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Resumo

O municipio de Rondondpolis, no Mato Grosso € altamente endémico para a hanseniase,
apesar da existéncia de servigos qualificados para o diagndstico e acompanhamento dos
casos e a implementagdo da poliquimioterapia. Para resolver este paradoxo, um estudo
completo de epidemiologia molecular foi iniciado. Questionarios estruturados, incluindo
detalhes clinicos, residencial, demograficas e ocupacionais, amostras biopsias de pele e
outros exames laboratoriais para diagndstico foram coletadas para 260 pacientes
diagnosticados no periodo de 2007-2010. Genotipos de Mycobacterium leprae foram
determinados pela a analise por STRs e tipagem de SNP utilizando DNA extraido de
bidpsias de pele antes de iniciar o tratamento. GoogleMaps foi utilizado para localizar os
pacientes. A média de idade dos pacientes variou na faixa dos 11 aos 90 anos e incluiu a
137 homens e 123 mulheres. De acordo com a classificagao Ridley & Jopling observamos
um predominio das formas TT (39%) e BT (33%), seguido por BB (19%), BL (5%), LL (3%) e
I (1%). A cidade é essencialmente urbana, com 200.000 habitantes e os pacientes estavam
distribuidos em 106 bairros. Bairros de alta endemicidade englobando bairros vizinhos
puderam ser detectados. Das 260 amostras de DNA de biépsias foram analisadas por meio
de 17 loci STRs, 15 loci foram polimorficos (2-23 alelos), enquanto que os loci de 6-3A e 21-
3 foram invariaveis. Quando foram analisados os gendtipos do SNP observou-se que 77%
(n =200) foram gendtipo 3, 16% (n = 41), o gendtipo 4, 1,5% (n = 4), o gendtipo 1 e 3, 8% (n
= 10 ) gendtipo 2. Duas amostras (0,76%) para diferenciar o genétipo 1 do 2 na analise de
sequenciamento foi inconclusivo e em outras trés amostras (1,15%) n&o obtivemos
amplificagdo. Por meio da anadlise filogenética, observou-se uma estrutura populacional
composta por alguns subgrupos. Varios isolados tipados por STRs foram encontrados em
cada um dos bairros. Diversidade genética dentro e entre os bairros ndo revelou uma
estrutura de populagao distinta. A concentragcao espacial dos pacientes é provavelmente
uma consequéncia do status sdcio-econdmico. A manutencdo de um estado de alta
endémicidade ao lado de uma microevolugdo de STRs é interessante e apresenta

oportunidades para abordar a dindmica de transmisséo.

Palavras-chave: Epidemiologia Molecular; Hanseniase; Mycobacterium leprae; SNPs;
STRs.



Abstract

The municipality of Rondondpolis, in Mato Grosso is highly endemic for leprosy
despite the existence of qualified services for diagnosis and monitoring of cases and the
implementation of multidrug therapy. To address this paradox, a comprehensive molecular
epidemiology study was initiated. Structured questionnaires including clinical, residential,
demographic, and occupational details and skin samples for diagnosis and laboratory tests
were collected for 260 patients diagnosed during the period of 2007-2010. Genotypes of
Mycobacterium leprae were determined using STR analysis and SNP typing using DNA
extracts from skin biopsies taken before starting treatment. GoogleMaps was used to localize
patients. The patients ranging in age from 11 to 90 years included 137 males and 123
females. According to the classification of Ridley & Jopling observed a predominance of
forms TT (39%) and BT (33%), followed by BB (19%), BL (5%), LL (3%) and | (1%). The city
is primarily urban with 200,000 inhabitants and the patients could be assigned to 106 smaller
units (villages). Neighborhoods of high endemicity encompassing adjoining villages could be
detected. Of the 260 biopsy DNA samples analyzed across 17 STR loci, 15 loci were
polymorphic (2-23 alleles), while the loci 6-3a and 21-3 were not. When we analyzed the
genotypes of the SNP we observed that 77% (n = 200) were genotype 3: 16% (n = 41)
genotype 4, 1.5% (n = 4) genotype 1 and 3, 8% (n = 10) 2 genotype. Two samples (0.76%)
to differentiate genotype 1 and 2 the sequencing analysis was inconclusive and the other
three samples (1.15%) did not amplification. Through phylogenetic analysis, we observed a
particular population structure composed of some subgroups. Multiple STR strain types are
found in each of the neighborhoods. Genetic diversity within and among the neighborhoods
does not reveal a distinct population structure. Spatial clustering of patients is likely a
consequence of socio-economic status. The maintenance of a highly endemic state
alongside microevolution in STRs is interesting and presents opportunities for addressing the

dynamics of transmission.

Key-words: Molecular epidemiology; Leprosy; Mycobacterium leprae; SNPs; STRs.
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1.1. Origem da hanseniase

A hanseniase €& considerada uma das primeiras doengas infecciosas
descritas, sendo relatada na india em 1500 aC. Existem referéncias & doenga na
literatura chinesa, na época da dinastia Chou em 600 aC, assim como nos livros
biblicos do antigo e novo testamento, sendo uma das poucas doengas que pode ser
reconhecida em escrituras ocidentais desde pelo menos o segundo século aC'?.
Outro registro mais antigo ocorreu no Egito, cerca de 200 a 300 aC, como
evidenciado por resultados consistentes com marcas da doenga em esqueletos.
Acredita-se que tenha chegado ao Egito por meio da invasdo Persa durante o século
VI aC, ou pelas tropas de Alexandre, o Grande, no século IV aC?

Nas Américas acredita-se que a hanseniase tenha sido introduzida por
colonizadores entre os séculos XVI e XVII, pois ndo havia evidéncias da doencga
entre as tribos indigenas. Nos Estados Unidos, os franceses que deram origem ao
estado da Louisiana, foram os que provavelmente trouxeram a doenga, enquanto
que na América do sul, por colonos espanhdis e portugueses“‘. A hanseniase
chegou ao Brasil por varios pontos do litoral, com os primeiros colonizadores
portugueses, principalmente agorianos, e os escravos africanos contribuiram para a
disseminagao da doencga. Os primeiros casos da doenga foram registrados no Rio de
Janeiro no ano de 1600°.

Em 2005, Monot et al® publicaram um estudos cuja a finalidade foi rastrear a
historia da disseminagcdo da hanseniase no mundo, por meio da analise de
pequenas diferencas nas sequéncias de DNA de Mycobacterium leprae (M. leprae),
conhecidas como polimorfismo de base unica (“single nucleotide polymorphysms”,
SNPs). Neste estudo, um total de 175 espécimes clinicos provenientes de 21 paises
dos cinco continentes foram analisados e enquadrados em quatro diferentes

gendtipos® (figura 1):
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Figura 1: Esquema para exemplificar os 4 tipos de SNPs. Fonte: Monot, 2005°.
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As amostras provenientes da Asia Central em sua grande maioria
apresentaram gendtipo tipo 1, enquanto que o tipo 2 foi predominante na Etiopia, o
tipo 3 na Europa, Africa do Norte e nas Américas e o tipo 4 é mais frequentemente
encontrado no Oeste da Africa e Caribe. A distribuicdo dos isolados com estes
gendtipos sugere que a hanseniase teve a sua origem na Asia Central ou Leste da
Africa. No entanto, esta tltima localidade parece ser realmente o berco da doenca
por apresentar o tipo 2, mais raro e provavelmente mais antigo gendtipo de M.
leprae® (figura 2).
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Figura 2: Disseminagdao da hanseniase pelo mundo: Circulos indicam a origem das
amostras analisadas e os quatro diferentes genétipos identificados (genoétipo 1: amarelo, 2:
laranja, 3: roxo e 4: verde). As setas coloridas indicam a direcdo das migragées humanas
determinadas pela andlise dos SNPs. As setas em cinza correspondem as rotas de migragao

humana determinadas por estudos genéticos, arqueoldgicos e antropoldgicos, com estimativa

de tempo de migragao em anos. Fonte: Monot, 2005°.
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Recentemente, em continuidade ao estudo anterior o mesmo grupo, analisou
amostras do Iran, Turquia, China, Coréia e Japao em busca de novos SNPs, visando
assim uma maior compreensao dos mecanismos de disseminacdo da hanseniase
entre pessoas e paises. Um total de 400 amostras de 28 regides foram analisadas e
os quatro gendtipos anteriormente descritos® foram subdivididos em 16 subtipos. A
distribuicdo global desses novos SNPs demonstrou uma estreita relacdo entre o
gendtipo de M. leprae, o pais de origem e o padrao de migracdo humana. Os
resultados confirmaram a hipotese anterior de que a hanseniase teria se originado
no leste da Africa, e se disseminado para Asia, Meio Oeste, Europa e

posteriormente para paises da Africa central através do comércio de escravos’.
1.2. Caracteristicas biolégicas do Mycobacterium leprae

Pertencente a ordem Actinomycetalis e familia Mycobacteriacae, o M. leprae,
apresenta-se sob a forma de bacilo reto ou levemente encurvado, com extremidades
arredondadas, medindo aproximadamente de 1 a 8 ym de comprimento e 0,3 um de
diametro. E um parasita intracelular obrigatério, predominante em macréfagos onde
podem ser observados formando aglomerados ou globias. Como outras espécies de
micobactérias, o M. leprae divide-se por fissdo binaria, é gram-positivo e fortemente
alcool-acido resistente quando submetido a coloragdo de Ziehl-Neelsen,
apresentando-se em sua grande maioria, corados de forma irregular ou granular®.

Na microscopia eletrénica observa-se um envoltorio celular do M. leprae com
uma estrutura tripartida composta pela membrana plasmatica, parede celular e uma
camada mais externa, sendo esta organizagao rica em lipidios complexos, distintos
dos normalmente observados em outras bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Os lipidios mais caracteristicos do seu envelope celular sdo acidos graxos de 60 a
90 atomos de carbono, também denominados de acidos micolicos. Muitas das
propriedades relativas a viruléncia e a sobrevivéncia do M. leprae dentro da célula
hospedeira parecem estar associadas a estrutura caracteristica do seu envelope.
Além disso, este envoltorio é responsavel pela baixa permeabilidade e,
consequentemente, grande resisténcia a agentes terapéuticos normalmente eficazes
contra outras bactérias®.

O envoltério celular do M. leprae consiste de uma membrana plasmatica

seguida de wuma camada de peptideoglicano covalentemente ligado a
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arabinogalactana. Os acidos micdlicos estdo ligados a residuos terminais de
arabinose da arabinogalactana. Uma camada mais externa esta presente sendo
composta por lipopolissacarideos livres, glicolipideos e fosfolipideos. O lipidio
dominante da parede celular que confere especificidade imunologica ao M. leprae é
o PGL-1 (Glicolipideo fendlico-1)"°.

Outras caracteristicas marcantes do M. leprae estdo relacionadas a sua
incapacidade de crescimento in vitro, e ao seu tempo de duplicagao no tecido que é
lento, sendo de aproximadamente 11 a 13 dias, durante a fase logaritmica de
multiplicagdo bacilar em coxim plantar de camundongos imunocompetentes®. A
temperatura ideal para sua multiplicacdo é de 27 a 30°C, o que explica sua
predilecao para areas superficiais do corpo humano e também a sua capacidade de
sobreviver em tatus e porc¢des distais do corpo de camundongos”.

1.3. Transmissao da Hanseniase

O mecanismo exato de transmissao da hanseniase nao € claro. O portal de
entrada de M. leprae no corpo humano, ndo é definitivamente conhecido. No
entanto, duas portas de entrada sdo seriamente consideradas: a pele e o ftrato
respiratorio superior. No que diz respeito a via respiratéria de entrada de M. leprae,
as evidéncias a seu favor é significativo, apesar da crenga de que a pele seja a porta
de entrada exclusiva'?.

Rees & McDougall™® tiveram sucesso na transmissdo experimental da
hanseniase por meio de aerossois contendo M. leprae em camundongos
imunosuprimidos, sugerindo uma possibilidade semelhante em humanos. Bons
resultados foram relatados em experiéncias com camundongos nude quando M.
leprae foram introduzidos na cavidade nasal por meio de aplicacdo topica™. Em
resumo, embora nenhuma conclusdo segura possa ser alcangada no que diz
respeito a porta de entrada, a via respiratéria parece a mais provavel, embora outras
vias, particularmente a da pele lesionada, ndo podem ser excluidas.

A hanseniase € uma doenca da pobreza e ainda € um problema de saude
publica em alguns paises em desenvolvimento, como Brasil e india, e especialmente
em muitas comunidades subdesenvolvidas dessas nagdes. A globalizagdo e o fluxo

intensificado da migracdo tem aumentado o risco de transmissdo de doengas
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infectocontagiosa, como a hanseniase, em areas onde ja tinham sido eliminadas
como problema de satde publica'®.

Em populagdes endémicas a maioria das pessoas sao expostas ao M. leprae,
mas poucos desenvolvem a doenga. Estudos com a finalidade de avaliar a
transmissao da hanseniase utilizando amostras de swab nasal e sangue de contatos
domiciliares sadios ligados ao caso indice tem demonstrado que 2,5 e 0,8% dos
individuos que apresentavam positividade, estavam relacionadas a pacientes com a
forma multibacilar e paucibacilar da doenca respectivamente®.

Outros estudos confirmaram que pessoas sadias vivendo em contato
domiciliar com casos multibacilares apresentam um risco aumentado de cinco a oito
vezes para desenvolver a hanseniase. Os casos multibacilares s&o responsaveis

pela maior parte da transmissdo de M. leprae em comunidades endémicas’’.
1.4. Aspectos clinicos e resposta imunolégica do hospedeiro

A hanseniase acomete principalmente a pele e os nervos periféricos,
manifestando-se por uma gama muito ampla de caracteristicas clinicas em
diferentes pessoas e acredita-se que isto seja devido a diferengas na resposta
imunitaria do organismo & infecgao®.

Outro aspecto é o tropismo de M. leprae pelas células de Schwann que leva a
desmielinizagao, fibrose e degeneragao dos nervos periféricos, processos esses que
se mostram pouco reversiveis e que continuam com o tempo a despeito do
tratamento dos pacientes'®.

Apenas uma minoria dos individuos expostos ao M. leprae (cerca de 5 a 10%
das pessoas) desenvolve a doenga, o que pode estar ligado a fatores genéticos,
condicionando susceptibilidade a infeccdo por este patégenozo. Na populacao
susceptivel, os padrdées de resposta imune do hospedeiro ao bacilo estdo
associados ao espectro de formas clinicas observadas na hanseniase, também
caracterizadas por diferentes cargas bacilares e numero de lesbes observadas na
pele?.

Em 1966, Ridley e Jopling propuseram uma classificagdo para hanseniase
baseada em critérios clinicos, imunoldgicos e histologicos, onde foi estabelecido um
espectro, com os extremos representados pelos tipos polares tuberculdide (TT) e
lepromatoso (LL) e as formas intermediarias pelos dimorfos, subdivididos em

5
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borderline-tuberculdide (BT), borderline-borderline (BB) e borderline-lepromatoso
(BL)* (figura 3).

Classificacao de Ridley-Jopling
IB (+++) (+++) IC
2 (++) (++)
2
) ) &
) =)
11, BL BB BT B

Figura 3: Espectro clinico da hanseniase: a imunidade celular (IC) medida pelo teste de
Mitsuda é inversamente proporcional a carga bacilar, medida pelo indice baciloscépico (IB).
(Goulart, 199516.Adaptado de Harboe, 198521).TT - forma polar Tuberculdide (estavel); LL —
forma polar Virchowianaou Lepromatosa (estavel); BT, BB e BL — Grupo Borderline (Instavel).
Fonte: Goulart, 2002,

A manifestagao inicial da doencga pode ser a forma clinica indeterminada (1),
onde a resposta do hospedeiro é insuficientemente diferenciada para permitir
classificagcdo. Pode evoluir para cura espontanea ou desenvolver aspectos clinicos
da doenca estabelecida dentro do espectro, dependendo da sua capacidade em
montar uma resposta imune celular contra o M. leprae?®. Os pacientes com
hanseniase tuberculdéide possuem uma resisténcia que limita o crescimento do
bacilo e sua manifestacdo esta relacionada a exacerbacdo da resposta imune
celular, com poucas e delimitadas lesbes e formacédo de granulomas bem definidos,
embora a degradacao do tecido dos nervos seja frequente?*.

Ja em relacdo aos pacientes com hanseniase lepromatosa, apresenta-se com
alta susceptibilidade caracterizada pela deficiéncia da resposta imune celular e uma
excessiva multiplicacdo dos bacilos, apresentando inumeras lesbes de pele e
disseminagao da infec¢do para visceras e tecidos nervosos. A imunidade humoral

esta presente apenas no polo lepromatoso que exibe alta quantidade de anticorpos
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especificos, como o anti-PGL-1, associado com a depressdo da imunidade
celular®®?,

Em 1981, a OMS (Organizacdo Mundial de Saude) para efeito de tratamento
da doenga, principalmente em paises com sistema de saude precario, alocou todos
os pacientes em dois grandes grupos de acordo com o numero de lesdes de pele: os
multibacilares (MB) com mais de cinco lesbes, que inclui o polo lepromatoso (LL),
boderline-lepromatoso (BL) e boderline-boderline (BB), e os paucibacilares (PB) com
menos de cinco lesdes de pele, incluindo as formas indeterminada (1), tubercul6ide

(TT) e boderline-tuberculoide (BT)%.

1.5. Diagnéstico clinico e laboratorial da hanseniase

O diagnéstico da hanseniase é clinico-epidemiolégico e laboratorial. Em
regides de alta endemicidade cujos recursos laboratoriais s&do escassos e ou
inexistentes, o diagnostico passa a ser essencialmente clinico baseado nos sinais e
sintomas, no exame da pele, dos nervos periféricos e na histéria epidemioldgica.
Sendo assim, os sinais cardinais da hanseniase s&o as areas anestésicas, os
nervos espessados e as lesdes cutaneas®®?’.

Em muitos servigos, o exame baciloscopico para detecgcdo de bacilos alcool-
acido resistentes (BAAR) é utilizado para confirmagdo diagnostica e auxilio na
classificagdo. Para os casos de dificil diagndstico, bidpsias de pele ou nervo séo
obtidas e o diagndstico é feito com base em achados histopatolégicos e na presenca
de BAAR. A coloracgéo de BAAR requerer pelo menos 10* organismos por grama de
tecido para detecgéo confiavel, o que torna sua sensibilidade baixa, particularmente
nos pacientes com forma tuberculdide da doencga, nas quais os bacilos sao raros ou
ausentes®.

Outras abordagens diagnodsticas alternativas vém sendo utilizadas por meio
de alguns antigenos exclusivos do M. leprae, como o PGL-1, presente no envoltorio
da bactéria que s&o encontrados nos tecidos infectados e desencadeiam resposta
imune humoral precocemente. Outras espécies micobacterianas possuem antigenos
glicolipidicos, mas eles diferem entre si por sua porgdo de carboidratos, que € o
determinante antigénico da molécula. Assim, a detec¢do de anticorpos anti-PGL-1
por meio do teste de ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”) vem sendo

utilizada para analises epidemiologicas em comunidades endémicas principalmente
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porque a diminuicdo da prevaléncia € acompanhada pela detecgdo reduzida de
soropositivos para PGL-1 em criangas®.

Biihrer e Col.*® descreveram um teste capaz de detectar anticorpos anti-PGL-
1 no sangue de pacientes hansénicos por meio de um Ensaio de Dipstick que
apresenta alta concordancia com o teste de ELISA. Ambos os sistemas (ELISA ou
Dipstick), alternativos ao diagnostico convencional, mostraram-se pouco sensiveis,
porém muito especificos para a detecgdo de anticorpos contra essa molécula que
representa a possivel presenca do bacilo em amostras de sangue desses individuos.

A impossibilidade de cultivo do M. leprae em meio de cultura axénico
complica muito o desenvolvimento de ensaios laboratoriais que visam o melhor
entendimento das questdes mencionadas anteriormente, assim como os protocolos
clinicos sdo complicados pela progressédo lenta do bacilo. No entanto, o
conhecimento de algumas sequéncias nucleotidicas do M. leprae anterior ao
sequenciamento do seu genoma, tornou possivel a realizacdo de métodos de
amplificacdo enzimatica de DNA e identificagdo do bacilo em amostras clinicas®'.

No final da década de 80 a tecnologia da hibridacdo por Southern Blotting,
utilizando sondas de DNA especificas do M. leprae, permitiu a detec¢cdo do bacilo
em material de pacientes multibacilares (MB)*. Apesar da alta especificidade, a
técnica ndo se mostrou sensivel o suficiente para detectar o bacilo em amostras de
tecido de pacientes paucibacilares (PB). Dessa forma, a técnica de PCR passou a
ser utilizada como método de suporte alternativo as metodologias tradicionais de
diagnostico da doenga uma vez que possui alta especificidade e sensibilidade®.

Nos Uultimos anos, varios pesquisadores tém utilizado a PCR para o
desenvolvimento de diferentes sistemas de amplificacdo de varias sequéncias
genbmicas de M. leprae, visando aumentar o limite de detecgéo, principalmente
quando um nimero baixo de bactérias estdo presentes>*%:37:38:3940 Degse modo,
inumeras metodologias para a detecgdo de M. leprae em amostras clinicas foram

descritas*"*?

e muitos estudos envolvendo sistemas simples e especificos foram
padronizados para amplificagdo de regides génicas que codificam para o antigeno
de 36-kDa*’, de 18-kDa* ou de 65-kDa**, assim como para outras sequéncias

repetitivas*® do M. leprae.
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1.6. Distribuicao Global da Hanseniase

A OMS desde 1991 busca atingir a meta de eliminagado da hanseniase como
problema de saude publica, estipulada como a prevaléncia de um doente para cada
10.000 habitantes*®. Em 2007 a prevaléncia global de hanseniase registrada foi de
224.717 casos, numero 13,2% menor que o registrado em 2006. A queda
significativa da prevaléncia deu-se com a implementagao da poliquimioterapia (PQT)
como tratamento padronizado e com a alta por cura, em contraste com o tratamento
com dapsona (DDS) por toda a vida do paciente como era feito até 19824

Em 2011, foram detectados 219.075 novos casos com uma prevaléncia
registrada de 181.941 casos no inicio de 2012, sendo as Ameéricas o segundo
territério com o maior nimero de casos notificados®.

A estratégia para o controle da hanseniase no Brasil € baseada em duas
atividades principais: o tratamento precoce e o tratamento de todos os casos com a
poliquimioterapia (PQT)*.

Leprosy prevalence rates, data reported to WHO as of January 2012

LUl
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Figura 4: Nameros de novos casos detectados no mundo em 2012. Fonte: World Health
Organization, 2012%.
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O Brasil tem 5.560 municipios, 26 Estados e um Distrito Federal com uma
populacao estimada de 190.732.694 habitantes em 2010 e uma area de 8.514.876
Km?. E dividido em cinco regides geograficas com base nos aspectos climaticos e
histéricos: norte, nordeste, sudeste, sul e centro-oeste2!.

No Brasil, a Hanseniase apresenta uma tendéncia de estabilizagdo nos
coeficientes de deteccdo, mas ainda em niveis muito altos nas regides Norte,
Centro-Oeste e Nordeste, principalmente nos estados que compreendem a
Amazonia Legal. Nessas regides de extensa area geografica encontram-se apenas
17,5% da populagao brasileira concentrando 53,5% dos novos casos detectados.
Determinantes sociais e histéricos, associados a ocupagdo da Amazdnia Legal e a
manutencgao de iniquidades sociais na regido Nordeste ajudam a explicar o acumulo
de pessoas infectadas, em se tratando de doengca de longo periodo de
incubagao®%.

Por volta do século XIX, a hanseniase no Brasil, foi considerada endémica em
varias regides, como Minas Gerais, Espirito Santo, Maranh&o, Sdo Paulo e Mato
Grosso®*, mas atualmente, os Estados que apresentam as mais altas taxas de
deteccdo e evolugdo desfavoravel da endemia, localizam-se nas regides Norte e
Centro Oeste, o que evidencia uma desigual evolugdo regional, sugerindo a
existéncia de contextos geograficos de diferentes vulnerabilidades a produgao social
da hanseniase®.

Um dos estados com maior numero de casos de hanseniase encontra-se no
estado do Mato Grosso, sendo a primeira identificacdo de casos relatada poucos
anos apos a criagdo da sua Capitania. No ano de 1773 o Anal de Vila Bela da
Santissima Trindade — capital de Mato Grosso naquele periodo — relata um caso de
hanseniase®.

Enquanto alguns estados da Regido Sudeste, exceto Espirito Santo,
alcancaram a meta de eliminagdo da hanseniase como problema de saude publica,
o estado do Mato Grosso apresenta um alto coeficiente de prevaléncia, sendo
classificado como o estado mais endémico, com 81,6 casos novos por 100 mil
habitantes em 2010°.

Em 2011, o Mato Grosso apresentou a maior taxa de incidéncia de
hanseniase no Brasil. Segundo dados do Ministério da Saude foram contabilizados
77,89 casos/ 100 mil habitantes®”.
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Localizada no Estado do Mato Grosso, Rondonépolis € considerado um dos
municipios altamente endémico, com uma meédia de 11,1 casos a cada 10 mil
habitantes, registrados pela Secretaria Municipal de Saude, sendo 186 casos novos
em 2006 e 164 casos novos em 2011°%°,

O municipio de Rondondpolis esta posicionado junto ao entroncamento da
BR-163 com a BR 364, a 210 km da capital do Mato Grosso. E considerada cidade-
polo do agronegdcio para o sul do estado, atendendo 19 municipios. Com quase
duzentos mil habitantes, a cidade tem crescido gragas ao grande fluxo de migrantes
vindos de outras partes do pais, principalmente do sul e sudeste, em decorréncia
das atividades de pecuaria, agricultura e industria®.

O indice de Desenvolvimento Humano (IDH) é maior que a média estadual
(0,79), mas a desigualdade econdmica ainda é muito alta (indice de Gini=0,45)°".

Em relacdo aos servicos de saude, Rondondpolis esta entre os 100
municipios com maior cobertura do Programa de Saude da Familia (PSF), sendo o
primeiro colocado na cobertura percentual do PSF e no Programa de Saude Bucal
no estado. O suporte para o servico de Saude da Familia é realizado por cinco
Centros de Saude, uma Policlinica, um Laboratério de Analises Clinicas, um
Laboratério de Manipulagdo de Medicamentos, trés Centros Odontolégicos, uma
Clinica do Bebé, uma Clinica de Fisioterapia, um Centro de Regulagéo
Municipal/Regional, uma Unidade de Terapia Renal Substitutiva, um Centro de
Oncologia, trés Centros de Atencéo Psico-Social, um Pronto Atendimento de Baixa e
Média Complexidade, um Centro Regional de Especialidades e Servigo de Apoio

Moével de Urgéncia®.
1.7. Variagdao Genémica do Mycobacterium leprae

O genoma do M. leprae compreende 3.268.203 pares de base (pb), com um
conteudo de G+C de 57,8%, quando comparado com o genoma do Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis), que possui 4.411.532 pares de bases e um conteudo
de G+C de 65,61% (tabela 1)**. Seu genoma & o menor e também o mais rico em
conteudo A+T do que qualquer outra micobactéria conhecida. Outro aspecto
importante, € que somente 165 genes aparentemente funcionais ndo possuem
ortologo com o M. tuberculosis e podem estar envolvidos na patogenicidade
espécie-especifica do agente etioldgico da hanseniase®.
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Tabela 1: Comparacao das caracteristicas dos genomas

Caracteristicas M. leprae M. tuberculosis
Tamanho do genoma (pb) 3,268,203 4,411,532
G+C (%) 57,79 65,61
Proteinas codificadas (%) 49,5 90,8
Genes de proteinas codificadas (no.) 1,604 3,959
Pseudogenes (no.) 1,116 6*
Densidade do gene (pb por gene) 2,037 1,114
Comprimento médio do gene (pb) 1,011 1,012
Comprimento médio de gene desconhecido (pb) 338 653

*Excluindo elementos IS - Fonte: Cole et.al, 2001%*.

Somente apds o sequenciamento do genoma, foi observado que o M. leprae
sofreu extensa evolugdo redutiva e muitos genes e fungdes associadas foram
perdidos por meio do encolhimento do genoma e de genes decadentes,
possivelmente devido a uma mudanca drastica no estilo de vida livre, como
observado na maioria das micobactérias, em relacdo ao hospedeiro associado®.

Dessa forma, a dificuldade de crescimento in vitro do M. leprae pode estar
relacionada aos efeitos combinados de mutagdes e reducdo dos genes em varias
vias metabdlicas. Essas mutagbes sao encontradas nos genes envolvidos na
regulagao, detoxificagédo, reparo do DNA e no transporte ou fluxo de metabolitos. Por
sua vez, a reducdo de genes pode ser observada em todas as categorias, sendo
mais notaveis em sequéncias de inser¢cdes e em proteinas que conferem a variacao
antigénica'®.

Importante destacar que evolugao redutiva foi também relatada em outros
patdgenos intracelulares obrigatorios, tais como Mycoplasma, Chlamydia, Rickettsia
spp. e em Mycobacterium ulcerans, um parente préximo do M. leprae presente em
ecossistemas aquaticos, causador da Ulcera de Buruli em humanos®.

Com 50% do genoma aparentemente desprovido de fung¢do, o M. leprae tem
a maior proporgdo de pseudogenes, em torno de 1.116, quando comparado com

outras bactérias patogénicas e ndo patogénicas®®’.
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Mycobactenum leprae
3,268,203 bp

Figura 5: Genoma circular de M. leprae.. De fora para dentro: circulos 1 e 2 (sentido horario e
anti-horario) genes das fitas — e +, respectivamente; circulos 3 e 4 pseudogenes; 5 e 6 genes especificos
de M. leprae; 7 sequéncias repetitivas; 8 conteddo G+C; 9 (G+C)/(G-C) desvio do conteido G/C. Ver
http://www.sanger.ac.uk/Projects/M leprae ou http://genolist.pasteur.fr/lLeproma/ para informagées

adicionais. Fonte: Cole e Col, 2001%.

Na década de 1990, as estratégias baseadas em DNA haviam sido
introduzidas com a finalidade de detectar variagdo genotipica. Estes métodos
incluiam o Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), a tipagem de loci
como os operons de rRNA® | genotipagem por Randomly primed PCR® | Pulsed-
Field Gel Electrophoresis (PFGE)70 e Multi-Locus Sequence Typing (MLST)71 . Com
a finalidade de compreender melhor a transmissdo e epidemiologia da hanseniase,
varios investigadores tém procurado marcadores polimorficos dentro do genoma de
M. leprae, com o objetivo de desenvolver sistema sélido de tipagem molecular’® .

Dessa forma, varios estudos tém impulsionado pesquisas por métodos de
diferenciacdo entre isolados de M. leprae utilizando repeticbes em tandem de

73
I

numero variavel”. A duplicagdo em tandem de segmentos cromossdémicos foi
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reconhecida como um mecanismo frequente de mutagdes em varios sistemas de
modelos genéticos. Em bactérias, moscas de fruta e humanos, essas formas de
duplicagdo por semelhantes mecanismos moleculares parecem ser importantes na
evolugdo do genoma’™.

As bactérias podem constituir modelos poderosos para abordar aspectos
evolutivos e seus mecanismos de variabilidade por meio das repeticdes em tandem
em escala genOGmica, sendo intercalados pequenos elementos repetitivos. Estas
sequéncias sdo normalmente curtas, menos de 200 pb de comprimento, muitas
vezes, distribuidas por todo o cromossoma bacteriano’ .

Recentes avangos na genotipagem de bactérias, baseados na insergao e
delecdo de DNA, SNP e outras estruturas polimérficas de DNA, tais como Short
Tandem Repeat (STR), revolucionaram a compreensédo das origens da doenga e
migragdo, assim como a resisténcia as drogas e sua propagacao’’.

Neste contexto, os microssatélites (2 a 5pb) e os minissatélites (6 a 100pb),
atualmente encontrados no genoma de muitas bactérias vém sendo utilizados para
melhor compreensao da transmissido de muitas doencgas, pois em virtude de seu
excelente polimorfismo, s&o responsaveis pela definicdo da diversidade genética
entre as cepas’®"®

A exemplo disto, a descricdo de pequenas repeticoes de 6 nucleotideos no
gene rpoT, em diferentes isolados de M. leprae permitiu a identificacdo de 3
repeticbes desse gene em cepas provenientes do Japdo, Coréia e Brasil, e em
isolados do Haiti e Okinawa 4 repeticdes. Essas repeticdes foram inicialmente
consideradas uteis para demonstrar relagdes entre populagdes e sua origem8°.

Esforgos para identificacdo de repeticbes mais variaveis foram realizados em

um estudo conduzido por Shin e Col.®’

, que descreveram uma sequéncia de 3
nucleotideos, denominada TTC, altamente polimorfica, localizada em regides
intergénicas do M. leprae e apresentando uma variagdo de 10 a 37 repetigcbes em
diferentes cepas estudadas®'.

Groathouse e Col.”®

em 2004 descreveram 9 loci polimorficos em regides
intergénicas ou em pseudogenes, que foram identificados pelo Multiple-locus VNTR
Analysis (MVLA) como potenciais marcadores para o desenvolvimento de uma
metodologia de tipagem molecular para M. leprae.

A importancia da realizagdo de estudos epidemiolégicos que levassem a uma

maior compreensao da dindmica de transmissao da hanseniase ampliou a busca
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pela identificagdo de outros elementos polimorficos, visando a elaboragdo de uma
metodologia de tipagem mais informativa, reprodutivel, de facil interpretagdo e ainda
com a possibilidade de aplicagdo em grande escala para caracterizagdo da
distribuicdo global dos diferentes genotipos®22.

Dessa forma, a evidente constatacdo de estudos anteriores de que um painel
de 5 loci STRs ainda seriam insuficientes para discernir parentesco entre as cepas’?,
levou a realizagdo de estudos com a analise de 44 loci pela metodologia de MLVA
visando a identificacdo de um nimero maior de marcadores polimdrficos®*2*.

Neste contexto, Kimura e Col. definiram 15 loci STRs (micro e minissatélites)
mais promissores para estudos em regidées endémicas, dos quais foram distribuidos
em quatro combinagdes para realizacdo de PCR multiplex. A amplificacdo de
diferentes STRs ocorreu por meio de oligonucleotideos marcados com fluoroforos,
permitindo que o numero de cada repeticdo fosse determinado pelo Fragment
Length Analysis (FLA)®.

Assim, estudos foram realizados na Tailandia, China e Filipinas, utilizando a
metodologia de MLVA com a finalidade de comprovar a utilidade desta ferramenta
para tipagem de cepas com a fungdo de tracar rotas de transmissdo da doenca,
investigar a distribuicdo dos genoétipos circulantes em cada area estudada e

constatar sua adequacdo para estudos epidemioldgicos®®.
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Objetivos

2.1. Objetivo Geral

. Caracterizar a diversidade genética entre os isolados de M. leprae de

pacientes com hanseniase do Municipio de Rondondpolis (MT).

2.2. Objetivos especificos

¢ Implantar a técnica de MLVA para caracterizagcdo dos diferentes STRs em
isolados de M. leprae no Laboratério de Biologia Molecular do instituto Lauro de
Souza Lima.

e Identificar os marcadores genéticos mais apropriados para diferenciagao
dos isolados de M. leprae na populagdo de Rondondpolis.

e Comparar os perfis da populagdo de Rondonépolis (MT) com os perfis
oriundos de diferentes regides do pais.

e Estabelecer possiveis relagdes epidemiologicas entre o0s pacientes

estudados.
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Casuisticas e Métodos

3.1. Casuistica: Estudo de base populacional incluindo todos os casos novos
de hanseniase sem tratamento e casos confirmados de recidiva atendidos por
demanda espontédnea no Centro de Saude Jardim Guanabara ou referenciados
pelas unidades de saude locais do Municipio de Rondonopolis (MT) no periodo de
julho de 2007 a julho de 2010. Todos os casos suspeitos foram submetidos a
avaliacdo dermatoneurologica e a classificagdo clinica dos casos de acordo com os
critérios Ridley & Jopling™. Um formulario clinico-epidemiolégico foi preenchido
visando a construgédo do banco de dados de casos novos de hanseniase. (Anexo 1)

Critérios de inclusdo: (1) pacientes que receberam o diagndstico clinico e
bacteriologico de hanseniase e (2) que aceitaram o convite para a participagdo no
estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Critérios de exclusao: (1) pacientes que n&o tenham sido submetidos aos exames
do protocolo de rotina de investigagao diagndstica ou (2) que se recusaram a assinar

o termo de consentimento livre e esclarecido.

3.2. Coleta das bidpsias: Um total de 260 bidpsias de pele foram
coletadas e armazenadas em microtubos de 2 ml com 500 yl de RNAlater e
transportadas ao Laboratério de Biologia Molecular do Instituto Lauro de Souza Lima
As biopsias foram estocadas a -20°C, até o momento do seu processamento.

3.3. Extracao de DNA de bidpsias de pele: As bidopsias de pele foram
submetidas a extracdo de DNA utilizando o kit DNeasy Tissue - QIAGEN que
proporciona um rapido isolamento do DNA gendmico. Para maior conveniéncia e
menor tempo de manipulacdo, as células foram lisadas diretamente com a
proteinase K do kit, sem a necessidade de uma extragdo organica ou precipitagéo
com etanol. Apds a lise, o DNA foi purificado em apenas 20 minutos. O protocolo
de extracdo seguiu as orientacdes do fabricante (QIAGEN).

3.4. Multiple-locus VNTR Analysis (MLVA): Repeticdes em tandem de
numero variavel, presentes em pseudogenes ou segmentos intergénicos do genoma

de M. leprae, foram separadas em 4 diferentes combinag¢des para analise por PCR
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multiplex: Combinagao 1 (AC8b, GTA9, GGT5, AT17, 6-3a), Combinagao 2 (21-3,
AC9, AT15, AC8a), Combinagéao 3 (27-5, 6-7, TA18, TTC21) e Combinagao 4 (18-
8, 12-5, 23-3, TA10). Os primers marcados com diferentes fluoréforos (NED, PET,
VIC e FAM) e ndo marcados foram reconstituidos em tampao TE 1X (10 mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) para uma concentragao de 100 uM. Foram feitas aliquotas
estoque com 50 pl de cada primer e armazenadas a 20 °C. Aliquotas de trabalho
foram preparadas de acordo com as combinag¢des indicadas na Tabela 2 e ajustadas
para um volume final de 200 pl com tampao TE, de modo que cada um dos primers
ficasse na concentracao de 2 uM.

Tabela 2: Combinagdes de primers utilizados na PCR multiplex dos 17 loci STRs.

. ~ Tamanho
Combinagbées do
PCR Loci Primer senso Primer Antisenso
multiplex fragmento
(pb)
(AC)8b | VIC-GCCCACTTACCTCAACCAAC CCTATAACGGCACTCAGTCCA 390
(GTA)9 | NED-AGCCTTAGTCGCGCAGATG TCCGCTGTCCGTCCGCTGA 307
1 (GGT)5 | 6FAM-GCAGCGGTGTAACAGCATAGC TGTCTGCCTTGCGAAACGGTC 242
(AT)17 | PET-TCTCCAACATGCTGCGACA GTACAGCGGCCTGATCGAA 181
(gﬁ_) VIC-ATGCCGAACCGGACCTCGACGTTGA TCGTCTTCGAGGTCGTCGAGA 9
21-3 6FAM-GAATCTGACCTTTCGGAAATG CGATGCAGCTTCCTACGG 312
5 (AC)9 NED-AGCGCCCGTTGTCGATAGA GACTGGATGTCGGCACCCC 236
(AT)15 PET-CAATATGCGGGTTGGCGCTTCTG CCGTCTGGCTCGATGGCTGGATTC 168
(AC)8a | VIC-GTGTTACGCGGAACCAGGCA CCATCTGTTGGTACTACTGA 124
27-5 6FAM-ATTGAGCAGATGGCCGGTC AGCAGTCGGCACGCCCTT 327
3 6-7 VIC-GCCATCGTTGTCGGTTCATC CGGAGGAGGTGGGTACGGT 268
(TA)18 | NED-CGTGCGTCGTGTGTAGGC GACGTGGCAACATCGAAGTT 230
(TTC)21 | PET-CTACAGGGGGCACTTAGCTC GGACCTAAACCATCCCGTTTT 201
18-8 PET-GCCCGTCTATCCGCATCAA GCAAAGATCAGCACGCCAAT 348
4 12-5 VIC-CTGGTCCACTTGCGGTACGAC GGAGAAGGAGGCCGAATACA 289
23-3 6FAM-CCGAAGCCCTGGACGAAG GCCGTAAATCCGCTCCC 243
(TA)10 | PET-TAGATTCAAACGACCATGCA CGCCTTTGTGCACTAATAGT 185

Fonte: Kimura, 2009%°.

3.5.

realizada utilizando o “Multiplex PCR Kit” (Qiagen). Cada reag&o tinha um volume

Amplificagao STRs utilizando PCR multiplex: A PCR multiplex foi

final de 25 ul, compreendendo 12,5 uL de Master Mix na concentragao (2X), 2,5 pL
de mix dos primers na concentracdo de 2 uM de cada, 2,5 yL de Q-solution 5x e
Agua RNAse free q.s.p. (QIAGEN Multiplex PCR kit) finalizando com 1, 2 ou 3 pL do
DNA alvo conforme o indice baciloscépico da amostra. A PCR foi realizada em um
termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) nas seguintes

condi¢des de temperatura: uma fase inicial a 95°C por 15 minutos, seguida por 40
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ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 90 segundos, 72°C por 90 segundos e
uma extensdo final de 30 minutos a 72°C. Os produtos das reagdes foram
analisados em gel de agarose 3%.

3.6. Fragment Length Analysis (FLA): Apdés a amplificacdo, 1ul do
produto da PCR foi diluido nas concentragcdes de 1:30 para amostras paucibacilares
e 1:60 para as multibacilares. A seguir 1 pl do produto diluido foi misturado com 12
pl de formamida Hi-Di e 0,3 yl do marcador GeneScan LIZ-500. Todas as amostras
foram entdo desnaturada a 94° C por 5 minutos e submetidas a eletroforese de
capilar. As amostras foram submetidas ao sequenciador automatico ABI 3130
quando injetadas nos capilares de 36 cm com polimero POP-7 em voltagem de 1kV
por 22s. A corrida eletroforese de capilar foi realizada em voltagem de 15 kV a 60°C
por 45min. Apds a separagao, os eletroferogramas foram visualizados e analisados
no software Peak Scanner (Applied Biosystems), conforme figura ?.

=

(ATN7 MGGT)S L(GTA)  (AC)SD ',
NHDP6) ¥ n 1

Combinationss M P 28 32 356 30 42 N -

Figura 6: Representagao do gel de agarose e analise por FLA de 15 loci STRs
amplificados de isolados clinicos usando o conjunto de primers da combinagdao 01. Fonte:
Kimura, 2009%.

3.7. Analise de resultados: O numero de repeticoes encontrado em cada
locus, em formato de tabela excel, foi introduzido no programa de computador
Bionumerics (Applied Mathematics, Bélgica) por meio de um protocolo chamado de
“‘Open Database Connectivety” (OBDC). Posteriormente, foram criados matrizes de
simularidade, dendogramas e arvores filogenéticas utilizando indice de similaridade

calculado pelo coeficiente categorico e os algoritmos “Unweighted Pair Group
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Arithmetic Averages” (UPGMA), “Neighbor-Joining” (N-J) e “Maximum parcimony

Tree”.

3.8. Método de Georeferenciamento: As coordenadas (latitude e
longitude) exata dos enderecos de residéncia dos pacientes no municipio de
Rondondpolis (MT), foram plotadas no Software Google Earth (earth.google.com) de
livre acesso. Essas informagdes foram transferidas para um programa chamado
“Conversor DICAM/DNPM”, que transforma todos os dados em numeros para serem
transferidos para o Geographic module no Software Bionumerics (Applied
Mathematics, Bélgica). Em seguida as coordenadas foram novamente plotadas
Software Google Earth e visualizadas no Google Maps (maps.google.com), onde
utilizamos cores para identificar e visualizar a distribuicdo e localizagado das variaveis
(setores administrativos, classificagdo operacional, sexo, genoétipos de SNP e STRs

versus gendtipos de SNP) no municipio.

3.9. Genotipagem dos Single Nucleotide Polymorphism (SNP): Para a
diferenciacao de tipos de SNP 1/2 de 3/4 e caracterizacdo dos tipos 3 e 4, foi
utilizado a técnica de PCR-RFLP como descrito por Sakamuri e Col™.
Resumidamente, foi realizada a amplificagdo das amostras utilizando o Multiplex
PCR Kit (Qiagen) sendo que cada reac&o tinha um volume final de 20uL: 10uL de
Méster Mix Qiagen Multiplex na concentragao (2X), 0,5 pyL do primer forward, 0,5uL
do primer reverse, 2,0 uL de Q-solution (5X), 4,0 uL de Agua RNAse free e 3 pL do
DNA alvo. A PCR foi realizada em um termociclador T-Gradient Thermoblock
(Biometra) nas seguintes condi¢gbes de temperatura: temperatura inicial de 94°C por
5 minutos, seguidos de 45 ciclos de 94°C por um minuto, 55°C por um minuto e
72°C por 2 minutos, finalizando com a temperatura de extensdo de 72°C por 10

minutos.
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Tabela 3: Conjunto de primers dos SNPs

SNP (posicao) Primers

senso) 5ATC TGG TCC GGG TAG GAATC 3
anti-senso) 5° ACC GGT GAG CGC ACT AAG

SNP2935685

senso) 5 AAT GGA ATG CTG GTG AGAGC 3’
anti-senso) 5 CAATGC ATG CTAGCC TTAATGAYZ

senso) 5 TGC TAG TTT AAC CGAGTACTG CTA 3
anti-senso) 5 GTAGTAGTC TTC CAAGTT GTG GTG 3

SNP1642875

(
(
SNP15676 ;
(
(

Digestdao Enzimatica: a diferenciacdo entre os tipos 1/2 de 3/4 foi obtida pela
analise de restricdo da posig¢ao 2.935.685, por meio da incubacgao de 5 pl de produto
de PCR com 5 unidades de enzima BstUl (New England Biolabs, Beverly, MA) a
60°C, durante 1 hora. Apos a analise em gel de agarose a 3%, a digestdo gerando
um fragmento de 153 pb indica gendtipo 3 ou 4, enquanto que a n&o digestédo
(fragmento de 194 pb) significa a presenca do genotipo 1 ou 2. Para uma maior
diferenciagdo dos gendtipos 3 e 4, uma analise de restrigdo na posi¢cao 14676 com 5
ul do produto de PCR, foi realizada incubando com 5 unidades de enzima Smi |
durante 1 hora a 55° C, sendo que a digestdo gerando um fragmento de 150 pb
indica gendtipo tipo 4, enquanto a nao digestdo para o tipo 3 (fragmento de 180 pb).
Finalmente, o produto amplificado para detec¢cdo de polimorfismo na posicéo
1.642.875, sendo SNP tipo 1 ou 2 foi purificado utilizando o QIAquick PCR
Purification kit (QIAGEN) de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Posteriormente, o material foi submetido a reacdo de sequenciamento, precipitado e
sequenciado no sequenciador automatico ABI 3130 (Applied Biosystems). A
mudanc¢a de nucleotideos foi analisada através do programa Sequencing Analysis
V5.3.1 (Applied Biosystems), onde gendtipo 1 € definido quando o mononucleotideo
G estiver presente na posigcao 16422875 pb; gendtipo 2 € definido quando ha a
presenca do mononucleotideo T.
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4.1. Populagao estudada

No periodo de 2007 a 2010 foram diagndsticos um total de 810 pacientes com
hanseniase no municipio de Rondondpolis (MT).

Para o estudo em questao, recebemos um total de 260 bidépsias de pacientes
com hanseniase diagnosticados no Centro de Saude Jardim Guanabara,
representando 32% do numero total de pacientes diagnosticados com hanseniase
no periodo.

Utilizando-se dos critérios de proximidade entre bairros e das unidades de
saude, o municipio foi dividido em 12 setores pela Secretaria do Meio Ambiente
(Anexo 2).
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Figura 7: Mapa da divisdo politico-administrativa do Municipio de Rondonépolis(MT)

Os 260 pacientes avaliados neste estudo, estavam distribuidos em 106
bairros do municipio de Rondonopolis (MT). Desses, 12 casos foram identificados

como area rural no formulario clinico-epidemioldgico, dificultando portanto sua

25



Resultados

identificagdo no mapa. A tabela 4 mostra a distribuicdo do numero de casos

analisados neste estudo por setores.

Tabela 4 : Distribuicdo dos numero de bairros e de casos por setores.

Setores N° de bairros N° de casos
Setor 01 13 46
Setor 02 06 12
Setor 03 12 32
Setor 04 15 28
Setor 05 11 26
Setor 06 12 24
Setor 07 09 16
Setor 08 03 05
Setor 09 05 13
Setor 10 07 27
Setor 11 09 15
Setor 12 02 04
TOTAL 104 248

12 casos identificados como zona rural foram excluidos da tabelas

Na populagao estudada 137 (53%) pacientes eram do sexo masculino e 123
(47%) do sexo feminino, sendo sua distribuigdo melhor visualizada na figura 8. A
média da idade dos pacientes no sexo feminino foi de 41,5 anos e no sexo

masculino 40,7 anos.
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Figura 8: Distribui¢cao do por sexo dos casos diagnosticados com hanseniase no

municipio de Rondonépolis.

Em relacdo a forma clinica da doenga, observamos de acordo com a

classificagéo de Ridley & Jopling™ um predominio das formas TT (39%) e BT(33%),
seguido de BB (19%), BL (5%), LL (3%) e [(1%) (tabela 5).

Tabela 5: Casos de hanseniase diagnosticados no periodo de 2007 a 2010

Classificagao Jul/2007 Jul/2008 Jul/2009 Jul/2010 TOTAL

I 0 0 01 02 03

TT 41 11 29 21 102
BT 12 15 29 29 85
BB 17 04 15 12 48
BL 04 02 02 04 12

LL 03 0 03 03 09
Sem classificagado 0 0 01 0 01

TOTAL 77 32 80 71 260

Classificagéo Ridley & JopIing19. | (indeterminado); TT (tuberculéide-tuberculoide); BT (borderline-tuberculdide); BB (borderline-
borderline); BL (borderline-lepromatoso); LL (lepromatoso-lepromatoso).

Na tabela 6, é possivel observar um discreto predominio da forma TT (58%)

para o sexo feminino. Observamos ainda um equilibrio na forma BT para os dois

sexos e predominio da forma BB (25%) para o sexo masculino.
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Tabela 6: Relagao entre forma clinica e sexo no periodo de 2007 a 2010.

FORMA CLINICA
SEXO
| T BT BB BL LL sc*
03 58 41 14 03 03 01
FEMININO | ooy | a7%) | 34%) | (12%) | %) | @%) | (%)
44 44 34 09 06
MASCULINO |\ 0 1 (32%) | (32%) | (25%) | %) | @%) | ©

Classificagéo Ridley & Joplingzz. | (indeterminado); TT (tuberculéide-tuberculoide); BT (borderline-tuberculdide); BB (borderline-
borderline); BL (borderline-lepromatoso); LL (lepromatoso-lepromatoso); SC (sem classificagéo)

A distribuicdo dos pacientes e sua localizagdo, segundo a classificagao

operacional PB e MB, pode ser observada na figura 9.

Fotograke

, Sem classiﬁcagéo
e N

L Owdos S0 mage $291) Google. MapLink « X

Figura 9: Distribuicao de pacientes, segundo a classificagdo operacional da

hanseniase.

Com base na divisao politico-adaministrativa do municipio de Rondondpolis,
observamos o predominio das formas multibacilares nos setores 02, 03, 04, 06, 09 e

10 com discreto equilibrio das formas multibacilar e paucibacilar nos setores 01, 05,

07, 09, 11 e 12 (tabela 7).
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Tabela 7 : Distribuicao por classificagao operacional nos 12 setores

SETORES PAUCIBACILAR MULTIBACILAR
Setor 01 23 23
Setor 02 02 10
Setor 03 12 20
Setor 04 12 16
Setor 05 12 14
Setor 06 07 17
Setor 07* 07 08
Setor 08 01 04
Setor 09 04 09
Setor 10* 09 17
Setor 11 07 08
Setor 12 02 02

* Um caso sem classificagao operacional.

4.2. MLVA: diversidade genética e estrutura populacional

Das 260 amostras submetidas ao sequenciamento, obtivemos um total de 150
amostras com perfil completo para os 17 STRs, sendo 4 sem classificagédo
operacional, 93 de casos MB e 53 de casos PB com média de 2,73 e 0,39 +
respectivamente no exame histopatolégico do tecido. Em um total de 110 amostras
nao foram obtidos resultados na PCR multiplex e/ ou sequenciamento para 1 ou
mais STRs, sendo que 69 amostras para 1 locus STR, 24 amostras para 2 loci STR,
11 para 3 loci STR e para 4 ou mais loci STR 6 amostras.

Os marcadores com numero maior de amostras sem sinal no PCR multiplex e/
ou sequenciamento foram os loci (AT)15 e (AT)17, sendo que a grande maioria
dessas amostras eram aquelas cuja classificagao clinica foi TT ou BT variando de 0
a 2+ no exame histopatolégico do tecido.

Na analise geral das 260 amostras para os 17 loci STRs avaliados pela
técnica de MLVA, observamos que 15 STRs foram mais polimérficos, enquanto os
loci 6-3a (1 alelo) e 21-3 (1 alelo) apresentaram-se invariaveis.
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Quando observado o poder discriminatério dos diferentes STRs, uma alta
diversidade alélica foi observada para os loci 6-7 que apresentou 6 (5 a 10
repetigcdes), (AC)8a que apresentou 8 (6 a 13 repeticdes), (GTA)9 que apresentou 9
(7 a 17 repetigdes), TTC(21), AT(15), TA(18), (TA)10 e AT(17) que apresentaram 10
(8 a 23 repeticdes), 18 (7 a 25 repetigdes), 14 (10 a 23 repeti¢cdes), 8 (6 a 13
repeticdes) e 12 (9 a 21 repeticdes) alelos diferentes respectivamente. Os STRs
menos variaveis foram 27-5, (AC)8b, (GGT)5, (AC)9 e 12-5 com 4,7, 4, 7 e 5 alelos
respectivamente. O poder discriminatério foi determinado por Simpson’s
Discriminatory Index®’, e variou de 0,90 para AT(17) e O para 21-3 e 6-3? (tabela 8).

Tabela 8: Tipos de alelos, frequéncia e diversidade alélica dos loci STRs de M. leprae
em pacientes com hanseniase no municipio de Rondonépolis.

Locus (GTA)9  (AT)17 (AT)15 (TA)18 (TTC)21 (TA)10 (AC)8a

Populagéo Rondondpolis (MT)

Diversidade Alélica 0.67 0.90 0.85 0.86 0.75 0.72 0.67

Tipo de Alelo 7 03 9 06 7 02 10 2 8 1 6 02 6 03

(frequéncia) 8 13 10 63 8 02 1 2 9 1 7 05 7 03
9 37 11 50 9 03 12 3 10 105 8 51 8 48
10 136 12 40 11 04 13 17 11 28 9 37 9 131

11 27 13 16 12 05 14 18 12 42 10 114 10 46
12 16 14 39 13 04 15 36 13 16 11 36 11 16
13 11 15 16 14 31 16 58 14 50 12 06 12 06
14 07 16 02 15 57 17 48 15 07 13 01 13 03
17 02 17 04 16 20 18 25 17 02 NA 08 NA 04
NA 08 18 01 17 08 19 24 23 02
19 03 18 03 20 6 NA 06
21 01 19 08 21 5
NA 01 20 04 22 3
21 05 23 3
22 08 NA 10

23 06
24 05
25 01
NA 84
Locus (AC)8b (GGT)5 (AC)9 275 6-7 12-5 18-8 23-3 SNP
Populagao Rondondpolis (MT)
Diversidade Alélica 0.18 0.10 025 028 056 064 022 0.02 0.37
Tipo de Alelo 6 16 3 01 6 22 3 07 506 3 01 3220 2257 1 04
(frequéncia) 7233 4 246 7 215 4 217 6129 4 48 4 01 303 2 10
8 09 5 12 812 5 34 7104 5115 8 31 NAO 3200
NA 02 NA 01 NA11 NA 02 8 03 4-5 86 NA 08 4 41
9 01 NA 10 1ou2 02
10 06 NA 03
NA 11

Loci 6-3 (3 alelos) e 21-3 (2 alelos) invariaveis. NA — ndo amplificadas
Simpson’s Discriminatory Index®
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Dos 15 loci STRs, os mais polimorficos s&o os (AT)17, (TA)15, (TA)18, (TA)10
e o (TTC)21. O locus (AT)17 possui de 9 a 21 repeticdes, o (AT)15 com 7 a 25
repetigdes, o (TA)18 com 10 a 23 repeti¢cdes, no locus (TA)10 de 6 a 13 repeticbes e
no locus (TTC)21 com 8 a 23 repetigdes, sendo 10, 15, 16, 10 e 10 as repetigbes
mais frequentes, respectivamente.

Utilizando-se da divisdo por setores, quando analisamos somente o0s
marcadores polimorficos, mais estaveis, como por exemplo (AC)8a, (GTA)9, (GGT)5,
(AC)8b, (AC)9, 6-7, 27-5 e 12-5, observamos repetigdes mais predominantes em
cada setor. No entanto o locus 6-7 foi 0 que apresentou pequenas variacdes em
alguns setores com o predominio em equilibrio de 6 ou 7 repeti¢des.

Dois loci mais conservados, apresentaram pequenas diferengas em alguns
setores. O setor 8 apresentou uma variagdo no locus (AC)8a, diferindo em apenas
uma repeticdo em relacdo aos demais setores e o locus (GTA)9 apresentou

diferenga de uma repeticdo nos setores 9, 10 e 12 (tabela 9).

Tabela 9: Repeticoes predominantes por setores.

N° de repeticoes predominantes
Setores

(AC)8b | (GTA)9 | (GGT)5 | (AC)8a | (AC)9 | 6-7 | 27-5 | 12-5
1 7 10 4 9 7 6 4 5
2 7 10 4 9 7 6/7 4
3 7 10 4 9 7 6/7 4
4 7 10 4 9 7 6 4 4-5
5 7 10 4 9 7 6/7 4 5
6 7 10 4 9 7 6 4 5
7 7 10 4 9 7 6/7 4 4-5
8 7 10 4 10 7 6 4 4-5
9 7 9 4 9 7 7 4 4-5
10 7 9 4 9 7 6/7 4 4-5
11 7 10 4 9 7 6/7 4 4-5
12 7 9 4 9 7 6/7 4 4
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Uma particularidade foi observada no locus 12-5 com o encontro de 86
amostras (34%) que apresentaram perfis duplos, ou seja, com repeticées 4 e 5 para
a mesma amostra. Essas amostras foram avaliadas no Laboratério da Dra. Vara
Vissa, na Colorado University (EUA) e o perfil foi confirmado. Ainda assim enviamos
aliqguotas de DNA dessas amostras, a partir de um lote ndo utilizado para quaisquer
analises, ao laboratorio de Biologia Molecular aplicada a Micobatérias coordenado
pelo Dr Philip Suffys. O mesmo perfil de 4 e 5 repeticdes se repetiu, sugerindo uma
duplicacao que pode ter ocorrido ha muito tempo e que encontra-se distribuido pelos
12 setores.

Quando avaliamos os loci 27-7 e 12-5 observamos um predominio de
repeticdes 4 e 5 e das repeticdes 4 e 4-5 (perfis duplos) respectivamente (figura 11).

Outra aspecto observado, foi a predominancia do perfil de 3 repeticbes para o
l6cus 18-8 em 220 amostras, seguido de 4 e 8 repeticdes com 1 e 31 amostras
respectivamente.

Ao analisarmos os genotipos de SNP das 260 amostras nesta populagéo,
observamos que 77% (n=200) da populagéo apresentou o gendtipo 3, 16% (n=41) o
genodtipo 4, 1,5% (n=4) o gendtipo 1 e 3,8% (n=10) o gendtipo 2. Em 2 (0,76%)
amostras para diferenciagdo do gendtipo 1 do 2 o sequenciamento foi inconclusivo e
em outras 3 amostras (1,15%) ndo obtivemos resultado na PCR.

Na figura 10 podemos observar a distribuicdo dos gendtipos de SNP pelo

municipio.
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Figura 10: Distribuigcdao dos genétipos de SNP no municipio de Rondonépolis.

Ao comparamos as 200 amostras com genotipo 3 em analise conjunto com os

loci STRs 27-5 e 12-5, observamos uma predominancia das repeticdes 4 e

respecitvamente, conforme apresentado na figura 11.
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Figura 11: Distribuicdo dos loci 27-5 e 12-5 e genétipos de SNP no municipio de

Rondonépolis.
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4.3. Agrupamentos dos genétipos e Filogenia

Os resultados a seguir serao apresentados visando um olhar mais detalhado,
por meio de analises filogenéticas. Foi considerado, a organizagao dos pacientes por
setores, para o entendimento da distribuicdo dos gendtipos de M. leprae pelo
municipio de Rondondpolis. A figura 12 foi construida com base nos gendtipos de
248 isolados de M. leprae definidos por meio de 17 STRs. Excluimos as amostras
que pertenciam as areas rurais, num total de 12 amostras, pois ndo possuimos
informacdes corretas de sua localizagdo dentro dos 12 setores estabelecidos pelo
municipio. A analise dos agrupamento dos genotipos foi essencialmente o mesmo
quando observamos o Neighbor Joining. No geral verificamos uma alta similaridade
em cada grupo, mas com genotipos de pacientes de varios setores distribuidos por

todo o municipio.
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Figura 12: Arvore Neighbor Joining construida com base nos genétipos de M. leprae

distribuidos pelos 12 setores em Rondonoépolis utilizando 17 STRs.
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Arvores de maxima parciménia foram construidas a seguir, utilizando
inicialmente todos os 17 STRs. Quatro grandes grupos foram observados com uma

distribuicdo uniforme dos perfis em todos os setores da divisdo-politico
administrativa do municipio (figura 13).
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Figura 13: Arvore de maxima parciménia construida com base nos genétipos de M.
leprae distribuidos pelos 12 setores em Rondonépolis utilizando 17 STRs.
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Em seguida, a mesma analise foi realizada excluindo os STRs mais
polimorficos (ATs, TAs e TTC). Observamos entédo a formagéo de 2 grandes grupos,
com a formagdo de amostras em cluster, mas sem evidéncias de agrupamentos

predominantes para um determinado setor (figura 14).

Figura 14: Arvore de maxima parciménia construida sem ATs, TAs e TTC com base nos

gendtipos de M. leprae distribuidos pelos 12 setores em Rondondpolis utilizando 17 STRs.

Com relagdo ao locus 12-5, construimos uma arvore com a finalidade
de avaliar a dispersédo do perfil duplo, ou seja, de 4-5 repeticdbes em relagdo aos
demais perfis. Observamos que este perfil encontra-se espalhado por todo o
municipio. No entanto, na area B, observamos um maior agrupamento desse perfil,

com a formagao de 4 clusters (figura 15).
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H'\ Legenda dos perfis do locus 12-5:
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Figura 15: Arvore de maxima parciménia construida com os perfis 4, 5 e 4-5 do locus

12-5 com base nos genoétipos de M. leprae distribuidos pelos 12 setores em Rondonépolis.

As figuras 16 e 17 representam arvores de maxima parcimbnia de 189
amostras com perfis completos, ou seja, aqueles que obtivemos sinal no
sequenciamento para 16 STRs analisados. Para esta analise excluimos das figuras
16 e 17 o l6cus AT15, por se tratar do marcador que menos obtivemos resultados na
amplificagdo por PCR Multiplex.

Neste contexto, observamos grupos distintos com a formagédo de clusters,
mas nao evidenciamos o predominio de um perfil especifico. Os clusters observados

sdo compostos por pacientes de varios setores do municipio.
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Figura 16: Arvore de maxima parciménia construida a partir dos 16STRs (sem AT15)

com base nos perfis completo de M. leprae distribuidos pelos 12 setores em Rondonépolis.

Ja na figura 17 diminuimos ainda mais a estringéncia, excluindo da analise os
loci mais variaveis (ATs, TAs e TTC). Nesta analise, observamos o mesmo numero
de clusters, mas ainda sem o predominio de um perfil particular em um ou outro
setor, sendo os agrupamentos compostos por pacientes de varios setores do

municipio.
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Figura 17: Arvore de maxima parciménia construida sem ATs, Tas e TTC com base nos

perfis completos de M. leprae distribuidos pelos 12 setores em Rondonédpolis.

Quando comparamos o perfil das cepas circulantes em Rondonépolis, com as
definidas em outras regides do Brasil, por meio de estudos ja publicados em Ceara,
Pernambuco, Rondbnia, Rio de janeiro e Sdo Paulo, verificamos na arvore de
maxima parcimonia (figura 18), uma grande variabilidade genética do M. leprae.
Podemos observar também a formacgao de 2 bracos principais, sendo que na area 1,
concentram-se a maioria dos isolados do Ceara, Rio de Janeiro, Ronddnia,
Pernambuco, e Sdo Paulo que compartilham similaridade com poucos isolados de
Rondonopolis. J&a na area 2, observamos 93% dos isolados de Rondondpolis,
compartilhando pouca ou nenhuma similaridade com os outros Estados, sugerindo

gue essas cepas sao caracteristicas do municipio.
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Figura 18: Arvore de maxima parciménia com a comparagao dos isolados de M. leprae

de varios estados do Brasil com os do municipio de Rondondpolis.

4.4. Familias Multicasos
Na populagdo de Rondondpolis, observamos e analisamos 4 possiveis

familias multicasos, que foram denominadas como familia 1 (F1), familia 2 (F2),
familia 3 (F3) e familia 4 (F4) (tabela 10).
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Tabela 10- Perfil genético entre as familias multicasos dos 17 STRs

D famlia  Bamos  (ACSb_(GTA)S (GGTIS (ATL7 638 20-3 (AC)Y (ATIIS (AC)Sa 205 67 (TAJS (TTC)L (TAJIO 233 125 184

MT00336 F1  Jd.Liberdade 1 9 $ U2 327 4 9% 56 1 7 2 453
MT01383  F1  Jd. Liberdade 1 9 4 B 3 27 9 4 6 16 2 0 2 4 3

MT00383 F2  Jd.Liberdade 1 0 5 n 3 2 15 9 4 7 1 2 9 2 45 3
MT01409 F2  Jd.Novakra 1 SIS n 3 27 U ¥ 4 6 16 2 0 2 45 3
MT01410 F2  Jd.Novakra 1 0 4 n 3 27 B W 47 B 0 10 2 45 3

MT01542  F3 Jd. Paraiso 1 S w3 27 B U 3 8 B 0 0 2 45 3
MT01593 F3  Jd.Paraiso 1 J 0 3 27 B N & 7 1% 00 9 2 4% 3

MT01660 F4  Pg.Unierstdro 7 0 4 53 27 15 8 4 6 18 10 10 45 3
MT01669 F4  Pg.Universitrio 6 U B 3 27 B 8 4 6 B8 0 o 2 5 3

=]

As familias foram plotadas em um mapa para melhor visualizacido de sua
distribuicdo no municipio (figura 19).

Os pacientes pertencentes a familia F1 residem na mesma casa, sao casados
e foram diagnosticados em anos diferentes. O esposo foi diagnosticado como
recidiva em 2009 e a esposa em 2010 como caso novo.

A familia F2, é composta por 3 pessoas, das quais duas delas moram na
mesma casa e uma em outra residéncia, sendo a distancia entre as casas de 500m.
O paciente que reside em outra casa é pai de uma das pacientes e ex-marido da
outra. Os trés foram diagnosticados no ano de 2010.

A familia F3 reside na mesma casa, sendo a relacdo de parentesco entre eles
de marido e mulher, com diagnostico de caso novo em 2010.

Na familia F4, residindo também na mesma casa, os pacientes sao avd e
neto, com diagnostico no ano de 2010.
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Figura 19: Distribuigao das familias multicasos no municipio de Rondonépolis.

Quando observamos a tabela 10 encontramos uma alta similaridade dos
genodtipos das familias, pois identificamos repetigcbes idénticas para a maioria dos
STRs. Diferencas alélicas de 1 a 4 repeticbes foram verificadas em cada familia,
guando observadas nos loci ATs e TAs que para esta populacdo sao extremamente
variaveis.

No entanto, quando visualizamos estes perfis em uma arvore de maxima
parcimbnia (figura 20), observamos que existe mais similaridade desses membros

que compde as familias com outros pacientes distribuidos por outras areas do
municipio do que entre eles mesmos.
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Figura 20: Arvore de maxima parciménia das familias multicasos em relagéo aos perfis
da populacdo geral do municipio de Rondonépolis.
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Discussdo

O municipio de Rondondpolis, no Mato Grosso € altamente endémico para a
hanseniase, apesar da existéncia de servicos qualificados para o diagnostico e
acompanhamento dos casos e da implementagdo da poliquimioterapia para o
tratamento e controle da doenca.

A auséncia de estudos para resolver este paradoxo resultou na criagdo de um
projeto de epidemiologia abrangente para coleta de dados e analise de multiplas
variaveis. O projeto incluiu pacientes que se apresentaram espontaneamente e
foram diagnosticados no Centro de Saude local do Jardim Guanabara. Questionarios
foram estruturados e incluiram dados demograficos, epidemiologicos e avaliagao
clinica dos pacientes com hanseniase, assim como a coleta de bidpsias de pele e
outras amostras para diagnostico e exames laboratoriais adicionais.

Neste estudo, sao apresentados de forma descritiva os dados de
genotipagem e filogenia definidos pela analise de STRs e SNP do M. leprae de 260
amostras recebidas referentes ao periodo de julho de 2007 a julho de 2010.

Inicialmente, observamos em nosso estudo, que 53% dos pacientes eram do
sexo masculino e 47% feminino, validando os dados da literatura, de que a
hanseniase incide em maior propor¢cdo em homens, embora nos ultimos anos a
diferengca entre sexos tenha diminuido; mulheres tém sido acometidas em plena
capacidade de reproducéo e produgao laborativa®®.

Utilizando-se da divisao-politico administrativa do municipio de Rondondpolis,
organizada em 12 setores, verificamos com base na classificagdo operacional um
predominio de casos MB em relagdo aos PB, sugerindo que a transmissdo da
doenga no municipio € mantida pelos casos multibacilares. Assim, como relatado
correntemente ha anos na literatura, que os pacientes MB s&o considerados
responsaveis pela maior parte da transmisséo’’.

O maior obstaculo aos estudos com hanseniase, visando um melhor
entendimento da dindmica de transmisséo, das fontes de infecgdo e da relagdo dos
genotipos entre os pacientes é a dificuldade na obtengdo do DNA, pois o bacilo n&o
pode ser cultivado in vitro.

O conhecimento disponivel no genoma de M. leprae, revelou um grau elevado
de conservagdo, mas com um numero limitado de marcadores genéticos
identificados até entdo, e que poderiam realmente contribuir na identificacdo dos
gendtipos desses isolados®.
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A partir de 2009, quando os trabalhos de pesquisa se intensificaram,
descobriu-se que os métodos de tipagem de M. leprae seriam de grande valor na
identificagdo da origem da infecgdo e também para melhor entender os padrdes de
transmissao do organismo. Outro aspecto observado foi 0 de que em areas de alta
endemicidade sdo encontrados multiplos gendtipos ao invés de um dominante,
necessitando de marcadores adicionais para tipagem dos isolados®®. Isto permitiu
que mais de 50 STRs fossem testados como potenciais candidatos de genotipagem
na diferenciacdo de cepas e de isolados em areas com alta prevaléncia da
hanseniase’’.

Os STRs classificados como microssatélites ou minissatélites sdo fontes
excelentes de polimorfismo, pois os numeros de unidades de repeticbes podem
aumentar ou diminuir em cada cepa, caracterizando-a. O avangco mais recente é
pela tipagem molecular dos STRs por PCR multiplex combinado com a técnica de
FLA para mapeamento dos alelos’®%?,

A sequéncia repetitiva de 6pb do gene rpoT (6-3a) localizada em uma regiao
intergénica foi o primeiro STR descrito por Matsuoka e Col., cuja repeticao
apresentou 3 copias nos isolados provenientes do Japao, Coréia e Brasil, enquanto
isolados de Haiti e Okinawa (Japao) apresentaram 4 copias®®. Nosso painel de
amostras quando analisado para este marcador valida o achado de 3 repeticoes
para a populacgao brasileira.

Um detalhe importante € que a pouca variabilidade desta sequéncia, favorece
seu uso como um marcador filogenético capaz de avaliar mudangas mais lentas de
genotipo e assim acompanhar a possivel propagacédo mundial da hanseniase” 8,

Outro marcador descrito isoladamente foi a sequéncia TTC, localizada em
pseudogenes. Esse STR é considerado extremamente polimérfico, pois foram
observadas cepas que variavam de 14 a 28 repeticbes. Em nosso estudo
observamos cepas com variagdo de 8 a 23 repeticdes®’. Outro aspecto importante
em nosso estudo em relacdo aos dados publicados por Shin e Col., quando se
referem a ndo amplificagdo de amostras PB, € que obtivemos 80% de resultados
para este l6cus, com indice baciloscépico variando de 0 a 2 +.

Com a dificuldade de detecc¢ao do bacilo em casos PB, estudos realizados até
o0 momento excluiram esses casos em virtude dos resultados incompletos, como por
exemplo, em um estudo realizado nas Filipinas, onde 21 amostras com indice

baciloscopico menor que 1,5 + foram excluidas por ndo produzirem dados para
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todos os loci® e em estudos na Coldmbia onde a maioria dos pacientes nao
produziram dados adequados devido ao indice baciloscépico menor que dois®. Em
nosso estudo, a obtencdo de bons resultados para os casos com indice
baciloscopico variando de 0 a 2 +, esta relacionada com ajustes necessarios que
fizemos nas concentracdes DNA de cada amostra, sempre tomando como base o
indice baciloscépico do tecido.

Ainda com relagdo ao loci TTC, em nossos dados observamos 75% de
diversidade alélica com predominio de cepas com 10 repeticdes. Em um estudo
conduzido com amostras do estado de S&o Paulo e no Rio de Janeiro, foram
observadas o predominio de 10 e 11 repeticdes®’.

Com a finalidade de aumentar a sensibilidade e principalmente a
reprodutibilidade das analises Kimura e Col.23, desenvolveram um PCR Multiplex
usando 17 STRs em 4 combinagdes possiveis. Nesse contexto, muitos trabalhos
foram desenvolvidos em varias partes do mundo com a finalidade de avaliar esses
marcadores em diferentes populagcdes e melhor caracterizar a distribuicdo das cepas
de M. leprae em cada regido.

No presente estudo, amostras de DNA de pacientes com hanseniase do
municipio de Rondondépolis (Mato Grosso) foram analisadas utilizando 17 STRs. O
poder de discriminacdo observado com os 17 STRs utilizados variou de 0.90 para o
locus (AT)17 a 0 para os locis 21-3 e 6-3a e essa abordagem experimental permitiu-
nos determinar alelos para todos ou a maioria dos 17 STRs em uma grande fragéo
da nossa amostra.

Na populagdo de Rondonoépolis, dos 17 STRs avaliados, somente o 6-3a
(rpoT) e 21-3 ndo foram polimérficos, com 3 e 2 repeticdes respectivamente, sendo
que o 6-3a reforca os achados de Matsuoka® j& anteriormente mencionado. O l6cus
21-3 apresenta-se com 2 repeticbes, sendo a mesma encontrada no Brasil nas

populacdes do Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Ceard e Pernambuco®%

e em
populagdes da China®, Tailandia®, Coldmbia® e india®, divergindo das populacées
da Filipinas onde o predominio é de 3 repeticdes®.

Alguns loci quando analisados em conjuntos ajudam na definicdo dos perfis
das cepas de uma determinada regido, como por exemplo, o locus (GGT)5
associado ao locus 21-3, sdo considerados pouco polimérficos e foram observados
5 e 3 repeticbes respectivamente na populagdo das Filipinas®® e da Tailandia®, mas

quando avaliados na nossa populacdo e em outras populagdes como China®,
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Coldmbia®® e mesmo outras regides do Brasil’’ observa-se o predominio de 4
repeticdbes para o (GGT)5 associado com 2 repetigdes do locus 21-3. Esta
observagéao é considerada padrao para a maioria da populagéo global de M.leprae®®.

Em nosso estudo, quando comparamos os loci 6-7, 27-5, (GGT)5, (AC)8a,
(AT)15 e (GTA)9 com os achados das populagdes do Rio de Janeiro e Sao Paulo”,
e também com a populacdo da Coldmbia®, verificamos o mesmo nimero de
repeticdes mais predominantes, ou seja, 6, 4, 4, 9, 15 e 10 respectivamente.
Sugerindo que apesar do polimorfismo mais intermediario, na populagao brasileira e
na Coldmbia eles sdo mais conservados do que nas populacdes da india e
Filipinas®.

Na populagdo de Rondonopolis observamos loci que foram divergentes em
relacdo a outras populagdes. Observamos um predominio de 7 repeticdes para o
locus (AC)9 na populagdo de Rondonodpolis, 0 mesmo encontrado no estado de
Pernambuco, que quando comparado com os estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Rondbnia e Ceara apresentaram 8 repeticoes. Este perfil de 8 repetigdes foi também
observado na Coldmbia® "2,

Em relagcdo ao locus 18-8, Rondondpolis apresentou em 85% das amostras
com repeticdo 3, caracteristica também encontrada nos estados de Rondobnia e
Ceard®. Em amostras do estado de S&o Paulo, o mesmo niimero de repeticdes para
este locus foi observado em apenas 3 amostras das 89 analisadas, tendo os
demais 8 repeticdes, 0 mesmo observado na populacdo do Rio de Janeiro®. Ja o
estado de Pernambuco, mostrou-se diferente do restante da populacdo brasileira,
com predominio de 4 repeticdes®. Nas populacdes da Coldmbia, Filipinas, China e

85,86,89,90. Esse

Tailandiaforam encontradas 7 ou 8 repeticbes para este locus
marcador foi considerado por Gillis e Col., como dificil de analisar quando testados
em concentragdes mais elevadas de bactérias devido a presenca bandas multiplas
de stutter’”. Caracteristica esta, ndo observada em nossa analise.

Quando observamos os loci considerados mais polimorficos em nossa
populacdo e em outros estudos, notamos em Rondondpolis e nas populagdes de
Rondbnia e Ceara um predominio de 16 repeticdes para o locus (TA)18, divergindo
dos achados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Pernambuco que apresentaram 14 e 17
repeticdes respectivamente® 2. Com relacéo ao locus (TA)10 a grande maioria das

amostras de Rondondpolis e Sdo Paulo apresentaram 10 repeticdes, mostrando
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comportamento diferente nos estados de Rondénia, Ceara e Pernambuco e para o
Rio de Janeiro com 8 e 6 repetigdes respectivamente®!%2.

Encontramos dificuldades com a amplificagdo de 32 % amostras para o locus
(AT)15, um dos mais variaveis na populagéo brasileira, sendo a mesma dificuldade
encontrada na populacdo de Ronddnia®2. Monot e Col. frente & mesma dificuldade,
para o locus AT15, clonaram algumas amostras antes do sequenciamento e mesmo
assim, em alguns casos, nao foi possivel estabelecer o numero exato de repetigdes.
Especula-se que isso aconteca com amostras com mais de 25 repeticdes’?.

Em uma analise mais particularizada, na tentativa de encontrar cepas mais
prevalentes, excluimos os loci ATs, TAs e (TTC)21, pois devido a alta variabilidade
nao favoreceu o reconhecimento de cepas relacionadas. Quando olhamos para
marcadores mais estaveis, mas ndo menos polimérficos, como por exemplo, os loci
(AC)8b, (GTA)9, (GGT)5, (AC)8a, (AC)9, 6-7, 27-5, 12-5 e 18-8 nos 12 setores,
observamos consideravel similaridade entre eles e sugerimos que o polimorfismo
intermediario encontrado possa contribuir para a definicAo de cepas mais
prevalentes em Rondonopolis. Esse mesmo direcionamento foi proposto por Weng e
Col. para caracterizagdo de cepas prevalentes na China®.

Outro tipo de polimorfismo genético observado no genoma de M. leprae, séo
os polimorfismos de base unica ou SNPs, que tém proporcionado evidéncias
essenciais na formulacdo de teorias sobre a rota de disseminacdo da hanseniase
pelo mundo. Sua descricido do método de PCR-RFLP®® favoreceu a andlise de
isolados de varias partes do mundo, principalmente em diferentes regibes
geograficas do Brasil para distingdo dos quatro genétipos de M. leprae’.

Em Rondonépolis, verificamos o predominio do gendtipo 3 distribuido
uniformemente por todo o municipio, sendo o mesmo genoétipo predominante em

estudos realizados com amostras de S3o Paulo, Rio de Janeiro e Rondénia®"%?

e
também observado em 2005 por Monot e Col. como o esperado para as Américas®.
Uma pequena porcentagem de gendtipos 4 e 1 também foram observadas,
corroborando com informagdes sobre a colonizagao do Brasil, que apresenta em sua
composi¢ao étnica atual 49,7% de brancos, 49,5% de afro-descendentes, 0,8%
amarelos ou indios®.

Assim como em Rondondpolis, estudos realizados no estado de Sao Paulo e
Rio de Janeiro®' e também na Colémbia® encontramos gendtipo 3 correlacionado

com os loci 27-5 e 12-5 que possuiam 4 e 5 repeticdes respectivamente. Na
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populacdo de Rondonopolis isso foi observado apenas em 88 amostras, devido a
presenca de repetigdes duplas do loci 12-5 em 86 amostras. Isto é sugestivo de
existéncia de gendtipos de M. leprae geograficamente relacionados.

Com a finalidade de definir a similaridade entre os gendtipos definidos em
Rondonodpolis, avaliar a relagdo entre os genotipos definidos por STRs e SNPs
visando uma melhor compreensédo da relagdo entre os genoétipos e sua origem
geografica, arvores de Neighbor Joining e Maxima Parsoménia foram construidas.

Neste contexto, podemos observar uma alta diversidade genética nos
isolados de M. leprae, pois quando analisados pelos 17 STRs, observamos uma
distribuicao uniforme de diferentes perfis espalhados por todo o municipio. Quando a
estringéncia foi diminuida retirando-se os loci mais polimorficos como ATs, TAs e
TTC verificamos que os loci (AC)8b, (GTA)9, (GGT)5, (AC)82?, (AC)9, 6-7, 27-5, 12-5
e 18-8 nos apresentam um polimorfismo intermediario muito satisfatério com a
possibilidade de definicdo das cepas mais prevalentes em Rondondpolis e com a
formagao de varios clusters, compartilhando similaridades de gendtipos. No entanto
observamos que esses clusters sao formados por pacientes de varios setores,
sugerindo ampla contaminagdo e impossibilitando a visualizacdo de um foco
principal da doenca.

Em seguida, realizamos a mesma analise, mas utilizando somente amostras
com perfis completos para 16 STRs. O numero de perfis completos foi de 189
amostras para 16 STRs, excluindo-se o AT15. Observamos entdo, a mesma
formacéo de clusters inicial quando da analise com e sem os loci mais polimoérficos
(AT17, TA18, TA10 e TTC), a auséncia de perfil predominante e o distribuicdo
dessas cepas por todo municipio.

Dessa forma, enfatizamos a importancia de se trabalhar com varias
estringéncias de analise para uma melhor definigdo da estrutura populacional de
genotipos similares, como em Rondondpolis. Essa observagéo foi validada em um
estudo realizado com quatro microssatélites e seis minissatélites em 50 isolados de
M. leprae da China, mostrando que dois dos microssatélites ((AC)8b e (GGT)5) e
cinco minissatélites (12-5, 18-8, 21-3, 23-3, e 27-5) ndo apresentam nenhum
polimorfismos®. Em outro estudo os microssatélites (AC)9 e (GTA)9 quando
combinados com o minissatélite (6-7) e outros cinco loci candidatos caracterizaram

cepas prevalentes®. Portanto, entendemos que realizar uma analise combinada com
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outros marcadores podera fortalecer o encontro de perfis mais predominantes em
Rondondpolis.

Outra observagao marcante em nosso estudo foi o encontro de alelos duplos
(repeticbes 4 e 5) para o locus 12-5 em 34 % das amostras analisadas. Por meio da
analise em uma arvore de maxima parcimbnia, visualizamos a distribuicdo
homogénea desses perfis em todo municipio de Rondonopolis. Essas amostras
foram enviadas para outros dois centros de pesquisa (um no Brasil e outro nos
Estados Unidos), que confirmaram o perfil. Assim descartamos a possibilidade de
infecgdo mista ou mesmo contaminagéo e sugerimos que trata-se de um evento de
duplicagdo de que vem ocorrendo ha longo tempo, mas que devera ser confirmado
em breve com sequenciamento total do genoma destas amostras.

Com a finalidade de visualizar a similaridade entre os gendtipos definidos no
Brasil com aqueles encontrados no municipio de Rondondpolis, comparamos estes
com os perfis dos isolados publicados por Fonte e Col em 2012% para os estados de
Pernambuco, Ceara, Rondbnia, Sdo Paulo e Rio de Janeiro. Nesta analise, foi
possivel verificar a grande diversidade genética de M. leprae. Podemos observar na
figura 18 a formagao de 2 bragos principais: na area A estdo as amostras oriundas
em sua grande maioria do Ceara, Rondbnia, Rio de janeiro, Pernambuco e S&o
Paulo que apresentam similaridade genética com poucas amostras de
Rondonopolis. Ja na area B, observamos um brago composto em sua grande
maioria por amostras de Rondondpolis que apresentam similaridade genética com
amostras dos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro, Rondbnia e poucas de
Pernambuco.

Sugerimos que o compartilhamento com amostras dos estados de S&o Paulo,
Rio de Janeiro e Rondbnia possa estar diretamente relacionado com o SNP gendtipo

3, que é o mais frequente entre isolados de M. leprae no Sudeste do Brasil®"%,

e
mais frequentemente observado em Rondénia. No entanto, ainda observamos uma
alta proporgdo de genotipos sugestivos de pertencerem somente ao municipio de
Rondondpolis. Isso pode ser explicado, pela existéncia de um padrao similar nos
minissatélites com uma pequena variagcdo em microssatélites com alta variabilidade
alélica® %2,

Neste estudo também foram observadas as caracteristicas dos gendtipos do
M. leprae em pacientes de quatro familias, e verificamos o compartilhamento de

alelos idénticos para os loci (AC)8b, (AC) 8a, (GTA)9, (GGT)5, 6-3a, 21-3, (AC)9 27-

51



Discussdo

5, 12-5, 6-7 e 18-8 ou com uma ou duas repeticdes de diferenga nos loci ATs, TAs e
TTC que sdo mais propensos a altas taxas de mutagéo, devido ao longo periodo de
incubagao e do nimero desconhecido de ciclos durante a transmiss&o®.

Em alguns estudos onde familias foram avaliadas os autores sugerem que as
familias multicasos podem representar focos epidémicos e fonte de M. leprae nos
bairros que vivem®® %*. No entanto, quando analisamos os genétipos das familias em
relagdo aos perfis da populacdo geral de Rondonopolis, verificamos que eles
compartilham genaotipos idénticos e ou similares, ndo permitindo estabelecer ligagéao
para transmissao intrafamiliar (figura 20).

O estudo em Rondondpolis esta associado com a transmissdo da doenga em
um municipio que possui altas taxas de deteccdo de novos casos por ano. Assim,
observamos que cepas estreitamente relacionadas podem ser percebidas dentro de
uma estrutura maior ao nivel da populagdo e composta por poucos subgrupos. A
observacédo de que este municipio possui genotipos idénticos e ou muito similares
de M. leprae, indica que o uso de STRs para genotipagem €& extremamente
importante em estudo que visam avaliar a dindmica de transmissdo da hanseniase
em conjunto com as informagdes epidemiologicas da populagao.

Este é o maior estudo no Brasil, analisando pacientes ao longo de 4 anos e
com a coleta de informagdes geograficas, demograficas, clinicas e dados de
gendtipo de M. leprae bem definidas. No entanto, outras investigagbes para
formalmente analisar a variagdo genética bacteriana quando sobreposta com os
atributos espaciais, étnicos, clinicos e socio-econdmicos estdo em fase final de
analise para publicacao.

Portanto, enseja-se que a epidemiologia molecular venha a ser reconhecida
como um importante componente nos programas de controle da hanseniase na
populacdo, com a finalidade de melhor compreender a origem de novos casos e

reconstruir as rotas de transmissao da doencga neste Pais.
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Conclusoes

1. A relevante endemicidade observada no municipio de Rondondpolis, frente a
existéncia de servigos qualificados para diagnostico e acompanhamento de casos e
a pouca repercussao destas atividades na realidade epidemioldgica, pressupde-se a

manutencgao de importante grau de transmiss&o da doenga;

2. Apos muitos anos da introdugdo da PQT, ndo existe qualquer evidéncia do

seu impacto na reducéo da transmissao;

3. A grande diversidade genética observada entre as amostras analisadas
confere aos STR avaliados potencial para diferenciar isolados de M. leprae;

4. O grau de polimorfismo observado entre os STRs e sua relagdo com os SNPs
avaliados neste estudo, comprovam que estas ferramentas podem ser aplicadas aos
estudos de filogenia do M. leprae e no entendimento da dindmica de transmissao da

hanseniase;

5. Um melhor conhecimento dos mecanismos de transmissao por meio de
estudo populacionais que integrem a epidemiologia molecular sdo necessarios para
apoiar as estratégias de controle da hanseniase visando a interrupgdo da

transmissao e consequentemente a diminuicdo do numero de casos novos.
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N° Prontuario

N° Identificacao individuo

FORMULARIO Il - ENTREVISTA CASO NOVO de Hanseniase

1. Data (entrevista): / /

2. Ha quanto tempo mora neste enderego: Anos: Meses: 88. Nao se aplica

3. Nos ultimos 10 anos ja morou em outro endere¢o que nao o atual?

1.Sim  2.N&do 88. Nao se aplica 99. Nao sabe informar

4. Em Rondonépolis/igarapé-Agu/ Colonia do Prata?

1.Sim 2. Ndo 88. Nao se aplica 99. Nao sabe informar
4.1 Anos: Bairro 1:

4.2 Anos: Bairro 2:

5. Em outra cidade?

1.Sim 2. N&o 88. Nado se aplica 99. Nao sabe informar
5.1 Anos: Cidade 1:
5.2 Anos: Cidade 2:

Estado:
Estado:

1. Alfabetizacao
2. Fundamental incompleto

4. Ensino Médio incompleto
5. Ensino Médio completo

3. Fundamental completo (82 série concluida)

6. Qual o curso mais elevado que o(a) senhor(a) concluiu?

6. Universidade concluida
7. Pdés-graduacéo concluida
8. Analfabeto
88. Nao se aplica

99. Nao sabe informar

7.8. Outros

Especificar:

7. Qual sua situagao trabalhista no momento?

7.1. Desempregado 1. Sim 2. Ndo  88. Nao se aplica 99. N3o sabe informar
7.2. Empregado 1. Sim 2. Nao 88. Na@o se aplica 99. N3o sabe informar
7.3. Auténomo 1. Sim 2. Nao 88. Nao se aplica 99. N3o sabe informar
7.4. Afastado/Licenca Saiide 1. Sim 2. Nao 88. Nao se aplica 99. N3o sabe informar
1. Sim 2. Nao 88. N3o se aplica 99. N3o sabe informar
7.5. Estudante
1. Sim 2. Nao 88. N3do se aplica 99. N3o sabe informar
7.6. Empregador . ~ . _ . _
o 1. Sim 2. Nao 88. N3o se aplica 99. N3o sabe informar
7.7. Aposentado/Pensionista 1. Sim 2. Nado 88. Nao se aplica 99. N3o sabe informar
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8. A renda familiar é aproximadamente:

1. Menos que um salario minimo 4. De 4 a 6 salarios (inclusive)
2. De 1 a 2 salarios (inclusive) 5. Mais que 6 salarios
3. De 2 a 4 salarios (inclusive) 6. N&o temrenda

99. Nao sabe informar

9. Qual a situacao do local onde vocé mora?

1. Alugado 4. Sem teto
2. Casa propria 5. Cedida
3. Abrigo 99. Nao sabe informar

10. Sua residéncia tem agua encanada:
1. Sim 2. Nao 99. Nao sabe informar

11. O esgoto da sua casa é tipo:

1. Fossa 2. Céu aberto 3. Rede publica 99. Nao sabe informar

12. A casa do(a) senhor(a) tem quantos comodos (considerar apenas quarto e sala):

88. Nao se aplica 99. N&o sabe informar

13. Na sua residéncia alguém teve ou tem a mesma doenga que o (a) senhor(a)?

1. Sim 2. Nao 99. Nao sabe informar

13.1 Quando foi diagnosticado e tratado?

Ano 8888. Nao se aplica 9999. Nao sabe informar

13.2 Fez o tratamento completo?

1.Sim 2.Ndo 88. Naose aplica 99. Nao sabe informar

13.3 E qual o esquema terapéutico?

1. PQT/PB 2. PQT/MB 88. Nao se aplica 99. Nao sabe informar

3. Outros Especificar

14. Nos ultimos 10 anos conviveu com alguém fora da sua casa com a mesma doen¢a?

1. Sim 2. Nao 99. Nao sabe informar

144 1.Filhoa) L] 4. Aw @[] 7. Mae
2. Esposo (al__| 5. ) [ ] 8.Cunhado(a)
3.Irmao (&) ] 6.Pai [ ] 9. 0Outro
Outro: especificar:

UL

Legenda

1. Sim 2. Nao
88. Nao se aplica
99. Nao sabe informar
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ENTREVISTA — CASO DE HANSENIASE - DADOS CLINICOS

15. Tem outra doenga?

1. Sim 2. Nao 99. Nao sabe informar

15.1 Qual?
1. Diabetes 1. Sim 2. Nao 88. Nao se aplica
2. Reumaticas 1. Sim 2. Nao 88. Nao se aplica
3. Cardiovasculares 1. Sim 2. Nao 88. Nao se aplica
4. Gastrointestinais 1. Sim 2. Nao 88. Nao se aplica
5. Outras 1. Sim 2. Nao 88. Nao se aplica
Especificar
Especificar

16. Ha quanto tempo notou o aparecimento dos primeiros sinais ou sintomas (manchas,
carogos, dorméncia, obstrugao nasal)?
Anos Meses 99. Nao sabe informar

17. Morfologia das lesdes:

1. Manchas hipocrémicas (lesdes néo elevadas esbranquigadas)

1.Sim 2. N&o

2. Areas referidas hipo/anestésicas (excluir palmas, plantas e olhos)

1.Sim 2. N&o

w

. Placas (lesdes planas com tamanho igual ou maior que 1cm)

1.Sim 2. N&o

4. Papulas (pequenas elevagdes superficiais medindo até 0,9cm)

1.Sim 2. Né&o

(&)}

. N6édulos (lesdes palpaveis em profundidade de tamanho igual ou maior que 1cm)

1.Sim 2. Nao
. Infiltragéo Difusa (reservado s6 para casos na faixa virchowiana)

»

1.Sim 2. Né&o

\I

. Espessamento neural

1.Sim 2. Né&o

(0]

. Obstrucéo nasal

1.Sim 2. Né&o

18. Numero de lesboes de pele
1. Uma 3. Trés 5. Cinco
2. Duas 4. Quatro 6. Mais que cinco 7. Infiltracbes

19. Delimitacao das lesoes (ver os bordos das lesdes visiveis e assinalar)

1. Bem delimitadas 2. Mal delimitadas 3. Bem e mal delimitadas 88. N&o se aplica
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ENTREVISTA — CASO DE HANSENIASE - DADOS CLINICOS

20. Localizacao das lesoes/infiltracao:

20.1 Cabeca/Pescoco

20.2 Tronco

20.3 Difusas

20.4 Membros: MSE
MSD
MIE
MID

T e e el e )

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

sl o o ol

Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
N3o
Nao

21. Modo de aparecimento da lesao inicial:

1. Abrupto (hs ou alguns dias) 2. Insidioso (semanas, meses ou anos)

99. Nao sabe informar

22. Classificacao Clinica Ridley-Joppling:

1. MHI 3. MHDT 5. MHDV
2. MHT 4. MHDD 6. MHV

7. Neural Puro
77. Nao realizado

23. Classificacao Clinica Madri:
1. MHI 2. MHT 3. MHD

4. MHV

77 . Nao realizado

24. Classificacao Clinica Operacional:
1.PB 2. MB

77. Nao realizado

25. Esta em reacao:
1. Tipo I 3. Nao especificada
2. Tipo II 4. Tipo I eTipo II

88. Nao se aplica

nlolal T L

26. Como € a reacao?
1. Febre
. Dor nas lesdes
. Neurite
. Comprometimento Ocular/Visceral
. Placas Eritematosas
. Edema de maos e pés
. Artrite
. Nodulos

0 N O A WwN

[ T - T T T~ T =

. Sim
. Sim
. Sim
. Sim
. Sim
. Sim
. Sim
. Sim

- et B pe 8 N e

Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
N3o
Nao
Nao

88.
88.
88.
88.
88.
88.
88.
88.

N3o se aplica
N3o se aplica
Nao se aplica
N3o se aplica
N3o se aplica
N3o se aplica
Nao se aplica
N3o se aplica
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27. Tratamento para MH ?

1. PQT/PB
2. PQT/MB

3. Outros  Especificar

28. Grau de incapacidade no diagnéstico

0. Grau Zero

1. Grau 1

2. Grau 2

77. Nao realizado

28.1 Grau de incapacidades em cada um dos locais abaixo especificados:

1. Olho Direito 0. Grau Zero 1. Grau 1 2.Grau2 77.nao realizado
2. Olho Esquerdo 0. Grau Zero 1. Grau 1 2.Grau2 77.nao realizado
3. Mao direita 0. Grau Zero 1. Grau 1 2.Grau2 77.nao realizado
4. Mao esquerda 0. Grau Zero 1. Grau 1 2.Grau2 77.nao realizado
5. Pé direito 0. Grau Zero 1. Grau 1 2.Grau2 77.nao realizado
6. Pé esquerdo 0. Grau Zero 1. Grau 1 2.Grau2 77.nao realizado
MATERIAL COLETADO
1. Mitsuda 1. Sim 2. Nao
2. Swab nasal 1. Sim 2. Nao
3. Sorologia 1. Sim 2. Nao
4. Sangue com EDTA 1. Sim 2. Nao
5. Biopsia em formol 1. Sim 2. Nao
6. Biopsia em RNA later 1. Sim 2. Nao | |
7. Baciloscopia 1. Sim 2. Nao |:]




Anexo 2




Setores

Bairros

PSF / REFERENCIA

SETORI

Distrito Industrial Rondonépalis

Jardim dasPaineras

Jardim Maracana

Jardim MariaTereza

Jardim Morumbi

Jardim Rui Barbosa

PSF Industrial

Jardim Tancredo Neves

PS Paineiras

Loteamento Pedra 90

PSF Parque Universitario

Parque Residencial Ana Carla

PSF Mamed

Parque Residencial Oasis

PSF VilaOlinda - Dom Bosco

Parque Residencial Universitario

Residencial Dona Magndlia

VilaEgrelaDava

VilaMamede

VilaOlinda

VilaRosaly

VilaSio Paulo

SETORII

Areas Goulart

Cidade Salmen

Didtrito Industrial Augusto Bortoli Razia

Jardim Belo Horizonte

Jardim Ipanema

Jardim Lourdes

Jardim MariaVetorasso

Loteamento Alves

Loteamento Jacob

PSF Sdo Francisco

Nucleo Habitacional Verde Teto

PSVedeTeto

Parque Industrial Fabricio Vetorasso Mendes

PSF Canai

Parque Industrial Goulart

PS Vila Goulart

Parque Industrial Vetorasso

Recanto Maria Flavia

Recanto Santa Elza

Residencial Bela Vista

VilaAmizade

VilaBaixa

VilaBoa Esperanca

VilaCanad

VilaGoulart

VilaGoulart A

VilaGoulart B

VilaMariley

VilaOlimpica

Vila Portal das Aguas

VilaSamen

Vila Samen 2° parte




Setores

Bairros

PSF/Referencia

SETORIIII

Bairro Aeroporto

Jardim Adriana

Jardim América

Jardim do Sol

Jardim HD

Jardim Kama Jublat

Jardim Liberdade

Jardim Liberdadell

PSF Jardim Adriana

Jardim Novo Horizonte

PSF Monte Libano

Jardim SantaMarta

PSF Joao de Barro

Loteamento Pe. Lothar

PSF VilaRica

Monte Libano

Projeto Jodo de Barro

Residencial Antonio Geraldine

Residencial Dom Osbrio Stoffel

Residencial Jardim José Sobrinho

Residencial Joao Moraes

Residencial Quitéria Terue

VilaRica

SETOR IV

Jardim Carlos Bezerra

Jardim Carlos Bezerrall

Jardim Copacabana

Jardim Dinalva Muniz

Jardim Eldorado

Jardim Eldorado 22 parte

Jardim Margjé

Jardim Nilmara

Jardim Progresso

PSF Serra Dourada

Jardim Sdo Bento

CS Conjunto Sao José

Jardim Serra Dourada 12 parte

PS Marechal Rondon

Jardim Serra Dourada 2® parte

PSF VilaVerde

Jardim Trés Poderes

Jardim Reis

Ncleo Habitacional Conjunto So Jost |

Nicleo Habitacional Conjunto Sdo Jost |1

Nucleo Habitacional Conjunto Sio José 111

Ndcleo Habitacional Marechal Rondon

Parque Residencial Nova Era

Residencial Buriti

Residencial Edelmira Querubin

VilaUnido

VilaVerde




SETORV

Cidade Natal

Dom Oscar Romero

Jardim Brasi

Jardim daMata

Jardim dasFlores

Jardim Dom Bosco

POLICLINICA

Jardim Ipiranga

PSF Ipiranga

Jardim Itapua

PSF Itapud

Jardim Marisol

PSF Padre Rodolfo

Jardim Padre Rodolfo

PSF Sumaré

Jardim Santa Fé

PSF VilaMinera

Jardim Sumaré

Jardim Taiti

Loteamento Padre Jodo Bosco Bunier

L oteamento Padre Ezequiel Ramim

Residencial Lageadinho

VilaClarion

Vilalpiranga

Vilaltamaraty

VilaMariana

VilaMinera

VilaOperaria

SETOR VI

Jardim Assungdo

Jardim BelaViga

Jardim Gramado

Jardim Gramado |1

Jardim kénia

Jardim Luz D' yara

Jardim Mariadva

PSF Assuncéo

Jardim Modelo

PSF Luz D'Yara

Jardim Nossa Senhorada Gloria

PSF CAIC

Jardim Primavera

PSF Primavera

Jardim Primaveral

PSF 1pé

Jardim Rivera

Jardim Santa Barbara

Jardim Tropical

Loteamento Olivina

Loteamento Vaeria Crigina

Residencial Horténcia

VilaCarvaho

VilaCastelo

Vila Esplanada

VilaFlorishela

Vilalpé

Vilalracy

VilaOlgaMaria

Vila Santa Catarina

Vila Santa Catarina Il parte

VilaVdeia




SETOR VII

Bairro Santa Cruz

CentroB

Jardim

BeiraRio

Jardim

Brasilia

Jardim

Brasiliall

Jardim

Cuiaba

Jardim

dos Pioneiros

Jardim

Ebenezer

Jardim

Moradores dos Bandeirantes

Jardim

Oliveira

Jardim

Paulista

PSF Jambrapi

Jardim

SantaClara

PSF Santa Clara

Jardim

Santa Clara 22 parte

PSF. Bom Pastor

Jardim

Santa Rosa

Jardim

Urupés

Jardim

Urupés A

Jardim

VeraCruz

Loteamento Cellos

Loteamento Jambalaia 1 parte

Loteamento Jambalaia 2 parte

L oteamento Kennedy

L oteamento Santos Dumont

Prolongamento Cellos

VilaBom Pastor

VilaDom Pedro

VilaDuarte

Vila Esperanca

VilaPlandto

Vila Santo Antonio

VilaSio Jose

SETOR VIII

Bairro LaSdleag-31

Bairro La Sdlleag-32

Centro A

Jardim

Esmeralda

Jardim

Guanabara

C.S. Guanabara

Jardim

Pindorama

PS Pindorama

Loteamento Nossa Senhora Aparecida

Sdo Francisco

VilaAndréia

VilaBirigui

VilaJost Luiz

VilaMaria

VilaMarinopolis

VilaSantaLuzia




SETOR IX

Jardim Belo Panorama

Jardim Gloria

Jardim Residencial Sdo Jose

L oteamento Nossa Senhora do Amparo

PSF N.S. do Amparo

Loteamento Santa Esther

C.S. Cohab

Loteamento Santa Laura

PSF Vila Cardoso

Ncleo Habitacional Participagdo

Nucleo Habitacional Rio Vermeho

Parque Real

Vila Aurora

VilaAuroralll parte

VilaCardoso

VilaDuete Vilaba

VilaPoroxo

VilaSantaMaria

VilaSio Pedro

VilaSio Sebadtido |

SETOR X

Condominio Residencial Sunflower

Coophalis

Jardim Iguassu

Jardim LuciaMaggi

Jardim Mato Grosso

PSF Jardim Iguagu

Jardim Rondb6nia

PSF Cidade Alta

Parque Residencial Cidade Alta

Setor Residencial Granvillel

Setor Residencial Granvillell

Vila Sio Sebastido

SETOR XI

Chéacara Nossa Senhora da Guia

Chécara Paraiso

Chéacara Pica Pau

Chécara Residencial Parque das Nagbes

Conjunto Habitacional Cidade de Deus

Jardim Atlantico

PSF Jardim Atlantico - Europa

Jardim Europa

PSF Parque Sio Jorge

L oteamento Andre Maggi

Loteamento Parque das Rosas

Parque SAo Jorge

Residencial Azaéia

Residencial Bispo Casaldaglia

Residencial Jodo Antonio Fagundes

Residencial Margaridas

Residencial Paraiso

Residencial Sitio Farias

Sitio Farias




SETOR XII

Chéacara Antonio Barbosa

Jardim Arco Iris

Jardim Village do Cerrado

Parque Sagrada Familia

Residencial Alfredo de Castro

PS Paulista

Residencial Altamirano

Residencial Scheffers Ville

TerraNova

U.F.M.T.

VilaPaulista

DISTRITO

BoaVista

Cabeceirado Almogo

Campo Limpo

Naboreiro

Nova Gdlilela

Rio Vermelho Bajara

VilaBueno




