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RESUMO

Introdugao: Mycobacterium leprae foi a primeira bactéria a ser indicada como
agente etioldgico de uma doenga infecciosa. A hanseniase permanece até os dias
de hoje uma doenga enigmatica e que n&o é completamente entendida. A
identificacdo do M. leprae é dificil, particularmente por sua inabilidade de cultivo in
vitro. Pacientes multibacilares s&o as principais fontes do bacilo. A transmissao
natural da hanseniase entre tatus foi descrita pela primeira vez em 1975, no sudeste
dos EUA. Esta descoberta sugeriu a possibilidade do tatu-galinha desenvolver uma
funcdo na transmiss&o da hanseniase em humanos. A procura dos reservatérios da
hanseniase € a principal estratégia para eliminagdo da doenga, tal como os
pacientes multibacilares e as fontes ambientais. Entdo, realizou-se um estudo de
prevaléncia em 69 tatus selvagens da espécie Dasypus novemcinctus, capturados
no estado do Espirito Santo, no periodo de julho de 2004 a julho de 2005.
Objetivos: Procurou-se avaliar a presenga do M. leprae nos tatus da espécie D.
novemcinctus no estado do Espirito Santo, através de achados de sinais clinicos de
infecgdo na necropsia e na técnica de PCR, utilizando dois pares de primers: 18 kDa
e ML1/ML2, bem como avaliar e comparar os dois pares de primers utilizados para
a deteccdo da infeccdo. Métodos: Apds anestesiados, os tatus foram pesados,
definidos os sexos, submetidos ao exame clinico e coleta de fragmento de tecidos
para a técnica de PCR. Sessenta e cinco tatus foram necropsiados e fragmentos de
figado, baco, cérebro e linfonodos foram analizados pela técnica de PCR.
Resultados e Conclusdes: Em 95% dos animais estudados foi evidenciado pelo
menos um sinal clinico da hanseniase. Através da técnica de PCR foi detectada 6%
(4 animais) de positividade na pesquisa de DNA de M. leprae, utilizando os primers
ML1/ML2. Dos 4 animais positivos no PCR convencional, somente dois
permaneceram positivos pela técnica de Real Time PCR e confirmados pelo
sequenciamento. O método diagnostico mais sensivel para detec¢cao de M. leprae foi
o PCR, utilizando os pares de primers ML1/ML2. Estes resultados sugerem a
infecgdo adquirida naturalmente nos tatus da espécie D. novemcinctus no estado do
Espirito Santo, Brasil.

Palavras-chaves: Tatus; Dasypus novemcinctus; Mycobacterium leprae;
Hanseniase, Espirito Santo; Brasil.
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ABSTRACT

Introduction: Mycobacterium leprae, was the first agent to be linked to an infectious
disease, and leprosy still today an enigmatic disease which is not fully understood.
Multibacillary patients are thought to be the main source of M. leprae. |dentification of
M. leprae is difficult, partly due to the inability of the bacillus to grow in vitro. The
natural transmission among nine-banded armadillos in the southern parts of the
United States has been described since 1975. This discovery suggested the
possibility that the nine-banded armadillo plays a role in the transmission of human
leprosy. The search of M. leprae sources is the main point of strategy for leprosy
elimination, such as multibacillary patients and environmental sources. It was
realized a prevalence study in 69 nine-banded armadillos, Dasypus novemcinctus,
from state of Espirito Santo, Brazil, during 2004 to 2005. Objectives: Assess the M.
leprae infection in armadillos from D. novemcinctus from state of Espirito Santo
through the clinical signs of leprosy found in the necropsy and PCR technique using
two set of primers, ML1/ML2 and 18 kDa, such as compare the set of primers.
Methods: After anesthesia, the armadillos were weighed, sex was determined,
clinical exam was made and samples were collected for PCR. Tissue samples (liver,
spleen, brain and lymph nodes) from 65 nine-banded armadillos were collected to
looking for natural infection of M. leprae by PCR technique. Results and
Conclusion: 95% of the armadillos had at least one clinical sign for leprosy in wild
armadillos. Four (6%) animals were positive in conventional PCR. Two animals that
were positive in conventional PCR remained positive in Real Time PCR, and
confirmed by sequencing. The best method to detect M. leprae was the PCR using
the ML1/ML2 set of primers. These results suggest the infection acquired naturally in

D. novemcinctus from state of Espirito Santo, Brazil.

Key words: Nine-banded armadillos, Dasypus novemcinctus, Mycobacterium leprae,
leprosy, Espirito Santo, Brazil.
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1 INTRODUGAO

A hanseniase € uma doencga infecciosa crbnica, considerada problema de saude
publica em quinze paises, sendo estes paises responsaveis por 94% dos casos
novos registrados no ano de 2006. Apesar de todo o empenho dos paises
endémicos para alcangar sua eliminagdo e mesmo o declinio de novos casos em
todo mundo, a hanseniase ainda € endémica em varios estados brasileiros, (WHO,
2007), inclusive no estado do Espirito Santo. (RELATORIO DA SESA/ES, 2007).

As formas de transmissdo da hanseniase constituem um tema ainda bastante
discutido, podendo ocorrer de formas diferentes em diferentes regides. Entretanto, é
consenso que os pacientes baciliferos sem tratamento sejam as fontes mais
importantes de bacilos e sua transmissao parece ocorrer através de contato intimo e

prolongado do hanseniano com um individuo susceptivel (Noordeen, 1994).

Os tatus da espécie Dasypus novemcinctus vém sendo investigados como sendo
fontes de bacilos e possiveis transmissores da hanseniase em algumas regides do
Continente Americano. Apos varios estudos, alguns autores ja consideram que
animais provenientes da regido sudeste dos EUA, sejam fontes de Mycobacterium
leprae e teriam importadncia na manutencdo da endemia nessas regides (Lechat,
2000; Truman, 2005).

As 20 espécies de tatus existentes s&o animais exclusivos da fauna neotropical
(parte da América Central e América do Sul), exceto o tatu da espécie D.
novemcinctus, introduzido na América do Norte entre os séculos 19 e 20. Hoje a
distribuicdo geografica desta espécie vai do estreito de Magalhdes (sul da
Patagbnia) até o centro-sul dos EUA (Pereira Junior et al., 2004). Entretanto, os
tatus ndo estdo presentes em todos os paises onde a hanseniase é endémica
(Truman, 2005).

Atualmente, varias técnicas sao utilizadas para diagnosticar hanseniase em tatus,
sendo a técnica da PCR o teste de maior sensibilidade para detectar a presencga de

M. leprae, seguido de necropsia, deteccdo de anticorpos anti-PGL-1 através de



20

sorologia, biopsia de ndédulo inguinal e da orelha que detectam a presenca da
infecgéo (Job et al.,1991),

Um estudo sorologico mostrou que 16% dos tatus da espécie D. novemcinctus dos
estados da Louisiana e do Texas nos EUA, mostravam sinais de infec¢cao (Truman
etal., 1991).

No Brasil, tatus selvagens da espécie D. novemcinctus provenientes do estado do
Espirito Santo foram estudados por Deps et al. (2003a), onde 52,7% dos tatus foram
positivos para a técnica da PCR para a presengca do M. leprae. Todavia os
resultados, através da técnica da PCR ndo foram confirmados. Entretanto, neste
estudo pretende-se investigar a presenga do M. leprae em outros tatus selvagens do
estado do Espirito Santo, utilizando a técnica da PCR com dois pares de primers. A
técnica de sequenciamento foi realizada nos casos positivos para a técnica da PCR,
onde houve amplificacdo de DNAs para confirmacgao dos resultados.
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1.1 Objetivos

Objetivo principal

1- Avaliar a presenca do M. leprae nos tatus da espécie D. novemcinctus no
estado do Espirito Santo através da técnica da PCR utilizando dois pares de
primers: 18 kDa, que amplifica a regido do gene codificante de 18 kDa e os
primers ML1/ML2, que amplificam a sequéncia repetitiva RLEP.

Objetivos secundarios:

1- Comparar a eficiéncia dos dois pares de primers utilizados para a deteccédo do

M.leprae em amostras de tatus;

2- Correlacionar a positividade pela técnica da PCR com os sinais clinicos da

hanseniase em tatus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideragoes Gerais sobre a hanseniase

A hanseniase € uma doencga infecciosa granulomatosa crbnica de pele e nervos
periféricos, causada pela bactéria intracelular Mycobacterium leprae, que leva a
danos nos nervos periféricos, resultando em perdas motoras e sensoriais,
ocasionando alguns casos de deformidades e incapacidades caracteristicas em
seres humanos (Britton; Lockwood, 2004).

As referéncias mais remotas de aparicdo da hanseniase datam de 600 a.C. Na
Idade Antiga a doencga foi registrada entre os egipicios, chineses e hindus (Lopes,
2005). Em trabalho publicado recentemente, Monot et al. (2005), estudaram a
disseminagdo da hanseniase através da analise de pequenas diferengas nas
sequéncias do DNA do M. leprae, conhecidas como polimorfismos de base unica ou
single nucleotide polymorphysms (SNPs). Amostras de M. leprae provenientes de
varias partes do mundo foram analisados e enquadrados em quatro diferentes
gendtipos. Apds a analise destes gendtipos, os autores concluiram que a
hanseniase teria a sua origem na Asia Central ou Leste da Africa. A hanseniase no

Brasil parece ser proveniente da Europa e de escravos oriundos da Africa Ocidental.

O periodo de incubagao da hanseniase varia de trés meses a quarenta anos (Rees;
McDougall, 1977). Estima-se que 70 a 90% da populagédo seja resistente ao M.
leprae devido a imunidade inata, que poderia estar reforcada pela vacinagdo com
BCG ou por reagdo cruzada em pessoas que tiveram contato com o Mycobacterium
tuberculosis ou outras micobactérias atipicas (Talhari; Neves, 1997).
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2.2 Aspectos epidemiologicos

A hanseniase era amplamente disseminada pela Europa e Asia, mas atualmente
ocorre principalmente em regides tropicais e vem sendo associada com a pobreza e

baixos padrbes de higiene (Britton; Lockwood, 2004; Kerr-Pontes et al., 2005).

A falta de conhecimento do numero definido de pessoas infectadas e assintomaticas
que podem exercer papel ativo na transmissdo da doenca, obscurecem ainda mais
os determinantes que influenciam na sua distribuicdo geografica (Britton; Lockwood,
2004).

Apesar do esquema de tratamento com a PQT ser efetivo resultando em cura e na
diminuicdo do numero de casos nos ultimos vinte anos, o numero de casos novos
registrados a cada ano ndo tém diminuido no mesmo ritmo, e em algumas regides,
permanece o mesmo (Britton; Lockwood, 2004; Lockwood; Suneetha, 2005). Assim,
muitos autores acreditam que a hanseniase n&o ira desaparecer brevemente. (Fine,
2007; Meima et al., 2004).

Ha aproximadamente 15 anos, a OMS fixou como meta que, no ano 2000, a
hanseniase estaria eliminada do Planeta como problema de saude publica. Uma vez
nao alcangada esta meta, a OMS considerou a possibilidade da eliminagcédo para o
final de 2005. Tais metas, todavia, ndo foram alcangadas, fazendo com que a OMS
determinasse uma nova estratégia global de eliminacdo da hanseniase a ser
alcancada até o ano de 2010 (WHO, 2007).

Em 2006 houve uma concentracédo de 23% dos novos casos registrados em apenas
4 paises: Brasil, Republica Democratica do Congo, Mogambique e Nepal. No inicio
de 2007, a OMS divulgou uma prevaléncia de 224.717 casos e em um aspecto
mundial a detecc¢ao esta em declinio (WHO, 2007).
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2.3 A hanseniase no Brasil e no estado do Espirito Santo

A detecgao de novos casos de hanseniase no Brasil estda aumentando, com muitos
casos em mulheres (46%) e em criangas (8%). O Brasil no inicio de 2007, possuia
60.527 casos registrados, 15.091 casos a mais se compararmos com 2006. O Brasil
€ 0 segundo pais em numero de casos no mundo e praticamente todos os casos

diagnosticados nas Américas sao notificados pelo Brasil (WHO, 2007).

O Brasil e os outros paises deverdo manter os esforcos para alcancar a meta de
eliminagcdo da hanseniase até o ano 2010, utilizando a nova estratégia de eliminagéo
conhecida como Final Push, baseada principalmente na detec¢cdo e tratamento
precoces dos casos novos com consequente interrupcado da cadeia de transmissao
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O estado do Espirito Santo, no final de 2006, figura como area endémica em
hanseniase, sendo seu coeficiente de prevaléncia de 3,69/10.000 habitantes e seu
coeficiente de detecgdo de 3,49/10.000 habitantes, considerado segundo os
parametros de endemicidade da OMS, como “muito alto” e areas com focos de
“hiperendemicidade” (RELATORIO DA SESA/ES, 2006).

Os indices em 2006, no estado do Espirito Santo, nos municipios de Alegre,
Marechal Floriano, Serra e Vitoria foram os seguintes: coeficiente de prevaléncia de:
1,22, 1,41, 3,83 e 2,43/10.000 habitantes e coeficientes de detecgao de: 1,22, 1,41,
3,7 e 1,99/10.000 habitantes, respectivamente (RELATORIO DA SESA/ES).

2.4 Caracteristicas do M. leprae

O M. leprae foi descoberto em 1873 por G. H. Armauer Hansen, razado pela qual é
denominado também bacilo de Hansen, pertence ao género Mycobacterium e ordem
Actinomicetales. O bacilo é imovel e € um BAAR, pois uma vez corado pela fucsina
nao é descorado pela solugdo alcool-acido. Essa caracteristica se deve ao fato de
sua parede celular conter grande quantidade de lipidios e estes reterem o corante,
mesmo sob a agao de solventes orgénicos acidificados (Brennan; Nikaido, 1995).
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Pelo método de Ziehl-Neelsen, os bacilos apresentam-se corados uniformemente
em vermelho e, quando viaveis, em forma de bastonetes, na maioria retos ou
ligeiramente encurvados, isolados ou agrupados em globos (globias). Essas formas
permitem diferencia-los das outras micobactérias que ndo formam globias. Além
disso, podem se corar descontinuadamente (bacilos granulosos), interpretados

como inviaveis (Rees; Young, 1994).

E um parasita intracelular obrigatério e apresenta afinidade por células cutaneas e
dos nervos periféricos. O M. leprae cresce a 30-33°C e divide-se a cada 12-13 dias,
permanecendo viavel até 36 horas no meio ambiente ou aproximadamente nove dias

a temperatura de 36,7° C e 77,6% de umidade média (Bryceson, 1992).

Embora o M. leprae ndo cresgca em meio de cultura, o bacilo se multiplica 6 a 8
meses apos sua inoculagdo em coxim da pata do camundongo, método de Shepard,
(1960). Porém, os resultados dessa prova s&o muito demorados e a sua
multiplicagdo acaba sendo impedida pelas defesas do animal, que surgem quando o
numero de bacilos atinge 10°. Também pode ser feita inoculagdo em camundongos
timectomizados ou irradiados, sendo este modelo eficiente para investigagdo de
drogas anti-M. leprae para a detecgdo de organismos resistentes as drogas e
também para estudos dos Ag de M. leprae (Rees, 1966).

Na década de 70 conseguiu-se a multiplicacdo do M. leprae em tatus (D.
novemcinctus), reproduzindo a doenga semelhante as formas contagiantes de

hanseniase (Storrs, 1971).

2.4.1 Parede celular micobacteriana

A parede celular micobacteriana é um complexo de &acidos micdlicos,
pepitideoglicanos e arabinogalactanos interligados similares na composigao com de
todas as micobactérias (Daffe et al., 1993). A parede celular contém
peptideoglicanos compostos de cadeias alternadas de N-acetilglucosaminas e N-
glicolilmuramato interligados por pontes cruzadas de peptideos, que sao ligados ao
galactano pelo arabinogalactano (Draper et al., 1987; Daffe et al., 1993).
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Trés cadeias ramificadas de arabinos s&o ligadas em volta do galactano, formando
ao longo da camada de pepitieoglicanos uma zona eletro-densa ao redor do M.
leprae. Acidos micolicos sdo ligados as cadeias terminais dos arabinanos para
formar um folheto interno de uma bicamada pseudolipidica. O outro folheto é
composto por uma rica colegao intercalada de acidos micolicos monomicolatos de
trehalose, acidos micocerosodicos de dimicocerosatos de phthiocerol e glicolipideos
fendlicos, formando a zona eletro-transparente. Estas moléculas juntas com o
fosfatidilinositol e com os fosfolipideos séo liberados da parede celular formando um
tipo de capsula (Draper et al., 1987; Daffe et al., 1993; Vissa; Brennan, 2001).

2.4.2 Antigeno Glicolipidio fenélico 1 (PGL-1)

Existem lipidios localizados na camada mais externa do envelope micobacteriano,
entre estes merece destaque o Ag PGL-1. Este é especifico do M. leprae e constitui
um dos glicolipidios mais abundantes da superficie deste bacilo (Brennan; Barrow,
1980).

Estudos recentes sugerem que o PGL-1 esta envolvido na interagdo do M.leprae
com a laminina das células de Schwann, sugerindo a fungdo do PGL-1 na interagéo
de nervos periféricos e bacilos (Ng et al., 2000). O PGL-1 estimula uma potente
resposta imunologica com producdo de IgM que € proporcional a carga bacilar
(Roche et al., 1991).

2.4.3 O genoma do M. leprae

Um grande avango para o entendimento da biologia de M. leprae foi a recente
concluséo do sequenciamento de seu genoma (Cole et al., 2001a). O genoma do M.
leprae é constituido por 3.268.203 pb e tem um conteudo G+C de 57,8%, valores
menores aos encontrados em M. tuberculosis, que possui 4.441.529 pb, conteudo
G+C de 65,6% e aproximadamente 4000 genes que codificam proteinas (Figura 1).
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O genoma de M. leprae contém 1.116 pseudogenes ou genes degenerados
(equivalentes a 27% de seu genoma), assim denominados devido a perda de
regides necessarias para a sua transcrigcdo ou tradugcdo. Uma analise funcional dos
genes preservados do M. leprae revela a integridade da maioria das vias anabdlicas.
Entretanto, mutagées foram encontradas nos genes envolvidos na regulagdo, na
detoxificagdo, no reparo de DNA e no transporte ou fluxo de metabdlitos (Vissa;
Brennan, 2001).

O acumulo dessas mutagdes provocou perdas em genes que S0 essenciais para a
sobrevivéncia no ambiente intracelular. Nesse sentido, a degradagcdo gendmica
ocasiona a perda de fungdo por parte do genoma bacteriano, sendo este processo
denominado evolugéo por reducdo (Andersson; Andersson, 1999) e observado em
alguns patégenos intracelulares. Essa perda pode estar relacionada ao fato desses
patdgenos viverem num ambiente extremamente estavel e rico em metabdlitos, o

que exigiria pouca versatilidade metabdlica para sobrevivéncia.

Aproximadamente 2% do genoma de M. leprae é composto por sequéncias
repetitivas. Existem mais de 26 elementos de insergdo extintos com quatro familias
de repeticbes dispersas, presentes em cinco ou mais copias, sendo RLEP (37
copias), REPLEP (15 copias), LEPREP (8 coépias) e LEPRPT (5 cépias). Embora néo
se conhecga similaridade entre as sequéncias dos elementos de transposicdo, a
repeticdo RLEP ocorre predominantemente na terminagdo 3’ dos genes e, em
alguns casos, dentro de pseudogenes, sugerindo assim que seja capaz de realizar
transposicéo (Cole et al., 2001b).

E provavel que a atual disposicdo do genoma do M. leprae reflita multiplos eventos
de recombinacido entre sequéncias repetitivas conservadas. Em pelo menos um
exemplo, a recombinagao provavelmente resultou na dele¢do de um bloco de genes
localizados entre sequéncias REPLEP, enquanto que em outros ocorreram
translocacdo de regides cromossOmicas. Evidéncias preliminares sugerem que
essas repeticbes dispersas sao capazes de realizar transposi¢cédo, pois em alguns
casos foram encontradas dentro de sequéncias correspondentes a genes
conhecidos em M. tuberculosis. A perda maci¢ca de genes no M. leprae poderia
explicar o seu longo tempo de geragéo e sua incapacidade de se multiplicar in vitro.
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Mecanismos de recombinagdo de grandes fragmentos também foram sugeridos
entre precursores de M. tuberculosis. Estes mecanismos provavelmente perdidos
durante o processo de evolugdo, deram origem a atual composi¢cdo genética do
patogeno (Gutteriez et al., 2005).
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Figura 1 — Genoma circular de M. leprae mostrando a posigéo e a orientagdo dos provaveis genes

funcionais, pseudogenes e seqliéncias repetitivas. Ver http://www.sanger.ac.uk/Projects/M_leprae ou

http://genolist.pasteur.fr/Leproma/ para informagdes adicionais.
Fonte: Cole et al., 2001a.

Apesar de existirem regides conservadas entre os genomas de M. tuberculosis e M.
leprae, aproximadamente 150 genes no M. leprae ndo sdo compartilhados com M.
tuberculosis. Alguns desses genes poderiam estar envolvidos na patogenicidade
espécie-especifica do bacilo de Hansen (Gutteriez et al., 2005).

2.4.4 Métodos para o diagnéstico da infecgao pelo M. leprae

O diagnéstico da hanseniase € baseado nos sinais e sintomas clinicos. Nos paises

endémicos o diagnostico é frequentemente feito pela presenga de lesbes cuténeas



29

anestésicas, espessamento dos nervos, e o encontro de BAAR na linfa. Nao ha até o
momento, exame laboratorial capaz de diagnosticar e classificar a forma da

hanseniase (Britton; Lockwood, 2004).

No diagnostico e classificagdo da hanseniase os recursos utilizados s&o: exame
dermatoneurolégico, prova da histamina, prova da pilocarpina, baciloscopia e
histopatologia. O padrdo ouro para o diagndstico das formas anatomoclinicas da
hanseniase € a bidpsia obtida da margem de lesdo ativa e examinada por um
experiente patologista, que ira reconhecer os padrdes histolégicos, o envolvimento
de nervos e nas formas multibacilares (MB), a identificagdo do BAAR (Clements;
Scollard, 1996). O limite de detecgdo na microscopia € de 10* bacilos/ml (Shepard;
McRae, 1968). Entretanto para finalidades de pesquisa laboratoriais as técnicas de
ELISA e PCR séo bastante utilizadas (Williams et al., 1990).

Métodos sorolégicos (ELISA e ML FLOW®) e de Biologia Molecular seram discutidos

a sequir.

2.4.5 ELISA

A técnica de ELISA detecta Ac anti o PGL-1 do M. leprae (Buhrer et al., 1998;
Douglas et al., 1987). O diagndstico sorologico € deficiente nos pacientes PB que
possuem moderada ou grande resposta imune celular, poucos bacilos e com poucos
Ac circulantes detectaveis (Scollard et al., 2006). Utilizando o ELISA, Ac especificos
anti PGL-1 do M. leprae estao presentes em 70-90% dos pacientes das formas MB
nao tratadas, 40 a 50% dos pacientes PB e 1 a 5% dos individuos controles sadios
(Cho et al., 2001; Roche et al., 1990).

O PGL-1 existente na parede celular do M. leprae e o Ac IgM anti-PGL-1 tém sido
motivo de varios estudos. O ELISA € um método em que se detecta os Ac anti-PGL-
1 (Buchanan et al., 1983; Douglas et al., 1987).

A molécula do PGL-1 & composta de um unico trissacaridio, o 3,6-di-O-metil-3-D-

glucopiranosil-(1 - 4)-2,3-di-O-metil-a-L-ranopiranosil-(1 - 2)-3-O-metil-a-L-
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ranopiranosil (Hunter; Brennan, 1981).

A resposta imune predominantemente, € a producao de IgM (Young et al., 1984),
que é quase inteiramente direcionado contra o agucar terminal, ou seja, a ultima
parte do dissacaridio, considerado o principal determinante antigénico do PGL-1
(Brett et al., 1986; Fujiwara et al., 1987).

Foi mostrado que a remogéo do agucar terminal resultava na perda da ligagdo da
maioria dos Ac, enquanto a remogéo da cadeia longa de acidos graxos da molécula
do PGL-1 ndo produzia efeito na ligagdo dos Ac. Estes resultados sugerem que a
sintese quimica da ultima parte do dissacaridio produz um epitopo que estimula a
producdo de Ac monoclonais, utilizados para se detectar a presenca do PGL-1
(Young et al., 1984).

Este achado foi a base para a produgcdo dos Ag sintéticos utilizados no lugar do
PGL-1 (nativo), que é escasso e de dificil aquisicdo (Eggelte et al., 1988).

Assim, Ag semi-sintéticos sdo produzidos através da sintese de agucares (natural di-
ou tri-sacarideos, ND ou NT, respectivamente) apds a identificagdo do agucar
terminal como o Ag primario determinante do PGL-1 e liga-los a BSA com um anel
octila (O) ou um fendlico (P) (Fujiwara et al, 1984). O Ag ND-O-BSA é considerado
ser pelo menos igual ou melhor do que os outros derivados do antigeno PGL-1
(Fujiwara et al., 1984; Wu et al., 1988; Chanteau et al., 1988).

Estudos prévios sugerem que a presenga de Ac IgM anti-PGL-1 pode ser indicativo
de infeccdo passada ou presente (Klatser, 1994). A hanseniase € uma doenca
infecciosa que apresenta um amplo espectro clinico e imunolégico. As formas MB
geralmente apresentam uma deterioragdo da imunidade celular, muitos bacilos, alta
carga antigénica e altos niveis séricos de Ac. Ja as formas PB geralmente
apresentam os parametros de imunidade celular preservados, escassos bacilos e
pouca ou nenhuma elevagéo dos niveis de Ac. Sendo assim, as técnicas soroldgicas
para deteccdo de Ac anti M. leprae direcionadas principalmente para o diagnostico
das formas MB da hanseniase (Britton; Lockwood, 2004).
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Em estudo populacional nas Filipinas realizado em 1992, onde a prevaléncia da
hanseniase era alta, Cho et al. (1992), verificaram que a presencga de Ac anti-PGL-1
nos contatos (13,9%) € estatisticamente igual a dos controles (11,3%) indicando que
a populacdo geral esta igualmente exposta ao M. leprae. O ELISA tem forte
correlagdo com o indice bacilar dos pacientes MB (Cellona et al., 1993).

Recentemente foi desenvolvido um teste de fluxo imunocromatografico, ML Flow
test®, que também detecta Ac IgM anti PGL-1. A sensibilidade do ML Flow® & de
97,4% em pacientes MB e sua especificidade é de 90,2% e tem boa correlacido com
o ELISA (91%; k=0,77) (Buhrer-Sékula et al., 2003;). O ML Flow test®, é um teste
sorologico, utilizado como uma ferramenta adicional para classificagdo de novos

pacientes (Buhrer-Sékula et al., 2007).

2.4.6 A técnicadaPCR

A DNA polimerase DNA dependente € uma enzima que tem como fungdo a sintese
do DNA na célula, e ela multiplica as sequéncias de acidos nucléicos in vitro, e da
inicio a sua replicacdo. Com a adi¢cao dos “primers” (iniciadores), ocorre a ligagéo
das cadeias complementares. Milhdes de copias da regido de interesse serao
geradas num ciclo de trés passos a diferentes temperaturas. O produto da
amplificagdo pode ser visibilizado por eletroforese em gel de agarose, em forma de
bandas. A reagdo da PCR tem demonstrado ser muito sensivel quando utilizados
primers adequados (Saiki et al., 1985; Kogan et al., 1987; Shibata et al., 1988).

2.4.7 PCR utilizado para deteccao do DNA de M.leprae

O exame mais utilizado na deteccdo do M. leprae na pesquisa da hanseniase é o
método de extracdo, amplificacdo e identificacdo do DNA do M. leprae em
espécimes clinicas, utilizando o PCR e outras técnicas de biologia molecular (Gillis;
Williams et al., 1991; Scollard et al., 1996; Katoch, 1999). As técnicas baseadas no
PCR tem mostrado uma especificidade de 100% e uma sensibilidade de 34 a 80%

em pacientes PB e mais de 90% em MB (Scollard et al., 2006).
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Em 1989, foi identificado um fragmento de cromossomo do DNA do M. leprae,
isolado de um DNA recombinante, procedente de um banco de DNA. Este continha
uma sequéncia repetitiva e especifica do M. leprae tornando possivel sua detecgao
num equivalente a 4 x 10° células de uma lesdo através de hibridizagdo (Clark-
Curtiss; Docherty, 1989). Woods e Cole (1990), relataram que esta sequéncia
repetitiva descoberta um ano antes, denominada RLEP, continha pelo menos 28
copias e 12 diferentes classes, sugerindo a ndo existéncia de duas copias idénticas.
Cole et al. (2001b), fez mais contribuigbes nos estudos das sequéncias repetitivas,
confirmando que a sequéncia RLEP continha 37 copias no genoma. As sequéncias
repetitivas do M. leprae, RLEP s&o adjacentes, mas n&o fazem parte da sequéncia
do gene que codifica o antigeno 65 kDa (Grosskinsky et al, 1989).

Sequéncias repetitivas sao constituintes comuns de todos os organismos, mas mais
proeminentes em eucariotos. Existem duas formas principais de DNA repetitivo no
genoma bacteriano: dispersas e repeticdbes em tandem (tandem repeats). As
repeticdes em tandem ou DNAs satélites s&do sequéncias geralmente de 2 a 10pb,
que repetem numerosas vezes e tém posi¢des definidas em cada cromossomo. Ja
as sequéncias dispersas ou elementos transportaveis (transposons) podem mudar
de lugar no genoma. As sequéncias repetitivas dispersas RLEP, repetem até 37
vezes no genoma do M. leprae e possuem um segmento conservado de 488 pb
encontrado em todas as copias de RLEP e flanqueadas por sequéncias adicionais,
que estao presentes em somente duas RLEP independentes. Consequentemente, a
sequéncia pode variar de 601 até 1075 pb. O cromossomo do M. leprae é
composto por até 1% de RLEP, que trabalham remodelando o genoma como stop
codons, flanqueando genes, assemelhando-se a transposons e na maioria das

vezes como pseudogenes (Cole et al., 2001b).

Os primers que amplificam sequéncias repetitivas especificas do M. leprae, sédo
capazes de detectar pequenas quantidades de M. leprae, equivalente a um décimo

do genoma bacteriano (100 ag ou 10°"® microorganismos) (Donoghue et al., 2001).

Williams et al. (1990), relataram o uso de PCR para replicar M. leprae, baseado nas
sequéncias de DNA presentes no gene que codifica a proteina de 18 kDa com
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amplificagdo de um fragmento com 360 pb. Outros fragmentos amplificados podem
identificar o M.leprae, como o de 372 pb, 386 pb ou 347 pb que sdo sequéncias do
gene groE-L codificado do Ag imuno-dominante da proteina de 65 kDa (Hackel et al.,
1990; Plikaytis et al., 1990). Também o fragmento do gene codificado do Ag de 36
kDa, do Ag rico em prolina de 494 bp, 530 pb ou de 285 pb (Hartskeerl et al., 1989;
De Wit et al., 1991; Kampirapap et al.,1998).

Os resultados dos estudos realizados por Kang et al. (2003), mostraram que PCR
para a sequéncia repetitiva RLEP € mais sensivel quando comparada a PCR para o

gene 18 kDa e mais especifica do que ao do indice baciloscopico.

A técnica de Real Time PCR tem a melhor sensibilidade (91,3%), na detecgao de M.
leprae, detectando até 5 moléculas (25 fg) do microorganismo, quando sao utilizados
os primers que amplificam o Ag do gene codificante 85-B. Esta técnica foi 17,7%
superior quando comparada com a técnica da PCR convencional para o mesmo
gene, além de detectar e quantificar DNA de M. leprae em amostras clinicas onde o
bacilo ndo foi detectado. (Martinez et al., 2006).

Recentemente, Goulart et al. (2007) utilizaram a técnica de Nested-PCR com dois
pares de primers para amplificar a regido do DNA genémico do M. leprae, a RLEP.
Os pares de primers amplificaram fragmentos de 372pb e de 130pb, sendo o
amplicon menor (130pb) mais sensivel que o amplicon maior (372pb), no diagnostico
da hanseniase em PB e MB.

2.4.8 Amostras clinicas para a realizagao da PCR

O PCR pode demonstrar a presenca de M. leprae numa variedade de amostras
clinicas, tais como: pele, nervos, tecidos viscerais, secrecdo de pele erosada,
secrecdo nasal, secrecao purulenta, bulbo capilar e sangue (Williams et al.,1992;
Santos et al., 1993; Chemouilli et al., 1996; Yasuyuki et al., 1992; De Wit et al., 1993;
Pattyn et al., 1993; Kyu et al., 1994; Santos et al., 1995; Lee et al., 1994). Tanto o
PCR, quanto a hibridizagdo do DNA podem ser realizados a partir de qualquer tipo
de tecido ou fluido, desde que se possa extrair o DNA celular. Lee et al. (1994),
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demonstraram que o M. leprae pode ser detectado com sucesso, mesmo que em

pequenas quantidades de pele e sangue periférico.

Os resultados falso-positivos e falso-negativos podem ocorrer na técnica de PCR.
(De Wit et al., 1991; Williams et al., 1992). Foi demonstrado a possibilidade de se
obter diferentes resultados de PCR em diferentes amostras clinicas oriundas do
mesmo paciente (Misra et al., 1995; Santos et. al, 1993). Por outro lado, resultados
negativos podem ser obtidos em amostras positivas confirmadas microscopicamente
(De Wit et al., 1991; Yoon et al., 1993; Withchwechkan et al., 1995). Além do fator de
chance de achar a bactéria, principalmente se elas estdo presentes em pequenas
quantidades ou muito dispersas no tecido. Outra explicacdo para os resultados falso
negativos € quando possui a presenga de substdncias nas amostras que podem
inibir a técnica da PCR (De Wit et al., 1991).

O PCR pode ser positivo em organismo morto, ja que o DNA pode persistir ai por
um longo periodo. Varios estudos tém relatado uma diminuicdo dos resultados
positivos atravées da PCR em pacientes recebendo tratamento com PQT
(Withchiwechkan et al., 1995; Kampirapap et al., 1998). Entretanto, varios pacientes
apos tratamento com PQT mantém PCR fortemente positivo, sugerindo que a PQT
nao elimina todas as bactérias apds o tratamento, ou mesmo caracterizando talvez a

"resisténcia" da micobactéria (Williams et al., 1992).

Varios métodos tém sido propostos para remover as substancias inibidoras (Boom et
al., 1990; Wilson et al., 1993; Kox et al., 1994), além do que, a inibigdo pode ser
monitorada pela adicdo de uma pequena quantidade do DNA especifico para
duplicacdo da amostra como um controle interno (Kolk et al., 1992).

Os resultados falso-positivos podem ocorrer através da contaminagao por
minusculas quantidades de fragmentos de DNA disseminados via aerossois, apos
realizagdes prévias da técnica de PCR ou através de contaminagao cruzada entre as
amostras (Persing, 1991; Kolk et al., 1992; Kox et al., 1994; Warndorff et al., 1996).
Para evitar a contaminacdo, protocolos detalhados e precaugdes especificas sao
obrigatoriamente empregadas nos grandes centros de pesquisa. Separacao fisica
das diferentes etapas da técnica de PCR € necessaria, bem como usar somente
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materiais descartaveis no laboratério (Kwok; Higushi, 1989). Além disso,
substituindo-se uracil por timina nas misturas da PCR, pode-se reduzir o risco de
contaminagdo com DNA previamente amplificado (Longo et al., 1990).

Em um estudo onde se pesquisou o melhor método de fixagao de tecidos infectados
pelo M. leprae, se concluiu que o método a base de etanol 70% foi considerado o
melhor meio para armazenar amostras para PCR. Entretanto, as amostras fixadas
em formol 10% podem ser utilizados nas técnicas de PCR para deteccdo do M.
leprae, sem perda de especificidade e minima perda na sensibilidade se comparada

com amostras frescas e nao fixadas (Fiallo et al.,1992).

Donoghue et al. (2001), relataram que existem diversos métodos para detectar M.
leprae baseados na técnica de PCR, porém nos casos em que os amplicons sao
grandes, havera dificuldades principalmente naquelas amostras onde o DNA estiver
danificado ou fragmentado. O DNA se degrada rapidamente apdés a morte e se
fragmenta com o tempo. Nestas situagdes onde o material genético ndo esta
integro, os primers que amplificam sequéncias repetitivas, sado os mais
recomendados. Isto porque os primers direcionados para o Ag 18 kDa estao

presentes em uma simples copia por bacilo.

3 Transmissao da hanseniase

O mecanismo da transmissdo da hanseniase ainda ndo é bem conhecido (Deps,
2001; Britton; Lockwood, 2004; Scollard et al., 2006). Provavelmente, o principal
meio de transmissao do M. leprae é por disseminacédo de aerosol de secrecao nasal
(Noordeen, 1994), e percutédneo através de pele danificada (Ramaprasad et al.,
1997).

Acredita-se que os pacientes MB sejam os principais disseminadores do M. leprae,
sendo frequentemente encontrados em secregdes nasais (Hatta, 1995). Entretanto,
DNA de M. leprae também pode ser encontrado em swabs nasais em até 5% de

individuos sadios em areas endémicas (Hatta, 1995; Ramaprasad, 1997).



36

Estudos realizados com camundongos “nude” mostraram que a infecgdo pode ser
transmitida via mucosa nasal ou por injecdo subcutédnea, mas nao por via pulmonar,
pele intacta ou por ingestdo (Chehl et al.,, 1985). O M. leprae foi encontrado na
placenta (Bryceson, 1992) e no leite materno (Pedley, 1967), porém transmiss&o
transplacentaria ou por ingestao de leite materno sado desconhecidas.

Na literatura encontram-se relatos de casos de hanseniase por contagio acidental
com agulhas contaminadas (Marchoux, 1934; Klingmuller, 1938) ou por material
utilizado para fazer tatuagem (Porritt; Olsen, 1948), contagio ap6s mordedura de céo
(Gupta et al., 1984) e apos vacinagdo com BCG (Storner et al., 1981).

4 Reservatorios do M. leprae

Dr Sand, em 1909, no Il Congresso Internacional de Hanseniase, apresentou suas
duvidas quanto a hanseniase ser somente transmitida pelo homem e sugeriu a
possibilidade desta doenga ser também transmitida pelo solo e animais (apud
Meyers et al., 1993). Assim, a seguir alguns reservatérios e provaveis fontes
ambientais de M. leprae sao citados.

4.1Solo e agua

Kazda et al. (1986), através de exames microbiolégicos, encontraram a presenga do
M. leprae em amostras de solo, agua e vegetacéo de varias regides do mundo onde
a hanseniase era ou ja tinha sido endémica (Noruega, Costa do Marfim, Portugal,
Peru, india, Louisiana-EUA). Na india, em diferentes localidades amostras de solo
foram positivas para a técnica da PCR, utilizando primers para as sequéncias
repetitivas RLEP (Lavania et al., 2006).

Salem e Fonseca (1982), publicaram um artigo relatando a presenca de BAAR na

agua do lago do Aleixo, na margem do rio Amazonas, local habitado por uma
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comunidade de hansenianos.

Matsuoka et al. (1999), relataram uma maior prevaléncia de hanseniase nos
individuos que utilizavam agua cuja pesquisa de M. leprae pela técnica de PCR fora
positiva em relagdo aos individuos que utilizavam agua PCR negativa. Os autores
concluiram que a agua constituia-se num reservatorio e fonte de infec¢cao para do M.

leprae.

4.2 Artrépodes

Em 1911, Ehlers et al. (apud Dungal, 1961), encontrou BAAR no estdbmago de

alguns artrépodes, apds picarem doentes com hanseniase.

Souza Araujo (1941), encontrou BAAR no sangue sugado por carrapatos (Amblyoma
cajennense) removidos de hansenianos. Foi demonstrado que 2 de 4 macacos
desenvolveram hanseniase apos serem picados por pulgas contendo BAAR, que por

sua vez, adquiriram os bacilos apds picarem hansenianos (Dungal, 1960).

Narayanan et al. (1972), na india, observaram que 70% dos mosquitos e 50% dos
percevejos que sugaram sangue de pacientes com hanseniase nado tratada,
abrigavam BAAR, os quais apresentaram crescimento tipico apds inoculados na
pata de camundongos e o n&o crescimento no meio de Lowenstein-densen,

sugerindo ser M. leprae viaveis.

Ainda, Bona et al. (1985), no Brasil, pesquisaram BAAR no Culex fatigans. Foi
encontrado 90% de positividade de BAAR nestes insetos, 0s quais eram

provenientes de entornos de pacientes com hanseniase.
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4.3 Anfibios

BAAR formando globias dentro de macréfagos em lesdes semelhantes a granulomas
hansénicos em anfibios, especificamente em trés ras, foram achados por Machicao
e La Placa (1954).

4.4 Mamiferos

Em 1934 foi publicado uma entidade denominada de “lepra bubalorum”, ocorrida em
21 bufalos que viviam nas aguas da Indonésia (Lobel, 1936).

Donham e Leininger (1977), relataram uma doenca semelhante a hanseniase em um
chipanzé vindo da Serra Leoa (Africa). Dois meses apds sua chegada nos EUA, o
chipanzé apresentou nodulos cutaneos. A bidpsia de lesdo nodular do Iébulo de
orelha revelou infiltrado de macr6fagos contendo grande numero de BAAR.

Um outro caso interessante foi do macaco mangabei, originario da Nigéria, que
desenvolveu uma doenga indistinguivel da hanseniase, quatro anos apos entrar nos
EUA (Walsh et al.,1981), além das lesdes infiltradas de BAAR, este macaco

desenvolveu paralisia, resultando em deformidades nos pés e maos.

Infecgbes experimentais em tatus, da espécie D. novemcinctus, tiveram seu inicio
em 1968 nos EUA e demonstraram que este animal era susceptivel a infecgédo pelo
M. leprae (Kirchheimer; Storrs, 1971). Opromolla et al. (1980), no Brasil, também

conseguiram desenvolver hanseniase em tatus da espécie D. novemcinctus.

5 Aspectos biologicos dos tatus.

De modo semelhante ao Projeto do Genoma Humano, o genoma do tatu da espécie

D. novemcinctus foi sequenciado (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/tracemb.html).
O tatu, mamifero pertencente a subclasse Eutheria, superordem Edentata, ordem
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Xenarthra e a familia Dasypodidae, conta nos dias atuais com aproximadamente dez
géneros sobreviventes (Linnaeus,1766). Os tatus sdo placentarios e as 20 espécies
de tatus existentes possuem gestagdo completa, dentro do utero como nos seres
humanos (Pereira Junior et al., 2004). Tatus ocupam diversos habitats, mas parece
existir uma forte associagdo com fontes de agua ( Loughry; McDonough, 1998).

A espécie D. novemcinctus € a unica espécie encontrada na América do Norte
(Storrs et al., 1971). Em diversas regides (terras baixas) do sudeste dos EUA, a
densidade chega a mais de sete tatus por acre e estes animais n&o formam

comunidades (Truman et al., 1991).

Esta espécie € uma das mais dispersas no Brasil, sendo conhecida como tatueté ou
tatu-galinha. E também denominada de tatu de nove bandas (‘nine banded

armadillo ou nine banded long-nosed armadillo”) (Pereira Junior et al., 2004).

Um animal adulto pesa em torno de 2,5 a 5 Kg (Arruda et al., 1988).

Parasitas como Trypanosoma cruzi (Lainson et al., 1979; Paige et al., 2002), Tunga
travassosi (Anderson; Benirschke, 1966), Tunga terasma (Antunes et al., 2006),
sarcosporidios (Lindsay et al., 1996, Antunes et al., 2007), além de cestdides e
helmintos (Storrs, 1971; Arruda et al., 1988; Antunes et al., 2005), séo
frequentemente encontrados nos tatus da espécie D. novemcinctus. Alguns autores
tém identificado a presenca de Paracoccidioides brasiliensis em tatus da espécie D.
novemcinctus (Naiff et al., 1986; Bagagli et al., 1998; Fernandes et al., 2003). Alguns
autores relataram infeccdo por outras micobactérias nos tatus da espécie D.
novemcinctus (Coelho et al., 1988; Dhople et al., 1992). Também os tatus sdo
hospedeiros de protozoarios, como o que causa a leishmaniose (Pereira Junior et
al., 2004).

Lesbes traumaticas sdo comuns e foram estudadas na espécie D. novemcinctus por
Job et al. (1986).
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6 Hanseniase em tatus

Além dos humanos, os tatus da espécie D. novemcinctus sao os unicos hospedeiros
endémicos naturais do M. leprae (Truman, 2005). A hanseniase em tatus foi pela
primeira vez reportada em 1975 (Walsh et al., 1975) e em 1983 foi confirmado que o
M. leprae encontrado em seres humanos é morfologicamente idéntico ao que infecta
os tatus. Além da espécie D. novemcinctus, também as especies Dasypus hybridus
e Dasypus sabanicola desenvolvem a hanseniase experimentalmente (Smith et al.,
1983; Job 2000). No Brasil o tatu € um dos animais mais populares da fauna
brasileira, e o tatu-galinha (D. novemcinctus) encontrado em todo territério nacional
(Pereira Junior et al., 2004), sendo a hanseniase em tatus selvagens reportada pela
primeira vez no Brasil em 2002 (Deps et al., 2002b).

6.1 Distribuicao geografica dos tatus

Tatus n&o sao espécies nativas dos EUA. Sdo espécies nativas da América do Sul.
Existentes no México por volta de 1880, acredita-se que tenham chegado ao estado
da Louisiana por volta de 1926 e cruzaram o estado em dire¢do ao rio Mississipi no
ano 1957. Atualmente, existem tatus também nos estados do Colorado e da Flérida
levados por particulares, por volta de 1922 e em algumas ilhas do Caribe levados
por embarcagdes (Talmage; Buchannan, 1954; Smith; Doughtty, 1984; McDonough
et al., 1998). Os tatus da espécie Dasypus novemcinctus, estao presentes desde o
sul da Patagbnia na Argentina até a regido centro-sul dos EUA, sendo esta espécie
encontrada em todas as regides do Brasil (Pereira Junioe at al., 2004).

6.2 Infeccao pelo M. leprae em tatus

A infeccao experimental em tatus foi a primeira evidéncia de que poderia ocorrer
casos de doencga ocorrendo naturalmente. Kichheimer e Storrs (1971), relataram o
desenvolvimento de hanseniase virchowiana nos tatus da espécie D. novemcinctus,
apdés a inoculagdo de material contaminado com M. leprae proveniente de

hansenoma humano. Assim iniciaram as pesquisas para estabelecer a frequéncia
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de infeccado natural nos tatus com M. leprae e para o uso dos tatus como modelo
experimental nos estudos da hanseniase (Kichheimer; Storrs, 1971; Binford et al.,
1976; Truman et al., 1991).

Em 1976, Binford et al. (1976), estudaram 15 animais infectados experimentalmente
com M. leprae e demonstraram que os tatus desenvolviam uma doenca disseminada
similar a hanseniase virchowiana humana. Lesdes de hanseniase tubercultide e
dimorfa n&o foram descritas nestes animais. Walsh et al. (1978), encontraram
doencga generalizada em 40 a 65% dos animais infectados experimentalmente e

Kirchheimer e Sanchez (1981) encontraram em 88 a 93%.

Job et al. (1985b), realizaram estudo retrospectivo de 42 tatus infectados
experimentalmente, sendo 34 adultos selvagens e 8 filhotes nascidos em cativeiro. A
infecgdo foi considerada generalizada quando os BAAR eram encontrados em
fragmentos de tecidos de orelhas ou em nodulos de pele que ndo fossem dos locais
de inoculagdo ou no sangue. Dos 42 tatus estudados, 36 desenvolveram doencga
generalizada, sendo que ndo houve diferenga estatistica entre os sexos. As doses
intravenosas com grande numero de bacilos provocaram a doenga num periodo de
tempo menor que os outros inoculos. Os bacilos foram demonstrados nos
hansenomas cuténeos, nervos, linfonodos, figado, bago, medula déssea, testiculos,
adrenais, musculos e olhos. Com menor frequéncia os bacilos foram encontrados

nos pulmdes, meninges, cérebro, rins e trato digestivo.

Convit et al. (1978), apos estudos em tatus infectados experimentalmente,
reportaram a presenca de bacilos nos hansenomas cutaneos, nervos, linfonodos,
figado, baco, medula 6ssea, testiculos, adrenais, musculos e olhos. Com menor
frequéncia foram encontrados nos pulmdes, meninges, cérebro, rins e trato

digestivo.

Na Argentina, Resoagli et al. (1981), encontraram um tatu da espécie D.
novemcinctus doente, que apods investigacdes, demonstrou estar infectado pelo M.
leprae. A necrépsia deste tatu mostrou adenomegalia axilar e da cadeia
mesentérica. Hepatomegalia com pontilhado hemorragico, esplenomegalia com
coloragdo marrom e noédulos brancos disseminados. Hipertrofia das glandulas
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suprarrenais e congestdo renal. Na microscopia do bago e figado observou-se a
presenca de histidcitos vacuolados e BAAR formando ou n&o globias. Logo depois
em 1984, Martinez et al. (1984) ainda na Argentina, estudaram outro tatu com as
mesmas caracteristicas macro e microscopicas, resultando em diagndstico de

hanseniase naturalmente adquirida.

Smith et al. (1983), estudaram 451 tatus selvagens provenientes do Texas e
encontraram doenga semelhante a hanseniase em 21. Entretanto, o critério utilizado
para o diagndstico era de que deveria ter alguma evidéncia histolégica da doenca e
todas as culturas para as outras micobactérias negativas, nos meios de Lowenstein-
Jensen e Middlebrook, ndo importando se tivessem quadro clinico caracteristico ou

nao.

Apesar de tatus exibirem caracteristicas de envolvimento de nervos, deformidades e
incapacidades nao séo observadas (Binford et al., 1977 Meyers et al., 1978; Folse;
Smith, 1983).

Um nédulo no local da inoculagdo experimental € geralmente o primeiro sinal do
desenvolvimento da infeccdo pela micobactéria. O nivel de Ac comecga a se elevar
quando surge o nodulo no local da inoculagéo e continua a se elevar quando surgem
outros nodulos em outras localizacbes. A formagao de Ac ocorre durante o
desenvolvimento de infecgdo sistémica, simultdnea ao aumento da carga bacilar
(Harboe, 1981).

Binford et al. (1977), fizeram as seguintes observagdes sobre os aspectos
histopatologicos de 41 tatus infectados experimentalmente e que foram

necropsiados e corados pela hematoxilina-eosina e Fite-Faraco:

1 Os BAAR estavam no interior de macrofagos (histiocitos), células do sistema
reticulo-endotelial do figado, baco, células do alvéolo pulmonar, células
endoteliais vasculares e células de Schwann. Em animais com infecg¢des

antigas os BAAR apresentavam globias;

2 Nas lesbes de pele nao foram observadas células epitelidides, células
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gigantes de Langerhans;

3 Uma comparacado da disseminacdo da doenca em 15 tatus naturalmente
infectados e 15 experimentalmente infectados n&o mostrou diferenga entre o
acometimento dos diferentes o6rgaos. Foi relatada a ocorréncia de nodulos

integros e ulcerados na pele e na carapaga do animal (Binford et al., 1977).

6.3 A origem da infecgao natural em tatus

Relatar hanseniase em tatus selvagens tem sido muito controverso. Ha estudos que
dizem que a hanseniase em tatus selvagens foi descoberta a partir de quando o
animal foi usado como modelo experimental que teriam escapado de centros de
estudo de hanseniase (Weiser, 1975; Skinsnes, 1976). Entretanto, esta hipotese n&o

€ mais aceita, ja que outros estudos indicaram a ocorréncia natural da infecgao.

A hipotese ambiental foi confirmada em 1985 com o advento das técnicas de
detecgdo do Ac anti PGL-1. Entre 1960-1964, Roth et al. (1964), coletaram amostra
de sangue de animais selvagens para uma pesquisa sobre leptospirose, inclusive
amostras dos tatus da espécie D. novemcinctus. Estes soros ficaram armazenados
durante 25 anos e somente em 1986, 17 soros de 182 foram positivos para o PGL-1,
indicando que o M. leprae deva ser enzoodtico entre tatus pelo menos desde 1961.
Isto também indica que a hanseniase em tatus selvagens poderia ndo ser originada
por possivel contaminagao acidental do ambiente por parte dos Centros de Pesquisa
em Hanseniase, porque somente em 1968 estes centro comegaram a trabalhar com
tatus (Truman et al., 1986D).

Segundo Truman, os tatus adquiriram a hanseniase por meios naturais em

diferentes localidades durante os anos (Truman, 2005).
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6.4 Deteccao de M. leprae em tatus

Através dos estudos com Mitsuda concluiu-se que os tatus exibem a resposta
imunologica completa do espectro da infecgdo pelo M. leprae, alcangando os pdlos
TT a LL, classificando-os de acordo com a escala de Ridley-Jopling (Job et al., 1983;
Job et al., 1985b). A maioria dos tatus infectados exibindo a hanseniase sdo MB,
com evolugao lenta, como demonstrado em animais infectados experimentalmente
que necessitam de 18-24 meses de incubacdo antes dos tatus sucumbirem a
doenca.

Apenas animais adultos desenvolvem a hanseniase, e ndo ha relatos de diferencga
de susceptibilidade na progressdo da doenga entre os tatus infectados (Truman;
Sanchez, 1993; Walsh et al., 1986). A hanseniase em tatus produz poucos sinais e
sintomas, ndo sendo facil a distingdo de um animal normal de um infectado. A
hanseniase nos tatus €& sisttmica e envolve primariamente os tecidos
reticuloendoteliais (Binford et al., 1976; Binford et al., 1977).

Todos os Ac dos tatus s&o reconhecidos por anti-lgM humanos mas nao por anti-IlgG
ou anti-lgA humanos (Truman et al., 1986a; Eggelte et al., 1988). Como acontece
com os hansenianos, os tatus também reconhecem o Ag PGL-1 do M. leprae e
produzem Ac contra determinante do 3,6-di-O-metil glucose (Eggelte et al., 1988).

Tatus MB possuem uma resposta imunologica forte com produgao de Ac, sendo que
em tatus infectados em laboratorios, existem Ac IgM especificos contra o antigeno
PGL-1 do M. leprae (Hunter et al., 1982). Os niveis de Ac IgM contra o antigeno
PGL-1 aumenta com o aumento da carga do bacilo e persiste no animal durante o

curso da doenga (Truman et al., 1986a).

Os estudos em macacos mostraram que este animais produzem Ac IgM anti-PGL-1
(Gormus et al.,1988), enquanto que nos tatus o estabelecimento da infecgdo poderia
ser detectado mais precocemente do que por métodos previamente utilizados, como
os histopatolégicos (Truman et al., 1986a). Assim, o ELISA tem sido usado para
monitorizar o desenvolvimento de doenca em tatus e também em macacos

mangabei experimentalmente infectados (Eggelte et al., 1988).
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Job et al. (1992), avaliaram a presenca de Ac IgM anti-PGL-1 em tatus infectados
experimentalmente com diferentes doses de bacilos. A presengca dos Ac foi
correlacionada com infeccédo pelo M. leprae e a disseminagao da doenga nos varios
orgaos. Os niveis dos Ac encontrados foram elevados nos animais com doencga
disseminada, ndo mostrando positividade nos casos moderados ou com baixa carga
bacilar. De 27 animais infectados apenas 5 tiveram niveis positivos na sorologia,
entretanto 18 animais mostraram evidéncia histopatologica de infecgdo em mais de

um 6érgéo.

A presenca de Ac IgM anti-PGL-1 ocorre em 20% dos tatus selvagens da Louisiana
(Truman et al., 1986a).

Deps et al. (2004), relataram pela primeira vez o uso do teste rapido ML Flow® para
detectar Ac IgM anti PGL-1 em tatus selvagens. Em outro estudo, foi encontrado
positividade em 11 (29,7%) de 37 tatus estudados, utilizando o mesmo teste rapido
(Deps et al., 2007).

Hartskeerl et al. (1989), usaram a técnica de PCR para identificar infecgdo pelo M.
leprae em tatus. Utilizaram primer que amplifica o gene de 36 kDa em amostras de
figado de tatus infectados experimentalmente. Foram testados em trés animais
infectados com M. leprae e dois nao infectados. Os resultados foram positivos

somente nos animais infectados.

Na disseminacdo generalizada da doengca em estagios tardios, nenhum o6rgéo é
poupado, mas regides frias do corpo tendem a mostrar maior envolvimento pelo
M.leprae como: pele, nodulos, linfonodos e outros tecidos através de esfregacos
diretos, exames histopatologicos e PCR (Job et al., 1985b; Walsh et. al, 1986; Job et
al., 1991).

Job et al. (1991), usaram a técnica de PCR para pesquisar a presenca de M. leprae
em linfonodos inguinais de 30 tatus selvagens capturados na Louisiania,
encontrando uma positividade de 53,3%. Neste mesmo trabalho, os autores fizeram
uma comparacgao da técnica de PCR com outros métodos de deteccdo de M. leprae
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em tecidos de tatus. Concluiram que o PCR usando o primer para codificar o Ag 18

kDa, € o teste de maior sensibilidade para detectar infec¢ao pelo M. leprae.

Rastogi et al. (1999), utilizaram a técnica de PCR, através da analise do
polimorfismo do tamanho do fragmento de restricdo ("pra” — antigeno rico em prolina)
que culmina com a ampliagdo da porgédo de 438 pb do gene hsp65 presente em
todas as micobactérias. Esta técnica foi seguida por dois processos de digestdo do
produto amplificado através das enzimas de digestdo BstEll e Haelll resultando em
fragmentos de 315 pb e 135 pb e fragmentos de 265 bp e 130 pb do gene que
codifica a proteina de 65 kDa. Os autores apos aplicarem a técnica em amostras de
tecidos de tatus e camundongos atriquicos e atimicos infectados com M. leprae
obtidos de hansenomas humanos, verificaram que o método identifica pequenas
quantidades do M. leprae, com alta especificidade e sensibilidade, sugerindo ser

aquele o método ideal para a deteccao de infecgao pelo M.leprae.

Zumarraga et al. (2001), repetiram a técnica utilizada por Rastogi et al. (1999), em
amostras de 6 tatus com diagnostico de hanseniase naturalmente adquirida,
provenientes da Argentina de 6 pacientes hansenianos, além de amostras de outras
4 micobactérias. As amostras dos tatus utilizadas eram fragmentos do figado e dos
linfonodos popliteos e axilares. Os resultados de Rastogi et al (1999), foram

confirmados obtendo positividade apenas nos hansenianos e nos tatus.

Scholl et al. (1996), estabeleceram quatro estagios da hanseniase nos tatus
infectados experimentalmente: 1) n&o-infectados, 2) infectados, 3) soroconversao e
4) histopatologia positiva (BAAR observados em nervos de cortes de orelhas)
(Figura 2). E concluiram que a morte segue, frequentemente, pouco tempo depois

da observagédo de bacilos na histopatologia da orelha.
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Exposigao
Morte Nao adquire infecgao (6-10%)
Histopatologia +\_ <« Infeccao
Soroconversao

Figura 2: Os estagios da hanseniase em tatu infectado experimentalmente e suas

transigbes (baseado em Scholl et al., 1996).

6.5 Distribuicdo geografica da hanseniase em tatus nos Estados Unidos da
América

Ao longo do rio Mississipi, no estado da Louisiana, estendendo-se ao sul do Texas,
os tatus encontraram um ambiente favoravel para sua existéncia. Nessas regides
(terras baixas) do estado da Louisiana e do Texas existem um grande reservatorio
de M. leprae entre os tatus selvagens (Smith et al., 1983; Walsh et al., 1986; Job et
al., 1986).

Um levantamento realizado entre 565 tatus capturados no sudeste dos EUA,
identificou uma média de 3,8% de prevaléncia de achados histopatologicos e 16%
de deteccdo de Ac IgM contra Ag PGL-1 (Truman et al., 1991). Roth et al. (1964)
relataram que a hanseniase em humanos nessa mesma regido ndo mudou
significantemente durante um periodo de 30 anos. As infecgdes por M. leprae nestes
tatus da Louisiana, sugerem que o M. leprae tem-se abrigado nestas regides por
muitas geracgdes (Truman et al., 1991).
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6.6 Associacao da hanseniase de tatus com humanos

O quantidade de tatus infectados nos EUA, sugerem que os tatus possam contribuir
em muitos casos de infecgdo em humanos, mas a importancia que eles tem sobre a

saude humana nestas regides tem sido dificil de descrever (Truman, 2005).

Muitos casos de hanseniase nos EUA tém aumentado entre os imigrantes de paises
endémicos ou de americanos que adquiriam a doenga enquanto moravam nestes
paises. Entretanto, existe uma deteccédo persistente de 30-40 casos por ano da
infecgdo nos estados do Texas e da Louisiana entre os cidadaos nativos (Enna et
al., 1979; Neill et al., 1985; Joseph et al., 1985). Ha relatos de casos de 13
individuos que desenvolveram a hanseniase nos estados Louisiana e do Texas que
nao tiveram conhecimento da exposi¢cao ao M. leprae e outros relataram o contato
direto com tatus, seja manipulando o animal ou consumindo sua carne (Freiberger;
Fudenberg, 1981; Lumpkin et al., 1983; Lumpkin et al., 1984; West et al., 1988).

Lumpkin et al. (1983), relataram a ocorréncia de cinco casos de hanseniase em
cagadores de tatus nos EUA, enquanto Thomas et al. (1987), referem a exposi¢céo
aos tatus como uma possivel fonte de infeccdo entre hansenianos residentes nos

EUA, porém, nascidos no México.

Em um estudo caso controle Filice et al. (1977), com 19 pacientes nascidos na
Louisiana, ndo foi encontrado associagcdo entre os contatos com os tatus e a
presenga de hanseniase em humanos. Na Louisiana e no Texas, a exposi¢ao a
tatus € comum e cerca da metade de todos os casos de hanseniase atendidos na
Clinica de Houston no Texas relatou contato direto ou indireto com tatus (Bruce et
al., 2000).

Em inquérito epidemiolégico realizado por Rodrigues et al. (1993), onde foram
entrevistados 205 pacientes hansenianos no interior do estado de Sdo Paulo a
respeito da ingestdo de carne de tatu, 101 referiram o uso da carne de tatu antes de
adquirir a doenga, sendo que 99 pacientes referiram ndo conhecer casos familiares
de hanseniase. Os autores aventaram a possibilidade de transmissdo da doenga por
alimento infectado pelo M. leprae.
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Deps et al. (2002a), realizaram um inquérito epidemiolégico com 280 ex-
hansenianos no Espirito Santo, e verificaram que 90,4% ja haviam consumido carne
de tatu mais de uma vez, antes do diagnostico de hanseniase, em comparagdo com
9,6% da populacdo controle. Deps et al. (2003b), relatam os aspectos
epidemioldgicos da transmissdo da hanseniase em relagdo a exposi¢cao ao tatu e
sugere uma possivel fonte de M. leprae através do consumo da carne de tatu,
principalmente nos hansenianos sem histéria de contatos com outros pacientes

portadores de hanseniase antes do seu diagndstico.

Ainda, Lane et al. (2006), relataram um caso de hanseniase em uma mulher do
estado da Georgia nos EUA, que é considerado um estado n&o endémico para
hanseniase. Os autores relataram o contato direto da paciente com tatus e
concluiram que houve associagao do contato com os tatus e o desenvolvimento da

doenca.
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7 Métodos

7.1 Planejamento do estudo

Em um estudo seccional ou de prevaléncia, planejou-se num primeiro momento a
captura de tatus de todas as regides do estado do Espirito Santo. A dificuldade de
se conseguir especialistas em capturas de animais silvestres concentrou as nossas

coletas em apenas 4 municipios (Vitoria, Serra, Marechal Floriano e Alegre).

Os tatus foram capturados neste municipios por especialistas em captura de tatus,
durante o periodo de julho de 2004 a julho de 2006. Apds a captura os animais eram
encaminhados para o Laboratério de Hanseniase Experimental (LHE), no Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), no municipio
de Vitéria ou para o Laboratorio de Patologia Veterinaria (LPV), do Centro de
Ciéncias Agrarias da UFES, situado no municipio de Alegre. Os animais foram
transportados em caixas de madeira devidamente ventiladas e com pouca

iluminagao para reducéo do estresse.

7.2 Amostra de tatus estudada

Foram estudados tatus selvagens da espécie Dasypus novemcinctus provenientes

do estado do Espirito Santo.

7.3 Exame clinico e documentagao dos animais

No LHE ou no LPV, os animais eram anestesiados utilizando Tiletamine/Zolazepan,

8.5mg/Kg por via intramuscular, que sdo anestésicos para imobilizagdes por 30 a 40

minutos (Fournier-Chambrillon et al., 2000). Apés a anestesia, os tatus eram
pesados e o0 sexo era determinado.
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Os tatus eram lavados com agua e sabao neutro utilizando uma pequena escova e

depois eram limpos com gaze embebida em Povidinel[l, seguido de alcool a 70°.

A seguir, os tatus eram submetidos ao exame clinico a procura de lesdes ulceradas
na pele, na carapaga, no subcutaneo, nas regides nasal e auricular, e também eram

palpados a procura de linfadenomegalias.

Durante a necropsia, segundo Binford et al. (1975; 1977); Martinez et al. (1984), as
seguintes alteragbes foram consideradas como sinais clinicos sugestivos de
hanseniase em tatus: linfadenomegalia visivel e/ou palpavel (linfonodos
mesentéricos, cervicais e inguinais), lesbes ulceradas externas na parte ventral,
carapaga, cauda e cabecga. Visceromegalias visiveis e/ou palpaveis, alteragdes
hepaticas e esplénicas como: alteracbes na coloragdo do 6rgdo (hipocoradas e
violaceas), alteragbes na conformagédo ou estrutura do 6rgéo ( pontos brancos e
bordos irregulares).

Em sequéncia, os tatus eram colocados em um dispositivo especial de madeira,
previamente esterilizado com formalina, de modo a expor o seu lado ventral, bem
como os seus quatro membros (Garbino et al., 1996). O registro fotografico foi
realizado em todos os animais (Fotografia 1).

7.4 Coleta de material

Durante a anestesia, o sangue era coletado pela veia subclavia em frascos
Vaccutainer® sem anticoagulante. Depois de centrifugado, o soro era separado,

armazenado em tubo de Eppendorfl] de 1,5 ml e congelado a -4°C.

ApoGs a coleta de sangue e exame clinico, os tatus eram sacrificados sob agéo da
anestesia pela técnica de exsanguinagdo e depois, a necropsia era realizada.
Durante a necropsia diversas amostras de tecidos eram coletados como: cérebro,
pulméo, coragao, lingua, pele, orelha, rim, bago, figado, intestino, testiculo, utero e
linfonodos cervicais, inguinais e mesentéricos. Amostras de tecidos foram coletadas

e armazenadas em formol a 10% tamponado, em alcool 70% e em tubos
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Eppendorfl] de 2.0 ml, que foram congeladas a -4°C, ambas destinadas a técnica de
PCR.

7.5 Técnicada PCR

A técnica de PCR foi realizada no National Hansens’ Diseases Program Laboratory
(NHDP), Baton Rouge, Louisiana, EUA. Todos os animais foram testados para dois
tipos de primers: primeiro todos os tatus foram testados utilizando o primer que
amplifica o antigeno 18 kDa; e depois, para os primers ML1 e ML2, que amplificam a
sequéncia repetitiva RLEP (Tabela 1). Foi planejado que amostras positivas em
quaisquer dos dois primers seriam checadas pela técnica de Real Time PCR

seguida pelo sequenciamento para confirmagao dos resultados.

Tabela 1 - Primers utilizados para amplificacdo de sequéncias especificas do M.

leprae.
Primers Sequéncias
M. leprae 18 KDa-Forward ATTCGTCGCGAGTTCGACCTTCCT
M. leprae 18 KDa-Reverse TGACAACAAACGCGTTGTTCGATTC
M. leprae RLEP-Forward (ML-1) GCACGTAAGCCTGTCGGTGC
M. leprae RLEP-Reverse (ML-2) CGGCCGGATCCTCGATGCAC

7.6 Processamento das amostras utilizando a técnica de PCR

Extragdo do DNA

O preparo das amostras para a extragcao do DNA foi realizado em laboratério de bio-
segurancga nivel Plll. As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente.
Os seguintes tecidos foram analisados: linfonodo inguinal, linfonodo cervical,

linfonodo mesentérico, cérebro, figado e bago.
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As amostras de linfonodos, cérebro, figado foram cortados e aliquotados em
parcelas de 25 mg, enquanto a amostra de baco foi cortada e aliquotada em
parcelas de 10 mg, segundo recomendagdes do fabricante.

Apo6s o descongelamento das amostras, seguiu-se a extragdo do DNA usando o Kit
comercial DNeasy® Kit (Qiagen, Valencia, CA), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Apos a extragdo do DNA, o mesmo era quantificado, utilizando o
equipamento NanoDrop® ND-1000 espectofotdometro (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE).

Condigcées da PCR

As amplificagées da sequéncia especifica do M. leprae, do antigeno 18 kDa (360pb)
e do RLEP (372pb), foram realizadas utilizando o protocolo padrdo para PCR que é
descrito a seguir.

Composig¢ao da reagcdo de mistura

Em um tubo de reacao para a técnica da PCR de 0,5ml, foram colocados diferentes
quantidades de templates de DNA (1 a 5 yL), dependendo da concentragdo (que
variava de 50 a 200 ng/ml). Os reagentes da mistura por reagao foram: 25,75 uL de
H2O4, 5 uL de 10X tampédo para reagédo de PCR, 5 pL de MgCl; (2uM), 4 uL de mix
deoxinucleotideos trifosfato (10 uM), 2,5 yL de cada primer (20 uM), e 0,25 pL de
polimerase AmpliTAQ Gold® (Applied Biosystems, Foster City, CA), totalizando um

volume final de 50 pL.

Ciclos

Os tubos de propilpropileno com as reagdes de mistura foram colocados em
termociclador automatico. Os tubos foram aquecidos a 95°C por 5 minutos para

desnaturagao do DNA cromossémico. Posteriormente, foram submetidos a 40 ciclos.
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A mistura de reacao contendo parte da amostra foi entdo submetida por 2 minutos a
60°C para anelamento dos primers; 3 minutos a 72°C para extenséo e finalmente 2
minutos a 94 °C para dissociagdo de novos fragmentos do template. Um
aquecimento de 72°C por 10 minutos antes do final da reagéo era feita.

Deteccao dos produtos de amplificagcao

Uma parcela de 17 pyL de cada produto da PCR era adicionado aos pogos do gel de
agarose a 2% contendo brometo de etidio (E-gel®, Invitrogen, Carlsbad, CA) e a
eletroforese era feita por 30 minutos em voltagem constante. Os fragmentos de PCR
eram visualizados através de transiluminacdo UV e era documentada usando o
equipamento Gel Doc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA).

As amostras foram consideradas positivas, quando banda compativel com a regiao
de 360 pb e de 372 pb da sequéncia do gene era amplificada na reagdo. A auséncia
de sinal na faixa compativel com o controle interno de amplificagao foi definida como
inibicdo da amplificagcdo. Nessa situagdo, era empregado o teste de inibicao
adicionando 1ul do nosso controle positivol (Thai-53 M. leprae DNA) em cada
amostra que foi considerada inibida e entdo a reacdo de PCR era repetida. Se a
inibicdo da reacao persistisse, uma nova quantificacédo, dilui¢des e resuspencdes do
DNA eram feitas e a reacido de PCR repetida.

Controles positivos e negativos de amplificagao

Foram utilizadas solugdes contendo DNA purificado da cepa (Thai-53) de M. leprae e

agua purificada, como controles positivo e negativo de amplificagéo,

respectivamente.
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Confirmagao dos resultados positivos através da técnica de Real Time PCR e

sequenciamento

Resultados positivos no PCR foram confirmados através da técnica de Real Time
PCR, utilizando TagMan® probe (Bio-Rad, Hercules, CA), numa reacgao total de 25
pML. Cinco yL do template do DNA das amostras que foram positivas pelo PCR,
adicionadas de 2,5uL de H,Oq4 para a reagdo com o0s primers para a sequéncia
repetitiva (RLEP) e 4,5 pL para a reagéo para o antigeno 18kDa. Foi utilizado 12,5
ML de Master Mix Universal para PCR (Applied Biosystems, USA) para ambos os
primers, 2,5 uL de cada primer RLEP, (20 uM), e 1,25 yL de cada primer 18kDa (20
uM) e 2,5 uL da probe TagMan® (1:10 dilution) para a reagcdo da RELP e 0,5 da
probe TagMan® (1:10) para a reagédo do18kDa, e entdo eram colocados na placa
optica para a reacado de Real Time PCR.

As sequéncias dos primers (18kDa e RLEP) e das probes foram adquiridas a partir
do Sanger Center (www.sanger.ac.uk) e alinhados para as regides de identidade

utilizando o programa Omiga 2.0 (Oxford Molecular Ltd., Madison, WI). Os primers e
a probes fluorescentes foram escolhidos utilizando o programa Primer Express (PE
Applied Biosystems, Foster City, CA), baseado no critério de estringéncia
estabelecido para as reacdes da Tagman PCR.

Todos os reagentes utilizados nos ensaios para TagMan foram recomendados pelo
fabricante (Applied Biosystems). A reacdo de PCR e a analise de dados foram
executados no equipamento de Real Time PCR ABI 7300 System (Applied
BioSystems). Foram utilizados condi¢cdes padroes de PCR da AmpErase UNG de
ativacao por 2 minutos a 50° C, ativagcao da AmpliTaq Gold DNA Polimerase por 10
minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos para dissolver e 1 minuto a
60°C para anelamento e extensao.

As sequéncias dos primers e das probes utilizadas neste estudo para as reagdes de
Real Time PCR foram as seguintes (Tabela 2).

As amostras que foram positivas no PCR e Real Time PCR, foram purificadas
utilizando um Kit de putificacdo QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen), de acordo
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com as recomendacdbes do fabricante. Apds a purificacgo do DNA, o
sequenciamento do material genético foi realizado pelo LSU Genelab facility

(www.Isu.edu/genelab).

As reagdes do sequenciamento foram realizadas utilizando a técnica de marcagéao
fluorescente dos Dyes Terminators no programa BigDye Terminator version 3.1
(Applied BioSystems) pelo analizador genético ABI Prism 3130 (Aplied BioSystems).

Tabela 2 - Primers e probes usados para amplificacdo de sequéncias especificas do M.

leprae utilizados na técnica de Real Time PCR.

Primers Probes Sequences
M. leprae 18 KDa ACACCGCGTGGCCGCTCG CGATCGGGAAATGCTTGC
tagman-F
M. leprae 18 KDa ACACCGCGTGGCCGCTCG CGAGAACCAGCTGACGATTG
tagman-R
M. leprae RLEP CGCCGACGGCCGGATCATCGA GCAGCAGTATCGTGTTAGTGAA
tagman-F
M. leprae RLEP CGCCGACGGCCGGATCATCGA CGCTAGAAGGTTGCCGTAT
tagman-R

7.7 Cronograma de estudo

Maio de 2005: Elaboragdo do projeto sumarizado, pesquisa bibliografica e

verificagdo das condi¢des de exequibilidade do estudo.

Junho de 2005: Solicitacdo da licenga para captura/coleta/transporte/exposi¢cao dos
tatus ao IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais

Renovaveis) —-ES (Anexos).

Julho de 2005 a dezembro de 2006: Captura e coleta de amostras de tecidos nos

tatus.
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Janeiro a junho de 2007: Realizagdo da técnica de PCR, Real Time PCR e

sequenciamento das amostras de tecido dos tatus.

Julho a agosto de 2007: Analise dos resultados, preparo da discusséo e finalizagéao
do estudo.

7.8 Calculo do tamanho da amostra

O tamanho da amostra para se obter a prevaléncia foi estimado com base no calculo
para a realizagdo de um estudo descritivo, cuja variavel dependente € qualitativa e
dicotdmica, com um intervalo de confianca determinado em 95%. O calculo da
prevaléncia foi baseado nos relatos sobre sua distribuicdo na literatura cientifica.
Baseado em pesquisa anterior, observou-se que a positividade da hanseniase nos
tatus do Espirito Santo variou de 11,3% no teste de ELISA a 52,8% na reacéo de
PCR (Deps, 2003a), com o valor de prevaléncia (inicial) a 12%, com preciséo 5% de
significancia, o tamanho calculado da amostra foi de 63 tatus.

7.9 Codificagao e armazenamento dos dados

Com base no preenchimento dos protocolos de pesquisa, foi criado um banco de
dados utilizando-se o programa estatistico SPSS, "Statistical Package for the Social
Sciences", versdo 9.0 para Windows 95, onde os dados foram digitados e

armazenados.

7.9.1 Consideragoes éticas

Foram estudados tatus da espécie Dasypus novencinctus de areas rurais do estado
do Espirito Santo apds autorizagdo do IBAMA, Proc.02009.000553/00. Apds esta, foi
obtida a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sao
Paulo/Universidade Federal de Sdo Paulo, no dia 02 de margo de 2001, Ref. CEP N°
107/01 (Anexos).
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8 RESULTADOS

8.1 Informagoes Gerais

Sessenta e nove tatus foram capturados. Destes 69 animais, 04 morreram durante o

transporte.

8.2 Procedéncia dos tatus

Os tatus foram capturados nas areas rurais de 4 municipios do estado do Espirito

Santo: Trés em Marechal Floriano, 5 na Serra, 13 em Vitoria e 48 em Alegre
(Tabela- 3).

Tabela 3 - Procedéncia dos 69 tatus capturados no Espirito Santo

Procedéncia Numero (%)
Alegre 48 (69,56%)
Marechal Floriano 3 (4,34)
Serra 5 (7,24%)
Vitéria 13 (18,84%)
Total 69 (100%)

8.3 Sexo

Foram capturados 31 tatus machos (M) e 38 fémeas (F).
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8.4 Peso

O peso variou de 400 a 6000 gramas (g). Os tatus foram divididos em dois grupos,
grupo 1 dos que pesavam 2499g ou menos e grupo 2 dos que pesavam 2500g ou
mais.

Grupo 1: nove (13%) tatus;

Grupo 2: sessenta (86%) tatus.

Isto foi feito com o objetivo de separar aqueles tatus que provavelmente eram muito

jovens (Grupo 1) dos adultos (Grupo 2).

8.5 Achados clinicos

Dos 65 animais necropsiados, pelo menos uma das alteragbes clinicas foram
observadas em 62 (95%) dos animais (Fotografias 2, 3, 4, 5, 6 e Tabela 4-
Anexos).

O aumento dos 3 linfondos (cervicais, inguinais e mesentéricos) foram observados
em 20 (29%) tatus; aumento de pelo menos um dos 3 linfonodos foi observado em
32 (49%). Dos 65 animais necropsiados, 20 (30%) apresentaram alteragbes
hepaticas dentre elas: figado hipocorado (12%), pontos brancos (7%), bordos
irregulares (3%) e coloragao violacea (4%). Vinte e quatro tatus (35%) apresentaram
alteragdes esplénicas. Destes as seguintes alteragbes foram observadas: baco
hipocorado (12%), coloragdo violacea (3%), pontos brancos (16%) e bordos
irregulares (6%). Esplenomegalia foi encontrada em 18 (27%) animais e
hepatomegalia em 16 (24%). Lesbes externas do tipo ulceras em: carapaga, na parte
ventral, patas, cabegca e cauda foram encontradas em 13 (20%) dos 65 tatus
estudados.

8.6 PCR

Foram testadas amostras de 65 animais. O PCR foi negativo para os primers que
amplificam o antigeno 18 kDa em todos os animais e positivo em 4 (6%) animais
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quando utilizado os primers que amplificam a sequéncia repetitiva RLEP. Dos 4
animais positivos, dois pesavam mais de 3kg (M74 e F64) e o animal M74
apresentou linfoadenomegalia (Fotografia 2). Dos animais positivos para a PCR,
todos apresentaram sinais clinicos sugestivos de hanseniase (Tabela 5).

Os resultados obtidos pela técnica de PCR das amostras de tecidos foram baseados
na leitura visual do gel de agarose através de transiluminag&o UV e foi documentada
usando o Gel Doc 2000 (Bio-Rad, Hercules, CA) (Figura 3).

Os animais com amostras positivas na sequéncia RLEP e os respectivos tecidos
foram:

- M74 e M90 - bacgo

- F64 — linfonodo mesenterico

- F68 — figado

Tabela 5- Relac&do dos animais positivos para a PCR e sinais clinicos

Animal Peso Figado/ Visceromegalias Linfadenomegalias
(Kg) baco
M74 3,1 Hipocorados Nao Mesentéricas e
inguinais
M90 2,0 Figado Baco N&o
hipocorado,
pontos
brancos no
baco
F64 3,5 Hipocorados Nao Nao
F68 2,1 Coloragéao N&o N&o
violacea

Legenda: Kg- Kilogramas
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Figura 3. Imagem da amplificagdo especifica do DNA do M. leprae, fragmento com
372 pb visibilizados através do gel de agarose dos tatus F64 (linha 2), F68 (linha 3),
M74 (linha 5) e M9O0 (linha 6), controle positivo (linha 7) e controle negativo (linha 8 a
12).

8.7 Real Time PCR

Apenas os 4 animais positivos para a técnica de PCR foram testados para a técnica
de Real Time PCR. Os tatus M90 e F68 foram positivos para a técnica de Real Time
PCR para os dois primers (18 kDa e ML1/ML2) em diferentes tecidos (Tabela 6). A
técnica de sequenciamento foi realizada para confirmar os animais M90 e F68, que
foram positivos na técnica de PCR e de Real Time PCR.

8.8 Sequenciamento do DNA

O sequenciamento dos 4 tatus positivos pela técnica de PCR foi tentado, sendo
positiva em apenas 2 animais. Estes 2 animais também foram positivos no PCR e no
Real Time PCR. Foram obtidas sequéncias idénticas para a sequéncia repetitiva
RLEP copias 4 e 6 especificas do M. leprae nos tatus F68 (figado) e M90 (baco)

respectivamente.
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Tabela 6. Resultados positivos em um ou mais dos testes realizados nos tatus,

incluindo PCR e Real Time PCR.

Tatus PCR Real Time PCR Real Time PCR

(RLEP) (RLEP) (18 kDa)
Tecidos Tecidos Tecidos

M74 +/ bago Neg Neg
(RLEP)

M90 +/ bago + / pulmao, + / pulmao, coragao,
(RLEP) coragao e lingua lingua, pele, orelha, bago e

figado
F64 + / linf. Neg Neg
mesentérico
F68 +/ figado + / intestino, + / intestino, lingua, utero,

lingua, utero, pele,
pulmao, orelha e

baco

pele, pulmao, coragao e
baco

Neg/(-) - negativo; pos/(+) - positivo.

Obs: O PCR utilizando o primer 18kDa foi negativo para todos os animais.

Resumo dos resultados da pesquisa de M. leprae em tatus selvagens:

- Dos sinais clinicos sugestivos de hanseniase do tipo: lesbes externas como

ulceras, linfadenomegalias, lesbes hepaticas e esplénicas e visceromegalias, pelo

menos um destes sinais foram encontrados em 62 (95%) dos tatus estudados;

- DNA de M. leprae foi encontrado em 6% dos tatus testados através da PCR com

primer RLEP;

- Os animais positivos para a técnica de PCR demonstraram pelo menos um dos

sinais clinicos estudados;

- Nao houve positividade no PCR quando utilizado o primer 18kDa;
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- Dois animais foram positivos pela técnica de Real Time PCR para os primers RLEP
e 18Kda;

- O DNA das amostras dos 2 tatus positivos no Real Time PCR foram sequenciados
e confirmados como sequéncia repetitiva RLEP copias 4 e 6, que sao especificas do
M. leprae.
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9 DISCUSSAO

9.1 Procedéncia dos tatus e aspectos geograficos dos locais de captura

Quase 70% dos tatus estudados neste trabalho foram capturados no municipio de
Alegre, justificando-se pela relativa facilidade de se encontrar especialistas em
captura de animais selvagens naquele municipio. A prevaléncia da hanseniase é
maior na Regido Metropolitana da Grande Vitoria (RMGV), comparada com Alegre.
Assim, existe a necessidade de estudar mais animais provenientes da RMGV, bem
como de estudar outras espécies de tatus existentes na nossa fauna, visto que os
estudos americanos so realizaram a pesquisa na espécie D. novemcinctus, por ser

esta a unica existente naquele Continente (Storrs et al., 1971; Truman, 2005).

9.2 Aspectos clinicos da hanseniase nos tatus e sua relagdo com achados

laboratoriais

Houve a preocupagédo de se estudar animais adultos com mais de 2500g, ja que
varios autores relataram a inexisténcia da hanseniase em animais menores (Job et
al., 1983; Job et al., 1985a; Truman, 2005). Dos animais capturados no presente
estudo, 60 (86%) de 69 tatus eram adultos.

No presente estudo, dos 4 tatus PCR positivos, apenas o animal M74 apresentou
linfoadenomegalia nas cadeias inguinal e mesentérica e pesava mais de 3kg. Este
animal apresentou os dois mais importantes achados que sugerem a presenga de
hanseniase em tatus: PCR positivo e linfonodos aumentados na necropsia (Job et
al., 1991). A pouca frequéncia dos achados clinicos nos animais PCR positivos
encontrados neste estudo ainda continua em discussao. Ao contrario, Deps (2003a),
encontrou apenas um tatu com evidente sinal clinico da hanseniase entre 56
estudados, com linfonodo palpavel na regido inguinal, altos niveis de anticorpos IgM
anti-PGL-1, porém resultado negativo pela técnica da PCR. De acordo com Job et
al. (1991), o aumento de linfonodos é considerado um sinal clinico da hanseniase

em tatus.
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Entre os animais do presente estudo com evidéncias laboratoriais de infecgdo pelo
M. leprae, como PCR e/ou Real Time PCR positivo, outros sinais clinicos como
figado (M74, M90, F64) e bago hipocorados (M74, F64), figado e bago violaceos
(F68) e bago com pontos brancos (M90) foram encontrados, estando de acordo com
varios autores que também encontraram alteragcbes na necropsia sugestivas de
infecgdo nos animais com evidéncias laboratoriais (Binford et al., 1976; Binford et
al., 1977; Martinez et al., 1984).

Na Argentina, Resoagli et al., (1981); Martinez et al., (1984), relatam que linfonodos
mesentéricos, pontos brancos em figado ou bago e visceromegalias fazem parte
dos sinais clinicos de hanseniase disseminada em tatus. Entretanto, Job et al.
(1991), ndo descrevem estes tipos de alteragbes como tipicas de hanseniase

ocorrendo em tatus.

Ndo foram encontrados sinais clinicos tipo “hansenomas” entre os 69 tatus
capturados e os 65 necropsiados, como os descritos nos tatus provenientes da
Louisiana e Texas (Meyers et al., 1978; Job et al., 1991).

Martinez et al. (1984), ndo evidenciaram sinais clinicos de hanseniase em tatus.
Portanto, para Smith et al. (1983), que estudaram 451 tatus, o exame fisico foi

inefetivo como instrumento para rastrear a infecgao.

Os achados clinicos desta infecgdo em tatus n&o sao frequentes como mostra
Walsh et al. (1986), que dos 50 animais infectados encontrados na Louisiana e
Texas, somente 5 apresentavam evidéncias clinicas de infecgdo (10%). Martinez et
al. (1984), na Argentina, relataram que os 2 tatus infectados n&o apresentaram
sinais clinicos de hanseniase. As manifestacbes eram vistas na necropsia € na

microscopia, principalmente no figado e no baco.

Os animais que foram encontrados sinais clinicos considerados como de
hanseniase na forma de linfoadenomegalia, poderiam estar na fase inicial da
doenca, sendo o aumento de linfonodos, um dos primeiros sinais clinicos
desenvolvidos por um animal infectado (Binford et al., 1976; Binford et al., 1977; Job
et al., 1991).
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Entretanto, os sinais clinicos observados nos tatus com PCR negativo poderiam

expressar as seguintes situagdes:

- congestao de linfonodos e visceras ocorrendo fisiologicamente, dependendo da
idade do animal ou outras doencgas associadas;

- fase evolutiva da hanseniase;

- acometimento de linfonodos e visceras decorrentes de outros processos

patolégicos/infecciosos ou n&o, que nao foram avaliados no presente estudo;

- e verdadeiras lesbes da hanseniase em tatus, o que acreditamos ser pouco
provavel, tendo em vista que apenas 4 dos 65 animais estudados foram positivos
para a técnica da PCR. No entanto, estas lesbes poderiam ser de hanseniase
paucibacilar, que nas quais o PCR pode ser negativo.

A hanseniase em humanos apresenta um periodo de incubacédo longo, e se
compararmos com a hansniase em tatus, fica dificil estudar a sequéncia dos
eventos seguintes a infecgcado pelo M. leprae. Portanto, sinais clinicos e patoldgicos
precoces de hanseniase, ndo sado claros, e até o momento s&do pobremente
definidos (Meyers, 1999).

9.3 Técnicada PCR

No presente estudo foi utilizado o kit commercial DNeasy® Kit-Qiagen (Valencia,
CA) na extragcao de DNA, que tem se mostrado eficiente nas extragdes realizadas
no National Hansens Diseases Program (NHDP), Louisiana State Universtiy (EUA).
Varias outras técnicas podem ser utilizadas para a extragdo do DNA, como em
Woods e Cole (1989), que usaram o método de choque térmico para extagdo do
DNA bacteriano e Williams et al. (1990), que realizaram a amplificacdo do DNA a
partir de amostras sonicadas. A extragcdo de DNA do M. leprae é considerada uma
etapa dificil deste método porque este microorganismo é refratario as mais comums

técnicas de lise celular e é dificil conseguir extrair um DNA que seja viavel para
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estudos numa pequena fragdo da amostra. Os estudos de Woods e Cole (1989), de
Williams et al. (1990), e de Deps et al. (2002b), utilizaram a técnica de hibridizagc&o
para aumentar a sensibilidade da técnica de PCR.

Segundo Job et al. (1991), a amplificagdo de DNA provenientes de linfonodos de
tatus utilizando o primer que codifica o antigeno 18 kDa é considerado o teste mais
sensivel para detectar a presenga do M. leprae, seguido dos achados clinicos na
necropsia, ELISA para IgM anti o Ag PGL-1, biépsia de nddulo inguinal e por ultimo
bidépsia de orelha. Job et al. (1991), ndo testaram a sequéncia repetitiva, RLEP e
assim consideram ser o primer para o Ag 18 kDa o teste mais sensivel. Entretanto,
o Ag 18 kDa existe em uma simples cépia no genoma do M. leprae (Williams et al.,
1990), enquanto que a sequéncia repetitiva espécie-espécifica do M. leprae, a RLEP
(Clark-Curtiss; Docherty, 1989), contém pelo menos 28 copias dispersas no genoma
do M. leprae (Woods; Cole, 1990).

Como foi citado, diferentes técnicas foram desenvolvidas para detectar regides
génicas do M. leprae através da técnica de PCR, como por exemplo, o antigeno 36
kDa (Kampirapap et al., 1998), o antigeno 18 kDa (Williams et al., 1990), o antigeno
65kDa (Plikaytis et al., 1990) e as sequéncias repetitivas (Woods; Cole, 1989).

Entretanto, Kang et al. (2003), compararam a sensibilidade dos primers para o
antigeno 18kDa e o da sequéncia repetitiva RLEP. Concluiram que os primers que
amplificam a sequéncia repetitiva RLEP sdo os mais sensiveis. Os primers ML1 e
ML2, que amplificam a sequéncia repetitiva RLEP, tém se mostrado eficientes em
tecidos de humanos (Woods; Cole, 1989; Santos et al., 1993; Santos et al., 1995) e
de tatus (Deps et al., 2002b; Deps, 2003a), em amostras de sangue e tecidos.

No presente estudo, utilizando o primer RLEP, 4 amostras de tecidos foram
positivos para a técnica de PCR: bago (tatus M74 e M90), linfonodo mesentérico
(tatu F64) e figado (tatu FG8).

Dois importantes estudos em tatus com a técnica de PCR encontraram resultados
semelhantes mesmo utilizando primers diferentes, o 18 kDa e o RLEP (Job et al,
1991; Deps, 2003a).
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Job et al. (1991), encontraram 53,3% de infonodos inguinais positivos para PCR
utilizando o primer que codifica o antigeno 18 KDa. Os autores propdem que no
mecanismo fisiopatolégico da disseminagéo da infecgao, o M. leprae segue primeiro
para os linfonodos inguinais, para a corrente sanglinea e a seguir para os demais

orgaos.

Deps (2003a), encontrou 19 de 36 (52,7%) amostras de tecidos de tatus selvagens
positivos para a técnica da PCR. Estes tatus foram capturados no mesmo estado
que a do presente estudo e utilizaram os mesmos pares de primers, o ML1 e ML2.
O DNA de M.leprae foi encontrado mais frequentemente no cérebro (40,9%),
seguido pela pele (22.2%), orelha (20%), pulm&o (13.6%), baco (13%), pata
(11.5%), lesdo (11.1%), figado (8.7%), rim (8.7%) e intestino (4.5%). Neste estudo,
alguns animais PCR positivos foram ELISA positivos. Os resultados de Deps

(2003a), sao considerados muito maiores que os obtidos no presente estudo.

O cérebro também foi estudado por Opromolla et al. (1980), que encontrou M.
leprae em cérebro de um tatu selvagem ap6s 15 meses de inoculagao experimental.

No presente estudo, nenhuma amostra de cérebro foi positiva.

No presente estudo, a técnica de hibridizacdo nao foi possivel de ser realizada,
entretanto, os resultados positivos pela PCR foram testados através da técnica de
Real Time PCR utilizando dois diferentes pares de primers (18 kDa e RLEP) e
confirmados posteriormente pela técnica de sequenciamento. Dos 4 animais (F64,
F68, M74, M90), que foram positivos para a técnica de PCR convencional com os
primers para a sequéncia repetitiva RLEP, 2 apresentaram positividade pelo Real

Time PCR (F68 e M90) em mais de uma amostra de tecido.

Este € o unico estudo que utilizou estes pares de primers para a técnica de Real
Time PCR em tatus selvagens. Atualmente, a técnica de Real Time PCR é relatada

como a mais sensivel na detecgdo do M. leprae (Martinez et al., 2006).

De acordo com Binford et al. (1977), e Kirchheimer (1977a; 1977b), na hanseniase

disseminada em tatus, pulmao, rim, lingua, cérebro, intestino e utero podem estar
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envolvidos, entretanto, segundo Truman (2007, comunicagdo pessoal), ndo é
comum observar o envolvimento destes 6rgaos em infecgdo natural de tatus

selvagens.

Através dos estudos em tatus infectados experimentalmente, Binford et al. (1977a),
mostraram que os 6rgdos mais acometidos em ordem decrescente sao: linfonodos
(100%), pele de abdémen (92,0%), pata (86,0%), baco (84,5%), orelhas (84,5%), e
figado (82,5%).

Santos et al. (1993), demonstraram que os primers ML-1 e ML-2 sédo especificos
para M. leprae quando testados com outras micobactérias. Também os primers que
codificam o antigeno 18 kDa tem demonstrado serem especificos do M. leprae
quando testados com outros DNAs eucariéticos como os da espécie humana, do
macaco sooty mangabey e de tatus selvagens (Williams et al., 1990). Sendo estes
pares de primers efetivos para detecgao de M. leprae em amostras de tecidos.

A positividade na técnica da PCR encontrada no presente estudo foi de 4 animais
em 65, o que pode ser considerada baixa em relagdo aos estudos precedentes.
Alguns topicos serdo discutidos no sentido de avaliar a existéncia de causas desta
baixa positividade obtida pela técnica de PCR.

O modo de estocagem do material coletado pode interferir nos resultados da PCR.
Deps et al. (2002a); Deps (2003a), estudaram tatus selvagens utilizando os primers
que amplificam a sequencia repetitiva RLEP, em amostras de tecidos congelados a
-4°C. Anteriormente, Job et al. (1991), utilizaram os primers para o antigeno 18 kDa,
e as amostras estavam fixadas em formalina a 10%. Apesar da alta positividade
obtida por estes autores, segundo Fiallo et al. (1992), o melhor método de
conservacao e fixacdo de tecidos infectados pelo M. leprae para pesquisa de DNA é
através da utilizacdo de etanol 70%, com perda minima na especificidade e
sensibilidade, quando comparados com outros métodos.

No presente estudo, as amostras utilizadas estavam congeladas a -4°C, podendo
ter sido submetidas a variagbes de temperatura durante o transporte até os EUA, o
que pode ter sido prejudicial para a realizagdo da técnica e talvez responsavel por
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alguns resultados falso-negativos. Mas mesmo que as amostras foram
descongeladas e houve perda de material genético, a técnica da PCR demonstrou

que os primers funcionaram.

Donoughue et al. (2001), relataram que apesar do DNA ser degradado rapidamente,
o DNA residual pode ser detectado facilmente pela PCR utilizando primers que
codificam as sequéncias repetitivas (RLEP).

Outra possivel razao para o fato deste estudo ter encontrado poucas amostras
positivas seria a inibicado da polimerase por impurezas. O DNA pode ficar preso em
agregados insoluveis e ocorrer a perda de DNA durante métodos de reprecipitacao,
diluicdo e degradacéo do tecido devido ao descongelamento das amostras durante
o transporte (Donougue et al., 2001; Santos et al., 1993; Woods; Cole, 1989). Estes
eventos podem ter ocorrido uma vez que as amostras foram processadas nos EUA,

mesmo tendo sido o transporte feito por via aérea expressa.

O outro ponto da discussdo € a possibilidade de ter ocorrido resultados falso-

positivos nas técnicas de Biologia Molecular no presente estudo.

Resultados falso-positivos podem ocorrer durante a execugao da técnica de PCR,
através da contaminagao das amostras. No presente estudo, dois tatus foram
positivos para as 3 técnicas: de PCR, Real Time PCR e sequenciamento. Como
apresentaram positividade em varios tecidos, poderiam representar uma situagcao de
contaminagao durante a necropsia. Entretanto, considera-se que contaminagao das
amostras é um evento pouco possivel neste estudo, uma vez que, foram utilizados
laminas descartaveis para a coleta de cada viscera e ndo ocorreu contato com
material de pacientes com hanseniase durante a coleta ou armazenamento das
amostras. Durante a execucdo da técnica de PCR nos EUA, foram rigorosamente
obedecidas as normas de seguranca do Laboratério de Biologia Molecular do NHDP
(Baton Rouge — EUA).

Também, ndo considera-se que estes resultados positivos sejam devidos a infecgéo
por outras micobactérias como M. gordonae, M. fortuitum e M. avium , ja que a
especificidade da técnica de PCR é alta para o M. leprae. Estas micobactérias
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podem ser encontradas nos pulmdes e nas fezes dos tatus (Dhople et al. 1992;
Santos et al., 1993; Hartskeerl et al., 1989; Truman; Sanches, 1993).

A técnica da PCR é considerada de alta especificidade e sensibilidade para o
M.leprae. No presente estudo, apesar dos poucos sinais clinicos apresentados
pelos tatus, a presenca do M.leprae foi detectada pela técnica da PCR em 4
animais. Mesmo em pacientes com hanseniase da forma PB, a presenca de
M.leprae nao € detectada pelos métodos convencionais de baciloscopia e
histopatologia, mas pode ser detectada pelo PCR. Santos et al. (1993; 1995),
estudaram amostras de pacientes PB, e mostraram que 80% dos pacientes que
apresentavam um indice bacilar negativo tiveram resultados de PCR positivos.

No presente estudo nao foi realizado a técnica de PCR em amostras de sangue dos
tatus, devido o aumento do orgamento do projeto e a preferéncia de outros tecidos
para realizagdo da técnica da PCR. Entretanto, Deps et al. (2002b), obtiveram 12%
de positividade através da técnica de PCR no sangue total, sendo os resultados
positivos, obtidos na leitura visual da eletroforese em gel de agarose, confirmados

pela hibridizagéo.

9.4 Aspectos epidemiolégicos

A hanseniase em tatus é considerada de transmissao zoonética e o risco para seres
humanos pode estar dependente de uma variedade de fatores do hospedeiro e a
susceptibilidade do individuo apds entrar em contato com o tatu infectado (Truman
et al., 1990).

Mesmo apds anos de pesquisa, as origens, variagdes e risco aos seres humanos da
hanseniase nos tatus permanecem nao esclarecidos. Além do homem, os tatus sao
os outros unicos hospedeiros naturais do M. leprae. Entretanto, segundo alguns
autores ha uma relacado direta entre a exposicao dos seres humanos aos tatus e
hanseniase (Thomas et al., 1987; Walsh et al., 1986; Lumpkin et al., 1983; West et
al., 1988; Deps et al., 2002a).
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Todos os animais positivos neste estudo eram provenientes de Alegre, onde a
prevaléncia da hanseniase em humanos € de 1,22/10.000 no ano de 2006
(RELATORIO DA SESAJ/ES, 2007). No estudo de Deps (2003a), a maioria dos tatus
capturados era proveniente da RMGV, onde a prevaléncia da hanseniase é de 3,98
casos por 10.000 habitantes em 2006 (RELATORIO DA SESA/ES, 2007).

Assim, no presente estudo, a frequéncia da infeccdo nos tatus ndo coincide com a
alta prevaléncia da hanseniase no estado do Espirito Santo, que foi de 3,69 casos
por 10.000 habitantes em 2006 (RELATORIO DA SESA/ES, 2007).

Nos EUA, a hanseniase em seres humanos ainda existe em alguns estados onde
sdo encontrados tatus naturalmente infectados, parecendo existir uma correlagcao
evidente entre a prevaléncia da hanseniase em humanos e nos tatus. (Truman,
2005).

Entretanto, mesmo que a hanseniase esteja sendo eliminada em varias regides do

Planeta, existem algumas perguntas ainda sem resposta como:

S&o conhecidas todas as fontes de infecgdo do M. leprae?

Quais sao as formas de penetracdo dos bacilos no corpo humano e como eles

produzem a doenga?

Sabe-se que a aquisicdo do M. leprae por um individuo pode ser de multiplas
formas, inclusive contato com solo ou agua contaminados (Matsuoka et al., 1999).
Estudos epidemioldgicos e imunoldgicos sugerem fortemente a presenca de fontes
nao-humanas de M. leprae, em areas endémicas de hanseniase, fontes estas ainda
nao bem estabelecidas, que teriam importdncia na transmissdo da doenca ao
homem (Dharmendra, 1985; Van Beers et al., 1994).

Casos de individuos que desenvolveram hanseniase sem contato com pacientes
MB conhecidos, intrigam quando os mesmos referem contato com tatus (Taylor et
al., 1965; Enna et al., 1978; Joseph et al., 1985).
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Segundo Fine, (1992) "ndés estamos ainda abismadamente ignorantes da historia

natural do bacilo de hanseniase".

A origem da infecgdo do M. leprae nos tatus tem algumas explicagdes controversas.
Os tatus poderiam ter adquirido o M. leprae através do solo, agua, seres humanos
doentes, ou através de seu alimento natural, os artrépodes e anelidios. Segundo
Truman (2005), nos EUA os tatus adquirem a infecgdo por meios naturais e

sustentam a trasmissao da doenca em sua comunidade.

As repercussdes desta descoberta em relagdo ao meio ambiente, caso venha ser
divulgada a populagdo geral, poderdo trazer uma diminuicdo do consumo e
consequente diminuicdo da caca e manipulacdo dos tatus pelos moradores de
zonas rurais do interior do estado do Espirito Santo e do Brasil.

Acredita-se que estudos em transmissao e reservatorios devam ser realizados para
verificar a importancia dos tatus como reservatério e fonte de infeccao de M. leprae
para os seres humanos e o meio ambiente. Os estudos com genotipagem deveriam
ser realizados para verificar as origens do M. leprae nos tatus e se estes teriam
importancia no desenvolvimento de doenca nos humanos. A analise populacional
ampla abrangendo tatus de todo Brasil deveria ser realizada, utilizando uma
metodologia semelhante a este trabalho, ja que as chances de identificacdo do M.
leprae aumentam quando se utilizam técnicas mais sensiveis e com boa
especificidade, como o PCR dos tecidos, utilizando os primers que amplificam

sequéncias repetitivas.

A maioria dos animais do presente estudo ndo apresentaram infeccdo pelo M.
leprae. Entretanto, as pesquisas realizadas por Deps (2002b; 2003a), e os
resultados positivos obtidos no presente estudo, sugerem o conhecimento sobre a
infeccao pelo M. leprae na populacéo de tatus do estado do Espirito Santo.

A diferenga dos resultados encontrados neste estudo em relagdo aos encontrados
por Deps (2003a), demonstra uma discrepéncia para a qual no momento nao
possuimos uma explicacdo, mas os achados dos 4 tatus positivos para a técnica da
PCR e de 2 tatus confirmados para a técnica do sequenciamento confirmam a
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presenca de tatus infectados.

Ainda, nos EUA a unica espécie de tatus existente é a espécie D. novemcinctus,
mas no estado do Espirito Santo existem outras espécies que deveriam ser
investigadas. Job, (2000) relatou que tatus de sete bandas (Dasypus hybridus) e

tatus de oito bandas (Dasypus sabanicola) podem desenvolver a hanseniase.

A descoberta do M. leprae em tatus selvagens ndo so levantou muitos
questionamentos sobre transmissdo da hanseniase, mas identificou um possivel

risco em saude publica (Truman et al., 1986b).
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10 CONCLUSOES

- A técnica de PCR para a pesquisa de DNA de M. leprae, detectou positividade em 4
(6%) tatus dos 65 tatus testados;

- Os primers ML1/ML2, que amplificam a sequéncia repetitiva RLEP, foram os mais

sensiveis para detecg¢ao de M. leprae nos tatus pela técnica da PCR;

- As alteragbes morfologicas consideradas na literatura como sugestivas de
hanseniase em tatus foram frequentes, mas na maioria das vezes sem a presenca

do M. leprae detectado na técnica da PCR;

- A técnica de Real Time PCR, demonstrou ser de grande valia no estudo de

hanseniase em tecidos de tatus;

- Pela técnica de sequenciamento, houve confirmacdo em dois tatus das sequéncias

repetitivas (RLEP) copias 4 e 6;

- Estes resultados sugerem fortemente a existéncia de infecgdo natural nos tatus da
espécie Dasypus novemcinctus do estado do Espirito Santo.
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11 CONSIDERAGOES FINAIS

- Mais estudos precisam ser realizados para se estabelecer a relacdo entre a
hanseniase nos seres humanos e a infeccdo nos tatus selvagens no estado do

Espirito Santo e no Brasil;

- Mais pesquisas precisam ser realizadas para tentar explicar a discrepancia entre
os resultados encontrados neste estado anteriormente e o presente estudo, haja

visto que os tatus de ambas as pesquisas foram coletados em regides similares;

- Estudos utilizando técnicas de genotipagem seriam uteis para correlacionar a

hanseniase em tatus e seres humanos.
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Fotografia 1- Tatu preparado para a necropsia.

Fotografia 2 - Linfonodos mesentéricos aumentados do animal M74 (seta preta),
que foi positivo para técnicas da PCR, com os primers que amplificam a seqiéncia
repetitiva, RLEP.
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Fotografia 3- Baco do tatu F77, negativo para a técnica da PCR, com bordos
irregulares (seta preta).

Fotografia 4- Tatu F71, negativo para a técnica da PCR, com lesbes ulceradas na
parte ventral (seta preta).
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Fotografia 5- Baco do tatu M66, negativo para a técnica da PCR, com presencga de

pontos brancos (setas pretas).

Fotografia 6- Hepatomegalia (setas pretas) no tatu M72, que foi negativo para a
técnica da PCR.
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Tabela 4- Resultados gerais dos sinais clinicos e da biologia molecular dos tatus necropsiados

Anim Peso Llinfadenomegal Alteragoes em Lesoes externas Visceromegali PCR/Real time PCR

al (Kg) ia Figado/Bago (carapaga e/ou, as (figado e Seqienciamento
parte ventral e/ov, bago)
patas e/ou, cabeca
e/ou cauda)
Mé60 43 NR NR NR NR NR
Mé1 3.2 Cerv/ing SA Sim Baco Neg
Mé2 3,1 Cer/ing/mes SA Sim Baco Neg
Mé3 30 Cer/ing/mes SA Sim Baco Neg
Mb64 3,0 Neg Pontos Ndo SA Neg
brancos
(Baco)
M5 30 Cer/ing/mes Violadceo(Fig Sim Figado Neg
ado)
Méé 3,1 Cer/ing/mes Pontos Ndo SA Neg
brancos
(Baco)
Mé7 2,7 Cerv/ing SA Sim SA Neg
Mé8 3,1 Neg SA Sim SA Neg
Mé9 40 Cerv Bordos Ndo Figado Neg
Iregulares
(Figado)
M70 3,9 Ing SA NGo SA Neg
M71 2,8 Cerv/ing SA Ndo SA Neg
M72 40 Cerv SA N&o Figado e Neg
Baco
M73 28 Ing Hipocorado N&o SA Neg
(Baco)
M74 3,1 Ing/mes Hipocorado Nd&o SA Pos (PCR)
(Figado e
Baco)
M75 1,1 Mes Hipocorado Ndo Baco Neg
(Figado)
M76 3,1 Cer/ing/mes SA Ndo Figado Neg
M77 29 Cer/ing/mes Pontos Ndo SA Neg
brancos
(Baco)
M78 3,5 Cerv/ing SA N&o SA Neg
M79 33 Cerv/ing SA Nd&o Figado e Neg
Baco
M80 32 Cer/ing/mes Pontos Ndo SA Neg
brancos
(Baco)
M81 3.0 Cer/ing/mes SA Ndo Figado e Neg
Baco
M82 04 Cer/ing SA N&o SA Neg
M83 3.8 Cer/ing Pontos Ndo Baco Neg
brancos
(Figado)
M84 04 Cer/ing/mes SA N&o Figado Neg
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M85 3.3 Cer/mes SA Ndo SA Neg
M8é6 3.5 Cerv SA Ndo SA Neg
M87 40 Cerv/ing Pontos Ndo Figado Neg
brancos
(Figado)
mM88 3.9 Cerv SA Ndo SA Neg
M89 40 Cerv/ing SA Ndo SA Neg
M90 2,0 Neg Hipocorado Ndo Baco Pos (PCR/Real Time
(Figado) e PCR e
Pontos Sequenciamento)
Brancos
(Baco)
F60 4,6 NR NR NR NR NR
Fé61 4,0 Neg NR N&o NR Neg
F62 4,7 Neg SA Nd&o SA Neg
Fé63 3.7 Cerv/ing Bordos NGo SA Neg
Irregulares
(Baco)
Fé4 3.5 Neg Hipocorados N&o SA Pos (PCR)
(Figado e
Baco)
Fé65 3,2 NR NR NR NR NR
Fé6 2,8 Neg SA Nd&o SA Neg
F67 3.0 Cerv SA Ndo SA Neg
Fé68 2,1 Neg Violdceo Nd&o SA Pos (PCR/Real Time
(Figado e PCR e
Baco) SeqgUenciamento
F69 3.4 Neg Pontos Sim SA Neg
brancos
Figado),
Hipocorado
(Baco)
F70 4,3 Cerv/ing Hipocorado N&o Figado e Neg
(Figado e Baco
Baco)
F71 3.6 Neg SA Sim SA Neg
F72 3.7 Cerv/ing Hipocorado N&o SA Neg
(Figado e
Baco)
F73 3,2 NR NR NR NR NR
F74 4,5 Neg Hipocorado NGo SA Neg
(Figado e
Baco)
F75 4,5 Ing SA Ndo SA Neg
F76 0,5 Mes Hipocorado NGo SA Neg
(Figado e
Baco)
F77 3.6 Mes Bordos Ndo SA Neg
Irregulares
(Baco)
F78 3.8 Cerv/ing/mes SA Ndo Figado e Neg
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Baco
F79 3,6  Cerv/ing/mes SA NGo SA Neg
F80 3.3 Mes SA Ndo SA Neg
F81 3.9 Cerv/ing/mes Violdceo N&o SA Neg
(Figado e
Baco)
F82 3,2 Cerv/ing/mes SA Sim Figado e Neg
Baco
F83 3.5 Ing SA Ndo SA Neg
F84 3,5 Cerv/ing/mes SA Nd&o Figado Neg
F85 3.6 Cerv/ing/mes Bordos Sim Baco Neg
iregulares
(Baco)
F86 3.3 Cerv/ing/mes Pontos Ndo Figado e Neg
brancos Baco
(Figado e
Baco)
F87 4,2 Cerv/ing Pontos Sim SA Neg
brancos
(Baco)
F88 6.0 Cerv/ing Bordos NGo SA Neg
Iregulares
(Figado)
F89 4,5 Cerv/ing Pontos N&o Figado e Neg
brancos Baco
(Figado e
Baco)
F90 4,0 Neg Bordos Ndo SA Neg
Irregulares
(Baco)
F91 2,0 Cerv/ing/mes  Hipocorado Sim Baco Neg
(Figado),
Pontos
brancos
(bago)
F92 1.5 Mes Pontos Sim SA Neg
brancos
(Baco)
F93 1,9  Cerv/ing/mes SA N&o SA Neg
F94 3,0 Mes SA Nd&o Baco Neg
F95 4,3 Cerv/ing/mes SA Ndo Figado e Neg
Baco
F96 3.0 Cerv/ing/mes SA N&o SA Neg
F97 2,5 Neg Pontos N&o Figado Neg
brancos
(Figado e
Baco)

Kg- Kilogramas; Neg- Negativo; Pos- Positivo; NR- Nao Realizado; Cerv- Linfonodo
cervical; Ing- Linfonodo inguinal; Mes- Linfonodo mesentérico; SA- Sem Alteragdes;
PCR- Técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase
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