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por meio da mente humana, a vida condenou suas mais maravilhosas criacoes.”
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Resumo

Desde 2005, Sio Paulo conseguiu eliminar a hanseniase como problema de
saude publica, no entanto, casos novos continuam a serem detectados em
varias regidoes do estado. Para entender sobre a estrutura populacional do
Mycoabcterium leprae na regido e utilizando clusterizacio como uma medida
de transmissio recente, a genotipagem foi aplicada. Biopsias de pele de 128
casos de hanseniase de 15 Departamentos Regionais de Saude foram
submetidos a tipagem por MLVA e SNP. No6s obtivemos o genétipo completo
para 95 1solados e 13 dos 16 VNTRs foram polimorficos. As repeti¢cdes 12-5 e
18-8 tinham um ntmero de coépias 6 ou 7 e 7 a 9, respectivamente, que sio
dificilmente observados em genoétipos de outras regides do pais. Uma arvore
construida por UPGMA demonstrou a existéncia de dois grandes grupos e
essa separacgdo parece ter ocorrido principalmente pelo STR 18-8, que
apresentou 6-9 coépias somente no segundo grupo. Foil construida uma MST
com 414 genoétipos completos desse presente estudo juntamente com
gendtipos de outros estados do pais que também demostraram dois grandes
grupos. Parte das cepas de SP foram agrupadas com cepas do estado de MT e
outras foram agrupadas proximas as cepas do RJ. Cepas de PE e CE, também
foram agrupadas entre si. A andlise de sequenciamento de SNP da regido
folP1 e rpoB apresentaram resisténcia a droga em 5 casos para folP1, sendo
que em um desses casos, também para rpoB. Nossos dados sugerem que os
dois grupos de M. leprae existentes no estado de SP surgiram a partir de dois
ancestrais diferentes e que a tipagem por VNTR em hanseniase, pela exclusdo
de determinados marcadores, principalmente determinada por andlise de SNP,
pode auxiliar na filogenia. Nos observamos a predominancia de 97% de SNP
tipo 3, mas subtipagem adicional deverd ser realizada para verificar a

associacio com tipos de VNTR.



Abstract

Since 2005, Sdo Paulo claims to have eliminated leprosy as a public health
problem but new cases continue being detected in several regions of the
state. To learn about the population structure of Mycobacterium leprae in the
region and use clustering as a measure for recent transmission, genotyping
was performed. Skin biopsy samples from 128 leprosy cases from 15 regional
departments of health were submitted to MLVA and SNP typing. We obtained
complete genotypes for 95 isolates and 13 of the 16 VNTRs were
polymorphic. The repeats 12-5 and 18-8 had a copy number of 6 or 7 and 7
to 9 respectively that are hardly observed in genotypes from other regions of
the country. A UPGMA based tree demonstrated the existence of two major
groups and this separation seems to be driven mainly by STR 18-8,
presenting 6-9 copies only in the second group. A MST constructed with 414
complete genotypes of the present study together with genotypes from other
states of the country also demonstrated two major groups. On part of the SP
strains were grouped with the strains from MT and another close to RJ
strains; strains from PE and CE, two states from Northeast Brazil were also
grouped. Sequence analysis of folP1 and rpoB presented drug resistence
associated SNPs in folP1 in five cases and rpoB in one of these. Our data
suggest that the two major groups of M. /eprae exist in Sao Paulo emerged
from two different ancestors and that VNTR typing in leprosy, upon the
exclusion of the proper markers, can add on phylogeny mostly determined by
SNP analysis. We observed the predominance of 97% of the SNP type 3 but

further subtyping should be performed in order to associate with VNTR types.
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1.0 Introducdo



Introducio

A poliquimioterapia (PQT) foi introduzida em 1981 pela Organizacio
Mundial de Saude (OMS), visando o controle da hanseniase e como forma de
minimizar o desenvolvimento da resisténcia de Mycobacterium leprae (M.
leprae) aos farmacos’.

O declinio no numero de casos da hanseniase possibilitou alcancar a
meta de eliminacdo da doenca em nivel mundial até o ano 2000, com excecio
de alguns paises que ainda apresentam detecc¢ido de novos casos ano a ano. O
relatorio de 2014 da OMS, baseado no periodo de 2013, mostrou que ha 14
paises responsaveis por 96% da deteccido de novos casos, sendo a India, o
pais com mais casos relatados, seguido do Brasil e da Indonésia 2.

Na ultima década o Brasil diagnosticou 35.000/ano pacientes de

3

hanseniase, ° sendo que 1solados com resisténcia a um ou mais antibioticos

foram detectados em muitas areas & 78 910,

Apesar de o Brasil apresentar altas taxas de deteccido da hanseniase
ainda em algumas regides, o estado de Sdo Paulo atingiu em janeiro de 2005 a
meta de eliminag¢do da hanseniase proposta pela OMS, ou seja, ter menos de
um caso por grupo de 10 mil habitantes. No entanto algumas regides do
estado ainda apresentam bolsdes com incidéncia da doenca .

Os mecanismos basicos da transmissido de M. /leprae com relacdo aos
reservatorios e o modo de transmissido permanecem desconhecidos e podem
ser um empecilho para o controle da hanseniase 2.

Assim, a vigilancia molecular da resisténcia a drogas antimicrobianas, a
tipagem de M. leprae por mapeamento de sequéncias Varrable Number
Tandem Repeats (VNTR)>' e os single nucleotide polymorphism (SNPs)''6
tém aplicacdes na deteccido da transmissido da doenca e no acompanhamento

da eficacia de programas de controle " %19,



2.0 Referencial Teorico
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2. Referencial Teo6rico

2.1. Aspectos histéricos, etiologia e transmissio da hanseniase.

Acredita—-se que a hanseniase, também conhecida como lepra, seja uma
das doencas mais antigas que acometem o homem, com relatos desde os
tempos biblicos. Na era babildonica a palavra lepra era usada para definir uma

doenga escamosazo.

Muitas patologias dermatologicas que apresentavam
algum tipo de descarnacido estavam ligadas a hanseniase, que também era
sindbnimo de lupus, sifilis, vitiligo, escabiose, psoriase e elefantiase. Relatos da
doenca feitos ha mais de 4 mil anos demonstram a existéncia dessa
enfermidade na India, China e Japio. Segundo papiros datados da época de
Ramsés II, a hanseniase esteve também presente no Egito hd mais de 4.300
a.C., fato comprovado pela existéncia de alguns esqueletos egipcios com
caracteristicas especificas da doenga®"%.

Na Biblia, em Leviticos, também ha relatos da doenca. Um termo
hebreu, tsaraath ou saraath, era usado para relatar afec¢des impuras®?.
Opromolla (1981) também citou que pessoas portadoras de tsaraath eram
1soladas até que nio houvesse mais sinais da doengazs.

Descrita em 1874 pelo médico noruegués Gerhard Henrik Armauer
Hansen, a hanseniase é uma doenca infecciosa, causada pelo M. leprae, um
bacilo intracelular obrigatorio; esta foi a primeira doenca relacionada a
infeccdo causada por uma bactéria®®.

O M. leprae pertence ao grupo das micobactérias, ordem
Actinomycetales e a familia Mycobacteriacea. Possui um Unico género
denominado Mycobacterium (fungus bacterium), termo proposto por Lehmann
e Neumann em 1896 #4%°,

Apresenta—-se como bastonetes retos ou levemente encurvados. Seu
tamanho pode variar entre 2 e 8 pym de comprimento por 0,2 a 0,5 pym de

largura. Nos esfregacos de pele e nos cortes histopatolégicos os bacilos sido

visualizados isolados, em agrupamentos variados ou em arranjos especiais
3



denominados globias, caracteristica peculiar do M. /eprae, que resulta da
solida unido de bacilos por meio de uma substancia chamada glé¢ia?® 25 2728,

E um bacilo fortemente alcool-acido resistente, cujo formato é muito
semelhante ao de outras micobactérias, como, por exemplo, Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis). Trata—se de um parasita intracelular
obrigatério que se reproduz por divisdo bindria e seu tempo médio de
multiplicacdo varia entre 11-16 dias, caracteristica que reflete no tempo de
incubacio prolongado e na cronicidade da doenca?® #% 3031,

Outra importante caracteristica de M. /eprae ¢ a impossibilidade do seu
cultivo em meio de cultura axénico, que pode ser melhor compreendido apos o
sequenciamento de seu genoma. Uma drastica reducido e deterioracio em seu
genoma foram observadas, afetando muitas areas metabolicas, exemplificada
pela retencio de um conjunto minimo de genes necessarios para a biossintese
de sua parede celularSO, ficando assim o cultivo do bacilo até o momento,
restrito a modelos animais como, por exemplo, camundongos BALB/c e Nude,
e tatus Dasypus novemcinctus® >,

Admite-se que a principal forma de contigio seja a eliminacido de
bacilos por meio das vias aéreas superiores, que sdo consideradas
importantes portas de entrada dos bacilos. Dessa maneira, o diagnostico e o
tratamento precoce contribuem sobremaneira na interrupc¢do da cadeia de
transmissio °*.

O fluxo imigratério pode ser mais uma das causas de risco de
transmissdo da doenca, mesmo em dareas onde a hanseniase j& se encontra
erradicada®!. Os fluxos imigratorios influenciaram na disseminacio da doenca
desde a sua origem. Usando gendmica comparada, analisada a partir de raros
SNPs, foi demonstrado que a disseminacio em nivel mundial de todos os
casos de hanseniase avaliados nesse estudo pertencia a um unico clone. A

doenca parece ter se originado na Africa Oriental ou Oriente Médio e se

espalhado com sucessivas migracdes humanas. Assim os Europeus ou



Africanos do norte introduziram a hanseniase na Africa Ocidental e nas

Ameéricas nos ultimos 500 anos. O esquema de disseminacdo da hanseniase

pode ser visto na figura 01'°.

Essa informacido foi publicada por Monot et. al, 2005 em um painel de

175 amostras origindrias de 21 paises dos 5 continentes por meio da anélise

de 3 SNPs, que definem 4 genotipos principais de M. leprae a saber: o tipo 1

com predominancia na Asia, no Pacifico e no leste da Africa, o tipo 2 e mais

raro, presente na Etiépia, no Nepal, no norte da India e na Nova Caledonia, o

tipo 3 predominante em amostras da Europa, norte da Africa e nas Américas e

o tipo 4 no Caribe e oeste da Africa. A distribuicdo geografica dos isolados

com base nesses gendtipos sugeri que a hanseniase teve a sua origem na Asia

Central ou no Leste da Africa. Acredita—se que o Leste da Africa seja o berco

da doenca, por apresentar o tipo 2, mais raro, e provavelmente o mais antigo

genotipo de M. leprae®.
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Figural: Disseminacdo da hanseniase no mundo. Os circulos indicam o pais de origem das amostras

analisada e a sua distribui¢do para os quatro tipos de SNP. As setas coloridas indicam a direc¢io das

migracdes humanas e as setas cinzentas correspondem as rotas de migracio de humanos derivados de
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estudos genéticos, 3I'QU€O]Og1COS, antropologlcos e, com tempo estimado de migracao em anos .



Em 2009 Monot et.al, conduziram um novo estudo para fins
filogeograficos e a presenca dos 78 SNPs informativos fol subsequentemente
pesquisada em aproximadamente 400 isolados, possibilitando a classificacio
do M. leprae em 16 subtipos de SNP (Fig 02), de distribuicdo geografica
limitada e que se correlacionam com os padrdes de migracdes humanas e
rotas comerciais. Assim o SNP tipo 1 apresentou 4 subtipos (1A-D), o SNP
tipo 2 também apresentou 4 subtipos (2E-H), o SNP tipo 3 apresentou 5
subtipos (3 I-M) e o SNP tipo 4 apresentou 3 subtipos (4 N-P) A distribui¢io
global desses novos subtipos de SNFs demonstrou uma estreita relagio entre
o genotipo de M. leprae, o pais de origem e o padrdo de migra¢do humana. Os
resultados confirmaram ainda a hipétese anterior de que a hanseniase teria se
originado no leste da Africa, tendo se disseminado para Asia, Meio Oeste,

Europa e posteriormente para paises da Africa Central através do comércio de

6

escravos.l

Figura 2: Disseminac¢do da hanseniase pelo mundo. Pilares estdo localizados no pais de origem das
amostras de M. leprae e marcados por cores de acordo com o esquema para os 16 subtipos SNP. A
espessura do pilar corresponde ao nimero de amostras (1-5, fina; 6-29, intermediario; >30, largo). As
setas cinza indicam as rotas de migracdo humana, com tempo estimado de migra¢do em anos. Os pontos
vermelhos indicam a localizacdo da Rota da Seda, no primeiro século, e * indica os resultados os

resultados obtidos a partir de um a-DNA',



2.2. Classificacgéo clinica, diagnéstico e tratamento da Hanseniase.

A hanseniase ¢ uma doenca cronica, caracterizada por aspectos
bioepidemioldgicos que resultam em diversas formas de manifestacdo clinica.
Apo6s a entrada do bacilo de M. leprae no organismo, quando n3o ocorre a sua
destruicido, este se aloja nas células de Schwann e pele, podendo em alguns
casos chegar aos linfonodos, olhos, testiculos e figado 26,35

Em 1966 Ridley e Jopling, propuseram um método de classificacdo da
hanseniase, tendo em conta a imunidade do hospedeiro frente ao M. leprae,
utilizando um conceito espectral baseado em critérios clinicos, baciloscopicos,
imunologicos e histopatoldgicos. Esta classificacio indica duas formas polares
e trés formas intermediarias: Polo Tuberculoide (TT), Polo Lepromatoso (LL),
e como intermediarios os grupos borderline-tuberculdide (BT), borderline-
borderline (BB), borderline-lepromatoso (BL)?% 2736,

A hanseniase 1nicialmente se manifesta na forma indeterminada,
podendo evoluir para cura espontinea, ou desenvolver—-se lentamente
apresentando as caracteristicas clinicas definidas nos espectros da doencga
que sio definidas de acordo com a resposta imunolégica do hospedeiro frente
ao M. leprae *°.

No polo TT a hanseniase ¢ caracterizada por apresentar franca
resisténcia, baixa carga bacilar e com lesdes tinicas ou em pequenos numeros,
apresentando alta resposta imune frente ao M. /eprae quando avaliado por
meio do teste de Mitsuda. O polo LL apresenta baixa resisténcia, alta carga
bacilar e com lesdes numerosas por todo o corpo. Para a classificacdo nas
formas intermedidrias da doenca: BT, BB e BL, também sio considerados os
aspectos bacteriologicos, histopatologicos e imunologicos 22°.

O diagnoéstico da hanseniase ¢ clinico—epidemiolégico e laboratorial e o
diagnoéstico clinico é baseado nos sinais e sintomas ao exame da pele, dos

nervos periféricos e na historia epidemiolégica, sendo os sinails cardinais da

doenca as areas com anestesias, 0s nervos espessados e as lesdes cutineas
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29.

Apesar da hanseniase ndo ter um exame considerado “padrdo ouro”,
alguns métodos laboratoriais estdo disponiveis para o auxilio do diagnostico
clinico da doenca, assim como outras abordagens diagnosticas alternativas
29,37.

Em muitos servigcos, o exame baciloscépico para deteccido de bacilos
alcool-4acido resistentes (BAAR) é utilizado para confirmacio diagnéstica e
auxilio na classificacdo clinica, sendo realizados por meio do raspado
intradérmico de lesdo de pele, lobulos das orelhas e cotovelos. O exame
permite a avaliacio dos indices baciloscopicos que determina a quantidade de
bacilos em escala logaritimica de Ridley & Jopling de O a 6+ e o indice
morfologico mostra a proporcido de bacilos viaveis no paciente, o qual é
realizado pela observacido da morfologia do bacilo, que deve estar com a
parede celular integra. Os bacilos integros apresentam-se totalmente corados
em vermelho, enquanto os bacilos fragmentados apresentam falhas na parede
3 Os pacientes multibacilares (MB) apresentam baciloscopia positiva,
enquanto os pacientes paucibacilares (PB) regularmente sido baciloscopia
negativaSS.

Outro teste, com carater prognoéstico, que pode auxiliar na classificacio
da forma clinica da hanseniase é a reacdo de Mitsuda. O teste é feito por meio
da inje¢do da lepromina (suspensio de bacilos mortos pelo calor) na derme, e
apos o periodo de 28 dias é realizada a leitura, com ou sem a presenca de
papula, nodulo ou ulceracdo no local da inoculacido. O resultado negativo é a
auséncia de sinal no local da inoculagdo ou a presenca de papula ou nédulo
inferior a 5 mm de didmetro, enquanto a reacdo positiva é baseada na
presenca de papula ou nédulo superior a 5 mm de didmetro 26,35
Uma proposta diagnoéstica alternativa é a sorologia, que foi desenvolvida

a partir de alguns antigenos especificos do M. leprae, como por exemplo, o

PGL-1 que sio encontrados nos tecidos infectados e desencadeiam resposta



imune humoral precocemente. Os pacientes MB apresentam altos niveis
desses antigenos, enquanto que os PB apresentam niveis baixos ou ausentes.
Contudo, o teste nido ¢ recomendado como diagnostico quando avaliado
i1soladamente, uma vez que contatos dos pacientes podem apresentar um
resultado positivo fraco °°.

Desde o final dos anos 80, inumeros grupos de pesquisa ao redor do
mundo, tém utilizado a Polymerase Chain Reaction (PCR) para o
desenvolvimento de diferentes sistemas de amplificacio de sequéncias
genOmicas de isolados de M. leprae com a finalidade de aumentar o limite de
deteccio, principalmente naqueles casos onde um numero baixo de bactérias
estd presente®® 4041 42,43, 44,45
Desse modo, inimeras metodologias para a deteccdo de M. /eprae em

4647 o muitos estudos envolvendo sistemas

amostras clinicas foram descritas
simples e especificos foram padronizados para amplificacdo de regides
génicas que codificam o antigeno de 36-kDa *®, de 18-kDa ** ou de 65-kDa °°,
assim como para outras sequéncias repetitivas do M. leprae °'.

Outro ponto a destacar é que embora a PCR para DNA seja amplamente
aceita para deteccdo da infec¢do, uma importante limitacdo ¢ sua inabilidade
para distinguir entre organismos viaveis e ndo viaveis. Dessa forma, nos
ultimos anos, métodos de deteccdo de RNA vém sendo propostos, como
ferramenta promissora para detec¢do ndo somente de M. /leprae, mas também
para realizar importante discriminac¢do entre organismo viavel e ndo viavel
com vistas ao correto prognoéstico dos pacientes de hanseniase durante o
tratamento, determinacdo de resisténcia a drogas ou identificacdo das
recidivas e sua diferenciacio com as reacdes hansénicas °>°%.

A introducio da PQT, uma associacio de trés drogas para hanseniase
multibacilar (MB): rifampicina, clofazimina e sulfona; e duas drogas para os
54

paucibacilares (PB): rifampicina e sulfona permitiu o estabelecimento da

classificacfo, dividindo as formas clinicas em paucibacilares (PB) - nos casos



com até cinco lesdes cutdneas — e em multibacilares (MB) - mais do que cinco
lesdes °°.

Cabe aqui o registro de que além de um diagnostico precoce, a
regularidade na tomada mensal das drogas do esquema PQT ¢ fundamental

para o éxito do tratamento da hanseniase °°.

2.3. Epidemiologia da Hanseniase

Com a implementacido da PQT em 1981 pela Organizacio Mundial da
Saude (OMS), a prevaléncia mundial da hanseniase sofreu um significativo
declinio nas ultimas trés décadas. Desse modo o declinio no nimero de casos
da doenca permitiu alcancar a meta de eliminacdo em nivel mundial no ano
2000. Entretanto, 12 paises nao obtiveram o mesmo sucesso, sendo estes:
Angola, Brasil, Republica—Centro Africano, Republica Democratica do Congo,
Guiné, India, Indonésia, Madagascar, Mocambique, Mianmar, Nepal e Nigéria.
Evidenciando a necessidade da busca por casos novos e o tratamento com a
PQT, como fatores chave cruciais para o controle efetivo da doenca®’.

Segundo o relatorio de 2014 da OMS, com base no periodo de 2013, ha
14 paises que sdo responsaveis por 96% da deteccdo de novos casos. A India
¢ o pais com mais casos relatados, seguido do Brasil e Indonésia. No ano de
2013 foram registrados 215.656 novos casos da doenca, e este nimero esta
assim dividido pelo globo: o Sudeste asiatico possui o maior nimero de novos
casos registrados com 155.385, seguido das Ameéricas com 33.084, Africa
20.911, a regido do Pacifico Ocidental 4.596, e, com menor taxa de deteccio,
esta a regido mediterranea, com 1.680 novos casos’.

Em 2013, o Brasil foi responséavel pela deteccio de 31.044 novos casos.
A regido Nordeste possul os maiores numeros da doenca com 13.276 casos
registrados, a regido norte com 6.095, o centro—oeste 5.786, a regido sudeste

4.712 e regido sul com 1.175 novos casos®®.
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2.3.1. O estado de Sio Paulo

Embora a disseminacio da hanseniase tenha sido registrada nas
principais cidades brasileiras durante o periodo de colonizacio, este fato nio
ocorreu no estado de S#o Paulo antes do século XVIIT 2927,

A auséncia de casos da doenca poderia estar ligada a duas
carateristicas especificas da cidade naquela época: i) A sua localiza¢do no
planalto, que para a época era de dificil acesso e isolado do litoral pela serra
do mar e ii) ndo oferecer atrativos aos colonizadores portugueses por ser uma
vila pequena e pobre. Porém, essa situacio mudaria a partir do ciclo do ouro
no estado, pois a cidade de Sio Paulo tornou-se parte da rota dos
exploradores que vinham de diversos lugares, incluindo Rio de Janeiro, cidade
da qual ja se relatavam casos da doenca 2%°Y.

Nos anos 1820, 1851, 1874 e 1886 foram realizados censos
populacionais que permitiram avaliar o comportamento da hanseniase e apesar
da fonte documental apresentar falhas como, erro no diagnostico ou omissio
de doentes das listagens, os dados recuperados permitiram acompanhar o
avanco geografico da hanseniase e o registro de regides com maior incidéncia
da doenca, como por exemplo, o Vale do Paraiba. Esta regido faz parte do
caminho entre Sdo Paulo e a cidade do Rio de Janeiro, onde ja havia relatos de
casos de hanseniase 2% %%,

A analise dos dados coletados nos censos mostrou que a hanseniase
avancou pelo estado de Sido Paulo a medida que a ocupacido do solo ocorreu
com o desenvolvimento agricola e o ciclo do café seguiu para o oeste do
estado 2% 969,

No inicio do século XX o estado de Sdo Paulo ji era considerado uma
regido de alta endemicidade. Outros dados do censo do inicio do século
mostraram que em 1908, o estado apresentava 2.000 mil casos de hanseniase.

Segundo este censo, esse numero poderia dobrar em um periodo de 15 anos.

Estima-se que em 1923, havia 4.115 doentes no Estado, e uma populacio de
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4.600.000 habitantes e em 1927 uma média de 8.000 a 10.000 pessoas
doentes no Estado®.

A partir da década de 40 houve uma reducido no ritmo do crescimento
da endemia, e de 1970 até o ano de 1990 houve uma diminui¢do ano a ano. No
periodo de 1992 a 1996 os indices de casos ativos diminuiram e o principal
motivo foi & alta por cura. Nesse periodo o estado de Sdo Paulo mostrou que
houve 41.550 casos de pacientes com alta contra a entrada de 14.359 novos
casos®.

No Estado de Sio Paulo o indice de prevaléncia da hanseniase em 2002
foi de 1,41/10.000 habitantes, com 5.378 doentes em registro ativo; o niumero
de casos detectados nesse mesmo ano foi 2.765 com um coeficiente de
deteccio de 0,72. Em 2005 os valores encontrados no Estado correspondiam
a 0,44/10.000 hab. com o alcance da meta de eliminacio 61 No periodo de

2006 a 2013 foram diagnosticados 14,627 novos casos e em 2014, 1.441

CasSos novos 11.

2.4. Resisténcia a Drogas na Hanseniase

Até o final da década de 30 nenhuma droga eficaz estava disponivel
para o tratamento da hanseniase. Somente no inicio da década de quarenta
nos Estados Unidos, Faget experimentou uma Sulfona, o Promin, no tratamento
da hanseniase, tendo obtido bons resultados %4%,

J4& no inicio da década de 50 a dapsona foi introduzida como
quimioterapia padrido na hanseniase e passou a ser usada em todo o mundo.
Entretanto, no final dos anos 70 comecaram a surgir cepas resistentes a essa
droga, com niveis acima de 40% em determinadas localidades 2%%*
Posteriormente, novas drogas foram adicionadas ao tratamento da hanseniase
como a rifampicina e a clofazimina %%,

Devido a impossibilidade do cultivo do M. /eprae em meios artificiais, a
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deteccido de resisténcia a drogas na hanseniase ficou limitada aos estudos
com modelos animais. Desta forma, em 1960, Shepard padronizou um ensaio
de inoculacdo em coxim plantar de camundongos e desde entdo, é o método
considerado “padrdo ouro” para o teste de novas drogas no tratamento da
hanseniase e na deteccio de cepas resistentes a drogas 49, 62,63

Variacdoes da técnica de Shepard envolvendo titulacido com numero
variavel de bacilos se mostraram uteis para detectar diferencas nos indices de
viabilidade de diferentes suspensdes de bacilo, mas em virtude de trabalho
arduo, demorado e de alto custo, a técnica tornou—se inviavel, por iSSO poucos
laboratorios no mundo mantém a metodologia 2%,

A partir do sequenciamento do genoma de M. /leprae, e do melhor
entendimento dos mecanismos de resisténcia a drogas em micobactérias, fol
possivel o desenvolvimento de metodologias moleculares para deteccido de
mutac¢des associadas a resisténcia a dapsona, rifampicina e as
fluoroquinolonas®.

As metodologias moleculares como o sequenciamento direto permitem
uma rapida e eficiente deteccdo da resisténcia a drogas em M. leprae. Essa
metodologia é baseada na amplificacdo por PCR de parte dos genes que
podem conter regides determinantes de resisténcia a drogas, do inglés, DRDR
(Drug Resistance-Determining Region) como folP, rpoB e gyrA, associados
respectivamente, dapsona, rifampicina e fluoroquinolona .

A dapsona é uma sulfona sintética que é codificada na regido folP, que
possui dois homologos: folP1 e folPZ. A regido de fo/P1 codifica a sintese de
dihidropteroato (DHPS) que atua na via de biossintese de folato em
micobactérias e tém apresentado relacdo com resisténcia a dapsona. Mutacdes
missense na regido dos coédons 53 e 55 no fol/Pl sdo responsavels pela
resisténcia a dapsona em M.leprae %%,

O componente chave para o tratamento da hanseniase ¢ a rifampicina e

sua resisténcia ¢ resultado de mutacdes no gene rpoB, que codifica a
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subunidade da RNA-polimerase. A resisténcia a rifampicina em M. leprae
também estd ligada as regides missense, cujas mutacdes mais comuns dentro
do gene rpoB estio localizadas no codons 456 e 425 5263,

Apesar de seu mecanismo de acdo ainda nao estar elucidado em M.
leprae, a ofloxacina é uma carboxiquinolona fluorada com atividade moderada
e em outras bactérias parece inibir o processo de replicacdo do DNA por meio
da inibicdo da DNA girase, um tetrdmero contendo duas subunidades A e duas
subunidades B (gyrA e gyrB). As mutacdes dentro do gene gyrA, estio
associadas a resisténcia a ofloxacina em M. tuberculosis e M. leprae. A regido
missense no codon Ala91 foi identificada na maioria das cepas resistentes a

ofloxacina %293,

2.5 M. leprae. Variabilidade Genética e epidemiologia molecular

A disparidade entre as taxas de prevaléncia e novas taxas de detecc¢ido
de casos ao longo de muitos anos enfatiza a falta de conhecimento sobre o
periodo de transmissido e de incubacido da hanseniase. Abordagens para
direcionar estas questdes estdo limitadas pela falta de conhecimentos
fundamentais sobre a epidemiologia da doenca, as fontes de infecc¢do, seu
modo preciso de transmissido e a importancia da avaliacdo de contato. Os
avancos recentes na genotipagem de bactérias baseadas na insercido e
dele¢des de DNA, polimorfismos de nucleotideo unico (SNFP) e outras
estruturas polimorficas de DNA, tais como repeti¢cdes em tandem de nimero
variavel (VNTR), revolucionaram a nossa compreensdo das origens das
doencas, fluxos migratorios, bem como a resisténcia a drogas e sua
propagacio. Estas ferramentas tém melhorado a nossa compreensio sobre os
surtos de doencas e seus padroes de transmissio 64,

Muitos VNTRs, no genoma de Mycobacterium leprae foram relatados

com potencial polimorfico para atuar como marcadores genéticos na
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diferenciacio dos isolados °°.

Os primeiros marcadores genéticos identificados foram (i) uma
sequéncia intragénica de 6 pb no gene rpo7 (6-3), e a segunda, um elemento
repeticdo trinucleotidico (TTC21) acima de um pseudogene. Essa sequencia
apresentou um ntmero variavel de repeticdes em tandem (VN7Rs) quando
sequenciado em diferentes isolados %97,

Apesar da identificacdo desses dois VN7RHs, ainda era limitado o poder
de discriminacio para diferenciacdo entre os isolados. Assim, com a
publicacio do genoma completo de M. /eprae a partir de um isolado de 7amil
Nadu (India), chamado de cepa TN, comecaram a ser descritos outros
marcadores gendmicos polimorficos para os estudos de genotipagem %%,

Groathouse et.al,2004, realizaram um estudo que identificou 9 VN7RKs
polimorficos (AT17, C20, CG6, 6-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AGA20), que
foram aplicados em um painel de i1solados de M. leprae a partir de tatus. Em
outro estudo, foram analisados a diversidade alélica e estabilidade de outros 4
VNTRS do M.leprae em um painel de 1solados a partir de pacientes e animais,
onde foi demonstrado que os marcadores AT17, TA18, GTA9 e GAA
apresentam potencial para diferenciar cepas de M. leprae ™.

Ainda em 2004, a utilizacdo de 3 VN7Ks em um painel de isolados de
biopsia de pele de 33 pacientes multibacilares, mostrou uma variacdo de 10 a
25 repeticoes no TTC 21, 6 a 13 repeticoes no AGT e AT de 8 a 19
repeticoes. Entre os 33 isolados de M. leprae, oito pares de isolados e trés
trios de isolados apresentaram repeti¢des idénticas em dois locis (TTC e AGT
e TTC e AT), e dois pacientes apresentaram o mesmo gendétipo baseado nos 3
VNTRs ( TTC, AGT e AT). Nesse trabalho foi incluido um caso multifamiliar
com 4 pacientes, sendo que 3 destes mostraram divergéncia apenas de 1
repeticio no AT ",

Ainda nesse estudo, foram avaliados os mesmos VN7Rs em diferentes

materiais biologicos (biopsia de pele, material para baciloscépia, swab nasal e
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células mononucleares do sangue periférico) para sete pacientes. Esse
estudo mostrou que os diferentes materiais biologicos do mesmo paciente
apresentaram o mesmo genoétipo, ou seja, correspondiam em ndmero de
repeticdes para os VNTRS L.

Em andlise adicional com amostras de biopsia de pele e biopsia de nervo
de 8 isolados de pacientes, em 7 isolados foram observadas diferencas em
numero de repeticdes para os VNTHs, indicando a existéncia de 2 populacdes
distintas .

Em 2005 Zhang et.al, avaliaram um painel de 44 VN7Rs em 27 isolados
de origem multibacilar mantidos em camundongos. Neste estudo, 11 VN7Rs
selecionados nao apresentaram nenhuma variabilidade genética, enquanto os
marcadores rpoT (6-3), 6-7, 12-5, 18-8, 21-3 e 27-5 foram variaveis,
confirmando com i1sso, os dados encontrados por Groathouse e colaboradores.
Os perfis dos VNTRs avaliados nos isolados de passagem de camundongos
apresentaram o mesmo numero de repeti¢cdes que os 1solados iniciais,
demonstrando assim, a estabilidade e a reprodutibilidade desses VNT7R 7z

Em 2009, uma andalise baseada em PFPCR multip/lex, ou seja, a
amplificacdo de diferentes VN7Rs em uma mesma reacdo de PCK, com
oligonucleotideos marcados com diferentes fluoréforos, foi proposta e
padronizada, permitindo que o nimero de cada repeticdo fosse determinado
pela metodologia Fragment Length Analysis (FLA)™.

Neste estudo, um total de 17 VN7TKs, foram avaliados 4 combinacoes
diferentes de primers em isolados oriundos de pacientes com hanseniase da
fndia, Etiopia, Malawi, Guiana, Filipinas e Tailandia .

A partir da publicacdo desse painel de VN7TRs, trabalhos utilizando as
metodologias PCR Multiplex e FLA foram realizados em paises (Filipinas,
China, Colombia, Tailandia, México, India e o Brasil) com a finalidade de
avaliar os 17 VNTRs quanto a sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade

em ensaios padrdo, utilizando cepas referéncia de M. leprae, para identificar
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os marcadores adequados para a diferenciacio dos isolados do bacilo em
diferentes regides geograficas do globo e determinar sua aplicabilidade como
um método de genotipagem sistemdatico no rastreamento da transmissio da
hanseniase 1719 74. 75, 76,77, 78,

Os estudos da epidemiologia molecular da hanseniase tém sido limitados
devido ao longo periodo de incubacio de M. leprae até o desenvolvimento da
doenca, que resulta em uma disseminacio lenta da doenc;a79.

No periodo de 2002 a 2005, um estudo realizado em Qiubei/ China,
caracterizou 57 1isolados de M. leprae com & Jocis. Nesse estudo foi
demonstrada a transmissido da doenca em ambiente intrafamiliar, com a
presenca de 2 paclentes que possuiam o mesmo numero de coépias para &
VNTRs. Também foram identificadas 2 pessoas de uma mesma familia com
diferencas nos marcadores avaliados, sugerindo que a infecc¢ido foi de uma
fonte externa ao ambiente familiar’’.

Ainda nesse mesmo estudo, foi demonstrado que pacientes de dois
municipios de Qiubel compartilhavam genoétipos similares e concluiu—se que
uma feira tipica da regido, fol a responséavel pela transmissido da doencga, visto
que era o local de encontro da populacio dessas localidades *°.

Um segundo estudo em continuidade ao anterior foi conduzido na
mesma regido de Qiubei até 2010, e 164 casos foram submetidos a
genotipagem por 7 /ocis e desse total foram identificados que 53 pertenciam a
23 familias multicaso, e que 11 destas familias ja haviam sido descritas no
estudo anterior. A andlise evidenciou ainda que em 5 familias foram
observadas a mudanca de apenas 1 repeticio em um utnico VNTR quando
comparado com outra familia ou cluster. Demonstrando assim, uma cadeia de
transmissio ativa da doenca no local .

Outro método descrito para tipagem de M. /eprae sio os SNPs, em 2005

Monot e colaboradores, conduziram um estudo a partir de um painel de

1solados de 21 paises, que permitiu a identificacdo de 3 SNPFPs, determinando 4
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genotipos de M. Jleprae. Esses 4 gené6tipos, relacionados com a origem
geografica do isolado, propiciaram a elaboracio de uma teoria para a
disseminacio da hanseniase pelo mundo, assim, formulou—-se a hip6tese de
que a doenca tenha tido sua origem no leste da Africa, tendo se espalhado a
partir das migractes humanas '°.

Um novo estudo foi conduzido em 2009 utilizando um banco de 400
amostras, que incluiram isolados nido avaliados anteriormente, o que permitiu
a definicdo de 16 genotipos de M. leprae. Na verdade, os 4 geno6tipos
definidos inicialmente foram subdivididos (cada um) em 4 subgrupos. O SNP
tipo 1 apresentou 4 subtipos (1A-D), o SNP tipo 2 também apresentou 4
subtipos (2E-H), o SNP tipo 3 apresentou 5 subtipos (3 I-M) e o SNP tipo 4
apresentou 3 subtipos (4 N-P). Diante desses dados foi confirmada a hipotese
de que a hanseniase teve sua origem na Africa Oriental (SNP 2), a partir do
qual se originou o SNP tipo 1, que seguiu para a Asia com as migracdes
humanas, posteriormente o SNF tipo 3 foi disseminado para o Oriente Médio e
Europa, e por meio do comércio de escravos o SNP tipo 4 chegou a Africa
Central 6.

Em 2013, um novo estudo de epidemiologia molecular da hanseniase na
China foi conduzido com um painel de amostras de outras regides. Neste
estudo a analise dos genotipos dos isolados de M. /leprae foi avaliada por 17
VNTRs e 16 subtipos de SNPs *.

Esse estudo mostrou claramente a importancia de associar o método de
tipagem por SNFP, que elucidou trés possiveis rotas de introducdo da
hanseniase e/ou transmissio da doenca na China. A primeira mostrou que a
rota do norte por meio da rota da seda da Asia Central teria disseminado a
hanseniase na China. A segunda ¢ a rota da Seda do Sul pelo mar que envolve
os paises do sudeste da Asia e a terceira é a rota da seda originaria do porto

de Ningbo que ligava a China, Japdo e a Coreia através do mar da China ™

16,80
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Um ponto importante neste estudo foi a presenca de alguns isolados
com 4 copias para o locus rpoT. Globalmente poucos isolados possuem esse
perfil genético, sendo que este foi o primeiro marcador com polimorfismo
usado para a diferenciacio de cepas japonesas e coreanas 66,80

Os 1isolados que apresentaram perfil 4 repeticbes no VNTR rpoT,
pertencem a duas regides distantes na China, sendo que uma esta localizada
proxima a fronteira ocidental, entre o Tibet e Sichuan, e a outra regido esta
proxima ao Japido e Coreia do Sul. Os isolados com esse perfil confirmam que
h4 uma relacio entre as cepas de origem chinesa e japonesa, no entanto nao é
claro a conexio entre esses isolados, devido a distincia geografica, portanto
acredita-se que possa existir uma explicacio familiar e/ou religiosa .

O conjunto de dados obtidos pela caracterizacio dos 17 VNT7TRS mostrou
por meio de uma analise de PCA a presenca de 3 subpopulacdes distintas
nesse painel e a formacido de um grupo menor. Também se observaram que
duas regides vizinhas Guangdong e Fujian apresentaram perfis distintos de
outras regides da China, Esses isolados quando submetidos a genotipagem de
SNF mostaram pertencer ao tipo 1 até entdo desconhecido na populacio
chinesa %,

Varios estudos vém mostrando que por meio da correta selecdo dos
VNTRS e da associacdo com SNPFP, é possivel verificar bolsdes regionais com
genotipos especificos, como por exemplo, familias multicasos. Permite ainda
a identificagcdo e monitoramento de cl/usters, o entendimento da distribui¢do
geografica da hanseniase e a identificacio de populagdes de risco.
Evidenciando a importancia da combinacio dos dados moleculares e
epidemiologicos para fornecer um melhor entendimento dos padrdes de
transmissio da hanseniase. /0 78 808182
Portanto, os estudos de epidemiologia molecular podem colaborar para

o entendimento da transmissio da doenca em regides de alta e baixa endémia,

identificar a origem de novos casos e assim, auxiliar na definicdo de novas
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estratégias junto aos programas de controle da hanseniase em nivel global. 77’

78,79, 80 ,
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3.0 Justificativa
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Justificativa

A eliminacdo da hanseniase no estado de Sio Paulo foi decretada em
2006, no entanto em varias regidoes do estado, casos novos ainda sio
detectados com considerdvel grau de incapacidade ao diagnostico, sugerindo
significativa prevaléncia oculta. Esse estudo se propds a partir da coleta de
informacoes geograficas, demograficas, clinicas e dos dados dos genotipos de
M. leprae bem definidos, verificar se as taxas de deteccdo de novos casos no
estado de Sio Paulo estio realmente expressando todos o0s casos na
populacio geral. Portanto, avaliar a diversidade genética do M. leprae em
dreas de eliminacido e com continua notificacdo de casos novos pode

enderecar importante contribui¢do aos programas de controle da doenca.

22



4.0 Objetivos
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4.1 Objetivo Geral

e (Caracterizar a variabilidade genética entre os isolados de M. /eprae de

pacientes hansenianos do Estado de Sio Paulo.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar a variabilidade genética dos isolados de M. leprae por meio
das metodologias de MLVA-VNTR e SNP;

e [nvestigar em todas as amostras coletadas a existéncia de cepas do M.
leprae resistentes a dapsona e rifampicina por meio de sequenciamento
de regides especificas dos genes fo/FP1 e rpob;

e Demonstrar a distribui¢do espacial dos perfis genéticos de M. /eprae,

e Definir possiveis cadeias de transmissdo da hanseniase e

e (Comparar os isolados de M. /eprae do estado de Sido Paulo com os

demais isolados brasileiros caracterizados;
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5.0 Casuistica e Metodologia
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5.1 Casuistica

O estudo foi conduzido a partir de 128 amostras de biopsias de pele,
coletadas de todos os casos novos e recorrentes de pacientes com suspeita
de hanseniase que foram atendidos por demanda espontinea no ambulatério
de hanseniase do Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, Sdo Paulo.

As coletas das amostras de bidpsias de pele compreenderam o periodo
de 2001 a 2013. Nzo foram incluidos nesse estudo pacientes com idade menor

que 18 anos.

Os dados clinico—epidemiol6gicos dos pacientes foram obtidos a partir
da coleta por meio dos prontuarios de cada paciente. As varidveis
selecionadas incluiram: forma clinica, ano do diagnostico, reacio, recidiva,
procedéncia, departamento regional de saude, endereco completo, profissio,

estado civil, escolaridade, tratamento e contato para hanseniase.

Por se tratar de um projeto com amostras retrospectivas, um Termo de
Compromisso foi emitido e assinado por todos os pesquisadores envolvidos e
enviado para aprovacdo junto com o projeto ao Comité de Etica em Pesquisa
do Instituto Lauro de Souza Lima, atestando o cumprimento das normas
regentes expressas na Resolucdo n® 466/2012 do Conselho Nacional de

Saude/Ministério da Saude.

5.2 Metodologia

5.2.1 Extracdo de DNA de biépsias de pele: O DNA das biopsias de pele
foi extraido a partir de um kit comercial (DNeasy Tissue QIAGEN) que
proporciona um isolamento de DNA genomico rapido. Para maior conveniéncia
e menor tempo de manipulacido, as células foram submetidas a lise

diretamente com a proteinase K (incluso no k79 sem a necessidade de uma
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extracdo organica ou precipitacdo com etanol. Apos a lise, o DNA foi
purificado em apenas 20 minutos e em seguida mantido a —20°C até a sua

utilizac3o.

5.2.2 Analise de MLVA-VNTR (Multiple-locus VNTR Analysis): Todos os
experimentos de PCR foram realizados com o kit QIAGEN Multiplex, conforme
instru¢des do fabricante. Os 17 loci-VNTRs (micro e minissatélites) foram
divididos em 4 combinacdes contendo “primers’ distintos para realizacido do
PCR multiplex. Os “primers” marcados com diferentes fluoroforos (NED, PET,
VIC e FAM) e nfo marcados foram reconstituidos em tampao TE 1X (10 mM
Tris—HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) para uma concentracio de 100 pM. Foram
feitas aliquotas estoques com 50 pul de cada “primer” e armazenadas a —20 °C.
As Aliquotas de trabalho foram preparadas de acordo com as combinacdes
indicadas no quadro O1 e ajustadas para o volume final de 200 pl com tampio
TE, de modo que cada um dos “primers” ficasse numa concentracio final de 2
uM. Cada “primer” quando misturados nas combinacdes indicadas, ficaram

com uma concentracio de 0,2 pM.

Quadro 1: Combinacdes dos 17 loci —VNTRs utilizados na PCR multiplex e

primers
Combinagdes Tamanho
PCR Loci Primer senso Primer Antisenso fragmento
multiplex (pb)
(AC)8b VIC-GCCCACTTACCTCAACCAAC CCTATAACGGCACTCAGTCCA 390
(GTA)9 NED-AGCCTTAGTCGCGCAGATG TCCGCTGTCCGTCCGCTGA 307
6FAM- o ¢
1 (GGT)5 GCAGCGOTCTAACAGCATAGE TGTCTGCCTTGCGAAACGGTC 242
(AT)17 PET-TCTCCAACATGCTGCGACA GTACAGCGGCCTGATCGAA 181
. VIC- . . .
6-3a ATGCCGAACCGGACCTCGACGTTGA TCGTCTTCGAGGTCGTCGAGA 91
01 _- 6FAM- . < < <~ a1c
21-3 GAATCTGACCTTTCGGAAATG CGATGCAGCTTCCTACGG 312
9 (AC)9 NED-AGCGCCCGTTGTCGATAGA GACTGGATGTCGGCACCCC 236
PET- . e
(AT)15 CAATATGCGGGTTGGCGCTTCTG CCGTCTGGCTCGATGGCTGGATTC | 168
(AC)8a VIC-GTGTTACGCGGAACCAGGCA CCATCTGTTGGTACTACTGA 124
27-5 6FAM-ATTGAGCAGATGGCCGGTC AGCAGTCGGCACGCCCTT 327
3 6-7 VIC-GCCATCGTTGTCGGTTCATC CGGAGGAGGTGGGTACGGT 268
(TA)18 NED-CGTGCGTCGTGTGTAGGC GACGTGGCAACATCGAAGTT 230
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(TTC)21 | PET-CTACAGGGGGCACTTAGCTC GGACCTAAACCATCCCGTTTT 201
18-8 PET-GCCCGTCTATCCGCATCAA GCAAAGATCAGCACGCCAAT 348
4 12-5 VIC-CTGGTCCACTTGCGGTACGAC | GGAGAAGGAGGCCGAATACA 289
23-3 6FAM-CCGAAGCCCTGGACGAAG GCCGTAAATCCGCTCCC 243
(TA)10 PET-TAGATTCAAACGACCATGCA CGCCTTTGTGCACTAATAGT 185

5.2.3 Amplificacdo e deteccdo dos variable number of tandem repeats (VNTRs)
utilizando PCR multiplex: A PCR multiplex foi realizada com o kit QIAGEN
Multiplex e cada reacido teve um volume final de 25 pl, compreendendo 12,5 puL
de Master Mix na concentracio (2X), 2,5 pulL de mix dos “primers” na
concentracio de 2 uM de cada, 2,5 ul. de Q-solution 5x e Agua RNAse free
q.s.p. (kit QIAGEN Multiplex) finalizando com 1, 2 ou 3 plL. do DNA alvo,
conforme o indice baciloscopico de cada amostra. Para cada combinacio de
“primers” foram adicionados controles positivos com DNA da cepa referéncia
NHPD63 e negativos s6 com a master mix e “primers”, para checar a
qualidade da PCR, em um termociclador T-Gradient Thermoblock (Biometra).

Os produtos das reacdes foram analisados em gel de agarose 3%.

5.2.4 Fragment Length Analysis (FLA): Apo6s a amplificacdo, 1lul do
produto amplificado da PCR foi diluido na concentracio de 1:80. A seguir, 1 ul
do produto diluido foi adicionado em 12 pl de formamida Hi-Di e 0,3 pl do
marcador GeneScan LIZ-500. As amostras foram entdo desnaturadas a 94° C
por 5 minutos em um termocilador termociclador T-Gradient Thermoblock
(Biometra), submetidas a eletroforese de capilar e posteriormente injetadas
nos capilares (36 cm, polimero POP-7) em voltagem de 1kV por 22s. A
eletroforese capilar foi realizada em voltagem de 15 kV a 60°C por 45min.
Apos a separagdo, os eletroferogramas foram visualizados e analisados no
software Peak Scanner (Applied Biosystems), conforme figura 03, segundo

Kimura 2009.
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Figura 3: Combinagdo 01 dos loci VNTRs, analisada no software Peak Scanner. (Kimura, 2009).

5.2.5 Genotipagem dos SNPs: Para a definicdo dos genoétipos, segundos
os SNPs, foi utilizada a técnica de PCR-RFLP segundo Sakamuri e
colaboradores em 2009. A amplificacdo das amostras foi realizada utilizando o
kit QIAGEN Multiplex sendo que cada reagdo teve um volume final de 20 pL:
10 puL de Master Mix QIAGEN Multiplex na concentracdo (2X), 10 ym do
“primer forward”, 10 um do “primer reverse”’, 2,0 pL. de Q-solution (5X), 4,0
puL de Agua RNAse free e 3 uL. do DNA alvo, conforme quadro 02 em anexo
03. A PCR foi realizada nas seguintes condi¢des de temperatura: temperatura
de desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos, seguidos de 45 ciclos de 94°C
por um minuto, 55°C por um minuto e 72°C por 2 minutos, finalizando com a

temperatura de extensio de 72°C por 10 minutos.
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Sequenciamento
Presenga do nucleotideo G
GENOTIPO1,
Presenga do nucleotideo T
GENOTIPO2

L)

Nio Digestdo :> PCR da
PCR da Amos &\ SNP 1 ou 2 posi¢do 1642875
Posigao |:> Amplificadas / Digestao
2935685pb Enzimtica com BstUI % Digestao
Enzimética
PCR da Posigao Digil
1467 Genotipo 4

Nio Digestao
Genotipo 3

A
W

Figura 4: Esquema da amplificacdo por PCR e da digestdo utilizando enzimas de restricio para

diferenciac¢do dos 4 genotipos de SNP de M. leprae.

5.2.6 Andlise de resultados de Multiple loci VNTR analysis (MLVA): O
numero de repeti¢cdes encontrado em cada locus foi tabelado em formato de
tabela excel e importado no Software Bionumerics versdo 7.5 (Applied
Mathematics, Bélgica) por meio de um protocolo chamado de “Open Database
Connectivety” (OBDC). Posteriormente, foram criados matrizes de
similaridade, dendogramas e arvores filogenéticas utilizando indice de
similaridade calculado pelo coeficiente categérico e os algoritmos
“Unweighted Pair Group Arithmetic Averages (UPGMA) e “Minimum

Spanning Tree”.

5.2.7 Geoprocessamento: Os dados geograficos (endereco completo,
CEP ou cidade) de cada paciente dos municipios abrangentes foram

importados no software ArcMap 10.2 para a confeccio dos mapas
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coropléticos. Também foram realizados mapas para visualizacido espacial de

casos, por meio do software Earth, versio 7.1.5.1557.

5.2.8 PCR para amplificacdo das regides génicas de interesse
determinantes de resisténcia a drogas (DRDR): A reacdo de PCR foi preparada
usando tampio bx, MgCl2 25 mM fornecidos no mesmo kit da enzima Hot
Start Plus Tag DNA Polimerase (Qiagen), dNTP (Invitrogen) 0,4 mM , 20 pmol
de cada “primer”, 0,5 U da enzima Hot Start Plus Tag DNA Polimerase
(Qiagen) e o 1,0 ul do DNA alvo. A PCR foi realizada nas seguintes condi¢des
de temperatura: desnaturacio inicial de 95°C por 5 minutos, seguidos de 30
ciclos de 98°C por 60 segundos, 60°C por 30 segundos e 68°C por 30
segundos, finalizando com a temperatura de extensdo de 68°C por 3 minutos
em termociclador BioRad T100 Thermal Cycler. Como controle positivo e
otimizacdo da reacdo de PCR foi utilizada a cepas referéncia Thai—-53 na
concentracdo de 10 ng/ul. Para controle negativo foi utilizado somente a mix

da reacdo. O produto amplificado foi vizualizado em gel de agarose a 1,5%.

5.2.9 Sequenciamento dos fragmentos: Os fragmentos amplificados por
PCR foram purificados utilizando o MiniElute Gel Extract Kit (Qiagen). O
produto purificado foi entdo, submetido a reacdo de PCR para sequenciamento
nas seguintes condi¢des de temperatura: desnaturacdo inicial de 95°C por 5
minutos, seguidos de 30 ciclos de 98°C por 60 segundos, 60°C por 30
segundos e 68°C por 30 segundos, finalizando com a temperatura de extensao
de 68°C por 3 minutos, utilizando a quimica Big Dye Terminator v3.3 Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems). As amostras foram
entdo purificadas por precipitacio com etanol-EDTA 125 mM e sequenciadas
no equipamento 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os fragmentos
sequenciados foram alinhados e analisados contra sequéncias referéncias

retiradas do GeneBank, utilizando o programa Seqscape v2.6 (Applied
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Biosystems) para identificacio de mutacdes associadas a resisténcia.

5.3 Célculo da Diversidade Alélica

O calculo da diversidade alélica (h) de cada locus de MLVA-VNTR foi

realizado segundo Selander e colabotadores (1986), utilizando-se a formula:
h=1-2x*[(n/n-1D],

Equacdo 1: Calculo da diversidade alélica onde x; é a frequéncia do alelo 1 no

locus, e n € o numero de isolados.

A diversidade alélica (h) ¢ um bom indice indireto de
heterogeneidade/polimorfismo das amostras e também um bom indice de
poder discriminatoério fornecido pelos loci em estudo. Com base neste indice,
a amostra ¢ considerada altamente discriminatoéria/ polimorfica se h = 0,6;
moderadamente discriminatoéria se 0,3 = h = 0,6 e fracamente discriminatoria

se h =0,3.

32



6.0 Resultados
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6.1 Populacio Estudada

O estado de Sio Paulo esta dividido em 17 Departamentos Regionais de

Satude (DRS), que compreendem 645 municipios (figura 05).

Departamentos Regionais de Salde do Estado de Sio Paulo, 2012.

Figura 5: Mapa da divisdo dos Departamentos Regionais de Saude do Estado de Siao Paulo (DRS).
(Secretaria de Estado da Satde, 2012).

Os 128 pacientes avaliados neste estudo estio distribuidos em 15 DRS,

que abrangem 78 municipios (tabela 01).
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Tabela 1: Distribui¢do dos casos de hanseniase avaliados por nimero de municipios segundo as DRS.

N¢ da DRS DRS N¢ de N¢ de

Municipios Casos

11 Araraquara 09 17

\Y% Barretos 03 05

VII Campinas 01 01

X Piracicaba 04 10

XIII Ribeirdo Preto 02 03

XV S3do José do Rio Preto 01 01

I Sido Paulo 01 01

DRS: Departamento Regional de Saude.

Na figura 06, podemos observar a distribuicdo espacial dos 128

pacientes segundo frequéncia de casos em cada cidade.
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Figura 6: Mapa da distribuicdo espacial dos 128 casos de hanseniase do estado de SZo Paulo, segundo

analise realizada pelo software ArcMap.

Um total de 74,2% dos pacientes sdo do sexo masculino e 25,8% do
sexo feminino. A idade da populacdo avaliada foi de 23 a 78 anos, com média
de 51,4 anos.

Em relacdo a forma clinica da hanseniase nos paciente (tabela 02), a
forma LL foi predominante com 49,21%, BL 28%, BB 13%, BT 4%, TT 1,5%.

Em um total de 4,29% nao foi possivel obter a forma clinica.
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Tabela 2: Numero de casos e forma clinica dos pacientes de hanseniase
diagnosticados no periodo de 2001 a 2013.

Classificagdo Periodo de coleta
(2001-2013)
LL 63
BL 36
BB 17
BT 06
TT 02
ND 04

Classifica¢do Ridley & Jopling 1966. LL (lepromatoso-lepromatoso); BL (borderline-lepromatoso); BB
(borderlineborderline); BT (borderline—tuberculéide), TT (tuberculdéide—tuberculédide); ND (ndo

determinado).

A distribui¢do espacial dos casos de hanseniase segundo a forma clinica

da doenca pode ser observada nos mapas 01, 02, 03, 04 e 05 nos anexos.

6.2 Diversidade genética do M. /eprae no estado de Sio Paulo.

Dos 128 isolados de DNA de M. /eprae submetidos a genotipagem, pela
técnica de MLVA, obtivemos 95 isolados com perfil completo para 16 VNTRs.

Em um total de 33 isolados ndo foram obtidos resultados na FPCK
multiplex e/ ou sequenciamento para 1 ou mais S7Ks, sendo que 15 amostras
para 1 locus, 6 amostras para 2 loci, 4 amostras para 3 loci e para 8 amostras
4 ou mais loci. O marcador com nimero maior de amostras sem sinal no PCK
multiplex e/ou sequenciamento foi o locus (AT)15, portanto o mesmo foi
retirado da anélise.

Todos os isolados com loci incompletos foram testados em diferentes
concentracdes de DNA e primer, no entanto, ndo apresentaram sucesso na

amplificacdo e/ou sequenciamento.
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Na analise para os 16 loci VN7TRs, observamos que 13 eram
polimérficos, enquanto os loci 6-3a (1 alelo), 21-3 (1 alelo) e 23-3 (1 alelo)
foram invariaveis.

O poder discriminatorio dos 16 VNTRs foi determinado por “Simpson’s

Discriminatory Index” pode ser observado na tabela abaixo.

Tabela 3: Frequéncia e diversidade alélica dos isolados de M. leprae do
estado de Sio Paulo.

Ne de repeticdes AC8B GTA9 GGT5 AT17 63A 213 AC9 ACBA 275 67 TA18 TTC21 TA10 233 125 188
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 128 0 0 0 0 0 0 0 128 0 0
3 0 0 1 0 128 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 51
4 0 0 115 0 0 0 0 0 112 0 0 0 0 0 13 7
5 0 0 11 0 0 0 0 0 13 10 0 0 0 0 106 1
6 34 1 0 0 0 0 5 0 0 87 0 0 2 0 5 1
7 87 2 0 0 0 0 81 4 0 21 0 0 7 0 1 4
8 4 15 0 0 0 0 38 29 0 1 0 0 10 0 0 49
9 0 23 0 3 0 0 1 70 0 0 4 5 22 0 0 4
10 0 57 0 16 0 0 0 13 0 0 1 53 43 0 0 0
11 0 9 0 25 0 0 0 2 0 0 1 31 24 0 0 0
12 0 13 0 28 0 0 0 0 0 0 8 21 8 0 0 0
13 0 3 0 26 0 0 0 0 0 0 15 5 1 0 0 0
14 0 0 0 15 0 0 0 0 0 0 20 4 0 0 0 0
15 0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 18 5 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 23 0 0 0 0 0
17 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 11 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

N¢ de amostras 125 123 127 120 128 128 125 118 126 119 120 124 17 128 126 117

Diversidade Alélica 0,44 072 0,17 0,82 0,00 0,00 0,49 0,57 0,20 0,43 1,02 0,72 0,77 0,00 0,28 0,44

Baseado nas DRS do estado, os marcadores que apresentaram perfis
predominantes em cada regido com predominio de repeticdes com mais de

50%, podem ser visualizados na tabela 04.
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Tabela 4: Numero de repeti¢cdes predominantes por VNTR, segundo as DRS

DRS N2 de repetig6es predominantes
(Ac)8 (GTA)9 (GGTS) (AC)9 (Ac)Ba 275  6-6 (TA)18 (TTC)21 (TA)IO 12-5  18-8

Aracatuba 7 10 4 7 7 4 6 10 5 3
Araraquara 7 4 7 4 6 9 5 8
Baixada Santista
Barretos 7 10 4 7 7 4 6 11 5 3
Bauru 7 4 7 9 4 6 10 5
Campinas
Marilia 7 4 7 4 5 3
Piracicaba 7 10 4 7 9 6 5 3
Presidente Prudente 7 10 9 9 4 10 5
Ribeirdo Preto 7 10 9 9 4 6 18 9 5 3
Sdo Jodo da Boa Vista 7 10 4 5 9 4 6 10 5 3
Sdo José do Rio Preto
Sorocaba 7 4 7 9 4 6 10 5 8
Sdo Paulo
Taubaté 7 9 4 8 7 4 6 8 8

DRS- Departamento Regional de Satude

6.3 Anélise da distribuicio espacial dos geno6tipos de M. leprae

A partir da definicdo da frequéncia alélica dos 128 isolados nos
observamos algumas caracteristicas para os loci 12-5. (Fig 07) e 18-8 (Fig.
09).

O lécus 12-5 apresentou 5 isolados com 6 repeti¢des, sendo 1 isolado
na cidade de Ouro verde (DRS Presidente Prudente), 2 isolados em Castilho
(DRS Aragatuba) e 1 isolados em Leme (DRS Piracicaba); 1 isolado apresentou
7 repeticdes em Boa Esperanca do Sul (DRS Araraquara) e 1 isolado com

perfil duplo de 5-7 repeti¢cdes em Capio Bonito (DRS Sorocaba)
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Figura 7: Mapa da distribui¢do espacial dos isolados de M. leprae com repeticdo 6, 7 e 5-7 para o VNTR
12-5, distribuidos pelas cidades de Castilho, Ouro Verde, Bauru, Boa esperanca do Sul, Leme e Capio
Bonito.

Repeticdo 6 Repeticdao 7 ‘ Repeticdo 5-7

Destacamos que os perfis com 6 copias pertencem aos isolados de M.
leprae de 2 pacientes residentes na cidade de Castilho, cuja distancia entre as
casas é de 600 metros. Os dados podem ser observados em detalhes na tabela

05 e no mapa abaixo (Figura 08).

Figura 8: Distribuicdo espacial dos geno6tipos com 6 repeticdes para 12-5 na
cidade de Castilho-SP.

40



Tabela 5: Perfil genético dos isolados de M. leprae com repeticdoes 6, 7 e 57
para o STR 12-5.

ID (AC)8b (GTA)9 (GGT)5 (AT)17 6-3a 21-3 (AC)9 (AC)8a 27-5 6-7 (TA)18 (TTC)21 (TA)10 23-3 12-5 18-8 PROCEDENCIA R&J
P52 6 10 4 2 3 2 7 9 4 15 11 9 2 57 8 CAPAO BONITO LL
Sps4 7 10 4 11 3 2 7 9 4 7 13 12 10 2 7 8 BOAESPERANCADOSUL BB
P56 6 10 4 11 3 2 7 8 4 6 15 10 12 2 6 3 LEME BL
sp79 7 12 4 2 3 2 7 10 4 6 15 10 10 2 6 7 OURO VERDE LL
spss 7 10 4 3 3 2 7 9 4 6 14 13 10 2 6 CASTILHO BB
SP106 6 10 4 1 3 2 8 4 2 6 CASTILHO ™
SP103 6 11 4 3 2 7 10 4 6 16 10 10 2 6 3 BAURU LL

Relag¢do dos pacientes que apresentaram repeticdes 5-7, 6 e 7 copias para o STR 12-5; ID-

identificacdo da amostra.

Outra observacio neste estudo foi para o loci 18-8 com 4 isolados de 9
repeti¢coes. Dois destes isolados (SP 108 e 122) sdo procedentes da cidade de
Itu (DRS Sorocaba), diagnosticados no ano de 2006 e residentes no Hospital
Dr. Francisco Ribeiro Arantes. O paciente SP122 foi diagnosticado pela
primeira vez no ano de 1987 (tabela 06).

Os outros 2 pacientes (SP120 e SP109) sio residentes das cidades de
Bauru e Itapolis, que tem 106 km de distancia uma da outra. Ambos os
pacientes foram diagnosticados no ano de 2006 e apresentam variacdo
genética em 3 loci mais polimorficos. O perfil genético desses isolados e a
distribui¢do espacial podem ser observados na tabela e imagem abaixo (tabela

06) e (figura 09).

Google earth
C

Figura 9: mapa da distribuicdo espacial dos isolados com 9 cépias para 18-8. O marcador maior indica 2

casos.
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Tabela 06:Perfil genético dos isolados de M. leprae com 9 copias para o
locus18-8.

ID (AC)8b (GTA)9 (GGT)5 (AT)17 6-3a 21-3 (AC)9 (AC)8a 27-5 6-7 (TA)18 (TTC)21 (TA)10 23-3 12-5 18-8 DRS
SP120 7 9 4 10 3 2 8 9 4 6 21 14 7 2 5 9 BAURU
SP108 7 9 10 8 9 4 6 21 11 7 2 5 9  SOROCABA
SP122 7 10 9 8 9 4 6 14 12 12 2 5 9 SOROCABA
SP109 7 9 10 8 9 4 6 15 11 10 2 5 9 ARARAQUARA

R
w w w
N NN

DRS- Departamento Regional de Satude; ID- identificacdo da amostra .

Outro ponto observado, foi para a cidade de Gavido Peixoto (DRS
Araraquara) que apresentou 4 casos, ( SP50, SP61, SP86 e SP95), sendo que
2 casos (SP61 e SP95) residem a 30 metros de distdncia um do outro e os
outros 2 casos ( SP50 e SPR6), residem a 600 metros. Apesar de serem
observadas diferencas de 3 a 4 repeticdes nos loci mais variaveis
(AC8A,AT17, TA18, TTC21 e TA10), os outros marcadores apresentaram
nenhuma ou pequenas variacdes de 1 repeticdo (tabela 07). A distribuicio

espacial desses isolados pode ser observada na figura abaixo (figura 10).

Tabela 07: Perfil genético dos isolados de M. /eprae de Gavido Peixoto.

ID  R&J (AC)8b (GTA)9 (GGT)5 (AT)17 6-3a 21-3 (AC)9 (AC)8a 27-5 6-7 (TA)18 (TTC)21 (TA)10 23-3 12-5 18-8 DRS
P50 LL 6 8 4 1 3 2 7 8 4 7 13 10 9 2 5 8 ARARAQUARA
P61 LL 7 8 4 15 3 2 7 7 4 6 12 12 1 2 5 8 ARARAQUARA
P86 BL 7 12 4 3 3 2 7 10 4 6 22 11 2 5 3 ARARAQUARA
SP95 BT 6 8 4 1 3 2 7 9 4 6 10 8 2 5 3 ARARAQUARA

DRS- Departamento Regional de Saude; ID- identifica¢do da amostra.
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Google earth

Figura 10: Distribui¢do espacial dos isolados de Mycobacterium leprae na cidade de Gavidao Peixoto.

6.4 Multicasos Familiar.

Nesse estudo, observamos e analisamos 2 possiveis familias multicasos,
que chamamos familia 1 e familia 2 (tabela 08 e 09).

Os pacientes da familia 1 ( SP19, SP116 e SP123) sio formados por pai,
mde e filha. Os dados de prontuério estdo relatados que os pais sdo residentes
da cidade de Sio Carlos (DRS Araraquara) e a filha reside em Jau (DRS
Bauruw).

Os dados de prontudario relatam que o pai finalizou o tratamento com
PQT-MB pela primeira vez em 1997 e em 2004 foi novamente diagnosticado,
iniciando um segundo tratamento com PQT-MB. A mie foi diagnosticada
também no ano de 2004 e a filha em 2006. Na tabela abaixo (tabela 08)
podemos observar o perfil genético da familia, sendo o SP19: pai, SP116: mie

e SP123: filha.
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Tabela 08:Perfil genético dos isolados de M. leprae da familia 01

ID  AC)8I(GTA)9 (GGT)5 (AT)17 6-3a 21-3(AC)9(AC)8a 27-5 67 TA)L(TTC)21 (TA)10 23-3 12-5 18-8 DRS ‘
SP1I9 7 9 4 14 3 2 9 4 6 14 10 11 2 5 8 ARARAQUARA
SP116 7 9 4 14 3 2 8 9 4 6 14 10 11 2 5 8 ARARAQUARA
SP123 7 9 4 3] 3 2 8 9 4 613 10 11 2 5 8 BAURU

DRS- Departamento Regional de Satude; ID- identifica¢do da amostra.

Quando observamos a tabela 08 encontramos alta similaridade entre os
genotipos da familia 1 e identificamos repeti¢cdes idénticas para a maioria dos
loci. Diferencas alélicas de 1 repeticio foram verificadas somente nos loci
AT17, (AC)9 e TA1S8, sendo que os ATs e TAs foram extremamente variaveis
nessa populacio.

A familia 2 ( SP50 E SP95) ¢ formada por pacientes residentes na
cidade de Gavido Peixoto e é composta por 2 irmiaos diagnosticados nos anos
de 2009 e 2012. Estes pacientes residem em casas diferentes, sendo a
distdncia entre elas de 400 metros. Os 1isolados destes pacientes
apresentaram perfis genéticos com 80% de similaridade, apresentando
diferencas em 4 VNTRS, Ac8a 6-7,TA1O0 e 18-8, nio conseguimos

amplificacdo e/ ou sequenciamento para o VNTR TA18.

Tabela 09: Perfil genético dos 1solados de M. /eprae da familia 2.

ID R&  (AC)8b (GTA)9 (GGT)5 (AT)17 6-3a 21-3 (AC)9 (AC)8a 27-5 6-7 (TA)18 (TTC)21 (TA)10 23-3 12-5 18-8 DRS
SP50 LL 6 8 4 11 3 2 7 8 4 7 13 10 9 2 5 8 ARARAQUARA
SP95 BT 6 8 4 11 3 2 7 9 4 6 10 8 2 5 3 ARARAQUARA

DRS- Departamento Regional de Satude; ID- identifica¢cdo da amostra;RJ — Escala Ridley & Jopling

6.5 Anélise de SNP

Todos os isolados foram submetidos a metodologia de PCR-RFLP para
diferenciacio dos 4 tipos de SNP.
Quando analisamos os genotipos de SNP dos 128 isolados de M. leprae

nesta populacio, observamos em 112 (97%) isolados o predominio do gend6tipo
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3 eem4 (3%) o gendtipo 2. Em 12 isolados das 128 amostras analisadas nio
obtivemos sucesso na amplificacdo, portanto, ndo foi possivel determinar os

genotipos.

Google earth
C

Figura 11: Distribuicdo espacial dos 116 isolados de M. leprae no estado de Sio
Paulo, segundo o genétipo de SNP.

Foram observados ainda, que um total de 21% (n= 24) dos casos sdo de
pacientes naturais de outros estados como: Minas Gerais (n=9), Parana
(n=8),Rio de Janeiro (n=2), Goias (n=1), Alagoas (=1) Ceara (=1), Para (n=1) e
Mato Grosso do Sul (n=1).

Quando realizamos a PCR para amplificacio dos SNPs de resisténcia a
drogas, verificamos que 4 (3.91%) apresentaram resisténcia a dapsona e 1
(0.78%) foi multidroga resistente para dapsona e rifampicina. Esses dados

podem ser observados na tabela abaixo.

45



Tabela 10: Isolados de M. leprae que apresentaram resisténcia a drogas na

populacio estudada.

FolP

rpoB

Codon 55

Codon 456

Isolado
SP11
SP15
SP30
SP84
SP107

CCC-CGC (Pro-Arg)
CCC-CGC (Pro-Arg)
CCC-CGC (Pro-Arg)
CCC-CTC (Pro-Leu)
CCC-CTC (Pro-Leu)

TCG-TTG (Ser-Leuw)

Pro (prolina); Arg (arginina); Leu (leucina); Ser (serina).

Este grupo de isolados que apresentaram perfil de resisténcia a drogas

também foi avaliado para os 16 VN7HRs e SNP de origem geogréafica, e pode

ser observado na tabela 11. Apesar de terem muito loci em comum, nenhuma

ligacdo epidemiologica foi observada. No entanto, 2 destes isolados (SP15 e

SP30) pertencem a cidade de Pirajui e Macatuba (ambas da DRS Bauru) e os

outros 3 isolados sdo das cidades de Itapirapud Paulista (DRS Sorocaba),

Monte Alto (DRS Ribeirdo Preto) e Sdo Paulo (DRS Sio Paulo).
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Tabela 11: Perfil genético para 16 VNTRs dos isolados de M./eprae com
resisténcia a drogas.

ID  (AC)Sb (GTA)9 (GGT)5 (AT)17 6-3a 21-3 (AC)9 (AC)8a 27-5 6-7 (TA)18 (TTC)21 (TA)10 23-3 12-5 18-8 SNP DRS
SP11 8 10 4 13 3 2 8 9 4 6 9 10 9 2 4 3 3 SOROCABA
SP15 6 12 4 3 4 6 12 10 9 2 5 NI BAURU
SP30 7 10 4 13 3 2 7 8 4 5 12 9 1 2 5 3 BAURU
SP84 7 9 3 2 7 8 5 6 18 9 2 3 NI RIBEIRAO PRETO
SP107 8 10 4 15 3 2 6 8 4 6 9 14 8 2 4 3 3 SAOPAULO

DRS- Departamento Regional de Saude; ID- identifica¢do da amostra.

6.6 Estrutura Populacional e filogenia

As analises de estrutura populacional e filogenia deste estudo foram
construidas com base nos 128 i1solados avaliados para os 16 VN7Rs. Usamos
como critério de analise os Departamentos Regionais de Saude (DRS) da
divisdo administrativa da Secretaria de Estado da Saude de Sio Paulo. Assim,
a distribui¢do dos gendétipos obtidos a partir dos isolados de M. leprae, foi
avaliada mediante a regiido de origem de cada paciente.

Inicialmente foi gerado um dendograma com base em 16 VN7TKHKs, mas
em virtude do alto de polimorfismo dos locis AT17 e TA18, observamos um
distanciamento entre os isolados de um mesmo grupo. Assim, optamos pela
exclusdo desses dois loci e mantivemos os demais que ainda forneciam uma
analise fiel da populacdo estudada.

Nessa nova andlise com 14 VN7TKs, a arvore baseada no
UPGMA demonstrou a existéncia de 2 grandes grupos e esta separacdo
observada parece ser conduzida principalmente pelo VNTR 18-8,
apresentando a segunda populacdo com 6-9 repeticdes.

A anélise excluindo os VN7Rs AT17 e TA1S8, resultou na formacio de
07 clusters formados por 2 ou mais isolados, que estido distribuidos nos 2
grupos mencionados, que chamaremos de populacio 1 e 2.

A populacio 1 tem 66 isolados e é composta por 02 clusters de 2
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1solados, enquanto que a populacio 2 esta formada por 62 isolados com 5
clusters com 2 a 04 isolados. A taxa de agrupamento observada foi de 0O,7.

Observamos abaixo o dendograma identificando as 2 populacoes.
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Figura 12: UPGMA gerado por 14 VNTRS para os 128 isolados de M. leprae do estado de S3o Paulo.
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A seguir realizamos as analises para definicdo das relacdes genéticas de
similaridade e ancestralidade entre os isolados, com 95 perfis completos e
128 perfis incompletos para os 16 VN7Rs. Essa analise foi realizada por meio
do algoritmo “Minimum Spanning Tree” (MST).

A estrutura populacional ndo apresentou diferenca quando comparamos
os resultados para os grupos de isolados com perfis completos e incompletos,
entdo optamos em seguir as analises com o painel de 128 isolados.

Na anélise realizada com 16 VN7PRs notamos a formacdo de 2 grupos
mostrando que os 1solados das DRS de Bauru e Araraquara estido
estreitamente relacionados com as demais DRS. A MS7 pode ser visualizada

na figura 13 abaixo.

ARACATUBA
ARARAQUARA

BAIXADA SANTISTA
BARRETOS

BAURU

CAMPINAS

MARILIA

PIRACICABA
PRESIDENTE PRUDENTE
RIBEIRAO PRETO

SAO JOAD DA BOA VISTA
‘SAO JOSE DO RIO PRETO
SOROCABA

SAO PAULO
TAUBATE

G2

Figura 13: Arvore de Minimum Spanning Tree utilizando 16STRs com base em 128 perfis
completos e incompletos de M. leprae distribuidos pelas 15 DRS do Estado de Sao Paulo.
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Para melhor entender esta relacdo, optamos por realizar outra analise

excluindo os Jocis AT17 e o TA18, que foram os dois marcadores mais

polimorficos nesse painel.

Nesta anéalise, descrevemos a seguir a formacio de 3 grupos que pode

ser visto na Figura 14.
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BARRETOS

BALRY

CAMPWNAS

MARLA

PRACICABA
PRESIDENTE PRUDENTE
RIBERAO PRETO

SAD JOAD DA BOA VISTA
SAD JOSE DO RO PRETO
SOROCABA

SAO PALO

TAUBATE

Figura 14: Arvore de Minimum Spanning Tree utilizando 14STRs (excluidos AT17 e TA18), com base
em 128 perfis completos e incompletos de M. leprae distribuidos pelas 15 DRS do Estado de Sado

Paulo.

Consideramos o grupo 1 a partir de um cl/uster formado por dois

isolados de Capdo Bonito (DRS Sorocaba) e de Pederneiras (DRS Bauru), que

foram diagnosticados em 2007 e 2009 respectivamente. Esse cluster
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apresenta uma forte conexdo com outros isolados da DRS de Bauru, Marilia,
Araraquara, apresentando também estreita relacio com o c/uster do grupo 2.

O grupo 2 ¢é formado por um c/uster com 3 isolados, sendo Cafelandia e
Sido Manuel (DRS Bauru), o outro isolado pertence a cidade de Sido José do Rio
Pardo (DRS Sio Jodo da Boa Vista). Os municipios de Sdo José do Rio Pardo e
Sdo Manuel estdo a 351 km de distdncia e 158 km entre Sdo Manuel e
Cafelandia. Importante destacar que isolados de outras DRS estio de certa
forma ligados a esse cluster. Nenhuma ligacio epidemiologica pode ser
recuperada das informacdes de prontuarios.

Quanto ao grupo 3, evidenciamos também a presenca de um Unico
cluster que é formado por 2 isolados, um de Sdo Carlos (DRS Araraquara) e
um de Jau (DRS Bauru). O isolado de Bauru foi diagnosticado no ano de 2006
e o de Araraquara em 2004. Esses isolados pertencem a um multicaso
familiar, estes i1solados deste cluster estdo altamente conectados com outro
isolado de Sdo Carlos (DRS Araraquara).

Este grupo também apresentou 2 subgrupos de i1solados com conexio
forte. O primeiro subgrupo que esta demarcado com um circulo vermelho,
pertence aos isolados (SP 108, 109 e 120) que apresentam 9 copias para o
locus 18-8. O Segundo subgrupo ¢ formado por 5 isolados pertencentes as
DRS Sorocaba e Bauru, sendo um dos isolados de Sorocaba, residente do
Hospital Dr. Francisco Ribeiro Arantes (antigo asilo coldnia), e esta marcado

em azul. A MS7T pode ser vista abaixo na figura 15.
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Figura 15: Arvore de Minimum Spanning Tree utilizando 14STRs (excluidos AT17 e TA18) com base
em 128 perfis completos e incompletos de M. leprae distribuidos pelas 15 DRS do Estado de Sdo
Paulo.

Finalmente realizamos duas andlises a fim de comparar os geno6tipos
desse painel com os isolados das populacdes de Sdo Paulo, do municipio de
Rondonopolis (MT), Pernambuco, Rondonia, Ceara e Rio de Janeiro.

Geramos um MST com 414 genétipos com perfis completos para 15
VNTKs, nessa anélise foram excluidos os VN7Rs 6-3a e AT15.

Observamos uma estrutura formada por 3 populacgdes, sendo que a
maior populacio é composta por amostras apenas de cidades do estado de Sdo
Paulo e do municipio de Rondonépolis, com a formacido de um pequeno cluster.

A segunda populagdo ¢ prioritariamente formada por genotipos do Rio de
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Janeiro, Ceard, Pernambuco e Rondonia. E a terceira populacio esta composta
principalmente por Sio Paulo, Rio de Janeiro e Ronddnia. Nesta anélise
notamos que as amostras de Rondonoépolis (MT) apresentam estreita relacio
com as amostras de Sdo Paulo, assim como as amostras de Ceara estido

agrupadas em uma unica populacdo. A MST pode ser vista na figura 16 abaixo.
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Figura 16: Arvore de Minimum Spanning Tree utilizando 14STRs (excluidos AT15 e 6-3a)
com base em 414 perfis completos de M. leprae do Estado de Sdo Paulo, Mato Grosso,
Pernambuco, Rond6nia, Ceara e Rio de Janeiro.
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7.0 Discussdo
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Discussio

O Estado de Sio Paulo atingiu em janeiro de 2005 a meta de eliminacio
da hanseniase proposta pela OMS, ou seja, menos de um caso por grupo de 10
mil habitantes. Naquele ano foram registrados no Estado 3.196 casos, o
equivalente ao coeficiente de prevaléncia de 0,78/10.000hab. No nivel
regional varios Departamentos Regionais de Saude (DRS) ainda mantém
coeficientes de prevaléncia acima da meta °'.

Com a implantacdo da Poliquimioterapia (PQT/OMS) em 1991, as taxas

de deteccdo no estado comecaram a diminuir mais nitidamente a partir de
2001, e em 2010 a deteccdo foi considerada de média intensidade com 1.754
casos ®L.
A descentralizacio do diagnéstico e o manejo de complicacdes,
incluindo o tratamento e a reabilitacdo de incapacidades constituem
atualmente os eixos norteadores no enfrentamento e controle da doenc¢a. No
entanto, um numero considerdvel de municipios em Sio Paulo mantém a
cadeia de transmissio da doenca. Em 2007, foram detectados 2.044 casos
novos de hanseniase, com um coeficiente de deteccdo de 0,49 por 10.000
habitantes, sendo 83 casos em menores de 15 anos (0,8 por 10.000
habitantes) %°.

A média de idade (51,4 anos) encontrada nesse estudo condiz com os
relatos da literatura e com relagdo ao sexo a hanseniase incidiu em maior
proporcdo em homens. Embora nos tltimos anos a diferenca entre sexos tenha
diminuido como relatado em varios estudos realizados no Brasil, as mulheres
tém sido diagnosticadas em plena fase de reproducdo e ativas para o trabalho.
82

Com referéncia as formas clinicas, houve um predominio das
formas multibacilares e com um enfoque epidemiologico segundo Oliveira
(1990), isto pode estar relacionado a um indicativo de estabilizacdo da

endemia ou tendendo a uma situacido de baixa prevaléncia. No entanto, 1Sso
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poderia ser um sinal de que o diagnéstico teria ocorrido tardiamente,
mantendo a cadeia de transmissido da doenca, j4 que estas sdo consideradas
as principais fontes de infeccdo da hanseniase °°.

O estado de Sio Paulo esta dividido em 17 Departamentos Regionais de
Saude (DRS), que compreendem 645 municipios. Este estudo incluiu casos de
15 DRS, exceto das DRS de Registro e Franca, sendo que as DRS de
Araraquara, Bauru, Marilia, Piracicaba e Sorocaba correspondem a 71% dos
casos avaliados neste estudo. Os outros 29% representam Aracatuba,
Presidente Prudente, Sio Joido da Boa Vista, Barretos, Taubaté, Ribeirido
Preto, Baixada Santista, Sdo José do Rio Preto, Campinas e Sio Paulo.

As regides que apresentaram malor numero de casos neste estudo
apresentam alguns dados histéricos que corroboram com a histéria da
disseminacio da hanseniase no estado de Siao Paulo que ocorreu a partir do
final do século XVIII, como relatado a seguir 59,60

A regido de Bauru nas primeiras décadas do século XX recebeu
imigrantes de toda parte, especialmente, italianos, espanhois, portugueses e
japoneses. Por volta de 1910, Bauru sediava um dos mais importantes
entroncamentos ferrovidrios do pais. Assim na primeira metade do século XX,
essa regido tornou-se um dos principais polos econdmico do estado ®*.

Araraquara e Piracicaba avancaram durante a cultura do café, que se
intensificou a partir de 1850. Esse evento resultou na migra¢io de fazendeiros
da regido de Piracicaba, Itu, Porto Feliz e Minas Gerais para essas regides. A
regido de Marilia teve sua fundacdo no decorrer do desenvolvimento da
estrada de ferro, também teve sua economia inicial baseada no café e
atualmente apresenta-se como um forte polo econdmico na induastria
alimenticia 8%,

Quanto a regido de Sorocaba, os primeiros migrantes a chegarem a esta

regido foram os bandeirantes. A estrada de ferro Sorocabana foi um

importante fator no desenvolvimento industrial da regido, sendo que na época,
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essa regido fol o eixo econdmico entre as regioes norte e sul do Brasil. Essas
informacoes quanto a formacido econdmica das principais DRS envolvidas no
estudo nos mostra e permite estipular a influéncia das migracdes, na
disseminacio e trajeto da hanseniase no estado de Sao Paulo®’.

Em decorréncia do longo periodo de incubacido da hanseniase, até hoje
existe uma dificuldade no entendimento da dindmica de sua transmissio.
Neste estudo observamos que um total de 21% dos casos sio natural de
outros estados como: Minas Gerais, Parand, Rio de Janeiro Goids, Alagoas
Ceara, Para e Mato Grosso do Sul, chamando a atencdo para uma possivel
migracio de pacientes em estado subclinico da doenca ou até mesmo doentes
para o estado Sdo Paulo. Monot et. al 2005 ° demonstraram que os fluxos
migratorios foram responsaveis por disseminar a doenca pelo mundo. No
entanto, nio temos informacio do periodo de residéncia destes pacientes para
confirmacio.

A 1mpossibilidade de cultivo de M. /eprae em meio de cultura axénico
dificulta a obtencdo do DNA, ocasionando maiores obstidculos com relacio aos
estudos que buscam as fontes de infeccdo e a relagcdo dos gendétipos
identificados definidos por um painel de VN7Rs ™76

Submetemos um painel de isolados de M. /eprae a amplificacio em um
conjunto de VNT7TRs e subsequente sequenciamento de fragmentos, cujo
potencial para genotipagem, foram demonstrados em outros estudos. Aliados
aos dados epidemiolbégicos fornecem evidencias para a discrimina¢ido de
geno6tipos predominantes e sua distribui¢do, para a identificacdo de cluster e
entendimento da dindmica de transmissio da doenca ">7081:82,

Nesse estudo, avaliamos a variabilidade genética de isolados de M.
leprae na populacdo do estado de Sido Paulo, utilizando microssatélites e
minissatélites.

Em relacdo ao indice de discriminacido alélica (HGDI) de cada VNTR,

observamos que a maioria apresentou alta taxa de diversidade alélica, sendo 5
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locis com a taxas de diversidade alélica média e 5 com pouca ou nenhuma.
Estes valores sdo similares aos encontrados por Fontes et al 2009, em um
estudo também conduzido no Brasil 7.

O primeiro VNTR com potencial para diferenciar isolados de M. leprae
foi descrito por Matsuoka e Col., e trata—se de uma sequéncia repetitiva de 6
pares de base(6-3a) localizada em regiio intergénica do genoma. Os isolados
do Japido, Brasil, Peru e Paraguai apresentaram 3 repeti¢cdes, enquanto
isolados da principal ilha do Japdo (Okinawa), Coreia e México apresentaram 4
repeticoes %, Os isolados analisados para este marcador na populacio de Sio
Paulo, foi de 3 repeticdes corroborando os achados ja publicados %%77. A
pouca variabilidade desta sequéncia, favorece seu uso como um marcador
filogenético, sendo assim capaz de avaliar mudancas mais lentas de genotipo e
acompanhar a possivel propagacio mundial da hanseniase %72,

A sequéncia TTC, for o segundo VN7R a ser descrito isoladamente.
Localizado em pseudogenes, trata—se de um marcador altamente polimoérfico
que apresentou variacio de 8 a 29 repeticdes nos isolados avaliados 7. Nesse
estudo, a repeticdo TTC apresentou uma diversidade alélica de 0,72 e uma
variacdo de 9 a 15 copias, com predominancia do perfil de 10 e 11 copias.

O desenvolvimento de uma PCR Multiplex com primers marcados com
fluorescéncia para amplificar 17 VN7Rs em 4 combinacdes, tem permitido que
isolados de areas com alta e baixa prevaléncia da hanseniase sejam
diferenciados .

Em nosso estudo utilizamos 16 VNTRKs para caracterizacdo dos perfis
genéticos de isolados de M. leprae, pois optamos pela exclusdo do locus AT15
da andlise em razido da dificuldade de amplificacdo na FPCR. A mesma
dificuldade foi descrita por Monot et. Al 2008, que mesmo clonando algumas
amostras antes do sequenciamento, ndo conseguiram estabelecer o numero
exato de repeticdes. Especula—se que isso aconteca com amostras com mais

de 25 repeticoes °°,
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Os Jocis 6-3a, 21-3 e 23-3 foram invaridveis nessa populac¢io,
apresentando 3, 2 e 2 copias respectivamente. O /Jocus 21-3 apresentou 2
repeti¢cdes para outras populacdes brasileiras, como Rio de Janeiro, Sio Paulo,
Ceara e Pernambuco e o /Jocus 23-3 na maioria dos isolados brasileiros, e
também na populacio de Cebu, Filipinas, Colémbia, India e China também
apresentou 2 repeticoes 11872 7779.80,

Neste estudo os /Jocis GGTS5 e 27-5 apresentaram 4 repeticdes,
concordando com os dados ja descritos para Coldémbia e China que também
demonstraram esse mesmo alelo. Quando olhamos as associa¢des dos
marcadores, GGTH5 e 21-3 notamos que 89% dos isolados deste estudo
apresentaram repeticdes 4-2. Também observamos a relacido de 4-5
repeticdes para os /ocus 27-5 e 12-5 em 75% dos isolados.

Para o /locus 12-5 observamos o predominio do perfil 5 (106/82%)
seguido de 4, 6 e 7 repeti¢des respectivamente. Isolados com 6 repeti¢des
também foram encontrados em estudos conduzidos na Colombia e Cebu. ' 77
Destacamos nesse estudo o encontro de alelos duplos (repeti¢cdes 5 e 7) para
o locus 12-5 em 0.07% % das amostras analisadas. Essas amostras foram
repetidas, utilizando aliquotas diferentes de DNA e o perfil foi confirmado.
Sugerimos a possibilidade de infeccdo mista ou de um evento de duplicacdo
que vem ocorrendo ha longo tempo e isso que deverd ser confirmado em
sequenciamento total do genoma destas amostras.

A caracterizacdo dos isolados de M./eprae nesse painel nos forneceram
algumas evidéncias para a realizacdo de uma andlise da distribuicdo espacial
dos genotipos no estado de Sdo Paulo, particularmente para os /oci 12-5 e
18-8.

Com relacdo ao loci 12-5, dentre os 5 isolados com perfil de 6
repeticdes , destacamos que 2 destes sido de pacientes natural do estado de

Minas Gerais, residentes na cidade de Castilho e as residéncias tem distancia

de 600 metros uma da outra. Ndo foi possivel pela analise dos prontuarios
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determinarmos algum tipo de relacio epidemioldgica, porém mesmo com O
perfil genético incompleto para 6 dos 16 VNTRs, esse dado pode ser
sugestivo de cadeia de transmissido recente da doencga, uma vez que O
paciente SP88 adoeceu em 2012 e o0 SP106 em 2013. . Somente em 1 isolado
nio foi possivel caracterizar o perfil genético para 6 /ocr, fato que pode estar
relacionado a forma paucibacilar da amostra, dificultando a amplificacido de
alguns VNTRs.

Em relacdo aos isolados que apresentaram perfil duplo de 5-7
repeticdes e 7 repeti¢cdes, nenhuma relacio epidemiologica entre eles foi
encontrada. O 1solado com perfil duplo é residente e natural da cidade de
Capido Bonito e adoeceu em 2009 e o paciente que possul o perfil de 7
repeticdes é residente de Boa Esperanca do Sul, com adoecimento também em
2009.

Em relac¢do ao /ocus 18-8, nosso painel apresentou um equilibrio entre

as repeticdoes 3 e 8. Na populacdo brasileira, a repeticdo 3 foi descrita nos

89 76

estados de Rondodnia e Ceard®™ e em amostras do estado de Sio Paulo

Pernambuco, mostrou—-se diferente do restante da populacdo brasileira, com

89

predominio de 4 repeticdes e o perfil com 8 repeticdes observado na

populacio do Rio de Janeiro ‘® Nas populacdes da Colombia ** Filipinas '*!
China " e Tailandia % foram encontradas um predominio de 7 ou 8
repeticdes para este locus.

Ainda para o /ocus 18-8, encontramos 4 isolados com 9 repeti¢des.
Esse perfil foi também observado em 11 isolados em um painel analisado por
Fontes et.al Col.(2009)"% sendo também identificado em 1 isolado da India e 1
da Colombia. Esse marcador foi considerado por Gillis e Col.,** como dificil de
analisar quando testados em concentracdes mais elevadas de bactérias devido
a presenca de bandas multiplas de stutter. Nosso painel de isolados mostrou

que para a populacido de Sio Paulo o /ocus 18-8 exigiu maior concentracio de

DNA para conseguirmos sucesso na amplificacdo e sequenciamento dos
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fragmentos do /ocus 18-8.

Observando os dados epidemiologicos destes isolados com 9 repeticoes,
notamos que 2 pacientes sdo residentes do “Hospital Dr. Francisco Ribeiro
Arantes”, no municipio de Iti (ex-asilo coldonia do estado de Sido Paulo) e
eram naturais das cidade de Sido Simdo e Monte Sido — SP, cuja distancia é de
203 km uma da outra. No perfil genético desses casos, notamos que a
diferenca entre eles estd em 5 Jocis mais polimorficos do estudo, (GTA9,
AT17, TA18, TTC21, e TA10). Do ponto de vista do perfil genético, os
marcadores com alto polimorfismo AT17 e TA1l8, geram as maiores
diferencas entre os isolados, no entanto eles estdo distribuidos dentro do
mesmo agrupamento, porém em ramos diferentes. Esse fato pode estar
relacionado a diferenca de 1, 1 e 5 repeticdes para os loci GTA9, TTCZ21 e
TA1O0.

O mesmo foi observado para os outros 2 pacientes com esse perfil sido
procedentes da cidade de Itapolis (DRS Araraquara) e Bauru (DRS Bauru),
sendo a distancia entre elas de 102 km. Sdo naturais das cidades de
CIANORTE-PR e Sido Sebastido da Grama—-SP. Estes isolados apresentam
diferencas em 3 /oci mais polimorficos, TA18, TTCZ21 e TA1O.

Quando analisamos os 4 casos que apresentaram 9 repeticdes para o
locus 18-8 notamos que existe uma grande similaridade entre esses isolados.
A andlise filogenética mostrou que esses isolados pertencem ao grupo 3 e que
estdo conectados no mesmo ramo, assim mostrando a similaridade genética.

Apesar da falha na informacdo, para entendermos a transmissdo entre
pacientes das cidades de Itu/ Bauru/ Itapolis (com distancia de 250 e 106 Km),
ambos os pacientes foram diagnosticados em 2006, considerando que o tempo
de adoecimento da hanseniase é de 5 a 7 anos, sugerimos que ambos
entraram em contato com o bacilo em um periodo préximo.

Ainda nesse mesmo contexto, foram avaliados 4 casos de hanseniase,

da pequena cidade de Gavido Peixoto pertencente a DRS Araraquara, que
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segundo o IBGE tem uma populacido de 4.419 habitantes e possul 4 unidades
bésicas de saude. Dois destes pacientes apresentam perfil genético com alta
similaridade (80%) e os dados obtidos dos prontuarios revelaram que estes
pacientes (SP 50 e SP95) sdo irmios por parte de pai. Quando checamos os
dados destes pacientes, observamos que estes nio residem na mesma casa,
assim a anélise espacial revelou que a distancia entre as residéncias é de 400
metros.

Quanto aos outros dois casos desta cidade, SP61 e SP86, nossas
analises mostraram que o paciente SP61 reside a 30 metros de distancia de
um dos pacientes do grupo multicaso familiar (SP95), e esses dois isolados
compartilham de 70% de similaridade genética e tiveram o diagnostico da
hanseniase com diferenca de 3 anos. Sugerimos que fol o mesmo 1solado
circulante envolvido na transmissao.

Os SNPs tém proporcionado evidéncias importantes na formulag¢do de
hipoteses sobre as rotas de disseminacido da hanseniase pelo mundo e tem
favorecido a anélise de 1solados de varias partes do globo, e em véarias regidoes
do Brasil.

Nesse estudo, verificamos o predominio do SNF tipo 3, também
observado em outros estudos na populacdo Brasileira, como o esperado para
as Américas '?. Estudos realizados na Colombia e Brasil, correlacionaram os
locis 27-5 e 12-5 com 4-5 repeti¢cdes com o genodtipo tipo 3 e isso foi
observado em 70 % isolados por nés analisados.

Identificamos também 3% de isolados com perfil tipo 2 que estdo
relacionados a isolados oriundos da Etiépia, Malawi, Nepal, norte da India e
Nova Caledonia >'%. Estes pacientes pertencem a cidades de Ibitinga, Birigui,
Amparo e Pirassununga. Exceto por Birigui e Amparo com importante
colonizacdo Asiatica, para as demais cidades niao encontramos uma ligacido
para a presenca do perfil tipo 2.

Outra analise importante neste estudo foi a deteccido de genes de
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resisténcia com mutacio para dapsona e rifampicina, com 5 isolados
apresentando resisténcia para os codons ja descritos na literatura °°,

Somente em 02 isolados dos com resisténcia a drogas, obtivemos o
perfil completo para os 16 VNTRKS. Esses pacientes adoeceram em 2007 e
2006 respectivamente e sio residentes de Sdo Paulo e Sorocaba, cidades com
100km de distancia uma da outra. O paciente de Sdo Paulo é multirresistente,
no entanto nido tivemos informacdes sobre recidiva, entdo sugerimos esse
caso como resisténcia primaria. Com relacio ao paciente de Sorocaba,
informacdes do prontudrio revelam que sua filha e cunhado também
foram diagnosticados com hanseniase, mas nio informa o ano.

A partir da caracterizacdo dos 1solados por MLVA-VNTR para os 16
VNTRs e SNPs, realizamos algumas anélises filogenéticas por MS7T e UPGMA
com a finalidade de definir similaridade e ancestralidade entre os genétipos do
estado de Sdo Paulo, objetivando uma melhor compreensio da distribui¢cio e
da relacio entre os genoétipos com sua origem geografica.

As analises geradas nos revelaram que os i1solados com auséncia de 1
ou mais VN7THKs, ndo alteraram a estrutura e sua distribui¢do na populac¢io.
Essas mesmas andlises nos mostraram que os VNTRS mais polimoérficos
distanciavam e de certa forma ocultavam a definicdo de clusters, dificultando
o entendimento da dindmica de transmissdo nessa popula¢do. Por isso
optamos, por realizar todas as andlises a partir da exclusdo desses
marcadores (AT 17 e TA18).

Na anélise por UPGMA, verificamos a formacdo de 2 grupos distintos,
com a formacido de 5 clusters em um grupo e 2 clusters no outro.
Observamos também, que a formacido de duas populacdes distintas esta
relacionada ao /ocus 18-8, que segregou os geno6tipos em duas populacdes
baseado nos perfis 3, 4 e 5 em uma populacido e os isolados com genotipo 6, 7
8 e 9 em outra populacio.

A anélise por MS7T com 128 isolados para 14 VNTRs verificou a
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importancia da DRS Bauru, seguida da DRS de Araraquara na disseminacio de
genoOtipos para outras regides do estado.

Estudos com familias multicaso sugerem que estas podem representar
focos epidémicos e fontes de transmissio do M. leprae nos ambientes em que
vivem 171879
Quando visualizamos os isolados de multicaso na andlise por MS7T,
notamos que os isolados da familia F2 estio segregados, porém pertencem ao
mesmo grupo (G3), isso ocorre devido a diferenca em 2 VNTRS.

Os isolados de Sio Paulo quando comparados com os demais jéa
caracterizados no Brasil, um total de 414 geno6tipos com perfis completos para
15 VNTRS, permitiu que observiassemos um grande agrupamento com alta
similaridade com isolados de Sio Paulo e Rondonopolis e atribuimos esse fato
a questdes dos fluxos migratérios com finalidade econdmica entre Sio Paulo e
MT em areas de agronego6cio e induastria.

Nosso estudo apresentou limita¢des, como por exemplo, (i) o formato
de busca das informacgdes clinica—epidemiolégica por meio de prontuérios, fato
este, que dificulta na fidelidade dos dados obtidos; (ii) outra limitacdo é o “n”
amostral limitado, em virtude de recebermos os casos por demanda
espontdnea e principalmente por sermos um Centro de Referéncia onde os
pacientes sdo enviado somente nas situac¢des de dificuldade no diagnostico.
No entanto, o conjunto de informacdes apresentadas aqui evidenciou e nos
permite sugerir que temos importantes focos de transmissio continuada da
hanseniase em Sdo Paulo.

Entendemos que é precoce afirmarmos a existéncia de ntcleos de
endémia oculta da hanseniase no estado de Sido Paulo. Porém o
compartilhamento de genotipos com alta similaridade em diferentes DRS, o
diagnostico de casos multifamiliares, e a presenca da hanseniase em vizinhos,
pode ser um indicativo da transmissdo continuada e da possibilidade de casos

nio detectados da doenca, sugerindo a existéncia de falha nos programas de
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controle da hanseniase no estado de Sdo Paulo.

8.0 Conclusoes
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Conclusdes

H4 mais de uma década, a hanseniase foi eliminada como problema de
saude publica no Estado de Sio Paulo, no entanto, algumas regides ainda vém
apresentando taxas de deteccido de novos casos que contribuem para a

manutencio na cadeia de transmissio da doenca.

Os resultados obtidos nesse estudo, por meio da genotipagem dos
isolados de M. /eprae, demonstraram possiveis links na cadeia de transmissao
da doenca no estado, mas a falta de informacdes clinico—epidemiolégicas que
poderiam contribuir na formulacio de hipoteses quanto aos padrdes dessa
transmissio nido foi suficiente para sugerirmos a presenca de focos de

prevaléncia oculta da doenca.

Portanto, esses dados confirmam a importiancia dos programas de
vigilancia da hanseniase, por meio do diagnostico precoce, da busca ativa por

novos casos e o do acompanhamento de seus contatos.
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Anexo 1: Mapa da distribuicdo dos casos de hanseniase LL, no estado de

S3io Paulo.
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Anexo 2: Mapa da distribuicdo dos casos de hanseniase BL, no estado de

Sido Paulo.

e owoxdo Tneg Ag

g |
i
e[
¢ [

18

sya[]

VLSILNVS vYavXIvE

0Nvd OYS 3ANVHO

VISIAVOE
¥a OYOr OYS

©OL13ud OyuI3aN

vanivivey

soLIuuve 013dd OI¥ 04 3SOT OYS

81



Anexo 3: Mapa da distribuicdo dos casos de hanseniase BB, no estado de

Sido Paulo.
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Anexo 4: Mapa da distribuicdo dos casos de hanseniase BT, no estado de

S3io Paulo.
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Anexo 5: Mapa da distribuicdo dos casos de hanseniase TT, no estado de

Sio Paulo.
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Anexo 6: UPGMA gerado com os 16 VNTRS para os 128 isolados de

Mycobcaterium leprae do Estado de Sio Paulo.
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Anexo 7:Quadro com Conjunto de primers utilizados na metodologia para

analise de SNP. (Ref.

Monot 2005)

SNP (posicdo)

Primers

SNP2935685

(senso) 5’ATC TGG TCC GGG TAG GAA TC 3
(anti-senso) 5" ACC GGT GAG CGC ACT AAG

SNP15676

(senso) 5" AAT GGA ATG CTG GTG AGA GC 3
(anti-senso) 5 CAA TGC ATG CTA GCC TTA
ATGA 3

SNP1642875

(senso) 5° TGC TAG TTT AAC CGA GTA CTG
CTA 3

(anti-senso) 5 GTA GTA GTC TTC CAA GTT
GTG GTG &
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Anexo 8 :

Quadro do Conjunto de Primers” utilizados na PCR — DRDR.
(Ref. Matsuoka 2010)

Tamanho do )
Gene Primer Sequéncia (5'-3°)
fragmento em pb
folP1 312 NF2 -GCAGGTTATTGGGGTTTTGA-
FH2 - CCACCAGACACATCGTTGAC-
rpoB 358 Rif-1 -CAGACGCTGATCAATATCCGT-
RpoBR0O5 | ~-CAGCGGTCAAGTATTCGATC-
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tabela dos perfis genético dos 128 isolados de Mycobacterium leprae

Anexo 9:

do estado de S3o Paulo, analisado por 16 VNTRs e SNP filogeogréfico.

R&J (AC)8b (GTA)9 (GGT)5 (AT)17 6-3a 21-3 (AC)9 (AC)8a 27-5 6-7 (TA)18 (TTC)21 (TA)10 23-3 12-5 18-8 SNP

ID
SP1
SP2
SP3

11
10

10
12
13
10

13
14
13
19
13
14
12

13

12

10

LL
BL

11
14
13
15
13
11

11

LL
LL
BL

11
11
11

10
10

P4
SP5

14
12

LL
LL
LL
LL
LL
BL

SP6
SP7
SP8
SP9
SP10
SP11

11

11 10

14

16
12

13

10
13

10
10

10
10

11
10
10
10
12

16
16
18
12
15

14
13
11

LL
LL
BB

SP12

10
10
12
10

SP13

SP14
SP15

BB
BL

10

SP16
SP17
SP18
SP19
SP20
SP21

12

BL

10
10
10
15
11
12
11
10
12
10
10
10

12
14
17
14
16
14
14
16
17

14
14
10
12
12

10

BB
LL
BB
LL
BB

11

11

10

12

SP22

10
11
10

12

LL
LL
LL
LL
BB
LL
BL

SP23
SP24
SP25
SP26
SP27
SP28
SP29
SP30
SP31

12

14
12
12

10

11

10
11

16
16
12
14
13
16
10
13
13
18
15
13
16
14
12
11
15
17
18
15
16
14
13
17
15
15
13
19
15
13
19
17
14

10
11
13
12
15

10
11
11
10
10

10

LL
LL
LL
BT
LL
LL
LL
NI

11
11
13

10

SP32

10
10
11
12
12
13

SP33

SP34
SP35

10
10
12

12
10
12
10
12
10
10
11
11
10
12
12
12
10
12
10
10
11
10
12

12
10
10
11
10
10
10

SP36
SP37
SP38
SP39
SP40
SP41
SP42
SP43
SP44
SP45
SP46
SP47
SP48
SP49
SP50
SP51

11

LL
LL
NI

11
11
13

11
10
10

BL

14
12

BL

11
12

LL
BL

11
10
12
12

10

LL
LL
BL

10

10

11
13

10
10

BB
LL
LL
LL
LL
BL

10

11
13
12

11

10
10
10
10
10
10

SP52

10
11
11
11
11
14
15
12

SP53

10

BB
BB
BL

SP54
SP55

12

10
11
10
10
11

SP56
SP57

BL

10
11
10

10
13

BB
NI

SP58
SP59
SP60

BL
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R&J (AC)8b (GTA)9 (GGT)5 (AT)17 6-3a 21-3 (AC)9 (AC)8a 27-5 6-7 (TA)18 (TTC)21 (TA)10 23-3 12-5 18-8 SNP

LL
LL
LL
LL
LL
LL
BL

ID
SP61
SP62
SP63
SP64
SP65
SP66
SP67
SP68
SP69
SP70
SP71
SP72
SP73

11
10
12
10
10
10

12
10
10
12
11
10
15
10
10
12
11
10
10
10
10
13
10
15
10
11
10
15
15

12
15
16
17
13
14
12
23
17
14
16
17
23

15
13
13
13
14
13
14
13
13
12
11
12
13
11
12

10
12
12
10
12

12
12

12
11
10

BL

BL

BL

10
11

LL
BL

10
10
10

BL

11
10
12
10

15
17
14
23

BL

SP74
SP75

BL

10
13
12
12

12
10
11
12

LL
LL
BL

SP76
SP77

15
15
14
16
16
18
18
13
22

SP78
SP79

10
10
11
10

LL
BB

17
10
11
12

SP80
SP81
SP82
SP83

10

BT
T

BB

BL

SP84
SP85

10

12
11
10
13
11
10
11
10
10
11
10
10

13
13

BL

12

BL

SP86
SP87

10
13

BL

10

14

10

BB
BL

SP88
SP89

10
10
10
11

16
24

12

10
10
10
10
10

LL
BB
BL

SP90
SPa1
SP92
SP93

10

13
16

11

BL

14
11
11
12

BL

SP94
SP95

BT
BT
BT
BL

SP96
SP97

13
11

11

11

15
16
17
16
16
16
13
18

SP98
SP99

BT
LL
LL
LL
LL

11

10
11
11
10
12
11

12
15
13

13

SP100
SP101
SP102
SP103

10
11

10
10

BL

SP104
SP105

14
11
15

10
10
10

LL

T 6
NI

SP106
SP107

11
11
11
11
11
10

21

10
10
10
10
12

LL
LL
BB
LL
BB
LL
LL
LL
LL
LL
LL
LL
LL
LL
LL
BL

SP108
SP109

10

15
15
22

10
10
12
10
10
10

SP110
SP111
SP112
SP113

15
18
16
20
14
14
16
17
21

14
12

SP114
SP115

12

12
10
10
11
10
14
11
12
10
10
10
10
12
13

14
14
14
12
11

11
10
10

SP116
SP117

13

SP118
SP119

10

10
13

SP120
SP121
SP122
SP123

14
14
13
15
16
14
15
15

12

10

11
10

13
11

10
10
10
10

LL
BL

SP124
SP125

12
11
11
13

10
11

LL
BL

SP126
SP127

BB

SP128
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