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RESUMO

As bactérias Mycobacterium leprae e mais recentemente Mycobacterium lepromatosis
sdo os agentes etioldgicos da hanseniase que causam sérios danos neuromotores e
podem evoluir para incapacidades irreversiveis. A incidéncia de casos novos de
hanseniase em todo o mundo foi de 2.77/100 mil habitantes. No Brasil, em 2016,
foram 2.665 casos somente do Estado de Mato Grosso na Amazoénia Meridional,
esses valores representam 88,9/100 mil habitantes no indice geral de detecgéo para
a hanseniase. Foram capturados animais silvestres naturalmente infectados por
Mycobacterium leprae e Mycobacterium lepromatosis das Ordens Cingulata,
Didelphimorphia, e Rodentia, todos estavam em fragmentos florestais proximos a
grupos humanos. Um total 327 amostras de biopsias foram avaliados, dos quais
recuperou-se 254, sendo 187 amostras de orelhas, 77 bago, e 63 figado de 187
animais silvestres das Ordens Cingulata, Rodentia e Didelphimorphia. Apos extraidos
DNA e RNA de baco, figado, e orelha, foram avaliados por gPCR para os genes RLEP
(enumerador) e 16S rRNA (viabilidade). Trés géneros apresentaram positividade nas
orelhas para ambos os genes RLEP e 16S rRNA, sendo 18% para Dasypus
(Cingulata), 60% para Proechimys (Rodentia) e 64% para Marmosa (Didelphimorphia).
Enquanto que nos testes utilizando PCR multiplex obteve-se 12 amostras positivas
para o gene henM referente a Mycobacterium lepromatosis, dos 13 géneros avaliados
apenas Proechimys e Marmosa apresentaram presenga para o bacilo. A presenga
frequente do homem nos fragmentos florestais onde foram encontrados animais
silvestres positivos para M. leprae ou Mycobacterium lepromatosis, aumenta a
possibilidade do risco de uma infecgao zoonética. Tendo em vista que a metodologia
de gPCR por meio do gene 16S rRNA foi efetiva para demonstrar a presenca de M.

leprae viavel em animais silvestres.

Palavras-chave: Epidemiologia molecular; Genes 16S rRNA e RLEP;

Mycobacterium leprae; Mycobacterium lepromatosis; Zoonoses.



ABSTRACT

Bacteria Mycobacterium leprae and more recently Mycobacterium lepromatosis are
the etiological agents of leprosy that cause serious neuromotor damage and can
progress to irreversible impairments. The incidence of new cases of leprosy worldwide
was 2.77 / 100 thousand inhabitants. In Brazil, in 2016, there were 2,665 cases of the
State of Mato Grosso alone in the Southern Amazon, which represent 88.9 / 100
thousand inhabitants in the general detection index for leprosy. Wild animals naturally
infected with Mycobacterium leprae and Mycobacterium lepromatosis from the
Cingulata, Didelphimorphia, and Rodentia orders were all captured in forest fragments
close to human groups. A total of 327 biopsy specimens were evaluated, of which 254
were recovered, being 187 samples of ears, 77 spleen, and 63 liver of 187 wild animals
of the Orders Cingulata, Rodentia and Didelphimorphia. After extracting DNA and RNA
from spleen, liver, and ear, they were assessed by qPCR for the RLEP (enumerator)
and 16S rRNA (viability) genes. Three genera presented positivity in the ears for both
RLEP and 16S rRNA genes, 18% for Dasypus (Cingulata), 60% for Proechimys
(Rodentia) and 64% for Marmosa (Didelphimorphia). While in the tests using multiplex
PCR, 12 samples were positive for the henM gene for Mycobacterium lepromatosis, of
the 13 genera evaluated only Proechimys and Marmosa showed presence for the
bacillus. The frequent presence of man in the forest fragments where M. leprae or
Mycobacterium lepromatosis positive wild animals were found increases the possibility
of the risk of a zoonotic infection. Considering that the gPCR methodology by means
of the 16S rRNA gene was effective to demonstrate the presence of viable M. leprae

in wild animals.

Keywords: Molecular epidemiology; 16S rRNA and RLEP genes; Mycobacterium

leprae; Mycobacterium lepromatosis; Zoonoses.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase €& uma doenga infectocontagiosa cronica causada por
Mycobacterium leprae (M. leprae), que possui predilegcao pelas células de Schwann,
macrofagos e nervos periféricos de individuos com predisposicdo genética para o
desenvolvimento desta doenga (1,2). M. leprae foi descrito em 1873 pelo médico
noruegués Gerhard Hansen e foi a primeira bactéria a ser identificada e
correlacionada a uma doenca infecciosa (3).

O diagnéstico precoce da doenga e o tratamento com a poliquimioterapia (PQT)
s&o estratégias chave e definitivas de controle da hanseniase (4). A PQT foi
introduzida em 1994 no Brasil, utiizando uma associagdo de trés drogas para
hanseniase multibacilar (MB): rifampicina, clofazimina e sulfona; e duas drogas para
os paucibacilares (PB): rifampicina e sulfona (5).

A criagao da classificacdo operacional foi determinante para o tratamento,
dividindo as formas clinicas em paucibacilares (PB) nos casos com até cinco lesdes
cutaneas e em multibacilares (MB) com mais do que cinco lesdes (6).

Além do diagndstico precoce, € fundamental a regularidade na tomada mensal
das drogas do esquema PQT para o éxito do tratamento da hanseniase, pois sua
irregularidade predispde ao desenvolvimento de incapacidades fisicas e a ocorréncia
de recidivas, que quando adequadamente investigadas, podem decorrer da falha no
tratamento, por reinfecgéo, persisténcia bacilar ou resisténcia as drogas (5).

Em 2017, as taxas de incidéncia de casos novos em todo o mundo foram de
2.77/100 mil habitantes, evidenciando a alta capacidade de dispersao e infectividade
do bacilo, mesmo diante das medidas de combate protocoladas pela Organizagao
Mundial da Saude (OMS) (7).

No Brasil, as regides que compdem a Amazodnia e o entorno detém os maiores
numeros de casos da doenga (8). Em 2016, a regidao Centro-Oeste apresentava 4.701
casos novos, sendo que 2.665 eram do Estado de Mato Grosso com 88,9/100 mil
habitantes no indice geral de detecc¢ao para a hanseniase (9).

Segundo o Ministério da Saude (MS), a transmiss&o ocorre pelo contato estreito
e prolongado entre um individuo susceptivel e um paciente infectado por meio da
inalac&o dos bacilos contidos na secregéo nasal ou goticulas expelidas na fala, sendo
a da mucosa nasal a principal via de transmissé&o (10).

Nas ultimas décadas, estudos foram empreendidos para obter um melhor
entendimento das vias de transmissao de M. leprae entre as comunidades afetadas
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sem sucesso. Os estudos epidemiologicos identificaram um risco aumentado em
individuos que vivem em contato proximo com pacientes com hanseniase. No entanto,
em muitos casos novos nao € possivel identificar o caso indice na cadeia de
transmissao (11).

Evidéncias de hanseniase zoonoética nos EUA e a descoberta do DNA do M.
leprae no ambiente estdo desafiando o paradigma tradicional de que o bacilo &
transmitido apenas de humano para humano (11). Ocasionalmente desiquilibrios
ecologicos desencadeiam o surgimento de doencas emergentes (12,13), assim como
os causados pelo desmatamento e fragmentacdo das florestas tropicais no mundo
(14).

Como M. leprae pode persistir e possivelmente proliferar no ambiente em
associagado com certas plantas e animais (15), € concebivel que a infecgdo possa ser
resultante da exposigdo prolongada ou repetida a uma fonte ambiental contendo
bacilos viaveis. A investigagdo experimental nesses casos fica comprometida em
virtude da impossibilidade do cultivo in vitro de M. leprae; portanto, as evidéncias sao
obtidas indiretamente por meio de estudos epidemiolégicos e mais recentemente por
métodos moleculares (16).

A sequéncia repetitiva RLEP foi descrita como enumerador molecular de M.
leprae com base na amplificacdo por gPCR e apresentou resultados correlatos com a
contagem microscopica, permitindo uma quantificagdo rapida e especifica do bacilo
em tecidos de camundongos e tatus (14).

Destaca-se que a contagem microscopica ndo fornece dados absolutos sobre
a viabilidade do bacilo. No entanto, a contagem de Bacilos Alcool-Acido Resistentes
(BAAR) e gPCR utilizando a sequéncia repetitiva RLEP gera informagdes de
viabilidade apenas indiretamente, a medida que os numeros de bactérias aumentam
ao longo do tempo em uma populagado em crescimento (17).

A impossibilidade na determinacdo da viabilidade do M. leprae a partir da
detecgao do DNA fez com que pesquisadores voltassem sua atencéo para a molécula
de RNA, por meio da transcrigao reversa e posterior amplificagdo da molécula alvo
16S RNAr revelando alta sensibilidade na detecg&o de organismos viaveis, permitindo
também a implementagdo de metodologias que inativam inibidores na detecgao de
RNA do M. leprae em amostras ambientais (18).

A presenca de animais naturalmente infectados pelo M. leprae em areas de alta

endemicidade vem motivando a investigagc&o sobre a existéncia de fatores ambientais



34

e zoonoticos envolvidos na dinamica de transmissdo da hanseniase (20, 29, 30, 31,
32-35).

Na regido da Amazobnia legal, por exemplo, € frequente e cultural o habito de
consumir carne de animais silvestres como fonte de proteina e tratamentos
terapéuticos, e essa pratica portanto, vem sendo considerada um fator de risco para
o desenvolvimento de doencgas (26—-28).

Deste modo, a deteccdo da infecgdo natural de animais selvagens
naturalmente infectados por M. leprae viaveis pode promover uma melhor

compreensao sobre a transmissado da hanseniase em areas de alta endemicidade .

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Breve historico da hanseniase

A hanseniase, conhecida também pela designacéo de lepra, € uma das mais
antigas doengas que acomete o homem e remonta as civilizagdes humanas mais
antigas, no que se refere aos fluxos migratérios, atividades militares e comerciais de
grande importancia na historia (19).

O conjunto de estudos histéricos como a paleomicrobiologia e a epidemiologia
molecular contribuiram para evidenciar a dispersdo da hanseniase, demonstrando
tragos genéticos do bacilo de Hansen em esqueletos da antiga india (20) e da Europa
medieval (21) datados antes mesmo do descobrimento do patégeno em 1873 na
Noruega (22).

No Brasil os primeiros casos de hanseniase foram observados no Estado do
Rio de Janeiro nos anos de 1600(23) (20). Mas somente por volta da década de 30, o
governo adotou medidas para a prevengao e tratamento dos pacientes diagnosticados
com a doenga, por meio do isolamento em asilos-colonias (21).

Com a introdugao das sulfonas, para o tratamento da hanseniase no final da
década de 40, o controle da doencga deixa de ser feito por meio do isolamento e da
segregacao do doente (24,25).
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2.2 Epidemiologia

2.2.1 A hanseniase no mundo

Nas ultimas trés décadas, a OMS ampliou esforgos integrando os paises ao
redor do mundo para combater a hanseniase, evoluindo progressivamente na
deteccdo passiva de casos e na ampla disseminagao do tratamento (26).

Os casos de hanseniase com incapacidade sao determinados em: grau O,
quando a forga muscular e a sensibilidade desses segmentos est&o preservadas; grau
1, quando ha diminuigdo da for¢a muscular e/ou diminuicdo de sensibilidade; e grau
2, quando ha deformidade visivel nas maos e/ou pés e/ou olhos (9,27,28).

Desde entéo, as estratégias globais se concentraram na redugao da carga da
doenga com destaque para a sustentabilidade pela integracédo, visando assim, a
diminuicdo do numero de novos casos com grau de incapacidade 2, a promogao da
detecgao precoce e a reducdo nas taxas de transmissao, destacando os aspectos
humanos e sociais que afetam o controle da doenca (29).

Em 2017, 150 paises relataram 210.671 casos novos de hanseniase, dos quais
95% correspondem a 22 paises prioritarios (Angola, Bangladesh, Brasil, Comores,
Costa do Marfim, Republica Democratica do Congo, Egito, Etiépia, Micronésia, india,
Indonésia, Kiribati, Madagascar, Mogambique, Mianmar, Nepal, Nigéria, Filipinas,
Sudéao do Sul, Sri Lanka, Sudao e Tanzania), sendo a taxa de detecgéo de 2,77/100
mil habitantes. A india, o Brasil e a Indonésia sao os trés paises que mantém a maior
incidéncia da doenca, representando 81% dos pacientes recém-diagnosticados e
notificados no mundo (Figura 01)(7).
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Figura 1. Mapa mundial epidemiolégico da distribuicdo de casos novos de hanseniase em 2017
(Organizagao Mundial da Saude, 2018).

A= Comores: 429 casos; B: Kiribati: 187 casos

2.2.2 A hanseniase no Brasil

De acordo com a OPAS/OMS, entre 2011 e 2016, o numero de casos novos da
doenca nas Américas diminuiu 26%, passando de 40 mil em 2007 para 25 mil em
2016 (30). Dos 35 paises que compde as Américas, o Brasil foi o unico que néo
alcangou a meta global de redu¢do da hanseniase como problema de saude publica,
mantendo-se na categoria de hiperendémico e o segundo maior em numero de casos
registrados no mundo (7,30).

Em 2016 a taxa de detecgdo de casos novos de hanseniase no pais foi de
12,2/100 mil habitantes. No periodo entre 2012 e 2016 as regides Centro-Oeste e
Norte exibiram as maiores taxas de detecgao geral, sendo 37,27/100 mil e 34,26/100

mil habitantes, respectivamente (9).

2.2.3 A hanseniase no Estado do Mato Grosso

O Estado de Mato Grosso é considerado hiperendémico, ocupando a primeira
posicdo com as maiores taxas de prevaléncia e incidéncia da doenga no pais. De
acordo com a Portaria n°® 2556/ 11/ MS, 27 municipios do Mato Grosso foram
priorizados para vigilancia em hanseniase, como por exemplo, a regido “Vale do Teles
Pires” com sede em Sinop e Sorriso e o Norte Mato-grossense com sede em Colider.
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Em 2015, a taxa de detecc¢ado foi de 93,0/100 mil habitantes com registro de 3.037
casos novos da doenga. (31).

No mesmo periodo de 2012 e 2016, também foi registrada a taxa média de
44,55/ 100 mil habitantes para os casos de incapacidade fisica com grau 2 que séo
as mais associadas a discriminagao e estigmatizagao social (9).

2.3 Agente etiologico da hanseniase

Descrito em 1873 pelo médico noruegués Gerhard Armauer Hansen em
amostras de tecido de pacientes, M. leprae foi o primeiro microrganismo associado a
uma doenga humana (3).

Recentemente, Han e colaboradores descreveram no México uma nova
espécie denominada de Mycobacterium lepromatosis (M. lepromatosis) causador da
hanseniase e associada aos casos de ‘Fendbmeno de Lucio’ que € uma reagao

cuténea necrosante grave e rara (32,33).

2.4 Aspectos microbiologicos e moleculares de M. leprae e M. lepromatosis

2.4.1 As Micobactérias

As micobactérias pertencem a ordem Actinomycetales e a familia
Mycobacteriaceae. O género Mycobacterium inclui 198 espécies e 14 subespécies,
incluindo micobactérias intracelulares ndo cultivaveis e também as ambientais
presentes no solo e na agua (34).

Destacamos as espécies agrupadas em complexos por similaridade genética e
epidemiologica: o complexo Mycobacterium avium (35,36); o complexo
Mycobacterium abscessus (37); complexo M. tuberculosis (38,39); e o complexo M.

leprae sugerido por Scollard et al. (40).
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2.4.2 Microbiologia de M. leprae e M. lepromatosis

M. leprae € um parasita intracelular obrigatorio que vive predominantemente
em macroéfagos, ndo formador de esporos, ndo produtor de toxinas e ndo possui
plasmideo. Apresenta-se sob a forma de bacilo reto ou levemente encurvado, com
extremidades arredondadas, medindo cerca de 1 a 8 ym de comprimento e 0,3 ym de
didmetro (41,42).

Quando suspensdes bacilares sdo depositadas em laminas de vidro, estes
encontram-se isolados ou em conjunto assemelhando-se a um mago de cigarros. Uma
particularidade € sua incapacidade de multiplicacéo in vitro, sendo necessaria para
sua manutencgdo a inoculagao de suspensao de bacilos em patas de camundongos e
tatus (43).

Destacamos que M. leprae possui parede celular semelhante as outras
micobactérias, com acidos micolicos de alto peso molecular. A presenga deste
componente lipidico é o que confere a resisténcia alcool acido observada na coloragao
de Ziehl Neelsen. Os micosidios (glicolipideos e peptidoglicolipideos) presentes na
membrana sio responsaveis pela permeabilidade celular e estao relacionados com a
resisténcia as enzimas soluveis em agua, antimicrobianos e desinfetantes (44,45).

Tais propriedades microbiolégicas sao também atribuidas ao M. lepromatosis.
Para tanto, a similaridade entre os dois microrganismos, tanto do ponto de vista
microbiolégico como clinico, levaram Singh e colaboradores a propor sua
representacdo como “Complexo M. leprae”, analogo as espécies que constituem o
complexo M. tuberculosis (46).

2.4.3 O genoma de M. leprae e M. lepromatosis

Assumindo que o genoma de M. leprae foi topologicamente equivalente e
semelhante em tamanho aqueles de todas as outras micobactérias (4,4 Mb) (47,48),
uma extensa redugédo e rearranjo ocorreram durante sua evolugdo. A analise
proteOmica comparativa detectou apenas 391 tipos de proteinas soluveis, em
comparagao com as 1.800 de M. tuberculosis, indicando que os pseudogenes sao
translacionalmente inertes. Assim, o bacilo da hanseniase pode ter perdido mais de
2.000 genes (49-51).
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A evolugao redutiva do genoma de M. leprae ocasionou mudangas importantes,
pois foram eliminados elementos de cadeia respiratoria, anaerdbica, oxidativo,
sistemas catabdlicos e seus circuitos reguladores (52).

A redugao genémica foi também observada no M. lepromatosis (Figura 02), por
meio de recente estudo gendmico, verificando-se uma estreita relagdo entre esses

dois patégenos (117).

Size (Mb) CDS Pseudo tRNA rRNA GC %
M. lepromatosis 3.21 1,477 1,334 45 3 57.89

II-IIIIIII-IIl-l-lIIIIIIIII-III-IIIIIIIII|I-IIIIII
M. leprae 3.27 1,614 1,306 45 3 57.79

Figura 2. Sintenia gendmica e principais caracteristicas de M. leprae e M. lepromatosis. Os 126 contigs
de M. lepromatosis distinguem-se com cores vermelhas e laranja. As listras azuis claras indicam as
repeticdes dispersas em M. leprae. A linha preta indica uma variacao estrutural confirmada entre M. leprae
e M. lepromatosis (Singh et al. 2015).

A sequéncia completa do genoma de M. leprae € constituida por 3.268.203
pares de base (pb) com um conteudo G+C de 57.8% e cerca de 1.604 genes
codificantes. O genoma do M. lepromatosis possui 1477 genes codificantes para
proteinas, 1334 pseudogenes e um conteudo G+C de 57.89% (46).

Comparacgdes funcionais sugerem que M. lepromatosis perdeu varias enzimas
necessarias para a sintese de aminoacidos, enquanto M. leprae apresenta uma via
hemN defeituosa. M. leprae tem um total de 199 kb de sequéncias (> 500

nucleotideos) em seu genoma sem correspondéncia com M. lepromatosis (53).

2.5 Patogénese e formas clinicas da hanseniase

Em virtude do tempo lento de multiplicagdo (em média 16 dias), estudos
demonstram um longo periodo de incubag¢ao do bacilo no hospedeiro, algo em torno
de dois a sete anos até o surgimento dos sintomas (54,55).

Neste contexto, calcula-se que 95% dos individuos expostos aos bacilos séo
naturalmente resistentes a infeccdo. Nos 5% suscetiveis, a doenga pode se manifestar
de diferentes formas, dependendo de fatores relacionados ao individuo, tais como
sexo, idade e susceptibilidade genética e/ ou a condi¢gdes socioeconbmicas e
geograficas (9). No entanto, para essa pequena parcela da populagcéo considerada
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suscetivel geneticamente, a infeccdo pode evoluir para uma das formas clinicas
sintomaticas (28).

A resposta imune pode ser dividida em inata e adaptativa, englobando as
respostas celular e humoral. A resposta imune humoral é baseada na produgao de
anticorpos, sendo pouco eficiente na eliminagédo do bacilo, enquanto que, a resposta
imune celular pode controlar a proliferagdo dessas micobactérias (45).

Tendo em vista os critérios clinicos, imunolégicos e histologicos, os
pesquisadores Ridley e Jopling em 1966 recomendaram uma classificagdo que define
em cinco grupos distintos, constituidos por duas formas polares: a Tuberculbide-
Tuberculoide (TT) e a Virchowiana-Virchowiana (VV), e trés formas instaveis: a
Dimorfa-Tuberculdide (DT), a Dimorfa-Dimorfa (DD) e a Dimorfa-Virchowiana (DV)
(57).

A hanseniase nos individuos TT apresenta-se com poucas lesdes de coloragao
castanha na pele, com perdas de sensibilidade, anidrose, queda de pélos, bem
localizadas e delimitadas, ndo ultrapassando 10 cm de didmetro (57). As infiltragcbes
sdo comuns aos pacientes com a forma VV, caracterizadas por papulas, nodulos,
tubérculos e placas dérmicas. Os danos causados aos nervos sao graves e 0 exame
histopatoldgico das lesdes revelam a presenga de grande quantidade de bacilos (37).

Os pacientes com a forma DT possuem as lesdes maiores e em maior
quantidade, podendo haver abscessos de nervo. Os DV possuem grande quantidade
de lesdes com simetria e tonalidade castanha, a contar com indice Baciloscépico (IB)
intensamente positivo (49).

Em 1982, um Comité da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) propés uma
classificagao simplificada e operacional baseada na contagem do numero de lesdes
na pele. Os pacientes foram agrupados em Paucibacilares (PB), sendo aqueles com
baciloscopia negativa, com até 5 lesbes cutdneas e sem acometimento de nervos
periféricos e em Multibacilares (MB), pacientes com IB positivo, mais de 5 lesdes ou

acometimento de pelo menos um tronco nervoso (46).
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2.6 Diagnéstico clinico e laboratorial

O diagndstico clinico de um paciente com suspeita de hanseniase baseia-se

em sinais dermatoldgicos e sintomas neurologicos (58). A principal caracteristica da

hanseniase sdo as lesdes de pele, que em sua maioria, apresentam alteragdes de

sensibilidade. Esta peculiaridade diferencia a hanseniase das lesdes provocadas por

outras doengas dermatoldgicas. As lesdes podem ser decorrentes de processos

inflamatorios dos nervos periféricos, ou seja, pela agdo do bacilo nos nervos, devido

a reagao do organismo ao bacilo ou por ambas (58,59).

A pessoa afetada pela hanseniase pode apresentar um ou mais sinais e sintomas:

A presengca de manchas hipocrébmicas, podendo ser esbranquicadas,
avermelhadas ou amarronzadas, em qualquer parte do corpo, com perda ou

alteragao de sensibilidade térmica e ao tato;

Pele seca e com falta de suor, com queda de pelos, especialmente nas
sobrancelhas;

Espessamento dos nervos, dor e sensagdo de choque, fisgadas e agulhadas
nos nervos dos bragos e das pernas, inchago de maos e pés; diminuicdo da
forca dos musculos das maos, pés e face;

Nodulos no corpo, elevados ou ndo, de 1 a 3 cm de tamanho, ulceras em alguns
casos avermelhadas e dolorosas, febre, dor nas articulagdes, constipagéo,

sangramento, ferida e ressecamento do nariz, e ressecamento nos olhos.

Alguns casos nao apresentam lesdes de pele, apenas comprometimento de
nervos periféricos, ocasionando assim alteragdes de sensibilidade e forca

muscular.

Infiltracdo: aumento da espessura e consisténcia da pele, com menor evidéncia

dos sulcos, limites imprecisos, acompanhando-se, as vezes, de eritema
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discreto. Resulta da presenca na derme de infiltrado celular, as vezes com

edema e vasodilatagao.

O diagndstico laboratorial pode ser apoiado por métodos laboratoriais, tais
como a baciloscopia por meio do raspado intradérmico, o histopatolégico, o PGL-I e
as metodologias moleculares por meio da amplificagdo do DNA e do RNA.

Um método de avaliacdo da hanseniase pela determinagdo do indice
Baciloscopico (IB) foi proposto em 1962 por Ridley a partir da contagem de bacilos
com escala logaritmica variando entre 0 a 6 +. Esse exame de auxilio diagnostico é
realizado a partir do raspado intradérmico dos I6bulos das orelhas, cotovelos e em
lesdes aparentes (60).

A contagem dos bacilos presentes nestes raspados varia de 0 a 6+, com
baciloscopia negativa (IB=0) nas formas tubercul6ide e indeterminada, fortemente
positiva na forma virchowiana, e com resultados variaveis na forma dimorfa (55).

O exame histopatologico de lesdes de pele ou de nervos € um importante
auxiliar no diagnostico da hanseniase, permitindo também diferenciar as neuropatias.
A caracteristica do infiltrado inflamatério, assim como a presenca de BAAR oferecem
informagdes relevantes a partir dos achados clinicos dos pacientes avaliados (39).

Outra ferramenta utilizada no diagnodstico da hanseniase € a pesquisa de
anticorpos das classes IgG e IgM anti-glicolipideo fendlico-1 (PGL-l), que € um
antigeno especifico do M. leprae. A titulacdo de IgM esta associada com a forma
clinica e com a atividade da doenca. Na forma virchowiana, s&o descritos niveis
elevados de anticorpos anti-PGL-I, os quais tendem a reduzir com o tratamento
poliquimioterapico, enquanto que, na forma tuberculdide a producéo destes anticorpos
é inexistente (45).

Inumeros testes moleculares para a detecgdo de M. leprae em amostras
clinicas foram desenvolvidos nos ultimos anos com a finalidade de melhorar a sua
identificacdo mesmo na presenga de um numero pequeno de bactérias (61-63). Esses
estudos envolveram desde sistemas mais simples até os mais especificos baseados
na deteccéo de regides génicas que codificam para o antigeno de 36-kDa 31, de 18-
kDa32 ou de 65-kDa 33, assim como para outras sequéncias repetitivas 34 do M.
leprae (64,65).

A partir de um painel de 227 amostras de pacientes com hanseniase da
Venezuela, México, Mali e Brasil, uma PCR multiplex empregando os primers
especificos da sequéncia repetitiva RLEP e hemN foi realizada, visando a
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diferenciagao das espécies M. leprae e M. lepromatosis, respectivamente. Em 221
casos foi detectado o DNA de M. leprae e em apenas seis casos o de M. lepromatosis,
sem evidéncia de infecgbes mistas (46).

As metodologias para detecgdo do DNA do M. leprae apresenta importante
limitagdo em virtude da sua inabilidade na distingdo entre organismos viaveis e nao-
viaveis (123). Assim, métodos de deteccdo do RNA tém sido propostos como
ferramenta promissora na discriminacéo de M. leprae viavel e que possam contribuir
para o correto prognostico dos pacientes de hanseniase durante o tratamento, a
suspeicao de recidivas e sua diferenciagdo com as reagdes hansénicas (66,67).

Martinez et al. (2009) avaliaram biopsias de pacientes com hanseniase e
cultura de células com M. leprae vivo, bem como a sua viabilidade num ensaio de
gPCR pela detecgdo do gene rRNA 16S. Esse estudo contribuiu para um melhor
entendimento sobre a estabilidade desses RNAs e mais particularmente da
longevidade da mensagem do gene 16S rRNA. Um detalhe importante deste estudo
foi a escolha da sequéncia repetitiva (RLEP) especifica do M. leprae como
enumerador molecular para uma rapida quantificagdo do numero de bacilos na
amostra (67).

A viabilidade do M. [eprae avaliada em tecidos de animais nu/nu
experimentalmente infectados e tratados com rifampicina e rifapentina se mostrou
sensivel e confiavel para detectar bacilo viavel em tecidos, sem a necessidade de
isolamento bacteriano, tornando esta uma ferramenta importante a ser utilizada em
amostras clinicas e em pesquisas de campo (17).

Recentemente para obter informagbes sobre a distribuigdo global de M.
lepromatosis, um PCR multiplex foi implementado utilizando os primers especificos
RLEP e hemN visando a diferenciacdo das espécies M. leprae e M. lepromatosis,

respectivamente.

2.7 Tratamento da hanseniase

A OMS instituiu em 1982 o uso da poliquimioterapia (PQT) no tratamento da
hanseniase, como uma estratégia efetiva para controle da doenca e que consiste na
combinagdo de rifampicina, clofazimina e dapsona (68). A rifampicina tem efeito
bactericida impedindo a sintese de RNA, enquanto a dapsona atua como droga
bacteriostatica por inibir a sintese de DNA e proteinas. A clofazimina possui acao
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bacteriostatica e anti-inflamatoria, embora seu mecanismo exato de atuagédo seja
ainda desconhecido (69).

O Ministério da Saude fornece os medicamentos em blisteres individuais, que
contém a dose mensal supervisionada e as doses diarias autoadministradas. Para os
casos paucibacilares, o tratamento dura seis meses e para os multibacilares tem
duracdo de doze meses. Podem ser administrados outros medicamentos para
integrar o tratamento quando existe baixa eficiéncia contra o bacilo, como minoclina,

oflaxacina (70).

2.8 Transmissao da hanseniase

2.8.1 Pessoa a Pessoa

Apesar do interesse empregado nas ultimas décadas para identificar novos
padroes de transmissdo da hanseniase, a porta de entrada para o bacilo ainda
permanece incerta, embora seja amplamente aceito que o bacilo tenha como porta de
entrada o trato respiratério superior (5).

Pacientes multibacilares podem liberar milhdes de bacilos por dia em suas
secregdes nasais. De fato, acredita-se que um paciente multibacilar possa apresentar
cerca de 100 milhdes de organismos vivos por dia em suas secre¢des nasais.
Entretanto, a descarga nasal se torna bacteriologicamente negativa com a PQT, e

esta observagdo tem grande importancia no controle da endemia (71).

2.8.2 Casos autéctones e importados

Nos Estados Unidos, a hanseniase ocorre especialmente em pessoas que
migraram de paises estrangeiros onde a doenga € prevalente (72). Ao norte do Estado
de Louisiana, onde nao haviam casos de hanseniase autoctones, foram descritos seis
casos novos entre 1982 e 1986, oriundos residentes rurais e sem exposi¢ao a
contatos e viagens (73).

Além de Louisiana, foram descritos casos autoctones no Texas, na Gedrgia e
na Flérida, mas nenhum dos pacientes relataram exposicdo a comunicantes
previamente infectados (74). Com base nessas informacgdes, os estudiosos acreditam

que a principal causa da hanseniase autéctone nos Estados Unidos € a migragao
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internacional. Em Orlando/ Flérida, por exemplo, em 2016 a populagdo nascida no
exterior era de 14,2% (408.137 imigrantes) (75).

Em 2016, alguns paises n&do endémicos como Alemanha (2 casos), Chile (1
caso), Emirados Arabes Unidos (40 casos), Japéo (3 casos), Kuwait (6 casos), Qatar
(36 casos), Holanda (5 casos), Portugal (4 casos) e o Reino Unido (5 casos) tiveram
100% de casos novos em pacientes estrangeiros (76).

Na Dinamarca, em 2015, foram diagnosticados 15 casos de hanseniase em
pacientes predominantemente do sexo masculino e com média de idade de 28,6 anos
sendo que 87% nasceram no sul e sudeste da Asia, presumindo-se que a infeccao
ocorreu em seus paises de origem (77).

Em estudo realizado em Madri (Espanha) avaliou 25 pacientes com
hanseniase, que foram acompanhados dos quais 10 eram autdctones e 15 eram
considerados aloctones. Quanto aos casos aloctones, a maioria foi diagnosticada em
imigrantes latino-americanos (10/15) cuja a idade média foi de 42 anos. Ndo houve
diferengas na distribuicdo por sexo e o tempo médio estimado desde a chegada na
Espanha até a primeira consulta na unidade foi de 3 anos. Mais de 80% dos casos
aléctones apresentavam doenga multibacilar (78).

Devido ao longo periodo de incubagdo e com sintomas que ocorrem muito
depois da imigragdo, os médicos em geral ndo conseguem fazer um diagndstico
preciso da doenga. O amplo espectro de sintomas e de reagdes imunoldgicas
complicam ainda mais o processo de diagnostico levando ao atraso no inicio do
tratamento e possibilitando o desenvolvimento de incapacidades motoras sérias
(77,78).

2.8.3 Transmissao Zoonética por animais silvestres

Por décadas, os seres humanos sdo considerados os unicos reservatorios de
M. leprae. A hanseniase em tatus selvagens da espécie Dasypus novemcinctus (D.
novemcinctus), o chamado tatu de nove bandas, foi relatada pela primeira vez em
1975 (79), assim como foi descrita a transmissao natural entre tatus na parte sul dos
Estados Unidos (80), sugerindo taxas de prevaléncia da doenga nestes animais acima
de 20% em alguns locais (72).

Nesse contexto de transmissdo, um estudo realizado com 645 tatus em oito
locais do sudeste dos Estados Unidos, identificaram 106 (16,4%) animais com
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sorologia e PCR positivas para M. leprae. Foi também detectado o “SNP type 31" do
bacilo em 35 tatus. Quando comparado com isolados de 52 pacientes da mesma
regiao, 22 (42,3%) dos isolados estavam infectados com pelo menos uma das cepas
de M. leprae associada aos tatus (81).

Um estudo realizado na Colémbia verificou que 9/ 22 tatus apresentaram PCR
positiva para M. leprae. Destaca-se aqui que o consumo e o contato com o tatu D.
novemcinctus sdo comuns, ignorando-se o fato deste animal ser um possivel
reservatorio zoondtico do bacilo (82).

Em Curitiba, regido sul do Brasil um estudo avaliou a frequéncia de consumo
de carne de tatu entre pacientes com hanseniase e controles pareados por idade e
género com outras dermatoses. Nenhuma associagdo entre o consumo de carne de
tatu e o desenvolvimento de hanseniase foi observada. (83). No entanto em estudo
recente, realizado em duas vilas do municipio de Belterra, regido hiperendémica no
oeste do Estado do Para, correlacionou-se o consumo da carne de tatu como fator de
risco para o desenvolvimento da hanseniase (84).

Inumeros séo os estudos envolvendo tatus selvagens infectados por M. leprae.
Mesmo frente a avangadas técnicas de biologia molecular, testes sorologicos e
histopatoldgicos, até 0 momento nenhum resultado permite a confirmagéo categorica
de transmiss&o zoondtica (85,86). Sabendo-se da suscetibilidade natural do tatu e a
sua eficiente propagacéao experimental do M. leprae in vivo, esse animal & visto como
principal modelo de estudo da infecgdo e do desenvolvimento da hanseniase (87,88).

Além de tatus, em 2016 foi relatada a existéncia de esquilos-vermelhos (Sciurus
vulgaris) com lesdes caracteristicas de hanseniase. Os testes sorologicos,
histopatolégicos e gendmicos confirmaram a presengca de M. lepromatosis nos
esquilos da Inglaterra, Irlanda e Escocia e de M. leprae em esquilos da ilha de
Brownsea, Inglaterra, sendo esses roedores considerados um reservatorio ambiental
da doenga (89).

E possivel obter também informagdes que sugerem a presenca de M. leprae
em solo contaminado (90,91), em agua de pogos (92), em plantas (93), assim, como
o relato da infeccéo pelo bacilo em diferentes espécies animais, como em primatas,
incluindo chimpanzés e outros macacos em cativeiros (94,95) e em ratos selvagens
(96,97).

Nesse contexto, fica evidente a necessidade de um melhor entendimento do
papel dos animais silvestres na epidemiologia das doengas infecciosas e nos
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mecanismos de transmissao para o homem. O ambiente esta em constante fluxo entre
os patogenos, os seres humanos, os animais domésticos e animais selvagens, e esta
troca é de natureza dinamica e esta em constante evolugéo (98).

Importante aqui salientar que a insergdo humana em areas florestais tem
levado a fragmentagdo das florestas, destruindo habitats e aumentando sua
exposicao a infecgdes zoonadticas (99) por meio de interagbes com reservatorios, a
exemplo disso temos: a leishmaniose (100), a malaria (101) a dengue (102), e com
especies silvestres, resultantes do contato direto e do consumo de carne de caca
(103-105).

Esse é um aspecto relativamente novo no estudo da ecologia de infecgbes
zoonodticas, que aponta o aparecimento de doengas em areas afetadas pela
fragmentacao florestal por meio do aumento da densidade e do contato entre os
individuos dentro dessas areas (106).

Destacamos que a matriz de pastagem, ou a lavoura tornam-se os limitadores
dos fragmentos florestais, que sdo assim aumentados pela pressao urbana (107,108),
aos quais poucas espécies ultrapassam-no como, por exemplo, alguns grupos de
roedores, marsupiais e cingulatas, que acabam por entrar em contato com o homem,
seja indiretamente, ou pela agdo da caca (109).

Brevemente destacamos alguns dos aspectos e caracteristicas mais
importantes das ordens cingulata, didelphimorphia e rodentia. A
Ordem Cingulata inclui 20 espécies de tatus, os quais estdo presentes em toda a
América, desde o sudeste dos Estados Unidos até o norte da Argentina e sul do Brasil.
A origem dos tatus supostamente vem da América do Sul, onde a maioria das
espécies sdo encontradas, e D. novemcinctus € a unica espécie encontrada no
sudeste dos Estados Unidos (110).

As caracteristicas fisiomorfologicas descritas a quase todas espécies de tatus
sdo: armadura 0ssea que cobre cabeca, corpo e cauda. A dieta pode ser considerada
onivora, pois baseia-se principalmente em insetos, frutos, e plantas, e em alguns
casos em pequenos vertebrados (111).

Os tatus da espécie D. novemcinctus podem ser encontrados em campos
abertos, florestas continuas e fragmentos de matas. Estes animais s&o terrestres e
vivem em tocas que podem medir de 3,5 metros de profundidade a 7,5 metros de
comprimento (110,111).
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Os animais da Ordem Didelphimorphia sdo um grupo de mamiferos com
distribuicdo abrangente nas Américas, com provavel origem na América do Sul.
Atualmente, a familia Didelphidae conta com mais de 95 espécies distribuidas desde
o sul do Canada até o norte da Argentina, sendo este grupo com maior dispersao
(112).

Os didelfideos podem ser considerados sinantropicos, dada sua interagcdo com
ambientes antropizados, pois, sdo animais que possuem alta resiliéncia as mudangas
causadas pelo homem nas paisagens, como por exemplo a fragmentacgao de florestas.
No meio urbano, podem ser encontrados em troncos de arvores, galpdes e nos forros
dos telhados de casas. Por serem animais generalistas, obtém fontes proteicas nos
restos de lixo (113,114).

No Brasil os didelfideos sdo conhecidos como gambas e cuicas, sendo
encontrados nos extratos terrestres, semiaquaticos, e arboricolas (115). As doencgas
parasitarias mais comuns aos didelfideos sdo causadas por protozoarios. Dentre os
mais conhecidos sdo o0s géneros Trypanosoma e Leishmania. Além desses
patogenos, podem também ser reservatorios de espécies do género Babesia,
Physaloptera, Capillaria, Gnathostoma, Acantocephala e Paragonimus (116).

Ha cerca de 4.000 espécies de mamiferos, dos quais, 1.500 pertencem a
Ordem Rodentia. No Brasil, sdo listados 71 géneros e 235 espécies de roedores de
ocorréncia em todo o territorio nacional (112). Devido a diversidade de espécies, 0s
roedores podem ser encontrados em todos os extratos verticais nas florestas, com
uma ampla distribuicdo pelos biomas. Muitas espécies de roedores séao
especializados em determinados ambientes, como areas de rios, lagos e pantanos,
ou extremos como as regides aridas do nordeste (112).

O crescimento populacional dos roedores vem ocasionando um problema de
saude publica, por serem reservatorios de varias doengas (117). No Brasil, os casos
de hantaviroses (118,119) e leptospirose (120) sdo as doengas recorrentes causadas
por roedores sinantropicos, sendo necessarias medidas de controle desses animais
(126).
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3. JUSTIFICATIVA

Existem muitos questionamentos sobre 0 que ocorre quanto a transmissao de
doencas e parasitas em areas de interface entre humanos e animais silvestres. A
epidemiologia e as relagdes entre o ambiente, hospedeiros, vetores e parasitas podem
ser extremamente complexas. A presenga humana esta se intensificando em
praticamente todos os ambientes, e a urbanizagdo pode alterar a biologia de
hospedeiros, vetores e patdgenos.

Alguns podem pensar em aves invadindo uma granja de produgao, outros em
pedes e rebanhos em suas rotas anuais pelo Pantanal, e alguns imaginam cenarios
tais como propriedades rurais no entorno de fragmentos da Mata Atlantica, ou vilas de
ribeirinhos que vivem de caga e pesca na Amazdnia, mas que também criam animais
domeésticos para complementar sua dieta. Todas as visbes estdo corretas e
representam a interface, porém muitas facetas permeiam tais paisagens. Questdes
culturais, econdbmicas, ecoldgicas, conservacionistas e de saude estdo envolvidas,
desde que humanos e seus animais domésticos comecaram a fazer parte da
paisagem do planeta (121,122).

M. leprae é considerado um patégeno humano obrigatério, com sua rota
primaria de transmissdo sendo inter-humana. Evidéncias de transmissao zoonotica
para humanos ganharam forga a partir da identificacdo do tatu D. novemcinctus como
um reservatorio natural do bacilo no sul dos Estados Unidos (123). Recentes
evidéncias de surto de infecgao por M. lepromatosis em esquilos vermelhos (Sciurus
vulgaris) relatado no Reino Unido (124) reforcam a necessidade de investigagcédo da

existéncia de hospedeiros ndo humanos ou reservatorios naturais desse bacilo.

Atualmente nos deparamos com muitas informacdes sobre a possibilidade de
transmissao zoondtica de M. leprae e M. lepromatosis, com esse estudo buscou-se a
presenca de bacilo viavel em outros reservatérios animais em potencial.

Esperamos com esses resultados uma compreensdo mais apurada da
distribuicdo desses patdgenos em animais silvestres que habitam areas de alta

endemicidade da hanseniase.
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4. OBJETIVOS

4. 1 Objetivo Geral

e Investigar a infec¢do natural de animais silvestres (Ordens Cingulata,
Dildephimorphia e Rodentia) com M. leprae e M. lepromatosis e a possivel
ligacdo com a doenga humana em uma area de hanseniase hiperendémica na

Amazobnia meridional.

4. 2 Objetivos Especificos

e Realizar a detecgao molecular de M. leprae por meio da sequéncia repetitiva
RLEP (enumerador molecular) pela técnica de qPCR.

e Investigar infecgdo natural de M. lepromatosis em animais silvestres por PCR
multiplex utilizando primers especificos hemN e RLEP (M. leprae) para
diferenciagao das espécies.

e Demonstrar a viabilidade de M. leprae a partir da analise do gene 16S RNAr
pela técnica de qQPCR em animais silvestres.
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5. METODOLOGIA

5.1 Desenho e area do Estudo

Trata-se de um estudo ecoldgico descritivo com amostras de animais silvestres
das ordens Didelphimorphia e Rodentia capturados em fragmentos florestais e matriz
de pastagens na regidao Centro-Norte do Estado de Mato Grosso, entre a fronteira
rural e o perimetro urbano dos municipios de Santa Carmem (Cluster B), Sinop
(Clusters B, C e G), Sorriso (Cluster I), Ipiranga do Norte (Cluster F e J) e Vera (Cluster
H). A ordem Cingulata é representada por tatus Dasypus novemcinctus que foram

capturados em area urbana e rural do municipio de Marcelandia (Figura 03).
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Figura 3. Mapa de localizagdo da area de estudo, sedes municipais, area dos clusters de captura dos
roedores e marsupiais, area de captura dos tatus Dasypus novemcinctus e Biomas no Estado de Mato
Grosso, Centro-Oeste, Brasil.

O Estado do Mato Grosso esta localizado na regido Centro-Oeste do Brasil e é
o terceiro maior do pais, com area total de 903.378 km?, segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (125). Esta localizado entre as
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coordenadas 9° 27' 28"e 17° 50' 04" S e 50° 30' 22" e 61° 27' 34" W. Dados de 2012
apresentam trés biomas em sua area: o Pantanal (10% da area), Cerrado (40%) e
Amazoénia (50%).

Pela classificagdo de Koppen (126), o Estado de Mato Grosso apresenta dois
tipos climaticos: Am (clima tropical umido ou sub-umido) localizado no norte; e Aw
(clima tropical com inverno seco) localizado na regiao central do estado e no sul mato-
grossense (127).

A temperatura média anual varia de 23°C a 32°C, sendo os meses de setembro
a margo os mais quentes. Possuem duas estacdes definidas sendo, “seca” entre maio
e agosto com precipitagdo abaixo de 60 mm, e “chuvosa” de setembro a abril com
precipitacbes médias de 2200 mm. A precipitacdo total de chuvas no ano entre os
meses de outubro a abril € de 86%, e nos meses restantes a ocorréncia € menos
frequente (128). As condigdes climaticas da regido dos municipios de estudo s&o
tipicamente tropicais estando situados em zona de transigcdo entre Cerrado e

Amazobnia.

5.2 Obtengao dos animais silvestres

As amostras de animais silvestres da Ordem Didelphimorphia e da Ordem
Rodentia foram obtidas por meio da colaboracdo com a Universidade Federal de Mato
Grosso (UFMT) e a University of East Anglia — Reino Unido (UEA), como parte do
projeto internacional “Alteragées no uso da terra: emergéncia de doencgas
infecciosas e parasitarias na Amazénia” (em inglés: Land use change: emerging
infectious and parasitic diseases in Amazon), fomentado pelo edital “Global Innovation
Initiative (Inicio: 01/2015 Término: 11/2016)”".

A homologacgéo para obtengdo das amostras animais foi expedida pelo Sistema
de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO de acordo com a Instrugao
Normativa ICMBio, N°: 7270-14 (Anexo 01), e também aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa Animal - CEPA da Universidade Federal de Mato Grosso (Anexo 02).

5.2.1 Amostras de animais silvestres

No periodo de 2015 a 2016 foram coletadas 300 amostras de orelha, bago e

figado de 176 animais silvestres, dos quais 88 sdo da Ordem Rodentia e outros 88 da
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Ordem Didelphimorphia. Informacdes sobre os animais silvestres podem ser

encontradas na Tabela 01.

Tabela 1. Informagéo dos animais silvestres capturados e organizados em nivel de Ordem e Género
segundo os dados de estrato vertical, dieta, biomas e tipo de amostras coletadas.

Taxa Estrato Vertical *Dieta “*Bjomas Tipos de Amostras
RODENTIA Orelha Bago Figado
Calomys Sem dados Sem dados  Sem dados 12 6 5
Hylaeamys Terrestre Fr/Gr Am, Ma, Ce, Pt 2 0 2
Neacomys Terrestre Sem dados Am, Ce 1 0 0
Necromys Terrestre Fr/On Am, Ma, Ce, Ca, Pt, Pp 2 2 1
Oecomys Arbdreo Fr/Se Am, Ce,Pt 8 2 2
Proechimys Terrestre Fr/Gr Sem dados 58 27 18
Rhipidomys Arbdreo In/On Am, Ma, Ce, Ca, Pt, Pp 5 3 3

DIDELPHIMORPHIA
Caluromys Arbdreo Fr/On Am, Ma, Ce, Pt 3 2 3
Didelphis Escansorial Fr/On Am 8 2 2
Marmosa Escansorial In/On Am, Ma, Ce, Pt 51 19 13
Marmosops Escansorial In/On Am 13 1 2
Metachirus Terrestre In/On Am, Ma, Ce, Pt 4 1 1
Monodelphis Terrestre In/On Ce 9 4 3

Total (176) (69) (55)

*Dieta: Frutivoro (Fr), Granivoro (Gr), Insetivoro (In), Onivoro (On), e Sementivoro (Se).
**Biomas: Amazonia (Am), Caatinga (Ca), Cerrado (Ce), Mata Atlantica (Ma), Pantanal (Pt) e Pampas (Pp).

5.2.2 Amostras de tatus silvestres (Dasypus novemcinctus)

Nos anos 2016 e 2017 foram recebidas amostras de 11 tatus do género
Dasypus novemcinctus capturados na area rural e urbana do municipio de
Marcelandia - Mato Grosso. As amostras foram obtidas de animais cagados para
comercializagdo conjunta com produtos silvestres coletados da floresta de forma a
complementar a renda familiar de moradores locais. Apds a retirada das amostras, os

animais foram devolvidos aos cagadores.
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5.3 Sitio de coleta das amostras de biépsias dos animais silvestres

Dos animais silvestres foram coletadas fragmentos de orelha, figado e baco
que foram armazenados em microtubos de 1,5 mL com 600 pL de solucéo
estabilizadora de RNA (RNAlater Ambion®) e transportadas ao Laboratorio de
Biologia Molecular do Instituto Lauro de Souza Lima. As amostras foram estocadas a
-20°C até o momento do seu processamento.

5.4 Extracao de RNA e DNA das amostras de animais silvestres

O RNA de bidpsias de animais silvestres foi extraido e purificado utilizando o
FastRNA Pro™ Blue kit (116025050) — MP Biomedicals e o equipamento FastPrep 24
(MP-Biomedicals), segundo recomendado pela Quiagen.

ApOs a completa retirada da solugdo estabilizadora de RNA (RNAlater
Ambion®), as bidpsias foram congeladas e maceradas em nitrogénio liquido em uma
base de aco inox (técnica de “snapfreeze”).

Cada biopsia macerada foi imediatamente colocada em um FastPrep Lysing
Matrix tubes com 1 mL de RNApro™ Solution (incluso no kit) e em seguida
homogeneizada no equipamento FastPrep 24 (MP-Biomedicals) por 40 segundos
numa velocidade de 6,5m/s por duas vezes para romper a parede celular.

Os tubos foram retirados do equipamento e colocados em centrifuga por 15
minutos em uma velocidade de 13.200 rpm a 4°C. Apos a centrifugagéao
aproximadamente 700 pL de sobrenadante foi retirado e colocado em novo microtubo.

O material que ficou no FastPrep Lysing Matrix tubes foi guardado para
posterior extragdo de DNA. Um volume de 600 pL de cloroférmio gelado foi
adicionado em cada microtubo contendo amostras, misturado gentiimente por
inversdo e mantido em repouso por 1 minuto. Em seguida, os microtubos foram
centrifugados a 13.200 rpm por 15 minutos e a 4°C.

O sobrenadante (~200 uL) de cada amostra foi retirado e colocado em um novo
microtubo. Foi adicionado entdo um volume de 600 uL de isopropanol e novamente
misturado por inversdo. Em seguida as amostras foram colocadas no freezer -20°C
overnight.

No dia seguinte, os microtubos com as amostras foram centrifugados por 30
minutos a 13.200 rpm em 4°C. Todo o sobrenadante foi descartado e os pellets de
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RNA foram lavados em 600 pL de etanol e em seguida centrifugados por 15 minutos
em uma velocidade de 13.200 rpm a 4°C .

Todo volume de etanol foi descartado e os pellets de RNA foram eluidos em
agua DPEC Rnase/ Dnase/ free (Ambion®) e congelados em freezer -80°C.

O DNA de M. leprae foi entao purificado a partir fase aquosa e da interfase
(~500 pL) que permaneceu nos tubos lysing matrix FastPrep® ProBlue (MP-
Biomedicals).

A extracao do DNA foi realizada pela adicdo de 200 pL de Tris-EDTA 10mM
(pH 8,0) e 500 pL de cloroférmio-alcool-isoamilico (25:24:1) em cada microtubo com
amostra e homogeneizados por duas vezes no instrumento PQ FastPrep 24. Em
seguida as amostras foram centrifugadas a 13.200 rpm por 15minutos.

O sobrenadante (~300 pL) de cada amostra foi transferido para outro microtubo
e precipitado com 500 pL de isopropanol e 30 pL de acetato de sodio 0,3M e
centrifugado novamente a 13.200 rpm por 10 minutos.

Em seguida todo sobrenandante foi descartado e o “pellet” de DNA foi lavado
com 1 mL de etanol 70% gelado e centrifugado de 10 minutos. Apds a centrifugagao
o Etanol foi retirado e o pellet de DNA foi mantido em temperatura ambiente para
secagem. Os pellets de DNA foram eluidos em um volume de agua DPEC que variou
de 40 a 150 pL e armazenados a -20°C até o uso.

5.5 Tratamento das amostras de RNA

As amostras foram quantificadas em Nanodrop® (Thermo Scientific),
observando-se a concentragdo do RNA obtido e sua qualidade por meio da relagdes
da pureza. Apos a quantificacdo, as amostras foram diluidas na concentracdo de 2
Mg/ uL de RNA em volume final de 40 pL .

Em cada um dos tubos de amostra com 40 pL, foi acrescentada uma mistura
de 10 yL contendo 5 uL Buffer DNASE, 3 uL DNASE® turbo, 2 yL agua DPEC®,
perfazendo um volume total de 50 pL.

Em seguida as amostras foram colocadas em um termociclador a 37° C por 1
hora. ApoGs esse tempo, as amostras foram mantidas em gelo para resfriar e a elas
foram acrescentados 6 uL de inativador de DNASE turbo® em cada microtubo, que
foram em seguida agitados e mantidos por 2 minutos em estante em temperatura

ambiente.
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Apos esse tempo, o sobrenadante (~35 L) foi transferido para novo microtubo,
tomando o extremo cuidado para ndo tocar no inativador que fica no fundo. As

amostras foram guardadas em freezer -80°C.

5.6 Transcrigcao reversa das amostras de RNA

Foram transcritos 2000 ng de RNA para cada amostra. Para cada amostra havia
um microtubo transcrito (RT ) e um outro n&o transcrito (NRT).

Aos microtubos com as amostras em duplicatas e previamente marcados foram
acrescentados 11 yL de RNA tratado, 1 pyL de Random Primer e 1 uyL de DNTP. Em
seguida, as amostras foram colocadas no termociclador a 65°C por 5 minutos, e ao
término foram mantidas em gelo para resfriar.

Em cada microtubo RT foram adicionados 7 yL de uma mistura contendo 4 pL
de Buffer 5x, 1 uL de DTT, 1 uL de Agua DPEC, e 1 uL de Superscript lll e 4 uL de Buffer
5x, 1 uL de DTT, 2 pL de Agua DPEC para cada microtubo NRT. Todos os tubos foram
homogeneizados delicadamente e mantidos por 5 minutos em temperatura ambiente.

Os microtubos RT e NRT foram incubados em termociclador a 50°C por 60
minutos de inativagédo da reacdo com aumento da temperatura para 70°C por 15 minutos.
Ap0os resfriar em gelo, foram adicionados 80 pL de agua DPEC em cada microtubo. Apos
a transcricdo, as amostras foram novamente quantificadas e diluidas para uma
concentragcéo de 25ng/ uL e em seguida estocados em freezer -20°C até o momento de

uso.
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5.7 Ensaio de viabilidade: Detec¢ao de M. leprae por qPCR

Os niveis de 16S RNAr de M. leprae foram determinados usando primers e
sondas do gene 16S RNAr especifico para M. leprae utilizando os ensaios TagMan
(Quadro 01), a partir de uma mix com volume total de 25 pL para cada amostra contendo
solugcdo 2X de TagMan master mix, 500 nM de cada primer e 100 nM da sonda. O
volume de cDNA para cada amostra variou de 2 a 10 L.

Quadro 01. Primers e Sondas do gene 16S RNAr especifico para M. leprae utilizados
nos ensaios TagMan.

Alvo Descrigao | Primer Sequéncia de Primers

RNAr16S | RNAr16S | MLRNAr16S - F 5-GCA TGT CTT GTG GTG GAAAGC -3’
MLRNAr16sS - R 5-CAC CCCACCAACAAGCTGAT-3
MLRNAr16S probe | 5- CAT CCT GCACCG CA-3’

Fonte: Martinez et al (2009).

A sequéncia repetitiva RLEP baseado em DNA foi o enumerador bacteriano
utilizado como normalizador dos niveis de 16S RNAr (Quadro 02). Para este ensaio
foram utilizados volumes de DNA que variaram de 2 a 10 uL, adicionados a uma mistura
de 25 uL para cada amostra, contendo 2X TagMan master mix, 200 nM de cada primer
e 100 nM da sonda.

As reacdes de qPCR, para os genes 16S RNAr e RLEP foram submetidas a uma
ciclagem de 50°C por 2minutos, 95°C por 10minutos e 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto utilizando equipamento StepOnePlus™ (Real Time PCR
Systems — Life Technologies). Todas as analises foram realizadas em triplicata, controle
negativo (mix sem DNA e cDNA) e positivo (DNA e cDNA da cepas referencia Thai-53).

Quadro 02. Primers e Sondas da sequéncia repetitiva RLEP especifica para o M.
leprae utilizados nos ensaios TagMan.

Alvo | Descrigao Primer Sequéncia de Primers

RLEP | Elemento repetitivo | MLRLEP - F 5-GCAGCAGTATCG TGT TAGTGAA -3’
MLRLEP - R 5’- CGC TAG AAG GTT GCC GTA T- 3°
MLRLEP probe | 5°- CGC CGA CGG CCG GAT CAT CGA -3’

Fonte: Martinez et al (2009).
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5.8 PCR multiplex para detec¢cao de M. leprae e M. lepromatosis

Para esta analise foram utilizados o sistema de primers LPMZ244 que amplifica
um fragmento de 244 pb do gene hemN de M. lepromatosis que foi perdido pelo M.
leprae, e os primers RLEP 7 e RLEP 8 que amplificam um fragmento de 450 pb da
sequéncia repetitiva RLEP de M. leprae (Quadro 03).

Quadro 03. Sequéncia de Primers especificos utilizadas nos ensaios para deteccao

da presenca de M. leprae e M. lepromatosis.

Alvo Primer Sequéncia de Primers

M. lepromatosis LPM244 - F 5-GTT CCT CCACCGACAAACAC-3
LPM244 -R | 5-TTC GTG AGG TAC CGG TGA AA-3°
M. leprae RLEP -7 5-TGAGGC TTCGTGTGC TTT GC - 3’
RLEP - 8 5- ATC TGC GCT AGAAGGTTGCC -3’

Fonte: Singh et al (2015).

As reacdes de PCR foram realizadas para um volume de 25 yL por reagao
contendo 2,5 pL de Buffer 10X, 2 yL de MgCl2, 0,6 yL de DNTP, 1,5 uL para cada
primer (2 uM), 2 yL de Betaina (Opcional), 0,4 uL de Tag DNA polimerase, 5,5 uL de
agua destilada estéril. A cepa Thai-53 foi utilizada como controle positivo e como
controle negativo uma aliquota da reagdo sem DNA.

As reacgbes de PCR, para os genes hemN e RLEP foram submetidas a uma
desnaturacgao inicial a 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 30 segundos de
desnaturacgao a 95°C, 40 segundos de hibridizagcédo a 58°C e extens&o de 30 segundos
a 72°C, seguido de uma extenséo final de 10 minutos a 72°C.

Os produtos amplificados foram analisados por meio da analise em eletroforese
em gel de agarose a 1,5% em tampao TBE (Tris/ Acido Bérico/ EDTA) 0,5% a 140 V
por 3 horas. A visualizagdo dos produtos foi feita por meio do corante GelRed (GelRed
Nucleic Acid Gel Stain, 10.000X /Uniscience do Brasil) em um transiluminador UV.
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5.9 Método de Georreferenciamento

As coordenadas dos pontos amostrais em graus decimais foram importadas
ao ArcGIS 10.5 - ESRI utilizando para isso o Datum SIRGAS 2000 no Sistema de
Coordenadas Geograficas SIRGAS 2000.

O Shapefile com o limite dos municipios de Mato Grosso adquirido no site do
IBGE foi importado ao mesmo software utilizando-se o mesmo sistema de
coordenadas dos pontos amostrais.

Os mapas de calor para as variaveis RLEP e 16S foram gerados no ArcGIS
utilizando-se o interpolador de Kernel com raio adaptativo e saida de valores em
densidade.

Os mapas de distribuicdo das variaveis RLEP e 16S para as diferentes
amostras foram gerados por meio da classificagcdo da quantidade pelo método da
graduacgédo de simbolos e salvos no formato TIFF com 300 dpi de resolugéo.
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6. RESULTADOS

6.1 Animais silvestres: marsupiais e roedores

Partindo de um total de 300 amostras obtidas de marsupiais e roedores, um
total de 227 amostras foram recuperadas, distribuidas em 108 orelhas (47,58%), 66
bacos (29,07%) e 53 figados (23,35%) foram submetidas a extracdo de RNA e DNA.
Durante a etapa de extracdo de RNA foram perdidas 68 amostras de orelhas (38,6%),
trés de bago (4,34%) e dois de figado (3,63%). A perda expressiva de 73 amostras de

orelhas se deve ao fato de serem pegas muito pequenas.

6.2 Deteccao de M. leprae em amostras de animais silvestres das ordens
Didelphimorphia e Rodentia: enumeracao e viabilidade molecular

Das amostras positivas de animais silvestres submetidas a qPCR para
deteccdo de M. leprae por enumeragao e viabilidade molecular foram observadas
segundo as Ordens com 101 amostras positivas (44,5%) da ordem Didelphimorphia
(marsupiais) e 126 (55,5%) positivas da ordem Rodentia (roedores).

Na figura 04 observam-se as duas ordens distribuidas por tipo de amostra e
positividade para os marcadores RLEP (enumerador bacilar), 16S RNAr (viabilidade
baciliar) e a combinagdo de ambos RLEP+16S RNAr.

RLEP + 165 | S ) is*
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RLEP + 165 3
ot 3:2%
g 165 (W 3 5%
RLEP 36;22%
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-
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W Didelphimorphia ® Rodentia

Figura 4. Detecgdo molecular de M. leprae para sequéncia repetitiva RLEP (enumerador bacilar), 16S
RNAr (viabilidade) e RLEP+16SRNAr em amostras de orelha, figado e bago oriundas de animais
silvestres das Ordens Didelphimorphia e Rodentia.
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Nas amostras de orelha, baco e figado, a faixa de detecgao do gene 16S RNAr
variou entre os Ciclos de Threshold (Ct) 28 a 37, 32 a 36 e 33 a 37, respectivamente.
A deteccdo da sequéncia repetitiva RLEP, os Ctvariaram de 6 a 39, 29 a 38 e 27 a
37 para orelha, bagco e figado, respectivamente. Foram consideradas amostras
positivas apenas aquelas com Ct abaixo de 37.

No painel de amostras avaliado, a Ordem Didelphimorphia foi representada por
seis géneros de marsupiais conforme a Tabela 02.

O maior numero de amplificagdes positivas para RLEP ocorreram em orelhas
dos géneros Marmosa com 60,47% e Monodelphis com 13,95%. Nas amostras de
figado e bago, o género Marmosa apresentou uma positividade de 52,17% e 64,00%
respectivamente. Nos ensaios de viabilidade do gene 16S RNAr, as amostras de
orelhas do género Marmosa foi de 66,67% e pela combinagdo de ambos marcadores
(RLEP+16S RNAr) foi observado 63,64% de positividade.



Tabela 2. Frequéncia da positividade de M. leprae em amostras de animais silvestres por género e tipo de amostras da
Ordem Didelphidae

qPCR Caluromys (%) Didelphis (%) Marmosa (%) Marmosopis (%) Metachirus (%) Monodelphys (%)

% RLEP 1(8,33%) 4 (33,33%) 26 (34,66%)* 4 (36,36%)* 2 (28,57%) 6 (35,29%)*

E 16S 1(8,33%) 1(8,33%) 8(10,66%)* 1(9,09%) 0 (0,00%) 1 (5,88%)

° RLEP+16S 1(8,33%) 1 (8,33%) 7 (9,33%)* 1(9,09%) 0 (0,00%) 1(5,88%)

8 RLEP 3(25,00%) 2(16,66%) 12 (16,00%) 2(18,18%) 2(28,57%) 2(11,76%)

é 16S 1(8,33%) 1(8,33%) 2(2,66%) 1(9,09%) 1(14,28%) 1(5,88%)
RLEP+16S 1(8,33%) 1(8,33%) 2(2,66%) 1(9,09%) 1(14,28%) 1(5,88%)

o RLEP 2(16,66%) 2(16,66%) 16(21,33%)* 1(9,09%) 1(14,28%) 3(17,64%)

% 16S 1(8,33%) 0(0,00%) 1(1,33%) 0(0,00%) 0(0,00%) 1(5,88%)
RLEP+16S 1(8,33%) 0(0,00%) 1(1,33%) 0(0,00%) 0(0,00%) 1(5,88%)

*Em negrito sdo observadas as amostras com maior positividade nas analises de detecgao de M. leprae por gPCR
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Na Tabela 03, a representatividade da Ordem Rodentia foi observada pela
presenca de sete géneros. A deteccdo de M. leprae pela sequéncia repetitiva RLEP
em amostras de orelhas apresentou maior positividade nos animais do género
Proechimys (53,85%) e Calomys (28,21%). No ensaio de viabilidade para o gene 16S
RNAr, os géneros Proechimys e Calomys foram também os mais positivos com
63,16% e 21,05% respectivamente.

Na deteccao combinada de RLEP+16S RNAr, a positividade foi 30% para
Calomys e 60% para Proechimys. Nas amostras de figado e bago, os animais do
género Proechimys foram os mais positivos tanto para RLEP como para 16S RNAr.



Tabela 3. Frequéncia da positividade de M. leprae em amostras de animais silvestres por género e tipo de amostras da
Ordem Rodentia utilizando os marcadores RLEP e 16S RNAr

gqPCR Calomys (%) Hylaeamys (%) Necromys (%) Neacomys (%) Oecomys (%) Proechimys (%) Rhipidomys (%)
< RLEP 11 (39,28%)* 0 (0,00%) 2 (28,57%)* 0 (0,00%) 3 (30,00%)* 21 (22,58%)* 2(18,18%)
E 16S 4 (14,28%)* 0 (0,00%) 1 (14,28%)* 0 (0,00%) 1(10,00%) 12 (12,90%)* 1(9,09%)
0 RLEP+16S 3 (10,71%)* 0 (0,00%) 1 (14,28%)* 0 (0,00%) 0 (0,00%) 6 (6,45%)* 0 (0,00%)
8 RLEP 4 (14,28%)* 2 (100%) 1 (14,28%)* 0 (0,00%) 2 (20,00%) 16 (17,20%)* 2(18,18%)
é 16S 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 1(10,00%) 4 (4,30%) 1(9,09%)
RLEP+16S 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 1(10,00%) 4 (4,30%) 1(9,09%)
o RLEP 6 (21,42)* 0 (0,00%) 2 (28,57%)* 0 (0,00%) 2 (20,00%) 26 (24,73%)* 2(18,18%)
% 16S 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 2 (2,15%) 1(9,09%)
RLEP+16S 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 2 (2,15%) 1(9,09%)

*Em negrito sdo observadas as amostras com maior positividade nas analises de detecgao de M. leprae por gPCR
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6.3 Analise Geoespacial de animais silvestres das ordens Didelphimorphia
e Rodentia

A distribuicdo dos animais silvestres das ordens Didelphimorphia e
Rodentia cujas amostras de baco, figado e orelhas foram obtidas, pertencem a
areas de fragmentos proximos a perimetros urbanos onde a hanseniase
apresenta situagdo hiperendémica de casos novos, segundo a classificacéo
adotada pelo Ministério da Saude do Brasil (Figura 05) (129).
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Figura 5. Mapa da area geografica do Estado do Mato Grosso onde estdo localizados os

municipios de captura e coleta das amostras de bago, figado e orelha de animais silvestres.
Em 2018, a taxa de deteccéo de casos novos de hanseniase por 100 mil

habitantes foi de 593, 300, 531, 153 e 46 para os municipios de Ipiranga do

Norte, Santa Carmem, Sinop, Sorriso e Vera, respectivamente.

As areas de fragmentos florestais foram divididas em sete Clusters, sendo
17 animais no Cluster B, 17 no Cluster C, 36 no Cluster F (Figura 06) e 19 no
Cluster G, 4 no Cluster H, 17 no Cluster | e 01 no Cluster J (Figura 07).
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Figura 6. Mapas de localizagdo dos Clusters B, C e F nas areas de fragmentos florestais onde
foram capturados os animais silvestres da ordem Didelphimorphia e Rodentia.

O Cluster B compreende a area que faz fronteira com os municipios de
Sinop-MT e Santa Carmem-MT entre os Rios Azul e Mafalda. Os fragmentos
florestais estdo localizados a leste da cidade de Sinop e no entorno existem
empreendimentos imobiliarios como por exemplo, o condominio de chacaras
Taiama e também empresas do setor agricola. Nesse cluster foi observado um
resultado positivo de 17 (100%) para RLEP e 2 (11,7%) 16S RNAr quando da
detecgao de M. leprae.

O Cluster C esta localizado a oeste do bairro Camping Clube “Portal da
Amazdnia” em Sinop-MT, entre a Rodovia Federal BR-163 (Cuiaba-Santarém) e
a Estadual MT-220 (Sinop-Juara). Os fragmentos florestais estao localizados ao
redor de condominios de chacaras, empreendimentos industriais agricolas,

mineragdo e uma Aldeia Indigena Kayabi. Localizados também na margem
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esquerda do Rio Teles Pires e conectados em uma area de mata semi continua
devido a “area de preservacao permanente (APP)”. Na deteccao de M. leprae
houve amplificacdo de 17 (100%) e 4 (23,5%) por RLEP e 16S RNAr
respectivamente.

No municipio de Ipiranga do Norte-MT entre as estradas estaduais MT-
222 e MT-010 esta localizado o Cluster F, e os fragmentos de mata
compreendem as areas isoladas entre as lavouras e as matas semi continuas
as margens do Rio Verde afluente do Rio Teles Pires. Foi observada

amplificagdo de 36 (100%) e 10 (27,7%) para RLEP e 16SRNAr,
respectivamente.
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Figura 7. Mapas de localizagdo dos Clusters G, H, | e J nas areas de fragmentos florestais onde
foram capturados os animais silvestres da ordem Didelphimorphia e Rodentia.
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No Cluster G, os fragmentos florestais sdo areas isoladas por campos de
soja e mata semi continua em APPs do “Corrego Rossana” afluente do Rio Teles
Pires e esta situado no lado direito do bairro Alto da Gléria a sudeste de Sinop-
MT na fronteira com Santa Carmem-MT. Esta regi&o fica as margens da Rodovia
Federal BR-163 (Cuiaba-Santarém).

O fragmento florestal representado pelo Cluster H, esta situado no
municipio de Vera-MT a aproximadamente 7 km da sede municipal entre as
estradas estaduais MT-225 e MT-140. Aqui existe a separagao do fragmento da
area continua por uma barreira antropica (estrada ou carreador) e a regidao €
banhada pelos afluentes do Rio Caiabi. Apenas quatro amostras de roedores
foram avaliadas, sendo trés positivas para RLEP e quatro para 16S RNAr.

A area de coleta do Cluster | esta situada no municipio de Sorriso-MT, que
tem ligagcdo com areas continuas, corredores ecolégicos e APPs do Codrrego
Alves e afluentes em diregdo ao Rio Teles Pires e ao Rio Verde. Esta cercado
por grandes lavouras de soja e proximo a Rodovia Estadual Geraldo Francisco
Cella (MT-242). A positividade para RLEP foi de 17 (100%) e 14 (82,3%) para
16S RNAr.

O Cluster J esta situado ao norte do municipio de Ipiranga do Norte-MT,
tem um fragmento isolado por campos de soja e com estreita ligagdo com a
floresta continua. E banhado pelo Cérrego Vaivém e afluentes do Rio Teles Pires
a margem da Estrada MT-220. Somente um animal foi analisado e o mesmo foi
positivo para RLEP e 16S RNAr.



69

Destacamos a seguir os mapas de calor gerados para as variaveis RLEP
(Figura 08) e 16S RNAr (Figura 09) utilizando-se o interpolador de Kernel com
raio adaptativo e saida de valores em densidade que podem ser visualizados por
cores que representam a intensidade de pontos das areas encontradas com
animais infectados com M. leprae.

Os valores das escalas referem-se aos resultados dos calculos da
interpolacdo entre as distancias e a quantidade de pontos, o que significa dizer
gue quanto mais vermelho, maior a quantidade de animais infectados naquela

area.
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Figura 8. Mapa de calor gerado para a variavel RLEP mostrando a intensidade de animais
infectados entre a fronteira rural e o perimetro urbano dos municipios de Santa Carmem, Sinop,
Sorriso, Ipiranga do Norte e Vera. A representagéo das areas corresponde ao ponto de coleta
dos animais.
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Figura 9. Mapa de calor gerado para a variavel 16S RNAr mostrando a intensidade de animais
infectados entre a fronteira rural e o perimetro urbano dos municipios de Santa Carmem, Sinop,
Sorriso, Ipiranga do Norte e Vera. A representagédo das areas corresponde ao ponto de coleta
dos animais.
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6.4 Deteccao de M. leprae em amostras de animais silvestres da espécie
Dasypus novemcinctus: enumeragao e viabilidade molecular

Nesse estudo os 11 tatus da espécie D. novemcinctus apresentaram
100% de positividade nas amostras de orelha para a sequéncia repetitiva RLEP.
Nas orelhas de tatu foram positivas 72,7% e em amostras de bagco 12,5% para
o gene 16S RNAr.

Na analise para RLEP, as amostras de figado e baco apresentaram 100%
de positividade. Para 16S RNAr uma unica amostra de bago foi positiva.
Somente em oito animais foram coletadas amostras de figado e bag¢o. Os dados
estéo representados na Figura 10.

Tatus Dasypus novemcintus
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Figura 10. Detecgao molecular de M. leprae para RLEP (presenga), 16S RNAr (viabilidade) e
RLEP+16SRNAr em amostras de orelha, figado e bago oriundas de tatus da espécie Dasypus
novemcinctus.

O ensaio RLEP mostrou ser o mais sensivel (100%) em todas as amostras
de tecido de tatu (Ct variando de 25 a 35. Nenhuma amplificagéo foi obtida nas
amostras de figado. Os resultados foram Cts variou de 31 a 35 nas orelhas e em
uma unica amostra de bago foi obtida uma Ct 35.

O ensaio 16S rRNA / RLEP identificou a presenga de M. leprae em oito
das 11 orelhas de tatus avaliadas e foram consideradas amostras positivas
aquelas com Ct abaixo de 37.
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6.5 Localizagao espacial da area de coleta de tatu Dasypus novemcinctus
no municipio de Marcelandia - Mato Grosso.

Os tatus foram coletados por cagcadores em chacaras e areas urbanas e
todos o0s animais destinavam-se ao consumo proprio ou ao comércio informal
como fonte de renda. A regido de captura possui varias fabricas para o
beneficiamento de madeira de exportagao. Esse setor industrial fica afastado do
centro da cidade, por isso mantem residéncias para os funcionarios vizinhas aos

empreendimentos madeireiros (Figura 11).
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Figura 11. Imagem de satélite do Estado de Mato Grosso, Brasil (A); area de captura dos tatus
(Dasypus novemcinctus) no municipio de Marcelandia — MT (B); destaque para local de coleta
em pomar de perimetro urbano (C).
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6.6 Deteccao de M. lepromatosis por PCR Multiplex

Um total de 176 amostras de animais silvestres das ordens
Didelphimorphia e Rodentia foram avaliados por PCR multiplex para os genes
hemN e RLEP para a deteccédo de M. lepromatosis.

Nenhuma amostra de animal silvestre testada foi positiva para o marcador
RLEP na PCR multiplex. Em relacéo aos sitios de coleta, as biopsias de orelhas
foram negativos, no entanto, 12 amostras de figado e 14 amostras de bago
(figura 12) foram positivas para o marcador hemN com 244 pb referentes a
espécie M. lepromatosis. Os géneros Proechimys e Marmosa apresentaram
positividade para o marcador henM que representa presenca do bacilo

Mycobacterium lepromatosis.
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose para confirmagao da amplificagdo do fragmento de
244 pb para M. lepromatosis em amostras de figado e bago.
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7. DISCUSSAO

Transformagdes antropogénicas do ambiente natural, sintetizadas na
destruicdo e na fragmentagdo de habitat naturais obrigam os animais silvestres
a refugios cada vez menores, descontinuos, mais vulneraveis e, fronteirigos com
entornos urbano (130). A expansdo humana sob as florestas tropicais € um fator
de risco para saude, devido ao surgimento de zoonoses emergentes ou
reemergentes (12).

As doengas zoonoéticas mais comuns no Brasil sdo leishmaniose,
hantavirose, doenga de Chagas, febre-amarela e chikungunya (131). Assim, tais
doencas sao estudadas, visando prevenir possiveis surtos epidémicos
(132,133).

Considera-se ha mais de trés décadas a existéncia de animais
naturalmente infectados por Mycobacterium leprae (M. leprae) (134), e o
reconhecimento de reservatorios ndo-humanos para o bacilo tem por finalidade
contribuir com o entendimento dos padrées de transmissdo da doenga em
regides tropicais (135).

A espécie M. leprae & considerado um parasita essencialmente de
humanos (136), assim, investigar a presenga de animais silvestres infectados
com o bacilo pode contribuir para um importante avango na epidemiologia e no
controle da hanseniase (137,138).

Este estudo avaliou a presenga e a viabilidade do M. leprae em animais
silvestres de area hiperendémica no Centro-Norte do Estado de Mato Grosso,
na regido amazoénica. Destaca-se que essa regido vem mantendo os maiores
numeros de casos novos, com indice de deteccdo geral de 88,9/100 mil
habitantes em 2016 (9).

A area de coleta situa-se na Amazénia e em parte no Cerrado. Trata-se
de uma regido altamente antropizada, com mudangas na paisagem ambiental
em virtude do desmatamento e extracdo de madeira, da redugdo da
biodiversidade vegetal por monoculturas como algod&o, milho, sorgo, soja, entre
outros (74-76).

Além disso, a fragmentac&o da floresta caracteriza um disturbio ecolégico

que intensifica a relagcdo dos animais silvestres nessas areas com animais
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domeésticos e com o homem, potencializando a ocorréncia de surtos zoonéticos
(88,92,93).

A utilizagdo de metodologias moleculares com marcadores especificos
tem contribuido na investigacdo mais aprofundada da relagédo do M. leprae com
o ambiente. Assim, varios estudos tém demonstrado a presenca do bacilo no
ambiente destacando os possiveis reservatérios e/ou fontes de infecgao
(81,86,139,140).

Métodos moleculares para a determinacdo da viabilidade do M. leprae,
utilizando como alvo o gene 16S RNAr e elementos repetitivos de DNA/RLEP do
M. leprae como enumerador bacilar (67), favoreceram o estabelecimento de um
teste rapido para avaliar o bacilo viavel em biopsias de pele, assim como
monitorar a eficacia da PQT (53), além de intensificar as investigagdes do bacilo
no ambiente (91).

Esse estudo utilizou-se de marcadores RLEP e 16S RNAr para detecgao
do M. leprae em 14 géneros de animais silvestres das Ordens Cingulata,
Didelphimorphia e Rodentia. Estes animais foram capturados em remanescentes
florestais com diferentes tamanhos, conectividade com a mata e proximidade
com grupos populacionais humanos na regido Centro-Norte do Estado de Mato
Grosso.

Tendo em vista que, a ingestdo da carne de animais silvestres como
obtengdo de proteina animal & cultural no Brasil, em especial na Regido
Amazobnica (141,142), existe a preocupagdo ambiental de que a caga e o
consumo de animais silvestres tenha estreita relagdo zoonadtica (98,143,144).

Neste contexto, também €& descrito a zooterapia, que consiste no uso
medicinal de animais para diversas enfermidades, como asma, bronquite,
reumatismo, picada de cobras, trombose, entre outras (145,146). Apesar da caca
de animais selvagens ser proibida no Brasil (147), a carne ou derivados desses
animais sado comercializados de forma irregular em conjunto com produtos
silvestres coletados da floresta de forma a complementar a renda familiar
(146,148).

No Brasil, a caga e o consumo de tatus-galinha, tatu peba, tatu canastra
(Ordem Cingulata), capivaras, pacas, cotias, moco (Ordem Rodentia), mucuras,
cuicas (Ordem Didelphimorphia) entre outros sao habituais (138,149).
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Entre os grupos de animais avaliados neste trabalho, destacam-se os
didelfideos (Ordem Didelphimorphia), pois, s&o reconhecidos como
reservatorios de doengas comuns ao homem, como Chagas (116,150),
Leishmaniose (151) e Leptospirose (152,153).

Por serem animais generalistas e ocuparem diferentes estratos verticais,
os didelfideos sdo comumente encontrados em fragmentos florestais (154,155)
e préximos a areas urbanas, sendo caracterizados como animais sinantropicos
(131,156), o que representa um alto nivel de resiliéncia desse grupo aos
impactos causados pelo homem (115).

Em relagéo a infecc&o por M. leprae em didelfideos, foram avaliados seis
géneros da Ordem Didelphimorphia, sendo que o género Marmosa (60,47%)
apresentou a maior positividade nas amostras de orelhas para os genes RLEP
e 16S RNAr, fato corroborado pela literatura, em virtude da predilecdo do bacilo
por areas mais frias do corpo do hospedeiro (157).

Um detalhe importante, é que os géneros Marmosa e Monodelphis podem
ser reservatérios do M. leprae pois a positividade do gene 16S RNAr nas
amostras de orelha, confirma que o bacilo tem seu o maquinario celular ativo e
esta se multiplicando. Esse dado sugere um fator de risco para infecgdo em
seres humanos que vivem areas de alta endemia de hanseniase, principalmente
em locais onde a carne desses animais s&o consumidas ou utilizadas para fins
terapéuticos (138,148,149).

Outro grupo avaliado para deteccao de M. leprae nesse estudo foram os
roedores (Ordem Rodentia), que assim como os didelfideos e cingulatos, sao
animais presentes em fragmentos florestais (115,154), que podem ser
encontrados desde as areas de campos, matas de galeria e perimetro urbano,
pois ocupam estratos verticais diversificados (158—160).

Os roedores tém grande importancia em saude publica, visto que, tendem
a manter patdogenos zoondticos em animais domésticos e o homem, em alguns
casos servindo como vetores e/ou reservatorios de doencgas, tais como
leptospirose (152,161), hantavirose (162,163) e leishmanioses (164—-166).

Dado a sinantropia de roedores como Rattus rattus, esses animais sdo
frequentemente associados a doengas causadas por bactérias do género
Mpycobacterium (167-169).
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Dos sete géneros de roedores analisados, seis tiveram positividade nas
amostras de orelhas para RLEP e/ou 16S RNAr, com destaque de maior
positividade nos géneros Proechimys e Calomys.

Nas amostras de figado e baco, o género Proechimys apresentou maior
positividade para ambos os marcadores. Esses dados revelam que o bacilo
segue 0 mesmo padrao de infecgdo relatados em tatus (Dasypus novemcinctus)
encontrados no sul dos Estados Unidos (61,154,167).

Entre 2011 e 2015, tatus D. novemcinctus capturados no sul dos Estados
Unidos apresentavam infecg&o por M. leprae e por meio de analises genotipicas
de amostras coletadas dos tatus e de pessoas infectadas, foi possivel constatar
que ambos possuiam a mesma cepa do bacilo (81,86).

Como mencionado anteriormente, o consumo de carne de animal silvestre
no Brasil, como a do tatu da espécie D. novemcinctus esta relacionado a
necessidade de ingestdo de uma fonte de proteina animal por grupos
populacionais humanos na Amazénia (170,171).

Estudos evidenciam uma possivel transmissdo zoonética do M. leprae a
partir do contato com tatu (D. novemcinctus), uma vez que, animais infectados
poderiam transmitir o bacilo ao homem pelo manuseio de sua carne
(84,172,173).

No presente estudo, foram analisados amostras de orelha, figado e bago
de 11 tatus D. novemcinctus com a finalidade de verificar a infeccédo e a
presenca de M. leprae viavel , visto que a literatura cientifica apresenta
evidéncias de tatus naturalmente infectados por M. leprae, mas no Brasil ha
poucos estudos que mostram essa infeccdo e nenhum estudo que evidencie a
replicagdo do bacilo em tatus no territorio brasileiro (172,174).

Na analise de gPCR RLEP, as amostras de orelhas (direita e esquerda)
dos 11 tatus, apresentaram 100% de positividade para a deteccdo do DNA do
M. leprae, 54,5% positivos para amostras de figado e 72,7% em amostras de
baco. Estudo realizado no Municipio de Belterra, no Para, dos 16 tatus
analisados 62% foram positivos na deteccao do M. leprae (84).

Salientamos que as coletas feitas em Belterra-PA foram de capturas
realizadas em area de floresta, enquanto que, em nossa pesquisa todos os

animais foram capturados em area urbana ou chacaras. Este fato sugere que
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a dispersao do bacilo, pode acontecer a partir de animais infectados em areas
endémicas da hanseniase.

Assim destacamos, o resultado de positividade de 72,7% na viabilidade
do gene 16S RNAr em orelhas dos 11 tatus avaliados. Apenas uma amostra de
baco foi positiva para esse marcador. Esses dados reforgam a presenca de M.
leprae viavel, ou seja permanece metabolicamente ativo e, portanto, capaz de
causar infecgdo.

Observou-se que as amostras de bacgo e figado apresentaram menor ou
nenhuma positividade para o RNAr 16S em relagdo as amostras de orelha. A
viabilidade reduzida nessas amostras podem estar relacionadas a quantidade
de lipideos observada nas amostras durante a extracdo, visto que a
concentracdo de RNA foi menor que a observada nas orelhas.

O projeto apresentou limitagdes importantes relacionados ao tempo de
abate pelos cagadores, a chegada do animal para coleta das bidpsias a serem
mantidas em veiculo de manutencéo para a preservacdo do RNA. Além disso,
nao € possivel mensurar as perdas por exposicdo a temperatura ambiente em
bancada e transporte, como também as falhas na extragdo em decorréncia do
tamanho das pecas extraidas.

As infecgdes por M. leprae em tatus sao descritas em varios estudos, mas
recentemente roedores do tipo Rattus rattus foram associados a hanseniase
causada pelo bacilo M. lepromatosis. Tais dados foram publicados em um estudo
realizado em Novo Leon, México, sendo as infecgdes relacionadas ao consumo
da carne de roedores (96). Do mesmo modo que, foram encontrados esquilos
vermelhos (Sciurus vulgaris) com hanseniase na Escocia, sendo os bacilos
identificados como M. lepromatosis (124).

Em nosso estudo, também foi detectada a presenca do M. lepromatosis
em bidpsias de figado e bago de roedores e marsupiais, utilizando a PCR
multiplex para o gene hemN especifico para o bacilo. Apesar de ser um resultado
importante, para fins de publicacdo ainda sera necessario realizar o sequéncia
mento das amostras por se tratar de informagdes relevantes para a
epidemiologia da doenca.

Na Amazobnia, os roedores possuem grande relevancia para ribeirinhos
(149), seja para obtenc&o de proteina, para medicamentos, uso como amuletos,
e também na producao de artesanatos (146). Dessa maneira, alertamos para a
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possibilidade de que essas comunidades, por meio da cultura local poderiam
potencializar a manutencédo e da disseminacdo de hanseniase, pela utilizagcao
de animais previamente infectados por M. leprae e M. lepromatosis.

Cabe aqui novamente o destaque para os dados inéditos que
apresentamos, pois nenhum estudo publicado até o momento apresentou a
deteccdo e a viabilidade de M. leprae em animais silvestres das Ordens
Didelphimorphia e Rodentia no Brasil.

Nesse estudo a analise espacial dos clusters definidos para a captura e
coletas das amostras de animais selvagens evidencia que os fragmentos
florestais estdo localizados dentro de fazendas ou nas bordas de sitios e
chacaras. Além do mais, os clusters estavam proximos de estradas estaduais e
rodovias federais de grande trafego como a BR-163, que liga Cuiaba-MT a
Santarém-PA, evidenciando a presencga continua do homem nessas areas.

No entanto, o ambiente dos fragmentos florestais como esses da area de
coleta e o material decorrente da senescéncia de plantas e arvores depositadas
no solo forma um microclima com temperaturas maximas de 28,5 °C no periodo
‘chuvoso’ e 32,6 °C na ‘seca (180). Essas condi¢des climaticas podem permitir
que o bacilo se mantenha por tempo suficiente dentro das areas de mata,
favorecendo a infecgao de animais silvestres.

Animais silvestres, como por exemplo os roedores e marsupiais sao
constantemente encontrados em remanescentes florestais (175). O uso do
estrato vertical na mata parece ser bem distribuido entre essas espécies, pois
habitam apenas o solo ou tocas (terrestre), as copas das arvores e sub-bosques
(arboricola) ou ambos estratos (escansorial) (175,176).

Em nosso estudo, foi também verificado que os géneros com maiores
percentuais de infecgdo foram Proechimys (roedor), e Marmosa (marsupial), e
esses compartilham do mesmo nicho alimentar, buscando artrépodes, frutos e
sementes na liteira, que € uma camada de deposi¢céo no solo dentro das florestas
(160,176).

A liteira representa importante fonte de recursos para os animais
silvestres nos fragmentos e as possiveis descargas bacilares, tanto de animais
silvestres infectados, como de pessoas doentes que circulam por esses
ambientes, podendo favorecer uma ampla dispersdo do patégeno. A literatura
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cientifica destaca varias hipoteses para explicar a infecgdo nesses animais,
assim como a presenca de bacilos viaveis em solo (177,178) e agua (179-181).

Em relacdo a espécie D. novemcinctus, esses animais nao se limitam
apenas aos fragmentos florestais, e podem ser encontrados nos mais variados
ambientes (182). Neste estudo, todos os tatus coletados estavam em areas
proximas as residéncias de chacaras e perimetro urbano do municipio de coleta.
Portanto, a existéncia de animais infectados por M. leprae nessa regido sugere
potencial risco de transmissédo da doenga para humanos (74,183).

No caso de infec¢ao natural em animais silvestres até o momento ndo ha
estimativas para o adoecimento, podendo permanecer incubado por longo
periodo (184). Pressupomos que seria raro encontrar animais tipicamente
multibacilares, visto que, em decorréncia da debilidade tornar-se-iam presas ou
ficariam impossibilitados de buscar alimentos.

Devido a curta longevidade dos roedores silvestres, que podem variar de
dois a no maximo trés anos (185), dos didelfideos de 2,6 a 4,2 anos (159,186) e
tatus (D. novemcinctus) entre 8 a 12 anos (110). Os animais positivos para
RLEP/16S, representam uma dinamica de dispersao ativa e recente, pois, em
comparagao com humanos, os sintomas podem surgir entre dois a sete anos
apos a infeccao (187).

Apods a infeccdo de M. leprae nesses animais de forma experimental é
possivel fazer uma estimativa de aparecimento de sinais por volta dos 15 meses
(167, 194), mas no caso de infecgdo natural até o momento n&o sabemos estimar
o tempo de adoecimento.

O tempo de incubagao do M. leprae pode levar mais de sete anos, como
por exemplo, no caso de uma chimpanzé em cativeiro no Japao que apresentou
os sintomas da hanseniase 30 anos apos ter saido do seu habitat natural na
Africa Ocidental, e o caso foi confirmado por meio da detecgdo do gene 16S
(112).

A origem de infeccédo por M. leprae e M. lepromatosis nesses animais
ainda n&o fica clara com esse estudo. Estariam esses bacilos distribuidos de
forma ubiquitaria na Amazénia? Ou a presenga humana nesses fragmentos
representa o principal fator para a disperséo dos bacilos, por meio de descargas

bacilares de pessoas com hanseniase?
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Os ecossistemas naturais encontram- se sob forte e crescente pressao
humana, sofrendo fragmentacéo, reducéo e destruicdo de grandes areas nativas
em decorréncia do avango da agricultura, pecuaria entre outras atividades
produtivas de carater antropico. Essa pressdo com o consequente desequilibrio
ambiental tem promovido a emergéncia de patdgenos, como parasitos,
bactérias, fungos e virus em todo o mundo (130).

O melhor conhecimento e a compreensdo das possiveis fontes nao
humanas de M. leprae € um passo importante para o controle da hanseniase e
possibilita explicar os padrbes de infec¢gao na populagao, promovendo com isso
0 seu controle.

Atualmente, de posse de metodologias mais robustas, & possivel
direcionar perguntas que abordem a questdo da relagdo do ambiente com M.
leprae e trazer respostas para preencher a lacuna que existe no conhecimento

sobre a sua transmisséao.
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8. CONCLUSOES

Os grupos de roedores e marsupiais avaliados nesse estudo representam uma
parcela de animais frequentemente encontrados em fragmentos de mata,
variando em numero e diversidade de espécies a depender da regido, pois, estes
animais possuem alta resiliéncia e plasticidade aos impactos causados pelo

homem.

A presenca de animais infectados pelos bacilos causadores de hanseniase em
remanescentes florestais sugerem indicios da existéncia de transmisséo bacilar
ativa e recente, mesmo frente a curta longevidade desses animais e o tempo de

multiplicagdo do patégeno.

A presenca frequente do homem nos fragmentos florestais onde foram
encontrados animais silvestres positivos para M. leprae ou M. lepromatosis,
aumenta a possibilidade do risco de uma infeccdo zoondética. Um exemplo disso
sdo os tatus com deteccao de bacilo viavel obtidos de caga realizada proxima a

area urbana em regido endémica para hanseniase.

A metodologia de qPCR por meio do gene 16S rRNA foi efetiva para demonstrar

a presenga de M. leprae viavel em animais silvestres.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALAIACAO DA DINAMICA DE TRANSMISSAO DE Mycobacterium leprae EM AREA
ENDEMICA DO CENTRO-OESTE DO BRASIL

Pesquisador: Elderson Valois

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 53919116.3.0000.5475

Instituicao Proponente: Instituto Lauro de Souza Lima
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.457.189

Apresentacao do Projeto:
O projeto tem formato claro e objetivo. Apresenta uma introdugéo abrangente sobre o assunto em estudo e
justificativa que destaca de forma clara a relevancia da pesquisa.

Obijetivo da Pesquisa:
Os objetivos propostos atendem a realizagdo de um estudo de diversidade genética e epidemioldgico, que
visa a compreensdo da dindmica de transmissdo da hanseniase.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
De modo geral, a pesquisa ndo apresenta riscos aos sujeitos, e por sua vez pode trazer
contribui¢des cientificas importantes para o entendimento da transmiss@o da doenca.

Comentarios e Considerac6es sobre a Pesquisa:
Sem comentarios.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Os documentos de apresentacéo obrigatéria atendem perfeitamente aos critérios vigentes na resolugéo
466/12.

Recomendacoes:
Sem comentarios.
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Continuagéo do Parecer: 1.457.189

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:
Sem comentarios.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
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Assentimento / 11:14:55
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_Elderson_Valois.pdf 07/03/2016 |Elderson Valois Aceito
Brochura 11:06:22
Investigador
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 07/03/2016 | Elderson Valois Aceito

11:03:42

Situacao do Parecer:
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Nao
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(Coordenador)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
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Titulo da Pesquisa: AVALAIACAO DA DINAMICA DE TRANSMISSAO DE Mycobacterium leprae EM AREA
ENDEMICA DO CENTRO-OESTE DO BRASIL

Pesquisador: Elderson Valois

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 53919116.3.0000.5475

Instituicao Proponente: Instituto Lauro de Souza Lima

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.081.749

Apresentacao do Projeto:
O presente projeto ja obteve aprovacao neste CEP sob n° 1.457.189/ CAAE: 53919116.3.0000.5475.

A solicitagcéo atual refere-se a mudanca de titulo sugerida em Banca de qualificacdo, tratando-se portanto de
um projeto de doutoramento.

Obijetivo da Pesquisa:
Sem comentarios

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Sem comentarios

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Sem comentarios

Consideracoes sobre os Termos de apresentacéao obrigatoria:
O adendo possui informacgdes claras e objetivas a cerca da solicitagdo de alteragao do titulo do projeto.

Recomendacoes:
Sem comentéarios
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Continuacéo do Parecer: 3.081.749

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:
O titulo inicial era "Avaliacao da Dinamica de Transmissao de Mycobacterium leprae em Area Endemica do
Centro-Oeste do Brasil".

Dessa forma, concluimos pela autorizacdo de alteracdo para "Deteccdo molecular da viabilidade de
Mycobacterium leprae em animais silvestres e possivel associagcdo na manutencao da transmisséo da
doenca em regido hiperendémica da Amazdénia meridional", conforme informado ao pesquisador.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
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viabilidade de Mycobacterium leprae em animais silvestres e possivel associagdo na manutencéo da
transmissdo da doenca em regido hiperendémica da Amazénia meridional".

Em reuni&o ordinaria por unanimidade autorizamos a alteragéo de titulo.
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Informagbes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_126733| 29/11/2018 Aceito
do Projeto 8 E1.pdf 14:43:57
QOutros NovoTitulo.pdf 29/11/2018 |Elderson Valois Aceito

14:33:03
TCLE / Termos de | TCLE_Caso_e_Contatos.doc 07/03/2016 |Elderson Valois Aceito
Assentimento / 11:14:55
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_Elderson_Valois.pdf 07/03/2016 | Elderson Valois Aceito
Brochura 11:06:22
Investigador
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 07/03/2016 | Elderson Valois Aceito
11:03:42

Situacao do Parecer:
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Nao

Endereco: Rod Comte Jodo Ribeiro de Barros Km 225/226

Bairro: Caixa Postal 3021 CEP: 17.034-971
UF: SP Municipio: BAURU
Telefone: (14)3103-5855 Fax: (14)3103-5963 E-mail: etica@ilsl.br

Pagina 02 de 03



INSTITUTO LAURO DE SOUZA Plataforma
LIMA %wﬂ

Continuacéo do Parecer: 3.081.749

BAURU, 13 de Dezembro de 2018

Assinado por:

Ida Maria Foschiani Dias Baptista
(Coordenador(a))

Endereco: Rod Comte Jodo Ribeiro de Barros Km 225/226

Bairro: Caixa Postal 3021 CEP: 17.034-971
UF: SP Municipio: BAURU
Telefone: (14)3103-5855 Fax: (14)3103-5963 E-mail: etica@ilsl.br

Pagina 03 de 03



Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informagéao em Biodiversidade - SISBIO

Registro de Expedicao
Licenca permanente para coleta de material zoolégico

Numero: 7270-1 Data da emisséao: 01/06/2015 17:22

Numero da solicitagao: 10987 Data da expedicao: 03/06/2015 a 30/11/2015
Dados do titular
N° de Registro: 614211 Nome: Manoel dos Santos Filho CPF: 383.531.721-00
Instituicdo : UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO CNPJ: 01.367.770/0001-30
Equipe
# | Nome CPF Doc. Identidade Nacionalidade *Responsavel
1 | Patrick Ricardo de Lazari 049.961.489-50 87868605 SSP-PR Brasileira Sim

* O titular sera o responsavel pela equipe caso ndo designe alguém para exercer tal fungéo.

Locais onde as atividades de campo serao executadas
# | Localidade UF Municipio
1 | Fazendas de plantagdes de soja MT SINOP

Téaxons autorizados

Taxon(s)

Outros mamiferos | Didelphimorphia, Rodentia |

Este documento foi expedido pelo Sistema de Autorizacéo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO de acordo com a Instrucdo Normativa ICMBio
nuamero 03/2014. Qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do ICMBio/Sisbio na

internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n° 03/2014

Art. 19. A coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo contemplado na autorizagdo ou na licenga
permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta.

§ 1° O transporte do material biolégico ou do substrato a que se refere o caput deste artigo devera ser acompanhado
da autorizac¢do ou da licenga permanente com a devida anotacéo.

§ 2° A coleta a que se refere o caput deste artigo devera ser comunicada no relatério de atividades.

§ 3° O material biolégico coletado conforme previsto no caput devera ser destinado a instituicdo cientifica,
preferencialmente depositado em colegéo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢des Biologicas
(CCBIO)
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Protocolo n° (uso do CEPA)

Data da Entrega / / (uso do CEPA)

Interessado: Roberta Vieira de Morais Bronzoni
Unidade: UFMT — Campus de Sinop

Departamento/Setor: Hospital Veterinario — Instituto de Ciéncias da Saude
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Protocolo n° (uso do CEPA)
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL e

Protocolo n.°
PROTOCOLO PARA USO DE ANIMAIS

Atencao: este formulario devera ser preenchido eletronicamente
1. Finalidade: [ x ] Pesquisa [ ]1Ensino [ ] Controle de qualidade quimico/bioldgico
2. Data: Inicio: 01/2015 Término: 11/2016

3. Pesquisador(es):

Executor:

Nome do Orientador: Roberta Vieira de Morais Bronzoni — SIAPE: 1737511
Faculdade/Instituto: Instituto de Ciéncias da Satde — UFMT — Campus de Sinop
Departamento:

Fax: Ramal: 66 3531 1663 E-mail: robertabronzoni@gmail.com

Colaboradores:
Prof. Dr. Gustavo Rodrigues Canale (UFMT-Sinop)

Prof. Dr. Manoel Santos-Filho (UNEMAT-Cé&ceres)

Prof. Dr. Marliton Rocha Barreto (UFMT-Sinop)

Prof. Dr. Luiz Tadeu Morais Figueiredo (FMRP-Ribeirdo Preto)
Ms. Eriana Serpa Barreto (UFMT-Sinop)

Alexandre Nascimento Faria (UFMT-Sinop)

Ms. Sirlei Franck Thies (UFMT)

Prof. Dr. Carlos Peres (UEA-Inglaterra)

Prof. Dr. Taal Levi. Oregon State University

Agéncia Financiadora: Global Innovation Initiative

4. Titulo do Projeto:

(em portugués): Alteracdes no uso da terra: emergéncia de doencas infecciosas e parasitarias na Amazonia

(em inglés): Land use change: emerging infectious and parasitic diseases in Amazon

5. Objetivo(s) da Pesquisa:

Esta pesquisa tem a finalidade de verificar se o desmatamento e fragmentacdo florestal aumentam a densidade da
populacdo de mamiferos hospedeiros e vetores na Amazdnia e consequentemente aumentando o risco de infecgdes por
doencas zoondticas como Leishmanioses, Arboviroses e Hantaviroses. Para tanto, serd realizado o levantamento e
determinagdo da abundancia de espécies de animais silvestres e vetores, bem como a pesquisa de Leishmania, arbovirus
e Hantavirus em pequenos mamiferos silvestres, cdes domésticos e vetores oriundos de areas florestais e peri-florestais.
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6. Equipe do Projeto

6.1. Qualificacdo da equipe

Experiéncia prévia:

[ X ]Sim [ 1Néo

Por quanto tempo: mais de 15 anos Especificar: Todos o0s participantes do projeto apresentam
renomada experiéncia em suas respectivas areas.

Treinamento:

[ X ]Sim [ 1Néo

Por quanto tempo: 1 més. Especificar: os discentes da equipe (a serem selecionados) serdo treinados
para a realizag&o dos trabalhos de campo e laboratoriais.

7. Informacdes sobre o Modelo Animal Experimental

7.1. Descricéo

Espécie utilizada: [ ] Camundongo [ ]Rato [ ]Coelho [ x ]Céo

[ ]Hamster [ ]Gerbil [ ] Primata—N&o Humano

[ ]Carneiro [ x ] Outros Vertebrados: pequenos mamiferos silvestres,
como roedores e marsupiais.
Linhagem:

Procedéncia: municipios de Nova Mutum, Sorriso, Sinop, Claudia, Marcelandia, Unido do Sul, Itatbas, Feliz
Natal, Vera e Colider.

Padrédo sanitario do animal na procedéncia:
[ x ] Convencional [ ]SPF [ ] Gnobiodtico
[ ]Germe Free [ ]Sem Padrédo Sanitério

Sexo: [ x ]|Macho [ x ]Fémea [ ]Prenhe Idade:[ qualqueridade ]
Peso: [ ] Unidade:[ ]g [ X]kg

Existe planejamento estatistico? [ ]1SIm [ X ]Nao

Qual o critério usado para definir o tamanho da amostra?

[ Sem critério estabelecido

NUmero de animais/grupo: N° de grupos: 2

Especificar cada Grupo:
1. Caes domésticos
2. Animais silvestres: pequenos mamiferos

Quantidade total de animais: aproximadamente 300 animais
7.2. Condi¢cBes de manutencéo
Local onde serd mantido o animal:

Cées domésticos: os animais serdo abordados no local de residéncia.
Animais silvestres serdo contidos em gaiolas até a recuperacao anestésica.

Universidade Federal de Mato Grosso — UFMT Telefone: (65) 3615 8890
Cidade Universitaria — Av. Fernando Correa da Costa, s/n° Fax.: (65) 3615 8811
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Numero de animais/gaiola: 1 animal/gaiola

Ambiente de contencdo: [ X ]gaiola [ ]baia [ ]jaula [ ]Outro:

Especificar dimensdes: 70 x 35 x 40cm (6kQg); 45 x 17,5 x 15 cm (1Kg)

Tipo de cama:[ ]maravalha [ ]estrado [ ]Outra:
Agua:
Filtrada [ ]Sim [ ]Nao
Clorada [ ]Sim [ ]Nao
Autoclavada [ ] Sim [ ]Nao
Alimentacéo:
Racdao industrial [ ]Sim [ 1Nao Qual:
Suplemento [ ]Sim [ 1Nao Qual:

Dieta Especifica:

(especificar)
8. Procedimentos Experimentais:
Jejum [ ]Sim [ X ]Nao Duracdao: (horas)

Especificar

Restricdo hidrica [ ]Sim [ X ]Nao Duracdao: (horas)
Especificar

O experimento impedira o animal de se movimentar? [ ]Sim [ X ]Nao
Por quanto tempo?
Justificar:

Seré utilizado pré-anestésico? [ X]Sim [ ]Néo
Acepromazina (5-10 mg/kg), nos animais silvestres

Sera utilizado anestésico [ X ]Sim [ INé&o
Quetamina (10-30 mg/kg), nos animais silvestres

Haverd Cirurgia? [ 1Sim [ X ]Néo

Recuperacao pos-cirargica [ ]Sim [ X ]Nao Duracdo: (horas)
[ TAntibidtico [ ] Anti-inflamatério

Dose:
Via e duracdo da administracao:

Universidade Federal de Mato Grosso — UFMT Telefone: (65) 3615 8890
Cidade Universitaria — Av. Fernando Correa da Costa, s/n° Fax.: (65) 3615 8811
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Usara analgésico? [ ]Sim [ X ]Nao
Dose:
Via e durac¢do da administraco:

Justificar o ndo uso do analgésico:

N&o ha necessidade para a colheita de sangue e swab conjuntival nos animais domésticos. Todos os
animais silvestres serdo anestesiados para a coleta de material.

O experimento é especifico para:

Dor [ ]Sim [ X ]Nao

Estresse [ ]Sim [ X ]Nao

Anorexia [ ]1Sim [ X ]Néo
Observacéo:

Para qualquer um dos trés itens acima envie copia de 2 (dois) trabalhos referentes a mesma metodologia

empregada, preferencialmente de autores ndo envolvidos nesse projeto.

Resumo do procedimento experimental e justificativa da finalidade do uso de animais em caso de executar

experimentos que envolvem dor, estresse ou anorexia:

Exposicdo a agentes quimico/fisico/biolégico/mecénico:

[ ]Sim [ X ]Nao Qual:

Especificar

Dose/Tempo:

Especificar
Extracéo de fluidos:
[ X ]Sim [ 1Néo Qual: Sangue de todos os animais
Via: Puncao venosa (animais domésticos); Punc¢do cardiaca (animais silvestres)
Volume: 2-5mL
Extragdo de 6rgéos:
[ X ]Sim [ ]1Néo Qual(is): Somente dos animais silvestres sacrificados (10 machos e 10

fémeas de cada espécie encontrada/area de coleta). Amostras teciduais de pele, figado, baco, rim, coracéo
e pulmao.
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Inoculacao de substancias, drogas, medicamentos ou outros:

[ ]Sim [ X ]Nao Qual:
Especificar
Via: Dosel/frequéncia:
Especificar Especificar
9. Destino dos Animais:
Re-aproveitado [ x ]Sim [ ]Nao Como:

Cées domésticos: ficardo com 0s responsaveis.

Animais silvestres: apés coleta de amostra sanguinea, 0s animais serdo marcados (picote na orelha, sob
anestesia) e aguardardo recuperacdo anestésica em gaiola. Apds recuperacdo, serdo soltos proximo ao
local de captura.

Re-aproveitado [ ]Sim [ X ]Nao Como:

Animais silvestres: apds coleta de amostra sanguinea, 0s animais (10 machos e 10 fémeas de cada espécie
encontrada/area de coleta), ainda sob efeito da anestesia geral, serdo sacrificados com injecao intravenosa
de Cloreto de Potassio (KCI).

10. Eutanasia:
[ ] Aprofundamento da anestesia [ X ]Perfusdo sob anestesia [ ] Exsanguinacédo sob anestesia
[ ]1CO2 [ ] Decapitagédo [ ] Deslocamento cervical

Outros: Justificar método:

10. Resumo do Procedimento Experimental:

1. Captura e coleta de amostras clinicas de mamiferos

1.1. Mamiferos silvestres

Pequenos mamiferos serdo capturados usando armadilhas do tipo Tomahawk e Sherman, as quais
serdo distribuidas ao longo dos transectos. Iscas serdo usadas para atrair 0s animais e serdo constituidas
de uma mistura de manteiga de amendoim, banana, aveia e bacon. As armadilhas serdo visitadas
diariamente pela manha para minimizar o tempo de retencdo dos animais. Os pequenos mamiferos serao
anestesiados com injecé@o intramuscular de Quetamina (10-30 mg/kg) combinada com Acepromazina (5-10
mg/kg), na proporcdo de 9:1. ApOs coleta de amostra sanguinea, os animais (10 machos e 10 fémeas de
cada espécie encontrada/area de coleta), ainda sob efeito da anestesia geral, serdo sacrificados com
injecdo intravenosa de Cloreto de Potassio (KCI). O restante dos animais ser4 marcado (picote na orelha,
sob anestesia) e aguardara recuperagdo anestésica em gaiola. Apos recuperagdo, o animal sera solto
proximo ao local de captura. Aproximadamente 2-5 ml de sangue total seréo coletados por puncéo cardiaca.
O sangue sera coletado em tubo contendo EDTA como solugdo anticoagulante. Todos os tubos serdo
identificados e mantidos em estante dentro de caixa isotérmica, a 4°C, do momento da coleta até serem
submetidos a centrifugagdo para separagcdo do plasma. Aliquotas de sangue e plasma serdo
separadamente armazenadas em tubos tipo eppendorf estéreis de 1,5 ml e conservadas em nitrogénio
liquido até o momento do uso.
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Os animais serdo identificados por caracteristicas morfologicas, analises carioldgicas e genéticas.
Amostras teciduais de pele, figado, baco, rim, coracdo e pulmédo serdo coletados assepticamente e
conforme normas preconizadas de biosseguranca. As amostras serdo armazenadas em nitrogénio liquido
até o momento do uso.

1.2. Caes domeésticos

Os cées domeésticos amostrados serdo selecionados sob os critérios de viverem livres em fazendas
ou habitacbes humanas em areas proximas aos pontos escolhidos para capturas de animais silvestres e
vetores. Todos serdo contidos fisicamente com ajuda e permissao dos proprietarios. Sera realizado exame
clinico para sinais de Leishmaniose, seguido de coleta de amostras clinicas. Os dados individuais dos cdes
serdo anotados.

Aproximadamente 5ml de sangue total serdo coletados da veia cefalica ou jugular dos cées
domésticos em tubo contendo EDTA como solucdo anticoagulante. Todos os tubos serdo identificados e
mantidos em estante em caixa isotérmica, a 4°C, do momento da coleta até serem submetidos a
centrifugacdo para separacdo do plasma. Aliquotas de sangue e plasma serdo separadamente
armazenadas em tubos tipo eppendorf estéreis de 1,5 ml e conservadas a -20°C até o momento do uso.

Amostras da conjuntiva de ambas as oculares dos animais serdo obtidas com o auxilio de swab
microbiolégico. Sera utilizado um swab para cada ocular. A extremidade do swab contendo a amostra sera
cortada e acondicionada em microtubo esterilizado de 1,5 mL. Os microtubos serdo acondicionados em
isopor até a chegada ao laboratério, onde serdo armazenados a -70° C até o momento do uso.

2. Testes laboratoriais

2.1. Pesquisa de Leishmania

ApOs extracdo do DNA, Nested-PCR serd usado para a amplificacdo do segmento do gene
SSUrRNA, conservado entre as espécies de Leishmania. Amostras de plasma serdo submetidas aos
métodos de Teste Rapido (DPP) e ELISA segundo recomendacdes do Manual de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral e Ministério da Saude.

2.2. Pesquisa de Arbovirus

Grupos de aproximadamente 30 mosquitos serdo macerados em solu¢cdo tamponada contendo
antibioticos. ApoOs centrifugagdo a 3000 rpm a 4° C, durante 10 minutos, a solu¢do sera filtrada e
acondicionada a -70°C até a realizagdo de testes moleculares e de isolamento viral. O RNA viral sera
extraido do macerado de mosquitos utilizando, para tanto, o Qiamp Viral RNA Kit (QIAGEN Inc., USA), de
acordo com as recomendagdes do fabricante. Os métodos de M-N-PCR seréo realizados conforme descrito
por Bronzoni e colaboradores (2004 e 2005) utilizando primers género e espécie-especificos para a
deteccéo e identificacao de Alphavirus, Flavivirus e do virus Oropouche.

Amostras positivas serdo testadas no isolamento viral. Para tanto, 0 macerado de mosquitos sera
adicionado a cultura de células de Aedes albopictus (clone C6/36). As células serdo observadas durante 14
dias, apds este periodo, a cultura serd colhida e testada por Imunofluorescéncia usando anticorpos
especificos contra Alphavirus, Flavivirus e virus Oropouche.

2.3. Pesquisa de Hantavirus

Todas as atividades de diagnéstico de Hantavirus serdo realizadas em laboratério BSL-3, localizado
no Centro de Pesquisas em Virologia da FMRP-Ribeirdo Preto, SP. O RNA viral serd extraido do pool de
orgaos de cada roedor utilizando, para tanto, o método de Trizol (Invitrogen), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Reagbes de RT-PCR serdo realizadas conforme previamente descrito (Moreli
et al., 2004).

2.4. Analise dos produtos amplificados

Inicialmente, os produtos amplificados serdo analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%,
apos coloracdo GelRed (Uniscience). As amostras positivas serdo purificadas pelo QIAquick PCR
Purification Kit (QIAGEN, USA), de acordo com as especificacdes do fabricante, e encaminhadas para
sequenciamento nucleotidico. As sequéncias obtidas serdo comparadas com sequéncias depositadas no
GenBank, utilizando os programas BLASTN e BLASTX (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Os alinhamentos das
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sequéncias de nucleotideos serfo feitos com o auxilio dos programas Clustal W. Arvores filogenéticas seréo
construidas por métodos de maxima verossimilhanga PAUP4b10.

11. Termo de Responsabilidade:

Eu asseguro a CEPA/UFMT que:

11.1. Li os Principios Eticos da experimentacdo Animal elaborado pelo COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentag&o Animal) e concordo plenamente com suas exigéncias durante a vigéncia deste protocolo;

11.2. Este estudo ndo € desnecessariamente duplicativo, tem mérito cientifico e que a equipe que participa
deste projeto foi treinada e é competente para executar os procedimentos descritos nesse protocolo;

11.3. Comprometo-me a solicitar nova aprovacao deste protocolo sempre que ocorra alteracdo significativa
nos experimentos aqui descritos;

11.4. Tudo o que foi declarado nesse protocolo é a absoluta expressdo da verdade. Estou ciente que o ndo
cumprimento das condi¢des aqui especificadas é de minha total responsabilidade (pesquisador principal) e
gue estarei sujeito as punicdes previstas na legislacdo em vigor.
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