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RESUMO

Introducio: O longo periodo de incubacdo da hanseniase, seus sinais e sintomas insidiosos
produzem dificuldades em seu diagnostico e classificag@o clinica correta. O reconhecimento
precoce do comprometimento neural na hanseniase sobretudo em contatos domiciliares com
infecgdo subclinica e na forma neural primaria, em que os achados clinicos e laboratoriais
classicos da doenca estdo, por defini¢do, ausentes, representa um grande desafio na pratica
clinica. Objetivos: Esta tese foi subdividida em dois estudos, cujos objetivos foram caracterizar
os aspectos clinicos, moleculares, sorologicos e neurofisiologicos no diagnostico precoce da
neuropatia hansénica, em pacientes com suspeita de hanseniase neural primaria (HNP) e em
contatos domiciliares com infec¢do subclinica. Metodologia: No primeiro estudo, foram
recrutados 70 pacientes com diagnostico de HNP e, no segundo estudo, 175 contatos
domiciliares soropositivos (CDSP), definido como infecg@o subclinica e um grupo controle de
35 contatos domiciliares soronegativos (CDSN), acompanhados em um centro de referéncia
nacional em hanseniase do Brasil, no periodo de 2014 a 2016. Todos os individuos foram
submetidos a uma avaliagdo clinica, laboratorial e neurofisiologica. A descricdo metodologica
detalhada e a analise estatistica especifica ¢ descrita em cada estudo separadamente.
Resultados: No estudo 1, 61.4% (43/70) dos pacientes foram claramente sintomaticos e neste
grupo todos apresentaram um comprometimento periférico assimétrico, predominantemente
sensitivo. A presenca de espessamento neural foi observada em 58.6% (41/70). A avaliagdo
eletroneuromiografica evidenciou a presenga de mononeuropatia em 51.4% (36/70). 52.9%
(37/70) apresentaram positividade ao teste ELISA anti-PGL1 e 78.6% (55/70) na detecg@o de
DNA de M. leprae por PCR em tempo real (QPCR) no raspado intradérmico. Os pacientes com
padrdo de uma mononeuropatia multipla demonstraram menores indices de ELISA anti-PGL-1
(p=0.0006), maior frequéncia de espessamento neural (p=0.0008) e de sintomas sensitivos
(p=0.01), quando comparados ao grupo com mononeuropatia. A detecgdo de DNA de M.
leprae por qPCR na biopsia de nervo periférico foi positiva em 60.8% (17/28) dos casos. No
estudo 2, a andlise da qPCR em sangue periférico foi positiva em 40.6% (71/175) dos CDSP e
em apenas 8.6% (3/35) dos CDSN (p=0.0003). Na avaliagdo do raspado intradérmico, 4%
(7/175) dos CDSP apresentaram baciloscopia positiva e 47.4% (83/175) apresentaram
positividade na deteccdo de DNA de M. leprae por qPCR. No grupo CDSN, todos
apresentaram baciloscopia negativa e apenas 17.1% (6/35) apresentaram qPCR de raspado
positiva (p=0.0009). Na avaliagdo eletroneuromiografica, 31.4% (55/175) dos CDSP
apresentaram sinais de comprometimento neural e no grupo CDSN 13.3% (4/35) (p=0.0163). A
presenga de espessamento neural conferiu uma chance 2.94 vezes maior de alteragdes na
eletroneuromiografia (ENMG) (OR, 2.94; p=0.0031). O grupo CDSP apresentou uma chance
4.04 maior de comprometimento neural (OR, 4.04; p=0.020). A positividade da qPCR em
sangue periférico também conferiu uma maior chance de comprometimento neural (OR, 2.08;
p=0.028). A presenca de uma ou mais cicatriz vacinal pela BCG conferiu uma protegdo para a
presenca de dano neural (OR, 0.41; p=0.044). Conclusido: No estudo 1, a utilizacdo de
ferramentas soroldgicas, moleculares e neurofisiologicas em pacientes com suspeita de HNP,
contribuiu ndo apenas com o diagnostico precoce, mas também para uma classificagdo clinica
correta e tratamento adequado, prevenindo sequelas. Por isso, propomos uma nova
recomendacdo para o diagnostico de HNP, através da implementagdo de métodos mais
especificos e sensiveis, objetivando tornar esta condigdo menos subdiagnosticada. No estudo 2,
o monitoramento anual dos contatos domiciliares por meio do exame clinico e avaliagdo
sorologica (ELISA anti-PGL1) por pelo menos 5-7 anos, demonstrou que a soropositividade
confere uma maior chance de comprometimento neural periférico avaliado pela ENMG e
desenvolvimento de formas multibacilares. O uso combinado dos trés ensaios (ELISA anti-
PGL1, qPCR de sangue periférico e cicatriz de BCG) pode identificar individuos com alto risco



de desenvolver neuropatia hansénica, ndo so6 indicando o inicio precoce do tratamento naqueles
cujo diagnostico € confirmado pela detecgdo de DNA de M. leprae em qPCR de raspado
intradérmico e/ou ENMG alterada, mas também justificando a quimioprofilaxia naqueles que
ainda ndo apresentam evidéncias clinicas ou neurofisiologicas de comprometimento neural.

Palavras-chave: hanseniase, hanseniase neural primadria, eletroneuromiografia, neuropatia
periférica, contatos domiciliares, ELISA anti-PGL1.



ABSTRACT

Introduction: The long incubation period of leprosy, its insidious symptoms and signs produce
difficulties in its diagnosis and correct clinical classification. Early recognition of neural
impairment in leprosy — especially in household contacts with subclinical infection and in the
primary neural form, in which the classic laboratory and clinical findings of the disease are, by
definition, absent — represents a great challenge in clinical practice. Objectives: This thesis was
subdivided into two studies, whose objectives were to characterize the clinical, molecular,
serological and neurophysiological aspects in the early diagnosis of leprosy neuropathy, in
patients with suspected primary neural leprosy (PNL) and household contacts with subclinical
infection. Methodology: In the first study, 70 patients with a diagnosis of PNL were recruited
and, in the second study, 175 seropositive household contacts (SPHHC), defined as a
subclinical infection, and one control group of 35 seronegative household contacts (SNHHC),
accompanied in a national leprosy reference center of Brazil, in the period from 2014 to 2016.
All the individuals were submitted to a clinical, laboratory and neurophysiological evaluation.
A detailed methodological description and specific statistical analysis are provided separately
in each study. Results: In Study 1, 61.4% (43/70) of the patients were clearly symptomatic, a
group that all presented an asymmetrical peripheral impairment, predominantly sensorial. The
presence of neural thickening was observed in 58.6% (41/70). Electroneuromyographic
evaluation evidenced the presence of mononeuropathy in 51.4% (36/70), 52.9% (37/70)
presented positivity by the anti-PGL1 ELISA test and 78.6% (55/70) in M. leprae DNA
detection by real time PCR (qPCR) in intradermic smear. The patients with a pattern of
multiple mononeuropathy showed lower indices of anti-PGL-1 ELISA (p=0.0006), and higher
frequencies of neural thickening (p=0.0008) and sensorial symptoms (p=0.01), when compared
to the mononeuropathy group. The qPCR of nerve biopsies was positive in 60.8% (17/28). In
Study 2, the qPCR analysis in peripheral blood was positive in 40.6% (71/175) of SPHHC
versus only 8.6% (3/35) of SNHHC (p=0.0003). Intradermic smear evaluation found 4%
(7/175) of SPHC with positive bacilloscopy while 47.4% (83/175) presented positivity in M.
leprae DNA detection by qPCR. In the SNHHC group, all presented negative bacilloscopy and
only 17.1% (6/35) presented positive smear qPCR (p=0.0009). In electroneuromyographic
evaluation, 31.4% (55/175) of SPHHC presented signs of neural impairment versus 13.3%
(4/35) in the SNHHC group (p=0.0163). The presence of neural thickening conferred a 2.94-
fold higher chance of ENMG alterations (OR, 2.94; p=0.0031). The SPHHC group presented a
4.04-fold higher chance of neural impairment (OR, 4.04; p=0.020). The peripheral blood qPCR
positivity gives a 2.08-fold higher chance (OR, 2.08; p=0.028); and the presence of at least one
BCG vaccine scar demonstrated 2.44-fold greater protection against neural impairment (OR,
0.41, p=0.044). Conclusion: In Study 1, the utilization of serological, molecular and
neurophysiological tools in patients with suspicion of PNL contributed not only to early
diagnosis, but also to a correct clinical classification and adequate treatment, thus preventing
sequelae. Therefore, we propose a new recommendation for diagnosing PNL through the
implementation of more specific and sensitive methods, aiming to make this condition less
underdiagnosed. In Study 2, annual monitoring of domiciliary contacts through clinical exam
and serological evaluation (anti-PGL1 ELISA), for at least 5-7 years, demonstrated that
seropositivity confers a greater chance of peripheral neural impairment evaluated by



electroneuromyography and development of multibacillary forms. The combined use of three
assays (ELISA anti-PGL1, peripheral blood gPCR and BCG scar) can identify individuals at
high risk for developing leprosy neuropathy, not only indicating the early initiation of treatment
in those whose diagnosis is confirmed by M. leprae DNA detection in gPCR of intradermic
smear and/or altered ENMG, but also justifying chemoprophylaxis in those that do not yet
present clinical or neurophysiological evidence of neural impairment.

Keywords: leprosy, primay neural leprosy, electroneuromyography, peripheral neuropathy,
household contacts, ELISA anti-PGL1.
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O Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitaria e Hanseniase,
do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia MG (CREDESH
/ HC / UFU-MG) ¢ um dos seis centros de referéncia nacional em hanseniase do
Brasil. Este centro tem experiéncia na aplicagdo de ferramentas soroldgicas,
moleculares e neurofisiologicas nos pacientes e contatos domiciliares para
identificar comprometimento neural precoce, essencial para o diagnodstico e
acompanhamento dessa doenca neuro-dermatolégica.

Como nio ha prevenc¢do primaria contra hanseniase, desde o ano 2000, o
CREDESH tem trabalhado para possibilitar o diagnoéstico precoce da hanseniase
através do acompanhamento didrio de pacientes e monitoramento de contatos
domiciliares por um periodo de mais de sete anos, o que nos permitiu seguir o
processo de adoecimento dos contatos e analisar as correlagdes clinicas e
laboratoriais deste processo. Nossa equipe multidisciplinar realizou em 2016 em
torno de 50.000 atendimentos e procedimentos clinicos e laboratoriais.

Considerando a nossa experiéncia, ¢ necessario virar a pagina da "lepra
biblica" e trabalhar com a Hanseniase do século XXI. Para iniciar esta reflexdo,
devemos lembrar que o Mycobacterium leprae (M. leprae) € um bacilo virulento,
ndo porque ¢ letal, mas porque afeta nervos periféricos e pode ser devastador para
o paciente, pois leva a deficiéncias, deformidades e estigmas sociais.

Pensando nisso, propomos a implantagdo do diagnostico sorolégico da
infecg¢do e a deteccdo de DNA de M. /eprae por PCR em tempo real (qPCR) em
individuos assintomaticos, considerando tratar-se de uma doenca extremamente
insidiosa. Mesmo que i1sso gere maior custo de assisténcia a saude para esta
doenga negligenciada, ndo podemos esperar pela multiplicagdo bacilar atingindo
10.000 por grama de tecido, para que possamos encontra-lo na baciloscopia ou
biopsias por microscopia oOptica, quando essa carga ja produziu danos
consideraveis aos pacientes.

Devemos analisar que o beneficio ¢ muito maior do que o custo para esta

abordagem de diagnostico precoce, tendo em conta os elevados custos de um
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programa de reabilitagdo para esta enorme quantidade de pessoas com
deficiéncia, a fim de devolver-lhes a dignidade ou minimizar os anos perdidos
como resultado desta situagdo causada pela hanseniase.

Apesar de um aparente progresso observado nos ultimos anos no controle
da hanseniase, a identificagdo precoce de casos continua sendo um dos objetivos
primordiais dos programas de controle desta doenga. Além disso, o insucesso do
atual esquema terapéutico sobre a incidéncia da hanseniase demonstra que a
eliminagdo da doenca como problema de saude publica, proposta pela
Organizagdo Mundial de Saide (OMS), depende de uma agdo incisiva sobre a
interrupgdo da sua cadeia de transmissao.

O longo periodo de incubagio da hanseniase, seus sintomas ¢ sinais
insidiosos produzem dificuldades em seu diagnostico e classificagdo clinica
correta. O reconhecimento precoce do comprometimento neural na hanseniase
sobretudo em contatos domiciliares ¢ na forma neural primdaria, em que os
achados clinicos e laboratoriais classicos da doenga estdo, por definigdo, ausentes,
representa um grande desafio na pratica clinica, tanto pela dificuldade em
suspeigdo diagndstica como pela falta de métodos diagnosticos disponiveis
durante a investigacdo, ja que poucos centros dispdem de eletroneuromiografia
(ENMG), testes soroldgicos, moleculares e bidpsia de nervo periférico para
auxiliar na comprovagao diagndstica.

Esta tese ¢ a materializacdo dos ideais acima expostos, objetivando a
demonstragdo inequivoca de que a hanseniase ¢ uma doenca primariamente
neural, inicialmente caracterizando ¢ validando os exame soroldgicos,
moleculares e neurofisioldgicos em casos suspeitos de hanseniase neural primaria
(HNP), uma condi¢do ainda subdiagnosticada e desafiadora na pratica clinica ¢ a
possibilidade do diagnéstico precoce da hanseniase em sua forma neural, através
da busca pelo comprometimento neural subclinico em contatos domiciliares de

pacientes com hanseniase.
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2- Fundamentacio Teorica
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2.1- Aspectos Historicos

A hanseniase ¢ considerada uma das mais antigas doenc¢as da humanidade.
Foi1 descrita desde os tempos biblicos, com os primeiros relatos ha mais de 3000
anos, sendo a origem da doencga ainda controversa, embora acredita-se que tenha
iniciado na Africa ou Asia (EIDT, 2004).

A doenga foi introduzida na América Latina durante o periodo de
colonizagdo espanhola e portuguesa, associado ao trafego de escravos africanos,
que constituiu a sua principal via da disseminagdo no continente. O primeiro caso
descrito no Brasil ocorreu em 1600, na cidade do Rio de Janeiro, onde
posteriormente também foi criado o primeiro leprosario nacional (EIDT, 2004;
YAMANOUCHI, 1993).

De acordo com os conceitos atuais, varios autores questionam a utilizagio
do termo lepra, ja que este substantivo nio se refere exclusivamente a hanseniase,
mas a inumeras patologias cutdneas que ao longo dos anos foram sendo
classificadas e desvinculadas desta terminologia (CURY, 2010).

O termo lepra ¢ atribuido ao noruegués Gerhard Armauer Hansen (figura
1), o primeiro pesquisador a identificar o bacilo M. Leprae como causa da doenga

em 1873, revolucionando os conceitos da €poca sobre a moléstia (JUCKER-

KUPPER, 2009).

Fonte: Who Named It em www.whonamedit.com

Figura 1 - Gerhard Henrick Armauer Hansen. Médico bacteriologista e dermatologista
noruegués, conhecido pela identificacdo do Mycobacterium leprae como o agente causador da
hanseniase em 1873.


http://www.whonamedit.com
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2.2- Aspectos Epidemiologicos

A hanseniase ¢ considerada um problema de saude publica especialmente
pelo seu potencial incapacitante ¢ forte efeito social de discriminacio e estigma.
Além disso, a hanseniase ainda representa a principal etiologia infecciosa de
neuropatia periférica em todo o mundo (YAWALKAR, 2002).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS), através de programas
governamentais bem como pelo apoio do Banco Mundial e de Organizag¢des ndo
Governamentais (ONGs), estabeleceu como meta a redugdo da prevaléncia da
doenga a menos de um caso numa populagdo de 10.000 habitantes no ano de
2000. Entretanto, neste ano, a prevaléncia global registrada foi de 1,24 casos por
10.000, representando uma redugdo de 90% da prevaléncia registrada em 1985.
Na ocasido, 107 dos 122 paises considerados endémicos em 1985 conseguiram
atingir a meta determinada pela OMS. Entretanto, a queda da prevaléncia mundial
da hanseniase deveu-se exclusivamente & implementagdo dos esquemas de
poliquimioterapia (PQT) e alta de todos os casos notificados apos a conclusao do
tratamento proposto (WHO, 2002).

Para algumas autoridades no assunto, existem inimeros equivocos nesta
politica implementada pela OMS, ja que as taxas de incidéncia continuaram a ser
altas em varios paises (WHO, 2016). Além disso, apesar da disponibilizagdo da
PQT, nao houve um acompanhamento rigoroso apds a alta destes pacientes na
maioria dos paises que atingiram a meta proposta. Por isso, a wvigilancia
inadequada, pesquisas precarias, alta precoce, a disseminagdo de informagdes
imprecisas ¢ a reducdo do apoio politico aumentam o problema de ndo se
desenvolver estratégias mais eficazes para eliminar a hanseniase, de modo que o
futuro da eliminagao desta doenca em nivel global permanece muito distante.

A hanseniase ainda ¢ uma doenca endémica em alguns paises. Foram
relatados 211.973 casos novos da doengca no mundo em 2015 (2,9 casos por

100.000 habitantes), conforme dados da OMS (WHO, 2016). Quanto ao Brasil,
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registrou-se 25.218 casos novos da moléstia no ano de 2016, sendo que desse
total 18.224 foram classificados como multibacilares (MB) o que demonstra e
reforga a presenga do diagnostico tardio (WHO, 2017). O Brasil além de ser o
segundo pais em numero de casos notificados, € responsavel por 92% de todos os
casos da América (WHO, 2002, 2016; FREITAS; DUARTE; GARCIA, 2014).

O controle da hanseniase no Brasil envolve uma cadeia causal muito
complexa, de modo que existe uma necessidade clara de se intensificar as
medidas capazes de contribuir com o diagnostico precoce da doenga, bem como
acdes para promover a prevencgdo, inclusive considerando as desigualdades
sociais existentes no territorio nacional (FREITAS; DUARTE; GARCIA, 2014).
As regides Centro-Oeste, Norte e¢ Nordeste sdo as mais comprometidas,
possivelmente devido a uma associacdo com as condi¢des socioecondmicas ¢ de
politicas publicas locais que influenciam diretamente a questdo do acesso aos
servigos de saude (ARAUJO, 2003; KERR-PONTES et al., 2004; SOUZA; EL-
AZHARY; FOSS, 2009).

O predominio dos casos nas formas MB, a presen¢a de casos com graves
incapacidades neurais ¢ a notificagdo de novos casos em criangas no Brasil,
demonstra o atraso no diagnéstico da doenga, assim como o despreparo no
reconhecimento das implicagdes dessa micobacteriose, refor¢ando o controle
epidemiologico ineficiente da hanseniase, cuja transmissdo ainda esta ativa no
pais (CARNEIRO et al., 2011; WHO, 2016).

Conforme 1lustrado na figura 2, a estratégia global para controle da
hanseniase proposta para o periodo de 2016 a 2020 tem o objetivo de reduzir
ainda mais a carga de hanseniase no ambito global e local, estando fundamentada
em trés pilares: fortalecer o controle, a coordenacdo e¢ a parceria do governo;
combater a hanseniase e suas complicagdes; ¢ combater a discriminacido e
promover a inclusdo. Para isso, propde uma énfase no diagndstico precoce de
casos, antes do surgimento de incapacidades visiveis, assim como uma maior

deteccdo da doenga em grupos de risco, mediante campanhas em areas de alta



28

endemicidade. A estratégica global propde ainda o desenvolvimento de planos
nacionais para garantir o exame de todos os contatos proéximos de pacientes com

o diagndstico de hanseniase, sobretudo os contatos intradomiciliares (WHO,
2016).

2016-2020
ESTRATEGIA GLOBAL PARA HANSENIASE

® Zero doenga INDICADORES

® Zero transmissao de Reduzir ainda mai Numero de criancas com diagnéstico de
hanseniase wgau ;‘ﬂ,ﬁ; e b"c'f,'fje hanseniase e deformidades visiveis

® Zero incapacidade hanseniase Taxa de novos casos de hanseniase com
decorrente de hanseniase deformidades visiveis

® i Numero de paises com leis que permitam a
ﬁf;",ﬁf’,&"&ﬁf discriminagao por hanseniase

Figura 2 — Estratégia global para o controle da hanseniase no periodo entre 2016-2020. Modelo
esquematico evidenciando os principais objetivos e metas definidas para este periodo pela
Organizag¢do Mundial de Saude.

2.3- Vias de Transmissao do Mycobacterium leprae

A principal via de transmissdo da doenga ¢ a via aérea superior. Estudo
recentemente publicado por Araujo et al. (2016) corroborou com esta afirmagao,
através da avaliagdo minunciosa ¢ caracterizacdo dos participantes por qPCR de
amostras de biopsias de concha nasal, swabs nasais ¢ da sorologia de pacientes ¢
contatos, comprovando e sistematizando que a via aérea € a principal via de
disseminagdo de M. /eprae e particularmente o nariz € a porta principal de entrada
¢ saida do bacilo, favorecendo a persisténcia da doengca no contexto

epidemiologico.
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A exposi¢do de um individuo ao bacilo leva a uma infec¢do da mucosa
nasal, que desencadeia respostas imunes tanto celulares quanto humorais e, caso a
colonizagdo seja bem sucedida, o M. leprae ¢é transportado pela corrente
sanguinea ¢ desseminado para locais em que possa encontrar um crescimento
favoravel, como as células de Schwann (PATROCINIO et al., 2005;
MARTNINEZ et al., 2011; REIS et al., 2014; ARAUJO et al., 2016).

O M leprae ja4 foi detectado no solo, agua e até¢ mesmo em superficies
ambientais de areas endémicas, embora ndo exista até o momento uma
comprovacdo de como os bacilos de fontes ambientais poderiam infectar um
individuo. Por isso, outras vias de eliminagdo do bacilo ndo sio relevantes do
ponto de vista epidemioldgico, ja que o bacilo ndo atravessa a pele integra e a
infecgdo ndo se dissemina pelo toque (JOB et al., 2008; ARAUJO et al., 2016).

Classicamente, considera-se que a transmissdo do M. leprae se dé
exclusivamente pelo contato de pessoas suscetiveis a doenga com os doentes ndo
tratados das formas MB: grupo dimorfo (D) e forma virchowiana (V), ou seja,
com baciloscopia positiva. No entanto, a presenca de DNA em metade das
amostras de swab nasal de contatos domiciliares de pacientes com diagnostico de
hanseniase no estudo de Araujo et al. (2016), apoia a teoria de que a transmissao
por pessoas sem nenhum sintoma de hanseniase, porém com a presenga do M.
leprae na mucosa nasal possa ocorrer, visto que, os programas de controle
baseados na PQT ndo surtiram efeito esperado sobre a incidéncia da doencga
(CHELH; HASTINGS, 1985; PATROCINIO et al., 2005; ARAUJO et al., 2016).

Os pacientes virchowianos ndo tratados podem liberar até 100 milhdes de
bacilos de suas secre¢des nasais diariamente. Estes individuos infectados
eliminam bactérias viaveis pela via nasal, embora 72 horas apos a primeira dose
de PQT os bacilos eliminados pelo paciente sdo incapazes de se multiplicar no
novo hospedeiro (JOB et al., 2008).

A velocidade de multiplicagdo do bacilo ¢ muito lenta e pode durar em

meédia de 11 a 16 dias, permanecendo viavel no meio ambiente por até 9 dias. O
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M. leprae tem o maior tempo de multiplicagdio entre as micobactérias
patogénicas, o que se reflete no tempo de incubagio prolongado e na cronicidade
da doenga (OPROMOLLA, 2000).

Avaliar a exposig¢ao, o inicio da infecgdo e da doenga torna-se virtualmente
impossivel pelo fato do M. /eprae ndo poder ser cultivado in vitro, e o periodo de
incubagdo da hanseniase ser extremamente longo, além de existirem formas
paucibacilares (PB) que sdo dificilmente detectadas por técnicas habituais de
microscopia optica (RIDLEY, 1990; GOULART; MINEO; FOSS, 2000).

O M. leprae tem alta infectividade e baixa patogenicidade, ou seja, infecta
muitas pessoas, embora poucas delas deselvolvam a doenca. Dentre essas,
algumas apresentam resisténcia ao bacilo, constituindo os PB, que abrigam
pequeno numero de bacilos no organismo, teoricamente insuficiente para infectar
outras pessoas. Em contrapartida, um nimero menor de pessoas nio apresentam
resisténcia ao bacilo, que se multiplica no organismo infectado, passando a ser
eliminado para o meio exterior € podendo infectar outros individuos, constituindo

os MB, que sdo a maior fonte de infecgdo e manutencao da cadeia de transmissao

da doenga (NOORDEEN, 1985).

2.4- Formas Clinicas

As formas clinicas podem ser categorizadas de acordo com a classificagio
de Ridley-Jopling (figura 3), proposta na década de 60, que se baseia na resposta
imunolégica do hospedeiro, classificagdo histopatologica da lesdo cutanea e na
carga bacilar. De acordo com esta classificagdo, os pacientes com uma melhor
resposta imunoldgica do tipo celular (mediada por linfécitos T) sdo classificados
como tuberculdides (T), enquanto os pacientes anérgicos, com uma deficiéncia
importante deste tipo de resposta imune celular sdo classificados como

virchovianos (V).
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Entre estes dois extremos, encontram-se os pacientes definidos como
“borderline”, por apresentarem respostas imunoldgicas intermediarias. Além
disso, de acordo com a resposta immune destas formas intermediarias, podem ser
diferenciadas como dimorfo-virchovianos (DV), dimorfo-tuberculéides (DT) ou
mesmo dimorfo-dimorfo (DD). Deve-se ressaltar ainda que até em um mesmo
individuo, estas formas clinicas podem sofrer variagdes, de acordo com o estado
imunologico/reacional em relagdo a propria doenga (RIDLEY; JOPLING, 1962;
HASTINGS, 1985; GOULART et al., 1996).

Classificacdo de Ridley-Jopling
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Figura 3 - Classificacdo de Ridley & Jopling (1966).

Esta classificagdo adota subgrupos dentro do espectro da hanseniase, obedecendo critérios
clinicos e bacteriologicos, enfatizando os aspectos imunologicos. No extremo tuberculdide
(TT) existe uma eficiente imunidade celular, enquanto no polo virchoviano ou lepromatoso
(LL), ha uma deficiéncia da resposta imune celular e, consequentemente, uma elevada carga
bacilar. Entre os dois extremos, observa-se as formas borderline (BT, BB e BL), com respostas
imunes intermediarias.

Apesar de nao ter sido descrita por Ridley e Jopling, a forma indeterminada
corresponde as fases iniciais da doenga, na qual ainda nao é possivel determinar
clinicamente em qual dos pdélos o paciente se encontra ou ira evoluir. A

hanseniase indeterminada (HI) ¢, portanto, a forma mais precoce da doenga e,
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frequentemente, ndo ¢ diagnosticada. Lesdes de HI quando ndo se curam
espontaneamente, podem passar por um periodo de incubacdo, que pode variar de
um a cinco anos, o que confere a hanseniase caracteristicas de uma doenga
infecciosa de evolugdo cronica, para entdo evoluir para as formas clinicas
definitivas da doenga (YAWALKAR, 2002).

Clinicamente, a forma T mostra-se com lesdo Unica em placa ou em
pequena quantidade, com bordas bem definidas, de tamanhos diversos, com
formas anulares ou circulares bem delimitadas apresentando disturbio de
sensibilidade do tipo anestésico, frequentemente acompanhadas por um
comprometimento neural, inclusive com formagdo de abscessos em casos mais
graves. Os DT se assemelham aos T, porém apresentam lesdes em placa com
bordas pouco delimitadas, também com lesdo neural assimétrica e intensa. Os
DD sido identificados clinicamente pela presenca de lesdes de contornos
irregulares, tonalidade ferruginosa com centro plano, liso, circular com periferia
infiltrada e borda espessa de caracteristica foveolar, também com
comprometimento neural intenso e extenso (Figura 4) (SOUZA, 1997,

OPROMOLLA, 2000).

Figura 4 — ManifestagOes cutaneas nas diferentes formas clinicas da hanseniase.

A — Forma tubérculoide (T). B- Forma dimorfo-tuberculoide (DT). C- Forma dimorfo-dimorfo
(DD). Imagens autorizadas pelos pacientes e cedidas pelo Centro de Referéncia Nacional em
Dermatologia Sanitaria e Hanseniase (CREDESH-UFU).
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O grupo DV ¢ anélogo ao V, uma vez que apresentam numerosas lesdes
infiltradas de tom acastanhado, por vezes observando-se a presenga de nodulos
(hansenomas), com poucas lesdes neurais, mas com presenca de
comprometimento visceral. O grupo V manifesta-se com lesdes difusas, com
infiltracdo cutdnea formando papulas, tubérculos, nédulos (hansenomas), placas
de aspecto ferruginoso, acometimento de varios 6rgdos e externando diversos
sinais e sintomas como facies leonina, madarose, perfuragdo de septo nasal,
lesdes osteoarticulares (lesdes liticas), lesdes periodontais, laringite (rouquiddo e
dispneia), acometimento hepatico, esplénico, testicular e dentre outros (Figura 5)

(SOUZA, 1997; OPROMOLLA, 2000).

Figura 5 — Manifesta¢des cutaneas nas diferentes formas clinicas da hanseniase.

A — Forma dimorfo-virchoviana (DV). B e C- Forma virchoviana (V). Imagens autorizadas
pelos pacientes e cedidas pelo Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitaria e
Hanseniase (CREDESH-UFU).

Para fins de tratamento, a classificacdo operacional subdivide os pacientes
em PB ou MB de acordo com o indice baciloscopio (IB), o nimero de lesdes
cutdneas e a quantidade de nervos acometidos. Os pacientes classificados como
PB, incluem aqueles acometidos pelas formas clinicas I, T e DT da classificacéo

de Ridley-Jopling, todos com baciloscopia de raspado intradérmico negativo,
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enquanto os pacientes MB incluem as formas clinicas DD, DV ¢ V (WHO, 1988,
2011). Uma classificagdo simplificada recomendada pela OMS foi proposta em
2000, baseada apenas no numero de lesdes cutdneas, em que pacientes com até
cinco lesdes sdo classificados como PB e os casos com mais de cinco lesdes como
MB. Esta ultima classificagdo operacional simplificada ¢ adotada pelo ministério

da saude no Brasil (BRASIL, 2016).

2.4.1- Hanseniase Neural Primaria

Em alguns pacientes, a hanseniase pode se manifestar como uma
apresentagdo clinica da doenca sem quaisquer lesdes de pele, definida como
hanseniase neural primaria (HNP), cujo diagnéstico ¢ fundamentado
principalmente nos estudos eletrofisiologicos, bidpsia de nervo periférico e
exames moleculares (NASCIMENTO et al., 2013; JARDIM et al., 2004).

Por defini¢do, a HNP se refere aos casos em que se observa a presenca de
uma neuropatia periférica que pode se apresentar como uma mononeuropatia,
mononeuropatia maultipla ou até mesmo uma mononeuropatia multipla
confluente, na auséncia de lesdes cutaneas ao exame dermaneuroldgico € em que
a baciloscopia do raspado intradérmico ¢ negativa (GARBINO et al., 2011, 2013).

A HNP foi inicialmente descrita em 1952, no International Journal of
Leprosy, quando foram publicados os resultados do Simpédsio Internacional sobre
Classificagdo da hanseniase (WADE, 1952). Desde a sua descrigdo, observou-se a
duvida entre a HNP se tratar de uma forma distinta da hanseniase ou uma
condig¢ao dentro do espectro clinico da doenga (GARBINO et al., 2011).

Esta forma clinica, além de classicamente reconhecida como HNP, tem
uma nomenclatura variavel na literatura, sendo comumente referida como
hanseniase neural pura, primariamente neural, forma neuritica, forma neuritica

pura ¢ at¢ mesmo polineuritica (JARDIM et al., 2003), o que inclusive pode
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influenciar os dados epidemiologicos conflitantes em relagdo a esta condigdo
clinica.

Os dados epidemiologicos referentes a HNP sdo extremamente variaveis.
Dongre et al. (1976), na India, em um estudo populacional que avaliou 11581
pacientes, encontrou uma incidéncia de 5.5% de casos compativeis com HNP. Em
um estudo indiano prospectivo, no qual 8000 individuos foram acompanhados ao
longo de um periodo de cinco anos, a incidéncia de HNP foi de 13.2%
(NOORDEEN, 1972).

No Brasil, também existem poucos estudos epidemiologicos relacionados a
HNP. Garbino et al. (2008) descreve uma casuistica de um centro de referéncia
nacional em hanseniase, no qual foram realizadas 162 biopsias de nervo
periférico em um periodo de 20 anos e, destas, confirmados 34 casos de HNP
(menos de dois casos por ano). Em outro trabalho de Garbino et al. (2005), foram
confirmados 14 casos de HNP em um periodo de 10 anos. Tomaselli (2014) em
um estudo observacional retrospectivo, avaliou pacientes com o diagndstico de
HNP em um periodo de 12 anos em outro centro de referéncia nacional,
totalizando 34 casos. O estudo de Jardim et al. (2003) apresenta a maior
incidéncia da HNP, no qual dos 286 pacientes atendidos com o diagnédstico de
hanseniase, 17.1% foram confirmados com esta forma clinica.

Além de uma prevaléncia baixa da HNP, sobretudo na literatura nacional,
alguns autores consideram ainda a existéncia de erros no diagnoéstico desta forma
clinica, sobretudo por uma investiga¢do incompleta de lesdes cutaneas € por uma
investigagio inadequada por diagnésticos diferenciais, o que prejudica ainda mais
a sistematizacdo dos dados (GARBINO et al., 2011, 2013).

A avaliacdo dermatologica ¢, portanto, essencial na abordagem de um
paciente com suspeita de HNP. Embora por definigdo a auséncia de lesdes
cutdneas seja inclusive um critério diagnostico, alguns trabalhos que
acompanharam pacientes com o diagnostico de HNP, demonstraran que até

15.8% destes desenvoleram lesdes cutaneas em um periodo de 36 meses apds o
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diagnostico (SUNEETHA et al., 2005). Durante o acompanhamento destes casos
¢ possivel ainda a ocorréncia de reagdes hansénicas, inclusive durante ou apds o
tratamento, o que também pode reclassificar a forma clinica da doenga
(GARBINO et al., 2013).

Em casos suspeitos de HNP, a biopsia de areas hipoestésicas ou, na
auséncia destas, de regides proximas ao nervo afetado pode contribuir com o
diagnostico, ainda que a auséncia de alteragdes histologicas nestas amostras nio
exclua esta condigdo (GARBINO et al., 2013). Alguns autores referem que a
biopsia de pele em areas com alteragdes sensitivas correspondentes ao territorio
do nervo afetado podem apresentar alteracdes histopatoldgicas sugestivas de
hanseniase numa proporcao consideravel (GARBINO et al., 2005; MENICUCCI
et al., 2005). Entretanto, apesar de ser um método invasivo, a biopsia de nervo
periférico tem uma sensibilidade de até 75.9%, acima da biopsia de pele (58,6%)
(SUNEETHA et al., 2001).

Clinicamente, a HNP cursa com um comprometimento predominantemente
sensitivo e assimétrico. Van Brakel e Khawas (1994) avaliaram 396 casos novos
de HNP, encontrando comprometimento motor em 96 e comprometimento
sensitivo em 116. Os nervos mais comprometidos foram: componente sensitivo
do nervo tibial (21%), componente motor do nervo ulnar (20%), componente
sensitivo do nervo ulnar (17%), componente sensitivo do nervo mediano (8,8%) e
componente motor do nervo fibular (4.8%) (VAN BRAKEL; KHAWAS, 1994).
Jardim et al. avaliou 49 pacientes com HNP, observando parestesias em 55% dos
casos ¢ comprometimento motor em 24%, dor neuropatica em 12% e perda
sensitiva em 8.0%. Mononeuropatia multipla foi observada em 61% dos pacientes
¢ mononeuropatia em 33%, apenas 6% apresentaram uma polineuropatia
(JARDIM et al., 2003).

Tomaselli (2014) na descri¢do de 34 pacientes com o diagnostico de HNP,
também encontrou uma instalacdo assimétrica dos sintomas em todos 0s casos

avaliados, em 94.2% ocorrendo de maneira isolada em um membro, sobretudo
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nos membros superiores. O territdrio sensitivo mais comprometido foi
correspondente ao nervo ulnar (38.2%). A queixa inicial foi sensiva em 91.2%
dos casos, notadamente parestesia e hipostesia. Os nervos sensitivos mais
frequentemente acometidos com um padrdo truncal foram os nervos ulnar e
fibular superficial. Um outro estudo realizado no mesmo servico também
encontrou um predominio sensitivo em 82.9% dos casos no que se refere as
queixas iniciais de pacientes com o diagnéstico de HNP, confirmando ainda o
padrdo clinico de uma mononeuropatia multipla sensitivo-motora em 58.8%
(DOS SANTOS, 2015).

O espessamento neural, embora ndo seja um sinal clinico exclusivo da
neuropatia hansénica, contribui bastante com a suspeita diagndstica, sobretudo na
existéncia de um antecedente epidemioldgico em regides endémicas. A presenga
de espessamento neural foi observada em uma frequéncia de 70.6% a 88.2% dos
casos em estudos recentes, reforcando a importancia deste achado no exame
fisico neuroldgico em pacientes sob suspeita de HNP (Figura 6) (TOMASELLI,
2014; DOS SANTOS, 2015).

Figura 6 — Espessamento neural na neuropatia hansénica.

A- Nervo fibular superficial. B- Nervo ulnar. C- Nervo auricular. Imagens autorizadas pelos
pacientes e cedidas pelo Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitaria e
Hanseniase (CREDESH-UFU).
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Ainda em relagdo ao exame fisico, quando avaliadas as modalidades
sensitivas predominantemnte alteradas na neuropatia hansénica, dor e temperatura
sdo as mais comprometidas, enquando a sensibilidade wvibratoria, cinético
postural, bem como os reflexos tendinosos profundos ¢ a for¢a muscular estido
alterados apenas em fases avanc¢adas da doeng¢a ¢ quando hd uma maior
quantidade de nervos afetados pela doenca. Além disso, os sinais clinicos
sugestivos de comprometimento autonomico sdo frequentes e podem ocorrer em
qualquer fase da doenga, inclusive em estagio precoce/subclinico, quando ainda
ndo ha comprometimento truncal evidente (SABIN; SWIFT; JACOBSON, 2005;
TOMASELLLI, 2014; DOS SANTOS, 2015).

Além do comprometimento sensitivo truncal descrito na maioria dos
trabalhos que avaliaram as alteragdes clinicas de pacientes com o diagnostico de
HNP, o dano neural periférico pode assumir uma forma exclusivamente
intradérmica, reforcando o padrio temperatura dependente desta neuropatia.
Nesse acometimento intradérmico, a area sensitiva alterada ndo corresponde a um
territério de inervagdo especifico de um nervo periférico, mas cursa com
alteragdes multifocais, com a presenga de regides hipoestésicas sobretudo em
areas frias do corpo, como a regido anterior do joelho, face posterior do cotovelo
¢ antebraco, 16bulos das orelhas e glabela (TOMASELLI, 2014; DOS SANTOS,
2015).

O diagnostico diferencial da hanseniase neural primaria deve incluir outras
causas de mononeuropatias € mononeuropatias multiplas, tais como inflamatorias
(colagenoses e vasculites ndo-sistémicas); metabolicas (diabetes, hipotireoidismo,
associadas a agentes toxicos € medicamentosos); traumaticas € posturais
(compressdes agudas e cronicas); congénitas e hereditarias (neuropatia hereditaria
suscetivel a pressdo - HNPP, neuropatias hereditarias sensitivo-motoras —
Charcot-Marrie-Tooth - CMT e suas variantes) e tumorais. Por 1sso, € sempre

muito importante, no momento do diagnéstico de HNP, refor¢ar a auséncia de
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outra etiologia suspeita para a neuropatia periférica durante a anamnese ¢
avaliacdo clinica (GARBINO et al., 2011, 2013).

O atraso no diagnostico ¢ comum especialmente nesta forma clinica,
possivelmente em decorréncia da falta de ferramentas diagnosticas disponivelis,
corroborando para um subdiagnéstico. A duragdo da doenga € um fato de extrema
relevancia em todas as formas clinicas da hanseniase, bem como na HNP. Nos
pacientes em que o tempo de evolugdo da doenga ¢ maior do que 12 meses,
observa-se claramente uma maior gravidade dos sintomas sensitivo-motores e,
consequentemente, uma maior quantidade de nervos comprometidos € um maior
comprometimento funcional (TOMASELLI, 2014). Na verdade, a maioria dos
estudos descrevem casos de HNP com evolugdo arrastada, o que é evidenciado
pelo padrdo de mononeuropatia multipla, por vezes confluente observado pela
maioria dos autores (JARDIM et al., 2003, 2004; TOMASELLI, 2014; DOS
SANTOS, 2015).

2.5- Estados Reacionais

Sobrepondo a classificagdo clinica espectral da hanseniase 1mpde-se
ainda, os chamados "estados reacionais" que podem ocorrer durante o curso
natural da doenca, durante o tratamento € mesmo apos o tratamento, quando o
paciente ¢ considerado curado (NAAFS, 1994; FOSS, 2005). Os episodios
reacionais podem acometer todas as formas clinicas da doenga, com exce¢do da
HI (PFALTZGRAFF; BRYCESON, 1985; FOSS; OLIVEIRA; SILVA, 1997,
FOSS et al., 2005).

As reagOes hansénicas podem ser definidas como manifestagdes clinicas
agudas resultantes de alteragdes no balango imunolégico entre o hospedeiro e o
M. leprae (SAMPAIO; SARNO, 1998). Estes episodios agudos, que afetam

principalmente pele € nervos, sdo a principal causa de morbidade e incapacidade
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relacionadas a funcdo do nervo periférico, ¢ sdo classificados em dois tipos:
reacao Tipo 1 e reacdo Tipo 2 (RIDLEY, 1969)

Reagdo Tipo 1 ou reagdo reversa (RR), ocorre principalmente nas formas
dimorfas (DT, DD, DV) e com menor frequéncia nas formas T e virchovianos-
subpolares (Vsp), além de estar associada com um aumento abrupto da resposta
imune mediada por célula contra antigenos do M. leprae. E uma reagdo de
hipersensibilidade tardia associada a redugdo da carga bacilar das lesdes e
ascensao no espectro em dire¢do ao pdlo tuberculdide, também denominado de
upgrading. Esta rea¢do envolve a produgdo de citocinas de resposta Thl,
incluindo interferon-gama, interleucinas (IL) 2 e 12, refletindo uma melhora
imunolégica celular contra o bacilo, por vezes com positivagio do Mitsuda
(SEHGAL; BHATTACHARYA; JAIN, 1990; FLEURY, 1989; FOSS et al.,
2005; ANTUNES etal., 2016).

Clinicamente, a reagdo tipo 1 cursa com uma piora acentuada e aguda das
lesdes de pele presentes previamente, tornando-se eritematosas ¢ edemaciadas,
inclusive com eventuais ulceragdes e surgimento de novas lesdes. No sistema
nervoso periférico, pode ocorrer a agressdo de um ou mais troncos neurais, com

consequente dor e/ou novas alteragdes sensitivo-motoras (Figura 7) (BHAT et al.,

2012; FOSS et al., 2005).

Figura 7 — Reag@o hansénica tipo 1. Paciente dimorfo-tuberculdide, evidenciando novas lesdes
eritematosas e edemaciadas, neste caso acompanhando lesdo no nervo ulnar no segmento do
cotovelo e presenca de mao reacional. Imagens autorizadas pelos pacientes e cedidas pelo
Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitaria e Hanseniase (CREDESH-UFU).
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A reagdo Tipo 2 ou reagdo tipo eritema nodoso hansénico (ENH) ¢
caracterizada por uma reac¢do inflamatoria sist€émica, apresentando imunologia
mais complexa. Normalmente ocorre em pacientes multibacilares, V e DV,
durante e apds o tratamento, embora também possam ocorrer em individuos nédo
tratados. Em alguns pacientes, pode ocorrer um ou mais episddios, ou entdo se
tornar cronica e aparecer mesmo apos o término do tratamento. Nestas reagdes
existe uma associagdo com a resposta imune do tipo Th2, envolvendo a producéo
de fator de necrose tumoral (TNF-a), IL-6, IL-8 e IL-10. Ainda & possivel a
ocorréncia de reagdes mistas, principalmente nos pacientes DV (NAAFS, 1994;
FOSS et al., 2005; ANTUNES et al., 2016).

Na reacdo tipo 2, pode ocorrer o surgimento de papulas ou nddulos
subcutaneos eritematosos e dolorosos, quentes e moveis a palpagdo, reconhecidos
como ENH, que podem inclusive evoluir para necrose caracterizando o eritema
nodoso necrotizante. Pode ocorrer ainda a deposi¢do de imunocomplexos em
diversos 6rgaos, levando a quadros de artrite, glomerulonefrite, orquiepididimite,

miosite, iridociclite, hepatomegalia, vasculites, assim como alteragdes

Figura 8 — Reacdo hansénica tipo 2.

Paciente dimorfo-virchoviano, evidenciando a presenga de nodulos subcutineos compativeis
com o eritema nodoso hansénico e inumeras papulas eritematosas. Imagens autorizadas pelos
pacientes e cedidas pelo Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitiria e
Hanseniase (CREDESH-UFU).
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A ocorréncia de estados reacionais na hanseniase ¢ um evento comum
durante o tratamento que deve ser devidamente monitorado tanto do ponto de
vista clinico quanto laboratorial, ja que estes eventos estdo diretamente
relacionados com o risco de maior incapacidade na doenga. Entretanto, poucos
estudos quantificaram o nimero de reagdes hansénicas por paciente, devido a
uma dificuldade tanto de monitorizar esses individuos e a falta de critérios claros
que determinam o inicio ¢ o fim de um estado reacional (ANTUNES et al., 2016).

Existe uma relacao positiva entre o numero de estados reacionais durante
o tratamento ¢ o numero de lesdes cutdneas observadas no momento do
diagnostico, assim como com o IB da biopsia de pele e raspado intradérmico,
refor¢ando a relagdo destes episodios com a carga bacilar do individuo (SOUSA
et al., 2007; BRITO et al., 2008; ANTUNES et al., 2016).

Por isso, o monitoramento dos estados reacionais ao longo do tratamento
¢ mesmo apos a alta ¢ fundamental na assisténcia de pacientes com hanseniase, ja
que dados clinicos e laboratoriais podem ajudar a identificar grupos de risco e
criar protocolos de monitoramento, prevenindo sobretudo a ocorréncia de lesoes
neurais. (ANTUNES et al., 2013, 2016)

As reacdes hansénicas constituem uma situagio de urgéncia médica, em
algumas situagdes com necessidade de intervengdo medicamentosa ¢
acompanhamento multiprofissional, ja que sua evolucdo pode levar a grave lesdo
neural, infecgdes secundarias, incapacidades fisicas ¢ sequelas que perpetuam o
estigma relacionado a hanseniase. Basicamente, as reagdes tipo 1 sdo tratadas
com glicocorticoide, especificamente a prednisona, em uma dose de 1 a
1.5mg/kg/dia, com reducdo lenta apds o seu inicio, associado a imobilizagao do
membro comprometido. Os casos de neurite refrataria ao tratamento convencional
devem ser submetidos a pulsoterapia com metilprednisolona em ambiente
hospitalar. Em contrapartida, o medicamento indicado para a reacgao tipo 2 ¢ a
talidomida na dose de 100 a 400 mg/dia de acordo com a gravidade do caso

clinico e laboratorial (BRASIL, 2016).
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2.6- Espectro da Resposta Imune ao M. Leprae

Embora a hanseniase seja uma doenga infecciosa cronica ela também
pode ser considerada uma doenga imunoldgica, uma vez que as reagdes do
sistema imune sao de grande importancia na defesa contra a infecgdo (RIDLEY
JOPLING, 1966). A imunidade celular tem um papel primordial na hanseniase
uma vez que ela protege o individuo contra a doenga e contra a disseminag¢ao do
bacilo (GODAL; NEGASSI, 1973; GOULART et al., 2000).

O processo imunologico a nivel celular estd intimamente relacionado aos
padrdes de citocinas produzidas pelas primeiras células de defesa, a quantidade
produzida, ao periodo de producao e a disponibilidade destas citocinas no sitio da
infecgdo (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; YAMAMURA, 1992;
KABELITZ; MEDZHITOV, 2007). Quando a micobactéria entra em contato com
os macrofagos do hospedeiro, ele ¢ fagocitado e o macréfago passa a produzir
citocinas IL-1, TNF-a e IL-12 que atuam sobre linfocitos T, principalmente
CD4+ tornando-os ativados e capazes de produzir suas proprias citocinas. Os
linfécitos CD4+ sdo subdivididos em T-auxiliares 1 (Thl), que produzem as
citocinas IL-2, IFN-y e TNFB, ¢ em T-auxiliares 2 (Th2) que produzem as
citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-8 e IL-10 (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002;
MONTOYA et al., 2009; MODLIN, 2010).

Na hanseniase, a ativacdo dos linfocitos Thl produz IL-2 e leva a
proliferagcdo de elementos da imunidade mediada por célula (IMC) e da
hipersensibilidade tardia. Através de fatores como o IFN-y, os linfocitos Thl
ativam os macréfagos aumentando suas capacidades microbicidas. Além disso,
um excesso de IFN-y pode suprimir a fung¢do dos linfocitos Th2. No entanto, a
citocina IL-4, produzida por linfécitos Th2, suprime a ativacao das células Thl ao

mesmo tempo em que promove diferenciacdo e ativacdo de células B
(GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; MODLIN, 2010; GOULART et al.,
2000).
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Pacientes com hanseniase T tém uma forte imunidade celular, mas
apresentam baixa produgdo de anticorpos. Esse modelo de imunidade ¢é refletido
em granulomas que se formam em torno dos nervos e produzem dano neural
sensitivo periférico e lesoes de pele secundarias (DE FREITAS; NASCIMENTO;
QUAGLINO, 2003). Nesses pacientes, observa-se uma resposta imune celular
especifica com participacdo de linfécitos, principalmente do tipo TCD4+, tipico
do padrdo Thl. Desse modo, M. leprae ¢ raramente visto € a resisténcia ao
patogeno ¢ forte, a julgar pela ativacdo in vitro de linfocitos de pacientes em
respostas aos antigenos de M. leprae (MODLIN; REA, 1988). Portanto, as
citocinas que predominam nas lesdes da forma clinica T sdo tipicas do padrao
Th1 (IL-2 e IFN-y) e atuam no sentido de aumentar a IMC (MODLIN, 2010).

Pacientes com hanseniase V ndo apresentam resposta celular eficaz contra
o M. leprae ¢ nas lesdes de pele encontram-se macréfagos jovens pouco
diferenciados ¢ um pequeno numero de células T, predominantemente do tipo
CD8+ (GOULART et al., 1996). Nesse polo, predomina a imunidade humoral
tipo Th2, a qual exibe altos titulos de anticorpos especificos contra o glicolipideo
tenolico I (PGL-I), antigeno especifico de M. leprae, presente nos tecidos e soro
de pacientes DV ¢ DD, sem, no entanto, conferir prote¢io efetiva contra o bacilo
(SPENCER; BRENNAN, 2011).

Além do modelo bifasico de diferenciagdo das células T CD4+ nos subtipos
Thl ou Th2, diversas subpopulag¢des de células T também envolvidas com a
resposta imune foram descritas e caracterizadas recentemente, de modo que os
subtipos de células T sdo distinguidos ndo so pelas citocinas, mas também pela
expressao de fatores de transcrigdo, incluindo os subtipos Th17, Th9 ¢ as células
T-reguladoras (Treg) (HIRAHARA; NAKAYAMA, 2016).

As células Treg suprimem ativamente a resposta imune a antigenos
proprios e antigenos tumorais, além de inibir o desenvolvimento de doengas
autoimunes, assim como controlar a resposta inflamatéria a bactérias, virus,

parasitas ¢ fungos, contribuindo para a persisténcia do agente infeccioso
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(KAUFMANN; KABELITZ, 2010). Pesquisas tém demonstrado um predominio
de células Treg, especialmente produtoras de IL-10, nas formas do polo
lepromatoso da doenga, indicando um papel supressor da resposta imune
(PALERMO et al., 2012; FERNANDES et al., 2013) e eventual persisténcia da
infecgdo pelo M. leprae. Também ha indicios da relagdo das células Treg com as
reagcOes hansénicas, principalmente do tipo 1 (PARENTE et al., 2015). Os
linfocitos Th17 sdo secretores da citocina IL-17, que tem uma agdo pro-
inflamatoria, e estdo envolvidos na defesa contra microrganismos ¢ na mediacao
de inflamacgdo, sobretudo nos pacientes PB (SADHU et al., 2016).

Existem diversos receptores de reconhecimento padrdo (RRP) presentes
principalmente na membrana de células efetoras do sistema imune inato que
reconhecem diferentes tipos de ligantes, porém aqueles de maior interesse na
hanseniase sdo os receptores do tipo foll, conhecidos como toll-like receptors
(TLRs) (KAWALI; AKIRA, 2009). Dentre os principais componentes na parede
celular do M [leprae, o PGL-1 possui ligantes lipidicos reconhecidos pelos
receptores 7LR2 e pelo heterodimero TLR2-TLRI que desencadeiam vias para
combater micro-organismos intracelulares, influenciando componentes da
imunidade inata e adaptativa estimulando linfocitos T ou B (THOMA-
USZYNSKI et al., 2001; KRUTZIK et al., 2003).

Diante da complexidade dos mecanismos da resposta imune, torna-se
complexo determinar as causas da anergia celular em pacientes V, a qual pode ser
resultante de defeitos no processamento ¢ apresentagido do antigeno aos linfécitos
T, ou entdo devido a auséncia de linfocitos reativos ao M. leprae. Nas lesdes de
pacientes V ha predominio de linfécitos T supressores ao contrario do que ocorre
na forma T, na qual predomina os linfocitos T auxiliares. Além disso, pode haver
deficiéncia na produgdo de citocinas estimuladoras e reguladoras (GORODEZKY
et al., 2004; SADHU et al., 2016).

A capacidade de o individuo gerar uma resposta imune celular especifica

contra o M. leprae pode ser mensurada através do teste de Mitsuda (Figura 9),
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uma ferramenta importante no prognostico dos casos de hanseniase que foi
introduzida oficialmente no VI Congresso Internacional de Hanseniase de 1953
em Madri. Este é um teste intradérmico, no qual ¢ injetada uma suspensao de
bacilos mortos que desencadeia no local uma reagdo de hipersensibilidade tardia
do tipo granulomatosa. O resultado ¢ obtido apos 21 a 28 dias ¢ ¢ graduado de
acordo com a medida em milimetros (mm) do diametro da enduragdo (ndo do
eritema) no local da injecdo. Em geral sdo considerados positivos resultados
maiores ou iguais (=) a 5 mm. Pacientes MB, especialmente aqueles com formas
clinicas DV e V, apresentam deficiéncia no combate ao M. leprae ¢
consequentemente seus resultados sdo negativos no teste de Mitsuda. Do outro
lado, pacientes PB, particularmente T, sdo reativos ao teste ¢ apresentam
resultados positivos. Em pacientes dimorfos, verifica-se que a positividade da
reagdo diminui gradualmente a partir do polo T, a medida que a resposta imune
celular diminui em dire¢do ao polo V. (DHARMENDRA, 2012). Em individuos
sadios a positividade ao teste de Mitsuda ¢ associada a uma menor probabilidade

de este desenvolver a doenga posteriormente (GOULART et al., 2008).

[

Figura 9 — Teste de Mistuda.
Realizagdo da injegdo intradérmica de uma suspensdo de bacilos mortos, desencadeiando uma
reagdo local 21 dias apos, neste caso positiva (= 5 mm).

2.7- Patogenia do comprometimento neural periférico
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A patogenia do comprometimento do sistema nervoso periférico na
hanseniase se baseia em dois conceitos principais em torno dos quais o dano
neural ¢ melhor compreendido: a infecgdo das células de schwann e a presenca de
inflamag¢do perineural (SCOLLARD, 2008; SCOLLARD, TRUMAN;
EBENEZER, 2015).

Apos a entrada dos bacilos no organismo humano pela via respiratoria,
ocorre uma especificidade imunolégica pelos macréfagos ¢ células de Schwann,
com uma consequente infecgio destes tipos celulares. O M. leprae compromete
os nervos deslocando-se nos linfaticos epineurais ¢ vasos sanguineos, invadindo
sobretudo o compartimento endoneural. A presenga de inflamagdo perineural na
hanseniase ¢ um achado histopatologico muito importante, pois corrobora com a
rota pela qual este bacilo entra nos nervos, reforcando a infecgdo das células
endoteliais por este agente (SCOLLARD, 2008; SCOLLARD; TRUMAN;
EBENEZER, 2015).

Os nervos periféricos mais comumente acometidos na hanseniase sao
aqueles com localizagcdo mais superficial, sobretudo nas regides frias e sujeitas a
traumatismos. Estes locais mais frios (regido anterior do joelho, posterior do
cotovelo e face) sdo adequados para a proloferacio do M. leprae, cujo
crescimento ¢ extremamente influenciado pela temperatura corporal, com uma
maior proliferagdo do patdégeno em temperaturas em torno de 27 a 30 graus
Celsius (AGRAWAL et al., 2005).

Varios mecanismos podem desempenhar um papel na invasao das células
de Schwann pelo bacilo. Este neurotropismo do M. leprae pode ser atribuido a
sua afinidade pelo dominio G da laminina a2, uma proteina de matriz extracelular
que esta presente na lamina basal das células de Schwann. Por sua vez, o
complexo M. leprae/laminina- a2 se liga a complexos de destroglicano (porgao
extracelular (o) e outra transmembrana (B)) (MATSUMURA et al, 1997). O M
leprae se associa com a molécula a-distroglicana, enquanto a - distroglicana

conecta-se com a distrofina, uma proteina intracelular associada a actina,
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formando um complexo constituido pela laminina,  o-distroglicana, J-
distroglicana e distrofina. Deve-se salientar ainda a existéncia moléculas
presentes no proprio bacilo responsaveis pela sua ligagdo com a laminina o 2, tais
como a proteina de ligacdo do M. leprae a laminina (ML-LBP2) e o glicolipidio
fenodlico espécie-especifico (PGL-1), responsaveis por mediar o processo de
invasdo do Dbacilo (FREEDMAN; WEINSTEIN; KAPLAN, 1999;
MATSUMURA et al., 1997; SHIMOI et al., 1999; RAMBUKKANA et al., 1997,
2001, 2002; SCOLLARD; TRUMAN; EBENEZER, 2015).

O comprometimento ocorre tanto nas células de Schwann mielinizadas
quanto nas ndo mielinizadas e, por vezes, como o M leprae ¢ muito bem
adaptado, minimamente toxico, ¢ capaz de se multiplicar em varias células mas
sem causar uma disfungdo importante nas fases iniciais, inclusive sem interferir
na capacidade basica de interagdo com os axdénios ¢ de produzir mielina
(SCOLLARD; TRUMAN; EBENEZER, 2015).

Apo6s a invasdo do M. leprae no interior da célula de Schwann, ndo ha um
mecanismo eficiente para a eliminacao do bacilo, que continuam se proliferando e
invadindo novos macrofagos. Por 1sso, varios mecanismos patogénicos podem ser
responsaveis pelo dano neural na hanseniase, incluindo a interferéncia bioquimica
do M. leprae com metabolismo celular do hospedeiro, danos mecanicos devido o
grande fluxo de células e fluidos, ou imunoldgicos (SPIERINGS et al., 2001;
MATTOS et al., 2010).

Em fases tardias da infecgdo, o bacilo compromete a homeostase celular e
desencadeia uma cascata de eventos, que no espectro V culminam com a
formagdo de globias, conferindo um aspecto celular espumoso e, em ultima
analise, levam a um processo de desmielinizagdo segmentar. A desmielinizagdo ¢
induzida por uma variedade de insultos, incluindo altos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias, 6xido nitrico e ativagdo do receptor tirosina kinase (ErbB2), todos
contribuindo com este tipo de lesdo (SCOLLARD; TRUMAN; EBENEZER,
2015).
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Esta bem estabelecido que a imunidade inata do hospedeiro a M. Leprae
também ¢ quem determina a manifestagdes clinicas neurais da hanseniase.
Acredita-se que mais de 99% da populagdo apresenta prote¢do imune adequada a
infeccdo ¢ ndo desenvolve os sinais e sintomas da doenga. Do ponto de vista
infeccioso, a presenga de uma adequada resposta imune celular pode ser benéfica,
ja que promove mecanismos capazes de levar a morte do bacilo. Contudo, no
sistema nervoso periférico, o quadro inflamatorio que acompanha a infec¢do no
tecido nervoso pode resultar em danos graves e irreversiveis nestes pacientes
(SPIERINGS et al., 2001; SCOLLARD, 2008; SCOLLARD;,; TRUMAN;
EBENEZER, 2015).

O comprometimento neural periférico clinico detectavel ocorre em
aproximadamente 10% dos pacientes PB ¢ 40 % dos pacientes MB, sobretudo
naqueles que desenvolvem episodios reacionais ao longo de sua evolugdo.
Entretanto, sabe-se que o envolvimento neural subclinico pode ocorrer em
praticamente todos os pacientes com hanseniase ¢ que 30% das fibras nervosas
precisam ser destruidas antes que as alteragdes sensitivas se tornem detectaveis
(VAN BRAKEL; KHAWAS, 1994; SPIERINGS et al., 2001; SCOLLARD;
TRUMAN; EBENEZER, 2015).

2.8- Diagnostico da Hanseniase

Em se tratando de uma doenga infecto-contagiosa ¢ de grande potencial
incapacitante, o diagnéstico precoce deve ser o primeiro objetivo das agoes de
controle da hanseniase. O diagnostico clinico é baseado na presenga de alguns
sinais cardinais da doenca: lesdes de pele com hipoestesia termo-analgésica,
espessamento de nervos periféricos e presenga do bacilo em esfregagos dérmicos,
biopsia de pele ou nervo. Na presenca destes trés sinais, a sensibilidade
diagnostica ¢ de até 97% ¢ o valor preditivo positivo de 98% para o diagndstico

de hanseniase (OOI; SRINIVASAN, 2004; BRITTON; LOCKWOOD, 2004).
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O exame baciloscopico deve ser feito idealmente através da coleta de
material nos lobulos auriculares, cotovelos e joeclhos. Apds a realizagdo de
procedimentos laboratoriais adequados, o resultado ¢ negativo quando nenhum
bacilo ¢ encontrado em cem campos e € positivo quando encontra-se mais de 10
bacilos em 100 campos (SHEPARD; MCRAE, 1968).

O padrio ouro de diagnostico em hanseniase, considerado ainda hoje, sdo o
exame clinico dermato-neurolégico e a baciloscopia (coloragdo para BAAR) do
esfregaco dérmico e da bidpsia de lesdo de pele, porém, as formas PB, por terem
poucos bacilos, ndo sdo detectadas por este método convencional. Como na
coloragdo de BAAR sio necessarios no minimo 10.000 bacilos por grama de
tecido para deteccdo confiavel, a sensibilidade ¢ baixa, principalmente em
pacientes com caracteristicas tuberculdides da doencga, onde os bacilos sio raros
ou ausentes. (SHEPARD; MCRAE, 1968).

Como o diagnostido da hanseniase ¢ baseado principalmente em
manifestacdes clinicas, a escassez de sintomas no inicio da doencga pode
contribuir para erros no diagnostico ou para o subdiagnostico. Por 1sso, com o
avango tecnoldgico, inumeras ferramentas laboratoriais vém sendo desenvolvidas

na investiga¢do da hanseniase, tais como os testes soroldgicos € moleculares.

2.8.1- Histopatologia

O exame histopatologico complementa o diagndstico de hanseniase. Nas
manifestacdes iniciais da HI, os infiltrados s3o discretos, constituidos
principalmente de linfocitos, histidcitos ndo diferenciados e alguns fibroblastos.
A localizagdo perineural € ao redor dos anexos cutaneos ¢ muito importante e
deve ser valorizada quando nio forem encontrados bacilos, correlacionando com

lesdes clinicas sugestivas (RIDLEY, 1990).
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Na forma clinica T, ha macrogagos ¢ histidcitos diferenciados em células
epitelidides formando granulomas proximos a pele € aos nervos. A pesquisa de
bacilos também ¢ quase sempre negativa (RIDLEY, 1990; FLEURY, 2000).

No grupo D, ha intenso edema inter e intracelular; os granulomas sao
difusos, amarelados que podem simular a degeneragdo lipdidica encontrada na
célula de virchow (RIDLEY, 1990; FLEURY, 2000).

Na forma V, encontramos os macrofagos carregados de bacilos e globias,
pois ndo tém capacidade de destrui-los. Os bacilos sdo vistos também nos filetes
nervosos, endotélio e parede de vasos, bainhas e musculos erctores dos pélos
(RIDLEY, 1990; FLEURY, 2000).

A descricdo histopatologica  das alteragdes encontradas nos nervos
periféricos (figura 10) comprometidos na hanseniase foi detalhada em estudos
pioneiros que abordaram o dano estrutural que ocorre na doenga (DASTUR;
RAMAMOHAN; SHAH, 1973). Chimelli et al. (1997) reforcou o valor da
biopsia de nervo no diagnostico da HNP através da demonstragdo das principais
alteragdes morfologicas ¢ o seu significado, contribuindo com o diagndstico
diferencial com outras neuropatias periféricas. Garbino et al. (2004) corrobora
com este estudo anterior, ressaltando a importancia deste método, sobretudo nos
casos em que a baciloscopia do nervo ¢ negativa.

Antunes et al. (2012) avaliou 144 bidpsias de HNP, apenas 24.3 % destes
apresentaram quadro histologico definitivo de HNP, definido pela demonstragio
do M. leprae nos macrofagos e/ou células de Schwann do nervo. Outros achados
foram encontrados nestas amostras, embora nao sejam patognoménicos de HNP,
tais como presenga de infiltrado epineural, perineural ¢ endoneural, constituido
por células mononucleares, granuloma epitelidide e macrofagos; edema
subperineural, espessamento perineural e presenga de fibrose epineural,
perineural e endoneural. Na avaliagdo por meio de cortes finos, observou-se uma
redugdo na propor¢do de fibras mielinizadas, presenga de microfasciculagdo e

sinais de remielinizagao.
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Hui et al. (2015) avaliou a biopsia de nervo periférico de 46 pacientes com
HNP, 47.8% destes com baciloscopia positiva. Em 21.7% dos casos, observou-se
a presenga de granuloma epitélioide, definidos como um diagndstico provavel de
HNP. Nos demais casos, encontrou-se basicamente a presenga de infiltrado
inflamatorio mononuclear, particularmente no endoneuro, e presenga de achados
nao inflamatoérios, tais como fibrose endoneural e espessamento perineural.

E importante ressaltar que a maioria dos trabalhos citados anteriormente,
que avaliaram os achados histopatologicos de pacientes com o diagnostico de
HNP, recrutaram casos com evolu¢do prolongada, na maioria das vezes com
quadro neurofisiolégico de uma mononeuropatia multipla, demonstrado pelo
comprometimento sensitivo-motor grave em alguns casos, inclusive com
presenca de deformidades, o que interfere nos achados encontrados, sobretudo na
positividade da baciloscopia.

Ainda em relagdo a HNP, a avaliacdo da bidpsia de pele de area
suprajacente ao nervo comprometido, ainda que na auséncia de alteragdes
sensitivas locais ¢ fundamental ¢ também pode contribuir com o diagnostico,
conforme j& descrito anteriormente. Estima-se que em até 30% dos casos ¢
possivel encontrar alteragdes histolégicas compativeis com o diagndstico de
hanseniase, ainda que clinicamente o paciente ndo apresente lesdes cutaneas

caracteristicas (SUNEETHA et al., 2001).
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Figura 10 — Alteragdes histopatologicas em nervos periféricos de pacientes com neuropatia hansénica.

A-

Nervo corado em Hematoxicilina-Eosina (HE), com aumento de 200x, exibindo fibrose peri e
endoneural, além de infiltrado inflamatério mononuclear circundando vasos do perineuro.

Nervo corado em HE, com aumento de 200x mostrando espessamento fibroso e infiltrado inflamatorio
mononuclear do perineuro (seta).

Nervo corado pelo tricromio de Masson, com aumento de 200x, exibindo espessamento do perineuro,
fibrose do endoneuro, angiogénese e redugdo de fibras mielinicas.

Coloracdo pelo Fite-Faraco (cumento de 1000x) demonstrando a presenga de BAAR (setas).

Nervo corado em HE (cumento de 400x) mostrando no perineiro, infiltrado inflamatorio mononuclear e
no endoneuro, granuloma frouxo (setas) de células epitelidides com macréfagos vacuolados de permeio,
sem necrose.

Imagens cedidas pelo laboratério de Patologia do Hospital de Clinicas da UFU.
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2.8.2- Sorologia na Hanseniase

No inicio dos anos 80, o pesquisador Patrick Brennan, da Universidade
Estadual do Colorado (EUA), descreveu o PGL-I, uma molécula da parede celular
do M. leprae altamente antigénica, principalmente na estimulacido da produgédo de
imunoglobulina do tipo M (IgM) (HUNTER; BRENNAN, 1981). Além de
antigénica, esta molécula também estd envolvida no processo patogénico da
invasao de c€lulas de Schwann (HUNTER; FUITWARA; BRENNAN, 1982; NG
et al., 2000) e na regulagdo negativa da resposta imune inflamatoéria, o que
permite que a persisténcia de M. leprae no organismo (SPENCER; BRENNAN,
2011).

O PGL-1 tem sido extremamente estudado desde a sua descoberta,
inclusive contribuindo com grandes avangos em pesquisas na hanseniase
(HUSSAIN et al., 1990; GOULART et al., 2008; BUHRER-SEKULA et al,,
1998). A titulagdo dos anticorpos anti-PGL-I ¢ diretamente proporcional a carga
bacilar do doente, de modo que a soropositividade em pacientes com hanseniase
em sua forma clinica MB ¢ praticamente universal, ao contrario de pacientes PB,
que geralmente sdo soronegativos (CHO et al., 2001; LOBATO et al., 2011;
SPENCER; BRENNAN, 2011).

A avaliagdo sorologica também ¢ de extrema importancia nos pacientes
com o diagnostico de HNP, ja que embora o padrdo ouro para o diagndstico desta
forma clinica seja a avaliacdo histopatologica ¢ a baciloscopia do nervo
periférico, métodos ndo invasivos podem corroborar com este diagnostico. No
estudo de Jardim, Antunes ¢ Simons (2005), foram avaliados 67 pacientes com
diagnostico de HNP, os quais 21% foram soropositivos ao teste ELISA anti-
PGL1. Dentre os pacientes com baciloscopia positiva incluidos neste trabalho,
63% foram soropositivos. Na analise combinada com a avaliagdo molecular por

meio de PCR, 16% dos casos com PCR de nervo periférico positiva e 23% dos
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casos com PCR de nervo periférico negativa apresentaram soropositividade ao
teste ELISA anti-PGL1.

Os testes sorologicos anti-PGL-I sdo capazes de detectar anticorpos nao sé
entre os pacientes de hanseniase, j4 que muitos estudos relatam a detec¢do de
anticorpos especificos contra o M. leprae em populagdo sadia ¢ em contatos
domiciliares de pacientes com hanseniase (MENZEL et al., 1987,
DESFORGENES et al., 1989; ILANGUMARAN et al., 1996; DOUGLAS et al.,
2004; ARAUIJO et al., 2012; 2016). Esta positividade indica que estas pessoas
foram expostas ao bacilo, e que este conseguiu infectar uma célula fagocitica e
posteriormente elicitar uma resposta imune humoral com produgdo de anticorpos
pelos linfocitos B, caracterizando assim, em um individuo assintomatico, uma
infecgdo subclinica (LOBATO et al., 2011).

Por 1ss0, 0s estes sorologicos como o ELISA anti-PGL1 tem sido utilizados
em pesquisas de investigagdo populacional, os chamados screenings, e podem ser
importantes ferramentas para auxiliar no diagnostico precoce de novos casos,
principalmente dos pacientes com hanseniase MB (GOULART et al., 2009;
ARAUIJO et al., 2012; 2016). A deteccdo de anticorpos especificos contra o
PGL-I apresenta positividade de 13% a 25% no grupo dos contatos de pacientes
com hanseniase, além de estudos ja terem demonstrado uma associagdo entre a
soropositividade anti-PGL-I em contatos ¢ um risco maior de adoecer, refor¢cando
a importancia da utilizagdo da sorologia ELISA anti-PGL-I como uma estratégia
de monitoramento da doenca (GOULART et al., 2008; MOURA et al., 2008,
PENNA et al., 2016).

Ainda hoje, o maior desafio no desenvolvimento ¢ aplicagdo de um teste
sorolégico para o diagnostico especifico da hanseniase ¢ a identificagdo de
antigenos que diferenciem entre a exposi¢do e a doencga; ¢ naqueles individuos
soropositivos, diferencie com alta sensibilidade e especificidade o estagio ¢ a

forma clinica da doenga (LOBATO et al., 2011).



56

2.8.3- Deteccao de Mycobacterium leprae

O M.leprae ¢ um microrganismo do reino Monera, filo e classe
Actinobacteria, ordem Actinomicetales, familia Mycobacteriaceae composta pelo
unico género Mycobacterium. O M. leprae ¢ visualizado em microscopia como
um bacilo em forma de bastonete, reto ou levemente encurvado com
extremidades arredondadas, apresentando aproximadamente 1 a 8 um de
comprimento € 0,2 a 0,5 um de didmetro. Possui divisdo binaria muito lenta, ¢
Gram-positivo e um bacilo dlcool-acido resistente (BAAR).

A técnica de coloracdo de Zichl-Neelsen para microscopia foi desenvolvida
em 1882 por Franz Ziehl e Friedrich Neelsen, ¢ desde entdo tem sido amplamente
utilizada na pratica clinica. Nesta técnica, a fucsina confere ao bacilo uma
coloragdo avermelhada em decorréncia ao elevado teor de lipideos estruturais na
parede celular do bacilo (SHEPARD; MCRAE, 1968). Algumas modifica¢des na
técnica de Ziehl-Neelsen, como realizacdo do procedimento a frio ¢ o método
Fite-Faraco foram posteriormente introduzidas, auxiliando na obtencdo de uma
melhor sensibilidade do método.

Na avaliagdo da baciloscopia, o resultado ¢ negativo quando nenhum bacilo
¢ encontrado em cem campos ¢ ¢ positivo quando se encontra pelo menos um
bacilo é encontrado em cem campos examinados. Por 1sso, como na coloragdo de
BAAR s3o necessarios no minimo 10.000 bacilos por grama de tecido para
detec¢do confiavel (SHEPARD; MCRAE, 1968), a sensibilidade deste método ¢
baixa, principalmente em pacientes com hanseniase PB, na qual os bacilos sio
raros ou indetectaveis. Apesar da baixa sensibilidade, o exame de baciloscopia
ainda ¢ considerado o padrio ouro para o diagndstico laboratorial em hanseniase.
(BRASIL, 2016).

Uma das grandes limitacdes no estudo da hanseniase sempre foi a
incapacidade do cultivo de M. /eprae em meio de cultura artificial, motivando

novas pesquisas sobre o agente causador da hanseniase, sobretudo no final da
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década de 80, quando alguns autores demonstraram a possibilidade do uso da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglé€s polymerase chain reaction) para
detecgdo especifica do DNA de M. leprae (HARTSKEERL; WIT; KLATSER,
1989; WOODS; COLE, 1989; WILLIAMS et al., 1990).

A PCR ¢ uma técnica rapida, especifica e sensivel, que permite a
amplificagdo e identificagdo do DNA de M. /eprae em amostras contendo
pequenas quantidades de bacilos, potencializando o uso de ferramentas
moleculares laboratoriais ndo s6 na pesquisa, mas também para auxiliar no
diagnostico de hanseniase, na classificagdo dos pacientes e no monitoramento do
tratamento com a PQT (GOULART et al., 2007). A PCR tornou-se uma técnica
com multiplas aplicagdes e passivel de utilizagdo em amostras coletadas das mais
diversas fontes, abrindo assim novas possibilidades de investigacdo nos diversos
aspectos da hanseniase. A partir da PCR foi possivel o sequenciamento do
genoma do M. leprae, a identificagdo dos poucos genotipos do bacilo e da
provavel origem da infeccdo em humanos, assim como diversas outras
descobertas que ndo seriam possiveis sem uma técnica mais precisa € menos
trabalhosa do que a baciloscopia (TRUMAN, 2004).

O desenvolvimento da técnica de PCR em tempo-real quantitativa (QPCR)
melhorou a sensibilidade e a especificidade na deteccdo do DNA de M. leprae.
Um estudo particular que descreveu a técnica de qPCR para detecgdo do gene
repetitivo RLEP do genoma de M. leprae, por meio da amplificagdo e
hibridizagdo de sonda especifica, indicou o potencial de deteccdo de
aproximadamente 10 bacilos em uma amostra, com quantificagdo da carga
bacteriana pela interpolagdo com o nimero de moléculas de DNA de um controle
padrao conhecido (TRUMAN et al., 2008).

Principalmente nas fases iniciais da doenga, em virtude da dificuldade de
encontrar-se bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), através de métodos
histopatoldgicos, a PCR tem sido usada com sucesso na detec¢io de BAAR

presentes em pequenas quantidades nos tecidos. A técnica de PCR torna possivel
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detectar com alta sensibilidade e especificidade o bacilo de Hansen, quantificar e
determinar a viabilidade do bacilo em sitios especificos (através da detec¢do do
seu DNA), dando valiosas informagdes a respeito da infecgdo e transmissao do M.
leprac (DONOGHUE et al., 2001; KURABACHEW; WONDIMU; RYON,
1997; PATROCINIO et al., 2005; GOULART et al., 2007; REIS et al., 2014;
ARAUIJO et al., 2016).

Estudos relatam o uso da PCR para determinar a presenga do DNA de
Mycobacterium leprae em swabs nasais de pacientes, contatos e populagdo
endémica (PATROCINIO et al., 2005, DE WIT et al., 1993), que inclusive pode
estar relacionada com a dispersdo do bacilo em regides endémicas. Outros
estudos inferem a existéncia de portadores sadios ou infec¢do subclinica com
presenca transitéria de bacilos na secrecdo nasal (KLATSER et al, 1993;
RAMAPRASAD et al., 1997, JOB et al., 2008, ARAUJO et al., 2016), indicando
que o M. leprae ¢ altamente infeccioso e que esses individuos podem exercer um
papel ativo na transmissdo para pessoas nio protegidas.

A avaliagdo da PCR também pode contribuir com o diagnostico definitivo
da hanseniase em sua forma neural, principalmente nos casos com baciloscopia
negativa ¢ com achados histopatolégicos inconclusivos na bidpsia de nervo
periférico. (MARTINEZ et al., 2014).

No estudo de Jardim, Antunes e Simons (2005), no qual foram avaliados 67
pacientes com o diagnostico confirmado de HNP, 37.3% apresentaram
positividade na avaliagdo molecular por meio de PCR. O estudo de Cunha et al.
(2006) avaliou 58 pacientes com o diagnostico de HNP, encontrando 50% de
positividade na analise molecular das amostras de biopsias de nervo periférico,

especialmente em 36.8% dos casos em que a baciloscopia foi negativa.

2.8.4- Comprometimento neural e avaliacao eletroneuromiografica
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Em relagdo ao acometimento dos nervos periféricos, podemos observa-lo em
todas as formas clinicas da hanseniase, embora ocorra uma importante diferenca
em sua apresentagdo, gravidade ¢ extensdo do comprometimento, conforme a
propria resposta imunolégica do individuo. Deve-se ressaltar que estas alteragdes
podem ocorrer antes, durante ou mesmo apds o tratamento especifico da doenca
(BOKU; LOCKWOOD; BALAGON, 2010; LOCKWOOD; SAUNDERSON,
2012; GARBINO et al., 2011; NASCIMENTO, 2013).

As consequéncias relacionadas ao comprometimento neural periférico na
hanseniase constituem a principal causa das sequelas e incapacidades decorrentes
desta doenga, conforme demonstrado na figura 11. Entretanto, ainda ha muita
dificuldade no reconhecimento do comprometimento neural pelos profissionais de
saude, pois para muitos a hanseniase continua sendo uma doenga dermatologica,
ja que as manifestagdes cutdneas sio mais conhecidas e mais facilmente
reconhecidas na pratica clinica (WILDER-SMITH; VAN BRAKEL, 2008;
LOCKWOOD; SAUNDERSON, 2012; LUGAO, 2015).

r’

Figura 11- Sequela e deformidades em paciente com diagnostico de hanseniase neural primaria.
Paciente com sequela grave em membros superiores, onde se observa deformidades decorrentes
de lesdo do nervos ulnar, com mao em garra e a amiotrofia dos interdsseos. Imagens autorizadas
pelos pacientes e cedidas pelo Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitdria e
Hanseniase (CREDESH-UFU).

A neuropatia hansénica pode decorrer como consequéncia de distintos
mecanismos relacionados a interagdo entre o M. leprae e o hospedeiro. O bacilo
causa uma neuropatia periférica de origem sobretudo imunologica, que pode

resultar em comprometimento motor, sensitivo € autondmico (VAN BRAKEL;
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NICHOLLS; DAS, 2005). Histopatologicamente, ha um comprometimento das
fibras mielinizadas e amielinicas, geralmente seguido por substituigdo do tecido
nervoso por tecido conjuntivo e fibrose (DE FREITAS, NASCIMENTO;
QUAGLINO, 2003; NASCIMENTO, 2013). O comprometimento neural pode ser
decorrente do efeito direto da infeccdo pelo M. leprae, como por exemplo dano
aos neurofilamentos, alteragdes de células de Schwann e desmielinizagdo por
contato (RAMBUKKANA, 1997; 2001; 2002). Outro mecanismo sugere lesoes
consequentes ao processo inflamatorio imunomediado, compreendendo a agdo de
anticorpos, citotoxicidade, ativagdo de linfocitos T citotdxicos e outros. Por fim, o
comprometimento neural pode decorrer de edema e processos mecanicos, pois o
acometimento de células de Schwann pode deixar as fibras neurais mais
susceptiveis a efeitos compressivos € o edema de troncos nervosos pode inclusive
levar a um comprometimento isquémico.

Em relagdo ao comportamento da neuropatia hansénica nas diferentes
formas clinicas, na forma T, o comprometimento dos nervos periféricos ocorre de
forma mais restrita, geralmente com poucos nervos alterados, inicialmente restrita
aos ramos intradérmicos, levando a hipostesia térmica e dolorosa nas fases
iniciais do quadro em areas circunscritas do corpo, em especial arcas de
temperatura inferior ao da temperatura central do paciente. Porém, com a
progressao da doenca, a resposta inflamatoria mediada por linfocitos T pode levar
a lesdo neural exuberante, acometendo nervos de maior calibre, como os nervos
mistos (compostos de fibras sensitivas € motoras) subjacentes a lesdo de pele e/ou
dos ramos nervosos intradérmicos (SABIN, SWIFT; JACOBSON, 2005).

A hanseniase apresenta um padrio de distribuigdo muito peculiar, pois ao
mesmo tempo em que se observa hipoestesia térmica-dolorosa em areas
circunscritas correspondentes as lesdes de pele, ocorre o acometimento do tronco
do nervo periférico de forma sobreposta, proporcionando hipoestesia e fraqueza
em regides inervadas por este nervo, mesmo distantes da lesdo inicial (Figura 12).

Nestes nervos, pode ocorrer uma intensa reagao inflamatéria local, inclusive com
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presenca de granulomas e necrose caseosa (SABIN, SWIFT; JACOBSON, 2005).

Figura 12- Padrdo de comprometimento neural na hanseniase.

Paciente com diagnostico de hanseniase forma clinica dimorfo-tuberculdide, com evidéncias de
espessamento nos nervos sural e fibular superficial, associado a presenca de lesdo cutanea
hiperemiada e anestésica em face lateral do pé (que se iniciou seis meses apos o quadro neural).
Imagens autorizadas pelos pacientes e cedidas pelo Centro de Referéncia Nacional em
Dermatologia Sanitaria e Hanseniase (CREDESH-UFU).

Na forma V, o acometimento dos nervos ocorre de forma mais difusa, com
multiplos nervos comprometidos pelo bacilo. Apesar da extensdo do quadro, a
resposta inflamatéria do hospedeiro € fraca, preservando relativamente a
arquitetura e funcdo dos nervos mistos, até mesmo nas fases mais avangadas da
doenca. E muito comum a palpacio de nervos espessados pela doenca nesta
forma clinica, mas com preservagdo funcional dos mesmos (SABIN, SWIFT;
JACOBSON, 2005).

Entretanto, sobretudo em pacientes com o diagnostico de HNP, ndo ¢
possivel uma classificagdo clinica precisa dos espectros imunoldgicos, sobretudo
naqueles que cursam com uma mononeuropatia isolada. Existem relatos na
literatura demonstrando casos em que os pacientes apesar de um Unico nervo
alterado, apresentavam achados histopatologicos na biopsia de nervo periférico
compativeis com formas MB. Portanto, nem sempre a quantidade de nervos

alteradados pela doenga ¢ concordante com o padrao histopatologico encontrado

(DE FREITAS et al., 2004; VITAL et al., 2013).
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O comprometimento neural inclui tanto o comprometimento de troncos
nervosos como de ramos cutaneos distais. Os sintomas sensitivos geralmente
correspondem as queixas iniciais € sdo mais prevalentes. O comprometimento de
fibras finas (sensibilidade térmica e dolorosa) ¢ predominante nos estagios
iniciais, enquanto o comprometimento de fibras grossas e motor ocorre
tardiamente (NASCIMENTO, 2013; TOMASELLI, 2015; KUMAR et al., 2016).

Dentre as formas de apresentagdo clinica mais comumente citadas por
alguns autores, podemos citar: mononeurite, mononeurite multipla e
polineuropatia (mononeuropatia confluente) (NASCIMENTO, 2013). Em estudo
recentemente publicado, Kumar et al. (2016) confirma este padrdo ao avaliar 46
pacientes com o diagnostico de neuropatia hansénica distribuidos em suas
diferentes formas clinicas. Neste trabalho, 60.86% dos casos apresentaram
mononeuropatia multipla como forma de apresentagdo, seguido por
mononeuropatia em 23.9% e polineuropatia em 15.2%. A literatura nacional
também corrobora com a predominancia do padrao de mononeuropatia multipla
como principal apresentagao desta neuropatia (JARDIM et al., 2003; GARBINO
et al.,, 2005; TOMASELLI, 2015; DOS SANTOS, 2016). O predominio de
achados compativeis com uma mononeuropatia multipla ocorre tanto nas formas
PB como nas MB (ANDRADE, 2010).

A avaliagdo eletroneuromiografica ¢ muito importante na neuropatia
hansénica, pois possibilita o reconhecimento da disfungdo neural mesmo antes do
aparecimento dos sintomas (VITAL et al., 2012; CHAURASIA, 2011). Estudos
apontam que até 47% dos pacientes ja apresentam algum comprometimento
neural no momento do diagnostico, 12% cursam com esta injuria apds o inicio do
tratamento ¢ apenas 33% ndo apresentam indicios de comprometimento neural
em nenhum momento da doenga. (SAUDERSON et al., 2000)

Destaca-se que estes dados refletem sobretudo o atraso entre o inicio dos
sintomas e o diagndstico, que inclusive pode consistir em anos, nos quais a

neuropatia hansénica evolui de forma lenta e progressiva, por vezes referida como
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neuropatia silenciosa. (VAN BRAKEL; KHAWAS, 1994, VAN BRAKEL;
NICHOLLS; DAS, 2005; VAN BRAKEL et al., 2008; KHAMBATI, 2009). O
tempo de evolugdo da doenga deve ser considerado na avaliagdo neurofisiologica
destes pacientes, ja que este fator influencia a forma de expressio ¢ as
manifestacoes clinicas desta neuropatia (TOMASELLI, 2015). Deve-se ressaltar
que a maioria dos estudos disponiveis na literatura descreve o padrio
eletroneuromiografico em pacientes com uma evolugdo ja prolongada desta
neuropatia.

Ainda relagao aos achados no exame de ENMG, ha uma dificuldade em se
estabelecer qual ¢ o padrio neurosifiolégico mais encontrado nesta neuropatia,
principalmente pelos diferentes protocolos de avaliagdo eletroneuromiografica
descritos nos diferentes estudos. No estudo de Andrade (2010), foi realizado uma
avaliagdo retrospectiva de 77 pacientes com diagnostico confirmado de
hanseniase, em diferentes formas clinicas, quanto aos dados epidemiologicos,
laboratoriais e clinicos. Neste trabalho, o padrdo neurofisioldégico mais
encontrado foi de neuropatia sensitivo-motora assimétrica, com alentecimento
focal de condug¢do. Outros autores confirmaram o predominio deste padrio
neurofisiologico, inclusive em casos de HNP (TOMASELLI, 2015; DOS
SANTOS, 2016).

As alteracoes assimétricas de laténcias distais, velocidades de condugdo ou
amplitudes foram vistas em todos os trabalhos que realizaram uma avaliagdo
neurofisioldgica extensa ¢ minunciosa de pacientes com neuropatia hansénica,
mesmo naqueles com um comprometimento mais difuso dos nervos, sugerindo
uma mononeuropatia multipla confluente, ndo se encontrando padrao de
polineuropatia simétrica comprimento-dependente (DE FARIA, 1990;
NASCIMENTO, 2013; TOMASELLI, 2014; ANDRADE, 2010).

Os nervos mais acometidos pela doenca sio os nervos fibulares
superficiais, ulnares sensitivos, surais, ulnares motores e auriculares. No nervo

ulnar motor, encontra-se redugdo da velocidade de condugdo no segmento do
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cotovelo em mais de 50% dos casos, que associado a laténcias prolongadas e
sinais de dispersdo temporal, confirma um componente desmielinizante nesta
neuropatia, que ¢ predominantemente axonal para a maioria dos autores.
(BATHALA et al, 2012; NASCIMENTO, 2013; TOMASELLI, 2014;
ANDRADE, 2010; KUMAR et al., 2016)

O acometimento de troncos nervosos ocorre principalmente nos segmentos
em que o nervo segue um trajeto mais superficial, com temperaturas mais baixas.
Além disso, um dado de extrema importdncia nesta neuropatia é o
comprometimento neural em 4reas proximas a tineis osteofibrosos, como as
regides proximais ao tinel cubital (nervo ulnar) (Figura 13) e ao tunel do carpo
(nervo mediano), que sdo particularmente propensas ao espessamento de nervos

em pacientes com hanseniase (MARTINOLI et al, 2000).

Figura 13 — Estudo da condugdo motora no nervo ulnar em paciente com diagnostico de
hanseniase. Paciente da forma clinica dimorfo-tuberculoide, apresentando comprometimento
desmielinizante no segmento pré canal cubital, conforme demonstrado pela técnica inching.
Imagens cedidas pelo Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitaria e Hanseniase
(CREDESH-UFU).

Além do comprometimento de troncos neurais classicamente descritos na
neuropatia hansénica, pode-se observar o acometimento de fibras neurais limitado

a ramos distais intradérmicos, assim como referido anteriormente na forma HNP,
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com consequente reducdo das sensibilidades térmica, dolorosa e tatil inclusive em
areas delimitadas da pele sem lesdes cutaneas visiveis, assim como hipoestesia
em regides mais frias do corpo, como na regido posterior do cotovelo e do
antebracgo, joelhos ¢ 16bulos das orelhas. Este padrao pode inclusive corresponder
a um dos sinais mais precoces na doenga, por vezes acompanhado por uma
redugdo de sudorese e pelos locais, sinalizando comprometimento de fibras finas
autonomicas, nem sempre acompanhado pelo acometimento de troncos de nervos
periféricos, justificando a normalidade do estudo eletroneuromiografico em
alguns pacientes (BRITON; LOCKWOOD, 2004; DOS SANTOS, 2010;
TOMASELLLI, 2015; DOS SANTOS, 2016).

O processo inflamatério local pode gerar um espessamento do nervo, que
por vezes se tornam palpaveis ¢ dolorosos. O espessamento neural pode ser
encontrado de 40 a 75% dos casos. (NASCIMENTO, 2013). Entretanto, em
alguns estudos indianos a prevaléncia desta alteragdo foi de até¢ 94% (VAN
BRAKEL; NICHOLLS; DAS, 2005). E importante ressaltar que as
anormalidades eletroneuromiograficas podem ser encontradas tanto em nervos
espessados como naqueles sem espessamento, assim como a presenga de
espessamento neural pode ser observada em nervos sem anormalidades
eletroneuromiograficas, evidenciando uma dissociacdo clinico-neurofisiolégica
(VAN BRAKEL; NICHOLLS; DAS, 2005; KUMAR, 2016).

A realizacdo da ENMG nos pacientes com diagnéstico de hanseniase é,
portanto, essencial, pois possibilita ndo somente a estratificacdo da gravidade e
padrio de comprometimento neural periférico, mas também a detec¢io de formas
iniciais, contribuindo com o diagnostico precoce. Muitos pacientes apresentam
uma neuropatia subclinica, de modo que a avaliagdo eletroneuromiografica,
sobretudo com um estudo da condugao sensitiva e motora detalhado € superior a
avaliagdo quantitativa da sensibilidade térmica, vibratoria, for¢a muscular e,
também, a avaliagdo sensitiva por meio de monofilamentos, conforme

recomendado atualmante. Por i1sso, a presenca de anormalidades no estudo de
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conducao sensitivo pode ocorrer em pacientes com hanseniase em uma fase muito
precoce (VAN BRAKEL et al., 2008; KHAMBATI et al., 2009; BATHALA et
al., 2012).

Lima et al. (2016) avaliou 166 pacientes com o diagnéstico de neuropatia
hansénica, com objetivo de comparar os testes clinicos ¢ a avaliagdo
eletroneuromiografica no diagnoéstico desta condi¢do. Neste estudo, 67.5%
apresentaram espessamento neural a palpacdo, 95.8% hipoestesia/anestesia e
38.6% fraqueza muscular, enquanto na avalia¢do eletroneuromiografica 77.1%
apresentaram alguma alteragdo detectada pelo método. Em contrapartida, a
concordancia entre a avaliagdo clinica ¢ a ENMG foi classificada como baixa a
moderada, refor¢ando a necessidade de uma avaliagdo combinada.

Na avaliagdo cletroneuromiografica de um paciente com hanseniase ¢
fundamental o entendimento da fisiopatologia desta neuropatia, que além de um
comprometimento sensitivo, pode apresentar um dano em fibras finas, nio
avaliadas por este exame complementar, de modo que ¢ possivel se observar a
presenca de alteragdes sensitivas em um territdrio neural especifico, com estudo
da condugdo sensitiva normal, o que inclusive motiva a aplicagcdo de outras
técnicas neurofisioldégicas na avaliagdo destes pacientes (RAO, 1993;
MARQUES, 2003; LIMA et al., 2016).

Além disso, a avaliacdo eletroneuromiografica pode ser util quando se
propde um acompanhamento periddico, considerando por exemplo a sua
contribui¢do no acompanhamento de estados reacionais. Garbino (2010) avaliou
periodicamente durante seis meses o nervo ulnar de 28 pacientes em estados
reacionais, encontrando  alteragdes  neurofisiologicas  sugestivas  de
comprometimento tanto axonal quanto desmielinizante. De forma interessante, a
presenga de bloqueio de condugdo ocorreu sobretudo durante a reagdo tipo 2,
enquanto no estado reacional tipo 1 foi mais observado a presencga de dispersio

temporal (Figura 14).
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Figura 14 — Estudo da condugéo motora durante episddios reacionais.

Estudo da condugdo motora no nervo tibial (A) evidenciando sinais de dispersdo temporal e no
nervo ulnar (B) evidenciando a presenga de bloqueio de condugdo no segmento do cotovelo,
em pacientes com diagnostico de hanseniase, durante episddios reacionais tipo 1 e 2
respectivamente. Imagens cedidas pelo Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia
Sanitaria e Hanseniase (CREDESH-UFU).

Em relacdo ao estudo neurofisiologico em contatos domiciliares
assintomaticos de pacientes com o diagnostico de hanseniase, existem poucos
estudos na literatura sobre o tema. Alguns trabalhos avaliaram apenas a presenga
de anormalidades autondmicas neste grupo, inferindo a presenca de uma
neuropatia subclinica, o que poderia contribuir com o digandstico precoce,
embora estudos prospectivos sejam necessarios para corroboar estes achados
(WILDER-SMITH, 1996; WILDER-SMITH, 1997; ABBOT, 1991).

No estudo de Furini-Bazan (2008) foram recrutados 321 contatos
domiciliares de pacientes com diagndstico de hanseniase, atendinos no periodo
entre 2000-2007. Durante a selecdo dos participantes, alguns na verdade ja
estavam doentes e apenas 38 foram submetidos a ENMG. Neste estudo, a maioria
dos contatos com alteragdo eletroneuromiografica eram contactantes de um caso
indice MB. Entretanto, ndo houve relacdo entre a soropositividade ao teste ELISA
anti-PGL1 e a presenca de alteracdes na ENMG. Este estudo, embora tenha
encontrado alteragdes eletroneuromiograficas em uma proporcao consideravel dos
individuos, ndo avaliou contatos domiciliares que estavam em um protocolo de
acompanhamento anual rigoroso, o que aumentou a prevaléncia de doentes e do

comprometimento neural neste grupo.
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2.9- Tratamento da Hanseniase

O MS do Brasil em cumprimento as recomendag¢des da OMS regulamenta
o tratamento ambulatorial da hanseniase através de esquemas terapéuticos
padronizados de acordo com a classificagdo operacional do paciente. Os casos PB
devem ser tratados com regimento de 6 doses: rifampicina (600mg) com
administragdo supervisionada mensal ¢ dapsona (100mg mensal ¢ dose diaria
autoadministrada de 100mg). Na sexta dose, os pacientes PB devem ser
submetidos ao exame dermatoldgico, avaliagdo neuroldgica, do grau de
incapacidade fisica e receber alta por cura (BRASIL, 2016).

Os casos MB devem ser tratados com regimento de 12 doses: rifampicina
(600mg), dapsona (100mg) e clofazimina (300mg) com administragio
supervisionada mensal, e dose diaria com dapsona (100mg) e clofazimina (50mg)
autoadministrada. Na décima segunda dose, os pacientes MB devem ser
submetidos ao exame dermatoldgico, avaliagdo neuroldgica, do grau de
incapacidade fisica e receber alta por cura.

Pacientes MB que nao apresentarem melhora clinica ao final do tratamento
devem ser encaminhados para avaliagdo nas unidades de maior complexidade
para verificar a necessidade de um segundo ciclo de tratamento com 12 doses. Em
criancas ou adultos com peso inferior a 30 kg deve-se ajustar a dose de acordo
com o peso. Em casos de intolerancia ou contraindicacdo esquemas terapéuticos
substitutivos com a combinagdo de ofloxacina e/ou minociclina sdo
recomendados (BRASIL, 2016).

Em relagdo ao tratamento da forma HNP, existem algumas dificuldades na
classifcagdo operacional destes doentes. Entretanto, desde 1998, a OMS propos
critérios clinicos que levam em consideracdo o numero de nervos acometidos,
classificando como PB aqueles que apresentam apenas um nervo ¢ como MB

aqueles que apresentam dois ou mais nervos alterados (BRASIL, 2016). Essa



69

classificagdo ¢ questionavel, pois ¢ limitada, por ndo levar em consideracio
inumeros fatores como, por exemplo, o tempo de evolugdo da doenga € momento

do diagnéstico, de modo que pode levar a um tratamento insuficiente.

2.10- Estratégia de Controle da Hanseniase por meio da

avaliaciao de contatos domiciliares

Embora a poliquimioterapia tenha reduzido a infectividade dos pacientes,
ela parece nao ter efeito sobre o aparecimento de novos casos. Especula-se que
este efeito seja devido ao diagndstico tardio ou ainda pela incapacidade, pelos
métodos atuais, de detecgdo de infecgdo subclinica entre os comunicantes de
pacientes com hanseniase (GOULART; GOULART, 2008).

A vigilancia de contatos tem por finalidade a descoberta de casos novos
entre aqueles que convivem ou conviveram, de forma prolongada com o caso
novo de hanseniase diagnosticado (caso indice). Além disso, visa também
descobrir suas possiveis fontes de infecgdo no domicilio (familiar) ou fora dele
(social), independentemente de qual seja a classificagdo operacional do doente
(BRASIL, 2016).

Considera-se contato domiciliar toda e qualquer pessoa que resida ou tenha
residido com o doente de hanseniase. Contato social é qualquer pessoa que
conviva ou tenha convivido em relagdes familiares ou nio, de forma proxima e
prolongada. Os contatos sociais, que incluem vizinhos, colegas de trabalhos e de
escola, entre outros, devem ser investigados de acordo com o grau e tipo de
convivéncia, ou seja, aqueles que tiveram contato muito proximo ¢ prolongado
com o paciente ndo tratado. Atengdo especial deve ser dada aos contatos
familiares do paciente (pais, irmaos, avos, tios etc.) (BRASIL, 2016).

Estima-se que os contatos domiciliares de pacientes MB tém um risco

relativo de desenvolvimento de hanseniase 5 a 10 vezes maior do que o da
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populagdo em geral. A magnitude deste risco esta relacionada a carga bacteriana
do caso indice, sendo até duas vezes maior nos contatos de pacientes MB quando
comparados aos PB (MOET, 2004; DOUGLAS et al. 2004; PENNA et al., 2016).

A 1nvestigacdo epidemioldgica de contatos consiste em uma anamnese
dirigida aos sinais e sintomas da hanseniase, exame dermatoneurologico de todos
os contatos dos casos novos e vacinagdo com BCG para os contatos sem presenca
de sinais ¢ sintomas de hanseniase no momento da avalia¢do, ndo importando se
sdo contatos de casos PB ou MB. A aplica¢do da vacina BCG depende da historia
vacinal e/ou da presenga de cicatriz vacinal, de forma que os contatos com
auséncia ou apenas uma cicatriz, devem receber uma nova dose da BCG
(BRASIL, 2016).

A vacinagio com BCG tem sido usada como estratégia de prevengao contra
a hanseniase desde 1960 (YANAGISAWA, 1960). Desde entdo, alguns trabalhos
tem corroborado com este efeito protetor, com uma redugdo de até 95% do risco
de adoecimento nos contatos com duas ou mais cicatrizes vacinais (MULIYIL;
NELSON; DIAMOND, 1991; CONVIT et al. 1992, 1993; SETIA et al. 2006;
ARAUJO, 2015).

Um dos indicadores propostos pelo Ministério da Saude no
acompanhamento dos servigos de hanseniase ¢ a proporc¢do de contatos de casos
novos examinados, pois mede a capacidade dos centros em realizar a vigilancia
epidemiologica de contatos domiciliares, aumentando a detec¢do oportuna de
casos novos. Idealmente, a propor¢do de contatos examinados deve ser maior que
90% (BRASIL, 2016).

Devido as relagdes complexas entre fatores genéticos, imunologicos ¢
ambientais, a maioria dos contatos ndo serdo infectados nem irdo desenvolver a
hanseniase (GOULART; GOULART, 2009). No entanto, eles podem disseminar
0 M. leprae para individuos susceptiveis, sendo este um modo plausivel de
transmissio da doenca. Estudos na literatura demonstraram que a

soropositividade no ELISA anti-PGL-I ¢ um fator de risco elevado para o
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desenvolvimento de doenca em contatos assintomaticos, principalmente diante de
um caso indice MB. A soropositividade do teste anti-PGL-I indica que bacilos
entraram com éxito no sistema circulatério, o que pode indicar uma infecgdo
subclinica, além de representar um risco relativo de quase seis vezes maior para o
aparecimento da doenga. Entretanto, o niimero de pacientes soropositivos nio
indica a verdadeira prevaléncia de contatos infectados, ja que os pacientes PB
raramente produzem anticorpos especificos, de modo que o numero de contatos
infectados pode ser subestimado (DOUGLAS et al., 2004; GOULART et al.,
2008; GOULART; GOULART, 2008; PENNA et al., 2016).

A existéncia de portadores assintomaticos e infectados subclinicos tem sido
observada apos a realizacdo destes estudos sorolégicos ¢ moleculares em nosso
servigo, embora o papel desses individuos e as condutas neste grupo nao estejam
bem definidas. Sabe-se que este grupo ¢ constituido por pessoas infectadas,
porém sem nenhum sintoma clinico muito evidente, apesar da presenca do bacilo
na pele e¢/ou na mucosa nasal, o que os leva inclusive a ser uma fonte de
disseminagcdo da doenga. Além disso, esses individuos podem apresentar
alteragdes neuroldgicas periféricas, ainda nao indentificadas pelo exame fisico,
considerando-se a idéia de que a hanseniase € uma doenga primariamente neural.

A 1investigagdo da transmissdo e infectividade do M. /eprae por meio das
ferramentas moleculares e imunoldgicas, assim como a documentagdo de
comprometimento neural subclinico neste grupo ¢ fundamental, pois tornara
possivel discutir a quimioprofilaxia ou mesmo o tratamento precoce, como
estratégia complementar ao controle da hanseniase (GOULART; GOULART,
2008).



72

3- Objetivos
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3.1 - Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar os aspectos clinicos,
moleculares, sorolégicos e neurofisioldégicos no diagndstico precoce da
neuropatia hansé€nica, em pacientes com suspeita de hanseniase neural primaria e

em contatos domiciliares com infecgdo subclinica.
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3.2 - Objetivos Especificos

3.2.1- Estudo 1

* Descrever os sinais ¢ sintomas encontrados no diagnostico da HNP.

* Determinar os nervos mais comprometidos na HNP.

e (aracterizar as sindromes clinicas periféricas encontradas na HNP:
mononeuropatia, mononeuropatia multipla, polineuropatia.

* (aracterizar o padrao eletroneuromiografico mais frequentemente
encontrado na HNP.

* Descrever a positividade dos métodos complementares diagndsticos em
pacientes com HNP.

* Correlacionar o padrio clinico (mononeuropatia X mononeuropatia
multipla) com o perfil clinico € outros exames complementares.

* Correlacionar o padrao sorologico (soropositivos X soronegativos) com o

perfil clinico e outros exames complementares.
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3.2.2- Estudo 2

* Descrever o perfil epidemioldgico dos contatos domiciliares de pacientes
com hanseniase com infec¢do subclinica.

* Descrever os sinais e sintomas encontrados no diagnéstico precoce da
neuropatia hansénica.

* Descrever a incidéncia de alteragdes eletroneuromiograficas em contatos
domiciliares de pacientes com hanseniase.

* Determinar os nervos mais acometidos nos contatos domiciliares de
pacientes com hanseniase com sorologia e/ou exames moleculares
positivos.

* (aracterizar as sindromes clinicas periféricas encontradas neste grupo de
contatos: mononeuropatia, mononeuropatia multipla, polineuropatia.

* Estabelecer o padrio neurofisiologico mais frequente encontrado nos
contatos domiciliares de pacientes com hanseniase.

* Correlacionar os achados eletroneuromiograficos com outros exames
complementares relacionados a doenca, identificando fatores de risco para
o comprometimento neural periférico (baciloscopia € qPCR de raspado
intradérmico, ELISA anti-PGL1, qPCR de sangue periférico, qPCR de

biopsia de pele, presenga de cicatriz vacinal pelo BCG).
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4- Material e Métodos
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O projeto foi realizado por meio de uma avaliagdo de casos suspeitos de
hanseniase neural primaria ¢ de contatos domiciliares de pacientes com
hanseniase acompanhados regularmente no Centro de Referéncia Nacional em
Dermatologia Sanitaria € Hanseniase (CREDESH), do Hospital de Clinicas (HC),
da Faculdade de Medicina, da Universidade de Uberlandia (UFU).

Mais informagdes sobre a metodologia utilizada, sobretudo referentes a
casuistica, critérios de sele¢do dos pacientes e dos contatos domiciliares, critérios
de inclusdo e de nido inclusdo, instrumentos de avaliagdo clinica e andlise
estatistica utilizada em cada trabalho, estdo descritos separadamente em cada um
dos estudos apresentados.

Serdo descritos detalhadamente a seguir apenas os métodos clinicos,
neurofisiologicos, soroldgicos € moleculares que foram utilizados de forma

rotineira em ambos os estudos.
4.1- Aspectos Eticos

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) (CAEE 48293215.7.0000.5152)
(Anexo A). Os contatos e pacientes que concordaram em participar da pesquisa
assinaram um termo de consentimento esclarecido (Apéndice A) e foram
submetidos aos protocolos de avaliagdo clinica ja realizados de rotina no servigo
(Apéndices B ¢ C).

Todos os pacientes submetidos a biopsia de nervo periférico ¢ que,
portanto, concordaram com a relizagdo do procedimento, também assinaram um

termo de consentimento especifico (Apéndice D).

4.2- Eletroneuromiografia
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Os estudos eletroneuromiograficos foram realizados no aparelho MEB
4200K (NIHON-KODHEN). As técnicas e configuragdes do exame foram as ja
padronizadas pelo servigo. Os estimulos foram realizados por pulsos retangulares
com duracdo de 0,1 ms e a intensidade do estimulo foi aquela suficiente para
obtencdo da resposta supra-maxima, chegando até 1 ms de acordo com o grau da
excitabilidade do nervo avaliado. As amplitudes dos potenciais de agdo sensitivos
(PAS) foram medidas do pico da deflexdo positiva inicial até o pico da deflexdo
negativa, enquanto as amplitudes dos potenciais de agdo musculares compostos
(PAMC) foram medidas da linha de base até o pico negativo. As laténcias dos
PAS foram obtidas do artefato de estimulo até o primeiro pico de deflexdo
positiva ou inicio da deflexdo negativa, enquanto as laténcias dos PAMC foram
medidas do artefato de estimulo ao inicio da deflexdo negativa (Figura 15). Os
filtros de frequéncia utilizados foram de 10 a 10.000Hz para a condugdo sensitiva

e de 2 a 10.000Hz para a conduc¢ido motora.

Figura 15 — Potencial de acfo sensitivo e potencial de agdo muscular composto. A-
Representagdo do potencial de agdo sensitivo (PAS), em que se observa um potencial
geralmente bifasico ou trifasico. A laténcia de inicio (Li) € avaliada a partir do estimulo para a
deflexdo inicial negativa para PAS bifasicos ou ao pico positivo inicial para um PAS trifasico.
A amplitude (A) ¢ medida da linha de base ao pico negativo ou pico a pico. B- Representagdo
do potencial de acdo muscular composto (PAMC), no qual observamos um potencial bifésico,
com uma deflex@o negativa inicial. A laténcia € o tempo desde o estimulo até a deflexdo
negativa inicial. A amplitude (A) ¢ medida da linha de base ao pico negativo.

O estudo da condugdo sensitiva avaliou os nervos mediano, ulnar, cutaneo

dorsal da mao, radial, cutineo medial do antebrago, cudnel lateral do antebrago,
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sural, safeno, fibular superficial e plantar medial bilateralmente. Foram utilizados
como estimulador eletrodos de garfo e de anel. O catodo foi sempre posicionado
mais proximalmente do eletrodo de registro ativo do que o anodo. A captagdo dos
PAS foi feita com eletrodos de agulha subdérmicos (com excecao de criangas, em
que o registro foi feito com eletrodo de superficie), com o eletrodo ativo sendo
posicionado préximo ao nervo e¢ o de referéncia a uma distancia de 3 cm, com
uma montagem bipolar. As respostas sensitivas obtidas foram promediadas para
se obter um sinal mais nitido, principalmente quanto ao ponto de inicio do
potencial.

O estudo da condugdo motora avaliou os nervos mediano, ulnar, fibular
comum ¢ tibial bilateralmente. A avaliacdo do nervo radial foi realizada apenas
em alguns pacientes com suspeita clinica de hanseniase neural primaria, de
acordo com as queixas do paciente e outras alteragdes encontradas no estudo de
conducao sensitiva ¢ motora. A captagdo dos PAMC foi obtida com eletrodos de
superficie, sendo colocado o eletrodo ativo sobre o ventre do musculo estudado e
o de referéncia na superficie 6ssea mais proxima, 3 ¢cm distalmente ao eletrodo
ativo.

Tanto no estudo da condugdo sensitiva, quanto no estudo da conducgio
motora ndo foram estabelecidas distancias fixas para a estimulagdo e, portanto,
ndo foram avaliadas as medidas absolutas das laténcias distais.

As ondas F foram obtidas distalmente com estimulo supramaximo e o
catodo proximal ao anodo, com obtengdo de 10 ondas e registrando-se as
laténcias minimas e médias.

A avaliagdo eletromiografica foi feita com eletrodo de agulha monopolar
de acordo com os achados no estudo da conducdo sensitiva e motora.
Especificamente nos contatos domiciliares com estudo da condugdo sensitiva e
motora normal, foi avaliado apenas um musculo de cada midtomo
correspondentes aos segmentos cervicais ¢ lombossacros.

Abaixo, encontra-se uma descrigdo da técnica empregada em cada um



80

desses nervos (PRESTON; SHAPIRO, 2005):

A.1 Nervo mediano sensitivo

a. Registro obtido no punho.

b. Estimulo: 2° e 3° dedo.

c. Valores normativos: Amp: > 10,0 uV, VC: > 50,0 m/s.

A.2 Nervo mediano motor (Figura 16)

a. Registro: eletrodo ativo no musculo abdutor curto do polegar e o de referéncia
na base do primeiro metacarpo.

b. Estimulagdo: punho, fossa antecubital e axila (ponto de Erb apenas em casos
selecionados).

c. Valores normais (VN): Amplitude (Amp) > 4,0 mV, velocidade de condugdo
(VC): = 50,0 m/s.

Fonte: PRESTON; SHAPIRO, 2005.

Figura 16 - Estudo da conducdo motora no nervo mediano com estimulo no punho e cotovelo.
G1 = eletrodo ativo (musculo abdutor curto do polegar). G2 = eletrodo referéncia.

A.3 Nervo mediano —onda F
a. Registro: semelhante ao item A.2.
b. Estimulagdo no punho.

¢. VN: Lat <31 mseg.

B.1. Nervo ulnar sensitivo

a. Registro no punho.
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b. Estimulagdo no dedo V.
c. VN: Amp:> 10,0uV, VC: > 50,0 m/s.

B.2 Nervo ulnar motor (Figura 17)

a. Registro: com o eletrodo ativo no muasculo abdutor do dedo minimo, e o de
referéncia na base do quinto metacarpo.

b. Estimulagdo: punho, abaixo e acima do epicondilo medial (segmento do
cotovelo), axila (ponto de Erb apenas em casos selecionados).

c. VN: Amp: > 6,0 mV, VC: > 50,0 m/s. Diferenga entre o segmento Antebraco-

Cotovelo: <10 m/s.

Fonte: PRESTON; SHAPIRO, 2005.

Figura 17 - Estudo da condu¢do motora no nervo ulnar com estimulo no punho, abaixo ¢ acima
do cotovelo. G1 = eletrodo ativo (musculo abdutor do dedo minimo). G2 = eletrodo referéncia.

B.3. Nervo ulnar — onda F
a. Registro: semelhante ao item B.2.
b. Estimula¢do no punho;

¢. VN: Lat <32,0 mseg.

C.1. Nervo radial sensitivo
a. Registro na tabaqueira anatdomica.
b. Estimulagdo na face lateral do 1/3 distal do antebrago.

c. VN: Amp: > 15,0 uV, VC: > 50,0 m/s.

D.1. Nervo cutaneo lateral do antebrago
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a. Registro na face lateral do antebrago.
b. Estimulag¢@o no cotovelo (lateral ao tenddo do musculo biceps braquial).

c. VN: Amp: > 10 pV, VC: > 50,0 m/s.

E.1. Nervo cutaneo medial do antebrago
a. Registro na face medial do antebrago.
b. Estimulag@o no cotovelo (préoximo ao epicondilo medial).

c. VN: Amp: > 5 nV, VC: > 50,0 m/s.

F.1. Nervo fibular superficial
a. Registro no tornozelo anterior.
b. Estimulagdo no 1/3 distal da perna.

c. VN: Amp: > 6 uV, VC: > 40 m/s.

F.2. Nervo fibular (Figura 18)

a. Registro: com o eletrodo ativo no musculo extensor curto dos dedos e o de
referéncia na base do 5° pododactilo.

b. Estimulag¢@o no 1/3 distal da perna, abaixo e acima da cabeca da fibula.

c. VN: Amp: > 2,0 mV, VC: > 40 m/s. Diferenca entre o segmento Perna/Abaixo

da cabega da fibula-Acima da cabeca da fibula: < 10 m/s.

Fonte: PRESTON; SHAPIRO, 2005.

Figura 18 - Estudo da condugdo motora no nervo fibular comum, com estimulo no tornozelo,
abaixo e acima da cabega da fibula. G1 = eletrodo ativo (musculo extensor curto dos dedos).
G2 = eletrodo referéncia.

F.3. Nervo fibular —onda F
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a. Registro: idem ao item F.2.
b. Estimulagdo no 1/3 distal da perna (tornozelo anterior).

c. VN: Lat <56 ms.

G.1. Nervo sural
a. Registro no tornozelo, adjacente ao maléolo lateral.
b. Estimulagdo na panturrilha.

c. VN: Amp: > 6,0 uV, VC: > 40 m/s.

H.1. Nervo plantar medial
a. Registro no tornozelo, adjacente ao maléolo medial.
b. Estimulagdo na planta dos pés.

c. VN: Amp: > 2.0 uV, VC: > 40 m/s.

H.2. Tibial (Figura 19)

a. Registro: eletrodo ativo no musculo abdutor do halux e o de referéncia na base
do halux.

b. Estimulagdo no tornozelo, adjacente ao maléolo medial e fossa poplitea.

c. VN: Amp: >4,0 mV, VC: > 40 m/s.

Fonte: PRESTON; SHAPIRO, 2005.

Figura 19 - Estudo da conducdo motora no nervo tibial com estimulo no tornozelo e fossa
poplitea. G1 = eletrodo ativo (musculo abdutor do halux). G2 = eletrodo referéncia.

H.3. Tibial — onda F

a. Registro: idem ao item H.2.
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b. Estimulagdo no tornozelo.

c. VN: Lat: <56 ms.

I.1. Nervo safeno
a. Registro no tornozelo, adjacente ao maléolo medial.
b. Estimulacdo no 1/3 distal da perna (face medial).

c. VN: Amp: > 4.0 uV, VC: > 40 m/s.

4.3- Sorologia ELISA anti PGL-I

Para detecgdo de anticorpos IgM no soro, foi realizado ensaio de ligacao
imunoenzimatico (enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) contra a
molécula PGL-I nativa purificada da parede celular do Mycobacterium leprae,
doado pelo Dr. John Spencer (Colorado State University, USA), conforme
metodologia previamente descrita (LOBATO et al., 2011). Resumidamente, 50 ul
de PGL-I 10 pg/ml diluido em alcool etilico absoluto sera adicionado a cada pogo
de uma placa de 96-pogos (Maxisorp®, Nunc). Apos incubagdo em temperatura
ambiente, 300 ul de BSA-PBS 1% sera adicionado a cada pogo e¢ a placa
incubada a 37°C/ 1h. Os pogos serdo lavados duas vezes com PBS ¢ 50 ul de
amostras de soro diluidas 1:100 em 1% BSA-PBS serdo adicionados, ¢ a placa
incubada a 37°C/ 1h. Entdo os pogos serdo lavados seis vezes com PBS,
incubados com 50 pl do conjugado de anti-IgM humana e peroxidase (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO), diluido 1:10.000 em 1% BSA-PBS a 37°C/ 1h, ¢
lavado seis vezes com PBS. Apos, sera adicionado 50 ul do substrato enzimatico
dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD, Sigma) ¢ a placa incubada no escuro em
temperatura ambiente até a coloragdo. A reacgdo ¢ interrompida com 25 ul de
acido sulfurico 4N e mensurada com um espectrofotometro a 492nm. Cada
amostra fo1 testada em duplicata. Os resultados do ELISA foram analisados com

base no indice ELISA, um procedimento utilizado quando o anticorpo alvo ndo
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esta presente em todas as amostras ¢ os valores negativos sdo utilizados para
normalizar as informagdes de diferentes ensaios e reduzir variagdes entre os
testes. O calculo do valor do ponto de corte foi realizado adicionando quarto
desvios padrdes (3 DP) na média da densidade otica (DO), de trés amostras em
branco (sem amostra) e trés amostras de controles negativos por placa, que foi
definida para cobrir um intervalo de confianga de 99.99%. As amostras controle
negativas foram estabelecidas previamente com individuos sem histéria de
hanseniase, com PCR negativa (em sangue, esfregaco dérmico, swab nasal e
bucal) e com soro negativo para anticorpos anti PGL-I. Dois controles positivos
também foram utilizados em cada placa para verificagdo apds a normatizagdo dos
dados. A titulagdo dos anticorpos foi expressa como indice ELISA (IE) de acordo
com a seguinte formula IE = DOamostra/DOponto de corte. Valores acima de 1,0

foram considerados positivos.

4.4- Extracao de DNA

Para a extragdo do DNA de amostras de esfregaco dérmico e biopsia (nervo
e pele), as mesmas sdo incubadas com SDS 10% (sodium dodecyl! sulfate) 37°C/
1h, e posteriormente a 65°C/ 5h em uma solugdo de Proteinase K (10 mg/ml).
Apos, sdo adicionadas 1/3 V(ul) de NaCl saturado (6 M), agitando manualmente
com vigor. Centrifugagdo por 15 minuto a 10.000 rpm. O sobrenadante ¢
transferido para um novo tubo ¢ adicionado 600 ul de etanol absoluto. Os tubos
sdo agitados e centrifugados por 15 minuto a 10.000 rpm. O etanol absoluto ¢
descartado e adicionado 600 ul de etanol 70%, invertendo-se os tubos diversas
vezes para lavar o pellet. Os tubos sdo centrifugados por 5 minuto a 10.000 rpm e
o sobrenadante desprezado. Repete-se a lavagem com etanol 70% mais uma vez.

Para a extracdo de DNA de amostras de sangue, o tubo de sangue ¢
homogeneizado, e 500 ul transferido para um novo tubo contendo 500 ul fenol-

cloroféormio-alcool isoamilico (24:24:1), e 500 ul de Tris-HCI1 (1M), colocado em
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repouso por 10 min. e centrifugado (10.000 rpm a 4°C) por 20 min. Apds, a fase
aquosa (até 600ul) ¢ coletada e depositada em um tubo limpo estéril. Para a
precipitagio do DNA, 500ul de alcool etilico absoluto ¢ adicionado,
homogeneizado por inversdo e os tubos centrifugados (10.000 rpm a 4°C) por 15
min. Os sedimentos sdo lavados com alcool etilico 75% por centrifugacao
(10.000 rpm a 4°C) por 5 minutos, apds desprezar o sobrenadante, os tubos
permanem abertos por 30min para evaporacao do etanol residual.

O DNA de sangue ¢ biopsia de pele e nervo sdo dissolvidos em 50ul ¢ o de
esfregago em 30ul de TE (Tris HCl 10mM; EDTA 0,ImM) e estocados a -20 °C
até a hora do uso.

Reacdao em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo real (Real Time
PCR)

Para a detec¢do do DNA de M. leprae em amostras de sangue, esfregaco e
biopsia (pele e nervo), um par de iniciadores na concentracdo de 10 uM cada;
(forward: 5°-GCAGTATCGTGTTAGTGAACAGTGCA-3> e reverse: 5°-
CGCTAGAAGGTTGCCGTATGTGC-3%), ¢ 5 uM de sonda tagman® VIC-
TCGATGATCCGGCCGTCGGCG-TAMRA, tendo como alvo a regido RLEP3
(X17153) do genoma do M. leprae, utilizado para amplificar um fragmento de 70
pb, utilizando condig¢des previamente descritas (TRUMAN et al., 2008).

As reagdes foram realizadas na plataforma ABI7300 (Applied Biosystems)
com o seguinte programa: 50°C durante 2 min, 95°C durante 10 min, 45 ciclos a
95°C por 15 segundos e 60°C por 1 min. O resultado foi analisado utilizando o

programa 7300 System SDS Software vs. 1.4.

Analise Quantitativa (QPCR)

Para realizar a analise quantitativa (qQPCR), foi utilizada curva padrao com

pelo menos 4 pontos de diluigdes seriadas do produto de PCR de sequéncia com

819 pb daregido RLEP3 de Mycobacterium leprae.
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O software SDS 7300 (Applied Biosystems) fornece o melhor ajuste entre
os pontos, calcula a regressdo linear e fornece o R?, o slope (inclinagdo da curva)
e o y-intercept. O R mede o quiio proximo é o ajuste entre a regressdo linear da
curva padrio e os valores individuais de Ct das amostras padrao (um valor de 1
indica uma juste perfeito entre a regressao linear e os dados individuais). O slope
indica a eficiéncia da amplificacdo para o ensaio (um valor de 3,32 representa
100% de eficiéncia), e o y-intercept indica o valor esperado de Cf para uma
amostra com quantidade 1. Utilizando-se o slope pode se calcular a eficiéncia de
cada reagdo, por meio da formula: E= 10 "9 -1 (APPLIED BIOSYSTEMS,
2012).

Para o calculo de cépias de DNA ¢ numero de bacilos foram realizados os
seguintes calculos:
Sangue: Na reacao utilizou-se aproximadamente 200 ng (2 uL.) do DNA extraido,
de um volume total de 50 uL, por 1sso:
Quantificagdo média (fornecida pelo sofiware) da triplicata x 25 = COPIAS DE
DNA
Uma unica bactéria possui 19 copias de RLEP3, por isso:
Copias de DNA = BACILOS

19

Esfregaco: Na reacdo utilizou-se aproximadamente 200 ng (2 uL) do DNA
extraido, de um volume total de 30 uL, por isso:
Quantificagdo média (fornecida pelo sofiware) da triplicata x 15 = COPIAS DE
DNA
Uma unica bactéria possui 19 copias de RLEP3, por isso:
Copias de DNA = BACILOS

19

Biopsia (Nervo e Pele): Na reagdo utilizou-se aproximadamente 200 ng (2 uL)

do DNA extraido, de um volume total de 50 uL, por isso:
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Quantificacio média (fornecida pelo software) da triplicata x 25 = COPIAS DE
DNA/g

Peso bidpsia
Uma unica bactéria possui 19 copias de RLEP3, por isso:
Copias de DNA/g = BACILOS
19

4.5- Baciloscopia e Coleta de esfregaco dérmico.

Uma aliquota de cada esfregago dérmico dos seis sitios (I6bulos das duas
orelhas, os dois cotovelos e os dois joelhos), coletada para exame baciloscopico,
foi depositada em um tunico tubo estéril contendo 800 ul de tampdo de lise
nuclear (TLN — NaCl 400mM, EDTA, pH 8,0 50 mM e Tris-CI pH 8,0 25 mM).

O indice bacteriano foi realizado em esfregagos cutaneos de no minimo seis
sitios cutaneos: os lébulos das duas orelhas, os dois cotovelos e os dois joelhos. A
coloragdo usada para o Mycobacterium leprae, um bacilo alcool-acido resistente
(BAAR), fo1 de Fite-Faraco. O resultado foi registrado de acordo com a Escala
Logaritmica de Ridley (1990), baseada no numero de bacilos vistos em um
campo microscopico médio, utilizando-se objetiva de imersdo como descrito
abaixo:

IB = 0 — nenhum bacilo em 100 campos de imersao

IB=1-1 a 10 bacilos, em média em 100 campos

IB=2-1 a 10 bacilos, em média em 10 campos

IB=3-1a10 bacilos, em 1 campo médio

IB=4-10a 100 bacilos, em 1 campo médio

IB=5-100 a 1.000 bacilos, em um campo médio

IB = 6 — acima de 1.000 bacilos, em um campo médio
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4.6- Biopsia de pele:

Considerando a auséncia de lesdes cutaneas tanto nos contatos domiciliares
assintomaticos, como nos casos suspeitos de hanseniase neural primaria, foi
estabelecido a realizagdo de uma bidpsia de pele em regido préxima ao cotovelo,
por se tratar de uma area fria € com possivel comprometimento intradérmico.

O procedimento inicia-se com anti-sepsia da regido com alcool 1odado,
seguida de anestesia local subcutanea de lidocaina a 2%. Incisa-se, em cunha,
com bisturi, obedecendo as linhas de tensdo da pele, retirando um fragmento de
aproximadamente 1 cm na sua maior extensao e atingindo a hipoderme. Faz-se a
sutura com mononylon 2-0 pontos separados ¢ curativo.

Uma parte da amostra de pele € acondicionada em papel aluminio
esterilizado e mergulhada em seguida em nitrogénio liquido para ser encaminhada
ao Laboratorio de Pesquisa do Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia
Sanitaria/Hanseniase (CREDSH), Hospital de Clinicas de Uberlandia, UFU/SUS-
MG. A outra parte é enviada ao Laboratério de Patologia do Hospital de Clinicas
- UFU, em frasco com formol tamponado a 10%, para avaliagao histopatologica.

A coloragdo usada para a pesquisa do Mycobacterium leprae foi de Fite-Faraco.

4.7- Biopsia de nervo periférico

Para bidpsia de nervo, o paciente foi submetido a anestesia local da area a
ser biopsiada. Os nervos periféricos biopsiados foram selecionados de acordo
com a clinica do paciente, sendo escolhidos nervos que apresentem alteragdo da
sensibilidade e/ou espessamento e alteracdes eletrofisiologicas tais como auséncia
de resposta uni/bilateralmente, reducdo das medidas das amplitudes dos PAS
uni/bilateralmente (considerando os valores de referéncia) e redugio relativa das

medidas das amplitudes dos PAS (queda de 50% em comparagdo ao lado
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contralateral). Durante a biopsia, o nervo foi fasciculado e completamente
transeccionado (Figura 20 e 21).

Foram selecionados ramos puramente sensitivos, buscando o minimo
prejuizo para o paciente, o qual foi alertado sobre isto e também para o fato de
que ndo haveria prejuizo de qualquer fungdo motora, em decorréncia da bidpsia.
Todos os pacientes submetidos a bidpsia de nervo periférico assinaram um termo

de consentimento especifico ao procedimento (Apéndice D).

Figura 20 - Biépsia de nervo periférico (fibular profundo).

Contato domiciliar assintomatico com estudo de condugéo evidenciando comprometimento das
fibras sensitivo motoras do nervo fibular profundo no segmento do tornozelo anterior, de
natureza desmielinizante, mas com sinais de perda axonal secundaria. A — Biopsia do nervo
fibular profundo. B- Regido hipoestésica correspondente ao territorio do nervo biopsiado.
Imagens autorizadas pelos pacientes e cedidas pelo Centro de Referéncia Nacional em
Dermatologia Sanitaria e Hanseniase (CREDESH-UFU).

Durante a bidpsia de nervo, foi realizada ainda uma bidpsia cutanea
suprajacente, em regido correspondente ao territorio do nervo biopsiado.

Uma parte de cada amostra de pele de nervo foi acondicionada em papel
aluminio esterilizado e mergulhada em seguida em nitrogénio liquido para ser
encaminhada ao Laboratério de Pesquisa do Centro de Referéncia Nacional em
Dermatologia Sanitdria/Hanseniase (CREDSH), Hospital de Clinicas de
Uberlandia, UFU/SUS-MG. A outra parte é enviada ao Laboratorio de Patologia
do Hospital de Clinicas - UFU, em frasco com formol tamponado a 10%, para
avaliagdo histopatologica. A coloragdo usada para a pesquisa do M. leprae foi de

Fite-Faraco. Néo foi realizada a analise por meio de cortes semifinos.
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Figura 21 - Biopsia de nervo periférico (cutaneo dorsal da mao).

Bidpsia de nervo periférico de paciente com diagnéstico de hanseniase neural primaria cujo
estudo de condugdo evidenciou comprometimento das fibras sensitivo motoras do nervo ulnar
no segmento do cotovelo, de natureza desmielinizante, mas com sinais de perda axonal
secunddria. Bidpsia do nervo ulnar sensitivo — ramo cutdneo dorsal da m&o. Imagens
autorizadas pelos pacientes e cedidas pelo Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia
Sanitaria e Hanseniase (CREDESH-UFU).
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5- Resultados
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Abstract

Background: Leprosy neuropathy is considered the most common peripheral
neuropathy of infectious etiology worldwide, representing a public health
problem. Clinical diagnosis of primary neural leprosy is challenging, since no
skin lesions are found and the intradermal smear bacilloscopy is negative.
However, there are still controversial concepts regarding the primary-neural
versus pure-neural leprosy definition, which will be explored by using multiple
clinical-laboratory analyses.

Methodology/Principal Findings: Seventy patients diagnosed with primary neural
leprosy from 2014 to 2016 underwent clinical, laboratorial and
neurophysiological evaluation. All patients presented an asymmetric neural
impairment, with nerve thickening in 58.6%. Electroneuromyography showed a
pattern of mononeuropathy in 51.4%. Positivity for ELISA anti-PGL1 was
52.9%, while the qPCR of intradermal smear was 78.6%. The qPCR of nerve
biopsies was positive in 60.8%. Patients with multiple mononeuropathy pattern
showed lower levels of anti-PGL-1 (p=0.0006), and higher frequency of neural
thickening (p=0.0008) and sensorial symptoms (p=0.01) than those with
mononeuropathy.

Conclusions/Significance: Immunological, molecular, and neurophysiological
tools must be implemented for diagnosing primary neural leprosy to achieve
effective treatment and reduction of its resultant disabilities that still represent a
public health problem in several developing nations. Finally, we propose a new
algorithm and recommendations for the diagnosis of primary neural leprosy based

on the combination of the three clinical-laboratorial tools.

Keywords: leprosy, primary neural leprosy, pure neural leprosy,

electroneuromyography, peripheral neuropathy.
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Author Summary

The long incubation period, insidious symptoms and signs of leprosy
produce difficulties in its diagnosis and correct clinical classification, especially
in its primary neural form characterized by negative bacilloscopy and lack of
cutaneous lesions. Despite significant progress in leprosy control in recent years,
carly identification of cases remains one of the primary goals of leprosy control
programs. In addition, the failure of current therapeutic schemes on the incidence
of leprosy shows that elimination of this disease, a public health problem,
depends on incisive action to interrupt its transmission chain. Therefore, efforts
must be focused on improving the leprosy diagnosis. However, because it is a
primarily neural disease, the use of neurophysiological, serological and molecular
methods in this group of patients may contribute not only to early diagnosis, but
also to a correct classification and treatment, preventing sequelae and controlling
outbreaks of infection. Therefore, in order to improve the leprosy elimination
program in many countries, we propose the implementation of a combination of
specific tools for detecting M. leprae and its neural impairment, which may
further break down the transmission chain, enabling a more effective control of

the disease.
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Introduction

Leprosy 1s a chronic infectious disease caused by the Mycobacterium
leprae, an alcohol- and acid-resistant obligatory intracellular bacillus with
predilection to infect peripheral nerves and skin. Its clinical forms are defined by
the host immune response and bacillary load, resulting in a wide clinical spectrum
[1,2,3].

Leprosy neuropathy is considered the most common peripheral neuropathy
of infectious etiology worldwide, representing a public health problem, mainly
due to its incapacitating potential and strong social discrimination and stigma [4].

Leprosy i1s classified into five clinical forms according to the Ridley-
Jopling, proposed in the 1960s, which is based on skin lesion histopathology and
bacterial load. According to this classification, cases with cellular immune
response mediated by T lymphocytes are classified as tuberculoid (TT), while
anergic patients with humoral response are considered to be suffering from
lepromatous leprosy (LL). Patients between these two extremes are defined as
borderline, presenting intermediate immune responses. For operational purposes
aiming to achieve proper treatment regimens, patients are divided into
paucibacillary (PB) or multibacillary (MB) forms, according to their bacilloscopic
index (BI), the number of skin lesions and affected nerves [5,6,7].

The M. leprae bacillus causes multiple mononeuropathy, which may result
in autonomic, sensory and motor dysfunction. Histopathologically, there are
myelinic and axonal dysfunctions, followed by substitution of the nervous tissue
by connective tissue and fibrosis. The peripheral neural impairment includes
nerve trunks as well as distal cutaneous branches. Sensory symptoms often
correspond to the initial and most common complaints, always with an
asymmetrical impairment. Mononeuropathy, multiple mononeuropathy and

confluent mononeuropathy are the most common clinical presentations [8,9,10].
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Primary neural leprosy (PNL), also known as pure neural or neuritic
leprosy form, was initially described by the Indian classification of 1955 [11];
since then it became a challenging clinical diagnosis. This clinical form is
characterized by no skin lesions and negative slit skin smear bacilloscopy.
Therefore, diagnosis is mainly based on supplementary tests, such as
electroneuromyography, nerve biopsy, serology and molecular analyses
[12,13,14,15,16]. However, most of the leprosy reference services do not have
access to advanced diagnostic methods; therefore, diagnosis is based mainly on
clinical manifestations, such as the absence of skin lesions and negative slit skin
smears bacilloscopy. But the scarcity of symptoms at the disease onset has
commonly led to diagnostic errors and under diagnosis of the neural clinical
form. For this reason, several laboratory tools are required for the investigation of
this neuropathy, enabling not only early diagnosis, but contributing to the
prevention of incapacities [12,17,18].

Our aim was to characterize the clinical, neurophysiological, serological,
and molecular patterns of patients with PNL diagnosis, which led us to propose
the combination of these tools to achieve an early diagnosis and to better control

the disease.

Patients and Methods

Seventy individuals with diagnosis of PNL were recruited among 317 new
cases from July 2014 to July 2016 treated at the National Reference Center of
Sanitary Dermatology and Leprosy (CREDSH), Uberlandia, MG, Brazil, under
the approval of the Ethics Committee of the Federal University of Uberlandia.

The PNL diagnosis fulfilled the following criteria: clinical evidence of
peripheral neuropathy associated with the absence of skin lesions and negative
intradermal smear bacilloscopy [12]. Patients who showed other possible

etiologies of peripheral neuropathies during diagnosis were excluded, namely
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those with: chronic alcoholism, diabetes mellitus, thyroid disease and/or other
hormonal dysfunctions, malnutrition, hereditary neuropathy, hepatitis B or C,

HIV, rheumatic and/or autoimmune diseases.

Clinical Characterization

Epidemiological (age, gender, previous contact with leprosy cases) and
clinical (initial symptoms, sensory impairment modalities, presence of muscle
weakness and amyotrophy, neural thickening, deep reflexes evaluation) data were
examined. The level of functional disability was evaluated, according to the
recommended protocol of the Ministry of Health [19], which evaluates the neural
function integrity and the degree of physical disability during diagnosis, through
muscle strength, and sensitivity tests of the hands and feet. In relation to the grade
2 disability caused by leprosy, observations were based on the presence of visible
deficiencies, such as claws (clawing of digits), bone resorption, muscular atrophy,
contractures and wounds. All patients underwent a rigorous dermatoneurological

evaluation by expert professionals.

Laboratory Analyses

Bacilloscopy — Bacilloscopic analyses were performed on intradermal
smears from six sites (two ear lobes, two elbows, two knees), and skin and/or
nerve biopsy samples.

ELISA anti-PGL-1 serology — Serum IgM antibodies were detected by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) performed against the purified
native PGL-I from the Mycobacterium leprae cell wall, as described elsewhere
[20].

DNA Extraction and Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction

(Real Time PCR) — DNA extraction from dermal smear samples, nerve biopsies,
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and superjacent skin was performed. To detect M. leprae DNA, a previously
described quantitative real-time PCR (qPCR) primer/probe assay targeting the M.
leprae species-specific genomic element of dispersed repeats (RLEP) was
performed in the real-time PCR system ABI 7300 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) [11,21,22,23].

Electroneuromyography

Electroneuromyographic studies were performed using a MEB 4200K
(NIHON-KODHEN) electroneuromyographer. For the sensory conduction
analysis, the median, ulnar, dorsal hand cutancous, radial, lateral antebrachial
cutaneous, median antebrachial cutaneous, sural, and fibular superficial bilaterally
nerves were examined. For the motor conduction analysis, the median, ulnar,
common fibular, and tibial bilaterally nerves were examined, supplemented by
specific techniques for focal impairment research at compression sites often
affected in leprosy neuropathy, such as median nerve at the wrist, ulnar nerve at

the elbow, fibular nerve at the fibular head and tibial nerve at the ankle.

Skin Biopsy

According to the PNL concept, none of the patients presented skin lesions.
For this reason, biopsies were performed on the small elbow skin fragment, which
1s the coldest region with a possible intradermal impairment, and a site often

attacked in leprosy neuropathy, even without an evident local skin lesion.

Nerve Biopsy
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Nerves that underwent biopsy were selected according to the patient’s
clinical condition, and included exclusively sensory nerves that presented clinical
changes and/or thickening, and also one of the following electrophysiological
changes in the sensory conduction analysis: absence of response on both sides;
unilateral absence of response; bilaterally decreased amplitude of the sensorial
action potential (SAP), considering reference values; and over 50% decrease in
the amplitude of the SAP, compared with the contralateral side. During the
biopsy, the nerve was fasciculated and completely transected. All patients signed
a specific informed consent form referring to this process. During the procedure,
a skin biopsy of the area superjacent to the corresponding territory of the nerve
also underwent a biopsy procedure. The biopsied nerve and skin were processed
and studied according to routine standard procedures. Formalin-fixed paraffin-
embedded were cut longitudinally and transversely at 5 p thickness and stained
with hematoxylin and eosin stain. In addition special stains like Masson Trichome

to assess fibrosis. Fite-Faraco stain was performed for bacilli identification.

Statistical Analysis

Continuous and dichotomous variables were applied to evaluate differences
of clinical and laboratory factors among groups. The Shapiro Wilk test was
applied to verify data normality prior to applying parametric or non-parametric
analyses. The Wilcoxon-Mann-Whitney U Test was carried out to compare
differences between independent groups when the dependent variables were not
normally distributed. The Binomial Test was applied to evaluate dichotomous
variables. The statistical software used was GraphPad Prism version 7 (La Jolla,
CA, USA), and all tests presenting a probability below 5% were considered

significant.
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Results

Seventy patients diagnosed with PNL, from 2014 to 2016, were included in
this study and 44.3% (31/70) of these were household contacts of patients with a
previous leprosy diagnosis. The average age was 42.9 (£17.3) years, and 52.9%
(37/70) were male. Intradermal smear bacilloscopy of the six sites (ear lobes,
elbows, and knees) was negative in all patients, who also did not present any skin
lesions compatible with leprosy.

Among patients, 61.4% (43/70) were clearly symptomatic. All
assymtomatic patients (27/70) were household contacts of leprosy patients, who
were annually assisted by epidemiological surveillance, throughout a 7-year
period, and presented some electroneuromyographic abnormality, reinforcing the
need for a detailed interview and an active search for neurological signs and
symptoms in this high-risk group.

All symptomatic patients presented an asymmetric neural impairment, with
a predominance of sensory symptoms, particularly hypoesthesia, paresthesia and
pain, evidenced by thermal, painful, and tactile impairment, in addition to an
intradermic sensory involvement in 69.8% (30/43). Deep reflexes and vibration
sensitivity changes were present in only 8.6% (6/70) of the cases, while 30%
(21/70) complained of muscular weakness and/or amyotrophy, besides the
sensory symptoms.

Neural thickening of one or more nerves was observed in 58.6% (41/70) of
the patients, of which 75.6% (31/41) presented focal myelin impairments in the
electroneuromyographic evaluation. As to the incapacity degree during diagnosis,
20% (14/70) presented grade 2 disability, mostly evidenced by the presence of
muscular weakness and amyotrophy.

In relation to the electroneuromyographic evaluation, an average of only
2.3 altered nerves per patient was observed. The most frequently affected nerves

were the ulnar in the elbow segment (34.4%; 56/163), common fibular in the
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fibula head segment (30.2%; 33/163), followed by the sensory ulnar (12.8%;
20/163), superficial fibular (10.4; 17/163), and sural nerve (6.1%; 10/163) (Table
1).

As to the neurophysiological pattern observed in electroneuromyography,
51.4% (36/70) presented only one altered nerve (mononeuropathy), while 48.6%
(34/70) presented two or more affected nerves (asymmetrical multiple
mononeuropathy). The electromyographic pattern and its distribution are detailed
in Table 2.

The ELISA anti-PGL1 IgM serology was positive in 52.9% (37/70) of the
cases. The qPCR test in intradermal smears was positive in 78.6% (55/70) of the
cases, which was much higher than bacilloscopy (negative in all cases). It should
be emphasized that only 21.4% (15/70) of the neural cases showed negative
qPCR in intradermal smears.

In relation to the skin biopsy in the elbow area (routine lab services in all
cases with absence of suspected dermatological lesions), a positivity of 30%
(21/70) for M leprae DNA was observed, whereas only one case (1.4%) showed
positive bacilloscopy in the biopsy of this area.

According to clinical data and the electroneuromyography results, 57.1%
(40/70) of patients demonstrated at least one eligible nerve for biopsy, but only
70% (28/40) of those were submitted to this process. The most frequent nerve
submitted to biopsy was the sensory ulnar - dorsal cutaneous of the hand (82.1%;
23/28), followed by superficial fibular (10.7%; 3/28), sural (3.6%; 1/28), and
deep fibular (3.6%; 1/28). Only 46.4% (13/28) of the nerves that underwent
biopsy presented some histopathological alterations, suggestive of leprosy, such
as endoneural or epineural infiltrate, presence of fibrosis, perineural thickening or
presence of endoneural granuloma. Only one case (3.5%) presented positive
bacilloscopy in the peripheral nerve biopsy. On the other hand, gPCR of nerve
biopsies was positive in 60.8% (17/28) of the cases. The qPCR of the superjacent
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skin area was positive in only 10.7% (3/28) of the nerve biopsies, with negative
bacilloscopy in all samples.

To achieve a better understanding of the disease phenotype and clinical
progression, patients were divided into two groups: one composed of individuals
presenting electroneuromyographic pattern of mononeuropathy (51.4%; 36/70),
and the other of those presenting a multiple mononeuropathy pattern (48.6%;
34/70) (Table 3).

For the group of patients with multiple mononeuropathy patterns, lower
levels of ELISA antiPGL-1 were observed (p=0.0006), as well as higher neural
thickening frequency (p=0.0008), and sensory symptoms (p=0.01). A tendency
for higher motor symptom incidence, although not significant, was also found in
this group (p=0.1440), reinforcing the greater severity of neural damage. The
positivity of the qPCR in intradermal smears was smaller in this group (p=0.03)
(Table 3).

Table 4 details a new analysis of the clinical and laboratory profile of two
new groups of PNL patients, defined by their seropositivity to the ELISA anti-
PGLI1 test. The seronegative group presented a larger number of impaired nerves
(p=0.003), higher proportion of neural thickening (p=0.001), sensory symptoms
(p<0.0001) and motor symptoms (p=0.001). Lower positivity of qPCR in the
peripheral blood, intradermal smear and skin biopsy were observed, reinforcing
that the bacillary load in this group was lower, although not statistically different
(Table 4).

The combined evaluation of all diagnostic tools (Table 5) demonstrated a
highly wvariable presentation, with 17.1% of patients being positive only in
intradermal smear qPCR and 8.6% being negative in all tests, reinforcing the

importance of peripheral nerve biopsy in some cases.

Discussion
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The present study characterizes for the first time the clinical, serological,
molecular, and neurophysiological aspects of 70 patients with PNL diagnosis,
assisted 1n a leprosy national reference center in Brazil from 2014 to 2016,
evidencing the importance of using multiple analytical tools for proper diagnosis
of this neuritic leprosy form.

The prevalence of this clinical form was 22.1%, considering the 317
diagnosed cases during this period, contrasting with the very low prevalence
(5.5% to 17.1%) found elsewhere [12,13,14,16,24], evidencing the difficulty in
diagnosing this leprosy form. Probably, this difficulty is due to the absence of
serological, molecular, and neurophysiological diagnostic tools, thus accounting
for the under diagnosed of many cases, leading to the late diagnosis of this
disease. In the present study, we have observed not only a high proportion of
neural cases, but also a premature recognition of this clinical form, obtained by a
combination of diagnostic tools and an active search of cases through the
evaluation of household contacts.

Interestingly, 38.6% of the patients were diagnosed during an
epidemiological surveillance and follow-up of household contacts of leprosy
patients, supporting the need for control measures and early disease recognition in
this high risk population. It 1s estimated that household contacts of multibacillary
patients may present a relative risk of developing leprosy 5 to 10 times higher
than the general population [25,26,27].

The clinical presentation pattern was defined in all patients, and the
asymmetric impairment of symptoms was observed in all cases. The sensory
symptoms were the most dominant, and were present in all symptomatic patients,
supporting previous findings demonstrated elsewhere, such as an asymmetric
peripheral neuropathy that is predominantly sensorial [12,13,14,16,28,29,30].

The most affected nerves were the ulnar in the elbow segment and the
common fibular nerve in the fibular head segment, followed by the ulnar sensory

nerves, superficial fibular, and sural. Although controversial, most of the
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researchers identify the ulnar as the nerve most compromised by leprosy,
although any peripheral nerve can be affected by this neuropathy. The ulnar,
median, common fibular, tibial, facial, cutancous radial, and major auricular are
the nerves most frequently reported in different studies [12,13,15,29,31,32]. This
variability may be due to the different electroneuromyography protocols used,
emphasizing the importance of an extensive and careful evaluation of leprosy
neuropathy, mostly through an extended analysis of motor and sensory
conductions, including nerves that are not evaluated in the routine.

The deep sensation and deep tendon reflex impairment, as well as the
presence of muscular weakness and amyotrophy, generally occur in cases of
prolonged evolution. In this study, motor impairment was more frequent in ulnar
and fibular nerves. Apparently, the bacillus’s preference for colder areas of the
body will lead to a focal reduction of the conduction velocity, which can be
detected at some preferential sites, such as the ulnar nerve in the elbow area and
the common fibular nerve in the fibula head area [13,16,33,34]

Neural thickening was present in the majority of the cases. However, the
clinical evaluation of neural thickening is subjective, especially for professionals
with limited experience, which may explain the very large data variation found
among different examiners [35,36]. Besides that, the neural thickening is not a
pathognomonic finding of leprosy neuropathy, which can be observed in
compressive, inflammatory focal neuropathy, and even in hereditary neuropathies
[13,14]. It should be emphasized that thickened nerves can also present a normal
electroneuromyographic result [37], as observed in some of our patients.

The electroneuromyography of leprosy patients is very important, because
it allows the stratification of the severity, the definition of patterns of the
peripheral neural impairment, and also the early detection of PNL. These findings
were reinforced by the large percentage of household contacts detected with this
neuritic leprosy form, classified as oligo/asymptomatic patients, who do not

always present neural thickening or other signs of this neuropathy.
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In leprosy neuropathy, some patients seems to present a subclinical form,
in which the sensory conduction study is superior to thermal sensitivity,
vibratory, strength, and monofilament tests, with capability of detecting neural
impairment 1n earlier phases [32,36]. Detection of patients with high incapacity
level (grade 2) during diagnosis reinforces the complexity of these cases, leading
to treatment delays in a clinical form whose neural damage is much more
aggressive than the damage observed in other forms of the disease.

The absence or amplitude reduction of the sensorial action potential of
ulnar nerves in leprosy patients can precede the disease’s classic clinical
symptoms [38], which is corroborated by our electroneuromyography findings in
oligosymptomatic patients, reinforcing the fact that the ulnar sensory nerve is the
most biopsied nerve. Besides that, an early focal myelinic impairment of ulnar or
fibular nerves was observed, also preceding the clinical manifestations of the
disease [39]. However, there are doubts as to the electrophysiological changes
most frequently found 1n this peripheral neuropathy, which reflects a disease with
differential phenotypes that can evolve insidiously or through reactional episodes,
accentuating neural damage and leading to functional disabilities and sequelae
[40].

In relation to diagnostic tools, the diagnostic tests used for leprosy pursue
direct demonstration of bacilli through biopsy and bacilloscopy, or indirect
detection through serological or molecular analyses. These methods differ in
sensitivity, specificity, reproducibility, and do not present a homogeneous
response across leprosy forms; therefore, it is reasonable to investigate and adopt
new methods to elucidate the neural forms [2].

The positivity of ELISA anti-PGLI during diagnosis in most cases
emphasizes its importance as screening and as a risk indicator, particularly for
oligo/asymptomatic patients. The anti-PGL-I seropositivity indicates that the
bacillus has successfully penetrated the circulatory system, and represents a

relative risk almost six times higher for disease occurrence, corroborating the
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leprosy neuropathy diagnosis. Nevertheless, the number of seropositive patients
does not indicate existing infection prevalence, which reached 47.1% of our
cases, since paucibacillary patients rarely produce specific antibodies
[11,17,26,27 41].

The use of the polymerase chain reaction (PCR) to detect M. leprae DNA
has been reported as a useful diagnostic tool for all clinical forms of leprosy,
including the primary neural form, and is considered an important tool for early
diagnosis [17,42,43]. Our study demonstrated a 78.6% positivity of M. leprae
DNA in the intradermal smears, although all these patients were diagnosed with
leprosy 1n their primary neural form, considering the current diagnostic criteria,
which only require negativity in intradermal smear bacilloscopy. Therefore, it 1s
important to emphasize that the concept of a pure neural form cannot be accepted,
although it is often used as a synonym of the primary neural form, since only
21.4% of our cases presented a clinical and laboratory presentation that supports a
uniquely neural involvement.

The qPCR of peripheral nerves was positive in 60.8%, which has
signficantly contributed to the leprosy diagnosis. There 1s a great variation in the
literature related to the bacillus identification and to the histopathological analysis
in peripheral nerve biopsy through conventional bacilloscopy, reinforcing the
importance of JPCR use in these cases due to its greater sensitivity [16,17,44,45].

According to current recommendations for the operational classification of
leprosy patients, which defines the multidrug therapy regimens, those cases with
primary neural form that present more than one affected nerve, properly
documented by loss or reduction of sensation in the respective areas, should be
treated as a multibacillary form [19]. However, as observed in this study, many
mononeuropathy patients presented high titers of anti-PGL-1 serology, which
implies the patients” bacillary load status and defines them as multibacillary cases
with predominance of humoral immune response, considered a less aggressive

disease, and also an early diagnosis, since other leprosy clinical signs were not
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present during diagnosis. If one considers only the number of affected nerves,
treatment failures may occur, including disease relapse due to insufficient
treatment.

Contrarily, lower anti-PGL-1 serology levels, characterizing the
paucibacillary form, were observed in the multiple mononeuropathy patient
group, suggesting a stronger cellular response and corroborating the greater
immune aggression of nerves, which is evidenced by the greater severity of the
peripheral neuropathy, with greater number of altered nerves, higher proportion
of sensory-motor symptoms, and thickened nerves. Thus, diagnosis of both
clinical and operational classifications of patients with the primary neural form
still represents a big challenge.

Due to their hazardous and highly disabling neuropathy, we believe that all
PNL cases should be treated with multibacillary treatment regimen, especially
because of the lack of clear diagnostic criteria to distinguish paucibacillary from
multibacillary patients, and also on account of the lack of association between the
number of altered nerves and the bacillary load.

Early diagnosis of suspected leprosy neuropathy cases has been always
posed a problem due to the long incubation period of the disease, the variable and
insidious symptoms and clinical signs in both early and advanced cases, a context
that reinforces the notion that PNL is underdiagnosed, causing severe disabilities
and favoring the maintenance of the infection transmission chain.

We propose a new algorithm and recommendations for PNL diagnosis
(Figure 1) considering that for early recognition of the leprosy neural form, a
severe public health problem in several developing countries and regions, the
implementation of specific methods i1s an urgent requirement, including
immunological, molecular and neurophysiological tools, which are necessary to
clucidate the epidemiology of this disabling clinical form, thus contributing not
only to an effective treatment, but also to the reduction of disabilities,

deformities, and sequelae.
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Table 1 — Distribution of the most affected peripheral nerves in patients with
primary neural leprosy diagnosis.

Affected Nerve n %
Ulnar (Elbow) 56 344
Common fibular 33 20.2
Sensory ulnar 20 12.8
Superficial fibular 17 10.4
Sural 10 6.1
Motor median 8 49
Superficial radial 6 3.7
Sensory median 4 2.4
Tibial 4 2.4
Median antebrachial cutaneous 2 1.2
Lateral antebrachial cutaneous 2 1.2
Deep fibular 1 0.6

Total nerves 163 100
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Table 2 — Distribution of the electroneuromyographic pattern in patients with
primary neural leprosy diagnosis.

Electroneuromyographic pattern n %
Focal demyelinating mononeuropathy 19 27.1
Sensory axonal mononeuropathy 17 243
Asymmetrical sensory and motor demyelinating

21 30.0
neuropathy
Asymmetrical sensory and motor axonal neuropathy 13 18.6

with focal slowing of conduction velocity

Total 70 100




112

Table 3 — Distribution of patients with primary neural leprosy according to the
electroneuromyographic pattern, and comparisons of proportions.

Multiple

Parameters Mononeuropathy Mononeuropathy p value

ELISA antiPGL-1 index 1.54+1.1 0.82 £0.63 p=0.0006
Neural thickening 33.3% (12/36) 73.6% (25/34) p=0.0008
Sensory symptoms 47.2% (17/36) 76.5% (26/34) p=0.0120
Muscular weakness 22.2% (8/36) 38.3% (13/34) p=0.1440
Peripheral blood qPCR 38.9% (14/36) 23.5% (8/34) p=0.1665
Slit skin smear qPCR 88.9% (32/36) 67.65% (23/34) p=0.0304

gPCR = Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction. ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay
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Table 4 — Distribution of patients with primary neural leprosy according to
ELISA anti-PGL1 seropositivity and comparisons of proportions.

ELISA anti-PGL1 ELISA anti-PGL1

Parameters p value
Negative Positive
ELISA index 0.52+0.32 1.794+1.0 p<0.0001
Number of altered nerves 3.18+4.1 1.43 £0,86 p=0.0033
Neural thickening 78.8% (26/33) 40.5% (15/37) p=0.0012
Sensory symptoms 90.1% (30/33) 35.1% (13/37) p<0.0001
Muscular weakness 48.5% (16/33) 13.5% (5/37) p=0.0014
Peripheral blood qPCR 27.3% (9/33) 35.1% (13/37) p=0.48
Slit skin smear gPCR 72.7% (24/33) 83.8% (31/37) p=0.26
Skin biopsy gPCR 21.2% (7/33) 37.8% (14/37) p=0.12

gPCR = Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction. ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay
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Table 5 — Combination of diagnostic tools for primary neural leprosy diagnosis,
considering suspicious clinical cases with positive
electroneuromyography.

ELISA anti- Peripheral Slit skin Skin biopsy Number of
PGL-1 blood qPCR | smears qPCR qPCR Patients
(")
+ 3(43)
+
- 8(11.4)
+
+ -
- 2(2.9)
+ 9(12.9)
+ :
- 11 (15.7)
- + 2(2.9)
- 2(2.9)
+ 1(1.4)
+
- 6 (8.6)
+ + -
- 2(2.9)
— + 5(7.1)
+
- 12 (17.1)
- + 1(1.4)
- 6 (8.6)

gPCR = Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction. ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay
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Figure 1 - Algorithm and recommendations for PNL diagnosis.

If all of the above are negative

y

Peripheral nerve biopsy

Bacilloscopy and qPCR

115

Probable PNL

Definitive PNL

gPCR = Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction. ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay. PNL = primary neural
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Abstract

Molecular, immunological and neurophysiological evaluations in leprosy

household contacts for early diagnosis and treatment.

Background: Household contacts (HHC) constitute a recognizable group at high
risk for leprosy development; despite significant progress in controlling this
disease in recent years, early identification of cases remains one of the primary
goals and challenges of leprosy control programs.

Methods: From January 2014 to December 2016, 175 seropositive household
contacts (SPHHC) with subclinical infection and a control group of 35
seronegative household contacts (SNHHC) were recruited and subjected to an
extensive protocol, that included clinical, molecular (peripheral blood qPCR,
intradermal smear qPCR, skin biopsy qPCR) and electroneuromyographic
evaluation.

Results: In the analysis of peripheral blood qPCR of the SPHHC, 40.6%
presented positivity versus only 8.6% in SNHHC (p=0.0003). In the intradermal
smear analysis, only 4% of the SPHHC presented positive bacilloscopy, whereas
gPCR in this sample detected 47.4% positivity in this group compared with only
17.1% i SNHHC (p = 0.0009). In the ENMG evaluation, 31.4% of the SPHHC
presented some neural impairment and 13.3% in SNHHC (p=0.0163). The
presence of neural thickening conferred a 2.94-fold higher chance of ENMG
abnormality (OR, 2.94; p=0.0031). SPHHC presented a 4.04-fold higher chance
of neural impairment (p=0.0206).

Discussion:  The implementation of methods that employ immunological,
molecular and neurophysiological tools for the detection of M. leprae and its
neural impairment, are clearly necessary to elucidate the epidemiology of leprosy,

to break its chain of transmission, thus enabling effective control of the disease.

Keywords: leprosy, household contacts, electroneuromyography, peripheral neuropathy,

ELISA anti-PGL1, real-time PCR.
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Introduction:

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae,
an obligate intracellular parasite with a predilection for infecting peripheral
nerves and skin. Leprosy is a current and challenging disease, because it still
represents a problem for public health programs in developing countries such as
Brazil, which ranks second worldwide in the number of new cases [1].

The predominance of multibacillary (MB) cases and also of those with
neural disabilities, indicates a delay in the diagnosis, reinforcing the ineffective
epidemiological control not only in Brazil, but in many other countries [2]. In
addition, new cases not only of high functional impairment but also in children
reflect a failure of early leprosy detection and indicate its ongoing transmission
[3.4,5].

Leprosy household contacts (LHHC) of MB patients have a relative risk of
developing leprosy 5 to 10 times higher than the general population [6,7].
Because of the complex relationships between genetic, immunological and
environmental factors, most infected contacts will not develop leprosy, although
recent studies have reported that they can be healthy carriers and spread M. leprae
to susceptible individuals [8,9,10].

The investigation of the transmission and infectivity of M. leprae through
molecular and immunological tools has shown that half of the LHHC are healthy
carriers while about 18% present subclinical infection with high risk of illness
[10,11,12]. Although subclinical neural involvement in this group has not yet
been well defined in the literature, its documentation is fundamental. Such
elucidation would enable the discussion of chemoprophylaxis or even early
treatment, as a complementary strategy for leprosy control.

The objective of this study was to evaluate the neural impairment in LHHC
with subclinical infection (seropositive to anti-PGL1 ELISA) through

electroneuromyography (ENMG), aiming at early diagnosis, timely treatment and
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prevention of disabilities.

Patients and Methods:

We recruited seropositive household contacts (SPHHC) of leprosy patients
from a national leprosy referral center in Brazil, under the approval of the Ethics
Committee of the Federal University of Uberlandia. At this center, LHHC are
regularly followed up for a period of at least 7 years, annually, when they are
evaluated by a multidisciplinary team and submitted to dermatoneurological
examination and serological (ELISA anti-PGL 1) screening.

From January 2014 to December 2016, 373 new cases of leprosy and 2125
of LHHC were reported, totaling an average of 5.7 LHHC per patient. A total of
1902 LHHC (90.5%, 1902/2125) were examined and 18% (342/1902) were
seropositive. In this study, 175 (51.2%, 175/342) SPHHC and a control group of
35 seronegative householdcontacts (SNHHC) were recruited, all of them without
skin lesions or other clinical abnormalities that allowed leprosy diagnosis.

We excluded those who in the initial evaluation already showed clinical
evidence of the disease (coprevalence cases), those who presented other etiologies
for peripheral neuropathy: chronic alcoholism, diabetes mellitus, thyroid disease,
hormonal dysfunctions, malnutrition, hereditary neuropathy, hepatitis B or C,
HIV, autoimmune diseases; individuals who resided in other cities, and those who
refused to undergo ENMG.

The systematic evaluation of LHHC recruited in this study is described in

Figure 1.

Clinical Characterization:

Epidemiological (age, gender, type of contact), clinical (sensory modality

impairment, presence of muscle weakness and/or amyotrophy, neural thickening,
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evaluation of deep reflexes) data were examined. All the patients underwent a

rigorous dermatoneurological evaluation by expert professionals.

Laboratory Research:

Bacilloscopy — A bacilloscopy of intradermal smears from six sites was
performed: the two ear lobes, both elbows and the two knees, as well as from skin
and/or nerve biopsy samples. The sample collection was preceded by topical
application of cream containing lidocaine (7%) and tetracaine (7%) at all sites,
awaiting the anesthetic effect for one hour.

ELISA anti PGL-1 serology — In order to detect IgM antibodies in the
serum, the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed on all
household contacts, against the purified native PGL-I molecule from the M.
leprae cell wall, according to a methodology previously described in the literature
[13].

DNA Extraction and Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction
(Real-Time PCR) — the DNA extraction from blood, dermal smear samples, and
nerve and skin biopsies were performed. To detect M. leprae DNA, a previously
described quantitative real-time PCR (qPCR) primer/probe assay targeting the M.
leprae species-specific genomic element of dispersed repeats (RLEP) was
performed in the real-time PCR system ABI 7300 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) [10,14,15].

Electroneuromyography:

ENMG studies were carried out utilizing the MEB 4200K (NIHON-
KODHEN) device. In the sensory conduction study, the median, ulnar, dorsal
hand cutaneous, radial, lateral antebrachial cutaneous, median antebrachial

cutaneous, sural, fibular superficial, saphenous and medial plantar nerves were
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examined bilaterally. In the motor conduction study, the median, ulnar, common
fibular, and tibial bilaterally nerves were examined, including specific techniques
for focal impairment research at compression sites often affected in leprosy

neuropathy.

Skin Biopsy:

All of the LHHC selected in this study did not present any skin lesion. For
this reason, the biopsy of a small elbow skin fragment was performed,
considering that it is a cold region with possible intradermal impairment, and

therefore a site often altered in leprosy neuropathy.

Nerve Biopsy:

Nerves that underwent biopsy were selected according to the patient’s
clinical condition, being chosen exclusively sensory nerves that presented sensory
changes and/or thickening, and also one of the following electrophysiological
changes in the sensory conduction study: absence of response on both sides;
unilateral absence of response; bilaterally decreased amplitude of the sensorial
action potential (SAP), considering reference values; and SAP amplitude
decreased by over 50%, compared with the contralateral side. During the biopsy
the nerve was fasciculated and completely transected. All the patients had signed
a specific consent form referring to this process.

During the procedure, a skin biopsy was performed on an area suprajacent to the

territory corresponding to the nerve that had previously undergone biopsy.

Statistical Analysis:
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The Shapiro Wilk test was used to test the data normality in these groups in
order to apply the ideal test (parametric or non-parametric). The Wilcoxon-Mann-
Whitney U Test was carried out, and the Binomial Test was applied to the Study
of Dichotomous Variables, with significance defined as a p value of less than
0.05. The measure of association adopted was the Odds Ratio (OR). Multiple
logistic regression was used to verify the dependence relationship between the
presence of ENMG abnormality (categorical variable) and the independent
variables (ELISA anti-PGL1, intradermal smear qPCR, skin biopsy qPCR,
peripheral blood qPCR and BCG scar). After verifying the dependence between
variables, the OR was determined and the probability of outcomes analyzed. The

statistical program used was the software GraphPad Prism version 7.

Results:

In relation to the epidemiological characteristics, we observed that among
the 175 SPHHC recruited, the majority (76%, 133/175) were female. In the
SNHHC, females were also the majority (73.3%, 22/30). The mean age in the
SPHHC was 30.9 years, and in the SNHHC 33.1 years. As to the type of contact,
in the SPHHC 76.6% (134/175) were intradomiciliar contacts compared with
80% 1n the SNHHC (24/30). In the SPHHC group, 82.9% (145/175) were
contacts of MB patients and in the SNHHC, 80.0% (24/30). The comparison
between all the epidemiological characteristics mentioned above did not show a
significant difference between the groups. (Table 1)

The mean anti-PGL1 ELISA index was 2.05 in the SPHHC and 0.52 1in the
SNHHC (p<0.0001). In the analysis of the peripheral blood qPCR from the
SPHHC, 40.6% (71/175) presented positivity, versus only 8.6% (3/35) in the
SNHHC (p=0.0003). In the slit skin smear analysis, only 4% (7/175) of the
SPHHC presented positive bacilloscopy, whereas the evaluation by the qPCR 1n
this sample showed positivity of 47.4% (83/175) in this group and only 17.1% (6
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/ 35) in the SNHHC (p = 0.0009), all with negative bacilloscopy in the latter
group (Table 1).

In relation to the clinical evaluation in the SPHHC, 18.3% (32/175)
presented a pattern of intradermal impairment, compared with 14.3% (5/35) in the
SNHHC (p=0.5717), defined as multifocal painful hypoesthesia, especially with
a greater mvolvement in the elbow, knee and earlobe regions, setting a
temperature-dependent pattern. Sensorial impairment with a specific territory
distribution (truncal pattern) was present in 17.1% (30/175) of the SPHHC and in
8.6% (3/35) of the SNHHC (p=0.2079). The impairment of the deep sensitivity
(vibratory and kinetic postural) was not observed in any case, nor was the
presence of arreflexia or evident impairment of deep osteotendin reflexes. Only
2.3% (4/175) of the SPHHC and 2.8% (1/35) of the SNHHC presented some
motor manifestation (p=0.8598). The presence of neural thickening and/or pain
upon palpation of one or more nerves was observed in 21.1% (37/175) of the
SPHHC versus 8.6% (3/35) of the SNHHC (p=0.0838). Among the contacts with
thickening, the ulnar nerve was the most frequently altered (72.5%, 29/40). None
of the evaluated contacts presented skin alteration or impairment of fanners such
as madarose or even alteration in hair distribution.

ENMG evaluation detected some neural impairment in 31.4% (55/175) of
the SPHHC. In the SNHHC group, only 13.3% (4/35) showed changes in this
exam (p=0.0163). (Table 1) Of the 59 contacts with altered
elecroneuromyography, 81.3% (48/59) were contacts of MB index cases,
although this antecedent did not confer a greater chance of alteration in this
examination (OR, 0.99; CI195%, 0.45 to 2.15; p=0.9865).

Only 32.2% (19/59) presented neural thickening in the clinical evaluation.
However, the presence of neural thickening at the physical examination conferred
a 2.94-fold higher chance of presenting ENMG abnormality (OR, 2.94; CI95%,
1.43 to 6.00; p=0.0031). The mean number of nerves affected was 1.44 per

contact. The nerves most frequently affected were the common fibular in the
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fibula head segment (38.8%; 33/85), followed by the sensory ulnar (27.1%;
23/85), ulnar in the elbow segment (12.9%; 11/85) and superficial fibular (9.5%;
8/85) (Table 2).

In the neurophysiological pattern observed in ENMG, 69.5% (41/59)
presented only one altered nerve (mononeuropathy), and 30.5% (18/59) two or
more altered nerves (asymmetrical multiple mononeuropathy). The ENMG
pattern and its distribution are detailed in Table 3.

According to clinical data and the ENMG results, 50.8% (30/59) of LHHC
demonstrated at least one nerve eligible for biopsy, but only 60.0% (18/30) of
those were submitted to this process. The nerve most frequently submitted to
biopsy was the sensory ulnar - dorsal cutaneous of the hand (72.3%; 13/18),
followed by superficial fibular (16.7%; 3/18), sural (5.5%; 1/18), and deep fibular
(5.5%; 1/18). Only 27.8% (5/18) of the nerves that had undergone biopsy
presented some anatomopathological alterations, suggestive of leprosy, such as
endoneural or epineural infiltrate, presence of fibrosis, perineural thickening or
presence of endoneural granuloma. No LHHC presented positive bacilloscopy in
the peripheral nerve biopsy. On the other hand, qPCR of nerve biopsies was
positive in 61.1% (11/18) of the cases. The qPCR of the suprajacent skin area was
positive in only 16.7% (3/18) of the nerve biopsies, whereas bacilloscopy was
negative in all samples.

Among LHHC with abnormalities in ENMG, 93.2% (55/59) were positive
to ELISA anti-PGL1 test, against a positivity of 79.5% (120/151) among LHHC
without ENMG abnormalities, representing a 3.55-fold greater chance for the
occurrence of neural impairment (C195%, 1.15 to 10.55; p=0.0225). In reference
to the peripheral blood qPCR test, LHHC with positive results presented a 2.06-
fold higher chance for the occurrence of the neural impairment (CI95%, 1.11 to
3.82; p=0.0216). LHHC with one or more BCG scars displayed a protective effect
of 0.66 against the appearance of neural impairment (CI95%, 0.31 to 1.42),
although the difference was not statistically significant (P >0.05) (Table 4).
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In order to further explore the complex interaction among the test results, a
multivariate statistical method was conducted to confirm the dependence relation
of the variables elucidated above with the chance of occurance of ENMG
abnormalities, demonstrating that ELISA anti-PGL-1 positivity confers a 4.04-
fold greater chance of neural damage (OR, 4.04; CI95%, 1.24 to 13.21; p=0.020),
while peripheral blood qPCR positivity gives a 2.08-fold higher chance (OR,
2.08; CI95%, 1.08 to 4.02; p=0.028); and the presence of at least one BCG
vaccine scar demonstrated 2.44-fold greater protection against neural impairment
(OR, 0.41; CI95%, 0.18 to 0.98; p=0.044). There was no dependence relation
with the variables intradermal smear qPCR or skin biopsy qPCR. (Table 5)

The combination of unfavorable results from the three assays (no BCG
scars, seropositivity to ELISA anti-PGL1 and positive qPCR in peripheral blood)
indicated the highest probability (62.6%) of neural impairment in the contacts.
The presence of the positive results for BCG scars in the other combinations of
risk factors reduced the probability of neural impairment. In the group of contacts
with favorable results (presence of BCG scars, negative ELISA anti PGL-1 and
negative qPCR in peripheral blood) presented the lowest probability (7.6%) of
neural damage (Table 6).

Discussion:

This 1s an epidemiological study in southeastern Brazil, where leprosy is
endemic, that measured the risks of neural impairment in asymptomatic LHHC
over a 2-year period. This was the first study that evaluated the neural
involvement in asymptomatic LHHC, through a combination of serological,
molecular and neurophysiological tests.

The prevalence of abnormalities in the ENMG was 31.4% in the SPHHC,
2 4-fold higher than in SNHHC, reinforcing the importance of epidemiological

surveillance and follow-up of LHHC, and allowing early recognition, by a
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combination of diagnostic tools, of neural impairment in this population.

Previous studies have already documented the occurrence of neural
involvement in LHHC. In endemic countries, subclinical neural impairment may
be the first and only clinical manifestation of leprosy, and when appropriately
recognized may contribute to early diagnosis and treatment of leprosy, which by
definition is primarily neural [16,17,18,19,20].

Some ENMG abnormalities may precede the classic clinical symptoms of
leprosy, such as the absence or amplitude reduction of the SAP of some nerves,
carly focal myelinic impairment, which is corroborated by our findings in this
asymptomatic HHC [20-22].

Although theoretically asymptomatic, some LHHC already had at least one
abnormality detected in the detailed neurologic physical examination, mainly
sensory impairment and neural thickening, corroborating the pattern described in
the classical forms of leprosy, an asymmetric peripheral neuropathy that is
predominantly sensorial. These contacts present a subclinical form in which the
ENMG is superior to the evaluation of the thermal, tactile and vibratory
sensitivity, with capacity for early detection of neural impairment [23,24,25].

Neural thickening, despite being one of the cardinal signs in leprosy and a
risk factor for the presence of ENMG abnormalities as demonstrated in the
present study, is a subjective parameter and does not always show agreement with
the ENMG, since only one third of the LHHC with abnormality in ENMG
presented neural thickening [24,25,26].

The LHHC of MB patients did not present a higher risk of neural
impairment, although this factor is associated with an increase in the disease
outcome in several prospective studies [6,9,10,11,12], which only evaluated the
natural history of the disease, but without a neurophysiological, serological or
molecular intervention for early diagnosis as in this paper.

Our results have demonstrated that ELISA anti-PGL1 is the most important

test in determining the increased chance of neural impairment in asymptomatic
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LHHC, corroborating previous studies that have also demonstrated its importance
as a screening test in the definition of LHHC that present a higher risk of illness.
The use of the ELISA anti-PGL-1 test is justified due to its high correlation with
MB clinical forms, being directly proportional to bacillary load and also its
association with a increased risk of developing leprosy in SPHHC
[7,10,12,13,27,28,29].

BCG vaccination has been associated with the prevention of leprosy in
different studies, especially MB forms [7,30,31,32,33]. Based on our results, the
presence of one or more BCG scars provided protection against neural damage
evaluated by ENMG, especially in cases found negative in the ELISA anti-PGL1
and peripheral blood qPCR tests. Thus, an additional intradermal BCG booster
dose should be maintained in leprosy control programs for LHHC, aiming for
protection against leprosy, including neural forms [7,34,35].

As to molecular evaluation, several studies have shown good prospects
regarding the detection of M. leprae in several samples (blood, skin, swabs,
smear) of leprosy patients and LHHC with gPCR, contributing to the definition of
the existence of asymptomatic carriers and subclinical infection
[10,11,14,15,36,37]. In a previous paper by our group, the positivity of peripheral
blood qPCR was 6.7% with a 5.54-fold risk for disease outcome [10]. Our results
reinforce these data, thus demonstrating an increased chance of neural
involvement in HHC with positive peripheral blood qPCR.

Although the qPCR positivity of intradermic smear and skin biopsy did not
determine an increased risk of neural damage in the present study, these tools
play a role in diagnostic confirmation, even allowing the start of treatment in
asymptomatic HHC.

LHHC constitute a recognizable group of individuals at high risk for
disease development so that their participation in the dissemination of M. leprae
to susceptible individuals in endemic communities cannot be neglected [10].

Despite significant progress in controlling leprosy in recent years, early
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identification of cases remains one of the primary goals and challenges of leprosy
control programs.

Therefore, with the prospect of eliminating leprosy as a public health
problem in Brazil, the development and implementation of more specific and
sensitive methods for the detection of M. /eprae and its neural impairment, using
immunological, molecular and neurophysiological tools are mandatory to increase
the knowledge of leprosy epidemiology, to break its chain of transmission,
thereby enabling effective control of this disease.

We propose a new guideline and recommendations for LHHC follow-up
(Figure 2). We suggest annual monitoring through serological (ELISA anti-
PGL1) evaluation for at least 5-7 years, considering its better risk-benefit in
relation to neural impairment and development of MB clinical forms [28].

The use of the three assays in combination (ELISA anti-PGL1, peripheral
blood qPCR and BCG scars) may identify individuals at high risk of developing
leprosy neuropathy, not only justifying the early start of treatment in those whose
diagnosis i1s confirmed by intradermal smear qPCR and/or altered ENMG, but
also indicating chemoprophylaxis in those who do not yet present clinical and

neurophysiological evidence of neural impairment.



Protocol for HHC evaluation

Dermatoneurological examination

Collection of ELISA anti-PGLA1

!
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Seropositive household
contacts (175) - SPHHC

!

Seronegative household
contacts (35) - SNHHC

Medical evaluation
Skin biopsy in the area above the elbow — skin
biopsy gPCR
Bacilloscopy and gPCR from intradermal smear
Peripheral blood gPCR
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Figure 1- Protocol for recruitment of asymptomatic household contacts of patients with leprosy.

gPCR = Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction. ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay.
ENMG = Electroneuromyography. HHC = household contact. SPHHC = seropositive household contacts. SNHHC

= seronegative household contacts.



Table 1 — Epidemiological, clinical and laboratory characteristics among the

household contacts of patients diagnosed with leprosy.

Seropositive HHC Seronegative p value
n=175 HHC
n=335
Age 30.9+£16.2 33.1+14.6 0.2297
Sex 24.0% (42/175) 22.9% (8/35) 0.8848
Male 76% (133/175) 77.1% (27/35)
Female
Type of contact 76.6% (134/175) 82.9% (29/35) 0.4154
Intradomiciliary 23.4% (41/175) 17.1% (6/35)
Extradomiciliary
Index case 82.9% (145/175) 82.9% (29/35) 1.0
Multibacillary 17.1% (30/175) 17.1% (6/35)
Paucibacillary
ELISA index 2.05+0.82 0.52+0.18 0.0001
Peripheral blood 40.6% (71/175) 8.6% (3/35) 0.0003
qPCR
Slit skin smear qPCR 47.4% (83/175) 17.1% (6/35) 0.0009
Bacilloscopy 4% (7/175) 0.0% (-/35) -
Neural thickening 21.1% (37/175) 8.6% (3/35) 0.0838
Sensory symptoms 18.3% (32/175) 14.3% (5/35) 0.5717
(intradermal)
Sensory symptoms 17.1% (30/175) 8.6% (3/35) 0.2079
(truncal)
Muscular weakness 2.3% (4/175) 2.8% (1/35) 0.8598
BCG scar
Absent 13.1% (23/175) 40.0% (14/35) 0.0001
Present (>1) 86.9% (152/175) 60.0% (21/35)
Abnormal ENMG 31.4% (55/175) 13.3% (4/35) 0.0163

gPCR = Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction. ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay. HHC = household contact.
ENMG = Electroneuromyography. BCG = Bacillus Calmette-Guérin.



137

Table 2 — Distribution of peripheral nerves most involved in the
electroneuromyographic evaluation of the household contacts of
patients with leprosy diagnosis.

Affected Nerves n %
Common fibular 33 38.8
Sensorial ulnar 23 27.1
Motor ulnar 11 129
Superficial fibular 8 9.5
Sensorial median 2 2.3
Superficial radial 2 23
Medial cutaneous of the forearm 2 2,3
Sural 1 1,2
Lateral cutaneous of the forearm 1 1,2
Motor median 1 1,2
Deep fibular 1 1,2

Total nerves 85 100
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Table 3 — Distribution of the electroneuromyographic pattern in the
neurophysiological evaluation of household contacts of patients

with leprosy diagnosis.

Electroneuromyographic pattern n %

Sensory axonal mononeuropathy 25 424
Focal demyelinating mononeuropathy 16 27.1
Asymmetrical sensory and motor demyelinating multiple mononeuropathy 10 169
Asymmetrical sensory and motor axonal neuropathy with focal slowing of 6 102

conduction velocity

Asymmetrical sensory axonal multiple mononeuropathy 2

Total 59

34




139

Table 4 — Evaluation of the chance of peripheral neural impairment demonstrated by
electroneuromyography in household contacts of patients with leprosy
according to ELISA anti-PGL]1, peripheral blood qPCR, intradermal smear
qPCR, skin biopsy qPCR and BCG scar.

Abnormal ENMG Normal ENMG ODDS

N=59
ELISA anti-PGL1
Positive 55
Negative 4
Peripheral blood
qPCR
Positive 28
Negative 31
Intradermal smear
qPCR
Positive 26
Negative 33
Skin biopsy qPCR
Positive 15
Negative 44
BCG scar
>1 46
Absent 13

N=151

120
31

46
105

63
88

37
114

127
24

3.55

2.06

1.10

1.05

0.66

CI95%

1.155-10.555

1.111-3.822

0.599-2.020

0.525-2.101

0.314-1.422

p value

0.0225

0.0216

0.7572

0.8895

0.3963

gPCR = Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction. ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay. ENMG = electroneuromyography

HHC = household contact. BCG = Bacillus Calmette-Guérin.
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Table 5 — Analyses of dependence relationship between peripheral neural
impairment demonstrated by electroneuromyography and the
variables ELISA anti-PGL1, intradermal smear qPCR, skin biopsy
qPCR, peripheral blood qPCR and BCG scar, through multiple
logistic regression.

Risk factor p ODDS CI95% Dependence Relation
ELISA anti-PGL1 0.0206 4.04 1.24-13.21 Yes
Peripheral blood qPCR 0.0288 2.08 1.08-4.02 Yes
Slit skin smear qPCR 0.4186 0.75 0.38-1.49 No
Skin biopsy qPCR 0.9376 0.97 0.46-2.06 No
BCG scar 0.0442 0.41 0.18-0.98 Yes

gPCR = Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction. ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay. BCG = Bacillus Calmette-
Guérin.
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Table 6- Probability of peripheral neural impairment demonstrated by
electroneuromyography in household contacts of patients with
leprosy according to risk factor combinations (ELISA anti-PGL1,
peripheral blood qPCR and BCG scar)

Risk factor combinations Probability of neural

impairment (%)

ELISA anti-PGL1 +/ Peripheral blood qPCR +/ BCG - 62.6
ELISA anti-PGL1 +/ Peripheral blood qPCR -/BCG - 44.5
ELISA anti-PGL1 +/ Peripheral blood gPCR +/BCG + 41.2
ELISA anti-PGL1 -/ Peripheral blood qPCR +/BCG - 29.2
ELISA anti-PGL1 +/ Peripheral blood qPCR -/BCG + 25.2
ELISA anti-PGL1 -/ Peripheral blood qPCR -/BCG - 16.5
ELISA anti-PGL1 -/ Peripheral blood qPCR -/BCG + 7.6

gPCR = Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction. ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay. BCG = Bacillus Calmette-
Guérin.



Protocol for annual household contact evaluation

Dermatoneurological examination

Collection of ELISA anti-PGLA1

AA

v

v

Seropositive HHC

Seronegative HHC

v

{

Medical evaluation
elbow - Skin biopsy qPCR

smear
ENMG

Skin biopsy in the area above the

Return for the annual follow up. —

Bacilloscopy and gPCR from slit skin

positive, start treatment.

If the current clinical situation is
compatible with the diagnosis of
leprosy and/or any of the tests is

If all exams are negative and the
contact remains asymptomatic,
provide chemoprophylaxis.

Figure 2- Protocol proposed for annual household leprosy contacts evaluation.

gqPCR = Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction.

electroneuromyography. HHC = household contact.
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ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay. ENMG =
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6- Consideracoes Finais
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A hanseniase ¢ uma doenca primariamente neural.

A neuropatia hansénica se apresenta sempre de forma assimétrica, com
predominio de sintomas sensitivos, com um maior comprometimento de fibras

finas.

A presenca de espessamento neural embora nido patognomodnico, ¢ um sinal

importante no diagnostico da neuropatia hansénica.

O nervos mais alterados foram o ulnar no segmento do cotovelo, fibular comum

no segmento da cabega da fibula, ulnar sensitivo e fibular superficial.

A maioria dos pacientes com diagnostico de HNP e contatos domiciliares com
diagnostico de infecgdo subclinica apresentaram padrdo de mononeuropatia,

refor¢ando a importancia do diagnostico precoce.

A sorologia ELISA anti-PGL1 ¢é um importante método diagndstico
complementar, pois esta presente em mais da metade dos casos de HNP, ¢ confere
uma maior chance de comprometimento neural periférico em contatos

domiciliares soropositivos.

A avaliagdo molecular por meio da qPCR em amostras de raspado intradérmico e
biopsia de pele demonstra positividade na maior parte dos pacientes com HNP,
confirmando que apesar de primariamente neural, esta neuropatia na maioria das

vezes nao € neural pura.
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A biopsia de nervo periférico € uma importante ferramenta diagnostica, sobretudo
quando ¢ submetida a baciloscopia, histopatologia e avaliagdo molecular por meio

da qPCR.

A quantidade de nervos comprometidos ndo pode definir isoladamente o perfil
imune dos pacientes com HNP, j4 que os pacientes com padrio de
mononeuropatia apresentaram maiores indices ELISA anti-PGL1, inferindo um

espectro multibacilar, com predominio de resposta humoral.

O tratamento de pacientes com HNP ndo pode ser fundamentado apenas na

quantidade de nervos alterados.

A presenca de uma ou mais cicatriz vacinal de BCG confere um efeito protetor

contra o comprometimento neural em contatos domiciliares.

A combinagdo de métodos complementares soroldgicos, moleculares ¢

neurofisiologicos € essencial para o diagnoéstico precoce da neuropatia hansénica.
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Apéndice A — Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes.

Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes.

Vocé estd sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada:
ASPECTOS MOLECULARES, SOROLOGICOS E NEUROFISIOLOGICOS EM CONTATOS
ASSINTOMATICOS DE PACIENTES COM DIAGNOSTICO DE HANSENIASE, sob a
responsabilidade dos pesquisadores Dra. Isabela Maria Bernardes Goulart e Dr. Diogo
Fernandes dos Santos.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pelo pesquisador
Diogo Fernandes dos Santos e sera entregue quando for realizada a avaliac&o inicial no
Centro de Referéncia Nacional em Hanseniase/ Dermatologia Sanitaria (CREDESH). A
participacdo € espontanea, sendo que sua colaboracdo em nosso projeto de pesquisa
certamente ajudara na conducao e controle de pacientes com problemas semelhantes aos
que V.S. possui. As informacdes relevantes e as etapas da pesquisa serdo descritas a
seguir, para que V.S. tome ciéncia do teor do protocolo a ser desenvolvido:

A hanseniase € uma doenca que afeta principalmente a pele e os nervos. No
inicio da doenca, os sintomas séao dificilmente notados e, durante o seu desenvolvimento, as
lesbes de pele sao mais aparentes e os nervos podem ser irreversivelmente danificados
resultando em graves sequelas. Quanto mais demora para que a doenca seja diagnosticada
e o tratamento iniciado, maior sera o dano. O diagnostico pode ser dificultado porque os
exames atuais ndo conseguem detectar o bacilo quando eles estdo em pequena quantidade
no organismo. Por isso, € muito importante que se possa identificar os portadores sadios do
bacilo que causa a doenca, bem como os contatos de pacientes que estejam no estagio
inicial da infeccao. Para isso, a equipe de saude do CREDSH/UFU esta propondo esta
pesquisa com objetivo de promover um diagnédstico precoce desta doenca.

Espera-se que com este estudo seja possivel detectar possiveis portadores
sadios e aqueles que ja estejam infectados com o bacilo entre os comunicantes, para
seguimento periédico pela equipe do CREDSH/UFU, a fim de prevenir o aparecimento da
doenca nos familiares, diminuir o risco de contagio da populacado e dessa forma, interromper
a cadeia de transmiss&o da hanseniase.

Todos participantes deverdo ser submetidos aos exames ja realizados de rotina
para o diagnéstico da hanseniase nos contatos de pacientes com diagnéstico de
hanseniase, independente da realizacdo desta pesquisa. Além disso, todos serao
submetidos a realizacdo de uma eletroneuromiografia (um exame complementar utilizado de
rotina no diagnéstico de diversas doencas neuromusculares). Antes da realizacdo do
mesmo, V.S. sera orientado (a) sobre os objetivos do exame e a forma de sua realizacdo. O
protocolo do exame consiste basicamente no estudo de conducdo motora e sensitiva, no
qual sera submetido a estimulos elétricos intermitentes, que, eventualmente, podem ser
percebidos de forma incobmoda. Caso o V.S. refira dor, os estimulos serdo imediatamente
interrompidos e retomados somente apés sua autorizacdo. Os estimulos elétricos utilizados
durante o exame nao provocam dano a sua saude, pois seguem os critérios ja padronizados
de seguranca elétrica, ndo havendo o risco de lesao tecidual ou mesmo manutencao de
qualquer desconforto apés a finalizacdo do procedimento.
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E direito do paciente e seus contatos pedirem esclarecimentos a respeito da
finalidade da pesquisa, destino do material coletado e resultados dos exames realizados e,
se concordarem em participar da pesquisa, poderao desistir de fazé-lo a qualquer momento,
sem que haja nenhum prejuizo proprio.

Vocé nao tera gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa. Cabe
ressaltar que os participantes desse estudo receberao vale transporte (ida e volta) e
alimentacdo durante o periodo que estiver no CREDESH.

Uma via original deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com
vocé.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com:
Dra. Isabela Maria Bernardes Goulart e Dr. Diogo Fernandes dos Santos— CREDESH.
Avenida Aspirante Mega, n. 125, bairro: Jaragua — Uberlandia-MG. Fone: (34)32167872.

Podera também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa com
Seres-Humanos — Universidade Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila, n® 2121,
bloco A, sala 224, Campus Santa Ménica — Uberlandia —MG, CEP: 38408-100; fone: 34-
32394131

Uberlandia, / /

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apés ter sido
devidamente esclarecido.

Participante da pesquisa
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Apéndice B — Protocolo de abordagem e seguimento de contato em hanseniase.

Caso Indice:

Prontuirio

Grau de Parentesco:

171

Tempo Exposicdo (meses):

Tdade na Abordagem:

Tratou anteriormente: ( ) Nao( )Sim__ /_ /__ a
/1 Local

Tipo de Contato:

Ontradomiciliar QOExtradomiciliar

Forma Clinica:

QIQTQATs QDT ADD ADV QVspQVV
OTR ODTR ODDR ODVR

0O HNPT QO HNPDT O HNPDD

Olntradomiciliar-intimo OFExtradomiciliar-intimo

QOcupacional U Ignorado

Classificacao Operacional: OPB OMB

Cicatriz do BCG: Profilaxia do BCG - Data da Administracao da dose
ao 0102 / / 1* Dose ! /
Se 0 cicatriz aplica 1° dose; 22 Dose / /

Se 1 cicatriz aplica 2° dose;
Se 2 cicatriz nao aplica .

1.Realiza¢io Exame Dermato Neurologico: U Ndo O Sim: ~ / /
2.Realizacdo Exame Dermato Neurologico: QNio Q Sim: /  /
3.Realizacao Exame Dermato Neurolégico: ONio O Sim: _ / _ /_
4.Realizacao Exame Dermato Neurolégico: ONao O Sim: __ / _ /
5.Realizacao Exame Dermato Neurolégico: QNao O Sim: _ / _ /
6.Realizacao Exame Dermato Neurologico: QNdo O Sim: ~ /  /
7.Realizacio Exame Dermato Neurologico: 1 Nao O Sim: / /

1.Mitsuda Aplicado  / / Leitura /
ONegativo mm QOPositivo mm

QPerdeu Leitura QUso de corticoide ONdo fez

QOFlutuante QUlcerado

Univer sudaal de

Uberlandia

2 Miwsuda: Aplicado  /  /  Leitwra  /
ONegativo mm QOPositivo mm

QPerdeu Leitura QUso de corticoide UN3do fez

OFlutuante QUlcerado

Av. Aspirante Mega, 77 — Bairro Jaragud — 38413-018 — Uberlandia-MG
#/Fax (034) 3216-7872 | 3238-1530 J
& www.credesh.ufu.br credsh@hc.ufu.br

Hosptal de Clincas

05/01/2015 de Uberlindia
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Centro de Refaréncia Nadonal em
Hamsenizse / Dermotologic Sanitéria

&
9

CREDESH

1. Esfregaco — Baciloscopia: Data da Coleta | Data Resultado / /
Resultado Baciloscopico: QNeg. QPos. MIB: 1. PCR de Esfregaco: ONeg. QPos CT: / /
LD CD D L1 Local:
LE CE JE 2 Local:
2 Esfregaco — Baciloscopia: Data da Coleta /I Data Resultado / f
Resultado Baciloscopico: QNeg. QPos. MIB: 2. PCR de Esfregaco: ONeg. QPos CT: / /
LD CD JD 1 Local:
LE CE JE 12 Local:
1. Biépsia de Pele Data: / /  Baciloscopia: Q Neg. QPos.
1.PCR de Pele: ONeg. OQPos CT: / /
Descrigao:
2. Biopsia de Pele Data: _ / /  Baciloscopia: O Neg. Q Pos.
2. PCR de Pele: ONeg. QPos CT:  / /
Descrigao:
Exames Sorologicos e Moleculares no Acompanhamento/Seguimento do Contato
Exames Data Resultado Exames Data Resultado
01 ELISA !/ /__ (Neg QPos 01 PCR Sangue / /o (Neg qPos
2 ELISA 1/ qNeg qPos 02 PCR Sangue I qNeg qPos
03 ELISA _/__/_ qeg qpos 03 PCR Sangue —/__J_ qNeg qPos
04 ELISA — I qNeg qPos_____ 04 PCR Sangue IZ 17 qNeg qPos
05 ELISA ! /_ (Neg QPos 05 PCR Sangue / { - (Neg (Pos
06 ELISA I A I 06 PCR Sangue Y O
07 ELISA 7 qNeg qPos_ 07 PCR Sangue i qNeg QPos_
T (Neg qPos - T (Neg (Pos
01 Teste Répido ! /__ QNeg qPos
02 Teste Rapido _ ! ' (Neg qPos
03 Teste Rapido ’ /__ QNeg QPos
04 Teste Ripido / r qNeg qPos
05 Teste Rapido 4 /__ (Neg (Pos
06 Teste Rapido / (A qNeg qPos
07 Teste Rapido ! I - —
(Neg (Pos
Situaciio de Acompanhamento do Contato:
Data ultimo comparecimento: / / Data retorno préximo ano: / /
qEm acompanhamento  qObito  gAbandono q Mudou-se
q Adoeceu - PACIENTE / / q Adoecen — PACIENTE Co-prevaléncia / /
qAcompanhado de 5 a 7 anos (alta) qNao compareceu ao acompanhamento anual
Observaciio:
Av. Aspirante Mega, 77 — Bairro Jaragua — 38413-018 — Uberlandia-MG
®[Fax (034) 3216-7872 [ 3238-1530 ;
Univ de S www.credesh.ufu.br credsh@hc.ufu.br

Hospital de Clinicas

05/01/2015 de Uberlandia
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Apéndice C — Atendimento neurologico em pacientes suspeitos de neuropatia.

Nome:

Prontudrio:

Idade: Sexo:  Profissao:

QPp:

HMA:

Antecedentes Pessoais:

Antecedentes familiares:

Resultado do Exames de Eletroneuromiografia - Alterado

Laudo:

: ()SIM ( )NAO

Data Exame: /|

/

Exame Neurolégico Dirigido:

FORCA BRACO D FORCA PERNA D REFLEXOS PROFUNDOS D E
Flexao pescoco Flexao quadril Bicipal
Extensao pescoco Extensao quadril Estilorradial
Rot lat pescoco Aducio coxa Tricipital
Elevacio ombro Abduciio coxa Flexor dos dedos
Rotacio lat braco Extensao perna Patelar
Rotaciao med brago Flex:io perna Aquileo
Aducao braco Flexao dorsal pé Flexor artelhos
Abducao braco <15° Flexao plantar pé Outros
Abdugio braco >15° Inversiio pé
Flexiio antebraco Eversio pé REFLEXOS CUTANEOS D E
Supinagio F1 dorsal dedos Cutianeo abdominal superior
Pronacio FI plantar dedos Cutianeo abdominal médio
Extensao Outros Cutaneo abdominal inferior
Punho
Flexiio Punho Palpaciio Nervos | D SIM | NAO
Extensiio dedos Ulnar Sensibilidade
Fl falange distal polegar Radial Fadiga
FI1 falange distal DII Fibular Miotonia
F1 falange distal DV Tibial Fasciculagoes
Abducgao do polegar Outros Trofismo
Abducio dedo V Tonus

Legenda: Forca Braco e Perna: 0,1, 2,3, 4,5

Diagnostico:

Reflexos Profundos e Cutineos:

0,1,2,3,4 Palpacao Nervos: N, E, D, C

Sindromico:

Topogrifico:
Etiolégico:

Informacio Requisitada:

&

Pagina 1 de 2

Av. Aspirante Mega, 77 — Bairro Jaragua — 38413-018 — Uberlandia-MG

Universidade Federal de
Uberlandia

#/Fax (034) 3216-7872 [ 3238-1530
& www.credsh. ufu.br credsh@he ufu.br

Hosptal de Clinicas
de Uberlandia
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Cantro ¢ Ruterdacic Naconal
el ermatcicga Saritdra

+3.CREDES
4

Commpreenase, Competinet & campeinie

&

Pégma 2 de 2 :
Av. Aspirante Mega, 77 — Bairro Jaragua — 38413-018 — Uberlandia-MG U

Universidade Federal de % Fax (034) 3216-7872 / 3238-1530 e
Uberlandia 2 www.credsh.ufu.br credsh@he.ufu br g =i


http://www.credsh.ufu.brcredsJiiShc.ufii.br
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Apéndice D — Termo de esclarecimentos, ciéncia € consentimento da biopsia de

nervo periférico.

Paciente: Prontuario: Sexo: F/M

Medico responsavel pelo procedimento:

Eu , n° de identidade

( )Paciente/( )Responsavel (Parentesco: ). declaro que: Fui informado (a)
pelo médico (a) de que as avaliagdes e o exame de eletroneuromiografia (ENMG) realizado
neste Servico revelou-se alterado conforme descrito abaixo

Recebi todas as explicagoes necessarias quanto aos riscos, beneficios, alternativas de
tratamento, bem como fui informado(a) sobre os riscos e/ou beneficios de nao ser tomada
nenhuma atitude propedéutica diante da natureza da(s) enfermidade(s) diagnosticada(s):

Estou ciente de que, durante o procedimento de biopsia do nervo:

SURAL () FIBULAR SUPERFICIAL ( )/ RAMO CUTANEO DORSAL DO ULNAR ( )

/RADIAL SUPERFICIAL ( ) / RAMO SENSITIVO DO FIBULAR PROFUNDO ( ) ou
outro nervo  selecionado pela equipe medica localizado a
DIREITA ( ) / ESQUERDA ( ) . podem ocorrer situagao(des) imprevisivel(eis) e o
tratamento/procedimento médico pode necessitar de cuidados diferentes daqueles inicialmente
previstos.

Estou ciente que em procedimentos médicos invasivos, como o citado, podem ocorrer
complicagdes gerais como sangramento, infecc¢ao, alergias, problemas vasculares e
respiratorios. Além disso, as principais complicagdes associadas especificamente a este
procedimento sao: hipoestesia e/ou anestesia do territorio do nervo biopsiado, dor local, dor
neuropatica, infeccao da ferida operatoria, neuroma no coto do nervo, cicatriz hipertréfica,
queloide.

Estou ciente de que para realizar o(s) procedimento(s) acima especificado(s) sera necessario o
emprego de anestesia local, que sera administrada pelo proprio médico. Compreendo e aceito
que a administracao de anestésicos locais podem causar efeitos adversos ou complicagdes,
ainda que isto seja pouco freqiiente. Estas complicacOes estdao relacionadas a alergia ao
medicamento administrado ou sua absor¢ao direta por uma veia, causando intoxicagao aguda
e suas consequeéncias.

Por livre iniciativa autorizo que o(s) procedimento(s) seja(m) realizado(s) da forma como foi
exposto no presente termo, excluindo-se os procedimentos necessarios para tentar solucionar
as situagdes imprevisiveis, emergenciais, as quais deverdo ser conduzidas e resolvidas de
acordo com as particularidades de cada evento:



Tive a oportunidade de esclarecer todas as minhas duvidas relativas ao(s) procedimento(s), e
fui informado dos cuidados locais posturais e os curativos apos o procedimento para uma
melhor e mais rapida cicatriza¢ao e apos ter lido e compreendido todas as informagoes deste
documento, antes de sua assinatura; consinto, portanto, ao(a) meédico(a) supra identificado a
realizar o(s) procedimento(s) e permito que utilize seu julgamento técnico para que sejam
alcancados os melhores resultados possiveis através dos recursos conhecidos na atualidade
pela Medicina e disponiveis no local onde se realiza o(s) tratamento(s). Também entendi que
a qualquer momento e sem necessidade de dar nenhuma explicagao poderei revogar este
consentimento, antes que o procedimento seja realizado.

Autorizo ainda a realizacdo de fotos e/ou videos para documentacao cientifica e fins de
pesquisa ou publicagao de trabalhos em cursos , aulas, congressos e revistas meédicas , sempre
preservando minha identidade em sigilo.

Uberlandia , de de

Assinatura Testemunhas:
Testemunhas:

Nome completo:

N° de identidade:

Assinatura:

Nome completo:

N° de identidade:

Assinatura:

Deve ser preenchido pelo médico: Deve ser preenchido pelo médico:

Confirmo que expliquei detalhadamente para o paciente e/ou seu(s) familiar(es), ou
responsavel(eis), o proposito, os riscos, os beneficios e as alternativas para o
tratamento(s)/procedimento(s) acima descritos.

Uberlandia de de

ASSINATURA E CARIMBO DO MEDICO
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Anexo A — Parecer do CEP.

L'Jj UFU UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plabaforma
UBERLANDIA/MG %oﬂ

(n-iki:iﬁn_ﬂn‘-in

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Aspectos moleculares, sorolégicos e neurofisiolégicos em contatos assintomaticos de
pacientes com diagnéstico de hanseniase.

Pesquisador: Diogo Fernandes dos Santos

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 48293215.7.0000.5152

Instituicdo Proponente: HOSPITAL DE CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.382.960

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
Nao

UBERLANDIA, 31 de Dezembro de 2015

Assinado por:

Sandra Terezinha de Farias Furtado
(Coordenador)



