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1. INTRODUCAO

A Hanseniase ¢ uma patologia causada por bacilos intracelulares obrigatorios:
Mycobacterium leprae ou Mycobacterium lepromatosis, que promovem uma infec¢ao
granulomatosa cronica e t€ém afinidade pela pele e pelas células de Schwann dos nervos
periféricos " 2. O bacilo possui uma alta capacidade de contaminac¢do, porém uma baixa
patogenicidade, pois a maioria das pessoas (95%) possui uma resisténcia inata e inespecifica
4, 7.

O Brasil ocupa atualmente o segundo lugar mundial em nimero de casos de
hanseniase, ficando atrds somente da India >* 2> %2627 Com registros de cerca de 30 mil
casos novos ao ano antes da pandemia, nosso pais ¢ considerado endémico e por abrigar cerca
de 93% dos casos da América Latina, ¢ de vital importancia o incentivo a campanhas
educacionais e a busca ativa constante de casos.

A hanseniase ¢ transmitida pelas vias aéreas superiores de pacientes multibacilares
sem tratamento, mas outras vias nfo foram descartadas, como a percutinea e digestiva *.
Devido ao seu periodo de incubagdo prolongado, entende-se que nas zonas endémicas a
contaminagdo deve ocorrer ainda na infancia; sendo de 2,9 a 5,3 anos para as formas
tuberculodides (TT) e 9,3 a 11,6 anos para as virchowianas (VV).

Fatores genéticos, nutricionais, epidemioldgicos, a utilizagdo de alguns tipos de
medicagdes, a vacinacdo com Bacilo de Calmette-Guerin (BCG) e o estado imunolédgico
interferem na forma clinica que o paciente ird desenvolver ao sair da fase latente para a
sintomatica da doenga > ' 2! 2. Estas influéncias multifatoriais criam um espectro de
possibilidades clinicas que flutuam entre os podlos tuberculdide e Virchowiano. As formas
intermediérias ou Borderlines (BB) sdo mais propensas a desenvolverem reagdes hansénicas
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As reacdes hansé€nicas apresentam sintomas inflamatdrios agudos e podem ocorrer
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durante a infeccdo ou em qualquer periodo e forma, exceto a indeterminada
sintomas estdo vinculados a quantidade de bactérias e a ao tipo e intensidade da resposta
imune do hospedeiro. Elas podem guardar um vinculo com fatores desencadeantes: gestagao,
puerpério, vacinagdo, comorbidades, medicacdes com iodo na composicdo, estresse. Nos
casos duvidosos, o diagndstico pode ser dado pelo aumento de neopterina, uma citocina
liberada durante a ativacdo dos macrofagos em até 75% dos casos, sendo mais elevados nos
pacientes com reagdes reversas (RRH), que os com eritema nodoso hansénico (ENH). Sao
elas reacdo tipo 1 ou reversa (RRH), tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENH) e o
Fenomeno de Lucio (FL).

O diagnostico ¢ fundamentalmente dado pela avaliagdo clinica das manchas cutaneas
com alteragdo na sensibilidade, determinando a intensidade da perda de sensibilidade, a
presenga de nervos espessados, perda de forca e sequelas. Em 90% identificamos lesdes
cutaneas no diagnoéstico e em 10% terdo lesdes neuroldgicas puras. O quadro clinico norteara
a classificagdo e o tratamento . Os exames laboratoriais foram complementares, quando
disponiveis e corroboraram com os diagnosticos mais dificeis. A coleta do raspado
intradérmico (baciloscopia) e a reacao em cadeia da polimerase (PCR) exigem experiéncia do
profissional. O exame anatomopatoldgico podera ser coletado da lesdo, do nervo, dos nddulos
infiltrados e dos linfonodos. O antigeno do glicolipideo fenolico 1 (PGL 1) a parede celular



do M. leprae que pode ser detectado em infecgdes ativas por métodos tradicionais. Os testes
sorologicos ndo fazem parte da rotina devido a sua variavel acuracia ',

Apesar das novas medicacdes imunomoduladoras (inibidores da Janus Quinase e
imunobioldgicos) serem apontadas como importantes estratégias no tratamento de varias
doengas autoimunes e inflamatdrias dermatoldgicas, gastroenteroldgicas e reumatologicas;
podem também contribuir com o aumento de casos de hanseniase. Casos de hanseniase em
imunossuprimidos podem ser 30 vezes mais frequentes do que em pacientes
imunocompetentes. Outro preocupacgdo adicional ¢ o surgimento de casos multirresistentes
entre individuos com alguma forma de imunossupressao.



2. JUSTIFICATIVA DO PROJETO

As medicagdes imunomoduladoras (inibidores da Janus Quinase e imunobioldgicos)
representam uma importante estratégia no tratamento de varias doencas autoimunes e
inflamatorias dermatolédgicas, gastroenterologicas e reumatologicas por agirem, de maneira
geral, especificamente em fatores e interleucinas pro-inflamatérios, trazendo controle
satisfatorio dos quadros e qualidade de vida para os pacientes. Sob o ponto de vista
econdmico, estas medicagdes representam a mais importante fonte de faturamento para
muitas industrias farmacéuticas. A atuacao cada vez mais frequente dessas medicagdes
também traz consigo uma preocupag¢do, principalmente nos paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento, que ¢ o aumento de doencas infecciosas granulomatosas que sdo
endémicas, como a hanseniase. Ja foram detectados em meta-analises aumentos de até 30
vezes nos casos novos desta doenga. Por este motivo, ¢ de suma importancia minimizar os
riscos de infec¢do e aumentar o diagnodstico precoce.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo ¢ demonstrar a prevaléncia da hanseniase e avaliar a
acuracia do PPD como preditor da doenga nos pacientes com diagnostico de tuberculose
latente e indica¢dao do uso de medicacdes imunomoduladoras sistémicas (inibidores da Janus
Quinase e imunobioldgicos) para o tratamento de doencas autoimunes e inflamatorias
dermatologicas, gastroenteroldgicas e reumatoldgicas.

3.2. Objetivos especificos

Constatar a frequéncia relativa de desenvolvimento da hanseniase nos pacientes em
tratamento com medicagdes imunomoduladoras (inibidores da Janus Quinase ¢
imunobioldgicos) durante o periodo do estudo, distinguindo as caracteristicas
epidemioldgicas da populagdo estudada.

Estimar as razdes de prevaléncia para adquirir a doenga levando-se em consideragao:
as medicacdes mais propensas € o seu tempo de utilizagao, por meio de andlise multivariada.

Demonstrar a importancia do diagnéstico laboratorial de casos de hanseniase,
previamente a administragdo dos imunomoduladores (inibidores da Janus Quinase e
imunobiolégicos) como rotina médica através da PCR, baciloscopia e sorologias.

Relatar a resposta clinica dos pacientes em uso de medica¢des imunomoduladoras
(inibidores da Janus Quinase e imunobioldgicos) ao tratamento da hanseniase e sua
propensao a agravos das doengas autoimunes ou inflamatorias em questao.

Avaliar a expressdo génica das vias Thl e Th2 nos pacientes incluidos.



4. METODOLOGIA

4.1. Tipo de Estudo
Foi realizado um estudo transversal do tipo de rastreio.

4.2. Amostra

Foram recrutados pacientes do Hospital Universitario de Brasilia (HUB), em
unidade de saude tercidria da regido Centro-Oeste do Brasil nos ambulatorios de
Dermatologia, Reumatologia e Gastroenterologia. Os pacientes foram incluidos, de forma
consecutiva, pelo periodo de um ano (novembro de 2022 a novembro de 2023)

4.3. Critérios de Inclusiao

Foram incluidos pacientes de ambos os géneros, idades variadas, ocupagdes e niveis
socioecondmicos distintos que foram referenciados ao servico e acompanhados com
indicacdo de medicagdes imunobiologicas ou inibidoras da Janus Quinase diversas para o
tratamento de doencas autoimunes e inflamatérias dermatologicas, reumatologicas ou
gastroenterologicas como fator de risco predisponente a ativacao de hanseniase.

Apo6s inclusdo, todos os pacientes realizaram avaliagdo neuroldgica simplificada,
baciloscopia e PCR da baciloscopia de acordo com os critérios clinicos para diagnostico
foram os protocolados pelo PCDT da Hanseniase do Ministério da Saude do Brasil.

4.4. Critérios de Exclusao

Foram excluidos pacientes que possuiam imunossupressao ativa por outros motivos
que nao o grupo de medicacdes avaliadas pelo estudo, grupos indigenas e aqueles que se
recusaram a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido.

4.5. Aspectos Eticos e Registro do Projeto

Todos os pacientes foram incluidos ap6s assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido. O projeto encontra-se aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina da Universidade de Brasilia (66963323.90000.5558).

4.6. Baciloscopia e PCR

O raspado linfatico foi coletado de acordo com as recomendacdes do Ministério de
Saiude do Brasil. Sendo feita incisdo superficial com lamina 15 de bisturi. Apds a incisdo, por
esfregaco linfatico e raspado, o material ¢ fixado em lamina de microscopia. Nao ha
necessidade de sutura ou curativos especiais. O material foi analisado pela coloragao especial
de Fite-Faraco no laboratério de dermatomicologia da UnB. Foi realizado PCR para detec¢ao
do material genético (DNA) da bactéria no mesmo raspado linfatico utilizado na
baciloscopia. Os procedimentos moleculares foram realizados conforme técnica validada no
laboratorio de dermatomicologia da UnB %,

4.7. Expressiao génica



Vinte mililitros de sangue venoso foram coletados por pun¢do cubital, em dois tubos,
um contendo heparina e outro com ativador de coagulo e gel, ao entrar no estudo.

4.8. Procedimento laboratorial

Apobs a coleta, o sangue venoso foi separado nas seguintes fases para avaliagdo de
material genético: plasma, células mononucleares de sangue periférico (PBMC) e conjuntos
de granuldcitos e eritrocitos.

4.9. Procedimentos da Separacio:

1. Centrifugar os tubos de coleta a 1.900g, 22°C por 10 minutos.

2. Apos centrifugacdo, transferir o plasma heparinizado com auxilio de pipeta soroldgica de
10 mL para 4 microtubos conicos de 1,5 mL (tipo eppendorf), previamente identificados e
armazenar a -80°C até a extracdo do DNA. Se o volume for inferior a 1,0 mL, ¢ aliquotado
em 2 microtubos.

3. Apos retirar o plasma, verificar o volume de sangue total (creme leucocitario e hemacias)
no tubo.

4. Diluir o sangue na propor¢do 1:1 em RPMI incompleto Gibco®. Colocar o meio RPMI
1640 incompleto (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) pela parede do tubo.

5. Em seguida, homogeneizar o sangue total ¢ RPMI incompleto e aplicar lentamente com
auxilio de pipeta sorologica de 10 mL a metade (propor¢do de 2:1) do volume de uma
solugdo de Ficoll-Hypaque (1077) a temperatura ambiente, ja distribuido em tubos conicos de
50mL (ou de 15mL, dependendo do volume total de amostra) de polipropileno.

6. Centrifugar os tubos a 680g durante 40 minutos a 22°C, com aceleragdo e desaceleragao
baixas (aceleracdo: 2 e desaceleragdo: <0).

7. Retirar o sobrenadante de RPMI e descartd-lo. Em seguida, retirar o anel de células
mononucleares com o auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro e transferi-lo para tubos conicos
de 15mL de polipropileno (tubo fosco) e manter as células no banho de gelo em um isopor.

8. Completar para 14 mL de RPMI incompleto, homogeneizar suavemente por inversdo e
centrifugacdo a 400g por 7 minutos a 4°C (la lavagem), com aceleragdo (9) e desaceleracao
(3).

9. Manter as células sempre no gelo.

10. Retirar o sobrenadante do lavado de PBMC por inversdao (sem auxilio da pipeta) e
ressuspender o pellet, homogeneizando-o levemente no fundo do tubo com auxilio dos dedos
médio e indicador.

11. Ap6s completar para 8§ mL de RPMI incompleto, homogeneizar suavemente por inversao
e centrifugado a 400 g por 7 minutos a 4°C (2a lavagem), com aceleragdo (9) e desaceleracao
(3). Manter as células no gelo.

12. Retirar o sobrenadante do lavado de PBMC por inversdo e, usando a pipeta de 1,0mL,
retirar a0 maximo o meio restante sem retornar o tubo para a posicao vertical.

13. Em seguida, dependendo do tamanho do pellet celular, adicione 0,5 mL ou ImL ou 2 mL
de RPMI incompleto: ATENCAO: O pellet de PBMC obtido a partir de 1 tubo de coleta em
heparina soddica ¢ normalmente ressuspenso em 1mL de RPMI incompleto.
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14. Em casos de baixo rendimento, o pellet fica pequeno e, por isso, recomenda-se
ressuspender em 0,5 mL de RPMI incompleto. Em casos de contaminagido com granulocitos,
o pellet fica muito grande e, por isso, recomenda-se ressuspender em 2 mL de RPMI
incompleto.

4.10. Extraciao do RNA:

Foram utilizados 350 microlitros das células mononucleares periféricas para extragao
com uso do Kit mirVana PARIS Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) conforme
orientagdo do fabricante.

4.11. Armazenamento e processamento de amostras de sangue

Amostras de RNA foram armazenadas no biorrepositorio a -80°C e posteriormente
transformadas em DNA complementar. Os niveis de expressao dos mediadores imunoldgicos
foram avaliados por RT-PCR (qRT-PCR) quantitativo, utilizando-se sondas TagqMan
pré-fabricadas (Applied Biosystems, Foster City, CA) para cada transcricdo, com
retrotranscri¢do configurada com 1 ng / pL. de RNA de PBMCs. As reagdes foram realizadas
em um termociclador QuantiStudio 3 (Applied Biosystems, CA). Os niveis de normalidade
das citocinas foram obtidos conforme a mediana de todas as amostras incluidas no estudo.

A andlise da expressdo do RNA mensageiro (mRNA) foi realizada utilizando sondas
fabricadas com base em Tagman (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos)
marcadas com sondas 5' de amidites de fluoresceina (FAM) e 3' minor groove binder (MGB).
Selecionamos um conjunto de citocinas descritas como envolvidas no balango imunolégico
Th1-Th2. Medimos a expressao génica da IL-10 (numero de catilogo (CN):
Hs00961622 m1), TNF (CN: Hs00174128 m1), IL-17A (CN: Hs00174383 m1) interferon-y
(CN: Hs00989291 m1), sempre que disponivel (sufixo ml) usando sondas que abrangem
uma jun¢do de exon para evitar amplificacdo ndo intencional de fragmentos de DNA. Como
controles enddgenos, testamos 3 alvos candidatos gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH; CN: Hs99999905 m1), rRNA 18S eucariodtico (18s; CN: Hs99999901 sl) e actina
beta (ACTB; CN: Hs99999903 m1). GAPDH foi escolhido como controle endégeno para as
reagdes.

4.12. Analise estatistica

Os dados coletados foram tabulados. A frequéncia de casos de hanseniase em
pacientes com tuberculose latente (presenga de um PPD reator sem qualquer sinal clinico da
doenga) foi calculada junto com seus intervalos de confianca. Possiveis fatores associados
foram detectados e a razdo de prevaléncias foi calculada pelo programa estatistico R. A
significancia estatistica foi definida com um intervalo de confianca de 5% (p < 0,05).
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5. RESULTADOS:

Foram incluidos, consecutivamente, 139 pacientes no estudo. Oitenta e cinco
pacientes eram do sexo feminino. Do total de pacientes incluidos, sete apresentaram o
diagnédstico de hanseniase. Os grupos de pacientes imunossuprimidos com e sem hanseniase
ndo foram diferentes quanto ao sexo, idade, e doses prévias de BCG recebidas (Tabela 1).
Dos sete pacientes com hanseniase dois apresentavam o diagndstico de psoriase (em uso de
ustequinumabe e adalimumabe), um hidradenite supurativa (em uso de adalimumabe), um
urticaria cronica espontanea (em uso de omalizumabe), um pénfigo vulgar (em uso de
rituximabe), um doenca de Crohn (em uso de infliximabe) e um retocolite ulcerativa (em uso
de adalimumabe).

Apenas dois dos pacientes com hanseniase apresentavam o PPD positivo. Nao houve
diferenga na positividade do PPD ou no tamanho do PPD quando comparados os grupos de
pacientes imunossuprimidos com ou sem hanseniase. Desta forma o PPD na presente amostra
nado foi um indicativo de hanseniase.

Nenhum paciente do grupo de imunossuprimidos com hanseniase teve historico de
tuberculose prévia e apenas 1 paciente do grupo de pacientes imunossuprimidos sem
hanseniase apresentava diagnostico prévio de tuberculose ja tratada. Nao foi encontrada ainda
diferengas entre a frequéncia de contatos intradomiciliares de hanseniase entre os grupos de
pacientes imunossuprimidos com e sem hanseniase (Tabela 1).

Tabela 1. Dados clinicos e demograficos dos pacientes incluidos no estudo.

Hanseniase (n =7) Controle (n=132) P - valor
PPD positivo 2(28,57%) 72(54,55%) 0,252
Valor do PPD 0(7,50) 5(15,00) 0,274
Sexo 1,000
F 5 83
M 2 49
Idade 46(8) 49(18) 0,739
TB prévia 0 1 1,000
Doses prévias de 1(0) 1(0) 0,900
BCG
Contato 1 5 0.271
intradomiciliar de
hanseniase

Os pacientes incluidos estavam em uso de diversas medicagdes sistémicas para
diversas condi¢des autoimunes, incluindo bioldgicos anti-TNF ou ndo, inibidores da Janus
Quinase e imunossupressores classicos. A abordagem analitica desta variavel nao foi possivel
pelo uso de diversas medicagdes diferentes.
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A dosagem da expressdo génica de citocinas em células mononucleares periféricas
demonstrou que pacientes com hanseniase apresentavam uma regulacdo positiva da expressao
da IL-17A em comparagdo aos pacientes imunossuprimidos sem hanseniase (Tabela 2, Figura

D).

Tabela 2. Quantificagdo relativa mediana das citocinas analisadas em relacdo aos controles.
A quantificag¢do dos controles foi definida pelo valor de 1.

Direcao da Hanseniase P - valor
associacao
TNF + 4,196 1,000
IFN-y - 1,110 1,000
IL-17A + 328,685 0,001
1L-10 --- 1,000 1,000

5
o N | _- == _-

GAPDH IFNG L1 74 TNE

W Immunocompromised W Leprosy

Figura 1. Grafico em barras demonstrando a quantificacao relativa das citocinas entre
pacientes imunossuprimidos com e sem hanseniase.
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6. DISCUSSAO

A hanseniase ¢ uma doenca negligenciada, endémica em paises com problemas
econdmicos e sociais como o Brasil ® '*, Dados mostram que a incidéncia e prevaléncia da
hanseniase no Brasil se mantém estdveis nos ultimos 10 anos e que novas politicas de
elimina¢do da doenca devem ser reforgadas ** **. O grande objetivo das politicas publicas
efetivas € o diagnostico e tratamento precoce da doenca. Este tipo de agdo visa uma reducao
das incapacidades fisicas e da quebra da cadeia de transmissio ®.

As doencas imunomediadas sdo condi¢des crescentes em todo o mundo. O aumento
da expectativa de vida, influéncias genéticas e ambientais explicam esta tendéncia que ocorre
em todo o mundo *'>?°. Esta maior incidéncia de doengas imunomediadas vém acompanhada
da necessidade do uso de medicagdes que reduzem a imunidade celular dos individuos.

Apesar da tuberculose ser a doenga infecciosa mais impactante relacionada ao uso de
imunossupressores, deve-se reconhecer que a hanseniase ¢ a segunda micobacteriose mais
comum a afetar seres humanos e que depende de vias imunologicas semelhantes as descritas
para a patogénese da tuberculose '°.

Estudos brasileiros recentes demonstram que pacientes imunossuprimidos,
principalmente aqueles que usam corticosteroides e anti-TNF tém um risco aumentado de
desenvolver hanseniase °. A presenca de contactantes intradomiciliares com o diagndstico de
hanseniase e que nunca foram tratados também ¢ um fator de risco importante.

O presente estudo demonstrou que 7 (5%) pacientes dos 139 pacientes incluidos
apresentavam o diagnostico de hanseniase. Este dado esta em concordancia com publicagdes
anteriores . Acredita-se que um bloqueio imunoldgico cronico e o contato inadvertido com
pacientes multibacilares explicam esta alta porcentagem de pacientes imunossuprimidos em
uma area endémica.

O PPD nao foi uma boa ferramenta para a deteccao da hanseniase. Em pacientes que
iniciardo a imunossupressao faz-se necessaria a realizagdo de profilaxia para impedimento da
reativagdo da tuberculose "°. De fato, um PPD reator representa presenga de imunidade
celular adequada. Como o paciente que adquire hanseniase apresenta um escape imunolégico
da imunidade Thl seria de se esperar também um PPD mais frequentemente negativo pela
relativa anergia dos pacientes com hanseniase.

A avaliagdo da expressdo génica de citocinas em células mononucleares periféricas
demonstrou que pacientes imunossuprimidos apresentavam uma regulagdo aumentada da
IL-17A. A IL-17 vem sendo intimamente relacionada com a ocorréncia da neurite hansénica.
Inclusive, medicamentos bloqueadores da IL-17 vem se mostrando opgdes promissoras para o
tratamento seguro da neurite hansénica °. A presenca de neurite clinicamente reconhecivel ou
ndo pode explicar uma maior regulagdo da IL-17 em pacientes com hanseniase.
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7. CONCLUSAO:

Pode-se concluir que a hanseniase ¢ um grave problema de saude publica em
pacientes imunossuprimidos. Nao existem exames de rotina para realizar o rastreio da
hanseniase em pacientes imunossuprimidos e por isso o médico assistente deve estar atento e
conhecer as manifestagdes clinicas da hanseniase. Por fim, a IL-17, um importante mediador
da neurite hansénica demonstrou estar expressos positivamente em pacientes com hanseniase
e imunossuprimidos.
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