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RESUMO

FERREIRA, Jessica da Silva. Evidéncias soroldgicas e moleculares de infeccdo natural
por Mycobacterium leprae em tatus (Euphractus sexcinctus) no estado do Rio Grande do
Norte, Brasil.129p. Tese (Doutorado em Ciéncias, Ciéncias Veterinarias). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

A hanseniase é uma doenca cronica e infecciosa com alto potencial para causar incapacidade
fisica. Até recentemente, acreditava-se que Mycobacterium leprae era um patégeno
exclusivamente humano. No entanto, a deteccdo de fontes ndo humanas da bactéria, mais
notadamente em tatus, levantou questfes sobre a cadeia de transmissdo da hanseniase. Os
tatus da espécie Dasypus novemcinctus sdo conhecidos por estarem envolvidos na
manutencdo e transmissdo de M. leprae a humanos nos Estados Unidos da América (EUA),
onde a hanseniase é classificada como uma zoonose. No Brasil, tatus (principalmente D.
novemcinctus) naturalmente infectados por M. leprae foram relatados em algumas regides.
Além disso, o contato via caca, manejo, reproducdo e consumo de carne de tatu é considerado
um fator de risco para transmissdo de M. leprae ao homem. No entanto, em contraste com 0s
dados conclusivos apresentados nos EUA, as evidéncias que sustentam a existéncia de
hanseniase zoono6tica, envolvendo tatus no Brasil, sdo essencialmente sugestivas. O presente
estudo avaliou tatus Euphractus sexcinctus (n=20), coletados em localidades rurais no estado
do Rio Grande do Notre (RN), Brasil, para investigar infeccdo por M. leprae. O soro foi
analisado através de dois ensaios imunoenzimaticos “in-house” (ELISAs) e dois testes
imunocromatograficos de fluxo lateral (LF) comercialmente disponiveis (ML flow e NDO-
LID®), a fim de detectar reposta ao PGL-1 e LID-1, ambos antigenos da bactéria. A presenca
do DNA de M. leprae no tecido hepatico foi analisado utilizando o elemento repetitivo
especifico de M. leprae (RLEP), como alvo em ensaios de PCR convencional e nested. Dados
moleculares e soroldgicos (ELISA anti-PGL-1) indicaram que 20/20 (100%) dos tatus foram
infectados por M. leprae. Os niveis de deteccdo correspondentes aos testes LF, foram 17/20
(85%) e 16/20 (80%), para os testes de fluxo NDO-LID® e ML, respectivamente. A
genotipagem de isolados de M. leprae oriundos de pacientes e tatus foi conduzida utilizando
sistemas baseados em marcadores moleculares como NUmeros Variaveis de Repeticdes
Tandem (VNTRs) e Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs), quando possivel. Estes
perfis genotipicos foram combinados com os resultados de outros estudos brasileiros e
internacionais, incluindo os de tatus nos EUA, para gerar um banco de dados. Analises
baseadas em VNTRs evidenciaram que os isolados de M. leprae oriundos de E. sexcinctus séo
altamente relacionadas entre si. A analise comparativa dos isolados de M. leprae oriundos de
E. sexcinctus com os perfis contidos na base de dados de VNTRS, embora evidenciasse
correlagdo, ndo forneceu evidéncias definitivas para um perfil genético comum entre
pacientes e tatus brasileiros. Portanto, dadas as deficiéncias nos perfis genotipicos das
amostras oriundas de tatu e em uma porcéo substancial das oriundas dos humanos, devido a
dificuldades encontradas na amplificacdo de alguns marcadores, seria incorreto afirmar que
nossos dados forneceram evidéncias conclusivas da existéncia de perfil genotipico de M.
leprae comum entre pacientes e humanos no Brasil. Recomenda-se que, para resolver esta
lacuna, as melhorias nos protocolos de genotipagem baseada em VNTRs existentes devem ser
uma prioridade para futuras pesquisas sobre este importante topico. Apesar da natureza
inconclusiva dos dados de genotipagem, concluiu-se que, em comum com D. novemcinctus,
tatus E. sexcinctus representam um reservatério de M. leprae e, como tal, seu papel em um
possivel ciclo zoonotico de hanseniase no Brasil merece mais investigacao.

Palavras-chave: Mycobacterium leprae, tatu, imunodiagnéstico, genotipagem, zoonose.



ABSTRACT

FERREIRA, Jessica da Silva. Serological and molecular evidences of natural
Mycobacterium leprae infection in armadillos (Euphractus sexcinctus) in the state of Rio
Grande do Norte, Brazil. 129p. Doctoral Thesis (Doctoral in Sciences, Veterinary Sciences).
Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2019

Leprosy is a chronic and infectious disease with a high potential for causing physical
disability. Until recently, it was believed that Mycobacterium leprae was an exclusively
human pathogen. However, the detection of non-human sources of the bacterium, most
notably in armadillos, raised questions about the transmission chain of leprosy. Armadillos of
the species Dasypus novemcinctus are known to be involved in the maintenance and
transmission of M. leprae to humans in the United States of America (USA), where leprosy is
classified as a zoonotic disease. In Brazil, armadillos (principally D. novemcinctus) naturally
infected by M. leprae have been reported in some regions. In addition, contact via hunting,
handling, breeding and consumption of armadillo meat are considered a risk factor for
transmission of M. leprae to humans. Yet, in contrast to the conclusive data presented by in
the USA, evidence to support the existence of zoonotic leprosy, involving armadillos, in
Brazil is essentially suggestive. The current study evaluated twenty specimens of the six-
banded armadillo (Euphractus sexcinctus), collected from rural locations in the state of Rio
Grande do Notre (RN), Brazil for evidence of infection with M. leprae. Serum was examined
using two “in-house” enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) and via two
commercially available (ML flow and NDO-LID®) immunochromatographic lateral flow (LF)
tests, for detection of the PGL-I and/or LID-1 antigens of the bacterium. The presence of M.
leprae DNA in liver tissue was examined using the M. leprae-specific repetitive element
(RLEP), as target in conventional and nested PCR assays. Molecular and anti-PGL-1-ELISA
data indicated that 20/20 (100%) of the armadillos were infected with M. leprae. The
corresponding detection levels, recorded with the LF tests were 17/20 (85%) and 16/20
(80%), for the NDO-LID® and ML flow tests respectively. Genotyping of M. leprae strains
generated from patients in Mossord, (RN) and armadillos was conducted using systems based
on Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) and Variable Numbers of Tandem Repeats
(VNTRs) molecular markers. Those profiles were combined with the findings of other
Brazilian and international studies, including those from armadillos in the USA, to generate a
database. Analyses, based on VNTRs, of the M. leprae samples from E. sexcinctus showed
them to be highly related to each other. Comparative analysis of the E. sexcinctus samples
with the profiles contained in the VNTR database did not provide definitive evidence for a M.
leprae genetic profile common between human and armadillo in Brazil. Therefore, given the
deficiencies in the profiles of both the armadillo samples and a substantial portion of the
human isolates, due to difficulties encountered in the amplification of some markers, it would
be incorrect to affirm that our data provided conclusive evidence the existence of a common
M. leprae genetic profile in Brazil. It is recommended that, to resolve this uncertainty,
improvements in the existing VNTR protocols should be made a priority for future research
on this important topic. Despite the inconclusive nature of the genotyping data, it was
concluded that, in common with D. novemcinctus, six banded armadillos represent a reservoir
of M. leprae and as such, their role in a possible zoonotic cycle of leprosy within Brazil
warrants further investigation.

Key Words: Mycobacterium leprae, armadillo, imunodiagnostics, genotyping, zoonose.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase, causada pela infeccdo por Mycobacterium leprae é uma doenga
infecciosa, cronica e de consideravel importancia para a saude publica. Recentemente, uma
patogenia rara, unica e letal da doenca foi atribuiada & infeccdo por Mycobacterium
lepromatosis, a qual esta restrita a algumas regides do Meéxico e do Caribe, sendo reportada
recentemente na india. O Brasil é o segundo pais com o maior niimero de casos detectados em
todo o mundo e possui a maior incidéncia da doenca nas Ameéricas, 0 que indica uma
transmisséo ativa de M. leprae na populagéo.

Os altos niveis de transmissdo recente no mundo evidenciam que € necessario o
acompanhamento epidemioldgico para entender e frear a disseminagdo deste agravo. Até
recentemente, existia um consenso entre 0s hansenologistas de que M. leprae era um bacilo
exclusivamente humano e transmitido por contato inter-humano.

No entanto, diferentes abordagens técnicas, incluindo estudos soroldgicos,
moleculares e histopatoldgicos, indicam a existéncia de fontes ndo-humanas do bacilo. Neste
contexto, englobar aspectos da satde humana, animal e ambiental, através de uma abordagem
“One Health”, poderia ser altamente aplicavel para o desenvolvimento de estratégias mais
eficazes para a compreensdo e controle da hanseniase.

Evidéncias ao longo da histéria da susceptibilidade de tatu Dasypus novemcinctus a
infeccdo por M. leprae, atreladas a descoberta desses mamiferos naturalmente infectados nas
Américas e mais recentemente, a consolidacdo do carater zoondético da hanseniase no Sul dos
EUA, confere a este mamifero, destaque nas investigacGes relacionadas a fontes ndo-humanas
de M. leprae.

No Brasil, além dos D. novemcinctus, evidéncias de infeccdo natutural em apenas um
tatu da espécie Euphractus sexcinctus foram reportadas. Embora seja uma pratica ilegal, o
contato direto através da caca e o consumo desses mamiferos sdo comuns em diversas areas
rurais no territdrio brasileiro.

Considerando que a prevaléncia de soropositividade para M. leprae reflete a taxa de
infeccdo em uma populagdo, as ferramentas sorolégicas utilizando antigenos especificos do
bacilo, atreladas as ferramentas moleculares mais sensiveis e especificas, possibilitam avaliar
a prevaléncia e determinar tendéncias epidemioldgicas sobre tatus naturalmente infectados em
uma regido.

Vale ressaltar, que alguns estudos tem apontado associacdo epidemioldgica entre a
exposicao, o consumo de carne de tatu e a aquisicdo da hanseniase, principalmente nos
casos de pacientes sem o historico clinico de contato com outras pessoas acometidas pela
doenca.

No entanto, é evidente que desvendar a dinamica de uma possivel ocorréncia de
hanseniase zoondtica em algumas regides do Brasil, incluindo o Rio Grande do Norte (RN),
pode ser mais complexo do que no sul dos EUA, devido ao carater heterogéneo da
endecimidade da doenca, apresentando municipios hiperendémicos como Mossor0, e outros
limitrofes, ndo prioritarios, além da presenca de diferentes especies de tatus no territorio.

Além disso, as investigacGes da participacdo do tatu no cenério epidemioldgico da
hanseniase ndo sdo favorecidas pelas atuais propostas de pesquisa que se baseiam em triagem
soroldgica, inquéritos epidemioldgicos e estudos de caso-controle.  Neste cenario, a
genotipagem molecular para caracterizacdo de isolados de M. leprae circulantes em
populagdes de tatu e humana auxiliria a compreensdo dos mecanismos de transmissdo da
hanseniase.

Estudos tém demonstrado que marcadores moleculares baseados em repeticbes em
tandem (VNTRs) e polimorfismos de base unica (SNPs), além de proporcionar uma



compreensdo sobre a diversidade genética do patdgeno, podem elucidar aspectos referentes a
disseminacéo e epidemiologia da hanseniase.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi utilizar ferramentas sorologicas, como
ELISA e ML flow, para avaliar a ocorréncia de infeccdo natural em tatus Euphractus
sexcinctus oriundos de area rural de diferentes municipios do Rio Grande do Norte. Além
disso, avaliar o potencial de um outro teste soroldgico rapido, NDO-LID®, o qual vem sendo
utilizando somente em triagem sorolégicas em humanos, a fim de propor a utilizagdo do
mesmo como componente de um programa integrado de vigilancia para se investigar a
infeccdo em tatus.

Além das ferramentas soroldgicas, neste estudo realizou-se a deteccdo molecular de
M. leprae usando o elemento repetitivo especifico de M. leprae (RLEP), como alvo em
ensaios de PCR convencional e nested. Vale ressaltar, que também se implementou a
genotipagem molecular baseada em VNTRs e SNPS para investigar a existéncia de correlagédo
epidemioldgica entre os isolados de M. leprae circulantes em tatus e humanos de diferentes
regibes brasileiras e mundo.

Neste contexto, o intuito do presente estudo foi identificar e caracterizar isolados de
M. leprae, a fim de compreender os aspectos epidemiol6gicos relacionados a transmissdo
desta bactéria e assim, contribuir para o desenvolvimento de estratégias de prevencao e
controle da cadeia de transmissdo do bacilo e consequentemente, reduzir a disseminacédo da
hanseniase no Brasil.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Hanseniase: Consideracfes gerais

A hanseniase é uma doenca infectocontagiosa que apresenta curso cronico e evolucao
lenta, cujo periodo de incubacéo varia de dois a sete anos. A infec¢do foi atribuida ao bacilo
Mycobacterium leprae durante muitos anos, mas recentemente uma outra bactéria,
Mycobacterium lepromatosis, foi associada a uma evolugdo clinica incomum e rara do
agravo. Todavia, as evidéncias acerca da relacdo deste ultimo microrganismo com a doenca
ainda sdo questionaveis (HAN et al., 2008; VERA-CABRERA et al., 2011).

Devido a predilecdo de M. leprae pelos macréfagos da pele e pela célula de Schwann
nos nervos periféricos, a patogenia cursa com sinais e sintomas dermatoneuroldgicos, o que
pode acarretar deformidades e incapacidades fisicas (SCOLLARD et al., 2006).

As primeiras descri¢bes da doenca foram registradas na Asia (660 a.C.), na China (300
a.C.) e na Itdlia (100 a.C.), e e o quadro clinico reportado ainda é semelhante ao descrito
atualmente na hanseniase, como: a perda de sensibilidade, manchas brancas e avermelhadas,
ulceracgdes, cegueira e deformacGes na face (ROBBINS et al., 2009; TRAUTMAN, 1984).

A palavra hanseniase, em substituicdo ao termo lepra, tornou-se obrigatéria no
territério nacional em 1995, como tentativa de minimizar o estigma associado a doenca
(OPROMOLLA;MARTELLI, 2005). Assim, tratando-se da doenga que mais produz
incapacidade e deformidades fisicas, além de sequelas psicoldgicas, dependéncia econémica e
exclusdo social, o curso patogénico deste agravo apresenta impacto econémico e social
significativo (ILLARRAMENDI et al., 2012; RICHARDUS et al., 2004).

Considerando a grande diversidade no curso clinico da doenca, cuja intensidade é
determinada pela resposta imune do hospedeiro, a patogenia pode cursar com um nudmero
reduzido de lesdes e acometimento discreto de nervos periféricos. Todavia, também podem
ocorrer lesBes infiltrativas e difusas na pele, nervos periféricos, mucosas do sistema
respiratdrio superior, que podem inclusive avancar para testiculos, olhos, linfonodos, baco e
figado (SALGADO et al., 2012).

A classificacdo da hanseniase baseada no aspecto, quantidade e agravamento das
lesGes, para fins operacionais e de tratamento, foi proposta pela OMS. Nesta classificacdo, o
paciente que apresenta até cinco lesdes cutaneas sdao considerados paucibacilares (PB) e os
gue apresentam mais de cinco lesdes cutaneas sao denominados multibacilares (MB).

Uma outra classifica¢do bastante utilizada na pesquisa cientifica, proposta por Ridley
& Jopling (1966), baseia-se nos aspectos clinicos evolutivos, imunoldgicos, baciloscopicos e
histoldgicos. Nesta divisdo, considera-se a imunidade dentro de um espectro de resisténcia do
hospedeiro, onde sdo descritos dois polos opostos e trés formas intermediarias. Assim, num
polo temos os casos considerados virchowianos, onde a reposta imune celular do hospedeiro é
discreta ou ausente; ja no outro extremo teremos os individuos denominados tuberculGides
gue apresentam maior grau de imunidade celular. Dentre as formas intermediarias temos 0s
casos dimorfos ou bordeline, os quais sdo subdividos em dimorfo-tubercul6ide, dimorfo-
diformo e dimorfo-virchowiano (RIDLEY; JOPLING, 1966) (figura 1).
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Figura 1 - Formas clinicas da hanseniase. Esquema demonstra o perfil espectral da doenca.
Representacdo baseada na classificacdo de Ridley e Jopling, 1966: TT (tuberculdide), BT
(“borderline” tuberculdide), BB (“borderline borderline”), BL (“borderline” lepromatosa), LL
(lepromatoso). Estdo incluidos aspectos da resposta imune do paciente e o0s episodios
reacionais, denominados RR (reagcdo reversa) e ENH (eritema nodoso hansénico) que
acometem principalmente individuos das formas clinicas indicadas para cada tipo de episédio
reacional. Fonte: Toledo-Pinto (2013).

Durante a evolucdo da doenca ou tratamento, os pacientes podem desenvolver surtos
abruptos de complicaces inflamatérias agudas, resultantes de reacGes imunoldgicas do
hospedeiro. Estas podem ser denominadas de reagfes hansénicas do tipo 1 (reversa) e do tipo
2 (eritema nodoso), e sdo as principais causas de danos neurais e incapacidades fisicas no
curso da doenca (SPENCER et al., 2012)

Esforcos da comunidade cientifica e as estratégias da organizacdo mundial de salude
(OMS), contribuiram para que a hanseniase se tornasse curdvel mediante protocolo
terapéutico baseado na administracdo da poliquimioterapia (PQT), que consiste na utilizagdo
das drogas clofazimina, dapsona e rifampicina (WHO, 2016). Os esquemas de tratamento
prescritos contemplam doses mensais com administracdo supervisionadas, doses diérias
autoadministradas e variam de 6 (PB) a 12 (MB) meses (WHO, 2018).

O consenso de que o contato com pacientes multibacilares seja o principal fator de
risco para o desenvolvimento da hanseniase, faz com que as estratégias de controle da
hanseniase consistam essencialmente na busca ativa de pacientes e seus respectivos contatos
(BAKKER et al., 2006).

Durante 0s anos subsequentes & implementacdo da PQT, registrou-se um significativo
declinio na prevaléncia da hanseniase mundialmente. No entanto, no Brasil, a implementagéo
da PQT em larga escala h4 mais de 27 anos como estratégia para interrupcdo da cadeia de
transmissdo, ndo tem alcancado efetivamente o seu objetivo. Assim, reporta-se inUmeras
regides brasileiras com taxas de incidéncia alarmante, evidenciando o pouco impacto desta
estratégica na cadeia de transmissdo (DA SILVA et al., 2018b; NOBRE et al., 2015).



As licBes aprendidas com a implementacdo da PQT indicam claramente que novas
abordagens precisam ser discutias para enfrentar a hanseniase, ja que a doenca continua a se
fazer presente em diversos paises do mundo, sobretudo no Brasil.

Sendo assim, a manutenc¢do da cadeia de transmissdo do patdgeno associado a doenca,
ajuda a sustentar a hipotese da participacdo de fontes nao-humanas do bacilo, como solo,
agua, protozoarios e/ou animais, no cenario epidemioldgico da hanseniase. Assim, uma maior
compreensdo sobre a disseminacdo de M. leprae é uma prioridade iminente em pesquisa
(BRATSCHI et al., 2015).

2.1.1 Agente etiologico
2.1.1.1 Aspectos microbiologicos e bioldgicos

Mycobacterium leprae foi descrito por Gerhard Armauer Hansen em 1873, sendo
considerado o primeiro patdgeno associado a uma doenca humana (HANSEN, 1874).
Apresenta-se sob a forma de bastonete ligeiramente encurvado ou reto, cujas dimensdes sdo
de 1,5 a 8 micrémetros (um), de comprimento por 0,2 a 0,5um de largura; € aerébio, imoével e
ndo forma enddsporo, esporo ou capsula (REES, 1985).

Trata-se de um bacilo intracelular obrigatério, que infecta com frequéncia dois tipos
celulares do corpo humano: macrofagos de pele e células de Schwann (KAPLAN; COHN,
1986). A temperatura 6tima para o seu crescimento € em torno de 30°C, o que pode justificar
a presenca do bacilo por areas mais frias do corpo e ocorréncia do quadro dermatoneuroldgico
classico da hanseniase (SHEPARD, 1965).

Uma das caracteristicas marcantes das micobatérias é a membrana plasmaética,
formada por uma cléassica bicamada de fosfolipideos com proteinas intercaladas e outros
compostos ligados ndo covalentemente: os fosfatidilinositolmanosideos (PIMs) e a
lipoarabinomanana (LAM). A micomembrana tambeém é formada por uma bicamada lipidica
constituida basicamente por glicolipideos, que interagem com acidos micdlicos, estes, sdo
covalentemente ligados aos residuos terminais de arabinose da arabinogalactana.

Na regido mais superficial da micomembrana é encontrada a camada capsular, que
consiste de uma complexa matriz composta de proteinas, carboidratos e lipideos, sendo essa
estrutura variavel entre as espécies. O bacilo M. leprae apresenta abundantemente na
composicdo da sua capsula um glicolipideo especifico, denominado glicolipideo fendlico 1
(PGL-1 que possui caracteristicas antigénicas significativas, sobretudo para utilizacdo em
estudos sorologicos. (HOFFMANN et al., 2008; SANI et al., 2010) (figura 2).
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Figura 2 - Modelo esquematico da organizacdo do envelope celular micobacteriano. Este
esquema representa a organizacdo das diferentes camadas do envelope micobacteriano. A
membrana plasmaética de Mycobacterium leprae é envolta por uma parede celular composta
de peptidoglicano ligada covalentemente a arabinogalactana. Nesse arranjo podem ser
encontrados componentes como lipomanana (LM) e lipoarabinomanana (LAM). Acidos
micolicos estdo ligados nas porcdes terminais de arabinose. Na por¢do mais externa do
envelope celular é encontrado: monomicolatotrealose (TMM), glicolipideo fenolico 1 (PGL-
1), monosideosdefosfatidilinositol (PIMs), fitioceroldedimicocerosato (PDIM) e fosfolipideos
(PL). Fonte: Adaptado de Vissa; Brennan (2001).

Mycobacterium leprae é considerado um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), ja
que durante o processo de coloracao descrito por Ziehl-Neelsen cora-se pela fucsina mas néo
é descorado por alcool e acidos. Esta propriedade deve-se a alta concentracdo de lipideos,
especialmente acido micolico, de sua parede celular. Vale ressaltar, que o bacilo ndo é bem
corado pelo método de Gram.

O bacilo apresenta crescimento lento, com diviséo binéria em torno de 14 dias (COLE
et al., 2001; SHEPARD, 1965). Apesar de todo o conhecimento adquirido desde a descoberta
do patogeno, ainda ndo se conseguiu a chave para 0 seu crescimento em meios artificiais. Tal
caracteristica desafia os cientistas h4 anos e limita o avanco das pesquisas na &rea de
hanseniase (STEFANI, 2008).

Vale ressaltar, que a impossibilidade de cultivo in vitro, levou a realizagdo do cultivo
deste bacilo em modelos animais. Assim, considerado 0 marco na pesquisa desta bactéria, o
cultivo deste bacilo em camundongos imunocompetentes ou imunodeficientes (nu/nu) €
realizado até os dias atuais, possibilitando a obtencdo da bactéria viavel para uso experimental
(LOBATO et al., 2014; SHEPARD, 1962).

Além disso, a descorta da susceptibilidade de tatus a infeccdo por M. leprae, fez deste
ndo s6 um modelo de cultivo do patdégeno, mas também um modelo relevante para o estudo
da patogenia da doenca. Além dos humanos, tatus Dasypus novemcinctus, esquilos vermelhos
(Sciurus vulgaris) e primatas ndo-humanos sdo 0s Unicos hospedeiros naturais de M. leprae,
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mas apenas 0s tatus reproduzem a patogenia da doenca, como observada em humanos
(AVANZI et al., 2016; HONAP et al., 2018; SHARMA et al., 2018)

Dessa forma, apesar de se pensar ao longo desses anos que todos o0s casos deste agravo
milenar poderiam ser atribuidos apenas a infeccdo por M. leprae, recentemente uma outra
bactéria, M. lepromatosis sp nov, foi associada a uma forma rara e Unica de hanseniase, e esta
aparentemente restrita ao México e Caribe. No entanto, em 2018, foi reportada a primeira
ocorréncia na Iindia (AHUJA et al., 2018; HAN et al., 2008)

Reporta-se que este bacilo foi isolado a partir de dois pacientes que apresentarem um
quadro com caracteristicas clinico-patologicas descrito como hanseniase lepromatosa difusa
(DLL) e vieram & Obito, apds apresentarem esta evolucgdo clinica incomum da doenca. Além
disso, foi reportada recentemente em esquilos vermelhos (Sciurus vulgaris) oriundos de areas
em que a hanseniase é consideradas erradicada (AVANZI et al., 2016). Assim, acredita-se que
esta espéecie possa ser responsavel por algumas das variabilidades clinicas e geogréaficas da
hanseniase. (HAN et al., 2008, 2012).

Analises filogenéticas do gene 16S RNA ribossomal (16S rRNA), um marcador
genético altamente conservado da evolugdo, revelaram uma divergéncia de 2,1% do gene 16S
rRNA de M. leprae (HAN; JESSURUN, 2013). Além disso, reforcam que 0s organismos sdo
relacionados e evoluiram de um ancestral comum. Reporta-se que M. lepromatosis pode ser
identificada por nested PCR usando o 16S rDNA (HAN et al., 2012). No entanto, devido a
identidade de 98% das sequéncias 16S rDNA entre as duas bactérias, tem sido sugerido
explorar outras sequéncias mais especificas a M. lepromatosis (AHUJA et al., 2018; SINGH
et al., 2015).

2.1.1.2 Genoma de Mycobacterium leprae

O sequenciamento do genoma completo do bacilo M. leprae bacilo sé foi reportado no
ano de 2001 (COLE et al., 2001). As analises evidenciaram a presenca de uma grande
quantidade de genes inativos em um genoma constituido por 3.268.203 pares de base (3,3
Mb) e com contetdo de guanina+citosina (G+C) de 57,8%. Apenas 49,5% do genoma
correspondem aos genes ativos, enquanto que 27% sdo constituidos de pseudogenes. No
restante do genoma (23,5%) sdo encontradas as sequéncias regulatdrias ou até mesmo
“resquicios” de genes que sofreram mutacao. Esta caracteristica ¢ surpreendente, quando se
compara a outra micobactéria como Mycobacterium tuberculosis, que possui um genoma de
4,4 Mb com aproximadamente 90% de genes funcionais.

Assim, esta reducdo evolutiva teria resultado na eliminacdo de genes e varias vias
metabolicas importantes, o que poderia implicar na inabilidade do bacilo de se multiplicar in
vitro, na sua dependéncia de um nicho intracelular e no seu tempo de crescimento, o qual é
considerado lento (AVNI et al., 2018; COLE et al., 2001; SINGH; COLE, 2011).

O genoma de M. leprae apresenta aproximadamente 2% de sequéncias repetitivas,
sendo as duas principais formas de sequéncia de DNA repetitivas: as sequéncias dispersas e
as sequéncias em tandem.

Em M. leprae existem apenas quatro familias de repeti¢des dispersas presentes no
minimo em cinco copias: LEPRPT (5 copias), LEPREP (8 copias), REPLEP (15 copias) e
RLEP (37 copias). Embora ndo tenha sido detectado polirmorfismo no que se refere ao
numero de copias de cada uma dessas repeticdes, dados da literatura demonstram que a
sequéncia repetitiva RLEP localizada no gene pol(A) pode estar ou ndo presente em isolados
de M. leprae (COLE et al., 2001; MONOT et al., 2009).

As repeticbes em tandem podem se apresentar como: i) repeticdes multiplas de
sequéncias de dois ou trés nucleotideos; ii) sequéncias mais complexas, como as duplicacdes
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de segmentos cromossomais. As sequéncias de DNA que contém 2 a 6 pares de base (pb) e se
repetem em tandem sdo classificados como microssatélites. J& as unidades repetitivas que
contém de 10 a 100pb séo classificadas como minissatélites

Assim, devido a sua adundéncia e alto grau de polimorfismo, estas sequéncias sao
consideradas bons marcadores genéticos e tém sido utilizadas na tipagem molecular deste
bacilo (LAVANIA et al.,, 2011; SAEED; WANG; WANG, 2015; FONTES et al., 2017,
LIMA et al., 2018).

Schuenemann et al., (2013) ao compararem o genoma de cinco cepas medievais com
as encontradas em isolados clinicos em circulacdo em diferentes continentes, revelaram que
em 7 seculos, o patdgeno sofreu apenas 800 mutagdes e que se mantem praticamente idéntico
(99,995%). Assim, considerando que todas as infec¢bes decorrem de apenas um clone, a
variabilidade de cepa ndo explicaria as diferentes evolucbes e agravamentos clinicos (FOSS,
1999; SCHUENEMANN et al., 2013).

Vale ressaltar, que o estudo do genoma de M. leprae contribui ndo s6 para solucionar
guestionamos microbioldgicos, mas possibilita a elucidacdo de componentes envolvidos nos
mecanismos de interacdo parasita-hospedeiro. Além disso, tem favorecido o desenvolvimento
e refinamento de testes diagnosticos, bem como o avanco nos estudos epidemioldgicos
relevantes para a compreensdo da doenca.

2.1.2 Aspectos epidemioldgicos: consideracgdes gerais

Estudos epidemiolégicos apontam que cerca de 90% da populacdo humana apresenta
resisténcia & hanseniase e embora tenha contato com o bacilo, ndo adoece. No entanto,
aqueles individuos susceptiveis, uma vez infectados, apresentardo sintomas ap6s um longo
periodo de incubacéo, variavel de trés a cinco anos (TRAUTMAN, 1984).

O aparente agrupamento da hanseniase em algumas regides podem sugerir a
associacdo de certos ambientes, certos grupos sociais, condi¢fes de salde ou comportamentos
que predispdem a transmissdo de M. leprae e/ou manifestacdo da doenca clinica (BRATSCHI
etal., 2015).

A despeito da implementacdo da PQT como estratégia para interrupcao da cadeia de
transmissdo da hanseniase e todos os esforcos para a eliminacdo da doenca, esta até o
momento, ainda configura-se um relevante agravo de salde publica em diferentes regides,
localizadas no sudeste da Asia, Africa, Pacifico Oriental, Mediterraneo Ocidental e nas
Américas, ainda concentram um grande namero de casos sobretudo o Brasil.

Embora as taxas de prevaléncia venham apresentando um declinio, diversas regides
encontram-se com alta endemicidade, demonstrando a pouca eficiéncia da PQT na
interrupcdo na cadeia de transmissdo (WHO, 2018). Assim, as licdes aprendidas com a
implementacdo desta estratégia, evidenciam que novas abordagens precisam ser discutidas
para enfrentar este agravo.

Ao longo dos anos, varios estudos tém mostrado uma associagdo entre a exposi¢ao aos
tatus por meio da caca, limpeza e consumo da carne e o desenvolvimento da hanseniase
(CLARK et al., 2008;; DEPS et al., 2008a; TRUMAN, 2008; KERR et al., 2015; DA SILVA
etal., 2018). Estudos de caso-controle realizados em regides brasileiras endémicas para
hansenaise, indicaram que o contato humano com tatus aumenta o risco de hanseniase no
Espiritito Santo e Ceara (DEPS et al., 2008; KERR et al., 2015).

No entanto, houve um estudo anterior, que verificou se 0 consumo de carne de tatu
teria um efeito sobre a incidéncia de hanseniase, mas nenhuma associacdo foi encontrada.
Vale ressaltar, que o estudo foi realizado no Sul do pais, Curitiba, Parand, e esta area



apresenta média endemicidade (<1 caso novo por 10.000 habitantes), bem como ndo ha
evidéncias de tatus naturalmente infectados por M. leprae (SCHMITT et al., 2010).

As estratégias globais de eliminacdo da hanseniase direcionam esforgos considerando
somente a participagdo de humanos na cadeia de transmissdo. Neste contexto, a observacgao
repetida da hanseniase clinica em individuos sem histéria aparente de exposicdo a outros
casos conhecidos, a constatacdo de que a doenca se agrupa em &reas especificas (perto de
fontes de agua) e a descoberta de animais naturalmente infectados por M. leprae na natureza
(tatus, esquilos e primatas), bem como evidéncias da presenca do bacilo em solo e &gua,
sugerem fortemente a presenca de fontes ndo-humanas do bacilo em areas endémicas e néo-
endémicas para hanseniase (DA SILVA et al., 2018; FROTA et al., 2012; HONAP et al.,
2018; KERR et al., 2015; TIO-COMA et al., 2019).

Além disso, mais recentemente, M. lepromatosis foi reportado em esquilos
vermelhos (AVANZI et al., 2016). Assim, aponta a necessidade de se compreender melhor o
papel de fontes ndo-humanas no contexto epidemioldgico da hanseniase, direcionando e
impulsionado diferentes estudos para a elucidacdo de aspectos epidemiologicos ainda néo
esclarecidos.  Neste contexto, a ado¢do de uma abordagem pautada no conceito “One
Health”, a qual abrange aspectos da saide humana, animal e ambiental, poderia ser altamente
relevante para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes para a compreensdo dos
aspectos epidemioldgicos deste agravo (THIRUNAVUKKARASU et al., 2017; TIO-COMA
etal., 2019).

2.1.2.1 Hanseniase no Brasil e no mundo

Com o uso da PQT e implementacdo de estratégicas da OMS, embora a prevaléncia
mundial da hanseniase tenha apresentado um decréscimo significativo, dimunuindo de > 5
milhdes de casos nos anos 80 para <200.000 em 2016, a doencga ainda constitui um problema
mundial de satde publica (BRATSCHI et al., 2015; DA SILVA et al., 2018).

Em algumas regifes, o numero de casos de hanseniase esta abaixo do limiar de
eliminacdo de um caso por 10.000 pessoas conforme definido pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS). No entanto, de acordo com relatérios oficiais, a prevaléncia global registrada
no final de 2017 foi de 192 713 casos (0,25 / 10.000 habitantes), indicando um aumento de
20.765 casos em relagéo a ano de 2016.

Este aumento foi observado em todas as regifes avaliadas pela OMS, sobretudo, nos
continentes africano e americano, 0s quais reportaram 42,8% (n =9189 ) e 19,5% (n=5162 )
dos casos, respectivamente (WHO, 2018).

No ambito mundial, a india ocupa o primeiro lugar em prevaléncia de hanseniase,
seguida pelo Brasil (figura 3).
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Figura 3 - Taxas da incidéncia mundial de hanseniase reportadas a OMS (2017). As
taxas de novos casos referem-se a cada 100.000 habitantes. Fonte: Adaptado de OMS, 2017.

Além disso, apesar do uso quase universal da PQT, implementada com intuito de
reduzir a transmissdo da doenca, o nimero anual de novos casos detectados, incluindo casos
reportados em criancas, tem se mantido elevado.

Globalmente, India, Brasil e Indonésia representam 80,2% dos novos casos reportados
no ano de 2017. Apesar de ter sido verificada uma reducdo geral no nimero de novos casos
detectados em comparacdo com 2016, uma situacdo contréaria foi observada em 6 paises, além
do Brasil (WHO, 2018).

No ano de 2017, o nimero total de casos novos de hanseniase registrados no Brasil foi
de 26 875, dos quais 1.718 (7,5%) foram em menores de 15 anos, correspondendo a taxa de
deteccdo de 3,72 casos por 100.000 habitantes, o que indica transmissdo recente por fontes
ativas.O Brasil, que apresenta a situacdo mais desfavoravel das Américas, contribuindo com
92,3% dos novos casos de hanseniase reportados no continente (WHO, 2018).

Tais registros indicam que as medidas de controle atuais ndo conseguiram frear o
fluxo de transmissdo de M. leprae. Vale ressaltar, que 0s numeros apresentados
provavelmente subestimam a incidéncia e a prevaléncia real da doenca, ja que a maioria das
pessoas no Brasil afetadas pela hanseniase vivem em areas rurais, onde 0 acesso aos Servigos
de saude € limitado.

A doenca em territorio brasileiro apresenta-se distribuida de forma heterogénea.
Dados do Sistema de Informacao de Agravos de Notificagdo (SINAN) reportam que em 2015
a taxa de deteccdo geral de casos novos de hanseniase no pais foi de 14,07/100.000
habitantes, sendo as regides Norte (29,65/100.000 hab.), Nordeste (22,72/100.000 hab.) e
Centro-Oeste (44,30/100.000 hab.), aquelas com as maiores taxas (Figura 4) (DA SILVA et
al., 2018; SINAN,2016) (figura 4).
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Figura 4 - Taxa de incidéncia da hanseniase por 100.000 habitantes por estado. Brasil,
2015. Fonte: SINAN/SVS/MS/2016.

Embora as estratégias para o enfrentamento global da hanseniase tenham sido
estabelecidas desde 2000, o Brasil ndo alcangou as metas estabelecidas. Em 2016, a OMS
lancou a Estratégia Global para a Hanseniase para o perido de 2016 até 2020. Dentro desta
nova porposta, o Brasil visa reduzir os registros de ocorréncia da doenca em trés pilares:
fortalecer o controle, a coordenacdo e as parcerias do governo; combater a hanseniase e suas
complicagdes; enfrentar a discriminagéo e promover a incluséo.

Estes pilares abrangem a deteccdo precoce de casos, o tratamento imediato com
esquema de poliquimioterapia (PQT), o desenvolvimento de pesquisas béasicas e o
enfrentamento do estigma, promovendo a mobilizacdo e sensibilizacdo junto a comunidade
(WHO, 2016).

No entanto, é notdrio que se faz necessario a andlise epidemioldgica considerando
outros aspectos, como a busca de novas fontes de infecdo com o intuito de elucidar os
aspectos epidemioldgicos ainda ndo explicados. Assim, seria possivel subsidiar 0s processos
de elaboracdo, execucdo e instituicdo de politicas publicas para o enfretamento deste agravo
milenar e complexo de ser solucionado, sobretudo em territdrio brasileiro.

2.1.2.2 Hanseniase no Rio Grande do Norte e no municipio de Mossoré

O Rio Grande do Norte (RN) é um estado brasileiro que registrou uma taxa de 8,21
novos casos de hanseniase por 100.000 habitantes em 2013, um valor significativamente
menor do que observados nos estados nordestinos vizinhos.

Evidéncias histdricas apontam que a doenga foi introduzida tardiamente no estado,
devido ao fluxo migratorio de pessoas para a regido Norte do pais, a fim de trabalhar na
regido Amazonica durante o periodo das grandes secas e 0 posterior retorno para 0s Seus
respectivos locais de origem, na regido Nordeste, anos mais tarde.
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Na regido Norte, sobretudo no Pard, a endemia ja era um problema desde 1804, o
inicio do século XI1X, 60 anos antes dos primeiros casos serem reportados no Rio Grande do
Norte e Cear4, estado vizinho.

Mossord, é a segunda cidade mais populosa do Estado do Rio Grande do Norte (RN),
com uma populacdo urbana que aumentou de 192.267 no censo de 1991 para 291.937
habitantes no censo mais recente, realizado em 2016. A cidade de Mossor0, incluindo as areas
rurais, apresenta uma extensao de 2.110.207 km? (NOBRE et al., 2015).

A incidéncia de casos no municipio de Mossor6 em 2013 foi de 45,4 casos / 100.000
pessoas / ano, 0 que representa quase metade dos casos novos no RN. Assim, de acordo com
o0s critérios do Ministério da Saude, o municipio é classificado como hiperendémico para a
hanseniase. Em 2017, foram registados 253 novos casos no Rio Grande do Norte e Mossoro
foi 0 municipio do estado com mais casos de hanseniase notificados em 2017 (DATASUS,
2018).

A hanseniase ¢ uma doenca de notificacdo compulséria e investigacdo obrigatoria e
um sistema estruturado é fundamental para um programa de controle e promog¢édo da salde.
No entanto, um trabalho realizado com profissionais de salude do Rio Grande do Norte, aponta
gue quando ndo se reporta a limitacdo quanto ao numero de profissionais na area de salde,
aqueles treinados para deteccdo de casos, se desligam dos servigcos configurando alta
rotatividade na Atencéo Basica a Salde.

Assim, acabam desestruturando as agdes que pautam a atual medida de prevencdo da
doenca, ou seja, deteccdo precoce e acompanhando de casos e respectivos contatos no estado
(MORENO; ENDERS; SIMPSON, 2008)

2.2. Métodos diagndsticos para investigacdo de infeccdo por Mycobacterium leprae

O diagndstico da hanseniase em humanos é essencialmente baseado nas manifestacoes
clinicas e exames dermatoneurolégicos, correlacionados a historia epidemiologica. Embora
testes laboratoriais apresentem limitagdes na deteccdo de todas as formas clinicas da
hanseniase, tém auxiliado o diagndstico clinico.

Dentre eles, destacam-se a baciloscopia, 0s exames histopatologicos, os testes
soroldgicos quantitativos como o ELISA (do inglés, “Enzyme-linked Immunosorbent Assay’)
e semi-quantitativos, como o teste de fluxo lateral, bem como os ensaios moleculares para a
deteccdo do bacilo, principalmente baseados na técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) (BANG et al., 2009; BRAET et al., 2018; WHO, 2016).

Em animais, sobretudo em tatus, a investigacdo de infeccdo por M. leprae tem sido
realizada através de andlises soroldgicas, moleculares, clinicas e histopatolégicas (DA SILVA
etal., 2018; DEPS et al., 2008b; FROTA et al., 2012).

2.2.1. Ensaios sorologicos

O cultivo de M. leprae em tatus da espécie Dasypus novemcinctus, que teve inicio
ainda na década de 1970, impulsionou os estudos em hanseniase (KIRCHHEIMER;
STORRS, 1971). A possibilidade de se obter uma quantidade significativa de bacilos em
modelo animal, proporcionou avangos cientificos importantes, como a descoberta e
identificacdo do antigeno PGL-1(glicolipideo fendlico 1) (BRETT et al., 1983; MOURA et
al., 2008). Esta molécula espécie-especifica € o principal glicolipideo antigénico do bacilo.
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Devido a natureza glicidica do PGL-I ha um estimulo de producdo predominante de
anticorpos da classe IgM, principalmente no polo virchowiano (BRETT et al., 1983).

A molécula PGL-1 é composta por um trissacarideo unico, o 3,6-di-O-metila-p-D-
glicopiranosil-(1—4)-2,-3-di-O-metila---a-L---ramnopiranosil---(1—2)-3-O-metila-Lramnopi
ranose No entanto, o principal determinante antigénico da molécula é a porcdo terminal,
composta por dissacarideo e trissacarideo (BRETT et al., 1983)

Estudos posteriores alavancaram ainda mais a pesquisa na area da sorologia da
hanseniase. Assim, foi possivel a elaboracdo de glicoproteinas semi-sintéticas contendo 0s
componentes dissacarido (ND) ou trissacarideo (NT) sintético. Estes componentes por meio
de diferentes proteinas de ligagdo, como os radicais octyl (O) ou phenyl (P), se apresentam
conjugados a albumina de soro bovino (BSA) ou humana (HSA).

Assim, além do PGL-1 nativo, os neoglicolipideos produzidos e disponibilizados para
pesquisas atuais sdo: dissacarideo natural-octil-BSA (ND-O-BSA), dissacarideo natural-octil-
HSA  (ND-O-HSA), trissacarideo natural-fenol-BSA  (NT-P-BSA) bem como
monossacarideo-octil-BSA (M-O-BSA), dissacarideo-BSA (D-BSA) (BUHRER-SEKULA,
2008; MOURA et al., 2008)

Através do uso do PGL-1 nativo e seus derivados semi-sintéticos foi possivel
desenvolver diferentes testes soroldgicos para aplicacGes em estudos de diagnoéstico clinico e
epidemioldgicos, tais como o teste de hemaglutinacéo passiva (PHA), o teste de aglutinacédo
com particula de gelatina (MLPA), dipstick, o Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimaética (do
inglés “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” -ELISA) e o teste de fluxo lateral (FL)
(BUHRER-SEKULA, 2008; GELUK, 2013).

Estudos mais recentes reportam a utilizacdo do antigeno LID-1. Este trata-se de uma
proteina de fusdo das proteinas recombinantes ML0405 e ML2331 (DUTHIE et al., 2007). A
resposta de anticorpo gerada, da classe IgG, correlaciona-se positivamente com a carga
bacilar e com a forma multibacilar de infecgéo, assim como no teste para deteccéo de resposta
IgM anti-PGL-1 (DUTHIE et al., 2007; DUTHIE et al., 2008; DUTHIE et al., 2011).

A deteccdo de anticorpos séricos contra o glicolipideo fendlico-1 (PGL-1; mais
comumente na forma do dissacarideo natural-octil de PGL-I = ND-O) ou para o LID-1
(REECE et al., 2006), tem sido usada em ELISA e em testes imuno-cromogénicos de fluxo
lateral (FL) para confirmar a exposicdo ao M. leprae. Estes testes facilitam o diagndstico
diferencial entre as formas paucibacilares e multibacilares da doenca em humanos e s&o
capazes de predizer infeccdo em animais vivos, incluindo tatus Dasypus novemcinctus nos
EUA e no Brasil (DEPS; ANTUNES; TOMIMORI-YAMASHITA, 2007; DUTHIE et al.,
2014; MARCAL et al., 2018).

Neste contexto, as técnicas de ELISA sdo consideradas o método padrdo-ouro dos
ensaios sorologicos (DEPS et al., 2008b; FRADE et al., 2017). No entanto, a utilizagdo deste
método requer padronizacdo, infraestrutura adequada para a sua execucdo e as amostras
devem ser transportadas sob condi¢Ges que mantenham a integridade do material recolhido.
Assim, este método é considerado inviavel em algumas aplicacdes e estudos, sobretudo
quando se trata de triagem sorologica em estudo de campo (DUTHIE et al., 2014).

Neste contexto, o desenvolvimento e aplicacdo de testes imunoldgicos rapidos para
uso em diagnostico de hanseniase em humanos é de suma importancia para abordagens
integradas que visem a vigilancia da doenca (BUHRER-SEKULA et al., 2007; FRADE et al.,
2017; CARDOSO et al., 2013). No Brasil, dois principais testes imuno-cromogénicos de
fluxo lateral sdo usados atualmente: o0 ML Flow e 0 NDO-LID®.

O primeiro a ser introduzido foi o teste de fluxo ML flow, um sistema de antigeno
tnico (NT-P = trissacarideo-octil de PGL-1) que detecta anticorpos IgM humanos (BUHRER-
SEKULA et al., 2007; DEPS; ANTUNES; TOMIMORI-YAMASHITA, 2007).

A utilizacdo do teste ML flow nos programas de vigilancia da hanseniase no Brasil
contribuiu para a reducdo do nimero de casos tratados como multibacilares, o que ocasionou
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uma reducdo do uso de medicamentos antimicobacterianos (GROSSI et al., 2008). A
eficiéncia deste kit também foi avaliada com relagcdo ao ELISA com o intuito de verificar o
estado de infeccdo de tatus D. novemcictus no estado brasileiro do Espirito Santo e evidenciou
29,7% (11/37) de positividade, comparado a 10, 6% (5/37) positivos diagnosticados através
de ELISA (DEPS et al., 2007; DEPS et al., 2008b).

O segundo teste de fluxo lateral implementado foi 0 NDO-LID®, que combina o
antigeno NDO conjugado com a proteina de fusdo LID-1. Este teste é descrito como um
método semi-quantitativo de IgM / IgG. Foi introduzido devido as preocupacdes de que
testes baseados apenas na deteccdo de anticorpos anti-PGL-I IgM nédo seriam eficientes na
deteccdo das formas paucibacilares da doenca, resultando em diagnostico tardio (CARDOSO
et al., 2013; DUTHIE et al., 2014). A superioridade deste teste, comparado ao ELISA
convencional usando PGL-I como antigeno, para a detecgdo de episodios reacionais do tipo Il
ou eritema nodoso hansénico foi relatada recentemente (DEVIDES et al., 2018).

Abordagens integradas e baseadas em ferramentas soroldgicas podem favorecer as
investigacOes epidemiolodgicas, sobretudo a busca por fontes ndo-humanas de infeccdo como
os tatus. Isto é possivel, devido a reatividade cruzada entre as imunoglobulinas de tatu e
humanos, podendo ser detectadas pelos conjugados anti-humanos IgM ou proteina G
empregados nos testes (DUTHIE et al., 2014; SCOLLARD et al., 2006; TRUMAN et al.,
1991). No entanto, em contraste com o sistema de fluxo ML, até o0 momento o teste NDO-
LID® s6 foi utilizado para avaliar o estado de infecgdo em humanos.

Estudos utilizando ferramentas soroldgicas, mais tarde reforcados com a investigacao
histopatol6gica e molecular, revelaram a associacao entre tatus e a manutencéo da hanseniase
nas regides Sul e Sudeste dos EUA (SHARMA et al., 2015; TRUMAN et al., 2011) e também
a existéncia destes animais infectados naturalmente em territério brasileiro (DEPS et al.,
2007; DEPS et al., 2008b). No entanto, no Brasil os estudos e as aplicacdes de ferramentas
soroldgicas na busca de fontes ndo-humanas de infeccéo ainda séo discretos.

2.2.1.1. Ensaios moleculares baseados na reacéo em cadeia de polimerase (PCR)

O sequenciamento do genoma e a descoberta de sequéncias espécie-especificas de M.
leprae possibilitaram maiores avangos no diagndstico laboratorial da hanseniase (BRAET et
al., 2018; CURTISS et al., 2001). Assim, em comparacdo aos métodos convencionais, 0s
testes moleculares tém um grande potencial para detec¢do de M. leprae nos tecidos, pois sao
mais sensiveis (CLARK-CURTISS; DOCHERTY, 1989; HAMPSON et al., 1989; KATOCH,
2004).

A identificagdo molecular de M. leprae consiste na amplificacdo de regides especificas
do DNA do bacilo. Diferentes genes-alvo tém sido utilizados e comparados, tais como: genes
codificantes de proteinas como 36-kDa, 18-kDa, 65-kDa, Ag 85B e 16S rRNA, e sequéncias
de repeticdo (ADAMS et al., 2012; KAMPIRAPAP et al., 1998; MARTINEZ et al., 2006,
2009, 2014; PLIKAYTIS; GELBER; SHINNICK, 1990)

Em 1989, foi descoberta uma sequéncia repetitiva e especifica possibilitando a
deteccdo do que seria equivalente a 4x10° células de uma lesdo através da técnica de
hibridizacdo (CLARK-CURTISS; DOCHERTY, 1989). No ano seguinte, WOODS; COLE,
1990 denominaram a sequéncia, como RLEP e relataram que haveria, no minimo, 28 copias e
12 diferentes classes. (WOODS; COLE, 1990). Apds o sequenciamento do genoma completo
reportaram que a sequéncia RLEP possuiu 37 cdpias no genoma, sendo este achado
consolidado até hoje (COLE et al., 2001)

Ensaios usando o RLEP como alvo tem demonstrado maior sensibilidade e
especificidade na identificagdo do bacilo quando comparada a outros alvos de cdpia Unica
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como Ag85B, sodA, 16S rRNA e rpoT (DONOGHUE, H.D.SPIGELMAN, M.HOLTON,
2001; MARTINEZ et al., 2011; TURANKAR et al., 2015)

A fim de investigar as evidéncias de que o alvo RLEP ndo seria especifico para M.
leprae, Braet et al. (2018), verificaram a especificidade “in silico” e experimentalmente do
alvo. Assim, sequéncias primarias, bem como sequéncias da sonda de gPCR RLEP foram
comparadas com o banco de dados contendo 148 genomas micobacterianos sequenciados de
estudos recentes, e nenhuma possibilidade de reatividade cruzada foi reportada (BRAET et
al., 2018).

Além disso, ndo se reporta a presenca de sitios idénticos de ligacdo para as sequéncias
primarias e sonda para o alvo RLEP em outras micobactérias depositadas na atual base de
dados do NCBI. Assim, diminui a probabilidade de que novas espécies de micobactérias com
sequéncias homologas de RLEP possam ocorrer.

Neste mesmo trabalho, reportam que durante as analises experimentais, nenhuma
amostra de pacientes controles ndo-hansénicos oriundos de areas endémicas (n=31) e néo
endémicas (n=28), bem como nenhum dos 61 isolados de diferentes espécies de
micobactérias, incluindo aquelas estreitamente relacionado, evidenciou positividade na
analise por gqPCR do RLEP. Assim, estes dados sugerem 100% de especificidade do alvo
RLEP para M. leprae (BRAET et al., 2018).

Portanto, esta sequéncia tem sido implementada por ndo apresentar homologia com
outras micobactérias ou espécies bacterianas, conferindo especificidade adequada para analise
de amostras ambientais, tornando-a mais robusta (BRAET et al., 2018; DA SILVA et al., 2018;
FROTA et al., 2012).

Além disso, entre os diversos marcadores moleculares utilizados na deteccdao molecular
de M. leprae, a regido de repeticdo RLEP (37 cOpias no genoma) tem apresentado elevada
positividade em amostras biologicas de casos com dificil diagndstico clinico e laboratorial
(MARTINEZ et al., 2014; TURANKAR et al., 2015; YAN et al., 2014).

Martinez et al. (2011) compararam quatro diferentes ensaios quantitativos de PCR em
tempo real (QPCR) para o diagndstico da hanseniase usando amostras de bidpsia de pele (SBs)
de paciente (MARTINEZ et al., 2011). Através deste estudo, concluiram que o gPCR visando
36 copias RLEP por genoma, descrito por Truman et al.(2008), foi o ensaio mais sensivel,
uma vez que apresentou alta sensibilidade (100%) para pacientes multibacilares (MB;> 5
lesGes) e sensibilidade de 84,6% para pacientes paucibacilares (PB; <5 lesdes). Assim, RLEP
gPCR tem sido considerado como o teste padrdo ouro para confirmacdo laboratorial da
hanseniase, mesmo quando a sensibilidade em amostras PB ainda é imperfeita (TRUMAN et
al., 2008).

Vale ressaltar que diversos estudos mostram que técnicas de PCR, e sobretudo qPCR,
podem detectar quantidades muito pequenas de bacilos. Frota et al. (2012) reportaram que 0
limite de deteccdo do sistema nested RLEP PCR proposto é de 1 pg/pL (FROTA et al., 2012).
Ja Truman et al. (2008) mostraram um limiar de detecgédo de 10 fg de DNA purificado, o que
equivale a aproximadamente 3 genomas de M. leprae (FROTA et al., 2012).

Neste contexto, a despeito da possibilidade de inibicdo, necessidade de padronizacéo
adequada, estrutura laboratorial e equipe treinada, a técnica de PCR utilizando RLEP como
alvo, € adequada e tem sido utilizada em diversos estudos com o intuito de deteccéo infeccao
natural por M. leprae em tatus (DA SILVA et al., 2018; DEPS; SANTOS; YAMASHITA-
TOMIMORI, 2002; FROTA et al., 2012).

2.2.1.2. Genotipagem molecular

A tipagem para diferenciacdo de estirpes ¢ uma ferramenta muito util para distinguir
membros da mesma espécie microbiana com base no genoétipo, possibilitando assim a
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identificacdo de fonte da infeccdo, elucidacdo de aspectos relativos a transmissdo e
disseminacdo de doencas, bem como investigacdo de possiveis ligacBes entre fontes humanas
e reservatorios ndo- humanos (SAEED; WANG; WANG, 2016; TRUMAN et al., 2011)

Véarios métodos de tipagem molecular foram empregados para distinguir as estirpes
bacterianas ao longo dos anos. Inicialmente, foram utilizados os métodos de tipagem de
antigenos de superficie (LANCEFIELD, 1928), “Multilocus Enzyme Electrophoresis”
(MLEE) (MILKMAN, 1973) e tipagem de fagos (AHMED et al., 1987).

Somente a partir dos anos 90, que foram iniciados os métodos baseados na analise do
DNA, incluindo os métodos: “Restriction Fragment Length Polymorphism” (RFLP), operons
rRNA (LOW et al., 1988), “fingerprinting” por iniciacdo aleatéria PCR (WELSH;
MCCLELLAND, 1990), “Pulsed Field Gel Electrophoresis” (PFGE), “Multilocus Sequence
Typing” (MLST) (MAIDEN et al., 1998), bem como “Variable Number of Tandem Repeats”
(VNTR) e “Single Nucleotide Polymorphism” (SNP) (KEIM et al., 2000; KLEVYTSKA et
al., 2001).

A diferenciacdo de estirpes de M. leprae representa um grande desafio para
pesquisadores de todo mundo. Na maioria das bactérias, pequenas sequéncias de alguns genes
seria suficiente para inferir relacbes entre as estirpes. No entanto, M. leprae, tem uma
diversidade extremamente limitada, considerado geneticamente monomorfico. Esta menor
diversidade genética deve-se ao alto conteudo de pesudogenes e varios genes de reparo
(COLE et al., 2001).

Por este motivo, a implementacdo das técnicas de tipagem para identificar
polimorfismos utilizando diferentes abordagens como: polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP) (CLARK-CURTISS; WALSH, 1989;. WILLIAMS et al,
1990; VAN EMBDEN et al., 1993), anélise de repeticGes dispersas (WOODS; COLE, 1990),
e a andlise da sequéncia das regides varidveis (WIT; KLATSER, 1994), ndo obtiveram
sucesso.

O desenvolvimento de ferramentas robustas capazes de permitir a realizacdo de
tipagem molecular de cepas de M. leprae ocorreu somente durante a Ultima década. No ano
2000, foi relatada pela primeira vez que a sequenciamento de DNA foi capaz de distinguir
dois alelos alternativos dentro do gene de M. leprae, uma sequéncia intragénica de seis pares
de base no gene rpoT (MATSUOKA et al., 2000). No mesmo ano, um ensaio de PCR para
uma trincucleotdeo (TTC), em um segmento ndo-codificante de M.leprae, evidenciou uma
diferenca consideravel no niamero de cépias deste marcador, determinando assim, 15 variantes
de M. leprae quando um painel de 34 amostras de pacientes hansenianos das Filipinas foi
avaliado (SHIN et al., 2000). No entanto, com apenas dois marcadores (loci polimorficos)
disponiveis, o potencial dessa ferramenta para discriminar e avaliar as diferencas entre as
cepas permaneceu limitada.

Essa observacdo, associada a publicacdo do primeiro genoma completo de M. leprae,
serviu como ponto de partida para o desenvolvimento de diferentes sistemas baseados em
VNTRs e culminou no sistema amplamente aceito baseado em 15 VNTRs proposto por
Kimura et al. (2009)

Portanto, apds a conclusdo do sequenciamento completo do genoma de M. leprae
(cepa TN), o atual método de tipagem, baseado em VNTRSs, foi iniciado (COLE et al., 2001).
Assim, avaliando o genoma de M. leprae, os elementos repetitivos foram catalogados,
revelando mais de 50 sequéncias VNTRs.

Tais sequéncias foram ao longo dos anos sendo avaliadas quanto a sua utilidade e
potencial informativo dos marcadores, através de estudos epidemioldgicos moleculares,
desenvolvidos a partir da tipagem de linhagens. Assim, foram desenvolvidos diversos estudos
a fim de validar marcadores para tipagem de cepas (GROATHOUSE et al., 2004; KIMURA
et al., 2009; TRUMAN et al., 2004)
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Com o objetivo de ampliar e refinar o painel de VNTRs utilizados para diferenciacéo
de isolados de M. leprae, Groathouse et al. (2004) investigaram o polimorfismo genético de
cinco minissatélites (6-7, 12-5, 18-8, 21-3 e 27-5) e seis microssatélites (C20, AT17, TA18,
GTA9, TTC21 e CG6) através da anélise de quatro amostras de DNA de M. leprae purificado.
Do total de VNTRs avaliados, nove demonstraram-se polimdrficos; assim, um conjunto de
possiveis marcadores para diferenciacdo entre os isolados foi sugerido.

Ainda no ano de 2004, Truman et al. (2004) avaliaram o polimorfismo e a estabilidade
de quatro repeticbes em tandem. Os resultados obtidos demonstraram que os VNTRs
analisados poderiam ser efetivamente utilizados para diferenciacdo de isolados de M. leprae
(TRUMAN et al., 2004).

Com o objetivo de reduzir os custos e ampliar o nimero de VNTRs estudados, Kimura
et al. (2009) propuseram uma analise baseada em PCR “multiplex”. Desta forma, a
amplificacdo de 15 diferentes VNTRS ocorre concomitantemente. Neste sistema, 0s
oligonucleotideos marcados com fluorescéncia sdo utilizados para que o nimero de cépias de
cada repeticdo seja determinado através da analise do comprimento dos fragmentos gerados
(do inglés FLA, “Fragment Lenght Analysis”) usando eletroforese capilar (KIMURA et al.,
2009). Este método € similar ao proposto para genotipagem de isolados de M. tuberculosis
(SUPPLY et al.,2006)

Na area de epidemiologia molecular da hanseniase, VNTRs podem ser aplicados no
rastreamento de transmisséo a curto alcance, devido a variabilidade genética que confere um
poder discriminatorio significativo para estes marcadores. O potencial para diferenciacdo de
isolados de M. leprae utilizando estes marcadores, deve-se ao fato da frequéncia de mutacédo
ser significativa nestes marcadores, comparada aquela que ocorre em SNPs. Este dinamismo é
responsavel pelo poder discriminatorio dos VNTRs (SINGH;COLE,2011).

Dessa forma, nos ultimos 15 anos, foram conduzidos inimeros estudos com o objetivo
de investigar a diversidade genética de M. leprae em diferentes partes do mundo, incluindo
Brasil (FONTES et al., 2009, 2012, 2017); China (WENG et al., 2007, 2011, 2013; XING et
al., 2009), Colémbia (CARDONA-CASTRO et al., 2009, 2013), EUA (TRUMAN et al.,
2011), Filipinas (SAKAMURI et al., 2009a, 2009b), india (LAVANIA et al., 2007, 2011,
2015; SHINDE et al., 2009; YOUNG et al., 2008), Tailandia (PHETSUKSIRI et al., 2012,
SRISUNGNAM et al., 2009). Desta forma, a variabilidade genética do patdgeno dentro das
diferentes populagdes tem sido conhecida.

Uma outra abordagem para se estudar a variacdo genética observada no genoma de M.
leprae sdo os polimorfismos de base unica (SNP, do inglés: “Single-nucleotide
polymorphism”). Um estudo conduzido por Monot et al. (2005) determinou a existéncia de
guatro genotipos de M. leprae baseados em trés possiveis SNPs (MONOQOT et al., 2005)

Com o avango dos estudos e aplicabilidade de marcadores baseados em
polimorformismos de base Unica (SNPs), 84 marcadores (78 SNPs e seis sequencias de
insercdo e delecdo) foram encontrados, permitindo, a classificagdo de cepas de M. leprae em
16 genotipos diferentes, subtipos dos quatro SNP (1A-4P). Através desta ferramenta é
possivel estabelecer uma relacdo entre genétipo do patdogeno e a origem geografica da
amostra, 0 que contribuiu para o conhecimento do padrdo de migragdo humana (MONOT et
al., 2009) (figura 5).
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SNP8453 =T -» 1A

SNP8453 = C & SNP313361 = A — 1B
SNP313361 = G & SNP61425=A — 1C
SNP61425 = G & SNP1642879 =G — 1D

C.G A= Tipo1l

SNP14676

SNP1642879 =T & SNP3102787 — 2E
SNP3102787 & SNP1104235 = C — 2F
SNP1104235 = G & SNP2751790 = A -+ 2G
SNP2751790 = G & SNP2935693 = A — 2H

C.T.A="Tipo 2

SNP1642879

SNP2935693 = C & SNP1133495 = T — 3
) SNP1133495 = G SNP2312066 = C — 3J
C.T.C= Tipo3 SNP2312066 = G & SNP413903 = G — 3K
SNP413903 = A & SNP20910 = G — 3L
SNP20910 = A & SNP14676 = C — 3M

SNP14676 =T & InDel_978589 = -(del) — 4N
T.T.C= Tipo4 InDel_978589 =T & InDel_1476525=T — 40
InDel_1476525 = -(del) —+ 4P

Figura 5 - Genotipos de Mycobacterium leprae definidos por SNPs. Usando os trés
primeiros SNPs mostrados a esquerda, se obtém um dos quatro tipos de SNP (1-4) O
genotipo 1 é definido quando o nucleotideo G estiver presente na posicdo 16422879 do
genoma de M. leprae; genotipo 2 é definido quando ha a presenca do nucleotideo T; gendtipo
3 é definido quando h&d uma mutacdo na posicdo 2935693 do genoma e resulta na substituicao
do nucleotideo A por C; genotipo 4 é definido quando ha uma mutagdo na posicdo 14676 e
resulta na substituicdo do nucleotideo C por T. Em seguida, usando trés ou quatro marcadores
mostrados a direita, sdo determinados 16 subtipos (A — P). Os SNPs mostrados em azul sdo 0s
mesmos usados para digitar nos tipos 1, 2, 3 e 4 (lado esquerdo da figura). InDel: Excluséo de
insercdo; SNP: Polimorfismo de nucleotideo Unico. Fonte: Adaptado de Singh; Cole, (2011).

Estudos através da analise de SNPs apontam que a disseminacdo da hanseniase
teve sua origem na Asia Central ou Leste da Africa, por essa regifo apresentar os mais raros, e
provavelmente o mais antigo gendtipo do bacilo. Alem disso, evidenciam que no Brasil, a
hanseniase teria se originado proveniente da Europa e Africa Ocidental, devido ao movimento
migratorio do periodo da escraviddo (MONOQOT et al., 2005) (figura 6).
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Figura 6 - Disseminacdo da hanseniase pelo mundo. As barras estdo localizadas no pais de
origem de cada amostra analisada. As cores representam 0s quatro principais gendtipos
definidos e seus subtipos. A espessura das barras corresponde ao numero de amostras
analisado (barras finas:1-5 amostras; barras medianas: 6-29 amostras; barras mais amplas:
mais de 30 amostras.) As setas cinza indicam as rotas humanas, com estimativa do tempo de
migragdo em anos. Fonte: Monot et al. (2009).

Considerando que a ocorréncia de SNPs é baixa no genoma de M. leprae, sendo
inclusive, significativamente menor do que em outros patégenos humanos, torna-se um fator
limitante sob o aspecto de aplicabilidade, o uso desta técnica isoladamente, a fim de
estabelecer correlacdes epidemioldgicas a curto alcance. Por este motivo, a utilizacdo desta
ferramenta limita-se a filogeografica e mapeamento epidemioldgico de longo alcance, ou seja,
que envolvam areas com distancia geografica significativa (SINGH; COLE, 2011).

Considerando as limitagcbes e vantagens individuais de ambos os marcadores
moleculares, a melhor opcdo para o estabelecimento de estudo na éarea de epidemiologia
molecular em hanseniase baseia-se no uso combinado de SNP e VNTR. Esta tem sido a base
dos estudos realizados com a finalidade de compreender a variabilidade genética deste
microrganismo e investigar aspectos ligados a transmissdo e disseminacao da hanseniase pelo
mundo (KURUWA,; VISSA; MISTRY, 2012; SINGH; COLE, 2011).

Com o advento da era gendmica, a genotipagem tem se baseado cada vez mais nos
beneficios de técnicas cada vez mais robustas. O sequenciamento completo do genoma (do
Inglés "Whole Genome Sequencing"” — WGS) de M. leprae tem elucidado aspectos
importantes acerca da composicdo genética do bacilo (TRUMAN et al., 2011). Todavia,
ainda que os servigos de WGS sejam oferecidos por plataformas tecnoldgicas em muitos
institutos de pesquisa, trata-se de uma ferramenta laboriosa, que requer infraestrutura
laboratorial especifica e grande capacitacdo técnica para a anélise dos resultados gerados.
Além disso, a técnica requer DNA em quantidade e qualidade, o que para um patdgeno que
ndo é cultivavel in vitro como M. leprae pode ser um fator limitante. Portanto, embora o
WGS seja uma ferramenta de epidemiologia molecular promissora, a tipagem molecular
realizada com base em SNP e VNTR ainda é a abordagem mais viavel e acessivel para a
maioria dos grupos de pesquisa e tem sido implementada para se avaliar a diversidade
genética entre isolados de M. leprae, bem como monitorar a dindmica de transmissdo da
hanseniase.
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2.2.1.3. Epidemiologia molecular: desafios na elucidacdo de aspectos epidemioldgicos
da hanseniase

A hanseniase é uma das primeiras doencas humanas reportadas na historia da
humanidade, mas ainda possui inimeras lacunas epidemiolédgicas (BRATSCHI et al., 2015).
Embora Mycobacterium leprae seja o primeiro agente etioldgico atribuido a este agravo, trata-
se de um organismo incomum e que apresenta desafios Unicos para aqueles que desenvolvem
estudos atraves da epidemiologia molecular. Como consequéncia, muitos aspectos basicos da
transmisséo da doenca e biologia permanecem desconhecidos (SALIPANTE; HALL, 2011a)

Compreender a causa e patogénese de uma doenga infecciosa, 0S aspectos
relacionados as diferentes manifestacdes, os fatores de susceptibilidade e resisténcia dos
hospedeiros, bem como os fatores de viruléncia e resisténcia dos patégenos envolvidos, s&o
bastante relevantes no enfrentamento da doenca. Além desses aspectos, compreender como se
da a transmisséo da doenca, é necessario para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes
de prevencao e controle (EYBPOOSH et al., 2017).

A epidemiologia molecular, € um ramo da epidemiologia desenvolvido pela fusdo de
estudos epidemiologicos e biologia molecular, utilizando técnicas laboratoriais de alto
rendimento, aplicaveis a grandes tamanhos de amostras, populacbes e que permitem o
desenvolvimento de estudos epidemiologicos de larga escala em niveis moleculares
(EYBPOOSH et al., 2017). Desde o primeiro estudo de epidemiologia molecular, em 1979,
que consistiu em elucidar e descrever a distribuicdo do subtipo do virus Influenza em todo o
mundo (VINEIS, 2007), o numero crescente de estudos adotando esta abordagem tem sido
observado em vérias areas de pesquisa, incluindo a hanseniase, no qual se utilizou a
combinacgdo de VNTRs e SNPs, e posteriormente técnica de WGS (TRUMAN et al., 2011).

No contexto da hanseniase, utilizando a diversidade genética bacteriana e ferramentas
de epidemiologia molecular, foi possivel tracar a disseminacdo da doenca pelo mundo, a
medida que as populac@es humanas migravam. As evidéncias indicam que a hanseniase foi
introduzida no continente americano, devido a colonizacdo européia e a rota africana de
humanos escravizados. Por este motivo, as cepas responsaveis pela doenca nas Américas, sao
SNP 3 e SNP 4, as quais sdo circunscritas a Europa, bem como as regides do Norte e Oeste da
Africa, respectivamente (MONOT et al., 2005).

Além disso, Truman et al., (2011) reportaram forte evidéncia de transmisséo zoonética
de hanseniase de tatus para seres humanos, através de um estudo de epidemiologia molecular.
Através de uma anélise envolvendo VNTR e SNP loci, o genétipo (31-2-v1) de M. leprae foi
encontrado em tatus, bem como em pacientes hansénicos que reportavam histérico de contato
com o animal. OQutro aspecto relevante, foi o fato destes pacientes nunca terem saido dos
EUA, regido considerada livre de transmissé@o autoctone para a doenca.

Vale ressaltar, que o genotipo desta cepa nédo foi reportada em outras partes do mundo e
assim, forneceu evidéncia significativa para o papel do tatu como um reservatorio animal
de M. leprae nos EUA (TRUMAN et al., 2011).

As arvores “Minimum Spanning Tree” (MST) trouxeram o beneficio de uma
ferramenta computacional que possibilita a ligacdo de um conjunto de individuos pelo
caminho mais curto possivel (EXCOFFIER; SMOUSE, 1994). Assim, foram aplicadas em
diversas areas, como: engenharia, economia, tecnologia da informacéo e ciéncias. No campo
das pesquisas de epidemiologia molecular, as MSTs sdo frequentemente utilizadas para
estimar relagdes entre cepas individuais ou isolados (SALIPANTE; HALL, 2011).

Este algoritmo assume que todos os isolados incluidos na analise sdo legitimamente
relacionados por diferentes graus. A distancia entre cada par de cepas é computadorizada e
todas as cepas serdo ligadas entre si e representa a evolugdo mais parcimoniosa de cepas ao
longo do tempo.
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Dessa forma, as MSTs refletem o conceito de evolucdo minima, interligando os
individuos mais préximos da populagdo, gerando uma Unica arvore que representa todos 0s
individuos analisados (TEIXEIRA et al., 2015). No entanto, alguns aspectos acerca dos
algoritmos de MST tém sido largamente ignorados em estudos de epidemiologia molecular,
embora tenha o potencial para confundir ou alterar a interpretacdo dos resultados dessas
andlises. Dentre estes, a apresentacdo de uma Unica andlise, ou seja, uma unica MST,
selecionada arbitrariamente, a qual ilustra apenas uma das muitas solu¢bes potencialmente
igualmente 6timas (SALIPANTE; HALL, 2011)

Em relacdo aos aspectos epidemioldgicos, os desafios no estudo da epidemiologia da
hanseniase consiste, sobretudo, no fato do agravo ser de carater cronico, apresentando um
longo periodo de incubacdo (LASTORIA et al., 2014). Assim, limita significativamente
inferir evidéncias robustas e seguras sobre a fonte de infeccdo. Outro fator limitante seria o
forte estigma social, o0 qual desencoraja 0s pacientes a procurar servicos de saude, bem como
fornecer informacdes detalhadas sobre sua histdria epidemiolégica.

Vale ressaltar, que 0s servigos precarios de atencdo basica a salde em algumas
regides, bem como as dificuldades de acesso as informacGes epidemioldgicas dos pacientes,
também sdo fatores limitantes para os estudos de epidemiologia molecular. Além disso,
dificultam a diferenciagdo e registros corretos dos casos de recidiva da doenca, falha do
tratamento ou reinfec¢do (SALIPANTE; HALL, 2011)

Neste contexto, fica claro que através dos estudos epidemioldgicos tradicionais, como
por exemplo, os estudos de caso-controle ou inquéritos epidemiolégicos, seria dificil obter
uma compreensdo mais profunda sobre os aspectos epidemioldgicos deste agravo tdo
complexo como a hanseniase. Assim, 0 uso de ferramentas de epidemiologia molecular, tem o
potencial de oferecer o desenvolvimento de estratégias mais robustas para o avanco na
elucidacdo das diferentes lacunas epidemioldgicas da hanseniase.

2.2.2. Transmissao

Apesar das tentativas repetidas ao longo das ultimas décadas para identificar padrbes
de transmissdo da hanseniase, 0 mecanismo exato ainda ndo estd completamente elucidado.
Acredita-se que o contato intimo e prolongado com os pacientes que apresentam as formas
multibacilares seja a maneira mais provavel de transmissdo (JOB et al., 2008).

Publicacbes demonstraram que o trato respiratdrio superior, seja a mucosa oral ou a
nasal, tem um importante papel na fisiopatogenia da hanseniase, sendo considerado a porta de
entrada e saida do bacilo (BEYENE et al., 2003; MARTINEZ et al., 2011; NAVES et al.,
2009)

Estudos realizados com camundongos nu/nu apontam a ocorréncia de infeccdo via
mucosa nasal e injecdo subcutanea. Em contrapartida, a via pulmonar, pele intacta e ingestéo
ndo estiveram relacionadas a infeccdo (CHEHL et al., 1985). Todavia, outro estudo apontou a
presenca de DNA bacilar em lavados de pele de pacientes hansenianos, sugerindo que a pele
pudesse atuar como uma nova via de transmisséo (JOB et al., 2008).

No entanto, em inimeros novos casos de hanseniase reportados ndo € possivel
identificar um caso indice relacionado a infec¢do. Uma analise estatistica realizada por Joseph
et al. (1985) revelaram que apenas 30% dos 1309 casos de pacientes hansenianos nascidos e
residentes nos EUA apresentavam historico de contato com pessoas acometidas pelo agravo
(JOSEPH; YODER; JACOBSON, 1985).

Recentemente, Truman et al. (2011) enfatizaram que dos 150 casos de hanseniase
notificados a cada ano nos EUA, pelo menos 1/3 destes pacientes vivem em regides onde se
acredita que nédo exista transmiss@o autdctone, além de néo relatarem deslocamento para areas
endémicas para a doenga ou contato com outros pacientes hansenianos (TRUMAN et al.,
2011).
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Além disso, nestas areas foram encontrados animais naturalmente infectados. Desta
forma, a evidéncia da ocorréncia da hanseniase zoonotica nos EUA e a descoberta de DNA de
M. leprae em fontes ambientais, confrontam o paradigma classico de transmissdo inter-
humano do bacilo (BRATSCHI et al., 2015).

As controversias epidemiologicas salientam que 0s reservatorios ambientais poderiam
explicar aspectos pouco elucidados acerca da doenga, como a distribuicdo geografica
irregular, a flutuacao de risco para contatos familiares e a auséncia de casos secundarios entre
imigrantes em paises livres da hanseniase, bem como o registro de novos casos do agravo
com auséncia de fontes de infeccdo conhecidas. (KERR-PONTES et al., 2006; MARTELLI
et al., 2000; TRUMAN; FINE, 2010)

Por este motivo, as caracteristicas epidemioldgicas da hanseniase tém sido abordada
em numerosos estudos nas ultimas décadas, com o intuito de elucidar os fatores que
contribuem para a manutencdo da endemia e assim estabelecer novas estratégias para o seu
controle.

2.2.2.1. Possiveis fontes ambientais e reservatdrios ndo- humanos de M. leprae

O bacilo M. leprae é considerado primariamente um patdgeno de humanos. No
entanto, aspectos relacionados a transmissdo da hanseniase e as fontes ndo-humanas de M.
leprae tém sido a temética de diversas publicaces ao longo dos anos.

Assim, a hipbtese da participacdo de diferentes reservatdrios animais, bem como agua,
solo e protozoarios de vida livre tem sido investigada ao longo dos anos (HONAP et al., 2018;
TRUMAN; FINE, 2010; WHEAT et al., 2014).

Existe uma enorme resisténcia por parte da maioria dos hansenologistas em considerar
as investigacOes que apontam presenca de M. leprae em fontes ambientais. Este fato deve-se
aos aspectos microbioldgicos do bacilo, uma vez que é considerado um patdgeno intracelular
obrigatdrio.

No entanto, intrigando pesquisadores na época, a investigacao de areas habitadas por
pacientes hanseniano evidenciou em amostras de solos (LAVANIA et al., 2006;
TURANKAR et al., 2014) e 4guas (TURANKAR et al., 2012), a deteccdo de DNA bacilar
por PCR.

Posteriomente, em 2016, apds confirmarem viabilidade de M. leprae utilizando o
modelo consolidado, coxim plantar de nude, bem como utilizando analise molecular do gene
RNA ribossémico 16S, pesquisadores concluiram que o bacilo € capaz de permanecer vivo
em solo Gmido por 46 dias (TURANKAR et al., 2016) e por 21 dias em solo da india. Além
disso, reporta-se que 25% das amostras de solo coletados de areas de pacientes continham
RNA ribossémico 16S do M. leprae (TURANKAR et al., 2015).

Todos estes achados tornaram-se ainda mais relevante, quando evidéncias de que M.
leprae pode sobreviver dentro de cistos de protozoarios de vida livre até 8 meses foram
reportados em um estudo in vitro. Isso reforgca a possibilidade dos bacilos estarem viaveis,
ocupando seu nicho intracelular, ainda que em solo e 4gua, uma vez que protozoarios de vida
livra podem ser encontrados em ambas fontes ambientais (LAVANIA et al., 2008).

Em um estudo recente, embora a viabilidade do bacilo ndo tenha sido avaliada, a
analise baseada em RLEP PCR e tipagem baseada em SNPs, indicou DNA bacilar em
amostras de solo de areas habitadas por pacientes com hanseniase (Bangladesh), tatus
(Suriname) e os esquilos vermelhos (llhas Britanicas). Nesta Ultima regido, a tipagem de SNP
ndo foi viavel. No entanto, foi detectado SNP tipo 1 em Bangladesh e SNP tipo 1 ou 2, no
solo do Suriname (TIO-COMA et al., 2019).

A relevancia destes achados se entrelaca com evidéncias de infeccdo por M. leprae
em esquilos vermelhos das llhas Britanicas, causando a doenca lepromatosa em VAarios
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animais. No entanto, vale ressaltar que a area na qual se reporta infeccdo em esquilos, a
hanseniase € considera eliminada.

Assim, sugere-se que estes animais sejam um reservatorio contemporaneo dos bacilos,
visto que anélises filogenéticas determinaram que a cepa de M. leprae nos esquilos (3I) estava
relacionada a linhagem circulante na Inglaterra medieval, sugerindo os esquilos vermelhos
como um potencial reservatério contemporaneo dos bacilos. (AVANZI et al., 2016).

No Brasil, uma analise realizada em 98 saguis (Callitrix spp.) capturados de
diferentes estados, ndo evidenciou positividade por PCR para nenhum dos alvos testados
(Ag85B e RLEP). No entanto, 14/98 foram positivos para rpoB, que embora seja um
marcador genético micobacteriano, ndo é especifico de M. leprae (HOUSMAN et al., 2015).

No entanto, apesar da prevaléncia da hanseniase em primatas ndo humanos (NHP)
pareca ser bastante baixa, recentemente também foram relatadas evidéncias de infecgdes por
M. leprae em diferentes NHP. Além disso, reporta-se que em macacos Cynomolgus (Macaca
fascicularis) das Filipinas, Chimpanzé (Patricias inchadis) e 0 macaco Mangabey fuliginoso
(Cercocebus atys), ambos da Africa ocidental, foram encontradas estirpes de M. leprae
intimamente relacionadas com estirpes humanas. Assim, os dados sugeriram que a
transmissdo de NHPs poderia ocorrer a partir de humanos e também entre NHPs (HONAP et
al., 2018).

Todavia, as investigagdes em animais concentram-se principalmente nos tatus, ja
que desde a década de 1970 existem evidéncias, reforcadas ao longo dos anos, que D.
novemcinctus € a Unico animal a reproduzir a patogenia semelhante a que ocorre em humanos.
Além disso, sendo um reservatorio para o bacilo, a infeccdo zoondtica pelo M. leprae em tatus
e a transmissao desses tipos especificos de cepas particulares ao homem foi estabelecida no
sul dos Estados Unidos (DA SILVA et al., 2018; FROTA et al., 2012; TRUMAN et al., 2011)

Embora seja consenso de que o contato frequente e intenso com pacientes com
hanseniase multibacilar apresenta o maior risco de transmissdo, apds as evidéncias acima
reportadas € concebivel que, além de humanos e animais, 0s reservatorios ambientais podem
desempenhar um papel na transmisséo.

Assim, apesar de se acreditar que o risco de infec¢do através de agua e solo seja
baixo, fontes ambientais ndo-humanos para M. leprae poderia justificar a ocorréncia de
hanseniase em individuos oriundos de &reas onde ndo se relata a ocorréncia de hanseniase
humana, bem como aqueles que ndo reportam contato prévio com outros pacientes
hansenianos (TIO-COMA et al., 2019).

Portanto, a investigacdo de fontes e reservatdrios ndo-humanas pode ajudar a
elucidar padr@es de infec¢do da doencga, bem como poderia contribuir para a determinacdo de
estratégicas que visam o controle da hanseniase.

2.3. Tatu: Aspectos Biologicos e Distribuicdo Geogréafica dos Tatus

Os tatus sdo mamiferos primitivos da ordem Cingulata, classificados na familia
Dasypodidae e distribuidos em dez géneros compostos por vinte e uma espécies diferentes na
natureza, sendo no Brasil reportado o registro de 19 espécies (PEDRINI et al., 2010).

Dasypus novemcinctus, vulgarmente conhecido como o tatu de nove bandas nos EUA
e tatu galinha ou tatu verdadeiro no Brasil, é a espécie mais conhecida sob aspecto ecoldgico,
dada a sua ampla distribuicdo (MCBEE; BAKER, 1982), incluindo as Américas do Norte,
Central e do Sul (SMITH et al., 1983).

Acredita-se que esta espécie de tatu tenha migrado para os Estados Unidos (EUA) no
ano de 1926. Em 1995 se estabeleceu nos estados do Texas, Oklahoma, Louisiana, Arkansas,
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Mississippi, Alabama e Florida. Em 2005, foi também avistada em estados como Nebraska,
Illinois e Indiana (OLI et al., 2017; TRUMAN et al., 2011) (figura 7).
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Figura 7 - Mapa de ocorréncia de tatus nos Estados Unidos. Localidades com coloracédo
mais escura indicam um maior nimero total de casos de hanseniase desde 1894. A linha
vermelha delimita a regido aproximada de ocorréncia do tatu. Os pontos amarelos com
contorno vermelho indicam as localizagbes aproximadas onde foram encontrados tatus
infectados (estados do Alabama, Arkansas, Louisiana, Mississippi e Texas), sugerindo que
essas areas sejam endémicas para a transmissdo da doenca. Fonte: Balamayooran et al.
(2015).

Em comparacdo ao D. novemcinctus, o tatu da espécie Euphractus sexcinctus possuli
uma distribuicdo consideravelmente mais restrita, do Suriname até o Nordeste da Argentina e
Uruguai. Ja& no Brasil, grande parte da sua distribuicdo se encontra sobreposta a de D.
novemcinctus, podendo ser reportada em diferentes biomas, como Amazoénia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal e Pampas (GARDNER, 2008; REIS et al., 2006).

Euphractus sexcinctus, popularmente conhecido como tatu peba, papa-defunto ou
tatu peludo, tem atividade principalmente diurna, podendo apresentar também atividade
noturna (BONATO et al., 2008; MEDRI, 2008). Com exce¢cdo da época reprodutiva,
apresenta habito solitario. Além disso, em situacdes mais esporadicas, os animais desta
espeécie ja foram observados agrupados se alimentando de carcaca de animal morto (MEDRI,
2008).

Reporta-se como aspecto relevante de sua ecologia, 0 habito alimentar generalista,
incluindo vegetais (frutos de bromélias e palmeiras, tubérculos, etc.), invertebrados, animais
mortos e carnica (ALVES et al., 2009; MANUEL ABBA; SUPERINA, 2010; MEDRI,
2008). Alem disso, pequenos rodeores silvestres Calomys sp foram encontrados no
estbmago de um especime de tatu peba (MEDRI, 2008) (BEZERRA et al. 2001). Esta
espécie de tatu, ao contrario de muitas outras espécies, reutiliza frequentemente as tocas
antigas (REDFORD; WETZEL, 1985).

24


http://en.wikipedia.org/wiki/Mississippi
http://en.wikipedia.org/wiki/Alabama
http://en.wikipedia.org/wiki/Nebraska
http://en.wikipedia.org/wiki/Southern_Illinois

Os animais silvestres nativos sdo protegidos por lei, sendo proibida sua criagéo,
destruicdo, comercializacdo ou caca, sem autorizacdo do 6rgdo ambiental competente pela
fiscalizacdo, conhecido como Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) ( BRASIL,1998).

No entanto, em diversas regides brasileiras, sobretudo em areas rurais e semiurbanas,
os tatus, mamiferos silvestres, sdo submetidos a caca ilegal, comercializagdo, alimentacdo e
utilizacdo de diferentes tecidos desses animais para uso medicinal e magico-religiosos,
principalmente os tatus das espécies Euphractus sexcinctus e Dasypus novemcinctus
(BATISTA et al., 2019; KERR-PONTES et al., 2006; SILVA et al., 2018).

Estes mamiferos, sobretudo D. novemcinctus, podem albergar um grande numero de
patogenos, tais como Trypanosoma, Toxoplasma, Sarcocystis, Leptospirose, Sporothrix,
Paracoccidioides e Micobactérias (BAGAGLI et al., 2003; CARDONA-CASTRO et al.,
2009)(DA SILVA et al., 2018). Assim, estudos com a finalidade de analisar a participacéo de
tatus no cenario epidemilégico de diferentes doengas tem sido realizado, a fim de avaliar o
potencial reservatdrio desses mamiferos para inUmeros patdgenos, sobretudo, M. leprae.

2.3.1.Relevancia do tatu na hanseniase: modelo de cultivo e reservatério de M.
leprae

Uma descoberta significativa na histdria dos estudos na area da hanseniase, foi o
método estabelecido por Sherpard em 1960, que consiste no cultivo de M. leprae em coxim
plantar de camundongos. No entanto, o0 camundongo Balb/c é relativamente resistente ao M.
leprae e elimina a infeccdo apods esta atingir certo limiar (SHEPARD, 1960; TRUMAN;
KRAHENBUHL, 2001).

Sendo assim, posteriormente, observaram que camundongos timectomizados (nu/nu)
apresentavam uma infeccdo generalizada quando inoculados com M. leprae (SHEPARD,
1962). Assim, o posterior desenvolvimento do modelo murino nu/nu atimico para o cultivo de
M. leprae em coxim plantar possibilitou a aquisicdo de quantidades maiores do bacilo viavel
para uso experimental (TRUMAN et al., 2001; LAHIRI et al., 2005)

No ano de 1971, reportou-se o potencial da espécie D. novemcinctus como modelo
para multiplicacdo do patdgeno. Nesta espécie animal foi observado o desenvolvimento da
doenca de maneira disseminada (KIRCHHEIMER; STORRS, 1971).

Estes mamiferos apresentam baixa temperatura corporal (30- 35°C), o que explicaria a
predilecdo do patdgeno por esse animal. Além disso, assim como se evidencia em humanos,
lesBes de pele caracteristicas da doenca semelhantes sdo observadas em animais submetidos a
infeccdo experimental (SHARMA et al. 2013) (figura 8).
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Figura 8 - Tatus como hospedeiro natural da hanseniase. A: Lesbes causadas pela
hanseniase em tatus Dasypus nnovemcinctus no estagio tardio de infeccdo. B: Paciente
humano acometido pela hanseniase apresentando lesdo semelhante ao do tatu. Fonte: Sharma
etal., 2013.

Além disso, em tatus infectados experimentalmente por M. leprae reporta-se
comprometimento de linfonodos, figado, baco, medula 6ssea, olhos, sistema nervoso central,
testiculos, ovarios e pulmdes. (TRUMAN et al., 1986; 2011; DEPS, 2001; FROTA et al.
2012; DEPS et al., 2003; SCHMITT et al., 2010; KIRCHHEIMER; STORRS, 1971).

Dasypus novemcicntus, sendo um modelo de cultivo de M. leprae para a obtencéo de
grande quantidade de bacilos, especulacdes acerca da sua participacdo como uma fonte para a
transmissdo do bacilo M. leprae surgiram, levando a busca de tatus naturalmente infectados
pelo bacilo. (KIRCHHEIMER; STORRS, 1971).

O primeiro relato de animais infectados por M. leprae ocorreu em 1974, no estado da
Louisiana, EUA (WALSH et al., 1986). Por muito tempo acreditou-se na possibilidade dos
tatus terem se tornado um reservatério apés a soltura acidental de individuos infectados em
laboratorio.

Entretanto, materiais biologicos de tatus selvagens coletados entre 1960 e 1964, antes
do estudo em laboratorio ter iniciado, foram analisados por métodos sorologicos. Assim foi
possivel constatar que esses animais foram infectados antes mesmo dos primeiros ensaios
laboratoriais, os quais tiveram inicio em 1968 (BUHRER-SEKULA, 2008; TRUMAN et al.,
1986b).

A ocorréncia de tatus naturalmente infectados por M. leprae tem sido reportada ao
longo dos anos nas Américas do Sul e Central, incluindo Argentina (ZUMARRAGA et al.,
2001), Colémbia (CARDONA-CASTRO et al., 2009c), bem como nos Estados Unidos
(BALAMAYOORAN et al., 2015). No Brasil, estudos também foram realizados com
animais capturados nos estados do Espirito Santo, Ceara e Pard, evidenciando infecgédo
através de ferramentes soroldgicas e/ou moleculares (DA SILVA et al.,, 2018; DEPS;
ANTUNES; TOMIMORI-YAMASHITA, 2007; FROTA et al., 2012) (Figura 9)
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Figura 9 - Distribuicédo do tatu da espécie D. novemcinctus no continente americano. Os
paises sombreados em azul claro no mapa equivalem as areas de distribuicdo do D.
novemcinctus nas Américas. Os pontos vermelhos com contorno amarelo indicam os locais
em que foram reportados tatus infectados; ja os pontos verdes com contorno amarelo indicam
areas em que ndo foram encontrados tatus infectados. Fonte: Balamayooran et al., 2015.

A despeito dos estudos realizados até 0 momento, tanto a origem da infec¢do nos tatus,
como a manutencdo da endemia entre os animais se mantém obscura. No entanto, evidéncias
de infecgdo em tatus, por M. leprae SNP 3, reportado originario da Europa e norte da Africa,
tornou-se indicativo de que os animais tenham sido infectados por fontes humanas, ha 500
anos, apos a chegada de colonizadores europeus e africanos escravizados. (MONOT et al.,
2005)

Considerando evidéncias de que solo e 4gua podem ser reservatorios, temporarios ou
ndo, de M. leprae, bem como aspectos bioldgicos dos tatus, possiveis rotas de infeccdo foram
propostas (KERR et al., 2015)

Embora tenham habito solitario, existem relatos de agrupamento durante o
acasalamento. Assim, autores segurem que a transmissdo de M. leprae entre tatus pode
ocorrer por meio de goticulas de aerossol, contato direto durante o acasalamento ou interacGes
agressivas (SMITH et al., 1983). J& 0 habito escavatorio desses mamiferos, podem possibilitar
a inalacdo de particulas de solo contaminado (KERR et al., 2015).

Além disso, algumas espécies de tatus, quando proximos a riachos, tendem a construir
tocas em solo Umido, possibilitando assim, a exposi¢cdo a diferentes micro-organismo
patogénicos, incluindo possivelmente M. leprae, como reportam estudos recentes.
(LAVANIA et al., 2008; MOHANTY et al., 2016)
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Embora a maioria dos estudos acerca da prevaléncia de M. leprae em tatus esteja
restrito ao D. novemcinctus, foi descrito pela primeira vez no Brasil a infecgdo natural em um
dos dois tatus E. sexcinctus analisados, oriundo do Ceard, uma area endémica para hanseniase
localizada na regido nordeste do Brasil (FROTA et al., 2012).

Em contrapartida, Pedrini et al., (2010), também utilizando analise molecular,
investigou tecidos de uma populagdo maior, composta por 22 tatus E. sexccinctus, além de
outras trés espécies (D. novemcinctus n = 18; Cabassous unicinctus n = 02; C. tatouay n =
02), oriundos da regido Sudeste e Centro-Oeste do pais, nos estados de Sdo Paulo e Mato
Grosso do Sul, respectivamente. No entanto, nenhuma positividade foi reportada.

No semiarido nordestino, os tatus Euphractus sexcinctus sdo comumente mantidos em
cativeiro para obten¢do de peso (engorda) e “limpeza” de sua carne para posterior consumo
humano, uma vez que se alimenta, inclusive, de restos de outros animais em decomposicao.
Assim, apreciados pelos povos nativos tem estado sob constante ameaca predatoria na regido
(ALVES et al., 2009; KERR et al., 2015).

Desta forma, é preciso considerar que a auséncia de registros em outras espécies seja
resultado de uma baixa investigacdo. Evidentemente, novos estudos sdo necessarios para a
confirmacdo da espécie E. sexcinctus como um possivel reservatorio de M. leprae.

2.3.2.Possibilidade de transmissao zoondtica da hanseniase entre tatus e humanos

A descoberta de que tatus, especificamente D. novemcintus, desempenham um papel
indiscutivel na hanseniase zoondtica nos EUA, resultou em uma mudanca de paradigma em
como a doencga é vista e estimulou a pesquisa sobre a hanseniase zoondtica em outras regifes
das Américas, incluindo Brasil (DA SILVA et al., 2018; STEFANI et al., 2019; TRUMAN et
al., 2011).

Os fatores que tém reforcado a hipotese da participacdo de tatus na epidemiologia da
hanseniase sdo: infecgdes naturais dos animais em diferentes regides da América, a distribuicéo
geografica da doenca em humanos e o relato de contato com os tatus em areas onde ndo existe
o histérico de contato do paciente com fonte humana conhecida para a doenga (KERR et al.,
2015).

Em regides do Brasil caracterizadas como endémicas para a hanseniase, o contato com
o animal é considerado fator de risco para a aquisicdo da doenca. Assim, em um dos estudos
publicados em 2003, foi evidenciado que o grupo de pacientes hansenianos ndo havia tido
contato com individuos acometidos pela hanseniase antes do diagndéstico, todavia, 96,1% ja
tinham consumido carne de tatu e apenas 3,9% ndo o fizeram (DEPS et al., 2003). Em outro
estudo posterior, estas evidéncias foram confirmadas através de estudo de caso-controle que
indicou que o contato humano com tatus aumentou o risco de hanseniase no Espirito Santo,
Brasil (DEPS et al., 2008a).

No estado do Ceard, regido nordeste do Brasil, um estudo baseado em entrevistas
semi-estruturadas evidenciaram 0s principais contextos que propiciam interacdo humana da
regido e tatus, e como isto poderia aumentar o risco de transmissdo da hanseniase (KERR et
al., 2015).

Recentemente, no estado do Para, regido norte brasileira, de todos os individuos
pesquisados, 18,5% (27/146) realizavam caca de tatus na floresta e 65,8% (96/146)
manipularam ou prepararam a carne para consumo. Reportou-se que 62,3% (91/146) haviam
consumido carne de tatu pelo menos uma vez durante o ano de 2017, bem como 18,5%
(27/146) individuos comendo-os mais de uma vez por més.

A porcentagem de individuos que participaram de pelo menos uma das atividades acima

citadas (caca, preparo da carne para consumo ou consumo da carne) foi de 65,8% (96/146)
(DA SILVA et al., 2018). Em contrapartida, um estudo anterior, realizado em Curitiba,
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Parana, regido sul do pais, ndo reportou associacdo ente 0 consumo de carne e a ocorréncia da
doenca. No entanto, a regido de estudo é considerada de média endemicidade para a doenca e
ndo ha evidéncias de animais naturalmente infectados por M. leprae (SCHMITT et al., 2010).

Nesse contexto, estudos epidemioldgicos que visem elucidar aspectos que
correlacionam a infeccdo entre as populagbes humanas e animais, sdo extremamente
necessarios.

Além disso, acredita-se que a dindmica de uma possivel hanseniase zoonotica em
algumas regides do Brasil, incluindo o Rio Grande do Norte (RN), pode se comportar de
maneira mais complexa se comparada a regido sul dos EUA, visto que o Brasil alberga uma
maior diversidade de espécies de tatus, bem como a hanseniase se apresenta de forma
endémica e hiperendémica em muitas regides brasileiras.

Vale ressaltar, que a despeito das limitagbes em se confirmar a fonte de infeccéo
baseado em ferramentas epidemioldgicas, sobretudo devido ao carater crénico da hanseniase ,
a implementacdo de ferramentas de epidemiologia molecular, que associa ferramentas
moleculares robustas a epidemiologia, seriam mais informativas.

A genotipagem molecular de M. leprae para definicdo de cepas circulantes em
diferentes populacbes, bem como em diferentes fontes ambientais e potenciais reservatorios
ndo-humanos, auxilia a compreensdo dos mecanismos de transmissdo da hanseniase
(SHARMA et al., 2015; TRUMAN et al., 2011)

Neste contexto, nos EUA, analisando microssatélites, minissatélites e SNPs,
TRUMAN et al. (2011) confirmaram que a hanseniase € uma zoonose no sul dos EUA e que
tatus podem estar envolvidos na transmissao de M. leprae para humanos (figura 10).
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Figura 10 - Genotipos de Mycobacterium leprae identificados no sul dos EUA. Cada
circulo representa um genotipo, sendo o tamanho do circulo proporcional ao nimero de
isolados com gendtipo idéntico. O circulo maior compreende amostras de pacientes e animais
gue possuem 0 mesmo gendtipo. Fonte: Truman et al., (2011).
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Neste estudo, verificou-se a ocorréncia de uma Unica cepa de M. leprae (genétipo: 3I-
2-v1) em 88% dos tatus D. novemcinctus selvagens analisados, oriundos de cinco estados do
Sul dos EUA, sugerindo assim, que a transmissdo de M. leprae entre tatus seja altamente
eficiente (TRUMAN et al., 2011).

O gendtipo 31-2-v1 foi também verificado nos pacientes hansenianos da regido, 0s
quais relatram contato direto com os animais e algumas vezes 0 consumo de sua carne para
alimentacdo. Uma determinacdo mais definitiva da associagdo epidemiologica entre os tatus e
humanos avaliados foi mais rigorosamente confirmada pelo sequenciamento do genoma de M.
leprae (SHARMA et al., 2015; TRUMAN et al., 2011).

A descoberta da infec¢do natural por M. leprae em tatus da espécie D. novemcinctus
no territério brasileiro, propicia questionamentos acerca de seu papel na transmissdo e na
manutencdo da endemia da hanseniase, uma vez que o contato direto e 0 consumo da carne
desse animal s&o comuns em &reas rurais e urbanas (DA SILVA et al., 2018; FROTA et al.,
2012; MARTINS et al., 2015).

Como observado anteriormente, o tatu E. sexccintus também pode ser infectado por
M. leprae, e este fato é relevante para areas em que a ocorréncia desta espéece, se sobreple a
ocorréncia de Dasypus novemcintus (GARDNER, 2008; REIS et al., 2006). Os dados de um
estudo realizado no Ceard, regido nordeste do Brasil, utilizando métodos moleculares,
reportou infeccdo por M. leprae em um dos dois animais E. sexccinctus analisados,
fornecendo assim, evidéncias de que, em comum com D. novemcinctus, o tatu peba também
desempenhar um papel na manutencdo e possivel transmissdo zoonoética de M. leprae.

No entanto, um estudo anterior, também baseado em analises moleculares, realizado
na regido centro-oeste (MS) e sudeste (SP), mostrou que M. leprae ndo estava presente nos
tecidos de uma populacdo maior, composta por 22 tatus E. sexccinctus (PEDRINI et al.,
2010).

Apesar da contradi¢do destes achados, a diversidade de espécies de tatus no territorio
brasileiro e o conhecimento da ocorréncia de E. sexcinctus em muitas regides brasileiras, ja
evidéncia a relevancia em se investigar a infeccdo por M. leprae nesta espécie. Trata-se de
uma das espécies mais cacadas e consumidas em regides rurais. Assim, ha uma justificativa
clara para o desenvolvimento de estudos adicionais para se avaliar a infec¢do por M. leprae
em E. sexccinctus e e 0 seu potencial como reservatorio de M. leprae.

Vale ressaltar, que a captura e manipulacdo de tatus deve ser realizada em estrita
conformidade com a legislagdo ambiental brasileira, resultando em uma série de exigéncias
para a execucao de pesquisas com esses mamiferos silvestres. (BRASIL, 1998).

Além disso, um dos principais entraves seria o fato de que a analise molecular em
fragmentos de tecidos internos requer a eutanasia desses animais. Dessa forma, os testes
soroldgico oferecem um meio alternativo, amplamente aceito e ndo letal de avaliar o estado de
infeccdo de um animal.

No entanto, o método imunoldgico padrdo ouro é o ELISA, uma técnica que requer
acesso a um laboratorio centralizado, uma situacdo que pode ndo ser pratica para muitos
pesquisadores brasileiros. Vale ressaltar, que estudos preliminares que avaliaram o teste de
fluxo lateral para deteccdo de infeccdo por M. leprae, indicaram o uso destes, como teste
imunoldgico auxiliar sensivel e especifico uso de triagem de animais em condigdes de campo
(DEPS; ANTUNES; TOMIMORI-YAMASHITA, 2007; DEVIDES et al., 2018; DUTHIE et
al., 2014).

A disponibilidade de testes de fluxo lateral adicionais, incluindo o sistema OL
(NOD-LID-1), que incorpora um antigeno adicional e que, no caso de infecgdes humanas,
pode detectar pacientes registrados como negativos no teste de fluxo ML de antigeno unico
(DUTHIE et al., 2011), poderia servir para melhorar nossa capacidade de detectar animais
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infectados sem recorrer & eutandsia. No entanto, ao contrario do teste ML Flow, o
desempenho do teste OL (NOD-LID1) utilizando amostras de tatu ainda nédo foi relatado.

A deteccdo de anticorpos é geralmente aceita como um indicador de exposi¢cdo ao
patdgeno, apesar de ndo necessariamente se correlaciona com a evidéncia de uma infeccéo
existente. No entanto, a utilizacdo da soroconversao como critério de selecéo para o teste letal
subsequente representaria uma melhora significativa em relacdo a eutanésia aleatdria, como
foi praticado em alguns estudos anteriores (PEDRINI et al., 2010; STEFANI et al., 2019).

Em um programa de vigilancia integrada, a detec¢do soroldgica de resposta ao
bacilo poderia ser determinada “in situ” usando testes de fluxo lateral, podendo ser
confirmadas pela execucdo posterior de analises de ELISA. Uma vez confirmado como
soropositivo, as decisdes de sacrificar ou ndo os animais, a fim de realizar analises
moleculares, seriam justificadas com base em principios cientificos.

E pertinente notar que a aplicacdo de métodos moleculares também requer um
planejamento cuidadoso. Especificamente, selecdo precisa dos tecidos a serem amostrados,
bem como acondicionamento e processamento destes, além do alvo molecular e método
(convencional, nested ou PCR em tempo real) a ser testado.

Nos estudos brasileiros, os métodos de extracdo variaram entre fenol-cloroférmio e
Kits baseados em sais caotropicos. J& as analises moleculares para investigacdo de infeccdo
por M. leprae em tatus utilizaram exclusivamente o alvo multi-copia RLEP. Essa abordagem
forneceu um conjunto razoavel de dados que demonstram que os tatus brasileiros podem estar
infectados por M. leprae (FROTA et al. 2012).

No entanto, até 0 momento, nenhum estudo foi capaz de fornecer dados detalhados
de tipagem molecular, como realizado nos EUASs, para fornecer evidéncia indiscutivel de
hanseniase zoonotica no Brasil. A disponibilizacdo de tais evidéncias no pais, deve ser
considerada uma prioridade para estudos futuros sobre este tema.

Neste contexto, ferramentas de genotipagem molecular para diferenciacdo de estirpes
sdo muito Uteis para distinguir e correlacionar membros da mesma espécie microbiana,
possibilitando a elucidacdo de aspectos relativos a transmissdo e disseminacdo de doencas,
bem como investigacdo de possiveis ligacdes entre fontes humanas e reservatdrios nao-
humanos de M. leprae (TRUMAN et al., 2011).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Verificar a ocorréncia de infeccdo natural em tatus da espécie Euphractus sexcinctus
do Rio Grande do Norte, através de ferramentas sorologicas e moleculares, bem como
caracterizar as estirpes de M. leprae, a fim de verificar correlagdo entre aquelas circulantes em
tatus e pacientes hansénicos do Brasil e do mundo.

3.2. Objetivos Especificos

= Avaliar o potencial de aplicacdo do teste de fluxo lateral NDO-LID® (OL hanseniase)
para realizacdo de triagem soroldgica em tatus das espécies Dasypus novemcinctus e
Euphractus sexcinctus;

= Realizar a triagem soroldgica de tatus (Euphractus sexcinctus) através da utilizacdo de
dois testes de fluxo lateral, ML flow e NDO-LID® (OL hanseniase), bem como através
de ELISA anti-PGL1 e Elisa anti-LID1;

= [dentificar infec¢do natural por M. leprae em tatus Euphractus sexcinctus através de
RLEP PCR ou “NESTED” PCR, bem como confirmar por RFLP.

= Genotipar, através de VNTRs e SNPs, isolados de M. leprae provenientes de pacientes
hansenianos de Mossord, RN e tatus do RN, MT e SP.

= Comparar 0s genoétipos dos isolados de M. leprae oriundos de tatus brasileiros com
aquelas reportados para tatus dos EUA, bem como em pacientes do Brasil e mundo, a
fim de verificar a correlacdo entre 0s genétipos de M. leprae encontrados na
populacdo de tatus e pacientes hansenianos.

= Realizar a analise espacial da area de captura dos tatus Euphractus sexcinctus.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Local do Estudo

O Rio Grande do Norte € um estado brasileiro que registrou uma taxa de 8,21 novos
casos de hanseniase por 100.000 habitantes em 2013, um valor significativamente menor do
que em outros estados nordestinos vizinhos. No entanto, a incidéncia de casos novos em
Mossord, municipio do norte do estado, registrados em 2013 foi de 45,4 casos / 100.000
pessoas/ ano, 0 que representou quase metade dos casos novos no RN. Assim, a cidade foi
classificada como hiperendémica para hanseniase, de acordo com os critérios do Ministério da
Satde (NOBRE et al., 2015).

Os experimentos foram realizados nas instalacGes do:

= Hospital Veterinario de Animais Silvestres, localizado na Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), Mossor6, Rio Grande do Norte, RN, Brasil;

= Laboratorio de Biologia Molecular Aplicado a micobactérias (LABMAM) e Laboratorio
de Microbiologia Celular (LAMICEL), ambos do Instituto Oswaldo Cruz (10C),
localizado na Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro — RJ, Brasil,

» Laboratorio Multiusuério de Biologia Molecular da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ)

4.2. Captura de Tatus da Espécie Euphractus sexcinctus

Um total de vinte (20) exemplares de E. sexcinctus foram obtidos vivos por
veterinarios da area silvestre em cinco municipios rurais (Pendéncias, Afonso Bezerra,
Macau, Pedro Avelino e Guamaré) do Rio Grande do Norte. Estes municipios estdo proximos
ao municipio de Mossoro, e as expedi¢des ocorreram em duas ocasifes durante o ano de
2016, com um intervalo de um més entre as coletas, sendo 10 animais coletados em cada
expedicdo. As coordenadas dos locais de obtencdo dos animais sdo fornecidas no Anexo 1.

Os pontos de coleta foram georreferenciados usando os enderecos mais proximos e
0 aplicativo “Google Earth” para encontrar as coordenadas de latitude e longitude. As
coordenadas de latitude e longitude foram expressas em graus, minutos e segundos para a
criagdo e manipulacdo no software ArcGis (figurall).
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Figura 11 - Mapa de distribui¢do dos cinco locais onde os tatus foram coletados no estado do
Rio Grande do Norte, Brasil.

Os critérios para selegcdo dos locais, baseou-se no conhecimento prévio de ocorréncia
das préticas de caca e engorda pés-captura, e a finalidade de posterior consumo pela
populacdo residente nesses municipios, ou para feiras livres em outras locais dentro de RN.
Os animais foram identificados por marcacdo no local de obtengdo e depois transportados
para uma instalacdo localizada no hospital de animais silvestres da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA), em Mossor6, onde foram submetidos a um periodo de
aclimatacgdo de 48h para minimizar o estresse pos-captura.

4.3. Analise Clinica e Coleta de Tecidos de Tatus da espécie Euphractus sexcinctus
Os animais foram pesados e anestesiados através da administracdo intramuscular de
Zoletil® 50 (Virbac, Brasil), na dose de 4 mg / kg, para permitir a inspec¢éo visual de todo o

corpo e verificar a presenga de lesbes indicativas de infeccdo por M. leprae, como
recomendado por (MEDRI et al., 2010; SHARMA et al., 2013) e evidenciado na figura 12
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Figura 12 - Manipulacdo de tatus da espécie Euphractus sexcinctus. (A) Pesagem do
animal e proceidmento de inducdo anestésica (B). Fonte: registro da autora.

Foi realizada a coleta de 10 mL sangue por punc¢éo cardiaca usando uma agulha 22G 1
1/4-gauge. Uma parte do sangue foi transferida para um tubo BD Vacutainer® (3,0 x 75 mm),
contendo 3,4 mg de K2EDTA (Becton Dickinson) e foi transportado para o laboratorio clinico
no Hospital Veterinario da UFERSA, para andlises hematoldgicas ndo relacionados a este
estudo.

O excedente de cada amostra foi transferida para um tubo BD Vacutainer de 16 x 100
mm, 10 mL de volume (sem aditivo) (Becton Dickinson), mantido em repouso para
coagulacdo durante 1 hora a temperatura ambiente (25 °C), seguido de centrifugacdo (1.500
xg durante 15 minutos a 4 °C), para a obtencéo de soro totalmente separado.

Os soros foram acondicionados em aliquotas de 100 pl em tubos Eppendorf (1,5 mL
volume) e congeladas em gelo seco durante o transporte para o Laboratério de Microbiologia
Celular (LAMICEL), Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro. Posteriormente, 0s
tubos foram transferidos para um freezer (-20°C), até serem utilizados nas analises sorolégicas
descritas a seguir.

A fim de se obter tecidos dos animais, a eutanasia, realizada pela administracdo de
cloreto de potéssio, via veia femoral, na dose de 2,56 mEq / Kg (ImL / kg de solucdo a
19,1%) foi iniciada ap6s confirmacdo da perda dos reflexos avaliados nos animais
previamente anestesiados. Assim, amostras de figado foram coletadas para analises
moleculares durante a necropsia, colocadas em tubos de 15 mL, contendo 2mL de
RNALater™ (Invitrogen™) com armazenamento a curto prazo (24h) a 4°C, antes do
congelamento em gelo seco para transporte para FIOCRUZ para analises moleculares.

4.4. Ensaios Soroldgicos

4.4.1. Estudo piloto do teste rapido NDO-LID® utilizando amostras de soro de
espécimes de D. novemcinctus coletadas nos EUA

O teste de fluxo lateral ML foi previamente avaliado e considerado como adequado
como um método rapido para a deteccdo de anti-corpos IgM (anti-PGL-I) em soros coletados
de tatus D. novemcinctus no estado de Espirito Santo (DEPS; ANTUNES; TOMIMORI-
YAMASHITA, 2007). Em contraste, o potencial de utilidade do teste NDO-LID®, para
avaliar o soro-reatividade destes animais era desconhecido.

Além disso, nenhum dos testes foi avaliado com soro oriundo de E. sexcinctus. Assim,
para estabelecer a adequacéo do teste para os propositos planejados desta pesquisa, um estudo
piloto foi conduzido em colaboragdo com o grupo de Professor Richard Truman, no Programa
Nacional de Hansen, em Baton Rouge, Louisiana, EUA.
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Para isto, um total de 78 soros, coletados de tatus D. novemcintus no sul dos EUA e
previamente caracterizado, usando ELISA, sendo reativo ao PGL-I (n = 35) ou reativo ao
LID-1 (n = 22), bem como soros nédo reativos para ambos os antigenos (n = 21), conforme
relatado por Duthie et al. (2011) e Sharma et al. (2015), foram selecionados para o0 estudo
piloto. Os soros (10 ul), foram testados no teste rapido NDO-LID® usando o protocolo
recomendado pelo fabricante.

4.4.2. Testes imunocromatografico de fluxo lateral

Foram utilizados dois testes imunocromatograficos de fluxo lateral para ensaio
soroldgico rapido. O teste rapido NDO-LID® (Orange Life, Rio de Janeiro, Brasil), baseado
na deteccdo cromogeénica de anticorpos IgM Anti-PGL-1 e IgG especifico para o antigeno
recombinante LID-1 e o teste ML Flow (gentilmente fornecido pela Dra. Samira Buhrer-
Sekula - Instituto Real Tropical, KIT BiomedicalResearch, Amsterdd, Holanda), baseado na
deteccdo de anticorpos IgM anti-PGL-I (NT-P-Bovine Serum Albumina; BSA).

No presente estudo, os testes foram utilizados de acordo com os protocolos dos
respectivos fabricantes, empregando 10 pl de soro néo diluido de tatu.

Assim, para proceder o teste, as amostras de soro foram adicionadas ao receptaculo
de amostras, seguido da adicdo do tampdo de corrida. Havendo anticorpo especifico na
amostra, este se ligard ao antigeno e uma linha aparecera na zona de teste, acompanhada do
aparecimento da linha na zona controle. Os resultados dos testes foram considerados
negativos quando a coloragéo se forma somente a linha na zona controle (figura 13).
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Figura 13 - Teste rapido de fluxo lateral. A) Modelo esquematico. B) Interpretacdo dos
resultados, sendo i, o resultado positivo devido ao aparecimento de duas faixas vermelhas e ii,
o resultado negativo, pois somente da area da linha controle evidencia uma faixa vermelho.
Fonte: Adaptado de He et al., (2016)

4.4.3. Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica — ELISA (do inglés “Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay”)

O desenvolvimento dos ensaios foi baseado em uma verséo ligeiramente modificada
dos protocolos relatados anteriormente por DUTHIE et al, (2014). Assim, microplacas de 96
pocos (Nunc) foram revestidas com 50 pl dos antigenos NDO-BSA (2ng/uL; doados pelo
“Biodefense e Emerging Infections Research Resources Repository” listados em
https://www.beiresources.org/Catalog/antigen/ NR-19329.aspx ou LID-1 (1ng/uL - doado
pelo Dr. Malcom Duthie, do “Infectious Disease Research Institute,Seattle, WA, EUA”) em
tampéo carbonato/bicarbonato (pH 9,6) a 4 ° C durante 16 h.

O bloqueio foi realizado com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,2 -
7,4), suplementado com albumina bovia (BSA a 5% (p/v) durante 1 h a temperatura ambiente.
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Amostras de soro (50 pL), na diluicdo pré-determinada de (1:35) em PBS /Tween 20, foram
adicionadas a placa e incubadas a temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente, a placa
foi lavada trés vezes com 200 ul de PBS/T.

No ensaio de Elisa para detec¢do de IgM anti-PGL1, foi utilizado o conjugado com
peroxidase (HRP) Anti-Humano IgM -especifico da cadeia p- (anticorpo de Peroxidase
produzido em cabra - Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EUA) diluido 1:5000 em PBS/T
suplementado com 1% p / v de BSA. Ja no ensaio de Elisa de IgGanti- LID-I, utilizou-se
Proteina Recombinante G, conjugado com Peroxidase - Pierce Appleton, Wisconsin, EUA)
diluido 1: 2500 em PBS / T suplementado com 1% p / v de BSA.

Em ambos os ensaios, as placas foram incubadas por 1 h a 37 °C, para permitir a
ligacdo dos conjugados de deteccdo. Posteriormente, as placas foram entdo lavadas como
descrito acima e a reacdo foi desenvolvida pela adicéo de 3,3 ',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB-
Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, EUA).

Assim, a reacdo foi interrompida pela adicdo de H2SO4 2,5 M (50 L por pogo) e a
absorbancia foi medida a 450 nm num espectrofotdmetro de microplaca Eon (Biotek, Inc.
Winooski Vermont, EUA).

As respostas positivas foram definidas quando valores de D.O > 0,101 (ELISA anti-
PGL1) e D.O > 0,5 (ELISA anti-LID1) foram obtidos. Os resultados dos testes sorol6gicos
foram expressos como a média de triplicatas. Duas amostras de soros humanos positivos e
negativos diluidos a 1: 200 foram incluidas em triplicata como controles de desempenho do
ensaio para avaliar a reprodutibilidade inter-ensaio.

Os valores de corte dos ELISA foram determinados utilizando um total de 7 amostras
de soro, classificadas como negativas tanto para o PGL-1 como para o LID-1 coletadas de D.
novemcinctus nos EUA. As amostras de soro foram absorvidas por tiras de papel Nobuto (area
absorvente contendo o equivalente a 0,1 mL de soro) e enviadas em temperatura ambiente
para a FIOCRUZ.

Assim, para se obter as amostras, as tiras foram colocadas em um tubo tipo Eppendorf
de 1,5 mL, contendo tampé&o de lavagem, o qual consiste em solugdo salina tamponada com
fosfato 1X (PBS; pH 7,2- 7,4), suplementado com 0,05% v / v Tween 20 = PBS / T.
Posteriormente, foram submetidas a agitacdo a 4°C durante a noite para obter uma diluigcdo de
1:35 de cada amostras prontas para utilizacdo no ELISA.

O ponto de corte “cut- off”, foi determinado como a densidade 6ptica (DO) da média,
mais duas vezes o desvio padrdo da DO dos soros de controle. A dosagem dos niveis de IgM
anti-PGL-1 e 1gG anti-LID-1 foram obtidas usando dois ensaios ELISA. A concordancia entre
os testes foi determinada pelo indice Kappa e os resultados analisados pelo programa
BioEstat versdo 5.3.

4.5. Ensaios Moleculares
4.5.1. Extracdo de DNA de figado de tatu E. sexcinctus

Os é&cidos nucléicos (DNA) contidos emamostrasde figado de tatu
(25mgQ), preservados em RNAlater® (Ambion Inc., EUA) foram extraidos utilizando o
DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen), seguindo as orientagcdes do fabricante.

As extracOes foram realizadas em duas ocasifes separadas para confirmar a
reprodutibilidade. Além dos tecidos dos tatus analisados no estudo, cada procedimento de
extracdo incluiu controles negativos de extracdo em duplicata, compostos por 25 mg de figado
de bovino processados em conjunto com as amostras-teste.
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Em todos os casos, 0 DNA foi eluido dos filtros de captura de silica usando 100 uL de
tampdo AE (10 mM Tris-CI 0,5 mM EDTA,; pH 9,0). Os DNAs foram extraidos e 2l
foram submetidos a analise molecular para deteccao de sequéncias especificas de M. leprae.

Vale ressalatar que previamente dois métodos de extragdo de DNA foram avaliados
utilizando cinco fragmentos de figados (25 mg) de tatu E. sexccintus :1) DNeasy Blood &
Tissue kit (Qiagen), seguindo as orientacGes do fabricante e 2) Método fenol: cloroférmio,
conforme descrito por Santos et al. (1992). No entanto, neste protocolo foi realizada uma
digestdo prévia dos figados (25 mg), utilizando coquetel enzimatico, conforme descrito por
Ferreira et al. (2018), a fim de purificar M. leprae de pata de nu/nu, Além disso, controles de
processamento positivos e negativos foram incluidos nesta avaliacéo.

4.5.2. Deteccdo do biomarcador RLEP de M. leprae em DNA extraido de figado de E.
sexcinctus através de PCR e “Nested” PCR.

Aliguotas dos DNAs extraidos das amostras de figado (2uL /reacdo) foram
submetidos a andlise molecular usando ensaios de PCR convencional ou “NESTED”,
utilizando os primers, master -mixes (23uL) e condi¢bes de ciclagem descritas por Frota et
al., (2012), utilizando o elemento repetitivo especifico de M. leprae (RLEP) como alvo (tabela
1).

Tabela 1 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para RLEP PCR ( FROTA et al. 2012).

Sequéncia Produto
Iniciadores RLEP2-1 5-ATATCGATGCAGGCGTGAG-3' 282 pb
externos RLEP2-2 5-GGATCATCGATGCACTGTTC-3'
Iniciadores RLEP2-3 5-GGGTAGGGGCGTTTTAGTGT-3* 238 pb.
~internos RLEP2-2 5-GGATCATCGATGCACTGTTC-3'
pb — pares de base

Durante o preparo das rea¢des da PCR, controles negativos, que consistiam em tubos
nos quais se substituiu DNA por agua, foram incluidos em cada ensaio para controle da
contaminacdo durante a analise molecular. Além disso, DNA de M. leprae, foram incluidos
em todos o0s ensaios em concentracOes finais de 50 e 5 femtogramas (fg), para confirmar
o inter-ensaio reprodutibilidade. Este DNA utilizado como controle positivo, foi obtido a
partir de bacilos de M. leprae (cepa Thai53), purificados de cultivo em patas de camundongo
nude (FERREIRA et al., 2018), bem como quantificado utilizando o kit de ensaio HS dsDNA
HS da Qubit ™ (Invitrogen).

As amostras que foram negativas na primeira reacdo (usando 40 ciclos), foram
analisadas em conjunto com os controles negativos (agua e figado bovino) desse ensaio, em
uma segunda reacgéo (usando 25 ciclos), onde 1 pul do produto da primeira reacéo, foi utilizado
como molde para 24 pL de master-mix empregando uma par de iniciadores internos (FROTA
etal., 2012). Todos os ensaios foram repetidos pelo menos duas vezes.

Para analise da amplificagdo resultante, 5 uL do produto final de cada amostra foi
analisado atraves da eletroforese em gel de agarose 1,5%, com tampé&o de corrida Tris-Acetato
EDTA (TAE) (0,5x = 20 mM Tris base; 10 mM acido acético; 0,5 mM EDTA — pH 8,0), em
voltagem constante de 5 VV/cm, durante 40 minutos.

A determinacdo dos tamanhos do produto foi feita através da comparacao visual com
marcadores de peso molecular (GeneRuler 50 bp DNA Ladder, produto # SM0371 Thermo
Scientific). Os géis foram corados por submersdo em solucdo de brometo de etidio (0,5
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ug/ml), observados e digitalmente registrados em transiluminador. Aliquotas de cada reacéo
foram estocadas a -20 °C para analises moleculares posteriores.

4.5.3. Avaliacdo pos-amplificacdo dos produtos do PCR através de polimorfismo do
comprimento de fragmento de restricdo da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR-RFLP)

Amostras que geraram produtos com os tamanhos esperados de 282 pb (utilizando
iniciadores exteros) ou 238 pb (utilizando iniciadores internos), foram submetidas a uma
avaliacdo pds-amplificacdo baseada na caracterizacdo de polimorfismos de comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP).

Para esta analise, utilizou-se as enzimas Dde | (New England Biolabs) e Msp |
(Promega) em reacOes separadas,a fim de digerir o produto de 282 pares de bases
(pb) do ensaio de primeira reacdo e /ou o produto de 238 pb da segunda reacao. As digestes
foram realizadas combinando 5 pL de amplicon, 1,2 uL do tampéo de reacdo apropriado, 1,2
unidades de endonuclease de restri¢cdo, 1,2 puL de albumina de soro bovino (0,1 mg/mL) e
agua de grau de biologia molecular (Sigma), até um volume final de 12 pL. Tubos foram
incubadas a 37 ° C por 3 h, seguida de eletroforese em gel de agarose (2,5%) a uma voltagem
constante de 5V/ cm por 90 min.

Os géis foram corados com brometo de etidio, observados e fotografados digitalmente
sob iluminacdo ultravioleta. Os padrbes de bandas foram comparados entre amostras e por
comparacdo com um marcador de peso molecular de DNA (GeneRuler 50 bp DNA Ladder -
produto # SM0371 Thermo Scientific). As imagens resultantes foram analisadas utilizando o
“software” livre Gel-Analyzer, disponivel em http://www.gelanalyzer.com, para determinar
com precisdo o tamanho dos fragmentos de restri¢do individuais.

A digestdo do amblicon 282 pb, gerado a partir de DNA de M. leprae (reacdo
utilizando primers Rlep 2.1 e Rlep 2.2) utilizando a enzima Ddel gera bandas de 214 pb e 68
pb, enquanto que a digestdo com Mspl gera fragmentos de 208, 30 e 44 pb. J& os padrbes de
bandas gerados a partir do amplicon da reacdo nested (238pb), utilizando os primers internos
Rlep 2.3 e Rlep 2.2, sdo 170 e 68 pb quando se utiliza Ddel e 164, 30 e 44 pb para Mspl.

4.6. Genotipagem
4.6.1 Amostragem

Os DNAs obtidos a partir de figado de E. sexccintus oriundos do RN, bem como de
figados de D. novemcinctus oriundos de SP (n=1), e MT (n=3), foram extraidos como
reportado no item 4.5.1 e submetidos a analise de genotipagem descrita abaixo. Além disso,
amostras clinicas de pacientes de Mossor6 (n=54) também foram processadas conforme a
metodologia a seguir, e incluidas nas analises de genotipagem. Dada a inexisténcia de dados
reportados para estirpes de M. leprae de pacientes de Mossord, RN, a qual é hiperendémica
pra hanseniase e encontra-se proximas aos cinco municipios do RN, nos quais se capturou-se
os tatus brasileiro, foi avaliada a diversidade genética das estirpes de M. leprae oriundos de
pacientes desta regido (figura 14) (anexo C).
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Figura 14: Mapa do estado do Rio Grande do Norte. Em destaque encontra-se 0 municipio de
Mossor0, bem como os cinco municipios (numeracdo: 1 a 5) nos quais se realizou a captura
dos tatus da espécie E. sexcinctus. Fonte: Base cartografica do IBGE (suporte geografico).

4.6.2. Obtencdo de DNA oriundo de amostras de pacientes

O DNA foi extraido diretamente das laminas com baciloscopia positiva de pacientes
residentes em Mossord (RN) e as amostras foram tratadas conforme descrito por VAN DER
ZANDEN et al., 1998 , consistindo na aplicacdo de 25 ul de dgua destilada em cada um dos
trés locais de tecido contendo BAAR fixados e corados nas laminas de vidro, remocéo do
material fixado por raspagem, seguido de transferéncia para um tubo tipo Eppendorf (1,5
mL).

Posteriormente, a amostra foi misturada com um mesmo volume de 15% de Chelex-
100 (Sigma-Aldrich) preparado em agua, incubada por 30 min a 97°C, e em seguida
centrifugada a 14.000 x g por 10 min. Os sobrenadantes foram transferidos para outros tubos
de microcentrifuga e armazenado em - 20°C para analises moleculares posteriores.

4.6.3. Banco de dados de pacientes

A fim de se realizar a analise comparativa entre os genétipos de M. leprae circulantes
em tatus e pacientes oriundos do Brasil e outras locais no mundo criou-se um banco de dados
incluindo genotipos publicados anteriormente referente a estirpes de M. leprae obtidas de
pacientes de diferentes paises: Brasil (FONTES et al., 2009, 2012); China (WENG et al.,
2007, 2011, 2013; XING et al., 2009), Colémbia (CARDONA-CASTRO et al., 2009c, 2013),
EUA (TRUMAN et al, 2011), Filipinas (SAKAMURI et al., 2009a, 2009b), india
(LAVANIA et al., 2007, 2011, 2015; SHINDE et al., 2009; YOUNG et al., 2008), Tailandia
(PHETSUKSIRI et al., 2012; SRISUNGNAM et al., 2009) e Venezuela (n&o publicados).
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Os gendtipos obtidos de pacientes brasileiros, incluem gendtipos de M. leprae
circulantes nos estados do Ceara (CE), Pernambuco (PE), Rondb6nia (RO), Mato Grosso
(MT), Pard (PA), Rio de Janeiro (RJ) e Sdo Paulo (SP) (FONTES et al., 2009, 2012, 2017,
LIMA et al., 2018). Além disso, inseriu-se 0s Unicos genotipos reportados para estirpes de M.
leprae obtidas de tatus até o momento, sendo estes referentes a tatus D. novemcinctus dos
EUA (TRUMAN et al., 2011).

4.6.4. Deteccao de VNTRs usando PCR e anélise de comprimento de fragmentos
Amostras de DNA foram submetidas a genotipagem para 16 VNTRs, conforme

descrito por kimura et al. (2009). As sequéncias de pares de iniciadores utilizados para
amplificagdo s&o listadas na tabela 2.

Tabela 2: Repeticdes (VNTRs) selecionadas para o estudo, iniciadores utilizados e tamanho
dos fragmentos esperados ap6s amplificacao.

PCR  Repeticdo Iniciadores Senso Iniciadores Anti-Senso TF
C01 ACB8b VIC-gcccacttacctcaaccaac cctataacggcactcagtcca 390
GTA9 NED-agccttagtcgcgcagatg tccgcetgtccgteegetga 307
GGT5 6FAM- tgtctgccttgcgaaacggtc 242

gcagcggtgtaacagcatagc

AT17 PET-tctccaacatgctgcgaca gtacagcggcctgatcgaa 181
C02 21-3 6FAM-gaatctgacctttcggaaatg  cgatgcagcttcctacgg 312
AC9 NED-agcgcccgttgtcgataga gactggatgtcggcacccc 236
AT15 PET-caatatgcgggttggcgcttctg  ccgtctggctcgatggetggatte 168
ACB8a VIC-gtgttacgcggaaccaggca ccatctgttggtactactga 124
C03 27-5 6FAM-attgagcagatggccggtc  agcagtcggcacgccctt 327
6-7 VIC-gccatcgttgtcggttcatc cggaggaggtgggtacggt 268
TA18 NED-cgtgcgtcgtgtgtaggc gacgtggcaacatcgaagtt 230
GAA21 PET-ctacagggggcacttagctc ggacctaaaccatcccgtttt 201
C04 18-8 PET-gcccgtctatccgeatcaa gcaaagatcagcacgccaat 348
12-5 VIC-ctggtccacttgcggtacgac ggagaaggaggccgaataca 289
23-3 6FAM-ccgaagccctggacgaag — gccgtaaatccgcetceee 326
TA10 PET-tagattcaaacgaccatgca tgataatcacgtgtttccge 185

PCR: amplificagdo por PCR multiplex; C01: combinagéo 01; C02: combinagéo 02; C03:
combinacdo 03; C04: combinacgdo 04; TF: tamanho do fragmento esperado apds amplificacd

Em resumo, as amostras foram amplificadas através de quatro reagdes em multiplex
com iniciadores marcados com fluorescéncia. Os amplicons foram desnaturados e submetidos
a eletroforese de capilar (ABI 3130 Genetic Analyzer, da Applied Biosystems), utilizando os
padrdes internos de dimensionamento de peso molecular (LIZ 500). O numero de cépias
alélicas foi determinado utilizando o “software Peak Scanner” (Applied Biosystems, Brasil),
conforme o esquema ilustrativo abaixo (figura 15).

41



w
Sampie Piate | o
" Isclados de M. leprae L OE=®
Amplificagio por PCR (Multiplex) Detecgdo do produto Eletroforese de capilar (AB/
amplificado Prism 3130)

Analise de fragmento
Software Peak Scanner ATH7 GGTS GTA9 AC8b

-
TN
Coe G e fouee fibetes | bae
O SIER | v o W] et | - -
“ . “
-~ e .

“

——

TT..238.83(4) 307.64 (10)

..... 174.85 (13) 38448 (7)
Amostra A |
EN | |
S | Y
g . T 468.97 (10) = 235.72(3)  30777(10)__ . 383.72 (% . :
NHDP63 = | l l
g 00 O IO T N S I P 1 S o

Figura 15 - Esquema ilustrativo do procedimento de deteccdo de VNTRs usando PCR e anélise de comprimento de fragmento. Este
procedimento € realizado para amplificacdo dos marcadores VNTRs e determinacdo do nimero de cdpias dos alelos através do “software” Peak
Scanner. Exemplificando: O alelo AT17 9em vermelho) consiste na repeticdo de duas bases 17 vezes no genoma. Na cepa referéncia NHDP63,
168.97 equivalem a 10 copias deste alelo. Na amostra A, a analise de fragmento evidenciou 174.85. Comparando com a cepa referéncia NHDP,
174.85 — 168.97 ~ = 6. Sendo assim, como o marcador AT17 consiste em uma repeticdo de 2 bases, a amostra A apresenta 3 copias (6/2 = 3
copias) a mais deste alelo, em comparacéo a cepa referéncia NHDP63.
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4.6.5. Tipagem de polimorfismo de nucleotideo Unico/ “Single nucleotide
polymorphism” (SNP)

Para a amplificacdo das mutacBes de base Unica nas posi¢cGes de 14.676,
1.642.875 e 2.935.685 do genoma de M. leprae (COLE et al., 2005) foram utilizados 3
pares de iniciadores descritos por Sakamuri et al., (2009) (Tabela 3).

Tabela 3 - Iniciadores utilizados para genotipagem baseada no Polimorfismo de base
unica (SNP).

POSIGAO DOS SEQUENCIA DOS INICIADORES
POLIMORFISMOS
DE BASE UNICA

(SENSO) 5’AAT GGA ATG CTG GTG AGA GC ¥

14.676 (ANTI-SENSO) 5 CAA TGC ATG CTAGCC TTAATGA 3’

(SENSO) 5 TGC TAG TTT AACCGAGTACTGCTA 3’

1.642.875 (ANTI-SENSO) 5° GTA GTA GTC TTC CAA GTT GTG
GTG 3’
(SENSO) 5’ATC TGG TCC GGG TAG GAA TC 3’
2.935.685 (ANTI-SENSO) 5’ ACC GGT GAG CGC ACT AAG 3’

A diferenciacdo dos gendtipos 1/2 e 3/4 foi obtida submetendo-se a analise por
PCR-RFLP mediada por BstUIl do I6cus na posicdo nucleotidica 2,935,685; digestdo
ocorre no caso do gendtipo 3/4 e falta de digestdo para o genotipo 1/2. A diferenciacdo
dos genotipos 3 e 4 € obtida por PCR-RFLP mediada por Smll na posicdo de
nucleotideo 14.676; digestdo indica SNP gendtipo 4 e falta de genétipo 3. A
diferenciacdo de SNP gen6tipo 1 ou 2 foi realizada por sequenciamento dos amplicons
como descrito por Monot et al. (2005) e esquematizado na figura 16.
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Figura 16 - Esquema ilustrativo da analise do Polimorfismo de base Gnica (SNPs), através de PCR/RFLP e/ou sequenciamento. Fonte: Autora
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4.6.6. Analise de dados genotipicos, definicdo de “clusters” e comparacdo de
genotipos

A fim de delinear a relacdo entre os perfis genotipicos das estirpes obtidos, o
numero de copias de todos os alelos foi introduzido em um arquivo do Microsoft Office
Excel (Microsoft, Redmond, EUA) e importado para o software Bionumerics v. 7.6
(Applied Maths NV, Saint-Martens-Latem, Bélgica).

A anélise de agrupamento foi realizada através de uma matriz de similaridade
usando o algoritmo UPGMA (método de grupo de par ndo ponderado com média
aritmética) (SOKAL;MICHENER, 1958), sendo a base para uma éarvore de ligacdo
completa para uma representa¢ao grafica como arvores geradoras minimas “Minimum
Spanning Trees” (MST).

Como ndo foi possivel determinar o numero de copias dos VNTRs, devido a
falta de amplificagcdo, usou-se uma configuracdo para considerar isso como “diferente”,
entdo foi adicionado automaticamente o valor do alelo zero “0”.

A defini¢do de “clustering” foi baseada na comparacdo do nimero de copias
VNTRs que apresentaram ndmeros de coOpias idénticos, usando quatro critérios que
foram baseados na anélise realizada considerando: 16 VNTRs, 11VNTRs, baseados na
discriminacdo alélica dos marcados obtidos mediante calculo do HGDI (indice de
discriminagdo de Hunter — Gaston).

Além disso, utilizou-se os critérios de analise usando 10 VNTRs e 4 VNTRs,
a fim de reproduzir as andlises de estudos anteriores, bem como aumentar a
possibilidade de realizar analises comparativas de dados gerados em diferentes
investigacBes, dentro e fora do Brasil, onde cada um utilizou diferentes nimeros de
VNTRs (LIMA et al., 2018; TRUMAN et al., 2011).

4.6.7. Diversidade alélica

A diversidade alélica (h) em cada locus VNTR para todas as amostras brasileiras
foi calculada usando a seguinte equacdo do indice de discriminacdo de Hunter - Gaston
(HGDI): h =1 — ¥xi? [n/(n—1)])], onde n é o nimero de isolados e xi é a frequéncia do
alelo ith no locus. Cada locus foi classificado como “altamente discriminante” (h > 0.6),
“moderadamente discriminante” (0.3 < h < 0.6) ou “pouco discriminante” (h < 0.3)
(HUNTER; GASTON, 1988).

4.7. Anélise espacial

Os pontos de obtencdo dos animais foram georreferenciados usando os enderecos
mais proximos e 0os mapas do “Google Earth” para encontrar as coordenadas de latitude
e longitude. As coordenadas de latitude e longitude foram expressos em graus, minutos
e segundos para a criagdo e manipulacdo em o software ArcGis (anexo A).

A possibilidade de dispersdo dos grupos de animais avaliados para infeccdo foi
analisada com base nas estimativas de vegetacdo da area de estudo, através de uma
imagem NDVI (“Normalized Difference Vegetation Index), que em portugués,
equivale a Indice de Vegetacdo da Diferenca Normalizada. Os indices de NDVI variam
de -1 a 1, onde mais préximo de 1 estdo as areas de densa vegetacdo, de 0, areas de solo
exposto. Ja as areas de completa auséncia de vegetacdo (adgua) apresentam valores
negativos. Este indice foi desenvolvido por Rouse et al. (1974), para avaliar a condi¢do
geral da vegetacao utilizando imagens do satélite ERTS-1 MSS.
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Para avaliar a possibilidade de dispersdo dos grupos de animais com base na
caracteristica topografica da area, foi adquirido uma imagem da missdo “Shuttle Radar
Topography Mission” (SRTM), com dados de topografia da area de estudo. A imagem
de radar SRTM ¢ originaria da missdo de mapeamento do relevo terrestre (SRTM,
desenvolvido pela NASA (“National Aeronautics and Space Administration”) e NGA
(“National Geospatial-Intelligence Agency”) dos EUA no ano 2000, através da qual se
obteve um modelo digital de elevacdo (MDE) para toda a América do Sul (SOUZA
FILHO, 2003).

4.8. Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (Protocolo nimero 8068280716) (anexo E) e foi licenciado pelo
Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais (IBAMA) para a captura e
coleta de material bioldgico de animais silvestres (protocolo nimero 50564 -2) (anexo
F).
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacéo clinica e anatomopatoldgica dos tatus da espécie Euphractus sexcinctus
analisados no estudo.

O grupo de animais analisados no estudo compreendeu 20 tatus da espécie E.
sexcinctus, incluindo 9 fémeas e 11 machos com um peso médio de 1,645 Kg (desvio padrao
+0,491) (Tabela 4).

Tabela 4: Identificacdo, sexagem e padrdo de peso dos tatus da espécie Euphractus
sexcinctus oriundos de cinco municipios do Rio Grande do Norte, Brasil.

IDENTIFICACAO ESPECIE SEXO PESO  MUNICIPIOS
DO ANIMAL (KG) (RN)

T1 Euphractus sexcinctus M 1,02 Pendéncias
T2 Euphractus sexcinctus M 1,415 Pendéncias
T3 Euphractus sexcinctus F 0,996 Afonso Bezerra
T4 Euphractus sexcinctus M 1,769 Afonso Bezerra
T5 Euphractus sexcinctus M 1,728 Macau
T6 Euphractus sexcinctus M 1,413 Macau
T7 Euphractus sexcinctus F 1,932 Pedro Avelino
T8 Euphractus sexcinctus F 2,08 Pedro Avelino
T9 Euphractus sexcinctus F 1,596 Macau
T 10 Euphractus sexcinctus F 1,7 Guamaré
T11 Euphractus sexcinctus F 2,048 Pendéncias
T12 Euphractus sexcinctus F 1,960 Macau
T13 Euphractus sexcinctus M 1,584 Afonso Bezerra
T14 Euphractus sexcinctus F 2,464 Afonso Bezerra
T 15 Euphractus sexcinctus M 1,373 Macau
T 16 Euphractus sexcinctus M 0,967 Macau
T 17 Euphractus sexcinctus M 2,750 Pedro Avelino
T18 Euphractus sexcinctus M 1,874 Pedro Avelino
T19 Euphractus sexcinctus F 1,287 Guamaré
T 20 Euphractus sexcinctus M 0,945 Guamaré

Os exame clinicos e anatomopatoldgicos evidenciaram a presenca de lesdes cutaneas
em seis animais (30%), esplenomegalia em quatro (20%) e linfadenopatia em sete (35%),
como pode ser observado na tabela 5 e nas figuras 17 e 18. Um animal (T03) morreu durante
o0 periodo de aclimatizacdo, mas a hora exata da morte ndo pdde ser determinada. Foi possivel
coletar sangue do animal, porém a necropsia ndo revelou a causa da morte.

Além disso, um animal apresentou hemodiluicdo (T02) e outro esteatose hepética
(T17), associada a les@o de pele e esplenomegalia.
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Tabela 5: Dados clinicos e anatomopatoldgicos registrados para tatus da espécie E. sexcinctus
(n=20) obtidos em cinco municipios do Rio Grande do Norte, Brasil.

ID ANALISE ANATOMOPATOLOGICA

ANIMAL

TO1 leséo cuténea ulcerativa

T02 hemodiluicdo

TO03 animal morto

T04 esplenomegalia

T05 linfadenomegalia

TO6 NA

TO7 NA

TO8 NA

T09 NA

T10 esplenomegalia

T11 leséo de pele e linfadenomegalia

T12 lesdo de pele

T13 leséo de pele e linfadenomegalia

T14 esplenomegalia

T15 linfadenomegalia

T16 NA

T17 esplenomegalia, leséo de pele e esteatose

T18 leséo de pele e linfadenomegalia

T19 linfadenomegalia

T20 linfadenomegalia

T- Tatu; NA — nenhuma alteragdo digna de nota
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Figura 17 - Avaliacdo clinica de tatus Euphractus sexcinctus oriundos de municipios do Rio
Grande do Norte (RN). Tatus evidenciando lesdes de pele ulcerativas palmar (A), plantar (B)
no fugo (C) e na cauda (D).
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Figura 18 -Avaliagdo anatomopatologica de tatus da espécie E. sexcinctus oriundos de
municipios do Rio Grande do Norte (RN). (A) Tatus da espécie E. sexcinctus em decubito.
Evidéncias de linfadenomegalia (B, D e E) e evidéncias de esplenomegalia (C). Barra: 1 cm.

5.2. Avaliacdo da adequacdo do teste NDO-LID utilizando soros de tatus da espécie
Dasypus novemcinctus

Os resultados do teste rapido NDO-LID foram comparados com os achados de uma
andlise anterior, na qual foram analisadas 78 amostras de soro de tatu, através do ensaio de
ELISA anti-PGL-I e ELISA anti-LID-1 (Tabela 6). As classifica¢cdes alocadas aos valores do
Kappa foram baseadas nos critérios estabelecidos por Rosner (2011).
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Tabela 6 - Avaliacdo piloto do teste rapido NOD-LID-1 empregando soros previamente analisados de tatus Dasypus novemcinctus,
caracterizados como positivos ou negativos em Ensaios de Imunoadsor¢do Enzimatica (ELISA) executadas no Sudeste dos EUA, utilizando os
antigenos especificos de Mycobaterium leprae, PGL-1 (A) ou LID-1 (B).

(A) (B)
NDO-LID1 ELISA-anti PGL=I TOTAL NDO-LID1 ELISA-anti LID1 TOTAL
TESTE TESTE 3 >
POSITIVO! NEGATIVO? POSITIVO® NEGATIVO
POSITIVO 34 2 36 POSITIVO 14 2 16
NEGATIVO 1 19 20 NEGATIVO 8 19 27
TOTAL 35 21 56 TOTAL 22 21 43
P <0,0001 P =0,0001
Kappa: 0,80 (concordancia: muito boa; Rosner B. 2011) Kappa: 0,54 (concordancia: boa; Rosner B. 2011)
lUm total de 35 amostras previamente classificada como positiva em ! Um total de 22 amostras previamente classificada como positiva em
ELISA anti-PGL-1 ELISA anti-LDI-1
2Um total de 21 amostras previamente classificada como negativa em 2Um total de 21 amostras previamente classificada como negativa em
ELISA anti-PGL-1 ELISA anti-LID-1
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A concordancia entre o teste NDO-LID e o ELISA anti-PGL-I foi muito boa (Kappa: 0,80; p <0,0001), com altos niveis de sensibilidade
(97,1%) e especificidade (90,5%). Boa concordancia (Kappa: 0,54, p = 0,0001) foi observada com o ELISA anti-LID-1, com razoavel
sensibilidade (63%) e especificidade satisfatoria (90,5%), como evidenciado na tabela 7.

Tabela 7 - Caracteristicas de desempenho do teste NOD-LID-1 para deteccdo soroldgica de Mycobacterium leprae em Dasypus novemcinctus
em comparacdo com Ensaios de Imunoadsorc¢éo Enzimatica (ELISA), utilizando os antigenos especificos de M. leprae PGL-1 (A) ou LID-1 (B).

(A)
Teste NDO-LID-1 % IC (95%)
X
ELISA anti-PGL-I

Sensibilidade 97.1 91.6 > 102.7
Especificidade 90.5 77.9 2 103.0
Probabilidade pré-teste 62.5 49.8 > 75.2
Valor Preditivo Positivo 94.4 87.0 > 101.9
Valor preditivo Negativo 95.0 85.4 > 104.6
Acuréacia 94.6 88.7 - 100.5

(B)

Teste NDO-LID-1 % IC (95%)
X
ELISA anti-LID1

Sensibilidade 63.6 43.6 > 83.7
Especificidade 90.5 77.9 > 103.0
Probabilidade pré-teste 51.2 36.2 2> 66.1
Valor Preditivo Positivo 87.5 71.3 > 103.7
Valor preditivo Negativo 70.4 63.1 > 87.6
Acurécia 76.7 64.1 > 89.4
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5.3. Anadlise soroldgica de tatus E. sexcinctus oriundos de cinco municipios do Rio
Grande do Norte

A andlise soroldgica das amostras de soro dos 20 tatus E. sexcinctus oriundos do Rio
Grande do Norte, realizada através do ELISA anti-PGL-I, evidenciou positividade em 20/20
(100%), enquanto no ELISA anti-LID-1 foi verificado apenas 1/20 (5%) animal positivo,
como mostrado nas Figuras 19 e 20.

1.0~
A
0.8- A
— =
A
E 06 At
es A
Y aA
O 0.4 A
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Controle (-) Controle (+) Animais

Figura 19 - Dosagem de anticorpos anti-PGL-I(IgM) observados em tatus Euphractus
sexcinctus oriundos de cinco municipios do Rio Grande do Norte (RN). Cada triangulo
representa um animal analisado. A linha vermelha corresponde a mediana. A linha horizontal
laranja ¢ a linha de corte “cut-off” (OD: 0,1)
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Figura 20 - Dosagem de anticorpos anti-LID1 (IgG) em soros de tatus Euphractus sexcinctus
oriundos de cinco municipios do Rio Grande do Norte. Cada triangulo representa um animal
analisado. A linha vermelha corresponde a mediana. A linha horizontal laranja é a linha de
corte “cut-off“(OD: 0,5).

Além disso, quando as 20 amostras foram submetidas aos dois testes sorologicos
rapidos de fluxo lateral, um total de 17/20 (85%) dos soros examinados pelo teste rapido
NDO-LID foram considerados positivos, enquanto 16/20 (80%), foram considerados
positivos no teste ML Flow. Estes resultados foram confirmados ao se repetir os testes, no
minimo, duas vezes.

Os resultados obtidos para as vinte amostras de tatus do Rio Grande do Norte
analisadas através dos quatro testes soroldgicos sdo apresentados e resumidos na tabela 8.
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Tabela 8 - Detalhamento dos resultados soroldgicos obtidos mediante analise de soro para
investigar infeccdo por Mycobacterium leprae em tatus da espécie Euphractus sexcinctus
(n=20) capturados em cinco municipios do Rio Grande do Norte, Brasil.

Amostra (D.O) (D.O) Teste Teste
ELISA anti- ELISA anti- ML flow  NOD-
PGL1?2 LID12 LID
TO1 0,821 0,08 + +
T02 0,222 0,01 - +
TO03 0,286 -0,03 - -
T04 0,867 0,02 + +
T05 0,632 0,04 + +
TO6 0,640 0,02 + +
TO7 0,255 0 + -
T08 0,593 0,9 + +
T09 0,367 -0,06 + +
T10 0,531 -0,01 + +
T11 0,341 0,01 + +
T12 0,341 -0,02 + +
T13 0,360 -0,01 + +
T14 0,426 0,08 - +
T15 0,302 -0,03 + +
T16 0,190 -0,02 - -
T17 0,370 -0,02 + +
T18 0,464 0,1 + +
T19 0,479 -0,06 + +
T20 0,268 -0,01 + +

Reatividade dos anticorpos anti-PGL-1 (IgM) e anticorpos anti-LID1 (IgG); (valores de
“cut-off” D.O 0,101 e D.O 0,500 respectivamente) em tatus Euphractus sexcinctus
oriundos de cinco municipios do Rio Grande do Norte, Brasil;

Como observado na avalia¢do realizada com os soros de D. novemcinctus, os testes de
LF demostraram um grau de discordancia com os dados de ELISA anti-PGL-1 obtidos para o0s
20 soros de E. sexcinctus, especificamente em relacdo ao fenémeno de falsos negativos.
Apenas 2/20 (10%) dos soros foram negativos para os dois testes de FL, mas ambas as
amostras (T03 e T16) foram positivas no ELISA anti-PGL-1

No caso do animal T03, a negatividade observada nos testes de FL pode refletir uma
infeccdo em momento inicial em que o animal estava nos estagios preliminares de soro-
conversao, como indicado pelo valor de DO de 0,286.

A amostra T16 apresentou o0 menor valor de O.D (0,19), sendo este 0 mais proximo do
ponto de corte utilizado no ELISA anti-PGL-1. As discrepancias adicionais observadas entre
0 FL e o ELISA incluiram dados obtidos com as amostras T02 e T14, que foram registradas
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como positivas no teste NOD-LID® e negativas para o teste de fluxo ML, mesmo apds repetir
0 teste duas vezes.

O valor da D.O. registrada para a amostra T14 foi de 0,426, valor superior aos
registrados para 5 amostras (T9, T11, T12, T13 e T17), que produziram respostas claramente
positivas em ambos os testes de FL. Ja a amostra T02 apresentou um menor valor de O.D.
(0,222), mas foi claramente positivo no teste NDO-LID®.

Em contraste com as amostras T02 e T14, as quais foram positivas no ELISA anti-
PGL1 e teste NOD-LID®, mas negativas no teste rapido ML flow, o soro do animal T07,
embora tenha sido também positivo por ELISA (D.O. 0,255) e no sistema de fluxo ML flow,
foi classificado como negativo no teste NOD-LID®.

Além disso, como mostrado na figura 21, o teste NDO-LID apresentou bandas mais
nitidas e mais facilmente interpretaveis do que o teste ML flow. Esse recurso serviu para
reduzir davidas sobre a positividade de algumas amostras.
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Figura 21 - Avaliacdo comparativa da intensidade de bandas (facilidade de interpretacdo) para trés soros representativos oriundos de
tatus de Euphractus sexcinctus e examinados usando o teste de fluxo lateral ML flow teste (A) e o teste NDO-LID (B), sendo C=
linha na zona de controle e T:= linha na zona de teste.
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5.4. Anéalise Moleculares

5.4.1. Avaliacdo de sensibilidade do sistema RLEP PCR convencional/ “NESTED”
PCR

A sensibilidade de quatro ensaios de PCR para o alvo RLEP foi determinada usando o
DNA controle de M. leprae. Observa-se que embora todos os pares de primers tenham sido
capazes de detectar todas as concentracfes, 500 fg, 50 fg e 5 fg de DNA de M. leprae, 0
sistema proposto por Donoughe et al. (2001), o qual utiliza os primers Lepl e Lep 2 (Figura
22, letra A) e Lep3 e Lep4 (Figura 22, letra B) foi menos sensivel e produziu quantidade
muito discreta de produto quando usado 5f de DNA de M. leprae (Figura 22, A3 e B3).

Ja o sistema, o qual se utiliza os iniciadores Rlep 2.1 e Rlep 2.2 (Figura 22, letra C) e
Rlep 2.3 e Rlep 2.2 (Figura 22, letra D), proposto por Frota et. (2012), foi mais sensivel e
forneceu uma quantidade maior de amplicon em todas as concentracdes de DNA molde
testadas.

Al A2 A3 Bl1 B2 B3 Ci1 C2 C3 D1 D2 D3

400 bp

250 bp

100 bp

Figura 22 - Teste de sensibilidade de quatro ensaios de PCR para detec¢édo do alvo
RLEP. Gel de agarose 2%. Os numeros de 1, 2, 3 correspondem ao DNA de M. leprae nas
concentracgdes, 500 fg, 50 fg e 5 fg, respectivamente. O sistema proposto por Donoughe et al.
(2001), consiste em dois pares de primers, sendo A - reagéo utilizando os primers Lepl e Lep
2 (convencional PCR) e B- reacdo utilizando os primers Lep3 e Lep4 (Nested PCR). O
sistema proposto por Frota et al. 2012, também consiste em dois pares de primers, sendo (C)
reacdo utilizando os primers Rlep 2.1 e Rlep 2.2 (convencional PCR) e (D) reacdo utilizando
os primers Rlep 2.3 e Rlep 2.2. (semi-“nested” PCR). M corresponde ao marcador
molecular (GeneRuler 50 bp DNA Ladder, produto # SM0371 Thermo Scientific)

5.4.2. Avaliagdo comparativa entre dos metodos de extracdo de DNA

Os métodos de extragdo de DNA utilizando Kit Qiagen e fenol:cloroformio “in house”
foram avaliados para cinco amostras (T1, T2, T3, T4 e T5) de figado de tatu E. sexcinctus
com positividade confirmada para infeccdo por M. leprae, determinado atraves de analises
soroldgicas.

Todas as amostras de DNA geradas pelos dois métodos de extracdo foram analisadas
usando o sistema RLEP, utilizando os iniciadores Rlep 2-1 e Rlep 2.2 (FROTA et al 2012). A
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escolha deste ensaio foi tomada com base nos resultados, mostrados na figura 23, referente a
sensibilidade dos PCRs.

Os métodos de extracdo foram muito eficazes, possibilitando amplificacdo por RLEP
PCR de todas as amostras de tatus naturalmente infectados (figura 23).

K1 K2 K3 K4 K5 F1 F2 F3 F4 F5 5fg 50fg -ve -ve Ex Int

Figura 23 - Avaliacdo comparativa de dois métodos de extracdo de DNA de tecidos de
figado de tatu, atraves da analise por Rlep PCR usando os primers Rlep 2-1 & Rlep 2.2,
proposto por Frota et al (2012). Gel de agarose 2%. A numeracdo de 1 a 5, correspondem as
amostras de DNA de figado de tatus E. sexcintus positivos para M. leprae (determinado
através de sorologia e analise molecular de VNTRSs) submetidas aos dois diferentes métodos
de extracdo avaliados. K1-K5 correspondem a cinco amostras de figado submetidas a
extracdo pelo Kit Qiagen e F1-F5 correspondem as mesmas amostras de figado submetidas a
extracdo pelo método fenol:cloroférmico. O controles positivos, correspondem a 5fg e 50fg
de DNA de M. leprae. -ve corresponde aos controles negativos da reacdo (agua em vez de
DNA). Ex corresponde ao produto de PCR de 282 pb referente a reacdo utilizando os
iniciadores Rlep 2.1 e Rlep 2.2, utilizado nesta avaliacdo e Int corresponde ao produto de
PCR de 238 pb referente a reacdo utilizando os inciadores Rlep 2.3 e Rlep 2.2, ambos
propostos por Frota et al. (2012).

Além disso, os métodos de extracdo possibilitaram amplificacdo por RLEP PCR
dos trés controles positivos de extracdo, referentes a ambos métodos de extracdo. Vale
ressaltar que os trés controles de extracdo negativos nao amplificaram (figura 24)
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Figura 24 - Amplificacdo por RLEP PCR dos controles positivos e negativos de extracao
da avaliacdo comparativa de dois métodos de extracdo de DNA de figado de tatu. Gel de
agarose 2%. Estas amostras foram amplificadas ao mesmo tempo que as amostras da figura
23, onde +1, e +2, bem como -1 e -2 correspondem aos controles positivos e negativos de
extracdo usando Kit Quiagen, respectivamente. Ja +3 é controle positivo de extracdo, usando
0 método Fenol:cloroférimo e -3, consiste no respectivo controle negativo. —\Ve consiste no
controle negative da reacdo (adgua). Ex, é o produto de PCR de 282pb (inciadores Rlep 2.1
+2.2) e Int é o produto de PCR de 238 pb (iniciadores Rlep 2.3 + 2.2).

5.4.3. Detecgdo molecular de infecgdo por Mycobacterium lepare em tatus Euphractus
sexcinctus oriundos do Rio Grande do Norte através de RLEP PCR

As amostras de DNA de figado de 18 animais, (T1 a T20, exceto T16 e T19),
evidenciaram amplificacdo do alvo RLEP (fragmento de 282pb) no ensaio de PCR
convencional, utilizando os iniciadores Rlep 2.1 e Rlep 2.2. Em relagéo as duas amostras que
ndo conseguiram produzir o “amplicon” na reacdo de PCR acima, observou-se que T16 foi
positivo apenas por “nested” PCR, especificamente quando uma aliquota (1 pL) da primeira
reacdo foi submetida a reacdo utilizando os iniciadores internos Rlep 2.3 e Rlep 2.2 (figura
25).
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T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 T9 T10T11T12T13T14T15T16T17T18T19T20+1 +2 +3 -1 -2- 3 —ye —ve Ex Int

Figura 25 - Deteccdo molecular de infeccdo por M. lepare em tatus E. sexcinctus
oriundos do Rio Grande do Norte, através de RLEP PCR. Gel de agarose 2%. T1 — T20
corresponde aos DNAs de figado de tatu analisados. As amostras +1, +2 e +3, bem como -1, -
2 e -3, correspondem aos controles positivos e negativos de extracdo, respectivamente. -ve
corresponde aos controles negativos da reacdo (agua). Ex corresponde ao produto de PCR de
282pb referente a reacdo utilizando os primers Rlep 2.1 e Rlep 2.2, utilizado nesta avaliacéo e
Int corresponde ao produto de PCR de 238 pb referente a reacdo utilizando aos primers Rlep
2.3 e Rlep 2.2, ambos proposto por Frota et al. (2012).

A incapacidade de amplificar o alvo RLEP na amostra T19 foi observada para 0 DNA
extraido de dois fragmentos de figado distintos. Assim, diluicbes em série (1:10 e 1: 100)
dessas amostras foram preparadas em tampao AE, para avaliar a possibilidade de inibicéo.

Os DNAs extraidos de ambos os fragmentos de figado, da amostra T19, foram
diluidos em duplicata para produzir quatro amostras diluidas 1:10 e mais quatro diluidas 1:
100. Todas as amostras diluidas 1:10, geraram o produto de amplificacdo do tamanho
esperado (282 pb) nas reacfes de PCR convencionais. No entanto, as amostras diluidas 1: 100
produziram o amplicon em apenas 1 das 4 reacdes convencionais, mas foram positivas em 3
das 4 reagoes “nested”.

5.4.4. Identificacdo de M. leprae utilizando PCR RFLP

A confirmacdo da infeccdo por M. leprae foi realizada através da técnica de RFLP.
Portanto, a partir do DNA do controle positivo (+ ve, que corresponde a 50 fg de DNA de M.
leprae), o produto amplificado de 282 pb gerado por RLEP PCR, quando digerido com Ddel
gerou bandas de 214 pb e 68 pb (figura 26), enquanto a digestdo com Mspl produziu
fragmentos de 208, 30 e 44 pb.
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Figura 26 - Analises pos-amplificacdo (PCR-RFLP) de produtos (282 pb) gerados pelos
iniciadores Rlep 2.1 e Rlep 2.2, usando DNA oriundo das amostras de figado de E.
sexcinctus como molde. Os amplicons foram digeridas pela enzima Ddel e separadas em gel
de agarose (2.5%), para confirmar a identificacdo de M. leprae. Amostras T1 — T15, T17,
T18, T 19 e T20 correspondem aos amplicons (282 pb). +ve corresponde ao amplicon gerado
a partir da amostra de 50fg de DNA de M. leprae conforme relatada nos testes de
sensibilidade. M corresponde ao marcador de peso molecular (50 pb).

Os mesmos padrbes de bandas foram observados para amplicons das 19 amostras de
figado (exceto T16) de E. sexcinctus positivas na reacdo RLEP PCR convencional (primers
Rlep 2.1 e Rlep 2.2).

Os padrodes de bandas geradas para o controle positivo (50 fg), a partir do amplicon
gerado na reagdo “NESTED” RLEP PCR (238pb), foram 170 e 68 pb quando digeridos por
Ddel e 164, 30 e 44 pb quando digeridos por Mspl.

Assim, como os padrdes de digestdo do amplicon gerado a partir da amostra T16, bem
como das outras 19 amostras foram idénticos ao seus respectivos controles positivos,
confirmou-se a presenca do DNA de M. leprae em todas as amostras de figado dos 20 E.
sexcinctus analisados.

5.5. Genotipagem de M. leprae

5.5.1. Genotipagem por VNTRs de isolados de M. leprae oriundos de tatus das
espécies E. sexccinctus e D. novemcinctus

A sensibilidade da PCR multiplex foi determinada como sendo 4 x 103 células/reagao.
As amostras contendo nimeros menores de células ndo produziram o amplicon para nenhum
dos cinco alvos da reagdo multiplex.

Todas as amostras testadas foram positivas, ou seja, amplificaram, pelo menos um dos
16 marcadores VNTR. No entanto, em alguns amostras, o uso dos PCRs multiplex nao
resultou na amplificacdo de todos os marcadores esperados dentro de um ensaio multiplex.
Isso foi resolvido em alguns amostras por meio da realizacdo de reagdes de PCR de simplex
para o(s) marcador(es) ausente(s).

Os padroes de VNTRs foram obtidos para amostras dos 24 tatus, sendo: 20 E.
sexccinctus oriundos de cinco municipios do RN e quatro D. novemcinctus, oriundos de Alta
Floresta, Mato Grosso (n=3) e S&o Paulo (n=1). Dentre os 24 amostras analisadas, apenas
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para oito (Al- A7 e A24) foi possivel determinar o nimero de copias para no minimo 10,
dentre os 16 VNTRs analisados. Somente para uma amostra (A4) foi possivel determinar o0s
16 marcadores (tabela 9).

Embora, ndo tenha sido possivel determinar o nimero de coOpias de todos os alelos
para a maiorias dos isolados dos animais, observou-se um padrdo conservado destes alelos
dentre as oito estirpes selecionadas para a analise comparativa.

No entanto, vale ressaltar que a estirpe oriunda do tatu de SP, apresentou oito copias
para o locus AC9, presente somente no tatu (A12), oriundo do municipio de Pendéncias, RN.
As demais estirpes de tatu do RN que tiveram cobertura para este marcador, apresentaram 9
copias. Além disso, dois dos quatro marcadores hipervariaveis com h=1 (AT15 e TA18),
também foram variaveis dentre os isolados de animais (tabela 9).

N&o foi possivel genotipar os isolados oriundos dos animais com base nos SNPs.
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Tabela 9 - Genotipagem de isolados de M. leprae de tatus com base na analise molecular utilizando 16 VNTRs.

ID1 1D2 AC8b GTA9 GGT5 ATI1? 6-3 21-3 AC9 AT15° AC8a 27-5 6-7 TA18° GAA21® 233 12-5 18-8 Estados Ndmero de

(Brasil) marcadore
s

T1 Al 7 10 4 14 3 2 9 9 5 6 11 2 4 3 RN 14
T2 A2° 7 10 4 14 3 2 9 11 2 3 RN 10
T3 A3? 7 10 4 3 9 5 6 25 11 2 4 RN 11
T4 A4t 7 10 4 14 3 2 9 17 9 5 6 25 11 2 4 3 RN 16
T5 AS5* 7 10 4 3 2 9 9 5 6 25 11 4 3 RN 13
T6 A6? 7 10 4 14 3 2 9 17 9 5 6 11 2 4 3 RN 15
T7 AT? 7 10 4 3 2 9 6 25 2 3 RN 10
T8 A8 2 RN 1
T9 A9 4 2 4 3 RN 4
T10 Al0 2 9 19 9 5 11 RN 6
T11 All 5 16 4 3 RN 4
T12 Al2 8 5 4 3 RN 4
T13 Al3 4 2 9 5 2 RN 5
T14 Al4 2 3 RN 2
T15 Alb5 2 9 5 6 2 RN 5
T16 Al6 3 RN 1
T17 Al7 11 RN 1
T18 Al8 5 11 RN 2
T19 Al9 4 RN 1
T20 A20 4 11 RN 2
T21¢ A2l 11 2 MT 2
T22¢  A22 MT 0
T23¢ A23 2 9 17 2 4 MT 5
T24C A24° 4 2 8 5 6 25 11 2 4 3 SP 10

2 Isolados selecionados para analise comparativa (amarelo)

® marcadores altamente variaveis ( h=1)

¢ Animais da espécie Dasypus novemcinctus. Obs.: Os demais animais animais sao todos da espécie Euphractus sexccintus.

Em azul, variagdo encontrada nos marcadores

Em cinza- variagdo encontrada nos marcadores hipervariaveis

ID1 - identificacdo das amostras na analise por RLEP PCR e ID2 identificagdo das amostras na analises para caracterizacao por genotipagem

64



5.5.2 Comparacao entre genotipos de isolados de M. leprae presentes em tatus E.
sexccinctus do Brasil e D. novemcinctus dos EUA

Os gendtipos das 33 estirpes de M. leprae de tatus D. novemcinctus dos EUA
(Truman et al., 2011), Gnicos publicados até o momento relacionadas ao tatu, foram
comparados aos genotipos das estirpes circulantes em tatus D. novemcinctus (sendo um
tatu, A24, oriundo do estado de SP e trés, A21, A22 e A23, oriundos do MT) e tatus E.
sexccinctus (n= 20) avaliados neste estudo.

Enquanto o presente estudo utilizou 16 VNTRs para analise de amostras de tatus
do Brasil, Truman et al. (2011) utilizou 10 VNTRs para amostras de tatus dos EUA. Ao
comparar tais analises, observou-se que os isolados de tatus do Brasil e dos EUA
compartilharam quatro dentre os nove analisados. Dentre os marcadores com 0 mesmo
nimero de copias em ambas as populacdes avaliadas, GTA9 foi altamente
discriminatorio (h = 0.931), e os demais (GGT5, 21-3 e 23-3) foram considerados
poucos discriminatorios (ou seja, conservados).

Dentre os nove loci, foi observada a variagdo de 1 a 3 coOpias em cinco loci
(AC8a, AC8b, ACY9, 6-7 e 12-5) quando comparada ambas popula¢bes de animais,
sendo tais marcadores considerados moderadamente discriminatorios, exceto o AC8a,
que ¢ considerado altamente discriminatério (tabela 10).
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Tabela 10 - Anéalise comparativa entre os perfis genotipicos de M. leprae com base em VNTRs reportados para tatus Euphractus sexccintus e
Dasypus novemcinctus do Brasil e dos EUA, respectivamente.

Informacdes Ac8b GTA9 GGT5 AT1Y 6-3 21-3 AC9 AT15 AC8a 27-5 6-7 TA18 GAA21 23-3 125

Tatus do Brasil 82 19, 161
(Variacéo alélica)

Alelos mais 7 10 4 14 3 2 9 17 9 5 6 25 11 2 4
comuns no Brasil

(tatus)
Alelos mais 10 10 4 * * 2 8 * 10 * 7 * * 2 5
comuns nos EUA
(tatus)
Tatus dos EUA 1, 63
(Variacéao alélica)

*: resultados ausentes;

Nn- N é numero de cdpias de cada loci e n (subscrito), 0 nimero de vezes que este alelo foi observado na anélise.
Sublinhado: Marcador altamente varidvel (h =1)

66

18-8



5.6. Genotipagem (VNTRs e SNPs) de M. leprae oriundos de pacientes de Mossord, Rio
Grande do Norte

Dada a inexisténcia de dados reportados para isolados de pacientes do municipio de
Mossoro, RN, o qual é hiperendémico pra hanseniase e encontra-se proximas aos cinco
municipios do RN, nos quais se capturou os tatus brasileiros, foi avaliada a diversidade
genética de isolados de pacientes desta regiao.

Dentre as 54 amostras obtidas de pacientes do municipio de Mossord, RN, apenas
59,26% (32/54) apresentaram cobertura para pelo menos 10 VNTRs, sendo portanto,
elencadas para analises comparativas (anexo D).

Dentre os 32 pacientes que apresentaram cobertura para pelo menos 10 VNTRSs,
43,75% (14/32) pertenciam ao sexo masculino e 31,25% (10/32) ao sexo feminino. A
determinacdo da média de idade baseou-se apenas em 13 pacientes, sendo estes pertencentes a
uma faixa de idade que vai dos 17 a 76 anos.

A genotipagem por SNPs foi definida para 61,1% (33/54) das amostras de pacientes,
visto que para 18,5% (10/54) ndo foi possivel determinar nenhum marcador VNTRs e por
isto, ndo foram incluidas nas analises por SNPs. Assim, observou que 0 genotipo mais
frequente foi o0 SNP 4, ocorrendo em 66,6% (22/33) das amostras analisadas, seguido do SNP
3, ocorrendo em 30,3% (10/33) das amostras analisadas. Vale ressaltar que apenas uma (1/33)
das amostras analisadas foi SNP 1 ou 2.

Dada a inexisténcia de dados reportados para isolados de pacientes desta regido,
buscou-se realizar a analise comparativa das estirpes de M. leprae dos pacientes de Mossord,
como aqueles reportados na literatura referente as estirpes de pacientes de outros estados do
Nordeste e Norte, utilizando 16 VNTRs (exceto marcador TA10) e 11 VNTRs, como
proposto por Fontes et al. (2017).

A diversidade alélica determinada para os gendtipos das estirpes de M. leprae
oriundos de pacientes de Mossord (RN) e para as amostras dos Norte e Nordeste, com base na
avalicdo de 16 VNTRs, demonstrou que quatro loci (AT17, AT15, AT18 e GAA21) foram
mais polimorficos (h = 1), enquanto outros quatro loci, 6-3, 21-3, 23-3 e (GGT) 5, foram os
menos polimorficos (tabela 11).
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Tabela 11 - Diversidade alélica baseada em 16-VNTRs para estirpes de Mycobacterium leprae de pacientes de Mossoro, Rio Grande do Norte
(1A) e para estirpes de M. leprae de pacientes dos estados Ronddnia e Para, regido norte e dos estados Ceara e Pernambuco, regido Nordeste do

Brasil (1B).

A) Isolados de pacientes de Mossoro, Rio

Grande do Norte

B) Isolados de pacientes das regides Norte e

Nordeste, Brasil

Locus T* amostras h** Conclusao Locus T amostras h** Conclusao
(AT)17 31 1,000 AD (AT)17 364 1,000 AD
(AT)15 22 1,000 AD (AT)15 337 1,000 AD
(AT)18 25 1,000 AD (AT)18 356 1,000 AD

(GAA)21 32 1,000 AD (GAA)21 365 1,000 AD
(GTA)9 28 0,835 AD (GTA)9 355 0,895 AD
(AC)8a 32 0,641 AD 18-8 60 0,640 AD
(AC)8b 25 0,412 MD (AC)9 364 0,552 MD

(AC)9 32 0,321 MD (AC)8a 633 0,506 MD

27-5 22 0,320 MD (AC)8b 339 0,474 MD
18-8 23 0,255 PD 6-7 349 0,318 MD
12-5 25 0,238 PD 12-5 351 0,310 MD
6-7 24 0,040 PD 27-5 338 0,285 PD
23-3 30 0,032 PD 23-3 363 0,121 PD
21-3 32 -0,032 PD (GGT)5 363 0,025 PD
6-3 32 -0,032 PD 21-3 360 0,014 PD
(GGT)5 30 -0,034 PD 6-3 208 -0,005 PD

* Total de amostras; **h: diversidade alélica baseada no indice discriminatorio Hunter & Gaston (HGDI); AD: altamente discriminatério; MD:

moderadamente discriminatorio; PD: pouco discriminatério.
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Ao realizar as andlises comparativas entre as estirpes de M. leprae oriundas de
pacientes de Mossord, RN, com base em 16VNTRs e 3 SNPs, cada amostra representou um
perfil distinto que pode ser atribuido aos marcadores VNTRs polimorficos (figura 27A) ou a
auséncia de determinacdo do numero de copias para alguns marcadores.

Interessantemente, um grupo de quatro amostras esteve correlacionadas nas duas
andlises (com base em 16 e 11 VNTRs, respectivamente), mas formaram “clusters” entre si
somente na anélise com base em 11 VNTRs.

Vale ressaltar que a amostra BRRNLP13 ndo foi agrupada, devido a uma variagéo de
unico-locus em (AC)8a. Além disso, observa-se que auséncia de definicdo em (AC) 8b para
as estirpes de M. leprae dos pacientes RNLP31 e RNLP51, resultou em um semi-cluster
(figura 27B)
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A) Andlise utilizando 16 VNTRs B) Andlise utilizando 11 VNTRs
16VNTRs 11VNTRs
@ 0 n o o 8 2 2
' 00 413 3 2 8 0 9 0 0 012 2 4 3 RNLP33 0 0 4 2 8 9 0 6 2 4 0 BRRNLP24

0O 9 410 3 2 8 11 0 0 0 13 0 4 3 BRRNLP3 4 0O 0 4 2 8 9 0 0 2 4 3 RNLP33
710 414 3 2 7 0 8 5 6 0 12 2 4 3 RNLPZT 4 | E 7 0 4 2 7 8 5 6 2 4 3 BRRNLPIS 4
7 8 412 3 2 814 9 0 0 0 11 2 5 8 RNLP32 3 7 0 4 2 8 9 5 6 2 4 3 BRRNLP3S 4
7 9 411 3 2 &8 2010 0 0 0 11 0 0 o0 BRRWNLP4D 4 7 9 4 2 810 0 0 ©0 0 o BRRNLP4O 4
010 417 3 2 817 8 0 0 017 2 0 0 RNLP34 4 E 7 8 4 2 812 0 0 2 4 3 BRRNLP4S 4
010 417 3 2 715 & 5 6 0 14 2 4 3 BRRNLPS1 4 7 &8 4 2 8 9 0 0 2 5 8 RNLP32 3
012 414 3 2 8 0 & 4 6 17 11 2 0 0 RNLP28 3 8 9 4 2 7 8 5 6 2 4 3 BRRNLP23 4
011 413 3 2 8 0 © 4 6 18 11 2 0 0 BRRNLPIT 3 810 4 2 7 8 5 6 2 4 3 BRRNLPS4 4
011 413 3 2 8 0 9 0O 6 19 11 2 0 0 BRRNLP4S 3 710 4 2 7 8 5 & 2 4 3 RNLPZY 4
0O 9 011 3 2 & 0 9 0 021 12 2 0 0 BRRMNLP4E 4 7 9 4 2 8 9 5 6 2 4 3|BRRNLp1 |4
010 417 3 2 7 0 & 5 6 30 14 2 4 3 RNLP3 4 - 7 9 4 2 8 9 5 6 2 4 3|BRRNLpG |4
710 413 3 2 8 0 9 4 6 21 11 2 5 8 BRRNLpZ 3 7 9 4 2 8 9 5 6 2 4 3|BRRNLPIG |4
711 411 3 2 & 011 5 6 21 13 2 4 3 BRRNLpS 4 7 9 4 2 B 9 5 6 2 4 3|BRRNLP19 J4
0 0 4 0 3 2 8 0O 9 0 6 26 13 2 4 o BRRNLP24 7 9 4 2 8 8 5 6 2 4 3 BRRNLPIS 4
0 9 413 3 2 81810 5 7 2212 1 5 0 BRRNLP46 1 71 4 2 811 5 6 2z 4 3 BRRNLpS 4
0 9 415 3 2 816 9 5 6 19 12 2 4 3 BRRNLPS3 4 711 4 2 812 5 6 2 4 3 BRRNLp8 4
011 015 3 2 819 9 0 0 20 11 2 0 o RNLP3D 3 713 4 2 7 8 5 6 2 4 3 BRRMLP20 4
711 415 3 2 815 9 4 6 25 11 2 4 g BRRNLpT 3 710 4 2 8 9 4 6 2 5 8 BRRMLp2 3
711 413 3 2 816 9 4 6 18 12 2 5 g BRRNLP22 3 711 4 2 8 9 4 6 2 & 8 BRRNLP22 3
— 7 9 414 3 2 815 9 5 6 21 12 2 4 3|BRRNLp 4 711 4 2 88 9 4 & 2 4 8 BRRNLp7 3
7 9 413 3 2 817 9 5 6 20 12 2 4 3|BRRNLP19 |4 o1 0 2 8 9 0 0 2 0o o RNLP30 3
7 9 412 3 2 815 © 5 6 22 12 2 4 3|BRRNLpE 4 0 9 0o 2 8 @ 0 0 2 0 0 BRRNLP4S 4
7 9 412 3 2 817 9 5 6 22 12 2 4 3]|BRRNLPI6 |4 010 4 2 8 8 0 0 2 0 0 RNLP34 4
7 9 412 3 2 816 B8 5 6 21 14 2 4 3 BRRNLFIZ 4 0 9 4 2 81 0 0 0 4 3 BRRNLP39 4
810 416 3 2 717 8 5 6 29 15 2 4 3 BRRNLPS4 4 010 4 2 7 8 5 6 2 4 4
713 414 3 2 717 8 5 B 23 15 2 4 3 BRRNLP20 4 010 4 2 7 8 5 6 2 4 4
o 8 9 413 3 2 720 B 5 6 20 15 2 4 3 BRRNLP23 4 0 9 4 2 8 9 5 6 2 4 3 BRRMLPS3 4
‘i: 711 411 3 2 8 2412 5 6 20 13 2 4 3 BRRNLpE 4 0O 9 4 2 810 5 7 1 5 0 BRRMLP4S 1
7 8 411 3 2 818 12 0 0 16 13 2 4 3 BRRNLP4S 4 012 4 2 8 8 4 6 2 0 o0 RNLP28 3
{ 7 0 416 3 2 717 8 5 6 30 15 2 4 3 BRRNLPI5 4 011 4 2 8 9 4 6 2 0 0 BRRNLP37 3
7 0 414 3 2 821 9 5 6 26 12 2 4 3 BRRNLPEGE 4 011 4 2 8 9 0 6 2 0 o BRRNLP49 3

Figura 27 - A diversidade genética de M. leprae representada por dendrograma baseado em VNTRs para 33 amostras de Mossord, Rio Grande do Norte,
Brasil. O dendrograma UPGMA baseado em uma matriz de similaridade foi criada usando o coeficiente de similaridade categérica no nimero de cépias
alélicas dos VNTRs, sendo 16 VNTRs (A) ou 11 VNTRs (B). Destacadas em vermelho e em azul estdo as as amostras mais relacionadas.
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Ao se incluir os genotipos das estirpes de M. leprae oriundas das amostras de pacientes
de outros estados da regido Norte e Nordeste do Brasil, a analise comparativa destas, com as
estirpes obtidas dos pacientes de Mossord, RN, evidenciou que o perfil de agrupamento para o0s
368 isolados de pacientes analisados mostra uma grande diversidade genética. Assim, com base
nos 16 VNTRs, todos os perfis foram Unicos, sem evidenciar a formacao de clusters (figura 28).

MST baseada em 16 VNTRs

Colorido por estado Colorido por regido

B Nordeste
[ Norte

O0EomED@

Figura 28 - Diversidade genética de Mycobacterium leprae representada por uma “Minimum
Spanning Tree” (MST) baseada na anélise de repeticGes em série varidveis (16 VNTRs) para
368 amostras clinicas de pacientes do Norte e Nordeste do Brasil. Cada circulo representa um
gendtipo.
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Ja com base nos 11VNTRs observou-se a formacédo de dois grandes clusters, nos
quais as estirpes de M. leprae oriundas de pacientes do RN, nordeste do Brasil se
agruparam com estirpes de M. leprae oriundas de pacientes de outros dois estados da
regido Nordeste, Ceard (CE) e Pernambuco (PE), bem como com estirpes de M. leprae de
pacientes de Rondénia, regido do Norte do Brasil (figura 29).

MST baseada em 11 VNTRs

Colorido por estado
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o
: B Nordeste
- [] Norte °
O
O
I
TN
oW g
@
.O/

Figura 29 - Diversidade genética de M.leprae representada por uma arvore de variacéo
minima (MST) baseada na analise de repeticdes em série variaveis (11 VNTRs) para 368
amostras clinicas humanas do Norte e Nordeste do Brasil. Cada circulo representa um
gendtipo, com o tamanho do circulo diretamente proporcional ao nimero de estirpes com
gendtipos correspondentes.
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5.7. Anédlise comparativa entre 0s genotipos das estirpes de M. leprae oriundos de
tatus e pacientes.

5.7.1. Criacdo do banco de dados referentes a gendtipos determinados para
isolados de pacientes e animais

O banco de dados utilizados nas analises comparativas consistiu em incluir, além
dos gendtipos determinados para amostras de animais [Al — A7 (RN) e A24 (SP)] , bem
como para os pacientes de Mossord (RN), um banco de dados gerados com todos os
genotipos reportados na literatura referentes a amostras de pacientes dos estados
brasileiros CE, MT, PA, PE, RJ, RO e SP. Além disso, genotipos reportados referentes a
pacientes da China, Colémbia, EUA, Filipinas, india, Tailandia e Venezuela também
foram incluidos. Em relacéo aos gendtipos referentes as amostras de tatu reportados na
literatura, inclui-se, aqueles isolados de tatus D. novemcinctus dos EUA.

5.7.2. Diversidade alélica dos marcadores VNTRSs na populacéo brasileira

O resultado da diversidade alélica (h) para as 728 amostras brasileiras, incluindo
amostras deste estudo, bem como de publicacfes anteriores, demonstrou uma variagdo
entre -0,005 e 1, com a distribuicdo do nimero de copias de 1 para 36. Entre os
marcadores altamente discriminatérios, quatro [(AT) 15, (TA) 18, (AT) 17 e (GAA) 21]
demonstraram um h = 1, e entre 0s pouco discriminatorios, o locus 6-3 foi h = -0,005
(tabela 12).
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Tabela 12: Diversidade alélica de 16 loci de VNTRs e conjunto de loci de VNTRs utilizados nas analises comparativas entre
populacdes de tatus e pacientes

Loci

(AT)18
(AT)15
(AT)17

(GAA)21
(GTA)9
(TA)10
(AC)8a

12-5
(AC)9
27-5
6-7
18-8
(AC)8D
23-3
(GGT)5
21-3
6-3

Total de
amostras

675
608
696
728
691
745
718
703
720
699
686
176
687
729
717
723
218

h

1,000
1,000
1,000
1,000
0,931
0,856
0,68
0,597
0,557
0,522
0,462
0,429
0,363
0,07
0,064
0,007

0,005

Concluséao

Altamente discriminatorio
Altamente discriminatorio
Altamente discriminatorio
Altamente discriminatorio
Altamente discriminatorio
Altamente discriminatorio
Altamente discriminat6rio
Moderadamente discriminatorio
Moderadamente discriminatorio
Moderadamente discriminatorio
Moderadamente discriminatorio
Moderadamente discriminatorio
Moderadamente discriminatorio
Pouco discriminatorio
Pouco discriminatorio
Pouco discriminatorio
Pouco discriminatorio

X X X X X

XXX X X X XX XXX

Presente
estudo

X

XX X X X X X X X X

16VNTRs 11VNTRs 10VNTRs 4VNTRs

Presente
estudo

Truman
et al.

2011

X

X X X X X

X X X X
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5.7.3. Anélise genotipica comparativa com base em VNTRs

A variabilidade genética de isolados de M. leprae com base no polimorfismo dos
diferentes 16 VNTRs foi determinado atraves de FLA (“Fragment length analysis™).

Assim, propds-se que isolados oriundos de amostras clinicas de pacientes hansenianos
de diferentes paises e de tatus das espécies E. sexcinctus e D. novemcinctus, oriundos do
Brasil e EUA, respectivamente, fossem submetidas a analise comparativa utilizando como
base, selecdo de marcadores reportados em estudos preliminares, ou seja, 4 VNTRS, proposto
por Lima et al. 2018 e 10 VNTRs, proposto por Truman et al. 2011.

Além disso, duas analises com maior estringéncia (incluindo um maior nimero de
marcadores), baseadas em 11 e 16 VNTRs foram propostas neste estudo.

No total, foram analisadas amostras pertencentes ao banco de dados de genotipos
construidos para este estudo, incluindo amostras de genotipos de M. leprae reportadas para
tatus e pacientes do Brasil e diferentes paises do mundo (China, Colémbia, EUA, Filipinas,
india, Tailandia e Venezuela).

Assim, considerando as analises comparativas baseadas em 4VNTRs, reportada por
Lima et al. 2018, e 10 VNTRSs reportada por Truman et al. (2011), observou-se a formacéo de
quatro “clusters” (C1-C4) compreendendo amostras de animais e humanos provavelmente néo
relacionadas epidemiologicamente, devido a distancia geografica.

A partir da anélise com base em 4VNTRs, um cluster (C1) ocorreu devido a
semelhanca de apenas um marcador, dos 4, uma vez que os demais ndo tiveram resultados.
Assim, este cluster ndo foi considerado valido.

As estirpes de M. leprae de tatus dos EUA agruparam com amostras de pacientes
também dos EUA, bem como isolados de pacientes do Brasil, india, Tailandia, Venezuela e
Coldmbia.

No entanto, ndo agruparam com as estirpes de M. leprae oriundas de tatus do Brasil.
Além disso, as estirpes de M. leprae oriundos de animais do RN, Brasil agruparam com
isolados de pacientes de diferentes paises (C3 e C4), tais como Brasil (PA, CE, RJ e SP),
Filipinas, india, Tailandia, Venezuela, Coldmbia, China (figura 30).
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Figura 30 - Diversidade genética de M. leprae e analise comparativa entre pacientes e animais com base em 4 VNTRSs, proposto por Lima
et al. 2018. A) Uma “Minimum Spanning Tree” (MST) destacando os “clusters” que compreendem amostras animais e humanas. Cada circulo
representa um genoétipo analisado e o tamanho do circulo corresponde ao nimero de isolados com o mesmo gendtipo. Circulos de cor rosa
referem-se a isolados de pacientes e circulos de cor azul referem-se a isolados de tatus. As setas vermelhas indicam a representacdo em
dendograma dos “clusters” (C1 — C4).
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Considerando a analise com base em 10 VNTRs, observou-se que os isolados de M. leprae de tatus dos EUA agruparam pacientes dos
EUA (C1 e C2), bem como com amostras de pacientes do Brasil (2 pacientes do RJ). Os isolados de M. leprae de tatus do RN agruparam com
amostras humanas dos estados CE (n=1) e PA (n= 1), Brasil, bem como da India (n=1) (figura 31).

Figura 31 - Diversidade geneética de M. leprae e analise comparativa entre pacientes e animais com base em 10 VNTRs, proposto por
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Truman et al. (2018). A) Uma “Minimum Spanning Tree” (MST) destacando os “clusters” que compreendem amostras animais e humanas. Cada

circulo representa um genotipo analisado e o tamanho do circulo corresponde ao numero de isolados com 0 mesmo genétipo. Circulos de cor
rosa referem-se a isolados de pacientes e circulos de cor azul referem-se a isolados de tatus. As setas vermelhas indicam a representacdo em

dendograma dos “clusters” (C1 — C4).
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A fim de aumentar a estringéncia da analise comparativa, removeu-se marcadores
altamente discriminatorios (h=1) e pouco discriminatério (h= -0,005), realizando assim,
agrupamentos baseado em 11VNTRs. Esta andlise revelou a formagdo de perfis Unicos e
“clusters”. Vale ressaltar que uma amostra humana (A72), correspondente a um paciente
oriundo do estado do Ceard, foi agrupada com amostras de 3 animais (Al, A4 e A6), oriundos
do estado do Rio Grande do Norte (figura 32).
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Figura 32 - Diversidade genética de M. leprae e analise comparativa entre pacientes e animais com base em 11VNTRs. A) Representa uma
“Minimum Spanning Tree” (MST) destacando os clusters que compreendem amostras animais e humanas. As setas vermelhas indicam os
clusters e a seta azul reporta o destacamento do ““cluster” onde ocorreu agrupamento entre amostras de tatus e humanos oriundos do Brasil. Cada
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refere-se a isolados de pacientes e circulos de cor azul refere-se a isolados de tatus. B) Representacdo do dendrograma referente as amostras de
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Considerando a analise comparativa utilizando todos os 16VNTRs, ndo se observou formagéo de “cluster” entre os isolados de M.
leprae de animais e humanos, devido a limitacdo técnica da analise “Multiple-Locus Variable Number Tandem Repeat Analysis” (VNTR-
MLVA), em possibilitar a determinacdo de nimeros de cépias para todos os 16 VNTRs. Como as auséncias de marcadores sdo identificados
como “0” pelo “software Bionumerics”, tornou qualquer isolado diferentes dos demais consideradas na analise.

No entanto, analisando-se a planilha do banco de dados, e utilizando o isolado referente ao animal (A4), de Afonso Bezerra, RN, como
padrdo, visto que possui nimero de copias determinados para todos os 16 loci, observou-se que o isolado de M. leprae encontrado no animal esta
relacionado ao isolado reportado a amostra humana A751, do estado do Pard, em 14 dos 16 VNTRs.

Vale ressaltar que dentre os 14 loci idénticos entre os isolados de tatu (A4) e paciente (A751), incluem-se quatro loci hiper-variaveis.

Entretanto, estas amostras nao foram agrupadas, devido a varia¢do no locus 27-5 e por ndo ter sido determinado o nimero de copias do marcador
18-8 na amostra de paciente A751 (figura 33).

16 VNTRs
cE3E. 28 Egr . £ 322 Registo Regido Pais Fonte
[ 710 414 3 2 917 9 5 625 11 2 4 3 A4 RN_TO04 RN Brazil Animal
710 4 14 3 2 917 9 4 625 11 2 4 0 A751 Pai 3 PA Brazil Humano

Figura 33 - Genotipagem baseadas em 16 VNTRs para amostra de tatu (A4, RN, Brasil) e paciente (A751, PA, Brasil). O nimero de

copias de 16 VNTRs foram determinados. O significa auséncia de resultado, visto que o nimero de cdpias do marcador ndo pOde ser
determinado.
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5.8. Andlise espacial da area de captura dos tatus E. sexcinctus do Rio Grande do
Norte.

Analisando a distancia entre os pontos de obtencdo dos animais oriundo do RN
avaliados no estudo, observa-se a formacéo de aglomerados entre os animais positivos para
um raio de 2,25 Km, gque corresponde a dispersao diaria de tatus desta espécie, nas regioes
de Afonso Bezerra, Guamaré e Pedro Avelino. Ja em Pendéncias e Macau, 0s animais estéo
mais dispersos, havendo formacao de diferentes pontos de aglomeracéo (figura 34).
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Figura 34 - Mapa da area de estudo. Em vermelho (ponto) estdo os locais de coleta dos
animais e ao redor, o raio de disperséo de 2,25 km. As distancias entre os pontos de coleta sdo
evidenciadas pelas setas azuis e as distancias entre as areas, evidenciados pelas setas pretas

Baseando-se nas caracteristicas ambientais e topograficas da area de estudo,
correlacionadas as coordenadas geogréaficas dos pontos de obtencdo dos animais, avaliou-se o
potencial de disperséo dos tatus E. sexcinctus entre os cinco municipios avaliados, bem como
para municipios limitrofres a area de estudo. Assim, observa-se em algumas areas, sobretudo
em Afonso Bezerra, maiores areas com vegetacao (figura 35).
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Figura 35 - Mapa da area de estudo e avaliagdo da cobertura vegetal da area. Em
vermelho (ponto) estdo os locais de coleta dos animais e ao redor, o raio de dispersdo de 2,25
km. Os valores iguais ou menores a 0 (zero) indicam a auséncia de vegetacao ou solo exposto
(cor clara e roxo, respectivamente). Os valores proximos a 1 indicam grande quantidade de
vegetacdo fotossinteticamente ativa (verde). NDVI —“Normalized Difference Vegetation
Index”, ou IVDN em portugués para Indice de Vegetagio por Diferenga Normalizada.

Vale ressaltar, que em Pedro Avelino, embora tenha baixos indices de vegetacéo,
existem areas mais altas (elevaces) e isto pode dificultar a dispersdo desses animais para 0s
municipios limitrofes (ndo avaliados no estudo) (figura 36).
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Figura 36 - Mapa da area de estudo e avaliacdo da topografia da area. Em vermelho
(ponto) estdo os locais de coleta dos animais e ao redor, o raio de dispersdo de 2,25 km.
SRTM (Shuttle Radar Topography Mission) consiste da imagem de radar originaria da missdo

de mapeamento do relevo terrestre.
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6. DISCUSSAO

Hanseniase € uma das doencgas mais antigas e intrigantes que acometem o homem. A
despeito de todos os esfor¢os da comunidade cientifica e organizagdes ligadas a satde, ainda é
um agravo relevante de satde publica, sobretudo no Brasil. A transmissdo em muitas regides
se apresenta ativa e os fatores associados a sua ocorréncia ainda ndo estdo completamente
elucidados (WHO, 2016, 2018).

Apesar dos estudos epidemioldgicos acerca deste agravo ainda serem focados na
participacdo exclusiva dos humanos no contexto da transmisséo, evidéncias da presenca de M.
leprae em diferentes fontes ambientais, e mais recentemente, infeccdo por M. lepromatosis
em animais, apontam a necessidade de se compreender melhor o papel de fontes ndo-humanas
na epidemiologia da hanseniase (BRATSCHI et al., 2015; TIO-COMA et al., 2019).

Neste contexto, uma abordagem “One Health”, englobando aspectos da satide humana,
animal e ambiental, poderia ser altamente aplicavel para o desenvolvimento de estratégias
mais eficazes para 0 manejo e controle da hanseniase (THIRUNAVUKKARASU et al.,
2017).

A descoberta de populagbes naturalmente infectadas de tatus de Dasypus
novemcinctus nos EUA, na década de 1970, foi inicialmente considerada vantajosa para a
pesquisa sobre a hanseniase, na medida em que forneceu aos pesquisadores um sistema
modelo para a cultivo do organismo (SHARMA et al., 2013).

Além disso, é valido reportar que acredita-se que a infeccdo de tatus por M. leprae
tenha sido um evento relativamente recente (nos Gltimos 500 anos), ocorrido devido a
colonizacdo das Américas por europeus e pela introducdo forcada de africanos escravizados.
Assim, cada povo teria levado consigo seus patdgenos associados e os transferidos aos
animais. (BALAMAYOORAN et al., 2015).

A recente confirmacdo da hanseniase zoondtica envolvendo D. novemcinctus no sul
dos EUA (TRUMAN et al., 2011), fornece um exemplo de como atividades antropogénicas
invasivas, quase inevitavelmente, resultam em consequéncias imprevistas para futuras
geracOes de seres humanos e animais. Além disso, resultou em uma mudanca de paradigma na
maneira como a hanseniase é reportada, reforcando a necessidade de se atentar para as
possiveis fontes ndo-humanas de infecgéo.

Evidéncias ao longo da historia da susceptibilidade de tatu D. novemcinctus a infec¢éo
por M. leprae, a descoberta destes mamiferos naturalmente infectados, conferiu a este
mamifero, destaque nas investigacdes relacionadas a fontes ndo-humanas de M. leprae
(SHARMA et al.,, 2013; TRUMAN et al., 2011). Além disso, dentre os hospedeiros
susceptiveis a infeccdo, tatus sdo Unicos que reproduzem a patogenia relatada em humanos
(SHARMA et al., 2013).

A aceitagdo destas evidéncias pela comunidade cientifica foi pautada na aplicacdo
rigorosa de métodos soroldgicos, moleculares e histopatoldgicos, 0s quais inicialmente
propuseram um provavel papel reservatorio dos tatus para M. leprae (CARDONA-CASTRO
et al.,, 2009; DEPS et al., 2008; TRUMAN et al.,, 1986, 2011; WALSH; MEYERS;
BINFORD, 1986) e posteriormente, combinando ferramentas de biologia molecular e
epidemiologia, confirmaram a carater zoonotico deste agravo (SHARMA et al., 2015;
TRUMAN et al., 2011).

Assim, a aplicagdo cuidadosa de métodos epidemiologicos moleculares tradicionais e
modernos, ajudaram a remover quaisquer duvidas sobre a avaliacdo da hipotese de ocorréncia
da hanseniase zoondtica nos EUA (DOMOZYCH et al., 2016). Neste contexto, novos dados
continuam a ser produzidos nos EUA, proporcionando contribuigdes significativas para nossa
compreensdo destes aspectos epidemioldgicos da hanseniase associados aos tatus
(DOMOZYCH et al., 2016; SHARMA et al., 2015, 2018).
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Portanto, a execuc¢do da pesquisa, bem como os métodos utilizados para interpretar a
poder informativo dos dados realizados nos EUA, tem servido como modelo para pesquisas
futuras sobre este tema em outras regides das Ameéricas, incluindo o Brasil.

Pesquisadores latino-americanos também produziram um corpo substancial de dados
em relacdo ao possivel carater zoondético da hanseniase envolvendo tatus ao longo dos Ultimos
15 anos (CARDONA-CASTRO et al., 2009; DA SILVA et al., 2018; DEPS et al., 2008;
FROTA et al.,, 2012; KERR et al., 2015). No entanto, é evidente, que, em comparagdo aos
estudos norte-americanos, 0s resultados reportados na América Latina sdo
predominantemente sugestivos de uma possivel ocorréncia de hanseniase zoondtica associada
ao tatu, e ndo confirmatérios. As razdes para isto sdo numerosas e incluem aspectos
metodologicos, logisticos, infraestruturais, financeiros e legislativos.

Além disso, € notério que desvendar a dindmica de uma possivel hanseniase zoonética
em algumas regides do Brasil, incluindo o Rio Grande do Norte (RN), pode ser mais
complexo do que no sul dos EUA.

As razbes mais evidentes desta complexidade, podem ser atribuidas ao caréater
heterogéneo da endemicidade da hanseniase no Brasil, onde um mesmo estado, pode
apresentar areas hiperéndémicas, como € o caso do municipio de Mossord, bem como areas
limitrofes ao municipio, ndo-endémicas (DATASUS, 2017). Além disso, ao contrarios dos
EUA, reporta-se no Brasil, uma diversidade maior de espécies de tatu (PEDRINI et al., 2010).

No Brasil, embora haja evidéncias crescentes para apoiar o envolvimento das espécies
brasileiras no contexto epidemioldgico da hanseniase, a extensdo destes achados é
desconhecida. Além disso, dados sobre a infeccdo natural em tatus E. sexcinctus, animal
amplamente cacado em areas rurais do semiarido brasileiro, ainda sdo controversos.

Em alguns estudos, a inclusdo de métodos epidemioldgicos tradicionais na tentativa de
confirmar associacdo entre o contato com tatus brasileiros (caca, criacdo, manipulacdo de
carcacas e consumo de carne) e a infeccdo por M. leprae, produziu dados contraditérios
(BRATSCHI et al., 2015).

Como discutido anteriormente, a aplicabilidade de instrumentos tradicionais (como
por exemplo: questionarios e entrevistas estruturadas) para gerar dados epidemioldgicos em
relacdo a hanseniase tem sido questionado, sobretudo, devido ao carater crénico da doenca.
Assim, esta caracteristica da doenca, limita significativamente a determinacdo de qual evento
especifico e/ou comportamento foi responsavel pelo estabelecimento de uma infeccdo que se
manifestou anos apos a exposicao ao patdgeno.

A fragilidade dessa abordagem epidemioldgica tradicional foi discutida nos estudos
norte-americanos, um vez que os dados fornecidos atraves da aplicacdo das ferramentas
epidemioldgicas moleculares robustas, foram determinantes para a confirmacgdo da existéncia
de infeccdo humana atraves de cepas de M. leprae que circulam em populagdes de tatus.

Além disso, € valido ressaltar que, apesar da evidéncia dos dados de genotipagem,
comprovando o compartilhamento entre as cepas da populacdo animal e humana, muitos
pacientes infectados que também albergavam a cepa, ndo relataram nenhum conhecimento
prévio de contato com tatus (TRUMAN et al., 2011). Um ponto que permanece inexplicado
até agora.

Neste contexto, um outro aspecto precisa ser considerado ao analisar os estudos
publicados abordando esta tematica. Em contraste, com o que foi reportado nos EUA, onde
dados cientificos solidos, puderam confirmar a relevancia em termos de saude publica da
infeccdo em tatus e seu papel como reservatério, no Brasil, o sensacionalismo entrou nas
discussdes sobre a hanseniase zoonotica no territorio brasileiro.

Este fato pode ser exemplificado pela resposta da midia ndo cientifica, em inglés
“popular press”, a publicacdo de um estudo realizado no norte do estado do Para, Brasil, em
2018 (DA SILVA et al., 2018a). Neste estudo, 0 DNA de M. leprae foi detectado em 10 das
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16 espécimes de D. novemcinctus analisadas, usando RLEP-PCR convencional. Além disso,
constituintes da parede celular e DNA micobacteriano também foram identificados através de
técnicas histologicas aplicadas ao baco dos animais.

Entretanto, este dado de infec¢do nos animais, foi apresentado juntamente com dados
epidemioldgicos, pautados na correlacdo entre a resposta sorologica de pacientes a infeccao
por M. leprae, e a informacdo de contato prévio com tatus. Assim, sugeriram que & presenca
de niveis elevados de soro-reatividade em humanos (com base no uso de um ELISA anti-
PGL-1), que viviam na mesma regido dos tatus infectados, estaria associado ao consumo
frequente de carne deste mamifero.

Os autores concluiram, corretamente, que seus achados poderiam ser considerados
evidéncias do potencial reservatério de D. novemcinctus para M. leprae. No entanto, em
contraste com a situagdo nos EUA, nenhuma evidéncia clara foi apresentada para apoiar a
existéncia de hanseniase zoondtica no Para, ou em qualquer outra regido do Brasil.

No entanto, devido ao uso inadequado do titulo do estudo: “Evidéncias de hanseniase
zoonatica no Pard, Amazonia brasileira e riscos associados ao contato humano ou consumo de
tatus™, a imprensa popular relatou que a ligacdo entre os tatus e a hanseniase humana estaria
ocorrendo no Brasil, respaldado cientificamente.

Desde a divulgacdo dos dados, atrelados a um titulo inadequado, varios relatorios
foram publicados “on-line”, incluindo a pagina brasileira da “National Geographic” (National
Geographic, 2017). Esta divulgagéo disseminou uma representacao imprecisa dos dados.

Além disso, outro agravante a ser mencionado, € a divulgacdo e extrapolacdo, do
percentual de infeccdo nos animais reportados no estudo, o qual foi calculado com base em
um “n” amostral estatisticamente insignificante, para estimar a prevaléncia de M. leprae em
populagdes de D. novemcinctus no Brasil.

Portanto, o que esta sendo reportado, ndo é compativel com os métodos utilizados ou
com os achados apresentados até o momento pela comunidade cientifica que atuam nesta
linha de pesquisa no Brasil. Assim, o carater zoondtico da hanseniase no Brasil precisa ser
investigado com ferramentas mais robustas.

E notdrio que os estudos envolvendo a espécie Dasypus novemcinctus no Brasil e em
outros paises nas Américas, tem sido reportados mais frequentemente ao longo dos anos de
investigacdo do papel destes mamiferos como reservartorio.

Devido a impossibilidade de cultivar o patégeno in vitro, a evidéncia de infeccdo em
tatus selvagens tem sido realizada através de analises sorolégicas, moleculares, clinicas e
histopatoldgicas (CARDONA-CASTRO et al., 2009; DA SILVA et al., 2018; DEPS et al.,
2008b; FROTA et al., 2012).

No entanto, em regides brasileiras, sobretudo no semiarido nordestino, a espécie
Euphractus sexcinctus encontra-se sobreposta ao Dasypus novemcinctus. Alem disso, tambeém
sdo comumente cacadas e mantidas em cativeiro para engorda e consumo (ALVES et al.,
2009; KERR et al., 2015).

Dada a diversidade de tatus coexistindo na natureza, acredita-se que a auséncia de
registros em outras espécies seja resultado de uma baixa investigacdo. Portanto, no presente
estudo, procurou-se investigar infeccdo natural por M. leprae em Euphractus sexcinctus de
diferentes municipios do RN, os quais embora estejam proximos a areas de alta endemidade,
como 0 municipio de Mossord, sao considerados ndo-endémicos para hanseniase
(DATASUS, 2017).

Para isto, além de empregar métodos soroldgicos e moleculares, como usado
anteriormente por outros pesquisadores sul-americanos (CARDONA-CASTRO et al., 2009;
DEPS et al., 2008; DEPS; ANTUNES; TOMIMORI-YAMASHITA, 2007; FROTA et al.,
2012), incluiu-se ferramentas de epidemiologia molecular (usando analises VNTR e SNP), a
fim de caracterizar os isolados de M. leprae circulantes nos animais, e possibilitar a base para
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uma comparacao dos gendtipos de M. leprae circulantes dentro do territorio brasileiro e
demais regides reportadas.

Neste contexto, um dos objetivos primarios do estudo, foi produzir dados de
genotipagem, analisando isolados de M. leprae circulantes em pacientes do municipio de
Mossoro, RN, a fim de preencher uma lacuna no banco de dados atual, o qual reporta os
genotipos de M. leprae circulantes em pacientes de diferentes regides brasileiras.

Além disso, buscou-se investigar a infeccdo natural por M. leprae em 20 tatus da
espécie Euphractus sexcinctus, oriundos de 5 diferentes municipios do Rio Grande do Norte,
Brasil (figura 11). Vale ressaltar, que a decisdo em se implementar a genotipagem no estudo e
produzir dados de genotipagem comparativa, foi motivada pela necessidade de se reforcar esta
vertente atual de pesquisa, a qual busca compreender o papel de fontes ndo-humanas de M.
leprae na disseminagdo do agravo. Assim, com dados mais robustos se alavanca as
discuss0es e retira a tematica do seu carater sugestivo.

Neste contexto, a inspecdo clinica de 20 tatus Euphractus sexcinctus no presente
estudo, forneceu algumas evidéncias de sinais clinicos como: esplenomegalia (20%), lesdes
ulcerativas palmares, plantares e no fuco (30%) e linfadenopatia (35%) (tabela 5, figuras 17 e
18). No entanto, embora possam estar associadas a outras inimeras causas, estes sintomas tém
sido correlacionados com a infeccdo por M. leprae em tatus da espécie D. novemcinctus por
outros autores (BALAMAYOORAN et al., 2015; DEPS et al., 2008b; FROTA et al., 2012;
SHARMA et al., 2013).

Embora Walsh et al. (1975) tenham reportado que 49 animais da Lousiana, EUA,
evidenciavam lesdes idénticas a hanseniase experimental, anos depois, 0s estudos apontaram
gue os achados clinicos em D. novemcinctus infectados naturalmente ndo sdo frequentes. Em
50 animais encontrados na Lousiana e Texas, somente 5/50 (10 %) apresentavam evidéncias
clinicas de infeccdo. (WALSH et al., 1886).

Sharma et al. (2013) reportam que, embora inespecificos, lesdes ao redor dos olhos,
nariz e patas sdo os sinais mais comuns em D. novemcinctus infectados por M leprae. Além
disso, em infeccBes experimentais, lesdes plantares ulcerativas sdo comuns nos ultimos
estagios de infeccdo (SHARMA et al., 2013).

Além disso, um animal (T02) do presente estudo, apresentou hemodilui¢do. Em tatus
D. novemcinctus se reporta a ocorréncia de profunda anemia em animais infectados
experimentalmente (TRUMAN;SANCHEZ, 1993; SHARMA et al., 2013). Outra alteracédo
digna de nota e reportada somente um animal analisado (T17), foi a evidéncia macroscopica
de esteatose hepatica (tabela 5, figura 18).

Reportou-se recentemente a ocorréncia de esteatose hepatica em quatro tatus E.
sexcintus que viviam ilegalmente em cativeiro, mas foram obtidos da natureza nos estados do
Piaui (n=1) e Rio Grande do Norte (n=3) (BATISTA et al., 2019; SILVA et al., 2018).

Embora as causas para esteatose sejam inUmeras, nestes trabalhos associaram
principalmente a dieta desequilibrada e condicdo de obesidade dos animais, visto que tatus
criados em cativeiros, sdo mantidos em barris, com espago restrito, sendo muitas vezes
submetidos a alimentacéo inadequada e em grande quantidade. O intuito é a engorda, abate e
posterior consumo da carne.

No entanto, os animais reportados neste estudo, inclusive o que apresentou esteatose
hepética, haviam sido recentemente retirados natureza, ndo estando em condicdes de cativeiro
e obesidade, ja que o peso médio desses animais era de 1,645 Kg (SD 0,491), caracteristico de
animais filhotes desta espécie (MEDRI, 2008) (tabela 4).

Vale ressaltar que, dentre as causas reportadas para esta alteracdo hepatica, incluem-se
a infeccdo sistémica por Mycobacterium spp. e Leishmania spp (SHIMIZU, 2008; SILVA et
al., 2018). Alem disso, este mesmo animal apresentou evidéncias de esplenomegalia e lesdes
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de pele. Vale ressaltar que lesdes de pele podem ser atribuidas ao habito escavatério destes
animais, ou ocasionadas durante o0 manejo e caca (SILVA et al., 2018).

N&o existem estudos de infeccbes experimentais por M. leprae em tatus da E.
sexcintus que reforcem a associacdo destes achados a patogenia da doenca nesta espécie
animal. No entanto, devido a utilizacdo de D. novemcinctus para o cultivo de M. leprae, uma
quantidade substancial de informacgdes acerca da patogenia decorrente da infeccdo por M.
leprae nesta espécie foram reportadas.

Além disso, os impactos negativos da infecgdo por M. leprae em populacdes de tatus
D. novemcinctus, em relacdo ao desenvolvimento, reproducdo e longevidade foram
recentemente descritos no sul dos EUA (OLI et al., 2017). Assim, demonstraram claramente
que mais atencdo deve ser dada a compreensdo da dinamica de infeccdes por M. leprae em
tatus de outras espécies e em outras regides das Ameéricas, as quais reportam infeccdes
naturais nestes animais, incluindo Argentina, Brasil, Colémbia e México (DA SILVA et al.,
2018a; DEPS; ANTUNES; TOMIMORI-YAMASHITA, 2007; FROTA et al., 2012).

Pesquisas prévias empregando o método RLEP-PCR e, em menor grau, técnicas
soroldgicas, para examinar populacGes de tatus (principalmente D. novemcinctus), para a
presenca do M. leprae em varias regides do Brasil e na Colémbia, geraram achados
contraditérios (CARDONA-CASTRO et al., 2009c; DA SILVA et al., 2018b; DEPS et al.,
2008b; FROTA et al., 2012)

Neste estudo, os dados soroldgicos, com base na utilizacdo de ELISA anti-PGL-I,
indicaram que 20/20 (100%) dos tatus estavam infectados com M. leprae. Ja os niveis de
deteccdo registrados com os testes rapidos de fluxo lateral (FL), foram 17/20 (85%) e 16/20
(80%), para o NDO-LID® e ML flow, respectivamente (tabela 8). Estes niveis de
positividade, excederam aqueles relatados até 0 momento usando métodos soroldgicos para
analisar espécimes de D. novemcinctus capturados no Brasil (DEPS et al., 2008; DEPS;
ANTUNES; TOMIMORI-YAMASHITA, 2007) ou nos EUA (SHARMA et al., 2015).

Analisando amostras de soro de 47 tatus Dasypus novemcinctus de areas endémicas do
Estado do Espirito Santo, Deps et al. (2008b) observaram que o percentual de positividade de
anticorpos neste estudo foi de 10,6% (5/47), utilizando um ELISA anti-PGL-I, percentual
menor do que o encontrado no estudo no Texas (16%) e outros que analisaram 216 tatus da
Flérida e Louisiana (27/216 = 12,5%) (TRUMAN; JOB; HASTINGS, 1990)

No presente estudo, a confianca na validade dos achados sorologicos foi
aumentada pelo alto grau de concordancia entre os trés métodos que incorporaram a deteccao
de IgM anti-PGL-1. Além disso, foi observado posteriormente, que 100% das amostras de
figado destes animais eram reprodutivamente positivas, pela presenca de DNA de M. leprae.

O ELISA é considerado o método imunolégico padrdo ouro para detecgdo e
caracterizacdo da infeccdo por M. leprae em humanos e tatus (DEPS et al., 2008a; FRADE et
al.,, 2017). No entanto, o uso de métodos alternativos, particularmente, testes de fluxo
imunocromogénicos posteriores (FL), tem sido relatado por varios autores (DEPS;
ANTUNES; TOMIMORI-YAMASHITA, 2007; DUTHIE et al., 2014; HUNGRIA et al.,
2016; MARCAL et al., 2018) e hd um consenso geral de que esses testes sdo valiosos como
um componente de programas integrados de vigilancia, onde o acesso a infra-estrutura
necessaria para realizar o ELISA nédo esta disponivel. No presente estudo, avaliamos dois
testes de FL comercialmente disponiveis, especificamente os sistemas ML-flow e NDO-
LID®.

Em contraste com o sistema de fluxo ML, o teste NDO-LID ® ndo foi utilizado
anteriormente para avaliacdo soroldgica de tatus. Na auséncia de um precedente, considerou-
se essencial realizar uma avaliagdo do teste NDO-LID ® utilizando soro de tatus
D. novemcinctus, previamente avaliados por ELISA anti-PGL-1 e ELISA anti-LID1
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Por um lado, a correlacdo verificada entre o anti-PGL-1 ELISA e aNDO-
LID ® teste mostrou ser altamente significativa, com apenas um Gnico possivel falso negativo
e dois aparentes falso-positivos (tabela 6A). Por outro lado, a concordancia com o ELISA
anti-LID1 foi menos convincente, especificamente devido o nimero de possiveis falsos
negativos (8/22), o qual foi considerado inaceitavelmente alto (tabela 6B).

No caso de ambos os ensaios, a revisdao dos valores de D.O., demonstrou que as
possiveis amostras falso-positivas foram considerados amostras negativas limitrofes (em
relacdo aos valores de corte dos dois ELISAs (tabela 6).

Em termos praticos, falsos positivos nos testes FL resultariam em custos
desnecessérios associados ao transporte de material para laboratérios centralizados
capacitados para a execucdo do ELISA. No entanto, a existéncia de falsos negativos seria
mais problemética, uma vez que tais amostras ndo seriam identificadas para analise
posterior. Assim, pelo menos em teoria, 0s animais infectados seriam deixados em circulacao,
0 que poderia resultar num risco potencial para a transmissdo zoondtica.

No entanto, é valido ressaltar que o teste NDO-LID detecta ambos antigenos, e o
desempenho deste teste na analise de soros de tatus D. novemcinctus na detec¢do de resposta
anti-PGL-I IgM foi altamente satisfatdrio, justificando sua inclusdo na avaliacdo comparativa
posterior realizada com E. sexcinctus.

As discordancias observadas entre os testes de FL e o anti PGL-I-ELISA, quando
aplicado aos soros E. sexcinctus, foram indicativas de resultados falsos negativos para ambos
os testes de FL. Esta hipotese foi apoiada pela deteccdo de DNA marcador amplificavel em
todas as amostras negativas para FL. Na maioria dos casos, as amostras falso-negativas
apresentaram menor reatividade no ELISA em relacdo as amostras que foram
inequivocamente positivas nos testes de FL (tabela 8).

Pode ser o caso, que 0s animais negativos FL estavam nas fases iniciais de infec¢do
com M. leprae, resultando em niveis de soroconversdo abaixo do limite de deteccdo dos
testes. No caso especifico da amostra T03, a negatividade pode estar ligada ao fato de que
esse animal morreu durante o periodo de aclimatacdo e que o atraso no processamento, em
relacdo aos demais, pode  ter levado a  degradacgdo post-mortem
de imunoglobulinas séricas, como relatado para raposas na Escandinavia (TRYLAND et al.,
2006).

A observacdo de que duas amostras (T02 e T14) foram positivas no teste NOD-
LID ® e negativa para o teste de fluxo ML (tabela 8), foi intrigante, pois uma das amostras
apresentou um valor OD elevado e ambas foram positivas paraa presenca de DNA
de leprae. Os dados moleculares acoplados a natureza prontamente interpretavel do teste OL,
apoiaram a positividade registrada no ELISA e indicaram que ambas as amostras podem ter
contido uma fonte de material inibitorio que interferiu com a funcionalidade do teste de fluxo
ML.

Vale ressalatar, que os resultados negativos podem ter emergido da diferenca na
composi¢do do antigeno (tri-oligossacarideo em vez de di-oligossacarideo) usado no sistema
de fluxo ML, como discutido por outros autores (MOURA et al., 2008)

No entanto, independentemente da explicacdo, com base nas evidéncias disponiveis,
concluiu-se que essas amostras representavam resultados falso-negativos, que classificavam o
sistema de fluxo ML como marginalmente menos confiavel do que o teste NDO-LID ®. As
limitacOes do teste de fluxo ML para teste sorolégico humano de hanseniase foram discutidas
recentemente por HUNGRIA et al. (2016), mas a falsa negatividade ndo foi identificada como
um problema.

Em contraste com amostras de T02 e T14, a amostra TO7 era positiva por ELISA (OD
0,255) e no ML Flow, mas classificado como negativo no teste NOD-LID ®. Os dados
moleculares, apoiam a positividade dos testes soroldgicos e indicam que o resultado foi
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reprodutivel. A ocorréncia de falso negativo no teste NOD-LID ® pode refletir um mecanismo
inibitério indeterminado. Um nivel aceitavel de discordancia entre ELISA e o teste NOD-
LID ® foi observado para amostras de soro humano analisados por Frade et al., (2017), que
concluiram que o valor pratico do teste de fluxo lateral estava associado ao seu uso como
ferramenta de triagem, em vez de um método definitivo para prever o status da infeccao.

Assim, neste estudo, a utilizacdo de ferramentas soroldgicas, indica que além do teste
de fluxo lateral MLflow, o NDO-LID ® (OL hanseniase) pode ser utilizado para triagem
soroldgicas e avaliacdo conveniente, rapida e confiavel de populagdes de tatus brasileiros. A
relevancia desses achados se da pela simplicidade de uso, exigéncia de treinamento minimo,
facilidade de interpretacdo (particularmente no caso do teste NOD-LID®), capacidade de
realizar analises ndo letais em campo, reprodutibilidade comprovada e alto nivel de
concordancia com o método imunodiagndstico considerado padrdo ouro (ELISA anti-PGL-1).

Recomendagdes para 0 uso do teste NDO-LID ®, como uma ferramenta de triagem
para hanseniase humana, foram recentemente propostas por pesquisadores brasileiros com
base em uma avaliacdo robusta de mais de 400 amostras (FRADE et al., 2017b).

No entanto, dado o numero limitado de amostras testadas neste estudo (n=20), seria
imprudente sugerir que os testes de fluxo lateral pudessem ser vistos como uma ferramenta
para a identificacdo definitiva de animais infectados. Portanto, a recomendagdo seria
empregar estes testes para rastreamento inicial ndo invasivo, em situacdes em que 0 acesso a
abordagens diagnosticas centralizadas e altamente equipadas ndo seja uma opc¢do. Além disso,
em consonancia com a legislacdo brasileira que se refere a protecdo da vida selvagem, a
utilizacdo destes testes poderd preceder e orientar decisdes em relacdo a exigéncia de
amostragem letal de tecidos internos desta espécie animal para exames moleculares
e/ou histopatoldgicos.

Embora os dados soroldgicos indiquem alto percentual de infecdo, a despeito das
técnicas disponiveis para a identificacdo de infeccdo por M. leprae em tatus, evidenciou-se a
presenca de DNA de M. leprae no tecido hepatico dos 20 animais E. sexcinctus. Tal achado
foi obtivo através da utilizacdo do elemento repetitivo multi-cdpia especifico de M. leprae
(RLEP), como alvo em ensaios de PCR convencional e NESTED PCR, quando considerado
necessario.

Assim, em concordancia com os dados de ELISA anti-PGL1, a analise molecular por
RLEP-PCR confirmou infeccdo em 20/20 (100%) dos animais analisados (figura 25).

Avaliagfes da carga bacteriana presente em D. novemcinctus infectados
experimentalmente  apontam que concentracdes de 10° a 10' M. leprae/ grama de figado,
baco ou linfonodos podem ser encontrados (JOB, 2000; TRUMAN, 2008). No entanto, nao se
sabe se niveis semelhantes de crescimento bacteriano sdo encontrados em animais
naturalmente infectados.

Dados produzidos por métodos moleculares (variacdes de RLEP-PCR), avaliando
tatus naturalmente infectados, demonstraram a presenca do DNA de M. leprae em varios
tecidos (figado, bago, linfonodo, orelha, pele, sangue) (DA SILVA et al.,, 2018a; DEPS;
SANTOS; YAMASHITA-TOMIMORI, 2002; FROTA et al., 2012). Curiosamente, 0 uso de
ferramentas de histoquimica (DAPI, SYBR gold e Fite Faraco) e realizacdo de anélises
imunohistoquimicas de fragmentos de bagos oriundos um espécime infectado naturalmente,
PCR positivo, de D. novemcinctus, capturado no Pard, indicou que a carga bacteriana foi
baixa (DA SILVA et al., 2018).

Analisando diferentes tecidos de D. novemcinctus e E. sexcinctus, atraves de RLEP
PCR, Frota et al., (2012), encontraram maior percentual de infecdo em orelha, figado, nariz e
baco, respectivamente. Ja Da silva et al., (2018) reportaram que tatus positivos para RLEP,
quando analisado o bago, também foram positivos para RLEP no analise de figados. Alem
disso, quando a andlise era negativa, ambos tecidos também foram negativos para RLEP.
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No presente estudo, a analise molecular, aponta positividade em 100% dos figados
analisados. Vale ressaltar que um total de 18 das 20 amostras foram detectadas diretamente
usando a PCR convencional, e uma unica amostra (T19), ndo produziu o amplicon nas PCRs
iniciais. No entanto, apds a diluigdo (1:10), também foi positiva para o biomarcador RLEP.
Este resultado sugeriu que o figado desse animal continha um inibidor de PCR que néo foi
removido usando o Kit Qiagen.

Além disso, uma amostra adicional (T16) foi registrada como negativa mesmo apos a
diluicdo do DNA. No entanto, quando submetida ao NESTED PCR, evidenciou positividade
(figura 25). Vale ressaltar que esta amostra demonstrou 0 menor valor de DO no ELISA anti-
PGL-I e foi registrada como negativa em ambos os testes de FL (tabela 8)

Embora exista diferentes alvos, a predilecdo pela escolha do alvo RLEP deve-se a
presenca de multiplas copias (37) deste alvo no genoma do bacilo, aumentando a chance do
anelamento e amplificacdo (TURANKAR et al., 2015)

Os estudos realizados em diferentes paises, bem como no Brasil, utilizando RLEP
como alvo nas analises moleculares de infeccdo por M. leprae em tatus, utilizam protocolos
baseados nos estudos de Donoghue et al. (2011) e Frota et al., (2012), os quais diferem nos
iniciadores e ciclagem, utilizados, essencialmente (FROTA et al., 2012).

No presente estudo, comparando a sensibilidade de ambos sistemas, os dados
evidenciaram que o sistema proposto por Frota et al., 2012 foi mais sensivel, sendo capaz de
detectar 5 fg (figura 22).

Além disso, mais uma vez, este nivel de deteccdo molecular superou os niveis de
infeccédo registrados anteriormente em exemplares brasileiros
de D. novemcinctus e E. sexcinctus, utilizando RLEP-PCR (DA SILVA et al.,, 2018; FROTA
etal., 2012; PEDRINI et al., 2010).

Frota et al., (2012), embora tenham realizado a analise em tatus oriundos do Ceara,
estado limitrofe ao Rio Grande do Norte, no nordeste brasileiro, bem como implementado um
sistema mais sensivel do que aquele proposto por Donoughe et al. (2001), detectaram
positividade em 21% (6/29) dos animais, sendo 5/27 da espécie D. novemcinctus e 1/2 da
espécie E. sexcinctus.

Em um estudo anterior, publicado em 2010, fragmentos de tecidos de 22 tatus da
espécie E. sexcintus capturados no sudeste e no centro-oeste brasileiro, foram analisados
através RLEP PCR, mas ndo apresentaram positividade. Além destes, o referido estudo
também ndo reportou infeccdo em tatus das demais espécies analisadas, incluindo tatus da
espécie D. novemcinctus (n=18) (PEDRINI et al., 2010)

Em contrapartida, uma investigacdo de infeccdo por M. leprae em tatus D.
novemcinctus oriundos de uma regido hiperendémica para hanseniase, localizada no Par3,
regido Norte brasileira, o percentual de infeccdo encontrado foi de 62% (10/16), usando o
mesmo alvo molecular (DA SILVA et al., 2018).

Ensaios quantitativos de PCR em tempo real (gPCR), sendo considerados mais
sensiveis quando comparados ao PCR convencional, tem sido utilizado para diagnéstico de
hanseniase utilizando biopsias de pele de pacientes, apresentando alta sensibilidade (100%)
para pacientes multibacilares (MB > 5 lesdes) e 84,6% de sensibilidade para pacientes
paucibacilares (PB <5 lesdes) (TRUMAN et al., 2008).

O estudo mais recente, envolvendo investigacdo de infecgdo por M. leprae em tatu,
utilizou RLEP PCR em tempo real na analise de tecidos em 12 animais oriundo de Coari,
Amazonas. No entanto, embora sejam tatus da espécie D. novemcictus oriundos de area
hiperendémica para a doenca, limitrofe ao estado do Pard, o qual reportou 62% de infeccéo
em tatu galinha, nenhuma positividade nestes animais foram evidenciadas (STEFANI et al.,
2019).
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Além disso, nos estudos reportados para os animais da espécie D. novemcinctus
oriundos dos EUA, autores apontam que ao contrario do que se observa entre humanos, a
grande maioria dos tatus parecia ser susceptivel a infeccdo. Ocorrendo resisténcia em um
percentual em torno de 15 — 20% dos animais (BALAMAYOORAN et al., 2015).

Embora os dados do presente estudo também corroborem com evidéncias de altos
indices de infeccdo, o conhecimento sobre infeccdo e patogénese de M. leprae em
E. sexcinctus é muito limitado quando comparado com o grande corpo de trabalho produzido
a partir de infec¢Ges experimentais e naturais de D. novemcinctus.

De qualquer forma, a abordagem adotada, pautada em multiplos métodos de deteccéo,
claramente apoiam os achados de Frota et al. (2012), que reportaram pela primeira vez
infeccdo em 1/2 E. sexcinctus no Ceara, estado limitrofe ao Rio Grande do Norte.

Como evidenciado no presente estudo, a infeccdo por M. leprae resultou na
estimulacdo de uma resposta imune humoral, que pdde ser detectada em todos os casos pelo
ELISA anti PGL-I e na maioria dos animais pelos testes de fluxo lateral. A ultima observacéo,
confirmou o valor de tais testes para vigilancia integrada de infeccdo em tatus como sugerido
anteriormente por Deps et al. (2007).

A presenca de resposta soroldgica, bem como deteccdo do DNA de M. leprae no
figado ou outros tecidos (por exemplo, baco), tem sido considerada uma clara evidéncia do
potencial reservatdrio desses animais. No entanto, vale ressaltar, que como mostrado por Silva
et al., (2018), a quantidade de células de M. leprae que poderiam ser detectadas, usando uma
variedade de métodos de coloracdo, em amostras de baco PCR-positivas (de D. novemcinctus
naturalmente infectados), foi muito baixo.

Além disso, deve-se notar que, nenhum dos estudos realizados na América Latina até
0 momento, demonstrou a presenca de células vidveis do M. leprae em tatus. Como tal, é
impossivel afirmar de forma conclusiva que a presenca de anticorpos ou DNA nestes animais
é prova da sua capacidade de transmitir o0 agente patogénico a outro animal ou humano.

Dessa forma, a avaliagdo da viabilidade do bacilo oriundo de tatus naturalmente
infectados, podera ser executada, utilizando o modelo consolidado, coxim plantar de nu/nu,
bem como utilizando analise molecular do gene RNA ribossdémico 16S (MARTINEZ et al.,
2009; TURANKAR et al., 2016).

Além das observacdes feitas acima, deve-se notar que os estudos realizados até o
momento na América Latina apresentam, no minimo, duas limita¢gdes adicionais quando
comparados aos dados da América do Norte. O primeiro ponto a ser considerado é o baixo
nimero de amostras que foram examinadas na maioria das analises. As raz@es para tal estdo
relacionadas, principalmente as dificuldades associadas a questéo legal de acesso aos animais
silvestres. (BRATSCHI et al., 2015).

Outras limitacdes dos atuais estudos consistem no fato de que a maioria destes, alem
de envolverem poucas amostras, estas nem sempre foram coletadas sistematicamente ou
aleatoriamente. A sensibilidade dos sistemas moleculares utilizados nem sempre foram
reportados nos estudos. Além disso, se observa também, que em alguns estudos, embora o
contato com tatus tenha sido relatado, evidéncias de infec¢do por M. leprae entre populacdes
de tatu locais ou o contato paralelo com casos humanos acometidos pela hanseniase, nem
sempre foram fornecidas ou sistematicamente investigados (BRATSCHI et al., 2015).

Vale ressaltar, que o fato da hanseniase ser um agravo com periodo de incubagdo
longo, dificulta ainda mais a determinacéo de fontes de infeccéo.

No entanto, outra limitagdo bastante relevante associada aos dados latino-americanos é
a auséncia de dados epidemiologicos moleculares. Acredita-se que, assim como reportado nos
EUA, por Truman et al. (2011), somente através da apresentacdo de tais informacGes sera
possivel demonstrar claramente uma correlacdo entre as bactérias presentes nos tatus e
aquelas presentes em populagdes humanas dentro ou além das areas de captura.
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Neste contexto, a ocorréncia de hanseniase zoonoOtica foi comprovado nos EUA
(TRUMAN et al., 2011). No Brasil, diversos estudos tem associado o histérico de contato
com tatu como fator de risco para aquisi¢ao da hanseniase em humanos (CLARK et al., 2008;
DEPS et al., 2008a; KERR-PONTES et al., 2006). No entanto, baseando-se em estudos
epidemioldgicos tradicionais, como estudos de caso-controle e inquéritos epidemiologicos,
por exemplo, ¢ dificil obter uma compreensdo mais aprofundada sobre a participacdo de tatus
na transmissao de M. leprae.

Portanto, estudos de epidemiologia molecular séo ferramentas mais adequadas para
este tipo de investigacdo. Assim, no presente estudo, mediante confirmacdo de infeccdo por
M. leprae nos tatus E. sexccinctus, buscou-se determinar a diversidade genética de M. leprae
circulante em populagdes animais e de pacientes.

A combinacédo do alto poder discriminatério da anélise de VNTR, atrelado a robusta
abordagem da tipagem de SNP para correlacdes filogeogréaficas, tem se mostrado eficaz em
estudos epidemiolégicos moleculares de tuberculose e hanseniase. (FONTES et al., 2017,
TRUMAN et al, 2011), (CARDONA-CASTRO et al., 2009; TURANKAR et al.,
2014)(JAGIELSKI et al., 2016).

No presente estudo estas ferramentas foram utilizadas para descrever a diversidade
genética de M. leprae e investigar, através de analises comparativas, se 0 genétipo de cepas
circulantes na populacdo de tatus do Brasil, estaria associada as infecces em pacientes
hansenianos brasileiros e de outros paises.

Em um primeiro momento, a diversidade genética de tatus, bem como de pacientes de
Mossord, RN, municipio endémico para hanseniase e proximo as regides de origens dos tatus
foram realizadas com base em 16VNTRs e 3 SNPs.

Assim, a diversidade genética de M. leprae, circulante em 24 tatus brasileiros, sendo
tatus E. sexcinctus (n=20) do RN, bem como em 4 D. novemcinctus, oriundos de Alta
Floresta, Mato Grosso (n=3) e S&o Paulo (n=1) foi determinada e apenas oito (Al- A7 e A24)
, 7do RN e 1 SP, possuiam determinagdo do nimero de cdpias para no minimo 10/16 loci
analisados, sendo somente 1 (A4) com cobertura para os 16 alelos (tabela 9 ).

No entanto, embora ndo tenha sido possivel determinar o nimero de cdpia de todos 0s
alelos para a maiorias dos isolados dos animais, observou-se um padrdo conservado destes
alelos dentre os 8 animais, sendo estas amostras selecionadas para a analise comparativa
(tabela 9).

Nos EUA, a transferéncia de M. leprae entre tatus do Sul dos EUA parece ser
altamente eficiente, ja que a cepa de M. leprae, gendtipo (31-2-v1), foi encontrada infectando
tatus em cinco estados dos EUA (TRUMAN et al., 2011). No presente estudo, o padrédo
conversado foi evidenciado nas estirpes de M. leprae oriundas de E. sexcicnctus de diferentes
municipios do RN, e do estado de SP.

No entanto, vale ressaltar, que o isolado oriundo de de SP, apresentou 8 cdpias para o
locus AC 9, semelhante ao tatu oriundo do municipio de Pendéncias, RN (T12). Enquanto que
os demais tatus do RN, que tiveram cobertura para este marcador, apresentaram 9 cdpias.
Além disso, 2 dos 4 marcadores hipervariaveis (h=1), AT15 e TA 18, também foram variaveis
dentre os isolados de animais (tabela 9).

Comparando os genotipos dos isolados de M. leprae circulantes nos tatus brasileiros,
com aqueles circulantes nos animais dos EUA, reportados por Truman et al., (2011), para 0s
quais foram descritos o numero de copias de 10 loci (VNTRs), ambas populacGes
compartilhavam 4/9 loci. Dentre estes marcadores, GGT5, 21-3 e 23-3 sdo poucos
discriminatorios (conservados), enquanto GT9, ¢é altamente discriminatorio (h= 0.931).

Em contrapartida, evidenciou-se variacdo de 1 a 3 cdpias em outros 5/9 marcadores,
sendo 1/5 (AC8a) altamente discriminatorio e os demais moderadamente discriminatorio
(AC8b, AC9, 6-7, 12-5). Estes dados apontam diferencas consideraveis entre os genotipos
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circulantes na populacdo de tatus do Brasil e EUA, baseado em avaliacdo de 9 VNTRs.
Assim, apesar da limitagdo em se determinar o nimero de cdpias para todos 0s 16 VNTRs
analisados, os dados preliminares de VNTRs sugerem a circulacdo de uma cepa restrita a
populacdo de tatu brasileira, sobretudo no Rio Grande do Norte, quando comparada aquela
circulante nos EUA (tabela 10).

N&o foi possivel genotipar os isolados dos animais utilizando SNP (amostras nédo
amplificaram). No entanto, vale ressaltar que um estudo recente mostrou que a cepa
zoondtica de M. leprae (SNP subtipo 3lI), reportada em tatus D. novemcinctus dos EUA, néo
possui nenhuma vantagem de crescimento em comparacdo com a estirpe geneticamente
distante SNP tipo-4P.

A proliferacdo da cepa 4P foi maior do que o crescimento da cepa 3l em tatus
infectados individualmente e nos co-infectados com ambos subtipos, sugerindo assim,
diferencas patoldgicas entre essas duas cepas (SHARMA et al., 2018). Dessa forma, evidencia
a relevancia em se aprofundar a tipagem de M. leprae com base em SNPs.

Dada a inexisténcia de dados reportados para isolados de pacientes da regido Mossoro,
Rio Grande do Norte, foi avaliada a diversidade genética de estirpes de M. leprae de pacientes
desta regido. O municipio de Mossordé € considerado hiperendémico pra hanseniase e
encontra-se préxima aos cinco municipios do RN, nos quais se capturou-se os tatus E.
sexcinctus (n=20). Além disso, a populacdo exibe historico de contato e consumo de tatus
(DATASUS, 2017; BATISTA et al., 2019)

Dentre as 54 amostras obtidas de pacientes do municipio de Mossoro, RN, apenas
59,26% (32/54) apresentaram cobertura para pelo menos 10VNTRs, sendo estas as amostras
incluidas nas analises comparativas posteriores (anexo D). Em relacdo ao género dos
pacientes dos quais os isolados foram obtidos, 43,75% (14/32) eram do sexo masculino e
31,25% (10/32) do sexo feminino. A determinacdo da meédia de idade baseou-se apenas em 13
pacientes, sendo estes pertencentes a uma faixa de idade que vai dos 17 a 76 anos.

Um estudo recente realizado na regido de Mossord, apontou que a razdo de chances
para hanseniase multibacilar foi duas vezes maior para homens em comparacdo as mulheres,
observando-se 0 mesmo para doentes com 60 ou mais anos de idade comparados aos mais
jovens (NOBRE, 2016).

A tipagem por SNPs foi definida para 61,1% (33/54) das amostras de pacientes, visto
que para 18,5% (10/54) néo foi possivel determinar nenhum marcador VNTRS e por isto, ndo
foram incluidas nas analises por SNPs. No entanto, observou que o genotipo mais
predominante foi SNP 4, ocorrendo em 66,6% (22/33) das amostras analisadas, seguido do
SNP 3, ocorrendo em 30,3% (10/33) dos das amostras analisadas. Vale ressaltar que apenas
uma (1/33) das amostras analisadas foi SNP 1 ou 2 (anexo D).

No Brasil, a genotipagem prévia de estirpes de M. leprae oriundos de pacientes nao
relacionados da regido Sudeste do pais, demonstrou uma alta variabilidade genética baseada
em VNTR, bem como predomindncia do SNP-Tipo 3 (FONTES et al., 2009). Em
concordancia com estudos que apontam que SNP-tipo 4 é muito mais frequente na regiao
norte-nordeste do pais (FONTES et al., 2017), o presente estudo também evidenciou a
predominancia de SNP 4 dentre as estirpes de M. leprae obtidas de pacientes de Mossoro.

Ao realizar as andlises comparativas entre os isolados de M. leprae oriundos de
pacientes de Mossord, RN, com base em 16VNTRs e 3 SNPs, cada amostra representou um
perfil distinto que pode ser atribuido aos marcadores VNTRs polimorficos (figura 27A) ou a
auséncia de determinacdo do numero de copias para alguns marcadores.

Vale ressaltar, que um grupo de quatro amostras esteve correlacionadas nas duas
analises (com base em 16 e 11 VNTRSs, respectivamente), mas formaram “clusters” entre si
somente na analise com base em 11 VNTRs. Vale ressaltar, que a amostra BRRNLP13 néo
foi agrupada, devido a uma variagdo de Unico-locus em (AC)8a (figura 27A). Além disso,
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observa-se que a auséncia do marcardor (AC) 8b, entre os isolados de pacientes RNLP31 e
RNLP51, gerou a formagao de “semi-cluster” (figura 27B)

A andlise comparativa, com base em 16 VNTRS, das estipers de M. leprae oriundas
dos pacientes de Mossord, com aquelas de pacientes de outros estados da regido Nordeste e
Norte, evidenciou grande diversidade (figura 28). No entanto, com base na analise de
11VNTRSs, observou-se a formacao de dois grandes “clusters” (figura 29).

Nestes, as amostras de pacientes do RN, regido nordeste brasileira, se agruparam com
pacientes de Fortaleza, Ceara, municipio limitrofe a Mossoro, e Pernambuco, sendo este
estado também pertencente a regido Nordeste. Além disso, isolados de Ronddnia, regido
Norte do Brasil também se agruparam com pacientes de Mossord, Ceard e Pernambuco
(figura 29).

Portanto, além da proximidade geografica entre os estados da regido Nordeste, 0s
fluxos migratdrios bidirecionais historicos entre pessoas do Nordeste e Norte, poderia explicar
esta correlagdo entre as estirpes de M. leprae encontrada nos pacientes da regido Norte e
Nordestes neste estudo (NOBRE et al., 2015)

Apo6s a determinacdo da diversidade genética de M. leprae circulantes na populacdo
animal, bem como em pacientes do municipio de Mossord, RN, estes dados foram
comparados com dados de genoétipos reportados na literatura para pacientes de diferentes
estados brasileiros, diferentes paises, bem como aqueles reportados para tatus dos EUA.

Portanto, as analises comparativas foram realizadas a fim de verificar se as estirpes de
M. leprae circulantes na populacdo de tatus do Brasil e estariam associadas as infeccdes em
pacientes hansenianos brasileiros e de outros paises. Estas analises comparativas foram
realizadas com base na utilizacdo de 16 VNTRs, 10 VNTRs e 4 VNTRs, segundo trabalhos
reportados na literatura (FONTES et al., 2017; LIMA et al., 2018; TRUMAN et al., 2011)

Primeiramente, determinou-se o indice de discriminacdo alélica (HGDI) dos
marcadores, sendo possivel observar que algumas repeticbes apresentaram-se altamente
polimorficas, enquanto outras demonstraram baixo ou nenhum polimorfismo. No presente
estudo, os VNTRs que apresentaram os maiores indices de discriminacdo alélica foram as
repeticbes de dinucleotideos compostas por AT (AT17, AT15, TA18) e o trinucleotideo
GAAZ21 (tabela 12).

Assim, € valido reportar, que este ultimo microssatélite (GAA21) também foi descrito
como sendo altamente polimérfico em um estudo conduzido na Tailandia, no qual o poder
discriminatorio de 14 VNTRs foi avaliado através da analise de bidpsias de pele e esfregagos
dérmicos de pacientes hansenianos. Neste mesmo trabalho, repeticdes de dinucleotideos como
AT17, AT15 e TA18 também apresentaram as maiores taxas de diversidade alélica, assim
como reportado em outro estudo (FONTES et al., 2017).

As andlises comparativas baseadas em 4VNTRs, reportadas por Lima et al. 2018
(Figura 30), e 10 VNTRs (Figura 31), reportada por Truman et al. (2011), evidenciaram a
formagdo de quatro clusters (C1-C4) compreendendo amostras de animais e humanos
provavelmente ndo relacionadas epidemiologicamente, devido a distancia geografica.

A partir da analise com base em 4VNTRs, um cluster (C1) ocorreu devido a
semelhanca de apenas um marcador, dos 4 analisados, uma vez que os demais ndo tiveram
resultados. Assim, este cluster ndo foi considerado valido. As estirpes de M. leprae de tatus
dos EUA agruparam com amostras de pacientes também dos EUA, bem como isolados de
pacientes do Brasil, india, Tailandia, Venezuela e Colémbia.

No entanto, ndo houve agrupamente entre os isolados de M leprae oriundos de tatus do
dos EUA e do Brasil. Além disso, os isolados de M. leprae oriundos dos animais do RN,
agruparam com isolados de pacientes de diferentes paises (C3 e C4), tais como Brasil (PA,
CE, RJ e SP), Filipinas, india, Tailandia, Venezuela, Colémbia, China (figura 30)
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A fim de aumentar a estringéncia da analise comparativa, removeu-se marcadores
altamente discriminatérios (h=1) e pouco discriminatério (h= -0,005), realizando assim,
agrupamentos baseado em 11VNTRs. Assim, a analise comparativa entre 8 isolados de tatu
oriundos do Brasil (sendo 7, do RN e 1, de SP) e o banco de dados completo utilizado no
estudo, evidenciou a formacéo de um cluster entre isolados de tatus do RN (Al, A4 e A6),
oriundos dos municipios de Pendéncia, Afonso Bezerra e Macau, RN respectivamente, bem
como com um paciente de Fortaleza, Ceara (figura 32).

Embora se observe um padréo conservado entre a maioria dos alelos determinados
para as estirpes de M. leprae obtidas dos animais do RN, s6 houve a formacao de cluster entre
aqueles (A1, A4 e A6) que apresentavam determinacdo do nimero de copias para todos os 11
loci considerados na analise, sendo estes idénticos (figura 32).

O estado do Ceara, sendo aquele de origem do paciente que apresenta a estirpe
correlacionada com aquelas dos animais, € considerado hiperendémico para hanseniase, e se
reporta para esta area evidéncias epidemioldgicas relevantes, tais como: ocorréncia de E.
sexccintus, bem como evidéncias de infeccdo por M. leprae nesta espécie animal e historico
de consumo de carne deste tatu. Além disso, geograficamente, o Cearé se encontra limitrofe
ao estado do Rio Grande do Norte.

Com base nos diferentes estudos reportados na literatura, as analises realizadas
excluindo os marcadores hipervaridveis sdo relevantes para que se observe a formacdo de
cluster (FONTES et al., 2017). No entanto, a manutencdo destes marcadores na proposta de
analise que envolvia todos os 16 VNTRs utilizados na genotipagem de isolados animais do
Rio Grande do Norte, evidenciou que o isolado de tatu (A4), oriundo de Afonso Bezerra, RN,
compartilha 14 dos 16 VNTRs, incluindo os loci considerados altamente discriminatérios,
com um paciente do Par4, Brasil (A751) (figura 33).

Vale ressaltar, que um estudo envolvendo uma familia de Andhra Pradesh, india, os
padrdes de VNTRs de M. leprae em dois pacientes diferiam somente nos marcadores (GTA) 9
e (AT) 15, sendo idénticos em 16 dos 18 loci analisados. Assim, consideraram esta evidéncia,
um indicativo de ocorréncia de uma fonte comum de infeccdo (SHINDE et al., 2009).

Neste contexto, um fato histérico relevante foi ocorréncia de fluxo migratério massivo
durante os periodos de seca prolongadas, entre populacdo humana do RN, Nordeste brasileiro,
para a regido Amazodnica, sobretudo Para. Estima-se que meio milhdo de imigrantes,
principalmente nordestinos, tem migrado para a regido Amazonia entre 1890 e 1920. No
entanto, houve retorno de muitos trabalhadores para seus estados de origem, devido condicdes
precérias de vida e trabalho.

A evidéncia da doenca ja ser considerada um problema de sadde publica no estado do
Pard 60 anos antes (a partir de 1804) dos primeiros casos serem relatados no Rio Grande do
Norte e no estado do Ceara, reforca a evidéncia de que este fluxo migratorio possa ter
contribuido para a introducdo de hanseniase no Rio Grande Norte, explicando em parte a
correlagéo entre cepas dessas duas regides.

Aém destas evidéncias histdricas, reporta-se que no Para, a hanseniase é endémica, e
h& consumo de carne de tatus, bem como infec¢do natural em tatus no oeste do estado também
foi recentemente reporada (DA SILVA et al., 2018).

Dessa forma, se poderia sugerir uma correlagcdo epidemioldgica entre as estirpe de M.
leprae do tatu (A4), oriundo de Afonso Bezerra, RN, com um paciente do Para, Brasil
(A751), uma vez que compartilham 14 dos 16 VNTRSs, incluindo os hipervariaveis.

No entanto, a auséncia do marcador 18-8 e variacdo no 27-5, diante da auséncia de
evidéncias epidemioldgicas dos habitos e padrdo de migracdo do paciente em questdo, nao
permite a confirmacdo de correlacdo epidemioldgica entre as estirpes presente nos animais e
humanos.
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Embora os dados de genotipagem baseados em VNTRs, evidenciem uma correlagédo
entre as estirpes de M. leprae de tatus com aquelas oriundas de um paciente do Ceard
(considerando 11 VNTRS) e outro do Para, uma vez que compartilham 14/16 marcadores
VNTRs, incluindo 4 hipervariaveis, ndo fornecem evidéncias definitivas para existéncia um
perfil genético de M. leprae comum entre pacientes e tatus brasileiros.

Este fato deve-se as limitagGes para se obter a caracterizagcdo completa dos isolados de
M. leprae associadas as amostras de tatu, como para uma por¢do substancial dos isolados
humanos. Sendo assim, é impreciso afirmar que estes resultados forneceram evidéncias
conclusivas sobre a existéncia de estirpes de M. leprae sendo compartilhadas entre populacéo
humana e animal no Brasil.

Portanto, recomenda-se que, para resolver esta lacuna, as melhorias nos protocolos
VNTR existentes devem ser uma prioridade para futuras pesquisas sobre este importante
topico.Além disso, apesar das regifes das quais pertencem 0s pacientes que tiveram estirpes
mais correlacionadas com aquelas dos tatus do RN, sejam endémicas, apresentem o histdrico
de tatus naturalmente infectados, bem como de ocorréncia do habito cultural de caca,
manipulacdo, criacdo e consumo de tatus, evidéncias epidemioldgicas mais precisas séo
necessarias.

Vale ressaltar, que informacfes mais precisas, acerca do histdrico epidemiolégico dos
pacientes sdo extremamente relevantes, tais como: descricdo dos habitos, padrdo de
deslocamento, caracteristicas ambientais dos locais de moradia, evidéncias de contato com
outros pacientes hansénicos, bem como caca, criagdo, manipulacdo e consumo do tatu.

Embora Truman et. al. (2011), tenha utilizado apenas 10 VNTRs, a analise de
genotipagem molecular implementada foi mais robusta, visto que aplicou-se subtipagem por
SNPs, bem como a anélise de genoma completo de algumas estirpes através de WGS, além
das ferramentas epidemioldgicas que forneceram informacdes sobre o habitos e
deslocamento dos pacientes (Truman et al., 2011)

De qualquer forma, apesar dos dados de genotipagem serem apenas sugestivos,
concluiu-se que, em comum com D. novemcinctus, tatus E. sexcinctus representam um
potencial reservatério de M. leprae e, como tal, seu papel em um possivel ciclo zoonético de
hanseniase no Brasil merece mais investigacao.

A limitacdo encontrada para se determinar o nimero de cdpias dos alelos” tanto em
isolados de tatus, quanto em isolados de pacientes, deve-se a dificuldade de se obter DNA de
M. leprae, uma vez que sendo o bacilo incultivavel em meio axénico, esta obtencdo se
restringe ao processamento direto das amostras clinicas.

A presenca de DNA do bacilo em amostras de linfa, sangue, bidpsias de pele,
biopsias de pele embebidas em parafina sdo reportadas (FONTES et al., 2009, 2012). No
presente estudo, as estirpes de M. leprae de pacientes foram obtidos de material de linfa
proveniente de Iaminas de baciloscopia (esfregacos dérmicos), uma vez que fazerem parte da
rotina dos servicos de saude de atendimento aos pacientes, e assim, viabilizaram sua aquisicao
para o estudo, como reportado por Fontes et al. (2012). No entanto, acredita-se que pelo fato
das laminas serem fixadas e coradas, inibidores possam ter interferido na amplificacdo do
DNA por PCR.

Apesar da multiplicacdo deste patdgeno seja possivel in vivo, realizando cultivo em
tatu ou em coxim plantar de camundongo nu/nu, é necessario muito tempo para que uma
quantidade consideravel de bactérias seja obtida para posterior obtencdo de DNA. Além disso,
pouco se sabe sobre as caracteristicas adaptativas ou sobre as alteragcdes genéticas potenciais
deste organismo quando cultivados durante longo periodo. Por estas razdes, a genotipagem
de M. leprae tem sido, ao longo dos anos, um grande desafio para pesquisadores do mundo
todo.
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A andlise de 15 VNTRs, 6 minissatélites e 9 microssatélites, analisados por meio de
quatro PCRs multiplex, o qual utiliza oligonucleotideos marcados com fluorescéncia para que
0 nimero de coOpias de cada repeticéo seja determinado através de “Fragment length analysis”,
foi sugerida como uma forma de anélise mais rapida e eficiente para genotipagem de M.
leprae (Kimura et al., 2009).

No entanto, durante as anélises, 0 numero de cépias de alguns marcadores s6 pdde ser
determinados através de PCR “single”, demonstrando uma baixa sensibilidade deste método.
A sensibilidade relativamente limitada de uma das quatro reagdes multiplex foi confirmada
neste estudo.

As estratégias para solucionar esta limitagdo ndo estd clara. O uso de Kits para
purificacdo de DNA é altamente recomendado, uma vez que fornece um grau de controle de
qualidade e, em teoria, garante que os dados gerados possam ser comparados entre os estudos.

No entanto, eles sofrem da desvantagem de poderem processar apenas uma quantidade
limitada de tecido (25 mg) no caso do kit da Qiagen utilizado neste estudo.

Portanto, este fato pode ser um problema para tecidos com baixa carga bacteriana, e
com uma distribuigdo tecidual bacteriana heterogénea, como foi o caso dos tecidos
examinados no estudo de Da Silva et al., 2018.

A comparagdo entre os métodos de extracdo de DNA com fenol : cloroférmio e o kit
Qiagen, demonstrou que (para as cinco amostras examinadas), os resultados no RLEP-PCR
eram essencialmente os mesmos (figura 23). No entanto, é valido ressaltar, que o0 método do
fenol:cloroférmio permitiria a ampliacdo do processo de purificacdo, permitindo o
processamento de maiores quantidades de tecido. Portanto, seria relevante considerar para
futuros estudos esta abordagem.

O sistema de VNTRs usado para tipagem de M. leprae é muito similar ao MIRU-
VNTR, ferramenta amplamente utilizada para genotipagem de isolados de M. tuberculosis
(Mtb) (SUPPLY et al., 2006).

Vale ressaltar, que Mtb sdo organismos cultivaveis e as amostras analisadas sao
geralmente oriundas de isolamento em meio de cultivo, assim, fornecem DNA em quantidade
consideravel para as analises. No entanto, apesar deste fato, autores apontam que o método de
MIRU-VNTR também reporta limitacGes, onde parte dos loci geralmente ndo podem ser
amplificados por PCRs multiplex.

Dessa forma, um estudo posterior reavaliou sete primers e 0 PCR master mix, obtendo
um método de tipagem VNTR 24-locus fortemente otimizado e que reduziu
significativamente o tempo de resposta da “digitagdo” e também o 0nus financeiro da técnica
(DE BEER et al., 2014). Assim, é necessario que este tipo de otimizacdo seja realizado para a
atual método de tipagem de M. leprae, baseado em VNTRS-SNPs, sobretudo quando se
utiliza amostras biologicas ambientais.

A andlise da diversidade genética de patdgenos bacterianos ajuda a compreender
melhor a epidemiologia e a evolucdo destes micro-organismos (SHARMA et al., 2018;
TRUMAN et al., 2011). Portanto, a relevancia da compreenséo da evolucdo destes patdgenos
é importante, devido o avanc¢o da resisténcia antimicrobiana.

Além disso, ajuda a compreender respostas provenientes da relagdo patdgeno-
hospedeiro, ou seja, a influéncia da diversidade genética dos bacilos na resposta imune do
hospedeiro e na evolugdo e mudanga nos aspectos epidemioldgicos das doengas.

Apesar dos desafios de se realizar genotipagem de M. leprae, Truman et al. (2011)
forneceu evidéncias mais definitivas da ligacdo de transmissao entre os genotipos circulantes
em tatus (31-2-v1) com aqueles encontrados em pacientes humanos nos EUA. Sendo este
achado mais rigorosamente confirmado pelo sequenciamento completo do genoma de M.
leprae, a partir de espécimes de tecido ou bidpsia (SHARMA et al., 2015; TRUMAN et al.,
2011).
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Reforcando a ideia que a hanseniase sempre esteve permeada de lacunas
epidemiologicas. Recentemente, assim como reportado em tatus, infec¢es naturais em
primatas ndo- humanos e esquilos vermelhos foram confirmados (AVANZI et al., 2016;
HONAP et al., 2018; TIO-COMA et al., 2019).

No entanto, embora a prevaléncia de hanseniase natural em primatas ndo humanos seja
provavelmente baixa, analises filogenéticas evidenciaram que a cepa de M. leprae de um
primata Cynomolgus (Macaca fascicularis) das Filipinas, estd mais relacionada com uma
cepa de M. leprae humana da Nova Caledonia. Enquanto que as cepas de M. leprae de
Chimpanzé (Patricias inchadis) e Mangabey fuliginoso, ambos da Africa ocidental, se
correlaciona & uma cepa humana de M. leprae comumente encontrada na Africa Ocidental
(HONAP et al., 2018)

Além disso, algo mais interessante e intrigante foi reportando em um estudo com
esquilos vermelhos (Sciurus vulgaris). Apesar da hanseniase ser considerada erradicada das
ilhas briténicas séculos atras, um estudo recente utilizando ferramentas histopatologicas,
soroldgicas, reportou infec¢do por M. leprae em esquilos da Brownsea Island, Inglaterra.

O sequenciamento completo demonstrou que o genoma de M. leprae desta populagdo
de esquilos vermelhos foi homdloga a sequéncia recuperada de um caso humano dos tempos
medievais. Assim, evidencia que os esquilos podem atuar como reservatdrios para M. leprae
nas llhas Britanicas, mantendo o bacilo no ambiente ap6s o desaparecimento do reservatorio
humano (AVANZ] et al., 2016)

Estes achados reforcam a relevancia de se investigar infec¢do, bem como a diversidade
genética destes patdgenos a fim de elucidar aspectos epidemioldgicos desta doenga que ainda
configura um agravo relevante em salde publica. Assim, compreender como M. leprae €
transmitido, torna-se crucial para frear a ocorréncia de novos casos, bem como o avango da
doenca.

Em suma, o presente estudo, embora ndo possa afirmar que as estirpes de M. leprae
sdo realmente associados a uma populacdo humana de area endémica do RN, demonstra a
infeccdo natural em uma espécie pouco estudada, e contribui com os primeiros genoétipos de
M. leprae circulantes em tatus brasileiros, estimulando assim, 0 avango para uma visao “One-
Health” sobre a avaliagdo da relevancia do tatu na transmisséo de M. leprae.

Além disso, os dados reportados no presente estudo reforcam que investigacdes em
diferentes espécies de tatus devem ser realizadas, dado o alto percentual de infeccdo
reportados em tatus da E. sexcinctus, bem como a possibilidade de correcdo epidemioldgica
entre tatus do RN, com pacientes do Cearéa e Para.

Vale ressaltar, que os animais séo oriundos de diferentes municipios do Rio Grande do
Norte, e embora estejam proximos a Mossord, municipio hiperendémico, ndo sdo
considerados endémicos para a doenga.

Além disso, a disseminacdo de infeccdo por M. leprae entre os tatus parece ser
eficiente, ja que foi evidenciada em tatus E. sexccintus de diferentes municipios néo-
endémicos do RN. Vale ressaltar, que haviam pontos de obtencdo dos animais mais dispersos,
bem como aglomerados de animais positivos para um raio de 2,25 Km, sendo este, o raio de
dispersdo diaria de animais desta espécie, segundo Encarnacdo (1987) (figura 34).

A fim de estimar o comportamento ecologico dos tatus E. sexcinctus do RN, baseado
nas caracteristicas ambientais da area de estudo, observa-se, sobretudo em Afonso Bezerra,
maiores areas com vegetagcdo. Assim, alem desses animais terem habitos solitarios, a
vegetacdo poderia diminuir a dispersdo desses animais entre as areas avaliadas (figura 35).

Nesta regido, foi obtido animal que apresentou positividade em todas técnicas para

deteccdo infeccgdo utilizadas no estudo, bem como para o qual foram obtidos os 16 VNTRs,
sendo a estirpe de M. leprae deste animal aquela mais correlacionada com uma estirpe de M.
leprae humana.
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Vale ressaltar, que em Pedro Avelino, embora tenha baixos indices de vegetacéo,
existem areas mais altas (elevages) e isto pode dificultar a dispersdo desses animais para 0s
municipios limitrofes do RN n&o incluidos no presente estudo (figura 36). No entanto, devido
ao alto percentual de infec¢do em tatus reportado no presente estudo, envolvendo anélise em
cinco municipios ndo-endémicos, aponta para a necessidade de mais estudos no Rio Grande
do Norte.

Além disso, outro aspecto a ser avaliado, sdo os fatores que possam estar favorecendo
a manutencdo da endemia entre 0s animais, Vvisto que embora se acredite que 0s animais
tenham sido infectados a partir dos humanos, ao longo da historia de ocupacéo e dispersédo
desses animais nas Ameéricas, 0s municipios que compreendem a area de obtencdo dos
animais avaliados no presente estudo nao sdo prioritarios para hanseniase, sendo considerados
ndo endémicos para a doenga. Assim, nas referidas regides, a possibilidade dos humanos
estarem transmitindo para os animais seria baixa (DATASUS, 2017; PEDRINI et al. 2010).

De qualquer forma, vale ressaltar, que em tais municipios os habitos de caca, criagdo,
manipulacdo, bem como o uso de diferentes tecidos desses animais para consumo e fins
médico-medicinais sdo culturais nas regides (FROTA et al., 2012; SILVA et al., 2018).

Assim, além de estudos reportarem que estes habitos sejam considerados fatores de
risco para aquisicdo da doenca (DA SILVA et al., 2018b; DEPS et al., 2008a; KERR et al.,
2015), o presente estudo, embora ndo seja conclusivo, reporta uma correlacdo entre estirpes
de M. leprae entre animais e pacientes.

Dessa forma, apesar dos municipios do RN que compreendem o presente estudo nédo
serem considerados prioritarios para hanseniase, na ocasido, uma atencdo devera ser dada a
estas populacBes sobre o ponto de vista de busca ativa de casos indices e contatos para
hanseniase, visto que o periodo de incubacédo para este agravo € longo.

Além disso, é valido ressaltar, que as acGes que governamentais e institucionais de
combate a caga ilegal devem ser implementadas e continuadas. Assim, atraladas a estas, as
acOes de educacdo em salde também se fazem necessarias, sobretudo em areas rurais, a fim
de promover informacédo e desestimular os habitos de caca destes mamiferos silvetres, tanto
pelo aspecto legal, como pelos aspectos ecoldgicos e sanitarios.

Neste contexto, fica claro entender a complexidade de se implementar ferramentas afim
de elucidar os aspectos relacinados a transmissdo do bacilo associado a hanseniase, de forma
mais definitiva, sobretudo, no que diz respeito as fontes de infeccdo ndo-humanas. Alem
disso, a implementagdo de medidas efetivas para o enfrentamento deste agravo, também tem
sido um dos maiores entraves da comunidade cientifica, sobretudo brasileira.

No entanto, estratégias para viabilizar as melhorias das atuais ferramentas
metodoldgicas, bem como das a¢Bes de politicas publicas que visam frear a disseminacdo
deste agravo precisam ser consideradas. Assim, poderemos avangcar nos estudos desta
importante tematica, bem como na implementacdo das estratégias para enfrentamento deste
relevante agravo em saude publica.
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7. CONCLUSOES

1. Os tatus da espécie Euphractus sexcinctus oriundos de cinco municipios do Rio Grande do
Norte, apresentaram evidéncias, moleculares e soroldgicas de exposi¢do e infeccdo por M.
leprae.

2. O método soroldgico ELISA, utilizando PGL-I como antigeno, foi confirmado como o
método mais sensivel e especifico para detec¢do imunoldgica de exposi¢do a M. leprae em E.
Sexcinctus.

3. O meétodo sorologico ELISA, usando a proteina recombinante LID-1 como antigeno,
indicou que a LID-1 é pouco imunogénica em E. sexcinctus naturalmente infectada.

4. O uso de testes imunocromatograficos de fluxo lateral, baseados na detec¢do do antigeno
PGL-I, oferece uma alternativa ao ELISA e seu uso como método inicial de triagem deve ser
investigado em futuros estudos de infecgdo natural em tatus por M. leprae.

5. Ensaios de PCR utilizando o biomarcador RLEP fornecem detec¢do sensivel e especifica
de DNA de M. leprae no tecido hepéatico de E. sexcinctus, mas ndo fornecem evidéncias
conclusivas para a capacidade dos animais atuarem como um reservatorio de M. leprae.

6. O estabelecimento de um banco de dados para perfis de genotipagem VNTR, baseado em
isolados humanos brasileiros e internacionais, juntamente com perfis de animais, demonstrou
numerosas deficiéncias (principalmente marcadores ausentes) no conjunto de dados.

7. A aplicacdo de métodos de genotipagem baseados em SNPs e VNTR demonstrou que as
estirpes de M. leprae presentes nos pacientes de Mossord, RN foi muito semelhante ao que se
reporta em outros estados do Nordeste brasileiro, Ceard e Pernambuco.

8. As tentativas de realizar genotipagem de M. leprae presente em E. sexcinctus, baseadas em
SNPs, ndo tiveram sucesso, enquanto que o uso de VNTRs foi parcialmente bem sucedido.
No entanto, as amostras de tatu evidenciaram um perfil aparentemente Unico.

9. A comparacdo entre 0s genotipos dos isolados de M. leprae gerados para as amostras de
tatus, com aqueles contidos no banco de dados referentes a humanos e tatus, ja reportados na
literatura, ndo forneceu evidéncias definitivas para a transmissdo zoonoética de M. leprae no
Brasil.

10. O desenvolvimento de melhorias nos métodos usados para gerar dados genotipicos

baseados em VNTR e SNPs, a partir de amostras de tatu, as quais contém quantidade limitada
de DNA de M. leprae, deve ser considerado como uma prioridade para estudos futuros.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Hanseniase, apesar de ser uma das primeiras doencas humanas reportadas na histéria da
humanidade. A despeito de muitos esfor¢os da organizacdes e secretarias de saude, bem
como de inumeros hansenologistas, ainda possui lacunas epidemiol6gicas que remontam a
idade da propria doenca.

Os altos niveis de transmissdo recente no mundo evidenciam que € necessario o
acompanhamento epidemiologico para uma melhor compreensdo e reducdo da disseminagéo
deste agravo.

As ferramentas soroldgicas como parte do sistema integrado de vigilancia e
ferramentas moleculares robustas capazes de fornecer informacdes relevantes sobre o fluxo de
transmissao sao de relevante aplicabilidade em estudos epidemioldgicos.

As evidéncias de respostas soroldgicas ao M. leprae e a presenca do DNA do bacilo
em tecidos de todos tatus da espécie E. sexccintus analisados no estudo, apontam que a
auséncia de registros de infeccdo em outras espécies possa ser resultado de uma baixa
investigacao, sobretudo pela diversidade de espécies de tatus coexistindo em diferentes areas.

Além disso, a ocorréncia de infeccdo em tatus oriundos de cinco municipios distintos

do RN, sugerem disseminacdo da infeccdo entre E. sexcinctus. Além disso, reforcam a
necessidade de se entender os fatores envolvidos na disseminacdo da endemia entre 0s
animais, bem como considerar em futuros estudos ecoldgicos os impactos da infec¢do por M.
leprae no desenvolvimento, reproducéo e longevidade desses animais.
Vale ressaltar, que além da importancia em se compreender a causa, patogénese, fatores de
susceptibilidade e resisténcia dos hospedeiros, bem como os fatores de viruléncia e resisténcia
dos patégenos envolvidos em uma doenca, € importante direcionar esfor¢os para a
compreensdo dos aspectos ligados a sua transmissao. Assim, € possivel o desenvolvimento de
estratégias mais eficazes de prevencao e controle do agravo.

Ao contrario dos dados norte-americanos robustos acerca da relevancia em termos de
salde publica da infeccdo em tatus e seu papel como reservatério, no Brasil, as evidéncias do
carater zoonoticos ainda sdo sugestivas. Além disso, € notdrio que desvendar a dindmica de
uma possivel hanseniase zoondtica em algumas regies do Brasil, incluindo o Rio Grande do
Norte (RN), pode ser mais complexo do que no sul dos EUA.

As razbes mais evidentes desta complexidade, podem ser atribuidas ao carater
heterogéneo da prevaléncia da hanseniase no Brasil e um nimero de maior de espécies de
animais coexistindo em diferentes regides brasileiras. Nestas, as a¢des antropicas inerentes a
caca de tatus podem envolver questdes culturais e socioecondmicas diferentes das que
ocorrem na regido norte-americana.

Em relacdo aos aspectos epidemioldgicos, o desafio enfrentado nos estudos da
hanseniase consiste, sobretudo, no fato do agravo ser de carater crénico, apresentando um
longo periodo de incubagdo. Assim, limita significativamente inferir evidéncias robustas e
seguras sobre a fonte de infeccdo. Outro fator limitante seria o forte estigma social, o qual
desencoraja 0s pacientes a procurar servicos de saude, bem como fornecer informacoes
detalhadas sobre sua historia epidemioldgica. Além disso, a desestruturacdo de algumas
unidades de salde em diversas regides brasileiras podem subestimar o real cenario
epidemioldgico das regides.

A fragilidade dessa abordagem epidemiologica tradicional foi abordada nos estudos
norte-americanos, uma vez que os dados fornecidos através da aplicacdo das ferramentas
epidemioldgicas moleculares robustas, como genotipagem baseada em VNTRs, tipagem e
subtipagem de SNPs e WGS, foram determinantes para a confirmagdo da existéncia de
infeccdo humana através de cepas de M. leprae que circulam em populacgdes de tatus.
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Todavia, ainda que os servicos de WGS sejam oferecidos por plataformas tecnoldgicas
em muitos institutos de pesquisa, trata-se de uma ferramenta laboriosa, requer infraestrutura
laboratorial especifica e grande capacitacdo técnica para a analise dos resultados gerados.
Além disso, a técnica requer DNA em quantidade e qualidade, o que para um patdgeno que
ndo é cultivavel in vitro como M. leprae trata-se ser um fator limitante.

Portanto, embora 0 WGS seja uma ferramenta de epidemiologia molecular promissora,
a tipagem molecular realizada com base em SNP e VNTR ainda é a abordagem mais viavel e
acessivel para a maioria dos grupos de pesquisa e tem sido implementada para se avaliar a
diversidade genética entre isolados de M. leprae, bem como monitorar a dindmica de
transmissdo da hanseniase.

De qualquer forma, dadas as deficiéncias nos perfis genotipicos das amostras oriundas
de tatu e em uma porgdo substancial das oriundas dos humanos, devido a dificuldades
encontradas na amplificacdo de alguns marcadores, seria incorreto afirmar que nossos dados
forneceram evidéncias conclusivas da existéncia de perfil genotipico de M. leprae comum
entre pacientes e humanos no Brasil.
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A — Tabela de municipios e localidades de coleta dos tatus Euphractus sexccintus

Tabela 13: Municipios e localidades de coletas dos tatus analisados no estudo. A localizago
de cada ponto de obtencdo individual dos animais (n = 20) é fornecida na forma de
coordenadas em graus, minutos, segundos (GMS). As coletas foram realizadas em duas
ocasides separadas em 2016 com um intervalo de um més entre as capturas.

Municipios do
Rio Grande do Norte

Coordenadas Coordenadas
12 expedicao
. 5°19'24.1"S 5°18'58.1"S
Pendéncias (mulungu) TO1 36°32'05. 3" W T02 36°32'11 4"W
5°28'47.0"S 5°28'36.0"S
Afonso Bezerra T03 36°31'17 9"W T04 36°31'19 3"W
5°12'31.6"S 5°09'46.9"S
Macau TO5 36°3351.0"W 190 3°3507.5"W
. 5°29'32.2"S 5°29'31.1"S
Pedro Avelino To7 36°1741.0"W 198 35°1903.3"W
5°14'50.2"S
Macau T09 36°22'27.9"W
Guamaré T10 5°14'36.9"S
(Baixa do meio) 36°21'50.6"W
Municipios do
Rio Grande do Norte Coordenadas Coordenadas
28 Expedicao
. 5°18'22.7"S
Pendéncias (mulungu) T11 36°32'32 6"W
5°15'27.4"S
Macau T12 36°3212.8"W
5°28'05.5"S 5°27'33.4"S
Afonso Bezerra T13 36°32'04.1"W T14 36°32'13.4"W
5°09'34.0"S 5°09'22.3"S
Macau T15 36°35305"W 110 35°3614.1"W
. 5°29'01.6"S 5°29'54.4"S
Pedro Avelino Ti7 36°1706.2°W 10 36°16721.1"W
Guamaré T19 5°14'09.0"S T20 5°13'41.3"S
(Baixa do meio) 36°21'42.2"W 36°21'10.9"W
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B — Fluxograma dos procedimentos e andlises realizadas com os animais, bem como com seus fragmentos de tecido (figado)

Pesagem e inspegdo

" Anilises
<« Analises

NDO-LID®

ELISA anti-PGL1 e
anti-LID1

Sorologicas Moleculares

RLEP PCR ou RLEP

“Nested” PCR

Figura 37: Fluxograma dos procedimentos e analises realizadas com os animais, bem como com seus fragmentos de tecido (figado).
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C — Fluxograma dos procedimentos de genotipagem com base em VNTRs e SNPs.

DNA de figados de
E. sexcinctus do RN
( n=20)

DNA de figados de Anknas - DNAs obtidos de
D. novemeinctus de | s oo GENOTIPAGEM 54 laminas
MT (n=3) (16 VNTRs e 3 SNPs) de baciloscopia
pacientes de Mossord,
RN

DNA de figado de
D. novemcinctus de
SP ( n=1)
Anélise Comparativa
(2)
4,10e 16 VNTRs

Genobtipos das estirpes de Genotipos _das estirpes de
M. leprae oriundos dos tatus M. leprae oriundos pacientes
( RN e SP) de Mossord, RN
-Apenas VNTRs VNTRs e SNPs
Anéllse eomparatlva (1 ).
2r' dos gendtipos
Amosurpesaopadennsdamssoro RN.compaelonm
Banco de dados rMna Inora:ara
- Genotipos das estirpes de ...11e 16 VNTRs e 3SNPs .-~

M. leprae oriundos de tatus e .
pacientes reportados na literatura s T

Figura 38 - Fluxograma dos procedimentos de genotipagem com base em VNTRs e SNPs.
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D — Genotipagem de isolados de Mycobacterium leprae de pacientes do municipio de Mossord, Rio Grande Norde, Brasil, através de 16

VNTRs e 3 SNPs

Tabela 14: Genotipagem de isolados de Mycobacterium leprae de pacientes do municipio de Mossord, Rio Grande Norte, Brasil, através de 16

VNTRs e 3 SNPs (continua).

AMOSTRA AC8b GTA9 GGT5 AT17 6-3 21-3 AC9 AT15 AC8a 27-5 6-7 TA18 GAA2l 23-3 12-5 18-8 SNP Total de
marcadores

BRRNLP1# 7 9 4 14 3 2 8 15 9 6 21 12 2 16
BRRNLP2 2 7 10 4 13 3 2 8 4 6 21 11 2 8 3 15
BRRNLP3 9 4 3 8 10 12 6
BRRNLP5 2 7 11 4 11 3 2 8 11 5 6 21 13 2 4 3 4 15
BRRNLP6 2 7 9 4 12 3 2 8 15 5 6 22 12 2 4 3 4 16
BRRNLP7 2 7 11 4 15 3 2 8 15 4 6 25 11 2 4 8 3 16
BRRNLPS 2 7 11 4 11 3 2 8 24 12 5 6 20 13 2 4 3 4 16
BRRNLP132 7 9 4 12 3 2 8 16 5 6 21 14 2 4 3 4 16
BRRNLP15 @ 7 4 16 3 2 7 17 5 6 30 15 2 4 3 4 15
BRRNLP162 7 9 4 12 3 2 8 17 5 6 22 12 2 4 3 4 16
BRRNLP17 3 10

BRRNLP18 3 8 26 12 4
BRRNLP192 9 13 3 2 17 9 6 20 12 2 16
BRRNLP20 @ 13 14 3 2 17 8 23 15 2 16
BRRNLP21 3 8/9 16 2 4
BRRNLP22 @ 11 13 3 8 16 18 12 2 16
BRRNLP23 2 9 13 3 2 20 8 6 20 15 2 16
BRRNLP24 2 3 8 26 13 2 10
BRRNLP25 26 1
BRRNLP27 2 7 10 4 14 3 2 7 8 5 6 12 2 4 3 4 14
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Tabela 14: Continuacéo

AMOSTRA AC8b GTA9 GGT5 AT17 6-3 21-3 AC9 AT15 AC8a 275 6-7 TA18 GAA21 23-3 12-5 18-8 SNP Total de

marcadores

BRRNLP28 @ 12 4 14 3 2 8 8 4 6 17 11 2 3 13
BRRNLP29 14 3 2
BRRNLP30 2 11 15 3 2 8 19 9 20 11 2 11
BRRNLP31 @ 10 4 17 3 2 7 8 5 6 30 14 2 15
BRRNLP32 2 7 8 4 12 3 2 8 14 9 11 2 14
BRRNLP332 4 13 3 2 8 9 12 2 10
BRRNLP342 10 4 17 3 2 8 17 8 17 2 4 11
BRRNLP35 17 1
BRRNLP37 2 11 4 13 3 2 8 9 18 11 2 3 12
BRRNLP38 2 7 4 14 3 2 8 21 9 5 6 26 12 2 4 15
BRRNLP39 2 4 10 3 2 8 11 13 4 10
BRRNLP40 2 7 9 4 11 3 2 8 20 10 11 4 10
BRRNLP41 13 3 9 12

BRRNLP43 3

BRRNLP45 @ 7 8 4 11 3 2 18 12 16 13 2 4 3 4 14
BRRNLP46 2 9 4 13 3 2 8 18 10 5 7 2223 12 1 1/2 14
BRRNLP47 3 2 9 3 3 4
BRRNLP48 2 9 11 3 2 8 21 12 2 4 10
BRRNLP49 2 11 4 13 3 2 8 9 6 19 11 2 3 11
BRRNLP50 11 11 3 8 11 5 13 2 4 8
BRRNLP51 @ 10 4 17 3 2 7 15 8 6 14 2 4 3 4 14
BRRNLP52 4 13 3 2 9 9 22 11 3 8
BRRNLP53 2 9 4 15 3 2 8 16 9 19 12 2 4 15
BRRNLP54 2 8 10 4 16 3 2 7 17 8 29 15 2 4 16

@ Isolados selecionados para analise comparativa (cinza).
As amostras que ndo apresentaram nenhum marcador amplificado foram excluidas da tabela: BRRNLP 4, 9, 10, 11, 12, 14, 26, 36, 42 e 44.
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E - Aprovacédo no Comité de Etica no Uso de Animais (UFRRJ)

UFRRJ Comissédo de Etica no C.E |

Universidade Federal Rural Uso de Animais (g - 3.
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria | (3 A
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Investigacdo da possibilidade de transmissdo zoondtica da
hanseniase entre tatus (Euphractus sexcinctus e Dasypus novemcinctus) e humanos através de
ferramentas moleculares ", protocolada sob o CEUA n°® 8068280716 (ID 000440), sob a responsabilidade de
Douglas MclIntosh e equipe; Jessica da Silva Ferreira - que envolve a producdo, manutengao e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o
Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRR]) na reunido de
22/11/2016.

We certify that the proposal "Investigation of zoonotic transmission of leprosy between armadillos
(Euphractus sexcinctus and Dasypus novemcinctus) and humans using molecular tools", utilizing 100
Brazilian wild species (males and females), protocol number CEUA 8068280716 (ID 000440), under the
responsibility of Douglas McIntosh and team; Jessica da Silva Ferreira - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the
Veterinary Institute of Rural Federal University of Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ) in the meeting of
11/22/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 12/2016a09/2019 Area: Biologia Animal

Origem: Na&o aplicavel biotério

Espécie:  Espécies silvestres Sexo: MAachos e idade: 24 a 36 N: 50
brasileiras Femeas meses

Linhagem: D. novemcinctus Peso: 1a3kg

Origem: Nao aplicavel biotério

Espécie:  ESpéci ilvest sexo: Machos e idade: 24 a 36 N: 50

P ) Pecies silvestres Fémeas meses

brasileiras

Linhagem: E. sexcinctus Peso: 1a3kg

Registro IBAMA/Sisbio/Etc: Aspectos éticos: A utilizagdo dos tatus selvagens no estudo estd respalda nas
licengas nos 47634-1 (Pard) e 50564-1 (Rio Grande do Norte) que consta no Sistema de Autorizagdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) e foi obtida mediante submissdo do pedido de autorizagdao ao
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA).

Método de Captura: Captura: A busca ativa de Dasypus novemcinctus ocorrerd na parte da manhg,
considerando que sdao mais ativos na manha dos dias frios ou periodo crepuscular. Ja a busca de Euphractus
sexcinctus sera realizada durante as horas mais quentes do dia. Os animais serdo capturados através do
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método de captura manual utilizando puca, (cabo - 2,10 cm/circunferéncia - 53 cm de diametro,
/profundidade da rede 76 cm ), o qual é utilizado com sucesso em diversos estudos (Breece & Dusi, 1985;
Carter &Encarnacao, 1983; Mcdonoughet el., 1997; Bonatoet el., 2002).Havendo dificuldade na captura
manual dos animais, serd implementada a captura através de armadilhas de madeira, as quais serdo
colocadas nos locais por onde os tatus costumam transitar (carreiros). As armadilhas que possuem
fechamento automatico dispdem de duas tampas nas extremidades, que permanecerdo elevadas, e
cairdo assim que o animal estiver dentro dela em busca do alimento (isca), fechando-a . Através desses
procedimentos os animais sdo capturados, em geral, sem grandes traumatismos. Vale ressaltar que
fémeas gestantes ou acompanhadas de filhotes serdo imediatamente liberadas. A fim de se serem
realizados os demais procedimentos, os animais serdo transportados através de camionetes para o
hospital de animais silvestres- UFERSA (Mossoro-RN) ou para a estrutura laboratorial montada no
campo (demais regiGes) em caixas que possuem tamanho compativel ao animal e ventilagdo adequada para
reduzir o estresse doanimal.

Local do experimento: Municipios de Igarapé Agu (PA) e Mossord (RN). Em Mossoro serd utilizada a
estrutura do hospital de animais silvestres para a manipulagao dos animais. No entanto, nas demais
regides sera implementado a estruturacdo simples de um laboratoério de campo. Laboratério de campo.
Para a implementacdo do laboratdrio de campo, preconiza-se a escolha das areas definidas para captura
ou manipulacdo dos animais, sendo o maximo possivel distante da circulagdo humana ou de outros animais
domésticos e de colegbes hidricas. Em condicGes favoraveis de tempo, o processamento sera realizado ao
ar livre, possibilitando maior ventilacdo e exposicao a luz ultravioleta natural. O uso de tendas sera
considerado na necessidade de haver protecao da chuva e da radiacdo solar intensa. A bancada de
processamento, as superficies de trabalho, serdo de material ndo poroso, que possa ser facilmente
desinfetado e limpo. Caso haja apenas superficies de madeira, ela sera coberta por material plastico para
que facilite a descontaminacdo. Esta sera realizada em matérias e superficies utilizando o alcool a 70%
ou o hipoclorito de sédio a 2,5%. A equipe realizara os procedimentos utilizando EPIs (Equipamentos
de Protecgao Individual).

Seropédica, 31 de outubro de 2018

{DI‘J;C’ i 'é-cr’w ""C?‘—" ';_D___*

Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Prof. Dr. Jonimar Pereira Paiva
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janeiro

BR 465, Km 7 / Campus da UFRR| - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP: 23890-000 - tel: 55 (21) 2682-3051
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8 as 17h : e-mail: ceuaiv@ufrrj.br
CEUA N 8068280716
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F —Autorizacao para atividades com finalidade cientifica (SISBIO)

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Institute Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 50564-2 | Data da Emissdo: 14/09/2016 08:27 | Data para Revalidagao®: 1410/2017

* Die acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentat@o do relatério de afividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emizsdo.

Dados do titular

Nome: Jofo Marcelo Azevedo de Paula Antunes CPF: 087.118.887-25

Titulo do Projeto: Investigagio do envolvimento de tatus dos géneres Dasypus e Euphractus na manuteng o da endemia da hanseniase no Brasil

Nome da Instituigdo : UNIWVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO CNP.J: 24 525 265/0001-40

Cronograma de atividades

[

Diescncao da afividade [ Tnicio imesfano] [ Fim [meslanc]

I

| Coleta de material biclogice e processamenio das amosiras [ 12015 [12/2018

Observacfes e ressalvas

1

As atvidades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o temitorio nacional, que impliqguem o deslocamento de recursos humanos e
materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biokbgicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular. presents e passada,
obfidos por meio de recursos e ticnicas que se destinem a0 estudo. 3 difus3o ou 3 pesquisa, estio sujeitas a autorizagio do Ministéno de Ci¥ncia e Tecndlogia.

Esta autonzagac NAD exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuencias previsias em outres instrumenios legais, bem
como do consentiments do responsavel pela area, piblica ou privada, onde serd realizada a stividade, inclusive do drgSo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagdo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, amendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagdo
federal cujo processe de regularizacdo fundiaria encontra-se em curso.

| Este Jocumenio Somente podera ST UHlZado para oS fins previsios na nstruzac Nomatva ICWMEio n™ T32074 ou na Instrugao Normatva T MBic n- 1072010, no que
especifica esta Autorizag3o, ndo podendo ser utlizado para fins comerciais, industriais ou esporiivos. O material bioldgico coletado devera ser utiizado para atividades
cientificas ou didaticas no Smbito do ensino superior.

A autorizag3o para envio ac extenior de material biologico n3o consignado devera ser requerida por meio do enderego eletronico www_ibama.gov br [Servigos onine -

# | Licenca para importagdo ou exportagdo de flora e fauna - CITES e nae CITES).
O tiular de licenga ou awterizagao & os membros da sua equipe deverao optar por metodes de colefa e nsirumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 |20 grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dane significative a outros grupos; & empragar esforpo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagies do grupo taxondmico de interesse em condigSo in situ.
O tiular de auionzagao ou de licenga permanents, assim como os memiros de sua equipe. quando da viclagae da legislagao vigente. cu quando da nadequagac.
& |omissdo ou falsa descricio de informagdes relevantes que subsidiaram a expedigde do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagdo ou ficenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislagao brasieira em wigor.
Este documento nao dispensa o cumprmento da legislag3o que dispos sobre acesso a componente do patrimanio genetico existents no temitorio nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ac conhecimento radicional associado ac patrimdnio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgde e desenvolvimento tecnoldgice. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.bricgen.
8 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAD. o pesquisador titular desta autonzagao devera confactar a administragao da uidade a im de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicbes, as condicdes para realizacio das coletas & de uso da infra-estrutura da unidade.
Equipe
# Nome Fungao CPF Doc. ldentidade Nacionalidade
1 | Amanda Nogusira Brum Fontes Coordenarafivdadesn®  |pes7eraar-io | 112220067 IFP-RJ Brasisira
|2 | Jessica da Silva Ferera Doutoranda 124.188.277-04 132307978 DETRAN-PR Brasieia
2 | Flavio Alves Lara PesqusatorPrincpalda  Ipasgaisay4n (103045311 IFP-RY Brasicira
4 | Carlos lbere Alves Freitas Pesguisador Colaborador T74.420.327-53 2180152 SSP-BA Brasieira
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
[F] RMunicipio [ UF [Descrigac dolocal [Tipo |
[1_[WOSSoRO |RN [ Propriedades urais do municipio |Fora de UC Federal |

Atividades X Taxons

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) fol expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo

de

autenticagdo abaixo, qualguer cidaddo pedera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do SisbiolCMBio na

Intemet (www._icmbio.gow brisisbio).

Cédigo de autenticacdo: 92465696 ‘Hl‘l“ll‘l“l‘ll‘
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacgde em Biodiversidade - SISBIC

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 50564-2 | Data da Emissao: 14/09/2016 08:27 Data para Revalidagao®: 14/10/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem praze de validade eguivalente ac previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatorio de afividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversdrio de sua emizsSo.

Dados do titular

Nome: Jodo Marcelo Arevedo de Paula Antunes CPF: 087.116.887-25

Titulo do Projeto: Investigagio do envolvimento de tatus des génercs Dasypus e Euphractus na manutenco da endemia da hanseniase no Brasil

Nome da Instituigdo - UNIWERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO CNPJ: 24 528 265/0001-40
# Afividade Taxons

1 [ Captura de animais silvestres in situ Dasypus novemcinctus, Euphractus sexcinctus

2 | Coletaftransporte de amostras biokogicas in situ Dasypus novemcinctus, Euphractus sexcinctus

2 | Coletafranspone de especimes da fauna sivestre in situ Euphractus sexcinctus ("Qtde: 20), Dasypus novemcinchus ("Otde: 20)

* Quantidade de individuos por especie, por localidade ou unidade de -::Dnser\.ragéo. a serem cobetados durante um ano.

Material e métodos

o n {i i T i I
Amostras biolgicas (Tatus) Sangue, Animal encontrade morto ou paries (carcagajosso/pele, Fragmento de tecide/orgao,

Ectoparasita
2 | Metodo de capturalcoleta (Tatus) Coleta manual
Destino do material biologico coletado
[#] Nome local desfing | Tipo Destino
| UNNERSIDADE FECERAL RURAL DO SEMIEARIDT |

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normafiva n® 03/2014. Através do codigo
de autenticagio abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenficidade ou regulanidade deste documento, por melo da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (wew.icmbio.gov brisisbio).

coto seauentessioseziccess 1IN
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Ministério do Meio Ambiente - MMA,
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 50564-2 | Data da Emissdo: 14/09/2016 08:27 | Data para Revalidagdo®: 14/10/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagfio tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualments mediants a apresentagdo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversdrio de sua emissio.

Dados do titular

Nome: Jodo Marcelo Azevedo de Paula Antunes CPF: DB7.115.887-25

Titulo do Projeto: Investigagdo do envolvimento de tatus dos géneros Dasypus e Euphractus na manutencio da endemia da hanseniase no Brasil

Nome da Instituigdo - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO | CNPJ: 24 520 265/0001-40

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrucdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biclégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material biologico ou do substrato devera ser acompanhado da autonizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotacio. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituic3o cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecdo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecées Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* denfificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na InstrugBo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualguer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meic da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.brisisbio).

Cédigo de autenticacédo: 92465696 H‘l‘l”ll‘l“l‘“‘
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