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RESUMO

A hanseniase € uma doencga infectocontagiosa causada pelo Mycobacterium
leprae, cujas manifestagdes sao influenciadas pela resposta imune do
hospedeiro. Infecgdes por helmintos e deficiéncias de micronutrientes podem
coexistir com a hanseniase, levando a supressao da resposta imunolégica. O
objetivo desse trabalho € dentificar biomarcadores nutricionais relacionados ao
desenvolvimento de hanseniase em associacdo com a coinfecgdo pelo S.
mansoni. Um estudo longitudinal conduzido pelo grupo NUPqHANS/CNPq, que
selecionou aleatoriamente 1.200 participantes de Governador Valadares/MG e
arredores. Coletaram-se amostras de sangue e urina. A reatividade de
anticorpos ao antigeno Leprosy IDRI diagnostic 1 (LID-1) foi realizada via ensaio
Multiplex (CDC-EUA). A detecgao presuntiva de esquistossomose se deu por
meio do Kit Urine CCA. A presenca de anticorpos anti-SEA e anti-SWAP foi
verificada por ELISA (CPgRR/FIOCRUZ/BH), e os niveis de vitamina D, A e
Ferritina foram analisados em um laboratério parceiro. Dos 1200 participantes,
81 apresentaram anticorpos anti-LID (LID+). Esses foram monitorados para
confirmac&o de hanseniase e agrupados em trés grupos: LID(+)Schisto(-)ND
(N=33), LID(+)Schisto(+)ND (N=26) e LID(+)Schisto(-)D (N=19). Os resultados
destacam que os niveis de vitamina A e D foram significativamente menores no
grupo com diagnostico de hanseniase (LID(+)Schisto(-)D). Ambas as vitaminas
se mostraram como biomarcadores eficazes para distinguir entre os grupos
LID(+)Schisto(-)ND e LID(+)Schisto(-)D, bem como entre os grupos
LID(+)Schisto(+)ND e LID(+)Schisto(-)D. Além disso, niveis mais elevados de
ferritina estavam associados a gravidade da condicdo de saude
(LID(+)Schisto(+)ND e LID(+)Schisto(-)D). Assim, é possivel se concluir que os
marcadores nutricionais sao regulados de maneiras distintas, dependendo da

presenca de uma ou ambas as infecgdes e da hanseniase.

Palavras chave: hanseniase; esquistossomose; vitamina A; vitamina D; ferritina;
biomarcadores.

ABSTRACT



Leprosy is an infectious disease caused by Mycobacterium leprae, whose
manifestations are influenced by the host's immune response. Helminth
infections and micronutrient deficiencies may coexist with leprosy, suppressing
the immune response. This study aimed to identify nutritional biomarkers
associated with developing leprosy and coinfection by S. mansoni. A longitudinal
study was conducted by the NUPqHANS/CNPq group, which randomly selected
1,200 participants from Governador Valadares/MG and surrounding areas. Blood
and urine samples were collected. Antibody reactivity to the Leprosy IDRI
diagnostic 1 (LID-1) antigen was performed using a Multiplex assay (CDC-USA).
Presumptive detection of schistosomiasis was performed using the Urine CCA
Kit. The presence of anti-SEA and anti-SWAP antibodies was verified by ELISA
(CPqRR/FIOCRUZ/BH), and the levels of vitamin D, A, and Ferritin were
analyzed in a partner laboratory. Of the 1200 participants, 81 presented anti-LID
antibodies (LID+). These were monitored for confirmation of leprosy and grouped
into three groups: LID(+)Schisto(-)ND (N=33), LID(+)Schisto(+)ND (N=26), and
LID(+)Schisto(-)D (N=19). The results highlight that the levels of vitamin A and D
were significantly lower in the group diagnosed with leprosy (LID(+)Schisto(-)D).
Both vitamins were shown to be effective biomarkers to distinguish between the
LID(+)Schisto(-)ND and LID(+)Schisto(-)D groups, as well as between the
LID(+)Schisto(+)ND and LID(+)Schisto(-)D groups. Furthermore, higher ferritin
levels were associated with the severity of the health condition
(LID(+)Schisto(+)ND and LID(+)Schisto(-)D). Thus, it can be concluded that
nutritional markers are regulated differently depending on the presence of one or

both infections and leprosy.

Keywords: leprosy; schistosomiasis; vitamin A; vitamin D; ferritin; biomarkers.
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1 INTRODUGAO

A hanseniase é uma doenga infectocontagiosa cronica causada pelo
Mycobacterium leprae. Seu diagnostico baseia-se no exame clinico, baciloscopia e
histopatologia, que, apesar de especificos, apresentam baixa sensibilidade e possuem
limitagbes técnicas e praticas (CAVALCANTI, Ana Amélia Lucena et al., 2012). Além
dos desafios diagnosticos, essa doenga esta associada a pobreza, coinfecgao por
helmintos e deficiéncias de micronutrientes (DENNISON, Cori L. et al., 2021).

A hanseniase integra o grupo de Doencgas Tropicais Negligenciadas (DNT),
juntamente com doencgas de origem protozoaria, helmintica, bacteriana, viral, fungica
e parasitaria, prevalentes em paises e territérios de clima tropical, onde sdo comuns
situagdes de pobreza, desigualdade e iniquidades em saude (SALAROLI, Robson et
al., 2024). O leste de Minas Gerais € altamente endémico tanto para esquistossomose
quanto para hanseniase, apresentando significativa pobreza rural e urbana
(FONSECA et al., 2014).

Sabendo que as manifestagdes e sintomas da hanseniase sdo em grande parte
determinados pela resposta imune do hospedeiro, observou-se que infecgées por
helmintos podem facilitar a infecgdo por M. leprae e a progressao para suas formas
mais infecciosas (DENNISON, Cori L. et al., 2021). Deficiéncias nutricionais também
podem afetar a resposta imune na hanseniase.

Um estudo piloto de caso-controle que foi conduzido em 73 pacientes com
hanseniase multibacilar em Belo Horizonte/ Brasil, demonstrou que 11 (15%)
individuos da amostra apresentaram infecgdo por helmintos e mais da metade (52%)
tinham deficiéncia de vitamina, demonstrando que deficiéncia de vitaminas e
infeccdes por helmintos eram prevalentes nesses pacientes.

Determinar se infecgdes por helmintos e/ou deficiéncias de micronutrientes
estdo presentes em pacientes com hanseniase pode ampliar a compreensao dos
fatores que influenciam a suscetibilidade a hanseniase e sua evolugédo. Dessa forma,
o presente estudo foi desenvolvido para investigar associagdes potenciais entre

hanseniase, infecgdes por helmintos e deficiéncias de micronutrientes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizagao da hanseniase

A Hanseniase é uma doenca infectocontagiosa cronica que pode afetar a pele,
0s nervos periféricos (bragos e pernas), os olhos e a mucosa nasal (WHO, 2018;
JOPLING, 1983). E causada pelo Mycobacterium leprae (M. leprae), um bacilo
intracelular obrigatorio, com tropismo por macrofagos e células de Schwann (DAVEY,
TF., 1977). Por possuir predilecao pela pele e nervos periféricos a infecgao apresenta
alto poder incapacitante e se o diagnéstico for tardio ou o tratamento inadequado a
doenca pode ocasionar lesées neurais, oftalmicas e incapacidades fisicas, que podem
ser potencialmente irreversiveis (DAVEY, TF., 1977; BRASIL, 2017; BRASIL, 2024).

A hanseniase € considerada uma doenga de evolugéo lenta e progressiva, por
possuir longo periodo de incubagao, durando em média dois a cinco anos (hanseniase
paucibacilar) e cinco a dez anos (hanseniase multibacilar), atingindo pessoas de
ambos os sexos de qualquer etnia ou idade (WHO, 2018; JOPLING, 1983).

A doencga apresenta alta infectividade e baixa patogenicidade; a forma de
transmissao ocorre por meio de goticulas da mucosa nasal e orofaringe, durante o
contato proximo e prolongado de individuos saudaveis com casos nao tratados da
doencga (OMS, 2017). Outra hipétese de transmisséo € o contato humano com carne
de tatus naturalmente infectados pelo M. leprae (MENDONCA et al., 2008).

2.2 Panorama Epidemiolégico da Hanseniase

A prevaléncia da hanseniase esta relacionada principalmente as condi¢cbes
socioecondmicas, baixa renda e acesso reduzido a cuidados de saude, fatores que se
relacionam principalmente ao estigma e excluséo social (OMS, 2020).

Segundo Souza e colaboradores (2020) os individuos que vivem nas periferias
das cidades, em condi¢des inapropriadas de moradia, com pouco acesso aos servigos
municipais e em alto grau de vulnerabilidade apresentam alto risco de contrair a
doenca. Desse modo, a ascensao econémica dos individuos impacta diretamente na
educacgao, saneamento, estado nutricional e condigdes de moradia que sao
determinantes sociais comprovadamente envolvidos na manutengdo da cadeia

epidemioldgica de transmissao da hanseniase.
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Por estar ligada diretamente a pobreza, mas condigbes sanitarias e de
habitacdo, a hanseniase tem acometido familias marginalizadas, residentes em
regides pobres e privadas de bens de consumo. Essas circunstancias tem impedido a
adocdo de comportamentos saudaveis e 0 acesso a servigos basicos, o que aumenta
ainda mais a vulnerabilidade dessas populagbes (LEVANTEZI; SHIMIZU; GARRAFA,
2020; MENDONCA et al., 2008).

Apesar de apresentar terapéutica comprovadamente eficaz, a hanseniase
persiste como problema de saude publica em muitos paises no mundo, inclusive no
Brasil (MONTEIRO et al., 2017). Dados do Boletim Epidemioldégico de Hanseniase
publicado pelo Ministério da saude no ano de 2024, demonstraram que embora nas
ultimas décadas avangos sobre as perspectivas de prognostico e tratamento da
hanseniase tenham sido conquistados, em 2022 foram registrados 174.087 casos
novos da doenga no mundo. O Brasil permanece em segundo lugar no ranking
mundial em numero de casos novos, sendo classificado como um pais prioritario para
hanseniase pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (OMS, 2020; BRASIL, 2024).

Durante o periodo de 2013 a 2022 foram notificados 316.182 casos de
hanseniase no Brasil, sendo que 80,6% (n=254.918) eram “casos novos”; 7,4%
(n=23.432), “transferéncias”; 7,0%), (n=22.177), “outros reingressos”; e 4,7%
(n=14.926), “recidivas”. Abaixo (Figura 1) encontra-se a distribuicdo da taxa de
detecgdo geral de casos novos de hanseniase por municipio de residéncia no Brasil,
de 2013 (A) a 2022 (B).

Figura 1 Distribuigdo da taxa de detecg¢ao geral de casos novos de hanseniase por
municipio de residéncia no Brasil, de 2013 (A) a 2022 (B).
(L
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Fonte: Ministério da saude 2024

Entre os anos de 2013 e 2022 houve uma reducgao de 28,9% no numero de
casos notificados. Entretanto, reanalise desses dados mostrou que durante a
pandemia de covid-19 houve um alto grau de subdiagndsticos, uma vez que nos anos
pré-pandemia da covid-19 (2013 a 2019) ocorreu uma reducao de apenas 0,8% no
numero de casos notificados (BRASIL, 2024).

Além disso, 4,7% (n=14.126) das notificagbes caracterizavam como recidivas,
demonstrando a necessidade continua de aprimoramento nas estratégias de
prevencao e acompanhamento dos pacientes.

Em relagcédo ao perfil de casos novos (n=254.918 casos) mais da metade séo
do sexo masculino (55,6%), idade entre 30 e 59 anos (53,9%), maioria parda (58,3%)
e ensino fundamental incompleto (47,6%). Quanto a forma clinica, 46,7% (n=118.945)
foram classificados como “dimorfa”, 16,4% (n=41.707) como “virchowiana”, 14,3%
(36.534) como “tuberculoide”, 13,2% (n=33.644) como ‘“indeterminada” e 5,7%
(n=14.438) ndo foram classificados.

Os dados da taxa de deteccéo de hanseniase por Unidade Regional de Saude
(URS) publicados no boletim epidemioldgico da (SE/MG, 2022) demonstraram que no
ano de 2017 cerca de 97,89% dos municipios do estado possuia baixa prevaléncia de
hanseniase, ao passo que nenhum municipio apresentava alta, muito alta ou
hiperendemia da doenca. Ja, em 2021 foi possivel observar uma mudanga nesse
cenario, visto que a baixa prevaléncia foi reduzida para 80,77% com o surgimento de
prevaléncia de alta (2,11%), muito alta (0,23%) e hiperendémia (0,12%).

Em 2017 apenas Governador Valadares apresentava taxa de detec¢cao muito
alta em Minas Gerais, mas em 2021 os municipios de Januaria, Montes Claros, Pedra
Azul e Tedfilo Otoni também apresentaram essa taxa. Além disso, a alta detecgéo,
que era percebida em 5 URS em 2017, passou a ocorrer em 13 URS em 2021 e nesse
mesmo ano 10 URS apresentaram baixa taxa de detecg¢do, o dobro das regionais
classificadas em 2017 (BRASIL, 2022) (Figura 2).

Figura 2 Taxa de detecgao geral de casos novos de hanseniase segundo URS de
residéncia em Minas Gerais entre 2017 e 2021
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Fonte: BRASIL, 2022

2.3 Diagnéstico clinico e laboratorial da hanseniase

Atualmente nao existe padrao-ouro para o diagnostico da hanseniase, visto que
0 M. leprae nédo pode ser cultivado em meios sintéticos ou em culturas de células.
Além disso, o bacilo pode n&o ser encontrado nos exames de baciloscopia de raspado
dérmico e histopatolégicos, o que torna o diagndstico eminentemente clinico e
epidemiolégico (ALVES, FERREIRA e FERREIRA, 2014, BRASIL, 2017).

O diagnéstico clinico é realizado frente a presenga de um ou mais dos trés
sinais cardinais da doenca: lesdo(6es) de pele hipopigmentadas ou avermelhadas
com alteragéo de sensibilidade térmica, dolorosa ou tatil; acometimento de nervo(s)
periférico(s), com ou sem espessamento, associado a alteragbes sensitivas e/ou
motoras e/ou autonédmicas; e baciloscopia de esfregago intradérmico positiva
(BRASIL, 2017).

Embora a baciloscopia demonstre alta especificidade, apresenta baixa
sensibilidade, ndo sendo capaz de detectar a hanseniase paucibacilar. Além disso, a
avaliacdo clinica detecta a doenga ja instalada, porém ndo € capaz de diagnosticar
individuos infectados, mas que ainda sao assintomaticos. O diagnéstico da doenga
enfrenta ainda uma série de desafios técnicos devido a sua natureza invasiva,
requisitos especificos de materiais e a necessidade de conhecimentos especializados
(AMORIM, Francianne M. et al., 2016).
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Numerosos ensaios sorologicos tém sido desenvolvidos para o diagndstico
precoce da hanseniase, monitoramento da poliquimioterapia (PQT) e vigilancia dos
contatos domiciliares. Um dos principais € baseado na detecg¢ao de anticorpos contra
o glicolipidio fendlico | (PGL-I), um antigeno especifico do M. leprae descoberto nos
anos 1980 (HUNTER e BRENNAN, 1981). Atualmente, a porg¢ao dissacaridica
terminal do PGL-I é amplamente utilizada para investigar a presenga de anticorpos
IgM contra M. leprae, sendo os titulos diretamente relacionados a carga bacilar dos
pacientes. Niveis elevados indicam hanseniase MB ativa, tratada recentemente ou
exposicao recente e intensa ao M. leprae. Embora util para o diagnostico de
hanseniase neural primaria, essa sorologia ndo detecta anticorpos na maioria dos
pacientes PB (BOVOLINI; SILVA; DE SOUZA, 2019).

Visando o aprimoramento do diagndstico soroldgico, especialmente para
pacientes PB, uma proteina recombinante, LID-1 (leprosy IDRI diagnostic-1) foi
desenvolvida pela fusdo dos genes ml0405 e mI2331 para produzir uma unica proteina
quimérica com melhor sensibilidade do que as proteinas originais sozinhas. Observou-
se que os antigenos proteicos recombinantes ML0405 e ML2331 exibiram alta
sensibilidade para a detecgao de anticorpos contra a hanseniase em todo o espectro
clinico quando testados contra grandes painéis de soros de muitas regides
geograficas diferentes (Filipinas, Brasil e Japao) (AMORIM, Francianne M. et al.,
2016.)

Sendo um antigeno proteico de significativa importancia, o LID-1 pode ser
reconhecido por anticorpos IgG presentes no soro da maioria dos pacientes
multibacilares (MB) em varias regides endémicas de hanseniase no mundo. Sua
notavel reatividade o posicionou como uma das op¢des mais promissoras para a
criacédo de testes voltados a deteccédo da hanseniase (FREITAS, Alline Araujo et al.,
2016; BOVOLINI; SILVA; DE SOUZA, 2019).

A LID-1 pode atuar como um indicativo de infeccdo por M. leprae antes do
aparecimento de sinais que permitam o diagndstico clinico da hanseniase, sendo que
a avaliagéo regular dos niveis de anticorpos durante e apds o tratamento pode ser
utilizado para avaliar sua eficacia. Desse modo a triagem de anticorpos anti-LID-1 na
populagdo pode acelerar o tratamento de pacientes com hanseniase contribuindo

significativamente para a reduc&o da taxa de transmissao (CARVALHO et al., 2017).
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Apesar dos avangos, ainda existem desafios na implementagado ampla da LID-
1 em unidades de saude devido as variagdes na sensibilidade e especificidade em
diferentes populagdes e formas clinicas da doencga. A adogao desses testes depende
de mais estudos que validem sua eficacia e de politicas de saude publica que integrem
esses métodos de diagndstico de forma eficaz no sistema de saude (TELES, Stéfanie
Ferreira et al., 2020, GOBBO, Angélica Rita et al., 2022).

2.4 Classificagao das formas clinicas

A classificagéo espectral da hanseniase foi proposta por Ridley e Jopling (1962)
e baseia-se nas caracteristicas clinicas, baciloscopicas e histopatoldégicas dos
individuos infectados e distingue-se em dois polos: O polo Tuberculoide (TT), que € a
forma de alta resisténcia a infec¢ao, na qual as manifesta¢des estao relacionadas a
exacerbacgao da resposta imune celular, com a formagéo de granuloma bem definido,
limitagdo das lesbes e destruicdo completa dos bacilos. E o polo Lepromatoso (LL)
que é a forma de alta susceptibilidade, que se caracteriza por deficiéncia de resposta
imune celular, excessiva multiplicagdo bacilar e disseminagdo da infeccdo para
visceras e tecido nervoso (FOSS, 1997; MENDONCA et al., 2008). Figura 3.

Figura 3 Classificacdo da hanseniase, segundo Ridley e Jopling
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Figura 3 TT - tuberculéide tuberculéide; BT - borderline tuberculéide; BB - borderline
borderline; BL - borderline lepromatoso; LL - lepromatoso lepromatoso.

Fonte: Adaptado de Hargrave et al., (2010)

Entre os dois polos ha trés formas intermediarias e dindmicas. A forma mais
préxima da Tuberculdide é chamada Borderline tuberculodide (BT), a mais centralizada
€ conhecida como Borderline borderline (BB) e assemelhando-se ao polo
Lepromatoso tém-se a forma Borderline lepromatoso (BL) (MENDONCA et al., 2008).

Para pesquisas cientificas a classificacdo de Ridley e Jopling (RIDLEY e
JOPLING, 1966) € a mais recomendada (MENDONCA et al., 2008). Entretanto, devido
a necessidade de expansdo da campanha de eliminagdo da hanseniase, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) propbés em 1982, a classificagdo da doenca,
conforme o resultado do exame de baciloscopia (ALVES, FERREIRA e FERREIRA,
2014). Sendo assim, considerando os critérios clinicos os pacientes podem ser
classificados em paucibacilares (até cinco lesdes cutaneas e/ou um tronco nervoso
acometido) e multibacilares (mais de cinco lesdes cutaneas e/ou mais de um tronco
nervoso acometido). Nos centros de referéncia onde o exame baciloscopico é
disponivel, pacientes com resultado positivo sdo considerados multibacilares,

independentemente do numero de lesdes (BRASIL, 2002).

2.5 Esquemas terapéuticos / Tratamento

A estratégia terapéutica adotada pela WHO para o tratamento da Hanseniase,
baseia-se no uso da poliquimioterapia (PQT), um esquema terapéutico composto por
Dapsona, Rifampicina e Clofazimina visando a cura, redugdo das taxas de
deformidade e interrupcdo da cadeia de transmissao da doenca. Tal estratégia é
adotada, uma vez que o tratamento com apenas uma droga (monoterapia) poderia
contribuir para a selecédo de cepas resistentes (CRESPO e GONCALVES, 2014,
BRASIL, 2017).

O tratamento deve ser iniciado ja na primeira consulta apdés o diagndstico,
sendo necessaria a classificagdo dos pacientes como PB ou MB para definigdo da
duracao do tratamento, que devera ocorrer por 6 e 12 meses, respectivamente
(BRASIL, 2017). As primeiras doses de medicacéao ja sao efetivas para interromper a
transmissao, apesar disso a maior causa de recidivas da doenga se da pelo tratamento

inadequado ou incorreto, sendo a conclusao do tratamento primordial para a cura e
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prevencgao de reincidéncias e novas contaminagées (MAYMONE et al., 2020; Brasil,
2002).

A rifampicina é considerada a droga mais importante na PQT padrédo, sendo
assim, os poucos pacientes que iniciam o tratamento e tém resisténcia a rifampicina
isoladamente ou em associagdo com a resisténcia a dapsona, devem recomegar um
tratamento completo de segunda linha, independentemente dos resultados clinicos
com a PQT (BRASIL, 2017).

2.2.1 Co infeccao por Helmintos (Schistosoma mansoni) e M leprae

A esquistossomose € uma doenca tropical negligenciada causada por platelmintos
parasitas (vermes achatados) do género Schistosoma (Filo: Platyhelminthes, Classe:
Trematoda) que apresenta como caracteristica a existéncia de sexos separados, com
nitido dimorfismo sexual (BUDDENBORG et al., 2023). O Schistosoma mansoni € um
patdogeno importante que infecta humanos e causa a esquistossomose, também
conhecida como Doenga dos Caramujos, Bilharziose, Xistose, Xistosa, Barriga
d’Agua, Doenca de Manson-Piraja da Silva e outras designacdes menos usuais
(BRASIL, 2014).

A esquistossomose € a infeccdo helmintica humana mais importante em termos
de morbidade e mortalidade global, representando um problema de saude publica em
paises endémicos, como o Brasil, acometendo milhdes de pessoas, provocando um
numero expressivo de formas graves e 6bitos (OLIVEIRA et al., 2016). Em geral, a
infeccdo ocorre em locais sem saneamento ou com saneamento basico inadequado,
sendo adquirida através da pele e mucosas em consequéncia do contato humano com
aguas contendo formas infectantes do S. mansoni (BRASIL, 2014).

Sendo uma doenca de veiculagdo hidrica, a transmissdo da esquistossomose
ocorre quando o individuo suscetivel entra em contato com aguas onde existem
cercarias livres. A cadeia de transmissdo da doenga se inicia quando o homem
infectado por parasitas adultos sexualmente maduros, elimina ovos viaveis de S.
mansoni por meio de suas fezes. Ao entrar em contato com a agua esses ovos
expelidos, eclodem e liberam larvas méveis chamadas miracidios, as quais infectam
caramujos aquaticos (hospedeiros intermediarios). Apds 48 horas, o miracidio perde
a mobilidade e se transforma em esporocisto primario, cujas células germinativas se

multiplicam e dao origem a esporocistos secundarios. Apos quatro a sete semanas da
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infeccdo, o molusco comeca a liberar cercarias, sendo essa a forma que o S. mansoni
infecta o hospedeiro definitivo, seja ele o homem ou qualquer vertebrado suscetivel
(BERRIMAN et al., 2009; BRASIL, 2014).

Uma vez nos tecidos do hospedeiro definitivo, as cercarias perdem a cauda e se
transformam em esquistossOmulos. Esses caem na circulagdo sanguinea e
atravessam a vasculatura até que os parasitas masculinos e femininos amaduregam
sexualmente. Os vermes maduros residem na vasculatura portal humana,
depositando ovos na parede intestinal que passam para o lumen intestinal e séo
eliminados nas fezes, ou migram para o figado, onde ocorre a formagao de granuloma
e fibrose periportal (BERRIMAN et al., 2009). Figura 4.

Figura 4 Principais estagios do ciclo de vida do Schistosoma mansoni
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Figura 4 O platelminto S. mansoni passa por uma série de transi¢cdes morfolégicas ao longo
do desenvolvimento, usando estagios aquaticos para fazer a transicao entre o hospedeiro
intermediario (caramujo), e o hospedeiro definitivo (homem). Parasitas adultos sexualmente
maduros excretam ovos nas fezes de seu hospedeiro definitivo que, ao entrar em contato com
a agua, eclodem para liberar larvas méveis chamadas miracidios. Os miracidios procuram e
infectam caracois hospedeiros intermediarios de agua doce e sofrem replicagdo clonal
assexuada antes de reentrar na agua como cercarias para infectar o hospedeiro definitivo
mamifero. Dentro do hospedeiro mamifero, as cercarias se desenvolvem em
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esquistossbmulos e atravessam a vasculatura até que os parasitas masculinos e femininos
amaduregam, tornando-se reprodutivamente competentes nas veias mesentéricas dos
intestinos.

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2014, BUDDENBORG et al., 2023 e PEARCE; MACDONALD,
2002.

O curso clinico dessa parasitose € influenciado por varios fatores, incluindo a
localizagdo do parasita, a intensidade da infecgdo e a resposta imunoldgica do
individuo aos antigenos do Schistosoma. A infec¢ao pelo S. mansoni pode causar
diversas manifestacdes clinicas no hospedeiro definitivo e pode cursar em duas fases
distintas: Aguda e cronica (CARVALHO, 2016).

A resposta imunoldgica contra o patdgeno inicia-se quando as cercarias penetram
através da pele e liberam moléculas imunogénicas que a auxiliam na entrada e
transformacdo em esquistossdmulos. Nesse momento a resposta imune € inata,
sendo poucos dias depois seguida por uma resposta adaptativa do tipo TH1
dominante (IFNy, IL-2, IL-1, IL-6) que ativa macréfagos e induzem a producgéao de
imunoglobulina G (IgG) pelos linfécitos B (BURKE et al., 2009).

Por volta da sexta semana de infecgcdo, a medida em que os parasitas
amadurecem, acasalam e comeg¢am a produzir ovos a resposta imune altera-se
acentuadamente, levando a uma diminuigdo no componente imunoldgico tipo 1 e ao
surgimento concomitante de uma resposta potente do tipo 2 com uma forte
estimulac&o da producgéo de IL-4 e IL-5, que aliada a IL-10, resulta na modulag¢do da
resposta Th1 e polarizagcao da resposta Th2 estimulando o aumento e ativacdo de
eosindfilos, basofilos, mastécitos e altos niveis de IgE circulantes (BARSOUM;
ESMAT; EL-BAZ, 2013; BURKE et al., 2009).

Sabe-se que os ovos produzidos por vermes fémeas maduras sao potentes
indutores de resposta tipo 2 e o pico dessa resposta corresponde a atividade celular
maxima contra o ovo e esta intimamente associado a magnitude da inflamagéao
granulomatosa que o envolve. Os antigenos soluveis do ovo (SEA) promovem essa
atividade além de estimular a secrecgao de IL-10. A producgéo de IL-10 pode contribuir
para o desenvolvimento da populagdo de células T regulatorias e inibir respostas
inflamatadrias, tanto a resposta imune Th1 quanto a Th2, regulando a intensidade da
inflamacéao, atuando na reducao da formagao de granulomas hepaticos e da indugao
de fibrose (Figura 5) (CARVALHO, 2016; BARSOUM; ESMAT; EL-BAZ, 2013; BURKE
et al., 2009; HAMS; AVIELLO; FALLON, 2013).
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Figura 5 Resposta de células T na infecgao por Schistosoma mansoni em
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Figura 5 Cercarias masculinas e femininas penetram na pele do hospedeiro, as cercarias se
desenvolvem em esquistossdmulos e atravessam a vasculatura até que os parasitas
masculinos e femininos, agora residentes na veia mesentérica, copulem para eliminar ovos.
A intensidade da resposta imune durante o curso da infecgdo envolve uma resposta inicial
Th1 que é substituida por resposta Th2 que é estimulada pelos antigenos de ovos ao mesmo
tempo que ocorre o surgimento de um ambiente regulador de células T. Apds 12-16 semanas,
ocorre um estado crbnico com respostas controladas de TH1 e TH2 e uma resposta
sustentada de células T reguladoras. A infecg¢ao crénica pode durar 5-10 anos, modulando a
resposta imunoldgica por todo esse periodo.

Fonte: Adaptado de FALLON; MANGAN, 2007

A resposta de anticorpos contra a esquistossomose humana varia de acordo com
a fase clinica da doenca. Pacientes na fase aguda produzem altos niveis de anticorpos
das subclasses IgG1, IgG2 e IgG3 e baixos niveis de anticorpos IgM e 1gG4 contra
antigenos do esquistossémulo, enquanto que individuos, na fase crénica exibem uma
baixa resposta de IgG1, IgG2 e IgG3 e alta producao de IgG4 em resposta a antigenos
do esquistossémulo e do verme adulto (DEMEURE et al., 1993; JASSIM; HASSAN;
CATTY, 1987)

Varios estudos tem demonstrado que as primeiras respostas imunologicas as
infeccbes helminticas podem, ser pro-inflamatérias ou de natureza mista Th1/Th2

(PEARCE; MACDONALD, 2002). Em modelos animais € em humanos foi observado
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que as infecgdes intestinais por helmintos sdo geralmente, associadas a uma forte
resposta imune Th2, e a uma supressao significativa de respostas do tipo Th1
(RESENDE CO et al., 2007).

Na hanseniase as formas clinicas dependem da resposta imune do hospedeiro,
assim, a hanseniase na forma paucibacilar (Tuberculéide) é caracterizada por uma
forte resposta mediada por células (Th1) e, portanto, considerada muito menos
infecciosa, enquanto a hanseniase multibacilar (MB), particularmente na forma
virchowiana (LL), é caracterizada por uma resposta imune mediada por células (Th2)
ineficaz e é portanto responsavel pela maioria das transmissdes (LASTORIA; DE
ABREU, 2014, SCOLLARD, D. M. et al., 2011, SCOLLARD, D. M.; JOYCE, M. P
GILLIS, T. P., 2006, MODLIN, R. L., 2022).

As coinfecgdes ocorrem quando dois ou mais patégenos geneticamente distintos
estdo presentes no mesmo hospedeiro, o que pode afetar a carga de cada agente,
podendo resultar em manifestagdes clinicas e resultados alterados em individuos co-
infectados. Em pacientes com hanseniase, as coinfecgdes n&o virais mais comumente
relatadas s&o Tuberculose, Leishmaniose, Cromoblastomicose e Helmintos (FROES
et al., 2023).

Considerando que o S. mansoni parece induzir uma modulagdo negativa das
respostas inflamatdrias, a infecgao pré-existente por esse helminto pode subverter a
resposta imune do hospedeiro em direcdo a uma resposta do tipo Th2 ou a uma
regulacdo positiva de células T reguladoras, o que pode afetar a capacidade do
hospedeiro de montar uma resposta eficaz as micobactérias (RESENDE CO et al.,
2007). Assim, isso pode ser um indicativo de que a infecgao por helmintos facilitaria a
infeccéo por M. leprae e a progressao para as formas clinicas mais infecciosas. Outro
fator relevante € a sobreposicao espacial e temporal que tem sido observada entre as
duas infecgbes (PHILLIPS et al., 2017, DENNISON et al., 2021).

Um estudo de coorte realizado no Nepal examinou 145 pacientes com hanseniase
para rastrear quatro tipos de helmintos. Através de baciloscopia fecal e PCR multiplex,
observou-se infeccdo por: Strongyloides stercoralis, Ascaris lumbricoides,
Ancyclostoma duodenale e Necator americanus. Os resultados mostraram que 55%
dos pacientes com hanseniase apresentavam uma ou mais co-infecgdes por
helmintos transmitidos pelo solo (HAGGE et al., 2017).

25



Em um estudo transversal retrospectivo, realizado no Brasil DINIZ e cols (2001)
demostraram uma associagao entre infecgao por helmintos transmitidas pelo solo e
uma mudanga para o polo lepromatoso do espectro da hanseniase. Ainda, 0 mesmo
grupo realizou levantamento retrospectivo conduzido no Brasil ao longo de uma
década que revelou uma forte ligagcdo entre infec¢des intestinais causadas por
helmintos e a forma virchowiana da hanseniase e correlagao significativa entre
helmintos intestinais e indice baciloscopico (r = 0,982, p < 0,01). Além disso, foi
observado no estudo que pacientes com coinfecgdes apresentaram niveis diminuidos
de IFN-y, uma citocina Th1, e niveis aumentados de IL-4 e IL-10, citocinas Th2,
sugerindo que a coinfeccdo pode facilitar o desenvolvimento de hanseniase
disseminada (DINIZ et al., 2010).

A IL-10 tem papel importante na imunopatologia da esquistossomose, sendo
produzida por células T reg, Linfocitos B reg e é capaz de inibir a producédo de
mediadores pro-inflamatérios, como interferon (IFN)-y, fator de necrose tumoral
(TNF)-a e oxido nitrico (NO) (HOFFMANN; CHEEVER; WYNN, 2000; PEARCE;
MACDONALD, 2002). Fungdes especificas mediadas por esta citocina s&o a inibigao
de células T, inibicdo da diferenciacdo de células dendriticas (DC), inativacao de
macrofagos e regulagao de citocinas do tipo Th1 e Th2 (OLIVEIRA et al., 2016).

Em um estudo caso-controle, uma prevaléncia de 7,1% de Schistosoma mansoni
ou A. lumbricoides foi encontrada em pacientes com hanseniase. A analise
multivariada indicou que os pacientes com hanseniase tinham maior probabilidade de
serem infectados por helmintos do que os contatos domiciliares (DENNISON et al.,
2021).

Assim, considerando que a hanseniase apresenta uma interagdo entre a
imunidade celular e humoral e a esquistossomose envolve uma dinamica entre as
respostas Th1 e Th2 e uma regulagao de células T, acredita-se que a coinfecg¢ao por
helmintos, mais precisamente pelo S. mansoni pode desempenhar um papel
importante no surgimento da hanseniase, visto que pode alterar a resposta imune do

hospedeiro contra o M. leprae.

2.2.2 Métodos para o diagnéstico da esquistossomose

O diagnéstico de esquistossomose envolve a identificacdo dos ovos do parasita

Schistosoma mansoni nas fezes, por meio de exames parasitologicos ou em tecidos
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através de bidpsias retais ou de outros tecidos (FERREIRA, 2016). Nas campanhas
de controle da esquistossomose, 0 método de diagndstico mais utilizado é o Kato-
Katz (KK). Reconhecido como padrdo de referéncia pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), o método de Kato-Katz permite identificar e quantificar os ovos de
Schistosoma mansoni nas fezes (WHO, 1994).

O Kato-Katz é um método simples e de baixo custo, apresenta alta
especificidade, porém baixa sensibilidade no diagnostico do S. mansoni em regides
de baixa endemicidade. Esse método € muito eficiente em individuos com cargas
parasitarias médias a altas, mas apresenta sensibilidade reduzida em individuos com
baixas cargas parasitarias. Como consequéncia, a prevaléncia real num ambiente
endémico pode ser significativamente subestimada (OLIVEIRA et al., 2018).

Considerando que o aumento das intervengdes e tratamento em massa com
Praziquantel, permitiu uma diminuigao significativa na carga parasitaria da populagao,
infeccbes leves podem ser subestimadas e assim esses individuos ndo recebem o
devido tratamento medicamentoso podendo continuar a transmitir o parasita ao meio
ambiente, colocando a comunidade em risco de infeccdo (FERREIRA, 2016).

Desse modo, as alternativas ao método parasitolégico classico sdo aquelas
que envolvem o imunodiagndstico, seja pela deteccdo de antigenos parasitarios
(método direto) ou pela deteccdo de anticorpos dirigidos contra esses antigenos
(método indireto). Esses métodos tem sido muito empregados, dado que geralmente
sdo mais sensiveis do que o exame de fezes, particularmente em areas de baixa
transmissao nas quais as intensidades de infecgcao sao leves(SILVEIRA et al., 2016).

O teste imunocromatografico POC-CCA (Antigeno catddico circulante) detecta
o antigeno catodico circulante (CCA) na urina e € uma alternativa complementar para
o diagnostico da esquistossomose, uma vez que os antigenos sdo marcadores
especificos e sensiveis para identificagao de infecgdes por S mansoni. O CCA é um
polissacarideo carregado positivamente pela imunoeletroforese, com pH de 8,2,
estavel ao calor e baixo peso molecular. Este antigeno foi demonstrado no soro e
urina de camundongos infectados e produtos excretados e secretados pelo verme
adulto (DE CARVALHO, Roberta Gomes et al., 2024; DEELDER et al, 1976).

A capacidade de resposta deste teste varia de acordo com a intensidade da

infeccdo. Em pacientes com carga parasitaria elevada (= 400 OPG), a sensibilidade é
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de 100%. Porém, se a carga parasitaria for baixa, pode diminuir para 70% (DE
CARVALHO, Roberta Gomes et al., 2024).

Tem sido demonstrado de maneira consistente, niveis mais elevados de S.
mansoni pelo teste POC-CCA em comparagéo aqueles que utilizaram esfregagos de
Kato-Katz simples, duplos, quadruplos ou séxtuplos (COELHO, et al., 2016).

Estudo realizado por Van Lieshout e colaboradores (1992) demonstrou que
cerca de 90% dos individuos infectados por S. mansoni e S. haematobium
apresentaram CCA no soro e urina. No entanto, observou-se que o CCA, embora
presente no soro foi detectado mais facilmente na urina e que sua concentragao reduz
rapidamente (uma semana) apos tratamento quimioterapico.

Um estudo conduzido por Bezerra e colaboradores (2021) avaliou o
desempenho do teste de antigeno catodico circulante (POC-CCA) na comunidade de
Sergipe, area altamente endémica no Brasil para esquistossomose, comparando-o a
técnica de Kato-Katz. Os pesquisadores observaram que O POC-CCA apresentou
bom desempenho diagndstico em individuos com carga parasitaria média e alta, mas
houve elevado numero de falsos negativos em individuos com infecgdes de baixa
intensidade.

Um estudo realizado no Kénia com 1.944 criancas foi conduzido para verificar
a relagao entre os resultados da técnica de Kato-katz e POC-CCA antes e apos
tratamento para esquistossomose. Foi observada concordéancia leve/fraca entre os
dois métodos, visto que a prevaléncia da infeccao por S. mansoni foi de 26,5 e 21,4%
durante o pré e pés-tratamento, usando o teste POC-CCA, e 4,9 e 1,5% para pré e
pos-tratamento, usando a técnica de Kato-Katz. Os autores observaram que o Kato-
katz apresentou menos sensibilidade nos dois momentos (OKOYO et al., 2018).

Além disso, estudos tem demonstrado que outras vantagens ao se utilizar o
POC-CCA baseia-se no fato de os resultados serem disponibilizados imediatamente
e seu custo ser equivalente ou inferior ao KK (WORRELL et al., 2015).

Embora o CCA tenha sido avaliado em varias regiées do Brasil, ainda nao foi
implementado universalmente em todas as unidades de saude do Sistema Unico de
Saude (SUS). Atualmente, seu uso € mais comum em pesquisas e levantamentos
epidemioldgicos especificos do que como uma ferramenta de diagndstico padrdo em
todas as unidades do SUS. Estudos conduzidos em Minas Gerais e outras regides

destacaram a eficacia e o potencial do teste CCA em melhorar o diagnéstico da
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esquistossomose em cenarios de baixa prevaléncia, o que pode levar a sua adogao
mais ampla no futuro (LINDHOLZ, Catieli Gobetti et al., 2018, DE FREITAS
BEZERRA, Danielle et al., 2021, SILVEIRA, Alda Maria Soares et al., 2016).

A busca por um método confiavel para o monitoramento e controle da
esquistossomose levou a investigacao de varios antigenos, entretanto a triagem dos
antigenos adequados representa uma das maiores dificuldades no desenvolvimento
de testes de diagnostico (CAVALCANTI et al.,, 2013). Diante disso, sabe-se que
existem alguns fatores que podem influenciar na sele¢do de um antigeno apropriado,
tais como: simplicidade de obtencao e produtividade, alta estabilidade em condi¢cdes
simples de estocagem e elevada antigenicidade e imunogenicidade (RABELLO et al.,
2008).

Além do POC-CCA o antigeno soluvel de ovo (SEA) e o antigeno soluvel de
vermes adultos (SWAP) tem sido também empregados no diagnéstico de
esquistossomose. Os antigenos podem ser obtidos de diversos estagios evolutivos do
parasito. Enquanto o SWAP é a fonte mais facil e abundante do material antigénico, o
SEA contém grande numero de fragdes antigénicas (CARVALHO, et al., 2016).

O SEA é derivado dos ovos do parasita e contém proteinas e glicoproteinas
liberadas durante a infeccdo, sendo utilizado principalmente em testes sorolégicos
para identificar a resposta imune do hospedeiro contra o parasita. Ja o SWAP é
extraido dos vermes adultos e contém uma mistura de proteinas soluveis que também
sdo utilizadas em exames diagnosticos para detectar anticorpos especificos contra o
Schistosoma no sangue do paciente. Esses antigenos sao frequentemente
empregados no teste de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), uma técnica
que permite a deteccéo e quantificagdo precisa de anticorpos no soro dos pacientes.
O ELISA baseia-se na ligagao dos antigenos (SEA ou SWAP) a uma superficie solida,
seguida da exposigao ao soro do paciente (JI et al., 2020).

Negrao-Corréa e colaboradores destacam em seu estudo que o IgG anti-SWAP
esta positivamente associado a esquistossomose grave, independentemente da carga
parasitaria, enquanto a elevada produgcdo de IgE especifica do parasita esta
associada a manifestagao clinica leve da doencga na populagdo humana. Ainda, os
autores destacam em seu estudo que os perfis de anticorpos sao bons correlatos da
gravidade da esquistossomose e podem ser testados como biomarcadores da

gravidade da doenca.
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O uso simultdneo de multiplos métodos de diagndstico de esquistossomose
tém sido aplicado para monitorar a populagdo humana, visando identificar o pequeno
numero de pessoas infectadas uma vez alcangado o controle da morbidade, buscando
assim a maior sensibilidade e diagndstico precoce da infeccdo (GRENFELL et al.
2013).

2.3 Vitamina A, D e Ferritina na hanseniase

Existem poucos estudos que avaliam o estado nutricional de pessoas
acometidas por hanseniase e o papel exato da ma nutricdo na susceptibilidade da
doenca ainda permanece desconhecido (FARIAS et al., 2022). Apesar disso, sabe-se
que a escassez de alimentos, a inseguranca alimentar e a menor diversidade
alimentar sdo aspectos comumente encontrados naqueles que lutam contra a
hanseniase(OKTARIA et al., 2018a).

Um estado nutricional adequado é crucial para o desenvolvimento, manutengao
e expressao da resposta imunolégica. Os micronutrientes influenciam e déao suporte a
cada estagio dessa resposta, sendo que a ma nutrigdo aumenta a suscetibilidade e a
gravidade de infecgdes (MAGGINI; PIERRE; CALDER, 2018).

Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram que individuos co-infectados
com M. leprae e S. mansoni apresentaram deficiéncia de vitamina D, além disso,
alguns estudos relacionam deficiéncias de micronutrientes, particularmente aqueles
com potencial antioxidante, como retinol (Vitamina A), acido ascorbico, 25-
hidroxivitamina D, zinco, magnésio e selénio as diferentes formas clinicas da
hanseniase (VAZQUEZ et al., 2014)

2.3.1 Vitamina D

O papel extra esquelético da vitamina D tornou-se conhecido depois que o
receptor dessa vitamina foi encontrado em quase todas as células e tecidos do corpo.
Nesse sentido, tem sido destacado o impacto da hipovitaminose D na hanseniase,
dado que essa condigcdo tem demonstrado estar relacionada ao aumento da
suscetibilidade a doenga por comprometer a imunidade inata (GROSSI DE OLIVEIRA
et al., 2020;JEON; SHIN, 2018; KEWCHAROENWONG et al., 2023).
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A vitamina D é uma vitamina lipossoluvel tradicionalmente conhecida como pro-
horménio (secosteroide), que juntamente com o horménio da paratiredide (PTH), atua
como um importante regulador da homeostase do calcio e do metabolismo 6sseo
(DOS SANTOS et al., 2020; JEON; SHIN, 2018).

Existem duas principais isoformas da vitamina D, a vitamina D2 (ergocalciferol)
e a vitamina D3 (colecalciferol). A vitamina D2 é produzida a partir do ergosterol por
meio da exposi¢ao a radiagdo ultravioleta tipo B (UVB) em plantas, leveduras e fungos,
e pode ser obtida através de uma dieta que inclui alimentos como cogumelos. Ja a
vitamina D3 é sintetizada a partir do 7-deidrocolesterol quando a pele € exposta a
radiacao UVB, e também pode ser adquirida através de alimentos de origem animal,
como o Oleo de figado de bacalhau (JEON; SHIN, 2018). Apesar de ser possivel obter
a vitamina D de fontes alimentares, a sintese enddgena desencadeada pela radiagao
UVB é a principal fonte (DOS SANTOS et al., 2020).

A vitamina D, seja ela na forma D2 ou D3, € lipossoluvel, por isso se liga a
proteina de ligac&o a vitamina D (VDBP) na corrente sanguinea para ser inicialmente
transportada para o figado. No figado, ocorre a metabolizagdo dessa vitamina por pelo
menos cinco enzimas (CYP2DII, CYP2D25, CYP3A4, CYP2R1 e CYP27A1) que a
converte em 25-hidroxivitamina D (25(OH)D), também conhecida como calcidiol,
sendo essa a principal forma circulante de vitamina D, também utilizada para a
dosagem sérica (DOS SANTOS et al., 2020; JONES; PROSSER; KAUFMANN, 2014;
MARTENS et al., 2020).

A 25(0OH)D passa por um processo de 1a-hidroxilagdo adicional, realizado pela
25(0OH)D1a-hidroxilase (CYP27B1), enzima expressa por muitos tipos de células
(pele, células do sistema imunoldgico, células dsseas, placenta), mas que esta
presente em maior concentragédo nas células do tubulo proximal do rim (MARTENS et
al., 2020). Esse processo adicional resulta na formagao da 1a,25-dihidroxivitamina D
(1a,25(0OH)2D), conhecida como calcitriol. Essa é a forma biologicamente mais ativa
da vitamina D. Apds ser sintetizado o calcitriol, entra na corrente sanguinea, e liga-se
ao receptor de vitamina D (VDR) nos tecidos alvo, que € entdo ativado e regula a
transcricdo de diferentes classes de genes, inclusive aqueles envolvidos na reagao
imunolégica (JEON; SHIN, 2018; JONES; PROSSER; KAUFMANN, 2014; POP et al.,
2022).
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Sabe-se que a forma ativa da vitamina D, ndo apenas regula o metabolismo do
calcio e dos ossos, mas também desempenha um papel imunomodulador mediado
pela ligagdo de seu receptor (VDR) em mondécitos, macréfagos e linfocitos ativados
(MANDAL et al., 2015). Descobriu-se que a maioria das células do sistema imune
apresentam a expressdao de VDR, sendo demonstrado também que células
dendriticas, mondécitos / macrofagos e células T e B expressam vitamina D e
25(0OH)D1a-hidroxilase (CYP27B1), a enzima ativadora da vitamina D (HART;
GORMAN; FINLAY-JONES, 2011, PROVVEDINI, Diego M. et al., 1983).

A deficiéncia de vitamina D tem sido associada ao alto risco de desenvolvimento
de doengas micobacterianas, como tuberculose e hanseniase (ZENG et al., 2015).

Grossi de Oliveira e colaboradores (2020) ao avaliarem os niveis séricos de
vitamina D e do peptideo antimicrobiano catelicidina em pacientes com hanseniase
antes e apods seis meses de poliquimioterapia (PQT) observaram hipovitaminose D
em todos os grupos estudados, principalmente nos pacientes nao tratados. Outros
estudos também sugerem que a hanseniase esta associada a niveis séricos de
catelicidina acentuadamente diminuidos, especialmente quando diagnosticada
recentemente e ndo tratada (MATZNER et al., 2011)

O peptideo antimicrobiano, catelecidina, possui atividade anti-tuberculose e tem
sido associado a outras doengas micobacterianas, como a hanseniase. Sabe-se que
em monocitos e macréfagos, o IFN- y pode induzir a enzima CYP27B1A converter a
vitamina D em sua forma ativa. Essa por sua vez, se ligara ao seu receptor VDR
promovendo assim a elevagdo de mRNAs de peptideos microbianos, como a
catelecidina(LIN; WHITE, 2004).

Fabri e cols, (2011) demonstraram em seu estudo que por meio da liberagcéo de
IFN-y as células T induzem autofagia, maturagéao fagossémica, produgao de peptideos
antimicrobianos, como a catelicidina e atividade antimicrobiana contra Mycobacterium
tuberculosis em macréfagos humanos através de uma via dependente de vitamina D.
Esses autores demonstraram que que o IFN- y induziu a via antimicrobiana em
macréfagos humanos cultivados em soros suficiente em vitamina D, mas n&o
deficiente na vitamina. A suplementacgao in vitro dos soros deficientes restaurou a
expressao do peptideo antimicrobiano, autofagia, fusdo fagossomo-lisossomo e
atividade antimicrobiana. Tais achados sugerem que a vitamina D € necessaria para

que a imunidade adquirida supere a capacidade dos patogenos intracelulares de
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escapar das respostas antimicrobianas mediadas por macréfagos (FABRI et al.,
2011).

Mandal e colaboradores (2015) ao estudarem o papel davitamina D, na
progressao da hanseniase, observaram que a maioria dos individuos com hanseniase
de Calcuta e india, com reacdes hansénicas complexas apresentaram baixos niveis
de vitamina D em amostras de soro.

Kim e colaboradores (2018) investigaram se o status de vitamina D durante a
diferenciagdo do macrofago poderia influenciar em sua fungdo e observaram que o
macrofago induzido por IL-15 diferenciado na presencga de vitamina D exibiu uma
expressao robusta de catelecidina, em comparagao aquele macrofago que foi
diferenciado na auséncia de vitamina D, demonstraram ainda que niveis adequados
de vitamina D antes da infecgdo microbiana, poderia contribuir para a reducao da

viabilidade do patégeno em macrofagos (KIM et al., 2018).

2.3.2 Vitamina A

A vitamina A (VA) é uma vitamina lipossoluvel obtida principalmente da dieta,
sendo critica para muitos processos bioldgicos, incluindo o desenvolvimento
embrionario, a producdo e fungdo hormonal, a manutengdo e modulagcdo da
imunidade e a homeostase do epitélio e da mucosa (AMIMO et al., 2022).

O corpo humano nao consegue produzir vitamina A por conta propria, por isso é
preciso adquiri-la através da alimentagao. Essa vitamina pode ser fornecida na dieta
em sua forma pré-formada (retinol/ éster de retinil) advinda de produtos de origem
animal ou como pro-vitamina A (carotendides) derivada de vegetais (D’AMBROSIO;
CLUGSTON; BLANER, 2011; HARRISON, 2012). Existem mais de 50 tipos de
carotendides que podem ser convertidos em vitamina A, mas apenas o [3-caroteno, a-
caroteno e [B-criptoxantina sdo encontrados em quantidades relevantes na dieta
humana (KELLY et al., 2018a)

Os carotendides sdo pigmentos organicos de cor amarela a laranja encontrados
em diversas frutas e vegetais. Além de sua relagdo com a vitamina A, sdo conhecidos
por suas atividades antioxidantes. O B-caroteno é o mais abundante na dieta. E
ingerido principalmente através de vegetais vermelhos e laranja e parcialmente
através de frutas da mesma cor e vegetais verdes. Em sua versao pré-formada a

vitamina A pode ser encontrada em alimentos de origem animal. Leite e produtos
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lacteos, bem como carne e seus produtos, sao os maiores contribuintes, seguidos por
ovos e peixes (CARAZO et al., 2021; HARRISON, 2012; KELLY et al., 2018a).

Como a maior parte da vitamina A de origem animal assume a forma de ésteres
de retinil, esses ésteres chegam ao intestino. Antes de entrar nos enterdécitos, eles
sdo metabolizados em retinol por uma lipase trigliceridica ou fosfolipase B no lumen
do trato gastrointestinal (KELLY et al., 2018b; SCHWEIGERT et al., 1990)

Uma vez no intestino o retinol livre é absorvido pelos enterocitos, onde é
complexado com a proteina celular de ligagao ao retinol (CRBP-I) responsavel por
seu transporte intracelular depois é reesterificado pela lecitina: retinol aciltransferase
(LRAT). E entdo incorporado aos quilomicrons e exportado para a linfa junto com
outros componentes da gordura dietética. Na circulagdo humana, o vitamana A esta
associado quase exclusivamente a proteina de ligacéo ao retinol (RBP) e é fortemente
regulado. No entanto, em muitas outras espécies, particularmente carnivoros, uma
proporg¢ao significativa de vitamina A circulante esta na forma de ésteres de retinil. O
retinol circulante é absorvido no citosol por meio do receptor denominado estimulador
de acido retindico 6 (STRAG). Nas células o retinol sera metabolizado pelas enzimas
alcool desidrogenase e retinaldeido desidrogenase em acido retindico. Apds a
metabolizagdo o acido retindico podera ligar-se as proteinas de ligagdo do acido
retindico celular ou proteina de ligagao a acidos graxos, ambas encontradas no citosol.
Em seguida o acido retindico sera translocado ao nucleo para ligar-se ao seu receptor
nuclear, onde atuara como um regulador da transcri¢do génica (GREEN; FASCETTI,
2016; SCHWEIGERT et al., 1990).

A deficiéncia de vitamina A resulta em xeroftalmia, metaplasia, anorexia e fungao
comprometida da imunidade inata e adaptativa, além disso, tem sido associada a
funcdes prejudicadas de macrofagos, neutrédfilos e células natural killer (NK) e a
diminuicao da funcao protetora nas superficies mucosas (TIMONEDA et al., 2018). Os
mecanismos pelos quais ocorre a deficiéncia de vitamina A foram investigados e a
principal causa da deficiéncia é consumir uma dieta pobre em Vitamina A(AMIMO et
al., 2022).

Estudos tem demonstrado que a deficiéncia de vitamina A esta correlacionado a
diminuicdo das respostas do tipo Th2, visto que essa vitamina pode promover a
diferenciacdo de células Th2 ao induzir a expressao do gene IL4(IWATA; ESHIMA,;
KAGECHIKA, 2003; LOVETT-RACKE; RACKE, 2002; NIKAWA et al., 1999).
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Corroborando com isso, Dawson e colaboradores (2008) sugeriram que a estimulagao
do receptor RARa e a presenca de IL-4 resultam de um fenétipo Th2(DAWSON et al.,
2008).(2003)

A maioria dos efeitos da vitamina A é exercida pelo seu metabdlito, o acido
retindico, que através da ligacdo de receptores nucleares controla a expressao
transcricional de seus genes alvos. O acido retindico (AR) é produzido por varios tipos
de células, incluindo macréfagos e células dendriticas, que expressam
desidrogenases retinais que convertem a vitamina A em seu principal metabdlito
biologicamente ativo (RAO, K. N.; SAHA, KUNAL., 1988).

A gravidade da hanseniase foi positivamente associada a deficiéncia de vitamina
A (SHER et al., 1981). Rao e colaboradores (1988) encontraram niveis diminuidos de
vitamina A, vitamina E e zinco em pacientes com hanseniase virchowiana em
comparagao com controles saudaveis.

Um estudo na Indonésia mostrou que criangas deficientes em vitamina A
produzem menos IFN-y e tornam-se suscetiveis a doengas micobacterianas, ja que
células Th1 produtoras de IFN-y fornecem protecdo contra patdgenos
intracelulares(WINTERGERST; MAGGINI; HORNIG, 2007). A deficiéncia de vitamina
A prejudica a imunidade e a resposta imune adaptativa a infecgéo, resultando em uma
capacidade prejudicada de neutralizar patégenos extracelulares (DWIVEDI et al.,
2019).

2.3.3 Ferritina e Ferro

Sendo a principal causa de anemia em todo o mundo a deficiéncia de ferro é a
deficiéncia de micronutrientes mais comum e chega a afetar quase um tergco da
populacdo (ELSTROTT et al., 2020; WEST; OATES, 2008). O ferro pode ser ingerido
nas formas heme (derivado de carne) e ndo heme (derivado de vegetais), sendo que
a forma heme € mais facilmente absorvida pelo organismo. Sua absorg¢ao ocorre no
duodeno e é regulada pelo transportador de metal divalente (DMT1) nos enterdécitos.
O ferro entra na circulagao através da ferroportina e liga-se a transferrina para ser
transportado para a medula 6ssea e figado para produgdo e armazenamento de
glébulos vermelhos (RBC)(ELSTROTT et al., 2020).

Os organismos dos animais adultos contém entre 2,5 e 4,0 g de ferro, sendo cerca

de 60-70% circulante como componente da hemoglobina, 10% como mioglobina, 20%
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armazenado na forma de ferritina e hemossiderina e 1% em enzimas (ROSA et al.,
2009)

Como nao existem mecanismos para a excrec¢ao de ferro pelo organismo, a ndo
ser através da perda de sangue ou da renovagao celular, os niveis totais de ferro no
corpo sao estritamente regulados. O excesso de ferro e os estados inflamatorios
estimulam a produgao de hepcidina pelo figado, que bloqueia a absorgao de ferro na
circulagdo através da degradacdo da ferroportina e inibe a liberagdo de ferro
armazenado. Este processo do metabolismo do ferro desempenha um papel
importante no desenvolvimento, diagnéstico e tratamento da anemia por deficiéncia
de ferro (ELSTROTT et al., 2020).

O ferro intracelular armazenado esta ligado a na ferritina (HASCHKA;
HOFFMANN; WEISS, 2021). Muitos testes sdo propostos atualmente para o
diagndstico da deficiéncia de ferro, mas a ferritina sérica é atualmente o mais eficiente
e custo-efetivo (DELOUGHERY, 2017).

Em 2018 Oktaria e colaboradores, avaliaram 100 casos e 200 controles, visando
verificar possiveis associagdes da deficiéncia de micronutrientes, fatores
demograficos e socioecondmicos com a hanseniase. Observaram que dentre os
micronutrientes avaliados, os niveis séricos de ferro eram mais baixos nos pacientes
do que nos controles, enquanto encontraram niveis mais altos de ferritina nos
pacientes em relagdo aos controles.

A ferritina € uma grande proteina citosolica (intracelular) de aproximadamente 10-
12 nm de didmetro, composta por subunidades H e L codificadas pelos genes FTL e
FTH, respectivamente. Estas subunidades ligam-se entre si para formar uma esfera
oca de 24 unidades, denominada "involucro de apoferritina", cuja funcéo € armazenar
ferro. Cada invélucro de apoferritina pode armazenar até 4.500 atomos de ferro
(ROSARIO et al., 2013).

Cerca de dois tergos do ferro armazenado no corpo humano estao sob a forma de
ferritina. Embora a maior parte da ferritina seja intracelular, uma pequena quantidade
pode ser encontrada no soro, correlacionando-se as reservas totais de ferro (COAD;
PEDLEY, 2014)

Inicialmente a ferritina era considerada apenas um marcador substitutivo para o
estado de armazenamento de ferro no corpo humano, sendo diretamente relacionada

aos niveis de ferro. Niveis baixos de ferritina indicavam uma reducéo nos estoques de
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ferro corporal, enquanto niveis elevados sugeriam niveis normais ou aumentados de
ferro (MAHROUM et al., 2022). Entretanto estudos tem demonstrado que, por se tratar
de uma proteina de fase aguda, a sintese de ferritina esta aumentada em condigbes
inflamatorias, infecciosas e malignidade (GROTTO, 2010; ORINO; WATANABE,
2008).

A ferritina inespecificamente elevada nestes estados reflete o aumento do
armazenamento total de ferro no corpo, mas paradoxalmente, estas reservas sao
sequestradas e ndo estdo disponiveis para a hematopoiese, um processo que
contribui para a anemia de inflamagao amplamente reconhecida (WANG et al., 2010).

Desse modo, diagnosticar anemia por deficiéncia de ferro (IDA) em areas
especificas onde doencas infecciosas sao prevalentes pode ser muito desafiador, pois
os niveis de ferritina sérica podem aumentar devido a respostas imunolégicas ao
agente infeccioso, mascarando um diagndstico de deficiéncia de ferro pura (OKTARIA
et al., 2018a)

Tem sido descrito na literatura que niveis intracelulares de Fe podem contribuir
para a capacidade defeituosa de macrofagos infectados por M. leprae de responder a
sinais de ativagcdo, como a sinalizagdo de IFN-y. Em comparagdo com lesdes
tuberculdides, macrofagos infectados por M. leprae em lesbes lepromatosas
apresentam depdésitos abundantes de Fe na forma de ferritina, sugerindo que este
nutriente essencial esta totalmente disponivel para o crescimento intracelular
bacteriano (DE MACEDO et al., 2020)

Os macréfagos exibem uma plasticidade notavel, polarizando-se em dois
extremos: M1 e M2. Os M1, induzidos por lipopolissacarideos e IFN-y, sdo pro-
inflamatorios, com altos niveis de citocinas inflamatérias, atividade microbicida e
sequestro de ferro, expressando altos niveis de ferritina e baixos de ferroportina, o
que favorece a retencao de ferro e propriedades bacteriostaticas, além de participar
de respostas Th1 e resisténcia a patdogenos, podendo causar danos teciduais e
anemia cronica. Ja os M2, induzidos por citocinas como |L-4, sdo anti-inflamatérios e
promovem reparo tecidual, com alta atividade fagocitica, baixos niveis de ferritina e
altos de ferroportina, facilitando a liberagao de ferro, essencial para reparo tecidual
(GAETANO; MASSIMO; ALBERTO, 2010).

Ainda, evidencias apoiam o papel da ferritina na modulagcao da resposta imunitaria,

através da sua indugao de citocinas anti-inflamatérias e da limitagdo dos danos dos
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radicais livres (KERNAN; CARCILLO, 2017). Foi comprovado que a inflamagéo e o
estresse oxidativo regulam positivamente a sintese de ferritina em multiplas células,
incluindo macréfagos (SHARIF et al., 2018). Outros autores sugerem que a ferritina H
pode suprimir as respostas imunes por sua capacidade de induzir a produgao da
citocina anti-inflamatéria IL-10 nos linfécitos (GRAY et al., 2001; ROSARIO et al.,
2013; WANG et al., 2010).

Assim, na hanseniase, avaliar a presencga de altos niveis de ferritina e baixos niveis
de ferro pode refletir a ativagdo de macrofagos M1 em resposta a infecgéo,
contribuindo para a resposta imunolégica do hospedeiro contra o patdogeno. Essa
dinamica pode ser um marcador da atividade da doencga e da intensidade da resposta
inflamatdria, embora outros fatores também possam influenciar esses marcadores
bioquimicos. Os estudos que relacionam o papel do ferro/ferritina na progressao da

hanseniase ainda sdo escassos na literatura.

2.4 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que o municipio de Governador Valadares e entorno apresentam alta
prevaléncia para hanseniase e esquistossomose (DENNISON et al., 2021). Baixos
niveis socioecondémicos se associam a infecgdo que leva a hanseniase, mas a forma
como ocorre a transmissao nao € completamente compreendida. Outras infec¢des
que se associam a esses fatores, sdo aquelas causadas por helmintos, especialmente
a esquistossomose (PEARCE; MACDONALD, 2002).

A morbidade durante a esquistossomose esta relacionada ao equilibrio entre
as respostas imunes Th1-Th2 e isso tem levantado questdes intrigantes sobre como
a coinfeccao pode influenciar o desfecho das alteragdes patologicas associadas a
infeccdo por esquistossomose. Dado o impacto dos efeitos contra-reguladores
exercidos pelas células Th1 e Th2 no desenvolvimento mutuo em casos de
coinfecgdes, surge um interesse crescente em investigar se a presenga de uma
infeccdo por esquistossomos influencia a resposta imunoldgica e a suscetibilidade a
patdgenos diversos.

Tem sido demonstrado que coinfec¢gdes helminticas estdo associadas a a
hanseniase, com a hipotese de que a ativagdo imunologica cronica da resposta Th2
pelos helmintos torna o individuo mais propenso a ter hanseniase na forma

multibacilar (MB) que é a forma a qual o individuo é fonte de infecgbes para outros
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suscetiveis. Portanto, estudar a sobreposicdo espacial de infecgdes helminticas e
hanseniase, associada a expansao das estratégias de controle da transmissao dessas
doencas por meio de um diagndstico precoce, sdao medidas essenciais e urgentes.

Sabe- se que infecgbes por helmintos e deficiéncias nutricionais podem
coexistir com a hanseniase. Os micronutrientes influenciam cada estagio da resposta
imunoldgica, sendo essenciais no combate a patégenos intracelulares. Além disso,
tem sido observado que a ma nutricdo aumenta a suscetibilidade e a gravidade de
infeccbes por contribuir para a supressdo da resposta imunologica (MAGGINI;
PIERRE; CALDER, 2018).

Assim, compreendendo a necessidade de se identificar biomarcadores que
possam auxiliar no diagnostico, nesse estudo serdo avaliados niveis de anticorpos
anti LID-1 para caracterizar os diferentes grupos em relagdo a especificidade aos
antigenos do M. leprae e niveis de anticorpos anti antigenos de S. mansoni, tais como:
SEA (Soluble egg antigen - Antigeno soluvel de ovo), SWAP (Soluble adult worm
antigen preparation — Antigeno soluvel de verme adulto) e CCA (Antigeno Catddico
Circulante). Nesse contexto, o estudo propde avaliar os niveis de vitaminas Ae D e

de ferritina em soros/plasma dos participantes do estudo.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Identificar biomarcadores relacionados ao desenvolvimento de hanseniase em

associagcdo com a coinfecg¢ao pelo S. mansoni

3.2 Objetivos Especificos

1- Realizar a dosagem de anticorpos contra a proteina recombinante LID-1,
indicativo da contaminagao pelo M. leprae, no soro dos voluntarios, e agrupa-
los em dois grupos LID+ e LID-.

2- Identificar a infecgao por S. mansoni através da dosagem de anticorpos contra
antigenos soluveis de ovo (SEA), antigenos soluveis para verme adulto
(SWAP) no soro e do antigeno CCA na urina dos voluntarios.

3- Acompanhar os individuos que apresentaram positividade para LID+ para a

confirmagé&o do diagndstico clinico de hanseniase
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4- Associar os niveis de Vitamina A, D e ferritina no soro dos individuos, como
biomarcadores para auxiliar no diagnéstico precoce da hanseniase, em

individuos co-infectados ou ndo com o S. Mansoni.

4 METODOLOGIA
4.1 Populagao e desenho de estudo

A populagcdo desse estudo é composta por individuos residentes nos
municipios de Governador Valadares, Tedfilo Otoni, Inhapim, Mantena e no distrito de
Limeira de Mantena, Minas Gerais. Estas regides foram descritas como endémicas
para hanseniase e infec¢cdes parasitarias, além de apresentar uma populacdo de
baixa renda, portanto regides provavelmente endémicas para deficiéncias de
micronutrientes e desnutricdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

Os participantes foram selecionados através de uma estratégia de amostragem
aleatdria, constando de 1200 individuos residentes em areas hiperendémicas
(incidéncia> 40 casos / 100.000 anualmente) e em municipios de alta endemia
(incidéncia 20-39,9 casos / 100.000 anualmente) no leste de Minas Gerais. Dessa
forma, foram identificados individuos que apresentaram anticorpos soroldgicos anti
LID e foram denominados LID (+) e aqueles que ndo apresentaram anticorpos anti LID
foram denominados LID (-).

Dentre os 1200 participantes, 81 apresentaram resultado positivo para o teste
LID (LID (+)) e foram selecionados para o presente estudo. Apds a selegdo, os
individuos foram acompanhados pelo grupo de pesquisa semestralmente, sendo
realizados exames dermatoneurologicos. Aqueles que apresentaram manchas ou
lesdes sugestivas para hanseniase foram encaminhados ao Centro de Referéncia de
Doencas Endémicas e Programas Especiais (CREDEN-PES) para diagnéstico clinico
por um especialista. Os individuos com diagndstico confirmado de hanseniase foram
classificados como “doentes” (D) nesta pesquisa.

Individuos com indicativo de infecgao por esquistossomose foram aqueles que

apresentaram reatividade em pelo menos um dos ensaios (SEA, SWAP ou CCA).

4.2 Critérios de inclusao e exclusao
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Foram selecionadas pessoas de ambos 0s sexos que viviam em areas com alta
prevaléncia de hanseniase no municipio de Governador Valadares e arredores. Para
garantir uma amostra diversificada, optou-se por escolher no maximo dois
participantes por familia. Desse modo o convite para participar do estudo foi feito por
meio da Estratégia de Saude da Familia (ESF) nas comunidades avaliadas. As
atividades seguiram as seguintes etapas:

Primeiro momento:

Inicialmente, foi realizado o convite aos participantes, seguido do agendamento
para comparecimento. Os atendimentos ocorreram nas Estratégias de Saude da
Familia (ESF) nos locais de residéncia dos participantes, onde inicialmente houve a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e a aplicagéo de
um questionario sociodemografico. Em seguida, foi realizou-se um exame
dermatoneurolégico e, por fim, a coleta de sangue subcuténeo para o ensaio de
multiplex.

Segundo momento:

Apos a realizagdo do ensaio Multiplex e identificacdo de anticorpos contra a
proteina recombinante do M. leprae os individuos foram divididos em dois grupos:
aqueles considerados LID (+) e os LID (-). Para a realizagcao desse estudo, selecionou-
se o grupo de individuos LID+ que era composto por 81 individuos. Foram excluidos
desse estudo os individuos que ndo apresentaram positividade para LID-1.

As atividades subsequentes incluiram:

| — Coleta de sangue venoso para a quantificacdo de vitamina A, D e ferritina bem
como identificagdo de biomarcadores imunologicos.

lI- Coleta de Urina para o ensaio de CCA

4.3 Consideracgoes éticas

A coleta de dados dessa pesquisa foi incorporada ao estudo caso-controle em
andamento (CAAE: 56863016.6.1001.5147.) na UFJF/GV em parceria com o
CREDEN-PES (Centro de Referéncia em doengas endémicas e Programas
Especiais), Governador Valadares.

Para coleta de dados, os voluntarios receberam explicagdo sobre os objetivos

e caracterizagdo de todo o estudo, sendo enfatizado que esse tinha finalidade de
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pesquisa, sem envolvimento financeiro ou terapéutico. O voluntario foi orientado e
esclarecido de que poderia a qualquer momento e sem justificativas prévias, se retirar
da pesquisa, ndo sendo obrigado a permanecer até o fim e isso ndo o causaria
nenhum tipo de prejuizo. A solicitagao da assinatura do Termo de consentimento livre
e esclarecido ficou sob responsabilidade da equipe de pesquisadores.

Os dados coletados e todas as informacgdes obtidas de cada participante, bem
como, testes laboratoriais, estardo sob posse dos investigadores, os quais s&o
obrigados a manté-los sob sigilo. Foram fornecidos aos participantes, copias dos
testes laboratoriais. Orientagdes sobre a relevancia dos achados dessa pesquisa

foram também fornecidas aos participantes.

4.4 Ensaio Multiplex bead Assay (MBA) para analise da reatividade de
anticorpos ao antigeno Leprosy IDRI diagnostic 1 (LID-1)

Esse ensaio foi realizado para todos os participantes desse estudo, com o
objetivo de avaliar os niveis de anticorpos anti-LID-1 (ML) no soro dos individuos.
Assim, coletou-se amostra de sangue por meio de pungdo digital, sendo essa
adicionada em papel de filtro especial (whatman). Apés secagem do sangue este
material foi adequadamente acondicionado para envio ao Centro de Controle de
Doengas (CDC) nos EUA cujo estudo esta vinculado a Emory University sob a
responsabilidade da Dra Jessica Fairley, colaboradora deste Projeto
(NIH/CNPq/Processo (CAAE: 56863016.6.1001.5147).

No laboratério do CDC o sangue foi apropriadamente removido do papel de
filtro e apds centrifugacao o soro foi utilizado para realizagado do ensaio Multiplex. Este
ensaio foi realizado no laboratério de Imunologia de parasitas coordenado pelo Dr.
Evan Secor no Centro de Controle de Doenga (CDC) em Atlanta nos Estados Unidos.

O ensaio Multiplex foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido
(Multiplex Bead Assay) utilizando o equipamento MAGPIX BioPLEX Manager MP.
Esferas de poliacrilamida foram acopladas ao antigeno LID-1, uma proteina
recombinante do M. leprae, produzida pelo Infectious Disease Research Institute,
Seattle, Washington juntamente com outros 3 antigenos, ja incorporados na
plataforma Multiplex. Reatividade total de IgG para LID-1 foi avaliada através de

analises na respectiva plataforma.
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Este ensaio foi realizado conforme descrito em Luminex Corporation (2012).
Inicialmente, foi realizada a diluigdo de 2uL dos soros em 800uL do tampéao B (PBS
contendo PVA a 0,5%; PVP a 0,8%; Tween-20 a 0,03%; Caseina a 0,5% e NaN3 a
0,02%), em uma microplaca de 96 pogos de poliestireno (Thermo Scientific, Rockford,
IL, EUA). Apds a adigao desses dois componentes, a placa foi selada com selante
préprio, revestida com papel aluminio e incubada durante a noite a temperatura de
4°C -10°C.

No dia seguinte, foram adicionados 50uL de esferas magnéticas (50
esferas/mL) juntamente com 50uL de soro dos participantes do estudo diluidos em
tampao PBS (1:400) e transferidos para os pogos da placa. Apés 1h 30 min de
incubagdo em um agitador mecénico (700RPM), a placa foi cuidadosamente lavada 3
vezes com tamp&o PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBST).

Em seguida, foram diluidos os anticorpos secundarios/anti-lgG e anti-lgM
(biotinilados) na seguinte proporgao: 50ng/pogco de IgG; 40ng/pogo de IgG4 em
Tampao A (PBS contendo BSA a 0,5%; Tween-20 a 0,05% e NaNsa 0,02%). Apds a
diluicdo, foram adicionados em cada pogo da placa, 50uL dos anticorpos anti-IgG e
anti-lgM por 45 minutos, temperatura ambiente, no agitador com velocidade de 700
RPM. Apés a incubacgao, as placas foram lavadas novamente por 3 vezes com PBST.
Para completar a reacdo, 50uL de estreptavidina conjugada a ficoeritrina (SA-PE)
foram adicionados e a placa incubada por 30 minutos, protegida da luz a temperatura
ambiente, sob agitacao (700RPM).

Em seguida, a placa foi lavada novamente, trés vezes com PBST e adicionado
50uL de tampao A em cada pogo, e incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente,
no agitador com velocidade de 700RPM e posteriormente lavada mais uma vez com
PBST. Foram adicionados 100uL de tampao PBS em cada pogo, e a placa foi agitada
por aproximadamente 10 segundos e depois analisada usando o software Bio-Plex,
leitor MAGPIx-Luminex de acordo com o protocolo do fabricante. Todo o procedimento
foi realizado a temperatura ambiente, com pouca luminosidade e todas as amostras
foram testadas em triplicata. Os resultados foram expressos em Intensidade Média de
Fluorescéncia (MFI). E os valores de corte (cut-off), foram utilizados para

determinagao de amostras positivas e negativas.

4.5 Coleta de sangue para ensaios imunolégicos
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Apos o resultado do teste sorologico para ensaio de Multiplex Bead Assay
(MBA) para anti-LID1, foi realizada a coleta de amostras de sangue venoso dos
participantes do estudo. Sendo esta conduzida por profissionais qualificados da area
da saude, respeitando as normas de biosseguranga, uso de luvas, materiais estéreis
e descartaveis, oferecendo assim, risco minimo para os pacientes. Todas as coletas
foram realizadas no CREDEN-PES e nas Unidades Basicas de Saude (UBS) dos
municipios de Governador Valadares e entornos.

Foram coletados cerca de 30ml de sangue em tubos estéreis a vacuo e
descartaveis com hepartina, com EDTA e com ativador de coagulo estéreis a vacuo e
descartaveis (VACUTAINER, Grand Island, NY, USA).

4.6 Ensaios sorolégicos para a detecgao de anticorpos anti-SEA (antigeno
soluvel de ovo de S. mansoni) e anti-SWAP (antigeno soluvel de verme adulto
de S. mansoni)

O diagnéstico de infecgdes por S. mansoni foi realizado por meio dos ensaios
de ELISA que avaliaram os niveis de IgG4 especifica para o antigeno de ovo
(Antigeno soluvel de ovo de S. mansoni - SEA) e verme adulto (Antigeno soluvel de
verme adulto de S. mansoni - SWAP) no soro dos participantes. Esse ensaio foi
conduzido em parceria com o Instituto René Rachou, unidade da Fiocruz em Minas
Gerais (Fiocruz Minas)/BH.

Inicialmente placas de 96 pogos (Nunc-Maxisorb Nagle Nunc International,
Rochester, Nova lorque, EUA) foram sensibilizadas durante a noite em geladeira (4°C)
com 100pL da solugéo antigénica (SEA ou SWAP) em concentragdo SuL/ml diluida
em tampao carbonato-bicarbonato 0,1M (pH 9,6), sendo posteriormente bloqueada
com PBST (0,05%, pH 7,2-7,4) e levadas em estufa a 37°C por 1 hora. As amostras
de soros dos pacientes foram diluidas 1:100 sendo testadas em duplicata (2uL de soro
+ 198uL de PBST20). O anticorpo ligado aos antigenos foi detectado pelo anticorpo
segundario anti IgG4 humano marcado pela enzima peroxidase em concentragao de
1:40.000 (Diluida em PBST20-BSA). Para revelar a reagao, foram pipetados 100uL da
substancia reveladora ao abrigo da luz (Tetrametil Bensidina - TMB) e ap6s 20 minutos
parou-se a reagao com 50uL de acido sulfurico (2N). A leitura foi efetuada em leitor

de ELISA na faixa de luz de 450nm. O limiar de reatividade (cut off) foi determinado
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pela média de absorbancia mais 3 desvios padrao obtidos de amostras de soro de

controles negativos.

4.7 Teste para a deteccao presuntiva de esquistossomose - Urine CCA
(Schisto)

Para a determinagcdo da infeccao de esquistossomose ativa, utilizou-se o teste
Urine CCA (Schisto) ECO Teste - TR.0301C da empresa ECO — Diagnostica, sendo
esse realizado de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Esse ensaio €& destinado para a triagem no auxilio do diagnostico da
esquistossomose ativa, mais especificamente causada por S. mansoni e tem como
principio a detecgdo do antigeno CCA que podera estar presente nas amostras de
urina, dado que a maior parte da CCA liberado pelo parasita adulto passa por ela.

Um resultado positivo numa amostra aleatéria de urina (que deve ser coletada
pela técnica do jato médio) indica uma infecgéo ativa de esquistossomose.

Para a realizagao do teste solicitamos aos pacientes que coletassem a primeira
urina do dia em frasco proprio para coleta de urina e estéril. Reforgamos a importancia
de se descartar o primeiro jato de urina e coletar o restante. At¢é o momento da
realizagdo dos testes a urina era mantida refrigerada ou acondicionada em gelo. O
procedimento consistia em homogeneizar a urina, e adicionar 100 L dela na cavidade
do Cassete fornecido no KIT. A leitura do teste era realizada em 20 minutos.

Apos a aplicagao da urina, o antigeno CCA, que podera estar presente na urina,
se combina com os anticorpos monoclonais imobilizados na tira teste. A solugéo corre
sobre a tira e os complexos antigeno/anticorpo combinam com outro anticorpo
imobilizado na linha teste. O resultado € considerado positivo quando na linha teste
se desenvolve uma cor rosa. Uma segunda linha rosa deve aparecer sempre, como
garantia de funcionalidade correta do teste. Se a linha do controle permanecer azul o

teste deve ser considerado invalido.

4.8 Determinacgao quantitativa de vitamina A, D (25-OH vitamina D) e Ferritina

Para a avaliagao dos niveis de Vitamina D e ferritina amostras de soro/plasma de
cada participante foram utilizadas. Essas foram processadas e analisadas por um
laboratério de analises clinicas de Governador Valadares, por meio de um contrato de
prestacédo de servico de exames laboratoriais.
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A principal forma de armazenamento de vitamina D é a 25-hidroxivitamina D
(25(0OH)D), que possui meia-vida de 2 a 3 semanas e esta presente no sangue em
uma concentracgao até 1.000 vezes maior que a 1a,25-dihidroxivitamina D que também
possui menor meia-vida (4 horas).

Os niveis de vitamina A (retinol) no soro refletem a quantidade de vitamina A e
caroteno ingeridos e absorvidos. E a ferritina oferece uma medida mais sensivel,

especifica e confiavel para determinar a deficiéncia de ferro em estagio precoce.

4.9 Analise estatistica dos dados

O banco de dados foi organizado em uma planilha de Excel. Apds a coleta os
dados foram exportados e analisados com auxilio dos softwares R® e Prisma.
Considerou-se as diferengas estatisticamente significativas quando p< 0,05.

Nesse estudo foram utilizados como estratégias de analise de dados: Analise
univariada, andlise de assinatura de vitaminas, confec¢do de diagrama de Venn,
grafico Volcano, grafico de barras circular, analise de correlagao, grafico de cor e curva
ROC.

4.10 Analise da assinatura das vitaminas A e D e da ferritina

Essa analise foi utilizada para detectar pequenas alteracbes dos niveis de
vitaminas e ferritina que em geral ndo séo evidenciadas por abordagens estatisticas
convencionais.

A metodologia consiste em converter valores quantitativos em dados
categoricos. Os participantes do estudo foram “categorizados” como tendo ALTOS e
BAIXOS niveis de vitaminas e Ferritina, utilizando o valor da mediana global como
ponto de corte (cut-off) especifico para cada Vitamina e para ferritina. A mediana
utilizada foi denominada global, pois os valores foram obtidos dos niveis de vitaminas
e ferritina para todos os participantes do estudo.

Para se encontrar a mediana global, inicialmente, organizou-se os dados em
ordem crescente, sendo que o valor da mediana, foi considerado aquele de posig¢ao
central, na distribuicdo. Com base nesses valores, foi estabelecido o ponto de corte
para cada um dos trés parametros. Os individuos que possuiam niveis de vitaminas e

ferritina maiores ou iguais a mediana global foram categorizados como tendo altos
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niveis (HIGH) daquele marcador especifico. Os individuos que possuiam niveis
menores do que a mediana global foram considerados tendo baixos niveis (LOW).
Além disso, realizou-se a montagem de curvas ascendentes da assinatura das
vitaminas e ferritina para identificar mudangas no perfil global das mesmas. Essa
analise permitiu observar o comportamento e a hierarquia dos niveis de vitaminas e
ferritina, e dessa forma, contribuiu para o entendimento do perfil nutricional dos
participantes desse grupo. Niveis relevantes foram considerados quando a

porcentagem de individuos com altos niveis de vitaminas e ferritina foi maior que 50%.

4.11 Diagrama de Venn

Os Diagramas de Venn sao ferramentas muito utilizadas na bioinformatica e tem
como objetivo ilustrar as interagbes entre conjuntos de dados compartilhados. Séo
comumente representados como circulos que se cruzam parcialmente para descrever
conjunto de interse¢des (N) (LAM et al., 2016). Para a confecgdo dos diagramas de
Venn neste estudo utilizou-se o software Bioinformatics & Evolutionary Genomics,

disponivel em http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/.

4.12 Grafico Volcano plot

O grafico volcano é uma ferramenta visual amplamente utilizada em estudos
biolégicos para analisar e interpretar variagbes nos niveis de diferentes moléculas,
como genes, proteinas ou, neste caso, vitaminas e ferritina, entre dois grupos
experimentais. Esse tipo de grafico combina a magnitude das mudangas com a
significancia estatistica dessas mudangas em uma unica representagao grafica,
facilitando a identificacao de alteracdes relevantes.

Para a criagao do grafico volcano, inicialmente, foram realizados os testes para
verificar os niveis de vitamina A, vitamina D e ferritina nos grupos de estudo. Em
seguida, procedeu-se com a analise estatistica dos dados. Para cada vitamina e
ferritina, calculou-se a raz&o entre os niveis no grupo, seguida da aplicagdo da
transformacao logaritmica de base 2, resultando no valor de Log2 Fold Change (log2
FC). Paralelamente, realizou-se um teste t de Student, para comparar os niveis entre

0s grupos, obtendo-se o valor-p para cada vitamina e ferritina. Este valor-p foi
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transformado pela aplicagdo do logaritmo negativo de base 10, resultando no -
log10(p), que indica a significancia estatistica das mudancgas observadas.

Posteriormente, os dados foram organizados em uma tabela contendo as
seguintes colunas: Nome da Vitamina/Ferritina, log2 FC e -log10(p). Adicionalmente,
foram incluidas colunas para a significancia (p < 0.05) e para a magnitude da mudanca
(log2 FC < -1.3 ou log2 FC > 1.3), permitindo a categorizagdo dos pontos a serem
plotados.

Na etapa de criagédo do grafico volcano, os dados foram representados em um
grafico de dispersao, onde o eixo X corresponde ao Log2 Fold Change (log2 FC) e o
eixo Y ao -log10 dos valores-p. Cada ponto no grafico representa uma vitamina (A ou
D) ou ferritina. A posigéo horizontal de cada ponto indica a magnitude da mudanca
nos niveis, com valores positivos a direita indicando um aumento nos niveis na
condicado experimental e valores negativos a esquerda indicando uma diminuig&do. A
posicao vertical de cada ponto reflete a significancia estatistica das mudancgas, com
valores mais altos indicando uma maior significancia.

Para diferenciar visualmente as vitaminas e ferritina com mudancas
significativas, foram aplicadas cores especificas: pontos em azul representam aquelas
com diminui¢ao significativa nos niveis (p < 0.05 e log2 FC < -1.3), enquanto pontos
em vermelho indicam um aumento significativo (p < 0.05 e log2 FC > 1.3). O grafico
foi dividido em duas partes para facilitar a visualizacao e interpretacao dos resultados:
o grafico A exibe a diferenca relativa (Fold Change) nos niveis de vitamina A, D e
ferritina entre os grupos comparados, enquanto o grafico B apresenta a diferenca
absoluta (Delta) nos niveis das mesmas vitaminas e ferritina entre os grupos
comparados.

A aplicagdo do grafico volcano neste estudo permitiu a visualizag&o clara das
variagdes nos niveis de vitamina A, vitamina D e ferritina entre os grupos de estudo,
destacando as mudangas mais significativas e relevantes. Dessa maneira, o grafico
volcano foi uma ferramenta crucial para a interpretacao dos resultados experimentais,

proporcionando uma visado abrangente das diferengas entre as condi¢des estudadas.

4.13 Grafico de barras circular

48



Para representar visualmente a distribuigdo dos niveis de vitaminas A, D e
ferritina entre os participantes do estudo, foi utilizado um grafico de barras circular.
Este grafico fornece uma maneira intuitiva de visualizar as propor¢des de individuos
categorizados com altos e baixos niveis de cada marcador nutricional. Diferente do
grafico de barras convencional, onde as barras sado dispostas horizontal ou
verticalmente ao longo de um eixo linear, nesse grafico as barras sao dispostas
radialmente ao redor de um ponto central. O comprimento de cada barra representa o
valor da variavel correspondente, sendo que as barras se estendem do centro para a

periferia do circulo.

4.14 Analise de correlagao e Mapa de cor (Heatmap)

O mapa de cor (heatmap) representa os niveis de vitamina A, vitamina D e
ferritina para diferentes individuos dentro de cada grupo do estudo. Para gerar esse
heatmap, inicialmente foram medidos os niveis de vitamina A, vitamina D e ferritina
em amostras de sangue de cada individuo pertencente aos grupos estudados. Em
seguida, os valores obtidos foram normalizados a fim de assegurar a comparabilidade
entre os individuos e as variaveis analisadas. Os dados normalizados foram
organizados em uma matriz, na qual as linhas representam os individuos e as colunas
representam as variaveis (vitamina A, vitamina D e ferritina). A matriz foi entdo
visualizada como um mapa de cor, onde cada célula é colorida conforme a magnitude
do valor correspondente. No heatmap, cores verdes representam valores mais baixos,
enquanto cores vermelhas indicam valores mais altos, estando esses relacionados
também a intensidade da cor. O heatmap permite uma visualizacdo clara das
variagdes nos niveis de vitaminas e ferritina entre os individuos e os grupos, facilitando
a identificagao de padrdes relevantes para a analise epidemioldgica e clinica.

Na analise de correlacédo foram calculadas as correlagdes de Pearson, visando
avaliar a relagao linear entre as variaveis dentro de cada grupo. Os coeficientes de
correlagao obtidos foram visualizados por meio de graficos de bolhas (bubble plots),
nos quais o tamanho da bolha representa a magnitude da correlacao, e a cor indica a
direcdo da correlagdo. Bolhas azuis representam correlagbes positivas, enquanto
bolhas vermelhas indicam correlagdes negativas. A intensidade das cores (mais forte

ou mais clara) também sinaliza a for¢a da correlagdo, sendo que cores mais intensas
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representam correlagbes mais fortes. A andlise de correlagdo € essencial para
compreender as inter-relagdes entre as variaveis dentro de cada grupo de estudo,
fornecendo insights sobre possiveis mecanismos bioldgicos e influéncias ambientais

que afetam os niveis de vitaminas e ferritina em diferentes populagdes.

4.15 Curva ROC

O desempenho dos biomarcadores para identificacdo de individuos portadores de
hanseniase e co-infectado por esquistossomose foi avaliada pela curva ROC,
(Receiver Operating Characteristic) (MARTINEZ et al., 2003). Para construir a curva
ROC (Receiver Operating Characteristic) os dados sobre os niveis dos biomarcadores
(vitamina A, vitamina D e ferritina) foram inicialmente incluidos. Esses subgrupos
foram categorizados como LID(+)Schisto(+)ND, LID(+)Schisto(-)D e LID(+)Schisto(-
)ND conforme necessario para a analise.

Primeiramente, os valores de corte (cut-off) para cada biomarcador foram
determinados. Esses valores de corte foram escolhidos de forma a maximizar a
discriminagao entre os subgrupos de estudo. Em seguida, foram realizados testes
estatisticos para calcular os p-valores. Um p-valor menor que 0.05 foi considerado
indicativo de significancia estatistica.

Para cada biomarcador, foi calculada a Area Sob a Curva ROC (AUC). A AUC é
uma medida da capacidade do biomarcador de discriminar entre os subgrupos,
variando de 0.5 (nenhuma discriminagao) até 1.0 (excelente discriminagdo). Valores
de AUC entre 0.7 e 0.8 sao considerados aceitaveis ou moderados.

Além disso, foram calculadas a sensibilidade e a especificidade para cada
biomarcador, utilizando os valores de corte determinados. A sensibilidade e a
especificidade foram categorizadas como muito alta (acima de 90%), alta (entre 75%
e 90%), moderada (entre 50% e 75%) e baixa (abaixo de 50%).

A razao de verossimilhanga positiva (LR+) foi também calculada, como uma
medida adicional da eficacia dos biomarcadores. LR+ ¢é considerada sem
discriminagao se igual a 1, moderada entre 2 e 5, moderada a significativa entre 5 e
10, e muito significativa acima de 10.

Com esses parametros calculados, foi possivel plotar as curvas ROC para os
biomarcadores que apresentaram diferenca estatisticamente significativa. Nos

graficos da curva ROC, a sensibilidade (eixo Y) é plotada contra 1-especificidade
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(eixo X), permitindo a visualizagdo da capacidade dos biomarcadores em discriminar

entre os subgrupos
5 RESULTADOS

Entre os 1200 individuos voluntarios, residentes de areas endémicas para
hanseniase, 81 apresentaram resultado positivo para LID-1 e foram selecionados para
o estudo. Para diagnéstico de coinfecgao pelo S. mansoni, esses individuos foram
submetidos a um teste de ELISA para detecgcao de anticorpos contra SEA e SWAP no
soro, e um teste imunocromatografico comercial CCA para detecgao de antigeno na
urina. A partir desses resultados, os 81 individuos foram entdo segregados em trés
subgrupos.

A caracterizagdo destes subgrupos se baseou na confirmagéo da infecgdo pela
hanseniase através de manifestacdes clinicas e foram classificados como doentes
(D), os que néao tiveram o diagnéstico confirmado por outros métodos foram
considerados nao doentes (ND), e pela positividade para ao menos um dos trés
parametros que investigaram a infegédo pelo S. mansoni, SEA, SWAP e CCA e foram
denominados SCHISTO +. Quando os trés parametros eram negativos, os individuos
foram denominados SCHISTO (-).

O primeiro grupo foi denominado LID(+)Schisto(-) ND (N=33), sendo composto
pelos individuos LID+, sem coinfec¢cao pelo S. mansoni, e sem manifestacido de
sintomas clinicos da hanseniase. O segundo grupo denominado LID(+)Schisto(+) ND
(N=26) , agrupou os individuos LID+, que apresentaram coinfeccéo pelo S. mansoni
e nao manifestaram os sintomas clinicos da hanseniase. O terceiro grupo foi
denominado LID(+)Schisto(-) D (N=19), formado pelos individuos LID+, sem
coinfecg¢ao pelo Schistosoma, mas com sintomas clinicos para hanseniase. Todas as
demais analises foram realizadas comparando-se a resposta desses trés grupos.

As caracteristicas sociodemograficas da amostra sdo apresentadas na tabela 1.
Observa-se que a maioria dos participantes sdo do género feminino (67,91%), possui
mais de 30 anos de idade (80,24%) e reside no municipio de Governador Valadares
(58,02%).

E importante destacarmos que, das 81 pessoas que apresentaram resultado
positivo para LID-1, 22 (27,16%) receberam o diagnéstico de hanseniase.

Destacamos, que essas pessoas nao tinham nenhum tipo de sinal ou sintoma
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sugestivo para a doenga, sendo diagnosticadas devido ao acompanhamento proposto

pelo grupo.

Tabela 1 Caracteristicas sociodemograficas dos individuos do estudo

Participantes com
Participantes (n=81)* diagnéstico de

Variavel hanseniase (n=22)
N % total
Género
Masculino 26 32,09 7 31,81
Feminino 55 67,91 15 68,18
Idade (Anos)
<15 8 9,88 1 4,54
15-30 8 9,88 2 9,09
>30 65 80,24 19 86,37
Localidade
Governador 47 58,02 22 100
Valadares
Inhapim 8 9,88 - -
Teofilo Otoni 9 11,11 - -
Limeira de Mantena 12 14,81 - -
Mantena 5 6,17 - -

* Total de participantes da pesquisa

Utilizando a analise univariada para avaliar os niveis de vitamina A, D e ferritina
nos diferentes grupos, observa-se que os niveis de Vitamina A e Vitamina D sao
significativamente menores no grupo LID(+)/Schisto(-) D em comparagdo com os
outros grupos, evidenciando uma possivel influéncia da hanseniase na
biodisponibilidade dessas vitaminas. Em contrapartida, os niveis de Ferritina n&o
apresentam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos analisados
(Figura 6A).

O grafico de barras circular (Figura 6B) corrobora com os resultados anteriores
que demonstram que o grupo com individuos doentes LID(+)Schisto(-) D apresenta
menores niveis de vitaminas quando comparado aos grupos nao doentes,
LID(+)Schisto(-)ND e LID(+)Schisto(+)ND.

Figura 6 Niveis de Vitaminas A, D e Ferritina no soro dos grupos de individuos

participantes do estudo
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Niveis de Vitaminas A, D e Ferritina no soro dos grupos de Individuos participantes do estudo

B
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Figura 6. O painel A apresenta as concentragdes de Vitamina A (ug/dL), Vitamina D (ng/mL)
e Ferritina (ng/mL) em trés grupos distintos de individuos: LID(+)Schisto(-) ND,
LID(+)Schisto(+) ND, LID(+)Schisto(-). As barras mostram as médias das concentragoes,
enquanto os pontos indicam os valores individuais dos participantes. As escalas sao
logaritmicas para melhor visualizagdo das diferencas entre os grupos. O grafico de barras
circulares (painel B) ilustra os niveis de Vitamina A, Vitamina D e Ferritina nos trés grupos de
estudo. Cada segmento de barra representa um dos grupos experimentais e as barras indicam
a magnitude dos niveis das vitaminas e da ferritina em cada grupo. O painel C, intitulado
"Assinatura Ascendente de Vitaminas", exibe a propor¢ao de individuos em cada grupo com
niveis de vitaminas acima da mediana global, utilizando pontos de corte especificos. Os
grupos sao: LID(+)Schisto(-) ND (quadrado azul), LID(+)Schisto(+) ND (circulo verde) e
LID(+)Schisto(-) D (triangulo laranja). As linhas conectam os pontos que representam as
propor¢cées de individuos com niveis elevados de Ferritina, Vitamina D e Vitamina A,
permitindo a comparacgao entre os grupos. O painel D, representado por um diagrama de
Venn, ilustra a sobreposicdo de biomarcadores entre os diferentes grupos de estudo. A
categorizacido dos biomarcadores é feita em seletivos e nao seletivos: Biomarcador Seletivo
para LID(+)Schisto(-) ND (area azul), Biomarcador Seletivo para LID(+)Schisto(+) ND (area
verde) e Biomarcador Seletivo para LID(+)Schisto(-) D (area laranja). O diagrama evidencia
quais biomarcadores sdo exclusivos ou comuns entre os diferentes grupos, auxiliando na
identificagdo de padrbes de seletividade

As figuras 6C e 6D apresentam a avaliagao dos niveis de vitamina A, D e ferritina
utilizando como estratégia de analise a assinatura de biomarcadores. Foram

considerados participantes com niveis elevados aqueles que apresentaram valores
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acima da mediana global (Cut-off) para cada uma das vitaminas e ferritina. A figura
6C demonstra como as proporg¢des de individuos com niveis elevados de vitaminas
mudam entre os grupos. Nota-se uma variagdo nos niveis de Ferritina, Vitamina A e
Vitamina D entre os diferentes grupos. E interessante notar que a ferritina destacou-
se tanto no grupo com coinfecgdo pelo S. mansoni quanto naquele com pessoas
diagnosticadas com hanseniase (LID(+)Schisto(-) ND e LID(+)Schisto(-) D). Essa
distribuicdo sugere a existéncia de interagbes complexas entre a infecgdo por
esquistossomose, hanseniase e os niveis de micronutrientes.

O diagrama de Venn (Figura 6D) foi utilizado para mostrar possiveis combinagdes
de intersecgdes entre os parametros avaliados. Desse modo, verificamos que a
vitamina A se apresentou como um biomarcador seletivo (LID(+)Schisto(+)ND). E
interessante notar que a ferritina apresentou intersecgdo entre dois grupos que se
relacionam ao aumento da gravidade do estado de saude, LID(+)Schisto(+)ND e
LID(+)Schisto(-)D.

Para avaliar as alteragdes nos niveis de vitaminas entre os grupos, utilizamos um
grafico volcano (Figura 7). O objetivo desta analise é identificar biomarcadores que
apresentam mudangas significativas em seus niveis entre os diferentes grupos
estudados. O grafico volcano combina a magnitude da mudanca (fold change) com a
significancia estatistica (valor-p), permitindo uma visualizagédo clara e intuitiva das
variaveis que estdo diferencialmente expressas. No contexto deste estudo, o grafico
volcano nos ajuda a destacar quais vitaminas e biomarcadores sao regulados positiva

ou negativamente em relagao aos diferentes grupos de interesse.

Figura 7 Analise comparativa dos niveis de vitamina A, vitamina D e ferritina entre os

grupos de estudo
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| Resumo das alteracdes nos niveis de vitamina A, D e Ferritina dos participantes |
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Figura 7: Grafico volcano representando a variagado nos niveis de vitaminas entre os grupos
de estudo. Cada ponto representa uma vitamina (A e D) ou ferritina. No eixo X, esta
representado o log2 das mudancas nos niveis das vitaminas (Log2 Fold Change), enquanto
0 eixo Y exibe o -log10 dos valores p, que indicam a significancia estatistica das mudancas
observadas. No grafico volcano, a posicao horizontal (eixo X) de cada ponto indica a
magnitude da mudanga nos niveis de vitaminas, com pontos a direita do eixo Y representando
um aumento nos niveis na condicao experimental, e pontos a esquerda indicando uma
diminuigdo. A posicao vertical (eixo Y) indica a significancia estatistica dessas mudangas, com
pontos mais altos sugerindo uma maior significancia. Pontos em azul indicam vitaminas com
diminuigao significativa nos niveis (p < 0.05 e Log2 Fold Change < -1.3), enquanto pontos em
vermelho indicam vitaminas com aumento significativo nos niveis (p < 0.05 e Log2 Fold
Change > 1.3). Em A observa-se a diferenca relativa (Fold Change) nos niveis de vitamina A,
D e ferritina entre os grupos comparados e em B a diferenca absoluta (Delta) nos niveis de
vitamina A, D e ferritina entre os mesmos grupos de comparagéo.

Observamos que as vitaminas A e D estdo reguladas negativamente no grupo
LID(+)Schisto(-)D quando comparada aos dois grupos sadios (Figura 7A).
Notavelmente, na analise de assinaturas de biomarcadores que se vé na Figura 7B,
a comparacao entre os grupos LID(+)Schisto(-)ND e LID(+)Schisto(-)D refor¢a que,
em individuos com hanseniase, as vitaminas A e D estdo reguladas negativamente.

Além disso, observa-se que no grupo coinfectado nao doente LID(+)Schisto(+)ND a
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vitamina A esta regulada positivamente quando comparado ao grupo LID(+)Schisto(-
)ND.

A figura 8 apresenta a performance do desempenho de biomarcadores na
identificacdo de subgrupos especificos de individuos com diferentes condigdes. A
tabela na parte superior da figura mostra que a vitamina A apresenta um p-valor de
0.04, indicando uma diferengca estatisticamente significativa entre os grupos
LID(+)Schisto(-)ND e LID(+)Schisto(-)D. A AUC de 0.67 sugere uma capacidade
moderada de discriminagdo. A sensibilidade € de 52.63%, enquanto a especificidade
€ alta (80.65%). A razao de verossimilhanga de 2.71 indica uma discriminagao
moderada entre os grupos. Além disso, ao se avaliar o desempenho da vitamina D
Nos mesmos grupos, observamos um valor de p de 0,01 com AUC de 0.70 sugerindo
uma capacidade moderada de discriminacdo, com sensibilidade alta (100%)

especificidade moderada (45.45%), com uma razéo de verossimilhanca de 1.83.

Figura 8 Analise da performance dos biomarcadores selecionados para identificar

individuos dos subgrupos estudados

Performance dos biomarcadores selecionados para identificar individuos dos subgrupos LID{+)5chisto(-)ND, LID({+)5histo{+}ND and
LID{+)Schisto(-)D
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Figura 8 - A figura apresenta a avaliagdo do desempenho de biomarcadores na identificacao
de subgrupos especificos de individuos com diferentes condigdes. A tabela no topo da figura
resume os valores de corte (Cut-off), os p-valores, a area sob a curva ROC (AUC), a
sensibilidade (Se), a especificidade (Sp) e a razdo de verossimilhanca (LR) para os
biomarcadores vitamina A, vitamina D e ferritina. Os p-valores s&o indicadores de significancia
estatistica, onde valores menores que 0.05 indicam significancia. A AUC, que mede a
capacidade de discriminagao do biomarcador, varia de 0.5 (sem capacidade de discriminagao)
até 1.0 (excelente discriminacdo), sendo valores entre 0.7 e 0.8 considerados
aceitaveis/moderados. A sensibilidade é considerada muito alta acima de 90%, alta entre 75%
e 90%, moderada entre 50% e 75% e baixa abaixo de 50%. A especificidade segue a mesma
categorizacdo. A razao de verossimilhanga positiva (LR+), que mede a eficacia do
biomarcador, é considerada sem discriminac¢ao se igual a 1, moderada entre 2 e 5, moderada
a significativa entre 5 e 10, e muito significativa acima de 10. Os graficos ROC (Receiver
Operating Characteristic) na parte inferior da figura mostram a sensibilidade versus a
especificidade para os biomarcadores de vitamina D e vitamina A, indicando o desempenho
na discriminacdo entre os diferentes subgrupos. O grafico ROC da vitamina D a esquerda
avalia a discriminacao entre LID(+)Schisto(+)ND e LID(+)Schisto(-)D, enquanto o grafico ROC
da vitamina A a esquerda avalia a discriminagéo entre LID(+)Schisto(+)ND e LID(+)Schisto(-
)D. O grafico ROC da vitamina D a direita avalia a discriminagéo entre LID(+)Schisto(-)ND e
LID(+)Schisto(-)D. Os graficos de dispersdo comparam a distribuicdo dos niveis dos
biomarcadores para os mesmos subgrupos. As barras coloridas na figura representam os
diferentes subgrupos de individuos: verde para LID(+)Schisto(-)ND, azul para
LID(+)Schisto(+)ND e vermelho para LID(+)Schisto(-)D. Os asteriscos (*) indicam
biomarcadores com significancia estatistica.

Na comparacgédo entre os grupos LID(+)Schisto(+)ND e LID(+)Schisto(-)D, a
vitamina A apresenta um p-valor de 0.04, indicando uma diferenga estatisticamente
significativa. A AUC de 0.67 sugere uma capacidade moderada de discriminagdo. A
sensibilidade é de 73.68% e a especificidade é de 61.54%, com uma razédo de
verossimilhanga de 1.96. Adicionalmente, a vitamina D apresenta um p-valor de 0.01
na analise entre os grupos LID(+)Schisto(+)ND e LID(+)Schisto(-)D. A AUC de 0.72
sugere uma capacidade moderada de discriminagdo. A sensibilidade € de 76.47% e a
especificidade é de 65.38%, com uma razao de verossimilhanca de 2.20.

Isso sugere que tanto a vitamina A quanto a vitamina D sdo biomarcadores
eficazes para distinguir entre os grupos LID(+)Schisto(-)ND e LID(+)Schisto(-)D, assim
como entre os grupos LID(+)Schisto(+)ND e LID(+)Schisto(-)D. Esses resultados
destacam a importancia das vitaminas A e D como biomarcadores na identificagao de
subgrupos especificos de individuos com diferentes condigcbes. A presenga de
diferengas estatisticamente significativas e a capacidade moderada de discriminagao
sugerem que esses biomarcadores podem contribuir para diagnosticos mais precisos
e direcionados, auxiliando na melhor gestédo e tratamento das condi¢des avaliadas.

A Figura 9 apresenta a avaliagédo dos niveis de vitamina A, vitamina D e ferritina,

juntamente com a analise de correlagéo. A parte A da figura mostra um mapa de cor
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dos niveis de biomarcadores nos diferentes subgrupos. No grupo LID(+)Schisto(+)ND,
observa-se uma variagao consideravel nos niveis de vitamina A, predominando niveis
baixos a moderados (verde escuro a verde claro), com alguns individuos
apresentando niveis mais altos (vermelho). A maioria dos individuos desse grupo
apresenta niveis moderados de vitamina D (verde), com algumas variagbes para
niveis mais altos (vermelho). Os niveis de ferritina variam, mas ha uma leve tendéncia
para valores elevados (vermelho), apesar de varios individuos terem niveis
moderados a baixos (verde).

No grupo LID(+)Schisto(-)ND, os niveis de vitamina A variam
significativamente entre os individuos, com muitos apresentando niveis baixos (verde
escuro) e alguns niveis mais elevados (vermelho). A vitamina D também apresenta
uma variagao significativa, com predominio de niveis moderados a altos (verde a
vermelho). Os niveis de ferritina no mesmo grupo mostram uma tendéncia a valores
mais elevados (vermelho), embora exista uma distribuicdo consideravel entre niveis
baixos e altos.

No grupo LID(+)Schisto(-)D, ha uma ampla variagdo nos niveis de vitamina A,
com alguns individuos apresentando niveis altos (vermelho) e outros niveis muito
baixos (verde escuro). Os niveis de vitamina D variam de baixos a moderados (verde
a verde claro), com menos individuos apresentando niveis muito altos. A ferritina
também mostra uma variagdo, com algumas amostras indicando niveis muito altos

(vermelho escuro), mas sobretudo com niveis mais baixos (verde escuro).

Figura 9 Niveis de vitamina A, D e Ferritina e analise de correlagdo nos grupos de

estudo
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Figura 9. A: Mapa de cor dos niveis de biomarcadores nos trés grupos. Cada linha representa
um individuo, e cada coluna representa um biomarcador especifico (vitamina A, vitamina D
ou ferritina). A coloragao varia do verde escuro ao vermelho escuro, onde: Verde escuro indica
niveis baixos do biomarcador. Verde claro indica niveis moderadamente baixos. Vermelho
claro indica niveis moderadamente altos. Vermelho escuro indica niveis altos do biomarcador.
B: Os graficos de correlagcdo mostram as relagées entre Vitamina D, Ferritina e Vitamina A
nos trés grupos de estudo. Circulos azuis indicam correlagdes positivas, enquanto circulos
vermelhos indicam correlagbes negativas. O tamanho dos circulos representa a forca da
correlagdo, com circulos maiores indicando correlagbes mais fortes. A intensidade da cor
também indica a forca da correlacdo, com cores mais saturadas representando correlagoes
mais fortes.

A analise de correlagao (Figura 9B) é representada por matrizes de correlagao
para cada um dos trés grupos. Cada matriz exibe correlagdes entre os niveis de
Vitamina A, Vitamina D e Ferritina. A intensidade e a diregao das correlacdes sao
indicadas por circulos coloridos, onde a cor e o tamanho dos circulos representam a
forca da correlacéo.

No grupo LID(+)/Schisto(+)/ND, observa-se uma correlagcdo negativa entre
Vitamina D e Ferritina, uma correlagao positiva entre Vitamina A e Ferritina, e uma

correlagao positiva entre as vitaminas A e D. Para o grupo LID(+)/Schisto(-)/ND, as
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correlagdes seguem um padrdao semelhante, com uma correlagdo fracamente
negativa entre Vitamina D e Ferritina e uma correlagédo positiva entre as vitaminas A
e D e entre Vitamina A e Ferritina. Ja no grupo LID(+)/Schisto(-)/D, ha uma correlagéo
positiva entre as vitaminas A e D e entre Vitamina A e Ferritina e uma forte correlagcéo
negativa entre Vitamina D e Ferritina. Isso sugere que, neste grupo, niveis mais altos
de Vitamina A estao associados a niveis mais altos de Ferritina, enquanto niveis mais
baixos de Vitamina D estdo associados a niveis mais altos de Ferritina.

Em resumo, os dados indicam que, em todos os grupos, niveis mais altos de
Vitamina A estdo associados a niveis mais altos de Ferritina, enquanto niveis mais

baixos de Vitamina D estio associados a niveis mais altos de Ferritina.

6 DISCUSSAO

Evidéncias sugerem que os mecanismos envolvidos em infec¢des por helmintos
e deficiéncias de micronutrientes aumentam a suscetibilidade a outras doencas.
Nossa pesquisa avaliou individuos monoinfectados por M. leprae e coinfectados por
M. leprae e S. mansoni, observando como os niveis de Vitaminas A e D e de Ferritina
variam conforme o estado de saude. Foi possivel identificar que esses elementos sao
regulados de maneiras distintas dependendo da presengca de uma ou ambas as
infeccbes e frente ao adoecimento por hanseniase. O entendimento dessas inter-
relagdes é crucial para o desenvolvimento de estratégias de saude publica que visem
reduzir a incidéncia e controlar a disseminagcdo tanto da hanseniase quanto da
esquistossomose em populagdes mais vulneraveis.

Os resultados desse estudo indicam que os niveis de Vitamina A e Vitamina D
sdo significativamente mais baixos no grupo de individuos com diagnédstico de
hanseniase (LID(+)/Schisto(-)D). Por meio do grafico de barras circular foi possivel
verificar que esse mesmo grupo apresenta menores niveis de vitaminas quando
comparado aos grupos nao doentes, LID(+)Schisto(-)ND e LID(+)Schisto(+)ND.

Lima, Emerson S. et al (2007) estudaram as altera¢gdes nos niveis séricos de
peroxidacao lipidica (LPO) e vitamina A em pacientes com diferentes formas de
hanseniase. Os autores observaram que os niveis de vitamina A no soro dos
pacientes com hanseniase, principalmente na forma lepromatosa, diminuiram em
relagdo ao controle. Ao avaliarem 67 pacientes com hanseniase, Rao e Saha (1988)

também  observaram redugbes  significativas  nos niveis séricos = médios
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de vitaminas 'A' e 'E' nos grupos com hanseniase em comparagao com 0s controles
normais.

A Vitamina A é conhecida como uma vitamina anti-inflamatoria devido ao seu
papel critico no aumento da fung&o imunolégica. Tem sido observado que, a vitamina
A desempenha fungdes cruciais na imunidade, tendo papel no desenvolvimento e
maturacao de macrofagos (HIEMSTRA, Ida H. et al., 2014), regulagao e diferenciagao
de precursores de células dendriticas (ZENG, Ruizhu et al., 2016, KLEBANOFF,
Christopher A. et al., 2013 e BEIJER, Marieke R. et al., 2013) e na expanséo e
sobrevivéncia de células TCD8+ (GUO, Yanxia et al., 2012.).

Estudos mostraram que a vitamina A desempenha um papel crucial na formacéao,
queratinizacao, estratificagao, diferenciacdo e maturacdo das células epiteliais, que
sabidamente estdo envolvidas na "linha de frente" de defesa contra patogenos. Essa
vitamina € essencial para a camada de muco do trato respiratério e intestinal,
promovendo a secreg¢do de mucina e melhorando a imunidade nao especifica desses
tecidos (WANG, Joseph L. et al.,, 1997, MCCULLOUGH, F. S. W.; NORTHROP-
CLEWES, C. A,; THURNHAM., 1999 e AMIT-ROMACH, Einat et al., 2009).

Um estudo piloto de caso-controle que foi conduzido em 73 pacientes com
hanseniase multibacilar em Belo Horizonte/ Brasil, demonstrou que 11 (15%)
individuos da amostra apresentaram infeccdo por helmintos, mais da metade (52%)
tinham deficiéncia de vitamina D e oito (11%) tinham insuficiéncia de vitamina A,
demonstrando que deficiéncia de vitaminas e infecgbes por helmintos eram
prevalentes nesses pacientes (FAIRLEY, Jessica K. et al., 2019).

Dennison, Cori L. et al. (2021), destacam que as coinfecgdes por helmintos e as
deficiéncias de micronutrientes podem estar associadas a hanseniase devido aos
seus efeitos no sistema imunoldgico.

KIM, Elliot W e outros pesquisadores (2018) revelaram em seu estudo que niveis
adequados de vitamina D antes da infec¢do microbiana contribuem para reduzir a
viabilidade do patégeno no macréfago. Ainda, os mesmos autores, relataram que, o
status de vitamina D durante a diferenciagdo do macréfago permite a indugao de uma
resposta antimicrobiana contra o M. leprae intracelular.

A capacidade do macrofago humano em montar uma resposta eficaz contra
micobactérias intracelulares, depende de sua capacidade de induzir a produc¢do do

peptideo antimicrobiano Catelecidina, por meio da via antimicrobiana dependente de
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vitamina D (LIU, Philip T. et al., 2007). Os mecanismos efetores antimicrobianos séo
centrais para a fungdo da resposta imune inata na defesa do hospedeiro contra
patdbgenos microbianos e a elaboracdo da resposta antimicrobiana contra
micobactérias intracelulares antes que as bactérias empreguem mecanismos de
evasao é fundamental.

Diante disso, entendemos que a avaliagao dos niveis das vitaminas A e D pode
ser empregada como uma estratégia terapéutica para intervir na hanseniase, visto
que a suplementagao € um adjuvante terapéutico atuando para impedir uma resposta
imune desregulada (LIU, Philip T. et al., 2012.)

Nesse estudo, observamos também, que niveis mais elevados de ferritina estao
associados ao agravamento do estado de saude, visto que maiores niveis dessa
proteina foram observados no grupo coinfectado e no grupo com diagndstico de
hanseniase (LID(+)Schisto(+)ND e LID(+)/Schisto(-)D). Isso também foi observado
quando utilizamos a estratégia de analise de assinatura de biomarcadores, onde foi
possivel observar que a ferritina destacou-se tanto no grupo com coinfecg¢ao pelo S.
mansoni quanto naquele com pessoas diagnosticadas com hanseniase
(LID(+)Schisto(-) ND e LID(+)Schisto(-) D) (N=3). Ainda, quando verificada a analise
de correlagao (Figura 8C) observou-se que niveis mais altos de Vitamina A estao
associados a niveis mais altos de Ferritina, enquanto niveis mais baixos de Vitamina
D estdo associados a niveis mais altos de Ferritina.

Oktaria e colaboradores conduziram em 2018 um estudo de caso-controle na
Indonésia com o objetivo de investigar a associagcdo entre dieta e nutricdo e sua
relagdo com a pobreza. Os autores observaram que niveis altos de ferritina foram
duas vezes mais comuns naqueles com hanseniase do que nos controles. Ainda,
Souza, Vania Nieto Brito et al. (2012) ao investigarem mudangas em parametros
relacionados a homeostase do ferro em pacientes com hanseniase observaram niveis
aumentados de ferritina sérica nos participantes MB.

Foi descrito na literatura o quadro “anemia de inflamacdo” (Al) que é
caracterizado por niveis reduzidos de ferro no soro e aumento das reservas de ferro,
evidenciado pela ferritina elevada (SOUZA, Vania Nieto Brito de et al., 2012). Lapinsky
et al. (1992) relataram em seu estudo a ocorréncia de anemia em pacientes com

hanseniase multibacilar e classificaram essa anemia como Al, pois observaram
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diminuicao nos niveis séricos de ferro e leves aumentos nas concentragdes séricas
de ferritina.

Inicialmente, a ferritina era vista apenas como um marcador dos niveis de ferro
no corpo, com niveis baixos indicando estoques reduzidos de ferro e niveis altos
sugerindo estoques normais ou aumentados. No entanto, estudos revelam que, como
proteina de fase aguda, a sintese de ferritina aumenta em condi¢des inflamatdrias,
infecciosas e malignas (MAHROUM et al., 2022; GROTTO, 2010; ORINO;
WATANABE, 2008).

A deficiéncia de ferro é a causa mais comum de anemia. No entanto,
diagnosticar anemia por deficiéncia de ferro em areas especificas onde doencas
infecciosas sdo prevalentes pode ser muito desafiador, pois os niveis de ferritina
sérica podem aumentar devido a respostas imunoldgicas ao agente infeccioso,
mascarando um diagnéstico de deficiéncia de ferro puro (OKTARIA, S. et al., 2018).

Os resultados deste estudo destacam a importancia da avaliagao dos niveis de
ferro e ferritina no diagnostico e tratamento da hanseniase. Observamos que niveis
elevados de ferritina estdo associados ao agravamento do estado de saude,
especialmente em pacientes coinfectados e diagnosticados com hanseniase. A
ferritina se destacou como um biomarcador significativo nos grupos coinfectados por
S. mansoni e nos diagnosticados com hanseniase, corroborando com a literatura que
indica sua elevagdo em condi¢des inflamatorias e infecciosas. Estudos anteriores
também relataram a alta prevaléncia de ferritina elevada em pacientes com
hanseniase, associando-a a anemia de inflamacéao (Al), onde ha niveis reduzidos de
ferro no soro e aumento das reservas de ferro.

Quanto ao uso desses elementos como biomarcadores, foi possivel observar que
0s os niveis de vitamina A e D podem ser avaliados para subsidiar o diagnostico
precoce da hanseniase, visto que essas vitaminas demonstraram boa performance
como biomarcadores, visto que demonstraram capacidade moderada de
discriminagdo entre os grupos de individuos que sdo LID-1 (+) que ja tém o
diagnostico de hanseniase, daqueles que ainda ndo apresentam sinais e sintomas
sugestivos da doenca. Além disso, a ferritina se mostrou como um biomarcador crucial
que deve ser considerado para um diagnostico preciso e para 0 manejo adequado da
hanseniase, especialmente em regides endémicas onde a presenca de doencgas

infecciosas pode complicar a interpretagao dos niveis de ferro.
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Embora ndo tenhamos conseguido estabelecer uma correlagéo estatistica,
devido ao menor numero de participantes desse grupo, uma analise descritiva revelou
que o grupo coinfectado e doente (LID(+)/Schisto(+)D) apresenta medianas de
vitamina D (23,9 ng/mL) e vitamina A (0,50mg/L) menores que as medianas globais
de vitamina D (31,45 ng/mL) e vitamina A (0,54mg/L) observadas nos grupos
avaliados. Além disso, foi observado que, nesse grupo, a mediana dos niveis de
ferritina (202,8 ng/mL) é mais elevada do que os niveis globais (123,25 ng/mL). Vale
ressaltar que esse é um estudo longitudinal e os participantes estdo sendo

acompanhados para possiveis diagnosticos.

7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo ressaltam a importancia da avaliagao dos niveis de
vitamina A, vitamina D e ferritina para auxiliar no diagnéstico e tratamento da
hanseniase. Ficou claro que niveis reduzidos de vitamina A e D s&o comuns em
individuos com hanseniase, indicando sua utilidade no momento do diagnostico. Além
disso, observamos que niveis elevados de ferritina estdo associados ao agravamento
do estado de saude, especialmente em pacientes coinfectados e diagnosticados com
hanseniase, sublinhando sua relevancia como biomarcador significativo.

A ferritina, em particular, destaca-se como um marcador crucial que deve ser
considerado para o manejo adequado da hanseniase, especialmente em regides
endémicas onde doencgas infecciosas podem complicar a interpretagcdo dos niveis de
ferro. Portanto, a avaliacdo desses biomarcadores pode melhorar as estratégias
terapéuticas para controlar a doencga e as coinfecgdes associadas.

E fundamental que estudos adicionais continuem a explorar essas inter-relacdes
para aprofundar o entendimento dos mecanismos envolvidos visando desenvolver
intervengdes mais eficazes. A continuidade da pesquisa nessa area € essencial para
aprimorar as abordagens terapéuticas, contribuindo para a redugao da prevaléncia da

hanseniase e esquistossomose em populagdes vulneraveis.
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