
treinamento  para implantago da  técnica  ELISA
anti-PGL-l  no Llaboratério de Hanseniase do
IEC, o mesmo serd inserido no Gerenciador de
Ambiente Laboratorial, um programa nacional do

REFERENCIAS

1 Blok DJ, De Vlas SJ, Richardus JH. Global
elimination of leprosy by 2020: are we on track?
Parasit Vectors. 2015 Oct;8:548.

2  World Health Organization. Global leprosy update,
2013: reducing disease burden. Wkly Epidemiol
Rec. 2014 Sep;89(36):389-400.

3 Ministério da Sadde (BR). Secretaria de Vigildncia
em Saude. Situacdo epidemiolégica da hanseniase
no Brasil — andlise de indicadores selecionados

na Ultima década e desafios para eliminacéo. Bol
Epidemiol. 2013;44(11):1-12.

4 Bohrer-Sékula S, Smits HL, Gussenhoven GC,
Incoen CWYV, Klatser PR. A simple dipstick assay for
the detection of antibodies to phenolic glycolipid-I

of Mycobacterium leprae. Am J Trop Med Hyg.
1998 Feb;58(2):133-6.

5 Buhrer-Sekula S, Sarno EN, Oskam L, Koop S,
Wichers |, Nery JAC, et al. Use of ML dipstick as
a tool to classify leprosy patients. Int J Lepr Other
Mycobact Dis. 2000 Dec;68(4):456-63.

6 Bihrer-Sékula S, Smits HL, Gussenhoven GC, van
Lleeuwen J, Amador S, Fujiwara T, et al. Simple
and fast lateral flow test for classification of leprosy
patients and identification of contacts with high
risk of developing leprosy. J Clin Microbiol. 2003
May;41(5):1991-5.

7 Amador MPSC. Treinamento em imunohistoqiimica

no Hospital Piblico de Viena - Austrig,
Departamento  de  dermatologia  experimental:
relatério  técnico. Ananindeua (PA):  Ministério
da Sadde (BR), Secretaria de Vigildncia em
Sadde, Instituto  Evandro  Chagas; 2004
jun. 20 p.

DATASUS, Ministério da Salde, que gerencia exames
diagnésticos.

CONCLUSAO
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e vigildncia das doencas tropicais. As perspectivas
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