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esquisa realizada no Laboratério Innovare Bio-

marcadores da Unicamp pela biomédica Estela

de Oliveira Lima, orientada pelo professor Ro-

drigo Ramos Catharino, possibilitou o desenvol-
_ vimento de método inovador, simples, nao invasivo
e de baixo custo para o diagndstico da hanseniase, conhe-
cida desde os tempos biblicos como lepra. O trabalho foi
publicado na edi¢ao de margo da Analytical Chemistry, a mais
conceituada revista da area. O Innovare, que tem como foco
de estudo a area de saude, atua na localizacao de moléculas
de importancia para diagnosticos, processos, medicamen-
tos, cosméticos e alimentos em geral.

A nova metodologia proposta é de extrema simplicidade:
uma plaqueta de silica de um cm? é sobreposta a pele e le-
vemente pressionada por um minuto, tempo suficiente para
que o material adsorva as substancias presentes na sua su-
perficie. Ela é entao depositada em um tubo com metanol, o
alcool de estrutura mais simples dessa fun¢ao quimica, que
dissolve as substancias adsorvidas da pele pela silica. Com
uma seringa, o liquido sobrenadante é transferido para um
espectrometro de massas de alta resolu¢io, onde sao carac-
terizadas as moléculas presentes.

Este procedimento permite, em cerca de cinco minutos,
identificar marcadores lipidicos em pacientes da hanseniase
diretamente a partir de “imprint” de pele, usando a espectro-
metria de massas como estratégia analitica. Atualmente, o
teste considerado padrio ouro no diagnodstico da hanseniase
é a histopatologia diagndstica e a baciloscopia, diretamen-
te dependentes de bidpsia de pele, processo invasivo e de
baixa sensibilidade para as formas mais brandas da doenga.
Em vista disso, o desenvolvimento de um método rapido,
sensivel e ndo invasivo assume grande importancia no diag-
néstico assertivo da hanseniase.

A ideia da pesquisa resultou de um grande insight, con-
ta Rodrigo: “Sabiamos que, com as tiras de silica, podiamos
fazer analise da composi¢ao de cosméticos fotoprotetores
nelas diretamente aplicados. Tivemos entdo a curiosidade
de verificar a adsor¢ao dos cosméticos, quando aplicados di-
retamente sobre a pele, pressionando levemente essas tiras
sobre ela. Descobrimos, entao, dissolvendo os produtos ab-
sorvidos em metanol e utilizando o espectrometro de massa,
que ocorria ndo sé a adsor¢ao dos componentes do cosméti-
co como de outras substancias presentes na epiderme. Veio
o insight: por que nao testar o procedimento para identificar
doencas que se estabelecem na pele? Em um congresso, con-
versando com a pesquisadora Cristiana Santos de Macedo,
da Funda¢ao Oswaldo Cruz (Fiocruz), de Manguinhos (RJ),
acertamos a realiza¢do desse trabalho em colabora¢ao”.

Na oportunidade discutiu-se a melhor maneira da coleta,
a regido da pele a ser priorizada para aplicagdo das tiras e o
tipo de paciente. Cristiana encarregou-se da coleta do ma-
terial e triagem dos pacientes de hanseniase em suas mani-
festagbes mais severas, ficando a cargo do Innovare testar o
procedimento no diagndstico da doenga, localizando os bio-
marcadores responsaveis por ela e a melhor forma de analise.
O docente enfatiza: “Estabelecemos uma emblematica cola-
boragdo entre duas instituicdes de renome, e prol da satde
publica, sem a preocupag¢io com a propriedade do projeto”.

A DOENCA

A hansenifase é uma doenga infectocontagiosa de evo-
lugao crénica, que se manifesta principalmente por lesdes
cutdneas, com a diminui¢do da sensibilidade térmica, do-
lorosa e tatil. Tais manifestacdes decorrem da presenca do
bacilo Mycobacterium leprae, agente causador da doencga, que
acomete principalmente células cutineas e nervos periféri-
cos. Trata-se de uma doenga sistémica, que ataca o organis-
mo como um todo, concentrando-se preferencialmente so-
bre a pele e regides mais frias do corpo como dedos, orelhas
e nariz. Os doentes que desenvolvem as suas formas mais
graves sao 0s que apresentam maior carga bacteriana. Cou-
be ao médico noruegués G. A. Hansen identificar o bacilo
causador da doenga, em 1873.

Em suas manifestacdes iniciais a hanseniase leva ao sur-
gimento de manchas brancas, que podem ou ndo apresentar
perda de sensibilidade e evoluem para a formagao de lesdes.
Nos casos mais graves, a propria reacao inflamatéria que com-
bate o Mycobacterium leva a destrui¢ao dos tecidos e a atrofia
das extremidades. Atualmente, o tratamento preconizado
pela Organizacdo Mundial de Saiide (OMS) é curativo, em-
bora n3o ocorra regenerac¢ao dos tecidos ja destruidos. Como
existem outras doengas de pele que também se manifestam
como uma mancha esbranquicada, o seu diagndstico inicial
pode ser complicado.

Ao leitor menos avisado, pode parecer estranho uma pes-
quisa que se preocupe em identificar um método de diagnodsti-
co para a hanseniase, historicamente conhecida como lepra até
meados do século 20 e cujos registros datam de cerca de trés
mil anos. Muitos a julgarao uma doenga dos tempos biblicos.
Mas, até trés décadas atrds, mais de 120 paises ainda apresen-
tavam altos indices de prevaléncia da doenga, embora sua que-
da tenha sido acentuada, pois, ja em 2012, a OMS constatou
que menos de 20 deles, situados em geral ao longo da Linha
do Equador, em que a doenca se mostra mais prevalente, apre-
sentavam ainda incidéncia maior que mil casos novos por ano.
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Biomédica desenvolve
método inovador de
deteccao da hanseniase

Trabalho feito em colaboragao com a Fiocruz foi publicado
na mais conceituada revista de quimica analitica

O professor Rodrigo Ramos Catharino, orientador, e a biomédica

Estela de Oliveira Lima, autora da tese: método simples, ndo invasivo e de baixo custo

Dentre esses paises remanescentes, o Brasil é um dos que
ainda nao conseguiram atingir a meta da OMS que preconiza
taxa de prevaléncia da doenga nao superior a um caso a cada
dez mil habitantes. Segundo dados de 2014, do Ministério da
Satde, essa taxa ¢ de 1,51 no pajs (colocando-o, em relagao
a de hanseniase, apenas atras da India e de nagGes africanas).
As estatisticas mostram que a doeng¢a permanece como pro-
blema de satide publica nacional. Ela atinge principalmente
as classes econdmicas menos favorecidas, principalmente das
regides Norte e Nordeste. Constituem seus fatores de risco
condi¢oes precarias de vida, desnutri¢ao, alto indice de ocu-
pag¢ao de moradias e outras infecgdes simultaneas.

ALCANCE DA METODOLOGIA

A principal forma de diagnéstico da hanseniase hoje ¢ a
bidpsia, processo invasivo e desconfortdvel para o paciente,
em que o Mycobacterium leprae, assim como alteragdes histo-
patoldgicas, devem ser visualizados na derme, o que limita
a sensibilidade nos casos em que a carga bacteriana ainda
é baixa. O método proposto pelos pesquisadores tem po-
tencial para permitir identificar a presenca de moléculas da
bactéria na superficie cutdnea mesmo quando ainda nao te-
nham se estabelecido lesdes oriundas das manchas esbran-
quigadas que as antecedem.

Para o desenvolvimento da pesquisa, foram selecionados
dois grupos: um de individuos saudéveis e outro com porta-
dores de hanseniase na sua forma mais avancada, com mul-
tiplas lesdes pelo corpo. Nestes pacientes, foram coletadas
amostras com a plaqueta de silica diretamente aplicada so-
bre lesbes e, simultaneamente, as aplicagdes se deram sobre
a pele que nao apresentava ferimentos, para que pudessem
ser comparados os resultados.

A andlise dos espectros permitiu estabelecer a comparagao
entre as moléculas presentes no grupo sadio e doente e, ain-
da, entre a pele lesionada ou nao dos pacientes. A partir das
diferengas que se observam entre os dois grupos foi possivel
identificar moléculas ja descritas na literatura e comumen-
te presentes na pele de um individuo saudavel. Nos casos
dos doentes - independentemente da amostra colhida provir
das partes cutineas lesadas ou daquelas n3o atingidas pelas
feridas - foram identificados o mesmo padrao de moléculas
que indicam resposta inflamatéria, morte celular e também
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Plaqueta de silica
usada nos exames:
adsorvendo em cerca
de um minuto

as substancias
presentes na pele

duas moléculas especificas do Mycobacterium:
uma especifica do Mycobacterium leprae (o acido
phthiocerinico) e outra mais especifica de géne-
ro, presentes em qualquer Mycobacterium (o acido
a-smegma micdlico).

Estes resultados mostram que o método per-
mite identificar esses dois marcadores lipidicos
presentes nos tecidos do individuo com hanse-
niase, mesmo na pele n3o lesionada, nos casos
mais graves da doenga. O préximo passo do es-
tudo, que os pesquisadores ja iniciaram, mantida
a parceria entre as institui¢des, é a validagao do
método para todas as manifestagdes da hanseni-
ase, particularmente para 30% dos casos em que
o paciente pode nao apresentar manifestagcoes
clinicas tipicas como espessamento de nervos e
lesdes hipocromicas com perda da sensibilidade.

A propésito, Estela afirma: “Por ora pode-
mos considerar que o método funciona para ca-
sos de grande carga bacteriana e que se mostra
aparentemente de grande potencial de eficiéncia
para outras situagdes, embora nao tenha sido testado ainda
quando a carga bacteriana é mais baixa”. Rodrigo comple-
menta esclarecendo que, mesmo nos casos mais graves, essa
metodologia nao tinha ainda sido aplicada, pois a bidpsia
sempre se restringiu a parte lesionada com vistas ao diag-
néstico, pois os ferimentos poderiam estar associados a ou-
tras doencas: “Em relagdo aos casos mais agudos da doenga,
mostramos que a hanseniase pode ser identificada na pele
mesmo em regides nao lesionadas”.

Para os pesquisadores, a metodologia proposta apresenta-
-se promissora para o diagnéstico de hanseniase em todos os
seus graus. Destacam que o método de coleta de amostras
por meio da placa de silica é rapido, simples, nao invasivo e
eficaz para a adsorg¢ao de lipideos da pele, etapa essencial para
a andlise com a utilizagdo da ferramenta empregada. Além
disso, o processamento e andlise das amostras com o empre-
go de espectrometro de massas de alta resolu¢ao mostraram-
-se de grande acuracia para a identificacdo de marcadores li-
pidicos diferenciais entre amostras dos individuos saudaveis
e doentes, independentemente da presenca de lesao cutanea.
Frisam, entretanto, que para a comprovacao da hipotese, mais
experimentos sao necessarios, como valida¢gao e comparagao
com outras manifestacoes da hanseniase. Destacam ainda o
seu baixo custo, que facilita sua utilizagao no sistema de sau-
de, que pode ser viabilizada com a utilizacdo de espectréme-
tros de massas de menor resolucao, que além de mais baratos
nao exigem operadores especialmente capacitados.

Rodrigo se entusiasma ao dizer que “a metodologia é re-
volucionaria por ser simples. Mas, além disso, ela descorti-
na uma linha de pesquisa voltada para a satde publica, para
pessoas carentes, e pode vir a ser usada para o diagndstico de
canceres de pele e de outras doengas que a afetam. Embora
nosso foco tenha sido a hanseniase, abrem-se perspectivas
para o diagnéstico de outras doengas igualmente negligencia-
das. Vislumbra-se um campo aberto e s6 estamos no inicio de
um processo que pode vir a ajudar muita gente”.

A expectativa de Estela ndo é menor que a do orientador:
“Se conseguirmos validar o método para identificar hanseni-
ase no seu inicio, estaremos contribuindo para que se possa
quebrar a cadeia de transmissdo da doenga no pais, que se
d4 através das secre¢des de vias aéreas e pelo contato com as
lesbes, uma vez que quanto mais precoce o diagnéstico mais
cedo se inicia o tratamento”.





