Rev Sadde Publica 2011;45(3):631-3

Instituto Lauro de Souza Lima,
Coordenadoria de Controle de
Doencas, Secretaria de Estado
da Sadde

Correspondéncia | Correspondence:
Instituto Lauro de Souza Lima

Informes Técnicos Institucionais

Recidiva e resisténcia em
hanseniase

&1 Relapse and drug resistance in

17034-971 Bauru, SP, Brasil

Texto de difusao técnico-cientifica da
Secretaria de Estado da Sadde de Sao Paulo.

leprosy

Dentre as estratégias para o controle da hanseniase,
sdo primordiais o diagndstico precoce dos casos e seu
tratamento adequado com os regimes de poliquimiote-
rapia (PQT) recomendados pela Organizagao Mundial
da Satide (OMS). Nesse sentido, 0 monitoramento de
recidivas e resisténcia a drogas desses regimes assume
relevancia. O Instituto Lauro de Souza Lima (CCD-
SES-SP) participa desse esfor¢o como um dos centros
internacionais de referéncias para o monitoramento
clinico e laboratorial desses eventos.

A introdugdo dos regimes de poliquimioterapia no
Brasil em 1990 levou a uma redugéo de até¢ 75% na
taxa de prevaléncias da hanseniase. Mesmo com os
avangos no tratamento, a hanseniase ainda ¢ um im-
portante problema de saude publica no Pais. De fato,
a distribuigdo espacial da doenga no Pais em 2009,
mostrada pela Coordenagdo Geral do Programa de
Controle da Hanseniase do Ministério da Saude do
Brasil, define dez clusters com taxas de prevaléncia
acima de 1/10.000 habitantes, com detecgao de 37.610
casos novos naquele ano;* dentre eles, 3,6% foram
declarados como recidiva.’

O esquema PQT foi proposto pela OMS para evitar a
selecdo de cepas resistentes a drogas, apds a monote-
rapia com dapsona (DDS) ter sido utilizada por muitas
décadas e de terem sido identificados varios casos de
resisténcia a dapsona na fase pds-tratamento.

Dentre os fatores que podem contribuir para a ocorrén-
cia de recidivas, estdo as caracteristicas inerentes ao M.
leprae — micobactéria causadora da doenga —, como
tornar-se pouco ativas e voltar a se multiplicar apds o
término do tratamento (bacilos persistentes). Fatores
relacionados a cinética das drogas — e.g. irregularidade
de tratamento pelo paciente ou alteragdes que possam
levar a menor absor¢do — podem resultar em recidivas
ou mesmo manutengdo da doenga ativa, sendo neces-
sario estender o tempo de tratamento em pacientes
nessas condigdes. A reexposi¢do do paciente a altas

cargas bacilares (reinfec¢do) ndo pode ser descartada,
principalmente em areas endémicas da doenga. Além
desses fatores, alteragdes genéticas (mutagdes de base
unica) em genes relacionados a resisténcia a drogas
podem levar os bacilos a se tornar resistentes.

As recidivas associadas a resisténcia medicamentosa
tém sido relatadas desde o inicio da década de 1960,
principalmente relacionadas ao uso prolongado de
dapsona. Relatos de resisténcia a rifampicina (RFP) sdo
menos comuns, embora ndo menos importantes, uma
vez que a RFP ¢ a principal droga do esquema PQT,
com elevado efeito bactericida.

Dessa forma, entre outras agdes, um componente
fundamental para o controle da doenga é o tratamento
adequado, pelo uso correto dos medicamentos, que
inclui 0 nimero de doses e do tempo determinado, con-
forme protocolos validados internacionalmente. Nesse
contexto, 0 monitoramento da resisténcia medicamen-
tosa tem papel importante, devendo-se langar mao
de exames laboratoriais complementares, tais como
baciloscopia, histopatologia e inoculagdo experimental
de camundongos. Esses exames testam a viabilidade
bacilar e a sensibilidade a drogas (dapsona e RFP)
utilizadas no esquema PQT. Recentemente, técnicas
moleculares sdo utilizadas na detecgdo de mutacdes em
genes relacionados a resisténcia a drogas.

AVALIACAO DE RESISTENCIA

Inoculacio em camundongos (técnica de Shepard)

Esse procedimento ¢ realizado a partir de uma biopsia
de lesdo de paciente com suspeita clinica de recidiva,
em suspensdo de bacilos processada de acordo com o
protocolo descrito no manual Laboratory Techniques
for Leprosy.© A concentragdo de bacilos ¢é ajustada para
10* bacilos/0,03 ml. Esses bacilos sdo inoculados por
via intradérmica nos coxins plantares traseiros (0,03
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ml/pata) de 30 camundongos da linhagem BALB/c. Os
animais sao divididos em trés grupos: controle (dieta
sem droga), DDS 0,01% (droga adicionada a racdo) e
RFP 10 mg/kg (droga administrada semanalmente por
gavagem durante seis meses). Os animais s3o manti-
dos em salas climatizadas, recebendo agua e ragdo ad
libitum, e entdo sdo sacrificados apos dez meses de
inoculagdo e os coxins plantares serdo processados
para avaliar se houve ou ndo multiplicagdo bacilar. O
material restante do in6culo ¢ utilizado para extragdo
de DNA gendmico.

Biologia molecular

Para verificar a presenga de mutagdes em genes rela-
cionados a resisténcia, 0 DNA gendmico extraido de
suspensdes de bacilos ¢ amplificado utilizando a técnica
de nested-PCR e seqiienciado por eletroforese capilar.
Mutagdes relacionadas a resisténcia a dapsona podem
ser encontradas no gene folP1, que codifica a enzima
dihidropteroate sintase, nos codons 53 e 55. Para RFP
a mutac¢do pode ser encontrada no gene rpof}, que
codifica a subunidade B do DNA dependente de RNA
polimerase. Mutagdes foram descritas nos codons 407,
410, 420, 425 e 427. A resisténcia as quinolonas tem
sido descrita no gene gyrA, relacionado a DNA girase,
nos codons 89, 91, 92 e 95.

RESISTENCIA EM HANSENIASE NO BRASIL

A maioria dos relatos de casos de resisténcia medica-
mentosa em hanseniase referem-se a estudos pontuais
realizados por iniciativa dos servigos especializados em
hanseniase, confirmados por inoculagdo experimental
em camundongos. No Instituto Lauro de Souza Lima
(ILSL), em Bauru, SP, sdo estudados casos de recidiva
com suspeita de resisténcia em pacientes tratados com
esquema PQT/OMS-24 doses, pacientes tratados com
dapsona (monoterapia) e alguns poucos pacientes tra-
tados pelo esquema Divisdo Nacional de Dermatologia
Sanitaria. Pacientes tratados com PQT/OMS-12 doses
tém sido avaliados com suspeita de reativagido da doenga,
mas ndo necessariamente sdo suspeitos de resisténcia.

Como resultado de anos de trabalho com inoculago ex-
perimental, pesquisadores do ILSL mostraram resistén-
cia a dapsona em 5/40 casos de recidiva e a rifampicina
em 2/40 casos testados em camundongos, em amostras
do estado de Sao Paulo.? Outro relato mostrou presenca
de bacilos resistentes a dapsona em 3/28 pacientes de
varias regioes do Brasil que recidivaram.® Os resulta-
dos de estudo para avaliagdo de recidivas do estado do
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Par4 mostrou resisténcia a dapsona e rifampicina em
2/7 amostras testadas e resisténcia somente a dapsona
em 1/7 amostras.

Amostras de cinco estados brasileiros (AM, CE, RJ,
ES, PA) foram coletadas em um projeto multicéntrico
financiado pelo Departamento de Ciéncia e Tecnolo-
gia do Ministério da Satde e Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (DECIT/
CNPg-2006-2008) e avaliadas por seqlienciamento
direto. Nos pacientes com recidiva foram detec-
tadas resisténcia a dapsona em 1/230 amostras e
resisténcia multipla em 3/230 amostras.

Além desses poucos estudos, tém sido detecta-
dos casos de resisténcia, alguns com resisténcia
multipla, o que pode no futuro ter impacto na
eficacia da PQT.

REDE DE VIGILANCIA DE RESISTENCIA EM
HANSENIASE

Apesar da resisténcia as drogas da PQT ndo ser um
problema de grande magnitude em nenhum pais, desde
o0 ano de 2007 o Comité Técnico Assessor da OMS tem
discutido a necessidade de estabelecer um programa
de vigilancia de resisténcia em hanseniase. Essa rede
tem como principal objetivo monitorar a resisténcia,
principalmente em areas mais vulneraveis, e combater
o problema em areas emergentes.

Em 2009 foi criada pela OMS a rede sentinela de vi-
gilancia da resisténcia medicamentosa em hanseniase.
Para atingir os objetivos, a rede tem apoio dos progra-
mas nacionais de controle da hanseniase e participagdo
dos principais institutos de pesquisa em hanseniase no
mundo. O Brasil implantou projeto piloto em 2010,
visando inseri-lo gradualmente no Programa Nacional
de Controle da Hanseniase do Ministério da Saude,
respeitando as atribuigdes de cada esfera do Sistema
Unico de Satde.

Cada regido do Pais enviard suas amostras com suspeita
de recidiva para um dos centros processadores: Fiocruz,
RJ (Rio de Janeiro, Espirito Santo, Ceara); ILSL, SP
(Sao Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Per-
nambuco, Piaui); Centro de Referéncia Nacional em
Dermatologia Sanitaria/Hanseniase, Hospital de Clini-
cas, Universidade Federal de Uberlandia, MG (Minas
Gerais, Maranhdo); Fundagido Alfredo da Mata, AM
(Amazonas, Acre, Rondonia); Centro de Referéncia
Marcelo Candia, PA (Para, Amapa).
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A proposta da rede é monitorar a resisténcia utilizando
técnicas de biologia molecular estabelecidas nos centros
processadores e validar resultados em laboratorios de
referéncia dos centros colaboradores.

O ILSL, como centro de referéncia nacional e centro
colaborador da Organizagdo Pan-americana de Saude/
OMS, recebe apoio da Secretaria de Estado da Satude de
Sao Paulo, do Ministério da Saude, com financiamento
de projetos de pesquisa pelo DECIT/CNPq, da Funda-
¢do de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo, da
Fundag@o Paulista contra a Hanseniase e Associagdo
Alema de Assisténcia aos Hansenianos e Tuberculosos.
A deteccdo de resisténcia se dara em duas linhas, no
modelo animal e por seqiienciamento.

As desvantagens do modelo animal, custo e longo
periodo para obtengdo de resultados se justificam pela
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necessidade de manuten¢do de cepas no Brasil para
estudos posteriores, ja que o M. leprae ndo cresce in
vitro. O ILSL ¢ o inico centro no Brasil que mantém
animais (camundongos BALB/c e camundongos nude)
inoculados com esse proposito.

O seqiienciamento seguira o “Guidelines for Global
Surveillance of Drug Resistance in Leprosy”,® com
deteccdo de mutagdes em amostras de raspado dérmico,
comparadas ao material de bidpsia proveniente da rotina
de inoculacdo experimental do instituto.

O ILSL continuara aperfeigoando seu trabalho para dar
respostas rapidas que possam direcionar o tratamento
mais adequado para os pacientes de hanseniase e for-
necer subsidios ao programa de controle da doenga que
auxiliem nas tomadas de decisdo.
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2009.





