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RESUMO

A poliquimioterapia/Organizacdo Mundial da Saude foi
implantada efetivamente no Brasil em 1991, contribuin-
do drasticamente para reducdo da taxa de prevaléncia
e cura da hanseniase. No entanto, a sua comprovada efi-
cacia ndo tem impedido a ocorréncia de recidiva da do-
enca. Falha no tratamento, persisténcia bacilar ou resis-
téncia a drogas sdo fatores que podem ou n&o estarem
associados a ela. O objetivo deste estudo foi verificar a
ocorréncia de recidiva e associd-la com a presenca de
cepas resistentes do Mycobacterium leprae entre 28 in-
dividuos que apresentaram suspeita clinica de recidiva
apos tratamento por monoterapia sulfénica, esquema
da Divisao Nacional de Dermatologia Sanitdria ou po-
liquimioterapia. Bidpsias das lesdes de pacientes multi-
bacilares, com diagnostico clinico de recidiva, atendidos
por demanda espontanea, foram coletadas para avaliar
resisténcia a drogas por meio da técnica de inoculacdo
em pata de camundongo. Dentre as amostras avalia-
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das 42,8% apresentaram bacilos sensiveis a dapsona e
rifampicina e 10,7% apresentaram resisténcia a dapso-
na; nao foram isolados bacilos resistentes a rifampicina.
A emergéncia de bacilos resistentes, especialmente a
rifampicina, € um alerta para os programas de controle
da hansenfase. Monitorar a disseminacdo destas cepas
é importante, pois elas apresentam um sério obstaculo
para a eliminacdo da doenca, principalmente em paises
onde a hansenfase ainda é endémica.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae; hanseniase; reci-
diva; resisténcia a drogas.
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ABSTRACT

The multidrugtherapy proposed by the World Health
Organization has been effectively implemented in Bra-
zil in 1991. It helped reduce the prevalence and achieve
the cure of leprosy. However, its proven efficacy has not
prevented the occurrence of relapses in some leprosy
patients. Irregular treatment, bacillary persistence or
resistance of Mycobacterium leprae to drugs are factors
that may be associated with relapse. The objective of
this study was assess the occurrence of relapse and
associate it with the presence of Mycobacterium leprae
resistant strains. In order to do that, 28 individuals who
were clinically diagnosed as relapse after treatment
with sulphone monotherapy, the National Division of
Sanitary Dermatology scheme or multidrugtherapy.
Biopsies from lesions of multibacillary patients atten-
ded by spontaneous demand were collected to verify
resistance to drugs through the mouse foot pad inocu-
lation technique. Among the samples evaluated 42.8%
had bacilli susceptible to dapsone and rifampicin and
10.7% showed resistance to dapsone. No rifampicin re-
sistant bacilli were isolated. The emergence of resistant
strains, especially to rifampicin, is a threat to leprosy
control programs, therefore, monitoring the spread of
these strains is important because resistance pose a se-
rious obstacle to the elimination of disease, particularly
in countries where the disease is endemic.

Keywords: Mycobacterium leprae, leprosy, relapse, drugs
resistance.

INTRODUCAO

O esquema de poliquimioterapia (PQT) foi implanta-
do pela Organizacao Mundial de Saude (OMS) a partir de
1981, contribuindo drasticamente para reducdo da taxa
de prevaléncia da hanseniase’. Os freqUentes relatos de
resisténcia a dapsona (DDS) e rifampicina (RFP), apos tra-
tamento em regime de monoterapia, fizeram com que a
OMS preconizasse 0 esquema PQT, com objetivo principal
de atuar na prevencao da selecdo de cepas resistentes.

No Brasil, a PQT foi avaliada por alguns anos em al-
gumas regides, tendo sido efetivamente implantada
em 19912, Apds duas décadas de sua implantacdo e da
ampliacdo dos servicos de saude, é possivel compro-
var, por meio de dados epidemioldgicos, a desacelera-
¢ao na deteccao de novos casos da doenca. Em 2007,
o coeficiente de deteccdo de casos novos alcancou o
valor de 21,08/100.000 habitantes e o de prevaléncia,
21,94/100.000. Embora o pais registre um importante
decréscimo nos indices que avaliam a magnitude da
hansenfase, ela ainda constitui um problema de satde
publica, o que exige dos programas de vigilancia atua-
rem de maneira resolutiva e continua®*.

Apesar de nao existirem dulvidas quanto a eficicia
da PQT, ela ndo tém impedido que alguns casos de
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recidiva ocorram apés a alta medicamentosa. Embora
seja considerado um evento raro, a recidiva é um indi-
cador importante de eficiéncia terapéutica. De acordo
com dados do Sistema Nacional de Agravos de Notifi-
cacao — Secretaria de Vigilancia em Saude/MS (SINAN/
SVS), o Brasil registrou no ano de 2007 uma taxa de
3,8% de recidiva® contra 1% da média geral mundial®.
Observando-se os indices registrados aqui no pais a
partir de 2001 (2,7%), podemos observar uma pequena
variacao, porém crescente, desses valores com 3,8% em
2007°. Acredita-se que esses indices nao representem
a real magnitude das recidivas e em muitos casos 0s
surtos reacionais, que podem ocorrer por até alguns
anos apos término do tratamento, sao diagnosticados
como recidiva’®’, Esses casos sdo reintroduzidos no tra-
tamento, voltando a fazer parte do registro ativo, com
impacto sobre a prevaléncia da doenca.

Casos de recidiva associados a resisténcia as drogas
da PQT representam um problema emergente, porém
desde a década de 60 varios relatos de sua ocorréncia
tem sido descritos. A DDS foi a primeira a ter compro-
vagdo experimental de resisténcia e isto s foi possivel
depois que a técnica de inoculagao do Mycobacterium
leprae em coxim plantar de camundongos foi padroni-
zada por Shepard, em 1960'°. Utilizando-se esta meto-
dologia, em 1964, foi descrito o primeiro caso de resis-
téncia do bacilo a DDS". Por ter sido utilizada durante
muitos anos em regime de monoterapia, ela é a droga
mais frequentemente associada a resisténcia. Relatos de
resisténcia a RFP séo menos freqlentes, porém eles tém
despertado preocupacdo, uma vez que ela é a droga
mais importante do esquema multidrogas, devido ao
seu alto poder bactericida'>'>',

Atualmente, além da técnica de inoculagao em coxim
plantar de camundongos, é possivel detectar bacilos re-
sistentes a drogas também por diferentes métodos mo-
leculares. Reacdo de polimerase em cadeia (PCR), andlise
de polimorfismo, heteroduplex e sequenciamento tém
sido os métodos moleculares mais utilizados®. Neste
sentido, a deteccdo molecular de resisténcia em mico-
bactérias tem se baseado na observacdao de mutacdes
em genes que codificam regides envolvidas no alvo de
acao das drogas ou de sua ativagao.

As aplicacbes das técnicas moleculares tém demons-
trado que o mecanismo de resisténcia do M. leprae a
DDS esté associado a mutacdes no gene folP1, que co-
difica a producao da enzima dihidropteroato sintetase
(DHPS). Algumas cepas mutantes sao decorrentes de
mutagoes espontaneas que ocorrem na copia cromos-
somal do folP, enquanto outras parecem ser resultado
de translocacdo. Na maioria dos casos, 0s organismos
resistentes produzem a DHPS de forma alterada, as
quais continuam a catalisar a reacdo de condensacao
em dihidropteroato, mas sdo refratarias a inibicao pelas
sulfonamidas's"”.
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As bases genéticas de resisténcia a RFP tém sido es-
tudadas desde a década de 1990. Uma mutacdo em
um pegueno segmento do gene rpof, que codifica a
subunidade-B8 do DNA dependente da RNA polimerase,
foi identificada entre isolados do bacilo que se mostraram
resistentes apos inoculacado em pata de camundongo®.

O objetivo deste estudo foi verificar a ocorréncia de re-
cidivas em hansenfase associadas a resisténcia a drogas,
apods término de tratamento com monoterapia sulfoni-
ca, esquema Divisao Nacional de Dermatologia Sanitaria
(DNDS) ou PQT/multibacilar (MB), utilizando-se a técnica
de inoculacdo em coxim plantar de camundongos.

PACIENTES E METODOS

Pacientes: entre janeiro de 2003 e marco de 2005 fo-
ram avaliados 28 (n=28) pacientes multibacilares (MB),
de ambos os sexos, com diagnostico clinico de hanseni-
ase virchoviana (HV) ou dimorfo-virchoviana (HDV), tra-
tados e com suspeita clinica de recidiva. Os pacientes
foram atendidos por demanda espontanea no servico
de Dermatologia do Instituto “Lauro de Souza Lima" —
Bauru/SP, onde foram submetidos a avaliacao clinica-
dermatoldgica. Todos os pacientes avaliados haviam
conclufdo o tratamento ha pelo menos cinco anos.

Biopsia: foram coletados dois fragmentos de bidpsia
do local da lesao, sendo um encaminhado para exame
histopatoldgico e o outro para inoculacao no coxim
plantar de camundongos, com o objetivo de avaliar a
susceptibilidade as drogas DDS e RFP.

Inoculacao em coxim plantar de camundongo -
Técnica de Shepard: para avaliar a susceptibilidade
do bacilo as drogas seguiu-se o protocolo descrito no
manual Laboratory Techniques for Leprosy'. Brevemen-
te, a bidpsia foi triturada em um homogeinizador de
tecidos contendo 2ml de solucéo salina balanceada de
Hank’s (Gibco BRL), para obtencao da suspensao bacilar.
Em seguida, 30 ul da suspensdo foram depositados em
laminas de microscopia, fixadas e coradas pela técnica
de Ziehl-Neelsen a frio. Apds a contagem do nimero
de bacilos, 50 camundongos, por amostra, da linhagem
BALB/c, jovens e de ambos os sexos, foram inoculados
por via intradérmica, no coxim plantar traseiro esquerdo,
com 10.000 bacilos/0,03ml. Os animais foram divididos
em 05 grupos: controle (dieta sem drogas), DDS 0,01g%,
DDS 0,001g%, DDS 0,0001g% e RFP 10mg/kg. A DDS
(Sigma”) foi adicionada a racao, e a RFP (Merck’), adminis-
trada via gavage, uma vez por semana, durante 06 me-
ses. Os animais foram mantidos em salas climatizadas,
com temperatura média de 22°C, recebendo agua e ra-
cao ad libitum. Apds 10 meses de inoculacao, os animais
foram sacrificados e o tecido do coxim plantar excisado
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e processado de acordo com o protocolo utilizado para
a biopsia do paciente, com posterior contagem do nu-
mero de bacilos. Foi considerada multiplicacdo bacilar
significante o indice de > 100.000 bacilos/pata.

RESULTADOS

Foram avaliados 28 casos com suspeita clinica de re-
cidiva que se constitufam grupo de risco para resistén-
Cia a drogas. Em 12/28 (42,8%) das amostras foi obser-
vada multiplicagéo bacilar no coxim plantar, indicando
a presenca de bacilos vidveis na bidpsia inicial. Dentre
estas 12 (n=12) amostras, 09/12 (75%) apresentaram
bacilos sensiveis a DDS e RFP e 03/12 (25%) resistentes
a DDS. Resultados inconclusivos, ou seja, aqueles nos
quais ndo se observou multiplicacdo bacilar, ocorreram
em 16/28 (57,1%) casos.

Considerando-se o nimero total de casos avaliados
(n=28), 32,1% (09/28) apresentaram bacilos sensiveis,
10,7% (3/28) foram resistentes a DDS e 571% (16/28)
apresentaram resultados inconclusivos. Nenhum caso
de resisténcia a RFP foi observado (Tabela 1).

Tabela 1. Resultado do teste de susceptibilidade a dapsona
e rifampicina realizado por meio de inoculagdo em
coxim plantar de camundongos, entre 28 pacientes
com suspeita clinica de recidiva.

Susceptibilidade a drogas (n=28)

o DDS RFP .
Sensivel . . Inconclusivo
resistente resistente
09 (32,1%) 03 (10,7%) 0 (0%) 16 (57,1%)

! Multiplicacéo bacilar somente no grupo controle
2 Auséncia de multiplicacéo bacilar

O exame histopatoldgico no momento da suspei-
ta clinica de recidiva foi realizado em 20/28 (71,4%) dos
casos avaliados. No grupo de pacientes em que houve
multiplicacdo bacilar na pata do camundongo, o exame
histopatoldgico foi realizado em 10/12 (83,3%); todos eles
(100%) apresentaram resultado compativel com doenca
em atividade, evidenciando a presenca de bacilos tipicos.
No grupo de pacientes em que ndo houve multiplicacéo
bacilar (resultado inconclusivo), o exame histopatologi-
co foi realizado em 10/16 (62,5%); 05 (50%) apresentaram
resultado compativel com doenca em atividade eviden-
ciando a presenca de bacilos tfpicos e 05 (50%) apresen-
taram resultado compativel com doenca em regresséo,
sem presenca de bacilos tipicos. Dos pacientes que ti-
nham a doenca ativa, trés haviam realizado PQT/MB/24
regular e dois eram de monoterapia sulfonica.

No total, dos 28 pacientes que apresentaram quadro
clinico com suspeita de recidiva, os resultados de ino-
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culacdo e/ou exame histopatoldgico foram compativeis
com doenca ativa em 17 (60,7 %) dos casos avaliados.

Em relacdo ao tratamento prévio, 05/28 (17,8%) dos
pacientes haviam feito monoterapia com DDS, 01/28
(3,5%) fez DNDS + PQT/MB/24, 15/28 (53,5%) haviam
feito o esquema PQT/MB/24 completo, 04/28 (14,3%)
fizeram PQT/MB com nimero de doses variadas, sendo
gue um néo fez 24 doses, e 03/28 (10,7%) haviam toma-
do PQT irregularmente.

O tempo decorrido entre o diagnostico da doenca e a
suspeita clinica de recidiva foi variou de 09 anos a 50 anos.

O perfil clinico dos pacientes que apresentaram mul-
tiplicacdo bacilar no coxim plantar dos camundongos e
o resultado do teste de susceptibilidade a DDS e RFP
estdo descritos na Tabela 2.

DISCUSSAO

As definicdes de “cura” e ‘recidiva” em hanseniase
tornam-na uma doenca bastante peculiar. O conceito
de “cura” estd intimamente ligado ao esquema propos-
to para tratamento dos casos em paucibacilares (PB) ou
MB. De acordo com o Guia de Vigilancia Epidemiolégi-
ca do Ministério da Saude/Brasil, a alta por cura é dada
apos a administracdo do numero de doses preconizadas
pela PQT. Em relacdo a recidiva, é considerado como um
caso, aquele individuo que apds completar com éxito o
tratamento PQT venha eventualmente apresentar no-
vOs sinais e sintomas clinicos da doenca®.

Embora os critérios para o diagnodstico de recidiva
nao estejam bem definidos, podendo variar de acordo
com o autor ou lugar, a ocorréncia de sinais de atividade
clinica da doenca, apos alta por cura, é condicdo funda-
mental para que ocorra a suspeicao. Do ponto de vista
laboratorial, a baciloscopia de raspado intradérmico,
exame histopatoldgico e inoculacdo em coxim plantar
de camundongos, séo métodos que podem contribuir
para a confirmagao do diagndstico clinico.

Os fatores que predispdem as recidivas podem ser
variados. Bacilos persistentes, indice bacilar alto no
momento do diagnostico, tratamento inadequado ou
irregular, monoterapia, especialmente com DDS, fre-
quentemente estdo associados aos casos confirmados
de recidiva®.

Relatos de recidiva associados a resisténcia a drogas es-
tdo se tornando cada vez mais freqlientes, principalmen-
te depois que 0s mecanismos moleculares e os genes
envolvidos no processo, tornaram-se conhecidos. Shetty
et al’?, ao estudarem 37 casos de recidiva, obtiveram um
indice de 21% de resisténcia a DDS e/ou RFP entre as 28
amostras que apresentaram multiplicacdo bacilar no co-
xim plantar de camundongos. Utilizando as técnicas de
inoculacao e biologia molecular, Maeda et al”® encontra-
ram um indice significativo de cepas resistentes a DDS e
RFP em pacientes que recidivaram apds POT/MB. Dos 252
isolados obtidos de pacientes ndo tratados, Matsuoka et
al** encontraram 3% de resisténcia a DDS e 2% a RFP, o
que demonstra a circulacao de cepas resistentes; em rela-

Tabela 2. Perfil clinico dos pacientes com suspeita clinica de recidiva que apresentaram multiplicacdo bacilar no coxim plantar dos
camundongos e o resultado do teste de susceptibilidade a dapsona e rifampicina.

Forma clinica Diagnostico Recidiva Tratamento Histopatologia Resultado de inoculacdo
V 1985 2003 Mono DDS PQT/14 Doenca ativa Resistente DDS
\Y 1982 2003 Mono DDS PQT/24 Sensivel
\% 1990 2003 PQT/24 Sensivel
V 1991 2003 PQT/24 Doenca ativa Sensivel
DV 1986 2004 Mono DDS Doenca ativa Sensivel
V 1959 2004 Mono DDS Doenca ativa Resistente DDS
DV 2004 DNDS PQT/24 Doenca ativa sensivel
V 1954 2004 PQT/24 irregular Doenga ativa Resistente DDS
V 1984 2004 RFP + DDS Doenca ativa Sensivel
V 1990 2004 PQT/24 Doenca ativa Sensivel
DV 1964 2004 Mono DDS Doenca ativa Sensivel
\Y 1994 2005 PQT/24 Doenca ativa sensivel
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¢ao aos pacientes que recidivaram o indice de resisténcia
foi maior, com 15% resistentes a DDS e 8% a RFP.

Em nosso estudo verificamos que 12/28 (42,8%) das
amostras resultaram em multiplicacdo bacilar no co-
xim plantar, indicando a presenca de bacilos vidveis na
biopsia utilizada para confirmacao da recidiva. Dentre
estas 12 amostras, 3/12 (25%) apresentaram resisténcia
a DDS e nenhuma a RFP. O primeiro caso de resistén-
cia relata monoterapia/DDS durante 16 anos e 14 doses
de PQT; o segundo fez apenas monoterapia/DDS por
19 anos; no terceiro ha relato de PQT/MB 24 regular e
outros irregulares, e ndo ha registro de monoterapia
embora o diagnoéstico da doenga tenha sido realizado
antes da implantacdo da PQT. A recidiva foi associada a
resisténcia medicamentosa em 10,7% (3/28) das amos-
tras avaliadas.

Apesar de ndo terem sido detectadas cepas com
resisténcia a rifampicina, droga com alto poder bacte-
ricida, os achados de resisténcia a DDS nao podem ser
desprezados. A emergéncia de organismos resistentes
a drogas sempre é motivo de preocupacdo e ameaca
para qualquer programa de controle de doencas infec-
ciosas, e em hanseniase ndo é diferente. Por tratar-se de
uma doenca cronica, a deteccdo de bacilos resistentes
apresenta-se Como um risco em potencial para o con-
trole da hanseniase.

Decorridos mais de 20 anos de implantacao da PQT,
relatos de recidiva associados a resisténcia a DDS entre
pacientes de monoterapia, ainda tem sido descritos na
literatura. Matsuoka et al*® isolaram bacilos com resis-
téncia a DDS, RFP e ofloxacin de um paciente que fez
monoterapia com drogas variadas, mas que nao tratou
com esquema padréo PQT/MB. Zhang et al* verificaram
a ocorréncia de resisténcia multipla a DDS e RFP em um
paciente que havia sido tratado com monoterapia de
DDS e RFP; Madeira-Didrio et al %7 obtiveram um indice
de 12,5% de resisténcia a DDS (55% deles eram de mo-
noterapia) e 5% a RFP entre 40 casos de pacientes que
apresentaram sinais clinicos de recidiva.

Outro resultado importante é em relacdo as amos-
tras que foram sensiveis as drogas (9/12). Nesses casos,
outro(s) fator(es), que ndo a resisténcia, contribuiram
para que os pacientes apresentassem novamente sinais
clinicos da doenca. Tratamento irregular ou inadequa-
do parecem né&o ter sido fator de risco, pois a maioria
dos pacientes relata tratamento regular com PQT/24.
No entanto, nos dois casos que receberam monotera-
pia com DDS, o tratamento pode ter se constituido ris-
co para a recidiva, pois a DDS tem acdo bacteriostatica.
Nesses casos, chama atencdo o fato das cepas ndo apre-
sentarem resisténcia a DDS, o que seria mais comum de
acontecer. Como o teste de susceptibilidade foi realiza-
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do por meio da técnica de inoculacao, é possivel que a
deteccdo da resisténcia ndo tenha ocorrido, em razao
desta metodologia ser menos sensivel quando compa-
rada as de biologia molecular. Bacilos persistentes tam-
bém podem estar associados a recidiva. Eles tém sido
identificados em locais imunologicamente favoraveis,
como nervos dérmicos, musculo liso, linfonodos, medu-
la 6ssea e figado. Esses organismos estdo presentes em
cerca de 10% dos pacientes MB, e sua proporgao pode
ser mais elevada naqueles casos com IB mais altos?'.

Segundo a OMS, estudo realizado entre um grande
numero de pacientes, apds término de tratamento, re-
velou que as taxas de recidivas sao muito baixas, com
risco cumulativo menor que 1% durante follow-up de
nove anos®; esse percentual, porém, ndo tem sido re-
latado em outros estudos?. Atualmente, o Brasil possui
o indice mais alto (4% em 2008), notificado no mundo,
de recidiva. No entanto, sabemos que esses valores nao
indicam a real magnitude das recidivas, uma vez que
5a0 poucos os estudos realizados em nosso pais.

Nado se pode desprezar o alto nimero de casos de
recidivas diagnosticado neste estudo. Apesar da confir-
macao pela técnica de Shepard ter ocorrido em 42,8%
dos casos avaliados, levando-se em consideragao os re-
sultados de inoculacéo juntamente com os do exame
histopatologico (n=5) compativel com recidiva, o indice
sobe para 60,7%. Nos casos em que a inoculacdo néo
mostrou multiplicacdo bacilar, o resultado do exame
hispatoldgico foi muito importante para o diagndstico
da recidiva, ressaltando a importancia de se efetuar exa-
mes complementares em casos suspeitos de reativacao
da hansenfase.

Outro aspecto a ser considerado é que, com a dimi-
nuicdo do tempo de tratamento dos pacientes MB sub-
metidos a PQT de 24 para 12 doses, ou até seis, futura-
mente poderd haver um aumento No nUmero de casos
de recidiva, inclusive com bacilos resistentes as drogas.
Nosso achado de recidiva confirmada em pacientes
que fizeram tratamento irregular ou monoterapia e
menos de 24 doses de PQT corroboram esta afirmacéo.
O seguimento de pacientes por periodos prolongados
é necessario para deteccao precoce das recidivas, pois
eles se constituem em fonte de novas infeccoes. Par-
ticularmente, é imprescindivel o0 acompanhamento de
pacientes em areas de alta endemicidade, pois ndo po-
demos descartar a possibilidade dos pacientes no pre-
sente estudo terem sido re-infectados, ja que os conta-
tos destes pacientes nao foram avaliados.

Uma perspectiva importante para novos estudos é o
desenvolvimento e validacdo de métodos rapidos para
deteccdo de cepas de M. leprae vidveis e resistentes as
drogas do esquema PQT.
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