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RESUMO

A hanseniase é uma doenca granulomatosa crénica que, embora curavel, ainda
carrega grande preconceito e estigma. E causada pelo bacilo intracelular
Mycobacterium leprae e afeta principalmente a pele e os nervos periféricos,
resultando em comprometimento sensorial e motor, com deformidades
caracteristicas e incapacidades. Em 2017, o Brasil registrou 26.875 casos novos da
doenca (12,8% do total global), fato que o mantém como o segundo pais em ndmero
absoluto de casos, perdendo apenas para a india. O diagnéstico da hanseniase é
essencialmente clinico, mas testes sorol6gicos podem contribuir para sua deteccéo
precoce e auxiliar na classificagcdo das formas da doenca. Neste trabalho avaliamos
o perfil da resposta imune humoral de pacientes com as formas paucibacilar e
multibacilar da hanseniase e seus contatos domiciliares, utilizando o ensaio
imunonenzimatico (ELISA) para deteccdo de anticorpos IgM, IgG, IgA e IgE, com
reatividade frente aos antigenos recombinantes NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID.
Adicionalmente, foi analisado o efeito da quimioprofilaxia com dose Unica de
rifampicina sobre os niveis séricos de anticorpos IgA anti-NDO-HSA, anti-LID-1 e
anti-NDO-LID em contatos domiciliares de casos com hanseniase multibacilar. Os
resultados mostram que pacientes com a forma multibacilar apresentam aumento
dos niveis séricos de anticorpos das classes IgM, IgG e IgA contra os trés antigenos
testados, quando comparados aos pacientes paucibacilares e aos controles sadios.
Ao contrario, as respostas de IgE contra NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID foram
bastante reduzidas mesmo utilizando menor diluicdo dos soros e maior
concentracdo dos antigenos. A reatividade de anticorpos IgM foi maior frente aos
antigenos NDO-HSA e NDO-LID, enquanto que a reatividade de anticorpos IgG foi
maior frente aos antigenos LID-1 e NDO-LID. Niveis séricos elevados de anticorpos
IgA contra os trés antigenos testados foram detectados em cerca de 72 a 100% dos
pacientes multibacilares, havendo também significativa reatividade dos pacientes
paucibacilares (63%) frente ao antigeno NDO-HSA. A andlise das curvas ROC
confirmou o bom desempenho dos antigenos no diagnéstico da hanseniase
multibacilar, havendo melhor performance dos testes IgG anti-NDO-LID e IgA anti-
NDO-HSA. Os testes ELISA IgM, ELISA-IgG e ELISA-IgA utilizados nao foram
capazes de diferenciar contatos domiciliares de pacientes multibacilares em
comparacao aos contatos de casos paucibacilares ou em comparacdo aos controles
sadios de area endémica, apesar de ter sido notada uma tendéncia de aumento da
reatividade de IgA anti-NDO-HSA no grupo CMB. A quimioprofilaxia com dose Unica
de rifampicina reduziu de forma discreta os titulos de anticorpos IgA anti-NDO-HSA
em contatos de pacientes multibacilares. Os resultados confirmam o bom
desempenho dos antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID no sorodiagnéstico da
hanseniase, e sugerem que a pesquisa de IgA frente ao analogo sintético NDO-HSA
pode ser uma ferramenta adicional no diagnéstico de formas clinicas da doenca. A
aplicacdo de testes sorolégicos envolvendo pesquisa de IgA anti-NDO-HSA no
acompanhamento de contatos domiciliares com suspeita de infeccdo subclinica e
que receberam tratamento profilatico com rifampicina merece futuras investigacoes.

Palavras-chave: Hanseniase. Mycobacterium leprae. Antigenos recombinantes.
Sorodiagndstico.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic granulomatous disease that, although curable, still carries great
prejudice and stigma. It's caused by the intracellular bacillus Mycobacterium leprae
and mainly affects the skin and peripheral nerves, resulting in sensory and motor
impairment, with characteristic deformities and disabilities. In 2017, Brazil registered
26,875 new cases of the disease (12.8% of the world total), a fact that keeps it as the
second country in absolute numbers, losing only to India. The diagnosis of leprosy is
essentially clinical, but serological tests can contribute to its early detection and help
in the classification of the diseases forms. In this work we evaluated the humoral
immune response profile of patients with paucibacillary and multibacillary leprosy
forms and their household contacts, using the enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) for the detection of IgM, IgG, IgA and IgE antibodies, reactive against
recombinant antigens NDO-HSA, LID-1 and NDO-LID. Additionally, the effect of
single dose rifampicin chemoprophylaxis on serum levels of anti-NDO-HSA, anti-LID-
1 and anti-NDO-LID IgA antibodies in domiciliary contacts of multibacillary leprosy
cases was analyzed. The results show that patients with the multibacillary form
present increased levels of IgM, IgG and IgA antibodies against the three antigens
tested, when compared to paucibacillary patients and healthy controls. In contrast,
IgE responses to NDO-HSA, LID-1 and NDO-LID were greatly reduced even with
lower serum dilution and higher antigen concentration. The reactivity of IgM
antibodies was higher against NDO-HSA and NDO-LID antigens, whereas reactivity
of IgG antibodies was higher against LID-1 and NDO-LID antigens. Elevated serum
levels of IgA antibodies against the three antigens tested were detected in about 72
to 100% of multibacillary patients. There was also a significant reactivity of
paucibacillary patients (63%) to NDO-HSA antigen. Analysis of the ROC curves
confirmed the good performance of the antigens in the diagnosis of multibacillary
leprosy, with a better performance of anti-NDO-LID IgG and anti-NDO-HSA IgA. The
ELISA-IgM, ELISA-IgG and ELISA-IgA ELISA tests weren't able to differentiate
household contacts of multibacillary patients, compared to the contacts of
paucibacillary cases or in comparison with the healthy controls of the endemic area,
despite a tendency to increase of anti-NDO-HSA IgA reactivity in the CMB group.
Single dose rifampicin chemoprophylaxis reduced discrete anti-NDO-HSA IgA
antibody titers in multibacillary patient contacts. The results confirm the good
performance of the NDO-HSA, LID-1 and NDO-LID antigens in leprosy
serodiagnosis, and suggest that the search for IgA against the synthetic analogue
NDO-HSA may be an additional tool in the diagnosis of clinical forms of the disease .
The application of serological tests involving anti-NDO-HSA IgA screening in the
follow-up of household contacts suspected of subclinical infection and who received
prophylactic treatment with rifampicin deserves further investigation.

Keywords: Leprosy. Mycobacterium leprae. Recombinant antigens. Serodiagnosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 HANSENIASE E SEU AGENTE ETIOLOGICO

A hanseniase, ou Doenca de Hansen, é uma infec¢cdo granulomatosa
cronica causada pela bactéria intracelular obrigatéria Mycobacterium leprae
(BRITTON e LOCKWOOD, 2004). Apesar dos relatos milenares sobre a patologia,
M. leprae sé foi descoberto em 1873 por Gerhard Henrik Armauer Hansen, na
Noruega, sendo o primeiro patdgeno bacteriano associado a uma doenca humana
(MODLIN, 1994; SINGH e COLE, 2011). Em 2008 foi identificada uma nova espécie
micobacteriana denominada Mycobacterium lepromatosis, causadora de uma forma
especifica da hanseniase conhecida como hanseniase lepromatosa difusa (HAN et
al, 2008). Enquanto o M. leprae esta relacionado a maioria dos casos de hanseniase
e € prevalente em todo o mundo, M. lepromatosis ocorre principalmente no México e
no Caribe (HAN et al 2008; HONAP et al, 2018).

M. leprae pertence a ordem Actinomycetales e a famiia
Mycobacteriaceae, da qual o género Mycobacterium € o0 Unico representante
(OPROMOLLA e BAPTISTA, 2000). Apresenta-se como um bacilo alcool-acido
resistente (BAAR), reto ou levemente encurvado, com 2 a 8 um de comprimento,
nao formador de esporos, imoOvel, microaerdfilo e que possui tropismo para
macréfagos e células de Schwann dos nervos periféricos (OPROMOLLA e
BAPTISTA, 2000; VISSA e BRENNAN, 2001; BRITTON e LOCKWOOD, 2004;
SCOLLARD et al, 2006). Por ndo ser cultivavel em meios artificiais, as Unicas fontes
de M. leprae sao lesdes humanas com alta carga bacilar ou modelos experimentais
de infeccdo no coxim plantar de camundongos atimicos e infecgBes subcutanea e/ou
intravenosa em tatus (OPROMOLLA, ARRUDA e FLEURY, 1980; SCOLLARD et al,
2006).

A parede celular das micobactérias é peculiar, consistindo de uma matriz
altamente complexa de lipideos, glicolipideos, proteinas e polissacarideos
(BRENNAN e NIKAIDO, 1995). Embora a composicdo possa variar entre as

espécies micobacterianas, a arquitetura bésica deste invélucro é a mesma para
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todas as representantes do género: uma camada interna rigida (logo apés a
membrana plasmatica) formada de peptidoglicano e arabinogalactana, ligada a uma
camada intermediaria espessa de acidos micoélicos e uma camada externa composta
por varios lipoglicanos, polissacarideos livres, glicolipideos e fosfolipideos (VISSA e
BRENNAN, 2001). Macromoléculas manosiladas como lipoarabinomana (LAM),
lipomanana (LM) e manosideos de fosfatidilinositol (PIMs) também estdo presentes
em abundancia, além do fator corda (dimicolato de trealose), sulfolipideos e
proteinas associadas a este arranjo fisico tipico (BRENNAN e NIKAIDO, 1995;
VISSA e BRENNAN, 2001) (Figura 1).
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L densa
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Figura 1: Modelo esquemético da parede celular de M. leprae. AG — arabinogalactana; LAM -
lipoarabinomana; LM — lipomanana; PDIM — dimicocerosato de fitiocerol ; PGL-I — glicolipideo fendlico
1; PIM — manosideo de fosfatidilinositol; TMM — monomicolato de trealose; PL — fosfolipideo. Fonte:
adaptado de VISSA e BRENNAN, 2001.

O envoltério micobacteriano contém alvos importantes da resposta imune
do hospedeiro, incluindo o glicolipideo fendlico-1 (PGL-1), a lipoarabinomanana
(LAM) e algumas proteinas envolvidas em sua sintese (BRITTON e LOCKWOOD,

2004). PGL-1 é o lipideo dominante da parede celular de M. leprae e a composi¢cado



20

Unica de seu trissacarideo confere imunogenicidade e patogenicidade ao bacilo
(HUNTER e BRENNAN, 1981) (Figura 2). O PGL-1 também pode reagir com
compostos de radicais livres, sugerindo que este lipideo capsular pode proteger o
bacilo dos efeitos toxicos de enzimas lisossomais e metabdlitos oxidativos
produzidos pelos macrofagos durante a infeccdo, garantindo sua sobrevivéncia
intracelular (OPROMOLLA e BAPTISTA, 2000).
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Figura 2: Estruturas moleculares dos glicolipideos fendlicos de M. leprae (PGL-1), M. tuberculosis
(PGL-tb) e M. bovis (PGL-bovis). R = nucleo lipidico comum. Fonte: adaptado de DIAZ ACOSTA et al,
2018.

O sequenciamento gendmico do M. leprae revelou extensa redugao
evolutiva (COLE et al, 2001). Analises bioinformaticas mostraram que apenas 49,5%
do seu genoma é composto por genes funcionais, dos quais 1614 codificam
proteinas e outros 50 codificam RNAs estaveis. O restante € ocupado por
sequéncias regulatérias ou pseudogenes, que sao quadros de leitura inativos com
homdlogos funcionais em outras micobactérias (SINGH e COLE, 2011). Todas as
categorias funcionais do genoma de M. leprae sdo consideravelmente menores do
gue seus equivalentes no bacilo da tuberculose e em outras micobactérias, e

algumas quase desparecem completamente (COLE et al, 2001; SINGH e COLE,
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2011). Esta drastica reducdo no numero de genes funcionais do patégeno afetou
guase todos os aspectos de seu metabolismo (VISSA e BRENNAN, 2001). Sendo
assim, grande parte de suas vias metabdlicas sao bastante limitadas, o que justifica
o fato ser uma bactéria ndo cultivavel in vitro, embora tenha havido preservacdo de
genes necessarios para sua transmissdo, estabelecimento e sobrevivéncia no
hospedeiro (SCOLLARD et al, 2006).

1.2 EPIDEMIOLOGIA E TRANSMISSAO

Embora curdvel, a hanseniase ainda é uma doenca estigmatizada e
representa um significativo problema de saude publica em muitas partes do mundo,
principalmente devido ao seu alto poder incapacitante (WHITE e FRANCO-
PAREDES, 2015; BRASIL, 2018; SADHU e MITRA, 2018). E considerada a segunda
doenca micobacteriana infecciosa mais patogénica, precedida apenas pela
tuberculose (TB) e, apesar de ja ter sido amplamente distribuida na Europa, nas
ultimas décadas tem ocorrido de maneira prioritaria em paises pobres de regides
tropicais e temperadas (BRITTON e LOCKWOOD, 2004; GELUK, 2013). Em estudo
recente envolvendo georreferenciamento de casos de hanseniase em um municipio
brasileiro durante 20 anos, Matos e colaboradores (2018) reforgcaram a associagéo
da doenca com fatores socioecondmicos, sendo que as maiores taxas de deteccao
foram relacionadas com altos indices de wulnerabilidade social e ndo somente a
pobreza.

Segundo estatisticas mais recentes da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), em 2017 foram notificados 210.671 casos novos em 150 paises, 0 que
perfaz uma taxa de deteccédo global de 2,77 casos por 100 mil habitantes (WHO,
2018). Destes 150 paises, apenas trés relataram mais de 10 mil casos novos em
nimeros absolutos — india, Brasil e Indonésia — sendo responsaveis por 80,2% do
somatorio mundial (Figura 3). A india ocupa a primeira posicdo no ranking geral,
totalizando 59,9% dos casos diagnosticados em 2017 (126.164 em ndmeros
absolutos). O Brasil esta em segundo lugar com 26.875 casos novos 0s gquais

perfazem aproximadamente 12,8% do total global, 92,3% dos casos notificados nas
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Américas e uma taxa de deteccdo de 12,85/100 mil habitantes, classificando o pais
como de alta carga para a doenga (WHO, 2018; BRASIL, 2018).

Em 2017, o panorama mundial de casos novos de hanseniase mostrou
uma reducdo geral em relagdo a 2016. Apesar disto, no Brasil houve aumento de
aproximadamente 6,6% nas notificacdes, o que equivale a um total de 1.657 casos
(WHO, 2018). De acordo com os dados do SINAN — Sistema de Informacdes de
Agravos de Notificacdo — as regides brasileiras que exibiram maiores taxas médias
de deteccdo em 2017 foram a Centro-Oeste (33,86 casos novos por 100 mil
habitantes), seguida das regides Norte (28,39/100 mil) e Nordeste (20,42/100 mil).
As menores taxas foram registradas nas regibes Sul (2,60/100 mil) e Sudeste
(4,33/100 mil). Nesta ultima regido, o Espirito Santo foi classificado como sendo de
alta taxa de deteccédo (12,18 casos novos/100 mil habitantes) enquanto os estados
do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Sdo Paulo mostraram-se com médios coeficientes
de deteccdo, correspondendo a taxas de 5,61; 5,23 e 2,73 casos por 100 mil
habitantes, respectivamente (BRASIL, 2019).

Dentre todos os casos novos detectados no Brasil em 2017, 1.706
ocorreram entre criancas (BRASIL, 2019). A deteccdo de casos entre criancas
menores de 15 anos de idade € um parametro importante na epidemiologia da
Doenca de Hansen, pois indica infec¢gédo recente e foco de transmissdo ativo naquela
comunidade (BARRETO et al, 2017).
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Figura 3: Distribuicdo geogréfica de casos nowos de hanseniase em 2017. Fonte: adaptado de WHO,
2018.
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O mecanismo preciso de transmissdo do M. leprae é desconhecido,
porém acredita-se que a principal forma de contagio seja através da absor¢cdo de
aerossois pelas vias aéreas superiores (SCOLLARD et al, 2006). A transmissao se
da por meio de contato préximo e prolongado de uma pessoa suscetivel com um
doente com alta carga bacilar, que ndo tenha iniciado o tratamento (BRASIL, 2017).
Por esta razdo, em areas endémicas, a distancia fisica de um caso indice pode
definir grupos de risco associados a ocorréncia da doenca (HOEVEN et al, 2008).

O domicilio é apontado como importante espaco de transmisséo e existe
uma grande preocupacdo com os individuos chamados de contatos domiciliares
(SAMPAIO et al, 2011; BRASIL, 2016). Contato domiciliar é toda e qualquer pessoa
gue resida ou tenha residido, conviva ou tenha convivido com o doente, no ambito
domiciliar, nos dltimos cinco anos anteriores ao diagnéstico, podendo ser familiar ou
ndo (BRASIL, 2017). Além do domicilio, ha que se considerar ainda um elevado
risco de transmissdo entre 0s contatos sociais, particularmente em areas
hiperendémicas com alta densidade populacional (HOEVEN et al, 2008). Contato
social é toda e qualquer pessoa que conviva ou tenha convivido em relacées sociais
(familiares ou nao), de forma préxima e prolongada com o caso notificado, incluindo
vizinhanca, ambiente de trabalho, escola, dentre outros (BRASIL, 2017).

Embora o advento da poliquimioterapia (PQT) tenha resultado em uma
queda significativa da prevaléncia global da hanseniase, notificacbes de casos
novos a cada ano indicam que sua transmissao continua ocorrendo, principalmente
entre 0s contatos que, portanto, apresentam maior risco de desenvolver a doenca. O
reservatério de contatos infectados pelo M. leprae, com potencial hanseniase
subclinica, representa uma importante fonte de transmissdo continuada e futura
(GELUK, 2013). Torna-se claro entdo que a investigacdo de contatos é uma acéo de
extrema relevancia para o controle da hanseniase, visando quebrar a cadeia de
transmissdo e evitar sequelas resultantes do diagnostico tardio e da falta de

acompanhamento adequado (BRASIL, 2017).
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1.3 ASPECTOS CLINICOS

A maioria dos individuos é naturalmente resistente a hanseniase, porém,
apesar da minima variagcdo genética entre os isolados de M. leprae, as pessoas
suscetiveis podem apresentar formas completamente diferentes da doenca (GELUK,
2013). Isto se deve ao fato de que as manifestacGes clinicas estdo diretamente
relacionadas com as respostas imunes do hospedeiro. Considera-se a existéncia de
um espectro de caracteristicas clinico-patolégicas que, baseado nas respostas
imunes especfficas, varia desde uma forte imunidade celular em um dos extremos
até respostas predominantemente humorais no outro, com estados indeterminados
imunologicamente instaveis entre eles (GELUK, 2013; NATH, SAINI e VALLURI,
2015).

Baseado na relacdo patdégeno-hospedeiro foram definidos critérios para
orientar a classificacdo clinica espectral, cruciais para o diagnéstico e tratamento
corretos (SOUSA, SOTTO e QUARESMA, 2017). Sao aceitas trés classificagoes:
classificacdo de Madri (1953), classificacdo de Ridley & Jopling (1966) e
classificacéo operacional proposta pela OMS (1982).

A classificagdo de Madri baseia-se nas caracteristicas clinicas e
baciloscopicas, dividindo a hanseniase em dois grupos polares estaveis,
tuberculoide (T) e virchowiano (V) ou lepromatoso (L), e outros dois grupos instaveis,
indeterminado () e dimorfo (D) ou borderline (B). Esta € a classificacdo adotada
atualmente pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2016; BRASIL, 2017).

A classificacdo de Ridley & Jopling, empregada em pesquisas, utiliza o
conceito espectral e divide os pacientes em 5 categorias como demonstrado na
Figura 4. Baseia-se em critérios clinicos, baciloscépicos, imunologicos e
histopatolégicos. Considera as formas polares tuberculoide-tuberculoide (TT) e
lepromatosa-lepromatosa (LL), e subdivide a forma borderline em borderline-
tuberculoide (BT), borderline-borderline (BB) e borderline-lepromatosa (BL) (RIDLEY
e JOPLING, 1966).
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Figura 4: O espectro da hanseniase — classificacdo de Ridley & Jopling e sua relacdo com a
imunidade do hospedeiro. Fonte: adaptado de SADHU e MITRA, 2018. ENL — Eritema Nododso
Leproso (ou Hansénico).

Para fins terapéuticos, em 1982 a OMS classificou a hanseniase
conforme o indice baciloscopico em paucibacilar (PB, IB < 2+) e multibacilar (MB, 1B
> ou igual a 2+). O IB baseia-se em uma escala logaritmica com variacdo entre 0 a 6
e corresponde ao método de avaliacdo quantitativo mais correto e utilizado na leitura
da baciloscopia em hanseniase (WHO, 1982).

Em 1988, foram estabelecidos critérios clinicos para esta classificacéo,
considerando hanseniase PB o0s casos com até cinco lesdes cutdneas e/ou um
tronco nervoso acometido e hanseniase MB casos com mais de cinco lesbes
cutdneas e/ou mais de um tronco nervoso acometido. Onde o exame baciloscopico é
disponivel, pacientes com resultado positivo sdo considerados multibacilares,
independentemente do numero de lesdes (WHO, 1988). Portanto, pacientes
indeterminados, TT e BT séo incluidos entre paucibacilares e pacientes BB, BL e LL
compreendem os multibacilares. As trés formas de classificacdo adotadas para a
hanseniase séo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Classificac6es adotadas para as formas clinicas da hanseniase

Classificagcéo Formas clinicas Formas clinicas
Madri (1953) T BouD
| LouV
Ridley & Jopling (1966) TT BB
BT BL
LL
OMS (1982) PAUCIBACILAR MULTIBACILAR
Formas clinicas — T: tuberculoide; I: indeterminada; B: borderline; D: dimorfa; L: lepromatosa; V:

virchowiana; TT: tuberculoide-tuberculoide; BT: borderline-tuberculoide; BB: borderline-borderline; BL:
borderline-lepromatosa; LL: lepromatosa-lepromatosa. Fonte: Adaptado de SOUZA, 1997.

Na hanseniase, o periodo de incubacao entre a infec¢cdo e a manifestacao
da doenca € longo e varia amplamente, de meses a 30 anos, com média estimada
de 4 e 10 anos para as formas tuberculoide e lepromatosa, respectivamente
(BRITTON e LOCKWOOD, 2004). A infeccdo desencadeia uma patologia que afeta
principalmente a pele e os nervos periféricos, podendo acometer também outros
sitios como olhos, mucosas, ossos e testiculos (WHITE e FRANCO-PAREDES,
2015).

Entre as doencas infecciosas, a hanseniase € considerada uma das
principais causas de incapacidades fisicas, em razdo do seu potencial de causar
lesbes neurais, as quais estdo diretamente relacionadas ao poder imunogénico do
M. leprae (BRASIL, 2018). A presenca do bacilo nas células de Schwann dos nervos
periféricos produz disfuncdo axonal e desmielinizacdo. Esta neuropatia € iniciada
pela infeccdo e seus eventos imunolégicos associados, mas seu curso e sequelas
muitas vezes se estendem por muitos anos além da cura da infec¢cdo e podem ter
consequéncias fisicas, sociais e psicologicas gravemente debilitantes (BRITTON e
LOCKWOOD, 2004; SCOLLARD et al, 2006).

Assume-se que 0s sinais cardinais dermatoneurolégicos da hanseniase
sdo lesbes cutaneas com sensibilidade (térmica, dolorosa e tatil) alterada e
espessamento dos nervos periféricos (FONSECA et al, 2017). Na maioria dos

pacientes a hanseniase precoce, indeterminada, manifesta-se como lesdes
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maculares hipopigmentadas, Unicas ou mdltiplas, e ocorre quando a imunidade
celular contra o M. leprae ainda ndo se desenvolveu. As lesbes sao nao
pruriginosas, com perda da sensacao térmica e podem apresentar-se com coloracéo
avermelhada em pacientes de pele clara ou amarronzadas naqueles de pele escura.
Nao had acometimento de troncos nervosos periféricos (BRITTON e LOCKWOOD,
2004; TALHARI, TALHARI e PENNA, 2015).

Na forma tuberculoide, a doenca € limitada, havendo resposta imune
celular do hospedeiro. Esta forma clinica pode ser caracterizada pela presenca de
poucas e pequenas lesdes hipopigmentadas ou eritematosas, com bordas bem
definidas, papulas (placas) elevadas e diminuicdo da sensibilidade térmica e tatil. As
lesbes de pele se apresentam com superficie seca e aspera ao toque (TALHARI,
TALHARI e PENNA, 2015). O comprometimento nervoso ocorre, geralmente, de
forma assimétrica, sendo, algumas vezes, a Unica manifestacdo clinica (CRUZ et al,
2017).

As formas borderlines sado as apresentagcdes mais comuns da doenca
(mais de 70% dos casos) e ocorrem, normalmente, apés um longo periodo de
incubacdo (BRASIL, 2017). Caracterizam-se, geralmente, por varias manchas de
pele avermelhadas ou esbranquicadas, com bordas elevadas, mal delimitadas na
periferia, ou por multiplas lesées bem delimitadas semelhantes a lesédo tuberculoide,
porém a borda externa é pouco definida. A perda de sensibilidade varia de parcial a
total, com diminuicdo de fungbes autondmicas e comprometimento assimétrico de
nervos periféricos (TALHARI, TALHARI e PENNA, 2015; CRUZ et al, 2017).

A forma lepromatosa € considerada a mais grave devido a incapacidade
do hospedeiro em montar uma resposta imune eficaz (TALHARI, TALHARI e
PENNA, 2015). Em sua fase inicial, € caracterizada por maculas eritemato-
hipopigmentadas, levemente edematosas, que podem progressivamente aumentar
de tamanho e coalescer, formando extensas areas edematosas disseminadas ou
generalizadas. Papulas e nédulos (hansenomas) podem aparecer nestas areas. Em
estadgio mais avancado, pode haver perda parcial a total das sobrancelhas
(madarose) e dos ciios e desenvolvimento da chamada facies leonina.
Espessamento dos nervos periféricos com perda bilateral de sensibilidade e
anormalidades oculares também sao comuns (BRASIL, 2017; CRUZ et al, 2017).

No curso da doenca, ou até mesmo anos apds o tratamento especifico,

podem ocorrer as chamadas reacfes hansénicas ou episédios reacionais,
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fenébmenos inflamatérios agudos secundarios a liberacao de antigenos do M. leprae
e reacdes de hipersensibilidade (MENDONCA et al, 2008). Existem dois principais
tipos clinicos: a reacao reversa (RR) ou reacao tipo 1, mais frequente em pacientes
borderlines instaveis, ou seja, BT, BB e BL da classificacdo de Ridley & Joplin; e o
eritema nodoso hansénico (ENH) ou reacdo tipo 2, predominante na forma LL
(NATH, SAINI e VALLURI, 2015). Em aproximadamente 50% dos pacientes, reagdes
hansénicas ocorrem pelo menos uma vez ao longo da vida, principalmente entre os
multibacilares, causando fortes dores, grave morbidade e necessidade de atengao
clinica imediata (SAINI et al, 2016). Os eventos reacionais imunomediados
constituem a maior causa de lesdo irreversivel no nervo periférico e aumento das
incapacidades na hanseniase (BRASIL, 2017).

A reacdo do tipo 1 ou reacdo reversa (RR) representa fendbmenos de
hipersensibilidade tardia localizados em éareas da pele e nervos vizinhos, gerando
um infiltrado inflamatoério de células T CD4". As lesBes preexistentes tornam-se mais
definidas e eritematosas, podendo aparecer também novas lebes nas areas
adjacentes (NATH, SAINI e VALLURI, 2015; BRASIL, 2017; GELUK, 2018).
Geralmente se desenvolvem de maneira gradual e seu curso natural pode durar
varias semanas (SCOLLARD et al, 2006).

O eritema nodoso hansénico (ENH), por sua vez, esta associado a
circulacdo e depdsito de imunocomplexos nos tecidos de pacientes com historia de
resposta do tipo Th2 (pacientes lepromatosos) (GELUK, 2018). Os pacientes
experimentam um inicio abrupto de nddulos eritematosos, muito sensiveis, que
podem se desenvolver na face, extremidades ou no tronco, sem predilecdo por
lesbes existentes. Frequentemente também apresentam febre, mal-estar e algum
grau de neurite com neuropatia sensorial e motora. Alteracdes oculares, artrite,
miosite e glomerulonefrite também podem ocorrer. Em reag¢des graves, algumas das
lesbes cutaneas podem ulcerar (SCOLLARD et al, 2006; NATH, SAINI e VALLURI,
2015). O curso natural das reacfes do tipo 2 € de 1 a 2 semanas, mas muitos
pacientes experimentam mudltiplas recorréncias com carater croénico, o que leva ao
tratamento prolongado com corticosteroides e/ou talidomida e traz efeitos colaterais
adicionais significativos (NATH, SAINI e VALLURI, 2015; BRASIL, 2017). A
talidomida é o medicamento de escolha para o tratamento do ENH uma vez que
inibe a producdo de TNF-a, citocina pro-inflamatoria presente em altos niveis nesse
estado reacional (MAZZOCCOLI etal, 2012).
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1.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA DO HOSPEDEIRO

1.4.1 Imunidade Inata na hanseniase

A resposta imune inata parece ser critica na definicho do curso da
infeccdo pelo M. leprae e, em dltima instancia, em seu desfecho clinico (FONSECA
et al, 2017). Uma resposta imune inata efetiva em combinacdo com a baixa
viruléncia do bacilo esta associada a resisténcia para o desenvolvimento da
hanseniase (SCOLLARD et al, 2006).

O bacilo de Hansen utiliza varios mecanismos para se internalizar e residir
em macrofagos, células dendriticas e células de Schwann do hospedeiro (NATH,
SAINI e VALLURI, 2015). Receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), como
os receptores Toll-like (TLRs) e NLRs (receptores tipo NOD - dominio de
oligomerizacdo de ligacdo a nucleotideo contendo proteina), além de receptores do
complemento presentes nestas ceélulas s&o cruciais para o reconhecimento de
padrées moleculares associados a patdogenos (PAMPS) durante a resposta da
imunidade inata contra o M. leprae (MENDONCA et al, 2008; MODLIN, 2010; NATH,
SAINI e VALLURI, 2015). Apés a interacdo de PAMPs com PRRs, a liberacédo de
sinais intracelulares leva a transcricdo de genes importantes para ativagcdo de
células T ou inducéo de fagocitose pelos macréfagos (PINHEIRO et al, 2018).

Diferentes moléculas que constituem o M. leprae foram caracterizadas
como ligantes e potentes estimuladores de TLRs, principalmente TLR2 (PINHEIRO
et al, 2018). M. leprae é capaz de mediar a ativacdo celular dos heterodimeros
TLR2/1 e homodimeros de TLR2 em macréfagos da pele, indicando, desta forma, a
presenca de lipoproteinas triaciladas no bacilo (KRUTZK et al, 2003; FONSECA et
al, 2017; PINHEIRO et al, 2018). Krutzik et al (2003) mostraram que TLR2 e TLR1
sdo mais fortemente expressos em lesdes da forma localizada TT quando
comparados com a forma LL disseminada, indicando o envolvimento destes
receptores na defesa do hospedeiro. Em adicdo, foi demonstrado que a ativacao do
TLR2/1 por lipopeptideos sintéticos do M. leprae desencadeia a produgédo de TNF-a.,
como parte da resposta inflamatéria aguda, e IL-12, que induz a polarizacdo da
resposta adaptativa Thl protetora (KRUTZIK et al, 2003). Além do TLR2, outros
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receptores do tipo Toll parecem estar envolvidos em alguma etapa do
desenvolvimento da resposta imune inata contra M. leprae, dentre eles TLR4, TLR6
e TLR9 (MATTOS et al, 2010; POLYCARPOU et al, 2016; DIAS et al, 2016).

Os receptores intracelulares tipo NOD2 também podem mediar o
reconhecimento inato de M. leprae. A ativacdo de mondcitos via NOD2 desencadeia
sua diferenciacdo em células dendriticas (DCs), mediada pela IL-32. Estas DCs séo
mais eficientes em apresentar antigenos aos linfécitos T CD8" via MHC-I do que as
DCs derivadas de GM-CSF, o que pode ser relevante no desfecho da hanseniase.
Em pacientes com as formas tuberculoides, houve uma maior expressdo de NOD2 e
IL-32, bem como alta frequéncia de DCs nos sitios de infeccdo quando comparados
com pacientes lepromatosos (SCHENK et al, 2012).

Os macrofagos desempenham um papel primério e central na interacdo
entre o0 bacilo de Hansen e o hospedeiro, sendo a principal populacdo celular que
exerce atividade microbicida na hanseniase (SOUSA, SOTTO e QUARESMA, 2017).
Tais células apresentam caracteristicas histologicas e imunolégicas variadas nas
diferentes formas clinicas da doenca. Nas lesdes TT estdo ativados, com volume
aumentado, nicleo alongado e presos uns aos outros, sendo chamados de células
epitelioides. Ja nas lesdes LL, apresentam-se com numerosos bacilos e uma
aparéncia espumosa, ricos em fosfolipideos e &acidos graxos (MODLIN, 2010).
Inicialmente acreditou-se que estes lipideos fossem apenas de origem
micobacteriana, porém estudos posteriores revelaram também a presenca de
fosfolipideos oxidados derivados do hospedeiro e acumulo de corpusculos lipidicos
produtores de prostaglandina E2 (PGEZ2), favorecendo assim a inibicdo de atividades
bactericidas dos macréfagos e a regulacdo negativa da resposta imune nas formas
LL (CRUZ et al, 2008; MATTOS et al, 2010; MODLIN, 2010).

Além dos macrofagos, as DCs também séo importantes no desfecho da
infeccdo por M. leprae. A presenca destas células na epiderme ou areas proximas
ao infiltrado inflamatorio leva ao desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa
efetiva contra o bacilo (PINHEIRO et al, 2018). Pesquisas mostram uma clara
predominancia de DCs em lesdes tuberculoides ao passo que as lesdes LL sé&o
caracterizadas por um déficit acentuado nas DCs, tanto na derme quanto na
epiderme, sendo isto relacionado a falhas na resposta imune mediada por células
em pacientes multibacilares (MIRANDA et al 2007; SIMOES QUARESMA et al,
2009).



31

Para sobreviverem dentro da célula hospedeira, as micobactérias
precisam escapar dos mecanismos micobactericidas intracelulares modulando
alguns processos inatos como ativacdo do complemento, apoptose e autofagia
(PINHEIRO et al, 2018). A internalizagdo por receptores do complemento impede
que haja uma explosdo respiratéria, sendo um mecanismo pelo qual as
micobactérias patogénicas podem eliminar os radicais téxicos de oxigénio que séo
gerados durante a fagocitose via TLRs (SCOLLARD et al, 2006). Os receptores de
complemento CR1, CR3 e CR4 em mondcitos e macréfagos sdo mediadores chave
da fagocitose do M. leprae (SCHLESINGER e HORWITZ, 1990). Além disso, a
captacdo de PGL-1 ¢ facilitada pelo componente C3 do complemento
(SCHLESINGER e HORWITZ, 1991).

Caso a imunidade inata seja insuficiente para evitar a progressao da
doenca, antigenos micobacterianos sdo apresentados as células T CD4" iniciando a
imunidade mediada por células (IMC) (SCOLLARD, DACSO e ABAD-VENIDA,
2015).

1.4.2 Imunidade celular na hanseniase

A IMC adquirida € um determinante crucial na susceptibilidade individual
as infec¢cbes causadas por micobactérias (SCOLLARD, DACSO e ABAD-VENIDA,
2015). As manifestagbes clinicas da hanseniase sdo correlacionadas com a
capacidade ou ndo do hospedeiro de desenvolver uma resposta imune celular
adequada, capaz de limitar o crescimento do patégeno (MODLIN, 1994). A
polarizacdo da resposta imune especifica ao M. leprae é, portanto, um elemento
essencial na patogénese da doenca (FONSECA et al, 2017).

Tanto os linfécitos T quanto os linfocitos B exercem acdes fundamentais
no desenvolvimento da resposta imune ao longo do espectro da hanseniase
(SOUSA, SOTTO e QUARESMA, 2017). A imunidade de pacientes com as formas
tuberculoides (BT / TT) é caracterizada por uma forte resposta de células Thl e suas
citocinas (IFN-y, IL-2, IL-15 e TNF-a), respostas vigorosas de células T aos
antigenos do M. leprae e contengcdo dos bacilos em granulomas bem organizados,
limitando sua proliferacdo (SALGAME et al, 1992; SCOLLARD, DACSO e ABAD-
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VENIDA, 2015). H& pouca evidéncia de imunidade humoral especifica ao M. leprae
neste polo da infeccdo (SALGAME et al, 1992). Em contraste, a resposta imune
adquirida de pacientes lepromatosos (BL / LL) é caracterizada por um perfil imune
Th2 com producdo de IL-4 e IL-10 e ativacdo de células T regulatérias (Tregs),
producdo robusta de anticorpos, mas nao protetora, incluindo formacdo de
complexos imunes e falha em restringir o crescimento do bacilo (Figura 5)
(SALGAME et al, 1992; FONSECA et al, 2017).
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Figura 5: Paradigma imune Th1/Th2 nas formas polares da hanseniase. Na forma tuberculoide,
linfécitos Thl produtores de TNF-a e IFN-y induzem a ativacdo de macréfagos que produzem oxido
nitrico sintase induzida (INOS) e NO, os quais destroem M. leprae. Na forma lepromatosa, a
predominancia de linfécitos Th2 resulta na inativacdo da resposta microbicida de macréfagos
principalmente pela producdo de citocinas como IL-4, IL-10 e TGF-B que favorecem a sobrevivéncia
de M. leprae. Fonte: adaptado de SOUSA, SOTTO e QUARESMA, 2017.

Apesar da classica abordagem dicotdmica Th1l/Th2 na hanseniase, limitar
as defesas do hospedeiro apenas a este paradigma ndo explica totalmente o
desenvolvimento da doenca. A resposta imune ao M. leprae € um processo
extremamente complexo envolvendo outros mecanismos e subgrupos heterogéneos
de células T que atuam, via de regra, de forma integrada (Figura 6). Como em outras

infeccBes granulomatosas cronicas, células NKT e Tregs juntamente com Thl7 e a
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via PD-1 / PD-L1 desempenham papéis cruciais no resultado das interacdes
parasito-hospedeiro nesta doenca (SADHU e MITRA, 2018). Adicionalmente,
linfécitos Th9 e Th22 podem também ajudar na compreensdo da imunopatogénese
da hanseniase (SOUSA, SOTTO e QUARESMA, 2017).
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Figura 6: Possiweis redes de integracdo e nows paradigmas imunes da resposta de linfécitos T na
hanseniase. Devido a complexidade da resposta imune, nas formas polares da hanseniase os
linfécitos T CD4 naive, sob a acdo de varias citocinas (vermelho) podem se diferenciar em varias
subpopulacdes de linfécitos T (Thl, Th2, Th9, Thl7, Th22 e Treg) que influenciam diretamente o
desfecho clinico da doenca. Fonte: adaptado de SOUSA, SOTTO e QUARESMA, 2017.

Dentre os subconjuntos de linfocitos T, Tregs e Thl7 tém sido os mais
explorados na hanseniase por apresentarem efeitos contrabalancados entre si,
sendo que alteragcbes nesta via podem contribuir para a fisiopatologia de quadros
infecciosos, inclinando o equilibrio para a supressédo da imunidade do hospedeiro e
subsequente disseminacao de doencas (SADHU et al, 2016).

Os linfocitos Tregs positivos para FoxP3 tém sido caracterizados como
um dos mais potentes tipos de células supressoras com eventual regulacdo da
resposta imune do hospedeiro durante infec¢des intracelulares (SADHU et al, 2016).

Sao reconhecidos por sua habilidade de inibir outras células por meio de citocinas
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como TGF-B e IL-10, moléculas inibitérias como CTLA-4 (do inglés cytotoxic T-
lymphocyte-associated antigen 4) ou através do contato célula-célula de maneira
independente de citocinas (SAINI, RAMESH e NATH, 2014; AZEVEDO et al, 2017).
Desempenham, desta forma, um importante papel na inducdo e manutencdo da
resposta imunossupressora na hanseniase, contribuindo para a sobrevivéncia do
bacilo nas lesdes lepromatosas (SOUSA, SOTTO e QUARESMA, 2017).

Palermo e colaboradores (2012) foram um dos primeiros a investigarem a
funcdo das células Tregs na hanseniase e mostraram aumento na expressao desta
populacdo em células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de pacientes
lepromatosos (BL e LL) estimuladas por antigeno de M. leprae quando comparados
com pacientes tuberculoides (BT e TT) e contatos. Tregs e IL-10 também foram
significativamente mais expressas em lesdes cutadneas lepromatosas do que nas
tuberculoides (PALERMO et al 2012). Saini, Ramesh e Nath (2014) confirmaram a
maior expressao de Tregs em PBMCs estimuladas por antigeno e bidpsias de pele
na forma anérgica lepromatosa, além de evidenciarem estas células como T
CD4"CD25"FoxP3" secretoras de TGF-B e ndo produtoras de IFN- y e IL-17.

Em paralelo com as Tregs, células Thl7, caracterizadas pela producéo de
IL-21, IL-22 e, sobretudo, IL-17 vem sendo associadas com a patogénese da
hanseniase no polo tuberculoide e em eventos reacionais (AZEVEDO et al, 2017). A
andlise de PBMCs de pacientes com hanseniase e contatos estimuladas por
antigeno de M. leprae mostrou que pacientes paucibacilares apresentaram aumento
significativo na expressdo de genes relacionados as isoformas de IL-17 (IL-17A, IL-
17C, IL-17D e IL-17F) em comparagdao com as de pacientes multibacilares.
Interessantemente, contatos saudaveis também mostraram aumento na expressao
geral de IL-17 quando comparados com 0s grupos de pacientes, indicando que a
exposicdo de longo prazo a infeccdo estimulou tal citocina, podendo estar
relacionada com a resisténcia ao patdgeno (SAINl, RAMESH e NATH, 2013).
Estudando subpopulacdes de células Tregs e Thl7, Sadhu e colaboradores (2016)
mostraram que, na presenca de citocinas indutoras de Thl7 (TGF-B, IL-6 e IL-23) ou
produzidas por este perfil de células (IL-17 e IL-22), h& reducdo na frequéncia de
células FoxP3" e aumento de células CD4'IL-17" em pacientes BL/LL.

Tomados em conjunto, os pontos abordados reforcam o interesse dos
pesquisadores em avaliar o papel dos linfécitos T e seus produtos como

biomarcadores na hanseniase e comprovam o envolvimento de diversos subtipos
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destas células na modulacdo da resposta imune ao bacilo. No entanto, comparado
as demais células imunes, as células B sdo estudadas com menor frequéncia na
hanseniase, e, por isso, sua contribuicho na patogénese nao € totalmente
compreendida (NEGERA et al, 2017).

1.4.3 Células B e imunidade humoral na hanseniase

As células B e as imunoglobulinas por elas produzidas sdo elementos
centrais da imunidade humoral e protegem, como parte do sistema imune
adaptativo, contra uma grande variedade de patégenos (PIEPER, GRIMBACHER e
EIBEL, 2013). A troca de classe de anticorpos pelas células B, também chamada de
switching (ou switch) imunolégico é um mecanismo indispensével para manutengéo
do equilibrio e da eficiéncia da imunidade humoral, fornecendo versatilidade na
funcao e distribuicdo das imunoglobulinas, sem alterar a especificidade antigénica, ja
gue a regido variavel VDJ e as cadeias leves permanecem inalteradas durante o
processo (AVERY et al, 2008).

Através desta troca, células B, que inicialmente expressam IgM e/ou IgD,
passam a expressar IgA, IgE ou uma das quatros subclasses de IgG em sua
superficie (SNAPPER e MOND, 1993). Este mecanismo ocorre apos o
reconhecimento de dois sinais pela célula B: CD40L e uma citocina especifica
(COFFMAN, LEBMAN e ROTHMAN, 1993; AVERSA et al, 1994). As citocinas IL-4,
IL-10, IL-13, IL-21 e TGF-B ja foram relatadas como promotores do switch pela
producdo, in vitro, dos diferentes isotipos de anticorpos por células B naive humanas
ativadas (COFFMAN, LEBMAN e ROTHMAN, 1993; AVERY et al, 2008).

Apesar dos anticorpos nédo conferirem protegcéo efetiva contra o bacilo de
Hansen, desempenham importante papel no espectro da doenca (NEGERA et al,
2017). Diversos trabalhos tém evidenciado aumento dos niveis séricos de diferentes
classes e subclasses de anticorpos contra variados antigenos especificos de M.
leprae em pacientes com hanseniase multibacilar.

Os primeiros trabalhos relacionados a sororeatividade especifica na
hanseniase mostraram que 0s pacientes no polo lepromatoso apresentam niveis

significativamente mais elevados de anticorpos IgM anti-PGL-1 quando comparados
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aos niveis de IgG e IgA (CHO et al, 1983; YOUNG et al, 1984). Desde entédo varios
estudos confirmaram, através de diferentes metodologias, que a maioria dos
pacientes com alta carga bacilar produz anticorpos IgM anti-PGL-1 especificos para
M. leprae, que dificiimente sdo detectados em pacientes PB (LYON et al, 2008;
LOBATO et al, 2011; SPENCER et al, 2011; FABRI et al, 2015).

Além da resposta de IgM frente ao PGL-1 ou seus analogos sintéticos, a
soropositividade de IgG nas formas multibacilares também se faz relevante. A
presenca de IgG e algumas de suas subclasses reativas aos antigenos proteicos de
M. leprae também reflete o espectro da hanseniase e a carga bacilar: a maioria dos
pacientes MB possui elevados titulos da imunoglobulina, mas poucos pacientes PB
sao responsivos (HUNGRIA et al, 2012; FABRI et al 2015; MARCAL et al, 2018).

Pesquisas envolvendo anticorpos das classes IgA e IgE na hanseniase
sdo menos frequentes. Trabalhos comprovam que, semelhante ao que ocorre para
IgM e IgG especificas, titulos séricos de IgA sdo mais elevados em pacientes LL do
gue em pacientes TT (SCHWERER et al,1989; DE MACEDO et al, 2017). Porém, as
funcbes deste anticorpo circulante no desfecho clinico da doenca ndo sdo claras.
Brito Cabral e colaboradores (2013) sugeriram que pesquisas de IgM e IgA salivares
anti-PGL-1 devem ser usadas juntamente com a pesquisa de IgM e IgG anti-PGL-1
séricas para acompanhar o desenvolvimento da hanseniase em contatos
domiciliares. Outra possivel aplicacdo foi proposta por Nahas e colaboradores
(2018), que apontaram para o uso de IgA salivar anti-LAM como um marcador
prognostico para reacfes hansénicas nos pacientes uma vez que sua positividade
aumentou em pelo menos duas vezes as chances destes eventos reacionais nos
pacientes. Trabalhos relacionados a reatividade de IgE sérica na hanseniase sao
ainda mais escassos. Em um dos poucos relatos encontrato por nés, foi constatada
baixa reatividade desses anticorpos contra antigeno sonicado de M. leprae ao longo
de todo espectro clinico da doenca (HUSSAIN, KIFAYET E CHIANG, 1995).

Apesar de serem tradicionalmente conhecidas por sua capacidade de
produzirem anticorpos, as células B podem exercer fungdes imunes adicionais como
producdo de citocinas, apresentacdo de antigenos e imunoregulacdo (MIZOGUCHI
e BHAN, 2006). Os linfocitos B desempenham papel critico como reguladores
positivos e negativos das respostas imunes. Sua funcdo inibitéria tem sido
associada, principalmente, a producdo de IL-10, mas também de IL-35 e TGF-B
pelas chamadas células Bregs (TARIQUE et al, 2017). Linfécitos Bregs produtores
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de IL-10 promovem a tolerancia e suprimem as respostas inflamatérias, enquanto os
linfécitos B efetores amplificam as respostas imunes humoral e celular (LUND,
2008). Por esta capacidade de regulacdo das respostas imunes, os linfécitos B
podem estar envolvidos na patologia de varias doengas. Na hanseniase, Bregs IL-
35" foram encontradas com frequéncias mais aumentadas em pacientes BL/LL do
que em pacientes BT e controles saudaveis sugerindo sua possivel acao
imunossupressora nestes individuos (TARIQUE et al, 2017). Estas evidéncias
apontam para a participacdo das células B reguladoras na imunopatogénese da

hanseniase, podendo ser Uteis como biomarcadores (TARIQUE et al, 2017).

1.5 DIAGNOSTICO

O diagnoéstico precoce e 0 subsequente tratamento oportuno Ssao
elementos fundamentais para romper a cadeia de transmissao da hanseniase
(LASTORIA e ABREU, 2014). No entanto, ainda ndo estdo disponiveis testes
capazes de fornecer um diagndstico laboratorial preciso e prévio da doenca, o qual
permanece essencialmente clinico e baseado em evidéncias epidemioldgicas.

Segundo a OMS, o diagnéstico clinico da hanseniase deve ocorrer na
presenca de pelo menos um dos seguintes sinais/sintomas: manchas cutédneas
hipopigmentadas ou avermelhadas com perda definitiva de sensibilidade; nervos
periféricos espessados com perda de sensibilidade e/ou fraqueza dos musculos
supridos por este nervo além da presenca de bacilos alcool-acido resistentes em
esfregacos de pele/amostras de biopsia (WHO, 2012).

O diagnostico clinico depende do reconhecimento de sintomas e,
portanto, sé € possivel ap6s a manifestacdo da doenca (DUTHIE et al, 2007).
Geralmente os primeiros sinais que levam o0s pacientes a procurarem atencao
médica sdo os dermatolégicos. O exame cauteloso da pele é, portanto, um elemento
chave no diagnodstico da hanseniase (TALHARI, TALHARI e PENNA, 2015).
Todavia, existe uma forma da doenca denominada neural pura (ou hanseniase
primariamente neural) em que 0s pacientes ndo apresentam lesdes cutaneas
(BRASIL, 2017). As incapacidades fisicas, manifestadas por perda de sensibilidade,

diminuicdo da forca muscular e/ou surgimento de deformidades visiveis, sdo uma
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das principais causas do estigma e do isolamento de pessoas na sociedade além de
serem importantes sinalizadores do diagndstico tardio (BRASIL, 2018).

Dados clinicos complementados por técnicas semiolégicas geralmente
concluem o diagnéstico. Contudo, em algumas situacbes duvidosas, exames
laboratoriais como a reacéo intradérmica de Mitsuda, esfregaco e histopatologia séo
necessarios para confirmar o diagnostico da hanseniase ou classificar sua forma
clinica (LASTORIA e ABREU, 2014).

A medida padrdo da imunidade celular para o patdbgeno é a reacao de
Mitsuda ou teste cutaneo de lepromina, uma resposta de trés ou quatro semanas ao
desafio intradérmico com antigeno bruto de M. leprae (MODLIN, 2010). A reacao de
Mitsuda € a exteriorizacdo do granuloma tuberculoide observado em estudos
histopatol6gicos. Embora o teste ajude a classificar a forma clinica da doenca, ele
ndo permite fazer o diagnostico jA& que a reacdo € positiva em pacientes
paucibacilares, que apresentam boa resposta imune celular, mas negativa em
pacientes multibacilares, com a imunidade celular deficiente (LASTORIA e ABREU,
2014).

A baciloscopia de pele é usada para detectar BAAR em esfregacos
cutaneos coletados em locais padronizados (lesbes de pele, I6bulos das orelhas,
cotovelos). Através deste exame é possivel obter o indice bacteriano (IB), que
representa a carga quantitativa bacilar (nimero de bacilos). O esfregaco € positivo
no grupo multibacilar, que ajuda a estabelecer um diagndstico definitivo, mas a
sensibilidade € baixa no grupo paucibacilar, em que o esfregaco é frequentemente
negativo (LASTORIA e ABREU, 2014).

Quando disponivel, o exame histopatolégico é considerado o “padrao
ouro” para diagndstico da Doenga de Hansen. Geralmente € realizado em
fragmentos de lesbes ou nervos cutaneos onde sdo observadas as caracteristicas
do infiltrado inflamatdrio. Histologicamente, a inflamacdo neural a diferencia de
outras doencgas granulomatosas (BRITTON e LOCKWOOQOD, 2004). O tipo celular que
compde o granuloma e a presenca de bacilos define os dois poélos classicos: células
epiteloides e bacilos ausentes / escassos para o polo tuberculoide e macrofagos
€Spumosos ricos em bacilos para o polo lepromatoso (LASTORIA e ABREU, 2014).

O diagnéstico preciso € fundamental para o controle da hanseniase visto
que o subdiagnostico leva a disseminacdo da doenca (KUMAR, PARKASH e

GIRDHAR, 2014). Atualmente, o desafio tem sido identificar ou desenvolver um teste
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sorolégico que possa facilitar ou contribuir para sua deteccdo precoce e
classificacdo (FABRI et al, 2016). Diagnosticar casos assintomaticos ou
oligossintomaticos e prever a progressdo da doenca entre individuos expostos sao
as prioridades e perspectivas das pesquisas atuais (LASTORIA e ABREU, 2014).

Devido ao seu amplo espectro clinico relacionado as caracteristicas
imunologicas do hospedeiro, a deteccdo da infecgcdo pelo M. leprae em testes
sorolégicos requer multiplos e diversos biomarcadores especificos para a imunidade
celular e humoral (VAN HOOW et al, 2016). Até o presente momento o teste mais
bem avaliado e padronizado utiliza o antigeno especifico PGL-1 para detectar
anticorpos IgM reativos (LASTORIA e ABREU, 2014). Estudos sobre a sequéncia
genbmica do M. leprae tem permitido a identificacdo de proteinas e peptideos
especificos para este bacilo e sua utlizacdo no desenvolvimento de testes
sorolégicos empregados no diagnéstico da hanseniase (LASTORIA e ABREU,
2014).

1.5.1 Antigenos aplicados no sorodiagnoéstico da hanseniase

O (dlicolipideo fendlico-1 (PGL-1) foi um dos primeiros antigenos
especificos isolado do M. leprae, tendo sido caracterizado e aplicado no
sorodiagnostico. O principal determinante antigénico do PGL-1 € sua porcao
trissacaridica final. Ensaios que detectam anticorpos anti-PGL-1 podem utilizar o
glicolipideo nativo, as formas sintéticas di ou trissacaridicas acopladas a albumina
de soro bovino ou humano e uma variedade de neoglicoconjugados, que tornam a
composto mais solivel (LOBATO et al, 2011). A molécula sintética NDO-HSA —
dissacarideo natural ligado a albumina humana via octil (do inglés natural
disaccharide octyl linked to human serum albumin) tem apresentado bom
desempenho em testes sorolégicos para pesquisa de IgM e mostra concordancia
significativa com o analogo nativo (LOBATO et al, 2011; FABRI et al, 2015). Dados
anteriores do nosso grupo mostram que pacientes multibacilares apresentam titulos
de IgM anti-NDO-HSA elevados quando comparados ao grupo paucibacilar
(MARCAL et al, 2018).
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Dentre as muitas proteinas recombinantes de M. leprae testadas até o
momento, LID-1 e NDO-LID tem se destacado por seus bons desempenhos,
principalmente na identificacdo das formas MB. A proteina LID-1 — Leprosy IDRI
(Infectious Disease Research Institute) diagnostic-1 — tém sido umas das mais
utilizadas para avaliar a positividade sorologica de IgG nas formas lepromatosas
(SPENCER et al, 2005; REECE et al, 2006; ARAOZ et al, 2006; DUTHIE et al, 2007;
SAMPAIO et al, 2011). Ela foi desenvolvida a partir da fusdo dos antigenos
recombinantes ML0O405 e ML2331, os quais se mostraram eficazes em diagnosticar
a hanseniase MB em soros de pacientes provenientes de variadas areas endémicas,
tendo desempenhos diferentes, porém complementares nas regifes testadas
(DUTHIE et al, 2007).

Além de se mostrar eficaz no diagnéstico da hanseniase MB, LID-1 foi
capaz de fornecer um sorodiagnostico precoce. Duthie e colaboradores (2007)
evidenciaram que aproximadamente 64% de contatos examinados que
desenvolveram a forma clinica MB apresentaram, cerca de um ano antes do
diagnédstico clinico, niveis séricos de IgG anti-LID-1 claramente mais elevados do
gue os contatos que ndo desenvolveram a doenca. Niveis elevados e persistentes
de IgG anti-LID-1 podem estar associados a ocorréncia de ENH, independentemente
de o episédio ocorrer no momento do diagnostico ou durante a PQT (MIZOGUTI et
al, 2015). Em estudo recente, Marcal e colaboradores (2018) foram além da
pesquisa de IgG total e investigaram a sorologia de subclasses de IgG (lgG1, IgG2,
IgG3 e IgG4) contra antigenos especificos do M. leprae e mostraram haver alta
reatividade seletiva de IgGl e IgG3 anti-LID-1 e anti-NDO-LID em pacientes MB
guando comparados a pacientes PB e contatos.

A proteina NDO-LID é um conjugado formado pelo ND ligado a proteina
LID-1através do grupamento octil. Por apresentar uma porcao glicolipidica e outra
proteica, este antigeno € capaz de detectar tanto IgM quanto IgG. O conjugado
NDO-LID mostrou maior capacidade de identificar pacientes com hanseniase MB do
que os antigenos NDO-HSA e LID-1 isoladamente (CARDOSO et al, 2013; DUTHIE
et al, 2014). Além da soropositidade caracteristica em pacientes MB, NDO-LID foi
mais eficaz em detectar casos PB quando comparado ao PGL-1 ou NDO-HSA e LID-
1 individualmente, ainda que de forma menos evidente, devido a baixa resposta
humoral destes pacientes (CARDOSO et al, 2013; FABRI et al, 2015). O antigeno

também demonstrou maior potencial para identificar contatos domiciliares infectados
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além de individuos da populacdo geral que foram infectados pelo M. leprae em
relacio ao NDO-HSA. O NDO-LID mostrou-se Uutil também como marcador
sorolégico de episddios reacionais em pacientes com hanseniase durante e apos a
PQT, principalmente para reacbes do tipo 2 (FABRI et al, 2015; DEVIDES et al,
2018).

Fabri e colaboradores (2016) mostraram, em uma revisdo integrativa da
literatura, as vantagens na pesquisa de anticorpos especificos contra antigenos do
M. leprae e reforgaram que os testes anti-PGL-1 podem ajudar na classificagdo da
hanseniase em formas PB e MB e facilitar o diagnéstico diferencial, além de auxiliar
na deteccdo precoce. Testes sorologicos utilizando os antigenos recombinantes
MLO405, ML2331 e, em especial, LID-1 também podem auxiliar no diagnostico e
classificacdo da forma clinica multibacilar. Entretanto, testes para anticorpos contra
0 conjugado NDO-LID podem aumentar a sensibilidade e a especificidade do
diagnostico em relacdo aos demais, auxiliando na rapida deteccdo e monitoramento
da hanseniase MB (FABRI et al, 2016). Diante de suas propriedades M. leprae
especificas, os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID apresentam-se como
ferramentas promissoras para auxiliar no diagnéstico e na classificacdo da

hanseniase.

1.6 TRATAMENTO

O tratamento usual da hanseniase, conhecido como poliguimioterapia
(PQT) foi instituido na década de 80 pela OMS e consiste na associacdo dos
medicamentos rifampicina, dapsona e clofazimina (BRASIL, 2017). A PQT emprega
esquemas baseados na classificacdo operacional, que devem ser iniciados logo
apos a definicdo do diagndstico, ja na primeira consulta (WHO, 2004; BRASIL,
2017).

De acordo com a forma clinica, sdo adotados diferentes esquemas
terapéuticos. Os pacientes adultos paucibacilares deverdo ser tratados por no
minimo 6 meses (6 cartelas em até 9 meses) e receberdo uma dose mensal de 600
mg de rifampicina e 100 mg de dapsona supervisionadas além de doses diarias de

100 mg de dapsona autoadministradas. Caso a dapsona precise ser suspensa,
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devera ser substituida pela clofazimina 50 mg/dia, e também 300 mg/més, na dose
supervisionada (BRASIL, 2016; BRASIL,2017).

Ja para os pacientes multibacilares adultos, o tratamento compreendera
uma dose mensal supervisionada de 600 mg de rifampicina, 100 mg de dapsona e
300 mg de clofazimina. Doses de 100 mg de dapsona e 50 mg de clofazimina
deverdo ser autoadministradas diariamente ao longo de, no minimo, 12 meses (12
cartelas em até 18 meses). Caso a dapsona precise ser suspensa, devera ser
substituida pela ofloxacina 400 mg (na dose supervisionada e diaria) ou pela
minociclina 100 mg (na dose supervisionada e diaria) (BRASIL, 2016; BRASIL,
2017). Para o tratamento de criancas, deve-se considerar o peso corporal como fator
mais importante do que a idade, necessitando que haja ajustes nas doses de acordo
com cada caso (BRASIL, 2017).

A implantacdo da PQT foi bastante eficaz tanto para o tratamento
individual de pacientes como para os programas de controle da hanseniase, levando
a uma drastica reducdo na prevaléncia da doenca nas Ultimas décadas (BRITTON e
LOCKWOOD, 2004; MATOS et al, 2018). No entanto, € evidente que sua eliminacao
ndo pode ser alcancada baseada apenas no uso da PQT de casos e que novas
estratégias se fazem necessarias para atingir tal objetivo (RICHARDUS e OSKAM,
2015). Considera-se que o impacto da PQT na incidéncia da hanseniase seja
limitado, pois muitas vezes a transmissdo ocorre antes do diagnodstico
(LETURIONDO et al, 2019). Neste sentido, a vigilancia e o manejo rigoroso dos
contatos apresentam-se como um dos pilares que sustentam as medidas de controle
da doenga (DOS SANTOS et al, 2018).

A imunoprofilaxia com BCG tem sido vista como uma medida preventiva
eficaz devido a sua capacidade de estimular o desenvolvimento da imunidade
celular, essencial no controle da doenca, especialmente em suas formas
multibacilares. No Brasil, desde 1991, o Ministério da Saude recomenda que a
vacina BCG seja administrada a todos os contatos intradomiciliares sem sinais e
sintomas de hanseniase (independentemente de serem contatos de casos PB ou
MB) dentro de cinco anos do diagnéstico do caso indice, observando o histérico
vacinal para administracdo da dose correta (DOS SANTOS et al, 2018).

Além da imunoprofilaxia, a quimioprofilaxia oferecida aos contatos de
casos de hanseniase tem sido testada em varios protocolos como uma intervencao

adicional para a reducdo da transmisséo e da incidéncia da doenca (BRASIL, 2015).
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Atualmente, a principal forma de tratamento preventivo avaliada para os grupos de
alto risco € a quimioprofilaxia com 600 mg de rifampicina em dose Unica (2
comprimidos de 300 mg) ou 10 mg/Kg de peso em contatos com peso inferior a 40
Kg, associada a vacina BCG.

A evidéncia cientifica mais robusta da eficacia da quimioprofilaxia com
rifampicina veio de um grande ensaio clinico randomizado, duplo-cego e controlado
por placebo denominado COLEP — Contact Leprosy Patient (BRASIL, 2015). O
estudo envolveu mais de 28.000 contatos em Bangladesh e mostrou que este
modelo de quimioprofilaxia foi capaz de reduzir a incidéncia da hanseniase em 57%
nos primeiros dois anos apoés a intervengdo e que, embora o beneficio da acdo ndo
tenha aumentado apos este periodo, o efeito foi mantido apds 4 e 6 anos (MOET et
al, 2004; MOET et al, 2008a; FEENSTRA et al, 2012). No Brasil, este tipo de
operacdo ainda nao foi instituido na rotina de servicos de hanseniase. Contudo, a
operacionalidade e a efetividade da intervencdo estdo sendo avaliadas através do
projeto PEP-hans (profilaxia p6s-exposicao), iniciado em junho de 2015 em alguns
municipios com alta endemicidade nos estados de Mato Grosso, Pernambuco e
Tocantins, com o apoio do Ministério da Saude (BRASIL, 2015).

Um importante componente adicional para o sucesso de uma estratégia
preventiva baseada nos contatos € a disponibilidade de testes diagndsticos
confiaveis e simples para estabelecer ndo s6 a doenca como também a infeccéo
(RICHARDUS e OSKAM, 2015). Sendo o diagnostico da hanseniase
essencialmente clinico, torna-se relevante a utilizacdo de técnicas que permitam
uma melhor avaliacdo do espectro imunopatolégico da doenga. A incorporacdo de
ferramentas para diagnostico contribui na identificacdo de potenciais casos novos
entre contatos.

A fim de auxiliar na tomada de decisdes sobre quem precisa de
tratamento em uma fase pré-clinica ou estagio clinico inicial, novos testes
diagndsticos para a hanseniase precisam ser altamente especificos, bem como
sensiveis, para detectar a transicdo em dire¢cdo a infeccdo por M. leprae. Séo
necessarios testes que avaliem mdiltiplos biomarcadores que indiquem infeccéo pelo
bacilo e/ou que prevejam o desenvolvimento da doenca em individuos infectados.
Essa deteccdo precoce é considerada um passo essencial para ajudar a prevenir
gue sequelas ocorram e ajuda a interromper a cadeia de transmissao e a incidéncia

da doenca.
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Testes soroldgicos para identificacdo de anticorpos especificos contra
antigenos do M. leprae podem ser utilizados como marcadores de infeccdo
subclinica, além de serem extremamente importantes para a classificacdo das
formas clinicas da doencga. Portanto, neste estudo pretendemos avaliar perfis de
resposta imune humoral de pacientes com hanseniase e contatos domiciliares,

comparando com dados da populagédo em geral.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil da resposta imune humoral de pacientes com hanseniase
e contatos domiciliares frente a antigenos recombinantes de Mycobacterium leprae,

buscando biomarcadores associados a doenca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a reatividade sorologica das classes de anticorpos IgM, IgG, IgA
e IgE contra os antigenos recombinantes NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID do M. leprae
em pacientes com hanseniase multibacilar e paucibacilar, comparando com os
resultados obtidos de controles sadios.

- Analisar a acuracia, a sensibilidade e a especificidade dos testes ELISA
para deteccdo de anticorpos anti-NDO-HSA, anti-LID-1 e anti-NDO-LID como no

diagnostico da hanseniase.

- Avaliar a reatividade sorolégica das classes de anticorpos IgM, IgG, IgA
e IgE contra os antigenos recombinantes NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID do M. leprae
em contatos domiciliares de pacientes com hanseniase, comparando com 0s

resultados obtidos de controles sadios de area endémica e ndo endémica.

- Avaliar o efeito da quimioprofilaxia com dose Unica de rifampicina sobre
0S niveis séricos de anticorpos IgA anti-NDO-HSA, anti-LID-1 e anti-NDO-LID em

contatos domiciliares de casos com hanseniase multibacilar.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

Para a realizagéo deste trabalho, foram utilizados soros de pacientes com
hanseniase MB (n=18) e PB (n=19), soros de contatos domiciliares de pacientes MB
e PB (CMB, n=20 e CPB, n=20) e soros de controles sadios de area endémica (CE,
n=18) e ndo endémica (CT/CNE, n=20). Os soros dos grupos MB, PB, CMB, CPB e
CE foram oriundos da cidade do Rio de Janeiro ou de sua regidao metropolitana,
sendo gentiimente cedidos pelas Dras. Euzenir Nunes Sarno e Roberta Olmo
Pinheiro, pesquisadoras do Laboratorio de Hanseniase da Fundacdo Oswaldo Cruz
(IOC-FIOCRUZ-RJ). Os casos e seus contatos foram atendidos no ambulatério
Souza Araujo, centro de referéncia em hanseniase associado a IOC/Fiocruz — RJ,
Brasil.

O diagnostico dos pacientes foi realizado por profissionais devidamente
capacitados atraves de avaliagdo clinica dermatoneurolégica e exame baciloscopico.
Para os fins deste estudo, utilizou-se a presenca de lesdes suspeitas de hanseniase
e o indice baciloscépico (IB) como critérios para classificar operacionalmente os
casos em PB (baciloscopia negativa) ou MB (baciloscopia positiva). Os contatos
domiciliares foram classificados de acordo com a classificacdo operacional do
respectivo caso indice. Foram considerados contatos aquelas pessoas que residiam
ou que ja haviam residido com casos de hanseniase ndo tratados até cinco anos
antes do diagnostico. O grupo CT/CNE foi composto por individuos provenientes da
cidade de Juiz de Fora — MG. Para obtencdo dos soros, foram coletados cerca de 9
mL de sangue de cada participante, em tubos estéreis a vacuo e descartaveis, sem
anticoagulante. Estes tubos foram submetidos a centrifugacdo a 500g por 10
minutos e, em seguida, as amostras séricas foram aliquotadas e congeladas até o
uso. Ambos os grupos controle foram formados por amostras de individuos

saudaveis, sem historia prévia de doenca micobacteriana.
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Todos os soros foram estocados a -20°C, sendo mantidos em
biorrepositério de amostras, no Laboratério de Imunologia do Departamento de
Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Juiz de Fora — MG. Na Tabela 2 sdo apresentadas as
caracteristicas dos grupos envolvidos nessas analises. As formas clinicas, segundo
a classificacdo de Ridley & Jopling, e os indices baciloscépicos dos pacientes

multibacilares sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 2: Grupos envolvidos nas primeiras andlises do estudo

Sexo
Grupos N

M
Casos de hanseniase multibacilar (MB) 18 4 14
Casos de hanseniase paucibacilar (PB) 19 13 6
Contatos domiciliares de casos multibacilares (CMB) 20 11 9
Contatos domiciliares de casos paucibacilares (CPB) 20 11 9
Controles sadios endémicos (CE) 18 15 3
Controles sadios ndo endémicos (CT/CNE) 20 14 6

Total 115 66 49
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Tabela 3: Forma clinica segundo classificacdo de Ridley & Jopling e indice

baciloscépico dos casos com hanseniase multibacilar

Casos multibacilares Forma Clinica B
MB1 LL 5,00
MB2 LL 5,75
MB3 LL 4,00
MB4 LL 3,50
MB5 LL 5,25
MB6 BL 2,25
MB7 BL 0,50
MB8 BL 2,75
MB9 BL 5,00
MB10 BL 5,25
MB11 LL 5,50
MB12 LL 5,00
MB13 LL 5,50
MB14 BL 2,75
MB15 LL 5,00
MB16 LL 5,00
MB17 LL 5,00
MB18 BL 1,75

LL: lepromatosa-lepromatosa; BL: borderline-lepromatosa; IB: indice baciloscpico

A Ultima etapa abrangeu a avaliacdo dos efeitos da quimioprofilaxia com
dose Unica de rifampicina sobre os niveis de anticorpos séricos da classe IgA em 22
soros de contatos domiciliares de pacientes com hanseniase multibacilar. Para isto,
as amostras foram distribuidas, de maneira randomizada, entre dois grupos: o
primeiro (n = 13) foi composto por individuos que receberam uma dose Unica de
rifampicina supervisionada no momento da consulta (600 mg ou 10 mg/Kg de peso
corporal em contatos com peso inferior a 40 Kg) e o segundo (n = 9) composto por
individuos que receberam uma dose Unica de placebo, também administrada na
consulta inicial (Figura 7). Os soros foram obtidos nesta primeira avaliacdo clinica,
antes da administracdo da rifampicina ou do placebo (tempo 0), e 2 meses apos a
intervencdo (tempo 1). No momento da segunda avaliagdo clinica, todos os

participantes receberam a vacina BCG ap0s a coleta de sangue. Essas amostras
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também foram gentilmente cedidas pelas Dras. Euzenir Nunes Sarno e Roberta
Olmo Pinheiro (IOC-FIOCRUZ-RJ), sendo que a presente analise é uma
investigacdo complementar ao protocolo de estudo desenvolvido por dos Santos e
colaboradores (2018).

Contatos de pacientes
com hanseniase
multibacilar (n = 22)

- Deteccdo de IgA

- Intervencao
Rifampicina Placebo
(n=13) (n=9)
Deteccdo de IgA Deteccdo de IgA

Figura 7: Fluxograma da avaliacdo dos efeitos da quimioprofilaxia com dose Unica de rifampicina
sobre os niveis séricos de IgA em contatos de pacientes com hanseniase multibacilar.

3.2 ASPECTOS ETICOS

O desenvolvimento deste trabalho faz parte do projeto de pesquisa
intitulado “Biomarcadores de Resposta Imune e Imunodiagnéstico Aplicado a
Hanseniase”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do
HU-UFJF através do parecer 3.043.736 de 2018 (ANEXO A).
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3.3 ANTIGENOS

Foram utilizados os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID, gentilmente
cedidos pelo Dr. Malcon S. Duthie, do Infectious Disease Research Institute (IDRI),
Seatle, EUA, colaborador neste trabalho. A UFJF assinou em 2016 um convénio
com o IDRI (Proc.23071.014557/2015-84), dando suporte a realizacdo deste estudo.
Os antigenos, obtidos na forma liofilizada, foram diluidos em &gua ultra pura e
estocados a um temperatura de 4 — 8°C, até os ensaios. As concentracdes das
solugbes estoque foram: NDO-HSA — 500 ug/mL, LID-1 — 1000 pg/mL e NDO-LID —
500 pg/mL.

3.4 DETECCAODE ANTICORPOS

Para a deteccdo de anticorpos especificos anti-M. leprae, soros de
pacientes com hanseniase, contatos domiciliares e controles sadios foram testados
pelo método imunoenzimatico ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay). O ELISA permite quantificar a interagdo antigeno-anticorpo através da
mudanca de coloracdo fornecida pela acdo de uma enzima sobre seu substrato. Na
metodologia indireta, empregada neste estudo, utiliza-se um anticorpo secundario
(anti-anticorpo) conjugado a uma enzima para mensurar anticorpos primarios
especificos na amostra (AYDIN, 2015; HORNBECK, 2015).

Microplacas de poliestireno de 96 pocos, fundo chato (CRALPLAST®)
foram sensibilizadas com 2 pug/mL ou 5 pg/mL dos antigenos recombinantes NDO-
HSA, LID-1 e NDO-LID em tampédo carbonato/bicarbonato 0,06 M, pH 9,6 (50
uL/poco) e incubadas overnight a 4°C em camara umida. Apos lavagens em solucao
salina tamponada com fosfato (PBS 1x 0,15 M, pH 7,2) contendo 0,05% de Tween
20 (PBS-T), as placas foram incubadas, durante 1h a temperatura ambiente, com
uma solucéo de bloqueio PBS-T contendo 1% de BSA (100 ulL/pocgo). Transcorrido
este tempo e apds novas lavagens, as amostras foram adicionadas nas diluicbes de
1/10 (para deteccédo de IgE), 1/20 (para deteccéo de IgA) e 1/100 (para deteccéo de
IgM e IgG) em PBS-T + 0,1% BSA (50 uL/poco, em duplicata) e novamente incubadas
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durante 1h a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e as imunoglobulinas
secundarias anti-lgG humana (Sigma Aldrich A6029, 1:1000), anti-lgM humana
(Sigma Aldrich A4290, 1:5000), anti-lgA humana (Sigma Aldrich SAB3701236,
1:2000) e anti-lgE humana (Invitrogen A18793, 1:2000) conjugados a peroxidase
foram adicionados (50 plL/poco). As placas foram abrigadas da luz durante 1h a
temperatura ambiente, seguido por lavagens com PBS-T. Por fim, o substrato
cromogénico orto-fenilenodiamina (OPD) em tampé&o citrato de sodio/acido citrico pH
5,5, contendo 0,01% de H,O, foi adicionado (50 ulL/poco) e, apds cerca de 10
minutos ao abrigo da luz, observando-se a mudanca de cor nos pogos da placa, a
reacao foi interrompida adicionando-se 25 ulL de uma solugdo H,SO, 2N em cada
poco. A leitura das absorbancias foi efetuada em leitor de microplacas (Spectramax-
190, Molecular Devices) a 492nm. Os resultados foram expressos como a média das

densidades 6pticas (DO) das duplicatas.

3.5 CURVAROC (RECEIVER OPERATING CHARACTERISTIC CURVE)

Neste estudo, utilizou-se a Receiver Operating Characteristic Curve,
conhecida como curva ROC, para avaliar as habilidades diagnosticas dos ensaios,
demonstradas através dos valores de sensibilidade, especificidade e acuracia para
cada teste. Além disto, a analise das curvas permitiu identificar com precisdo o ponto
de corte associado ao menor nimero de resultados errbneos dos testes.

A curva ROC consiste na representacdo grafica da sensibilidade (taxa de
verdadeiros positivos) no eixo vertical e do complemento da especificidade (taxa de
falsos positivos) no eixo horizontal. Cada ponto no grafico representa os valores dos
referidos indices (sensibilidade e [100 — especificidade]) em diferentes pontos de
corte, determinando assim a area sob a curva (ASC). A ASC é o indicador da
acuracia global do teste, permitindo discriminar corretamente se uma determinada
condicdo esta presente ou ausente. Quanto maior ASC, o que significa mais proximo
de 1, melhor é o desempenho diagndstico do método avaliado. Uma analise cuja
ASC é equivalente a 1 representa um teste com perfeita capacidade discriminatoria,

ja valores de ASC menores ou iguais a 0,5 indicam técnicas sem capacidade
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discriminatéria. Um teste diagndstico ideal seria aquele cujo ponto de corte estivesse
0 mais préoximo da intercessdo sensibilidade/especificidade, ou seja, mais proximo
do canto superior esquerdo da cruva.

Os grupos escolhidos para a andlise das curvas ROC foram os pacientes
com hanseniase multibacilar e paucibacilar (positivos) e o grupo controle néo

endémico (negativo).

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

A normalidade dos dados foi verificada através do teste Shapiro-Wilk e os
resultados com significAncia estatistica de 5% foram considerados ndo normais. A
comparacdo das médias entre mdltiplos grupos foi realizada, para cada antigeno,
através do teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn. Para a comparacao das
médias entre dois grupos foram utilizados os testes t pareado ou Wilcoxon, segundo
a normalidade dos dados. Os testes foram feitos utilizando o programa GraphPad
Prism versao 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). As curvas ROC, bem
como o0s pontos de corte e os valores de acuracia, sensibilidade e especificidade
foram obtidas através do programa MedCalc Statistical versdo 14.8.1 (MedCalc
Software bvba, Ostend, Belgium). Valores de p <0,05 foram considerados

estatisticamente significativos para as analises.
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4 RESULTADOS

4.1 Anticorpos IgM, IgG, IgA e IgE com reatividade frente a antigenos
especificos do Mycobacterium leprae sdo detectados em soros de pacientes

com hanseniase.

A pesquisa de anticorpos que reagem contra antigenos especificos do M.
leprae é realizada no intuito de favorecer a deteccdo precoce de casos de
hanseniase e também como ferramenta auxiliar na classificacdo de pacientes
(MOURA et al, 2008). Neste trabalho, niveis séricos de anticorpos IgM, IgG, IgA e
IgE com reatividade especffica contra os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID
foram mensurados, através do método de ELISA indireto, em soros de pacientes
com hanseniase multibacilar (grupo MB, n = 18) e hanseniase paucibacilar (grupo
PB, n = 19). A reatividade observada nos pacientes foi comparada com aquela
detectada em soros de individuos controles sadios provenientes de regido nao

endémica (grupo CT, n = 20).

4.1.1 Anticorpos IgM reagem preferencialmente contra os antigenos NDO-HSA

e NDO-LID, estando aumentados em pacientes com hanseniase multibacilar.

Anticorpos IgM sdo os primeiros a serem produzidos durante uma resposta
imunoldgica primaria e podem refletir a existéncia de infecgdo ativa (ABBAS,
LICHTMAN e PILLAI, 2015). A Figura 8 mostra que 0s niveis séricos de anticorpos
lgM reativos aos antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID se apresentaram
significativamente mais elevados em casos de hanseniase MB quando comparados
aos casos PB e aos controles. Entretanto, a reatividade de IgM foi maior frente aos
antigenos NDO-HSA e NDO-LID. Os testes ELISA, empregando qualquer um dos
trés antigenos estudados, ndo detectaram diferencas significativas entre os titulos

séricos de IgM dos pacientes PB em relacédo ao grupo CT (Figura 8).
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Figura 8. Niweis séricos de anticorpos IgM contra os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID
(2ug/mL) em casos de hanseniase multibacilar (MB, n = 18), casos de hanseniase paucibacilar (PB, n
= 19) e controles sadios (CT, n = 20). Os pontos nos graficos indicam a média das densidades
Opticas (DO) para cada individuo. As linhas tracejadas indicam o ponto de corte obtido através da
cuna ROC. As barras horizontais representam a mediana de cada grupo. As andlises estatisticas
foram realizadas pelo método de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn’s (* P < 0,05).

4.1.2 Anticorpos IgG reagem preferencialmente contra os antigenos LID-1 e
NDO-LID, estando aumentados em pacientes com hanseniase multibacilar e

paucibacilar.

Anticorpos da classe IgG estdo em maior concentragdo no sangue € nos
espacos extravasculares, e sua producdo reflete o desenvolvimento de resposta
imune secundaria com maior afinidade aos antigenos (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI,
2015). A Figura 9 mostra que a reatividade de anticorpos IgG, para os trés antigenos
testados, foi significativamente maior em pacientes com hanseniase (multibacilar e,
interessantemente, paucibacilar) em comparacdo aos controles sadios (p < 0,05). No
entanto, somente foi observada diferenca nas dosagens do anticorpo entre
pacientes MB e PB frente aos antigenos LID-1 e NDO-LID, para os quais a IgG

sérica foi mais elevada, especialmente em pacientes multibacilares (Figura 9).
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Figura 9. Niveis séricos de anticorpos IgG contra os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID (2ug/mL)
em casos de hanseniase multibacilar (MB, n = 18), casos de hanseniase paucibacilar (PB, n = 19) e
controles sadios (CT, n = 20). Os pontos nos graficos indicam a média das densidades Opticas (DO)
para cada individuo. As linhas tracejadas indicam o ponto de corte obtido através da curva ROC. As
barras horizontais representam a mediana de cada grupo. As andlises estatisticas foram realizadas
pelo método de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn’s (* P < 0,05).

4.1.3 Elevada reatividade de anticorpos IgA contra os antigenos NDO-HSA, LID-

1 e NDO-LID é detectada em pacientes com hanseniase multibacilar.

A IgA é a classe de anticorpos predominante nas superficies mucosas,
onde desempenha papel crucial nas respostas imunes, e 0 segundo isotipo mais
prevalente no soro apos a IgG (WOOF e KERR, 2006; MKADDEM et al, 2014).
Todavia, a importancia da IgA no diagnéstico sorolégico da hanseniase € pouco
conhecida. A Figura 10 mostra que os niveis séricos de anticorpos IgA especificos
para os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID estdo significativamente
aumentados em pacientes com hanseniase MB, sendo que a soropositividade deste
grupo foi maior frente ao antigeno NDO-HSA. E interessante notar que, embora de
forma mais reduzida em relacdo ao grupo MB, casos de hanseniase PB também
apresentaram niveis elevados de IgA anti-NDO-HSA em comparagdo aos controles
sadios, mostrando soropositividade de aproximadamente 63%. Niveis séricos de IgA
anti-LID-1 e anti-NDO-LID n&o diferiram entre os casos de hanseniase PB e 0 grupo

controle.
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Figura 10. Niweis séricos de anticorpos IgA contra os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID
(2ug/mL) em casos de hanseniase multibacilar (MB, n = 18), casos de hanseniase paucibacilar (PB,
n = 19) e controles sadios (CT, n = 20). Os pontos nos graficos indicam a média das densidades
Opticas (DO) para cada individuo. As linhas tracejadas indicam o ponto de corte obtido através da
cuna ROC. As barras horizontais representam a mediana de cada grupo. As analises estatisticas
foram realizadas pelo método de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn’s (* P < 0,05).

4.1.4 Reduzidos niveis séricos de anticorpos IgE contra os antigenos NDO-
HSA, LID-1 e NDO-LID sdo detectados em pacientes com hanseniase

multibacilar.

Presente em baixas concentracdes no soro, 0 aumento na producéo de
anticorpos IgE € usualmente associado a ativacdo de resposta imune do tipo Th2
(WU e ZARRIN, 2014). A Figura 11 mostra que a reatividade de IgE frente aos
antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID foi baixa em comparacdo aos demais
isotipos estudados. Para viabilizar o método, foi necessario utilizar uma menor
diluicAo das amostras de soro (1:10) e maior concentracdo dos antigenos (5ug:ml).
Nessas condi¢cdes, foi observado que pacientes com hanseniase MB apresentaram
niveis séricos de anticorpos IgE significativamente aumentados frente NDO-HSA e
LID-1 em comparacdo com os demais grupos, havendo maior resposta contra o
antigeno LID-1 e resposta bastante reduzida frente ao antigeno NDO-HSA.
Curiosamente, o teste ELISA-IgE frente ao antigeno NDO-LID detectou diferenca
significativa entre pacientes PB e o0s controles sadios (p<0,05), mas ndo detectou

diferenca entre os grupos MB e PB.
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Figura 11. Niweis séricos de anticorpos IgE contra os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID
(5ug/mL) em casos de hanseniase multibacilar (MB, n = 18), casos de hanseniase paucibacilar (PB,
n = 19) e controles sadios (CT, n = 20). Os pontos nos graficos indicam a média das densidades
Opticas (DO) para cada individuo. As linhas tracejadas indicam o ponto de corte obtido através da
cuna ROC. As barras horizontais representam a mediana de cada grupo. As analises estatisticas
foram realizadas pelo método de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn’s (* P < 0,05).

4.2 Parametros diagndsticos dos testes ELISA para deteccdo de anticorpos
especificos contra os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID de Mycobacterium

leprae.

Pesquisas envolvendo anticorpos IgM e IgG contra antigenos especfficos
do M. leprae sdo usualmente realizadas para aprimorar o sorodiagnéstico da
hanseniase, mas pouco se sabe sobre a importancia de anticorpos IgA nesse
contexto. Considerando que niveis séricos de anticorpos da classe IgA, assim como
IgM e IgG, com reatividade especifica para os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-
LID, foram significativamente e especialmente aumentados nos pacientes com
hanseniase MB, avaliamos, neste grupo, alguns parametros diagnésticos
importantes para os testes ELISA (IgM, IgG e IgA) padronizados e aplicados no
presente estudo. Desta forma, através da andlise das curvas ROC, investigamos 0s
valores de area sob a curva (ASC), sensibilidade e especificidade dos testes,
correspondentes ao ponto da curva localizado mais préximo do canto superior
esquerdo do espaco cartesiano, ou seja, mais préximo do ponto de sensibilidade e
especificidade iguais a 100% (no melhor ponto de corte). Como a resposta de
anticorpos IgE foi muito baixa, ndo incluimos a avaliagdo deste isotipo a partir desta

etapa. Os dados da andlise das curvas ROC séo mostrados na Tabela 4.
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4.2.1 Avaliacdo da sensibilidade, especificidade e ASC dos antigenos NDO-
HSA, LID-1 e NDO-LID para diagndstico da hanseniase multibacilar.

No ensaio ELISA-IgM, os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID
apresentaram sensibilidade de 83% (95% IC: 58,6 - 96,4); 83% (95% IC: 58,6 - 96,4)
e 78% (95% IC: 52,4 - 93,6), respectivamente, e especificidade de 95% (95% IC:
75,1 - 99,9); 85% (95% IC: 62,1 - 96,8) e 100% (95% IC: 83,2 - 100,0), nesta ordem.
Os valores de ASC foram, respectivamente, 0,956; 0,872 e 0,933. No ensaio ELISA-
lgG, os valores de sensibilidade foram de 94% (95% IC: 72,7 - 99,9) para NDO-HSA,
94% (95% IC: 72,7 - 99,9) para LID-1 e 99% (95% IC: 81,5 - 100,0) NDO-LID. J& os
dados de especificidade observados para este teste foram de 95% (95% IC: 75,1 -
99,9) para NDO-HSA, 100% (95% IC: 83,2 - 100,0) para LID-1 e 100% (95% IC: 83,2
- 100,0) para NDO-LID. Obtivemos para esse teste os valores de ASC equivalente a
0,986 para NDO-HSA, 0,992 para LID-1 e 0,999 para NDO-LID. No ensaio ELISA-
IgA, as sensibilidades foram de 100% (95% IC: 81,5 - 100,0), 78% (95% IC: 52,4 -
93,6) e 89% (95% IC: 65,3 - 98,6), respectivamente, e as especificidades 95% (95%
IC: 75,1 - 99,9), 95% (95% IC: 75,1 - 99,9) e 100% (95% IC: 83,2 - 100,0) para 0s
antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID, respectivamente (Tabela 4). Neste caso, 0s
dados de ASC foram 0,994; 0,917 e 0,978, sequencialmente. Em conjunto, nossos
resultados sugerem que o teste ELISA-IgA envolvendo o antigeno NDO-HSA e o
teste ELISA-IgG envolvendo o antigeno NDO-LID apresentaram destacado
desempenho no diagnéstico de hanseniase multibacilar. A Figura 12 mostra a

representacdo grafica das curvas ROC para os testes ELISA-IgA.
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Tabela 4: Sensibilidade e especificidade dos antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID

no diagnéstico da hanseniase multibacilar, usando o método de ELISA isotipo-

especifico.
Antigenos ELISA Cutoff® Sensibilidade®®  Especificidade®” Area sob aa
cuna (ASC)

igM 0,62 83 95 0,956

NDO-HSA IgG 0,23 94 95 0,986

IgA 0,31 100 95 0,994

IgM 0,44 83 85 0,872

LID-1 IgG 1,27 94 100 0,992

IgA 0,65 78 95 0,917

IgM 1,17 78 100 0,933

NDO-LID IgG 1,23 99 100 0,999

IgA 0,64 89 100 0,978

“ Parametros obtidos através da andlise da cuna ROC.
® valores correspondentes ao ponto de corte da curva ROC mais proximo do ponto de sensibilidade e
especificidade iguais a 100%. Dados expressos em porcentagem (%).

A NDO-HSA ( ASC = 0,994) B LID-1 (ASC = 0,917) C NDO-LID (ASC =0,978)
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Figura 12: Curvas ROC para as respostas de IgA sérica em pacientes multibacilares frente aos
antigenos NDO-HSA (A), LID-1 (B) e NDO-LID (C).
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4.2.2 Avaliacdo da sensibilidade, especificidade e ASC do teste ELISA-IgA
envolvendo os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID para diagndstico da
hanseniase paucibacilar.

Devido a significativa reatividade de anticorpos IgA anti-NDO-HSA no
soro de pacientes com hanseniase PB, em comparacdo aos controles, usamos
esses grupos para avaliar, atraves da curva ROC, o desempenho diagnéstico do
teste ELISA-IgA para tais pacientes. Na Figura 13 sdo apresentados os valores de
ASC para NDO-HSA (A), LID-1 (B) e NDO-LID (C) sendo, respectivamente, 0,937
(95% IC: 0,810 a 0,990); 0,746 (95% IC: 0,581 a 0,871) e 0,642 (95% IC: 0,473 a
0,789). A sensibilidade e a especificidade para os melhores pontos de corte dos
ensaios sdo mostrados na Tabela 5. NDO-HSA apresentou sensibilidade de 95%
(95% IC: 74,0 - 99,9) e especificidade de 85% (95% IC: 62,1 - 96,8). LID-1 exibiu
valores de sensibilidade e especificidade de 95% (95% IC: 74,0 - 99,9) e 50% (95%
IC: 27,2 - 72,8), respectivamente. J& NDO-LID mostrou sensibilidade de 99% (95%
IC: 82,4 —99,0) e especificidade de 30% (95% IC: 11,9 - 54,3).

A NDO-HSA (ASC = 0,937) B LID-1 (ASC = 0,746) C NDO-LID (ASC = 0,642)
100 - ; -+ | 100 - e - | 100 - R -
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Figura 13: Curvas ROC para as respostas de IgA sérica em pacientes paucibacilares frente aos
antigenos NDO-HSA (A), LID-1 (B) e NDO-LID (C).
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Tabela 5: Sensibilidade e especificidade dos antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID

na deteccdo de anticorpos IgA especificos na hanseniase paucibacilar.

Area sob a cuna

Antigenos Cutoff® Sensibilidade®® Especificidade®” .
(ASC)
NDO-HSA 0,244 95 85 0,937
LID-1 0,412 95 50 0,746
NDO-LID 0,158 99 30 0,642

ZParémetros obtidos através da andlise da curva ROC.
Valores correspondentes ao ponto de corte da curva ROC mais proximo do ponto de sensibilidade e
especificidade iguais a 100%. Dados expressos em porcentagem (%).

4.3 Reatividade sorologica de testes ELISA empregando os antigenos NDO-
HSA, LID-1 e NDO-LID para diagnostico da hanseniase em contatos

domiciliares de pacientes e controles sadios.

Contatos domiciliares de pacientes com hanseniase representam
individuos com maior probabilidade de desenvolver a doenca, sendo fundamental o
desenvolvimento de estratégias que favorecam seu diagnéstico precoce. Desta
forma, utilizando os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID, estudamos a
reatividade dos testes ELISA para IgM, IgG e IgA em contatos domiciliares de
pacientes multibacilares (CMB, n = 20) e contatos domiciliares de pacientes
paucibacilares (CPB, n = 20), comparando com as respostas observadas em
controles sadios da mesma regido endémica (CE, n = 18) e controles sadios de
regido ndo endémica para hanseniase (CNE, n = 20).

Os resultados apresentados na Figura 14 indicam que o teste ELISA-IgG
foi capaz de detectar diferenca significativa entre 0s grupos de contatos
multibacilares e controles ndo endémicos frente aos trés antigenos avaliados. O
teste mostrou-se efetivo também na diferenciacdo entre contatos multibacilares e
contatos paucibacilares para NDO-HSA e LID-1, mas nao para NDO-LID ao passo
que frente a este Ultimo antigeno, houve distincdo entre os dois grupos de controles.
Por sua vez, o ensaio ELISA-IgA mostrou que, utilizando o antigeno NDO-HSA, os
controles de regido ndo endémica (CNE) possuem titulos séricos do anticorpo
significativamente inferiores aos dos demais grupos, porém o teste ndo foi capaz de

diferir os dois grupos de contatos dos controles endémicos. Frente aos demais
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antigenos (LID-1 e NDO-LID), ELISA-IgA ndo foi capaz de detectar diferenga entre

0S grupos.
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Figura 14. Niveis séricos de anticorpos IgM, IgG e IgA contra os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-
LID (2ug/mL) em contatos domiciliares de casos multibacilares (CMB, n = 20), contatos domiciliares
de casos paucibacilares (CPB, n = 20), controles sadios endémicos (CE, n = 18) e controles sadios
ndo endémicos (CNE, n = 20). Os pontos nos graficos indicam a média das densidades opticas (DO)
para cada individuo. As barras horizontais representam a mediana de cada grupo. As andlises
estatisticas foram realizadas pelo método de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn’s (* P < 0,05).
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4.4 A quimioprofilaxia com dose unica de rifampicina leva a diminuicdo dos
niveis séricos de IgA anti-NDO-HSA em contatos domiciliares de pacientes

com hanseniase multibacilar.

Tendo encontrado que o0s contatos domiciliares de pacientes com
hanseniase multibacilar apresentaram certa resposta de anticorpos IgA anti-NDO-
HSA, ainda que ndo estatisticamente significativa em relacdo aos contatos
paucibacilares e aos controles endémicos, e observando que a pesquisa de IgA
sérica é menos frequente, nos investigamos o efeito do tratamento quimioprofilatico
com dose unica de rifampicina sobre os titulos séricos do anticorpo em tais
individuos, porém ndo so frente ao antigeno NDO-HSA, mas também contra LID-1 e
NDO-LID. Para isto, foram analisados 2 grupos de intervengcdo, 0 primeiro
recebendo tratamento com rifampicina ( n = 13) e o segundo recebendo placebo (n =
9). Detectou-se a reatividade soroldgica, por ELISA indireto, antes da intervencao
(TO) e 2 meses apdés a mesma (T1). Ao observarmos a Figura 15, € possivel notar
gue a quimioprofilaxia induziu uma diminuicdo significativa nos titulos séricos de IgA
anti-NDO-HSA (A) porém o mesmo nao foi constatado para o grupo placebo (B). Por
outro lado, ndo foram verificadas diferencas estatisticas entre os niveis séricos de
IgA contra LID-1 antes e apdés a intervencdo, seja pela administracdo do
medicamento ou do placebo (C e D). Foram observadas reducdes nos niveis séricos
de IgA anti-NDO-LID tanto nos individuos tratados com rifampicina quanto nos que

receberam uma dose de placebo (E e F).
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Figura 15. Niveis séricos de anticorpos IgA com reatividade especifica para os antigenos NDO-HSA,
LID-1 e NDO-LID em contatos domiciliares de pacientes com hanseniase multibacilar, antes (T0) e
apos (T1) o tratamento quimioprofilatico com rifampicina em dose Unica (A, C e E, n = 13) ou placebo
(B, D e F, n = 9). As andlises estatisticas foram realizadas através dos testes t pareado ou Wilcoxon
(* P < 0,05).
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5 DISCUSSAO

Apesar das estratégias globais para o controle da hanseniase (adotadas
pela OMS e atualizadas a cada cinco anos) e da eficacia da poliquimioterapia (PQT),
que contribuiu para uma queda consideravel de sua prevaléncia nas Ultimas
décadas, a doenca ainda é endémica em determinadas partes do mundo,
especialmente na India, que lidera o nimero de casos novos, no Brasil e na
Indonésia, segundo e terceiro colocados no ranking geral. Em 2017, mais de 90%
dos casos novos das Américas foram notificados em territério brasileiro, levando a
categorizacdo da hanseniase como um problema de salde publica no pais (1 ou
mais casos para cada 10.000 habitantes) (WHO, 2018). Um dos principais desafios
para a erradicacdo da patologia no mundo continua sendo a falta de ferramentas
eficazes que permitam o diagnéstico preciso e precoce na populacdo (KUMAR,
PARKASH e GIRDHAR, 2014).

O diagnostico definitivo da hanseniase é baseado em observacoes
clinicas e em testes invasivos demorados para confirmar a presenca de BAAR em
esfregacos de pele ou alteracdes imunopatolégicas nas biopsias de lesGes cutaneas
e/lou nervosas. Tais testes, apesar da alta especificidade, apresentam baixa
sensibilidade, e sua realizacdo nem sempre esta disponivel (CAVALCANTI et al,
2012). Além disto, o nimero de hansendlogos e técnicos devidamente treinados
sofreu uma reducdo nos ultimos anos, afetando a confiabilidade dos exames,
principalmente em areas onde a doenca ndo € endémica (SPENCER et al, 2012;
KUMAR, PARKASH e GIRDHAR, 2014). Tomados em conjunto, estes fatos apontam
para a necessidade de se desenvolver técnicas diagnosticas utilizando
biomarcadores que indiguem precisamente a infeccdo por M. leprae ou que
predigam o desenvolvimento da doenca em individuos infectados (GELUK, 2013).
Contudo, até o presente momento, testes suficientemente sensiveis ainda ndo estéo
disponiveis.

Ao longo dos anos, diversos estudos tém sido conduzidos a fim de avaliar
a aplicabilidade de testes sorolégicos que facilitem o diagndstico da hanseniase
(SPENCER et al, 2005; REECE et al, 2006; ARAOZ et al, 2006; DUTHIE et al, 2007;
SAMPAIO et al, 2011; DUTHIE et al, 2014; FABRI et al, 2015; MARCAL et al, 2018).
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Embora a sorologia ndo possa ser utilizada como uma ferramenta diagnostica Unica
devido a baixa reatividade de pacientes paucibacilares, ela pode ser Uutil na
classificacdo operacional de pacientes para fins de tratamento; previsdo antecipada
de recidivas e reagdes hansénicas; identificacdo de pessoas que apresentam maior
risco de desenvolver a doenca entre grupos de alto risco como 0s contatos; e
seguimento do tratamento (OSKAM, SLIM e BUHRER-SEKULA, 2003).

Duthie e colaboradores (2014) defendem a necessidade de melhorias
para integrar e agilizar o diagnostico da hanseniase em um contexto mais amplo,
propondo que individuos com a menor suspeita da doenca sejam avaliados por
ensaios sorolégicos padronizados e simplificados em laboratérios de referéncia com
alto grau de consisténcia. Resultados positivos seriam, entdo, encaminhados para
centros especializados para o fechamento do diagnéstico. O desenvolvimento e a
incorporacdo de um teste soroldgico simples e objetivo, que possa ser facilmente
implementado em campo para identificar os individuos com maior risco de contrair a
doenca ou suas formas graves pode, potencialmente, romper a cadeia de
transmissao, ajudando a reduzir o comprometimento neurolégico e as incapacidades
fisicas (SPENCER et al, 2012). Neste sentido, o presente trabalho visou avaliar o
perfil da resposta imune humoral sérica de pacientes com hanseniase e contatos
domiciliares frente aos antigenos recombinantes NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID de
Mycobacterium leprae, buscando biomarcadores associados a doenca e infeccéo
subclinica que possam ser utilizados no seu diagnéstico soroldgico.

Pacientes lepromatosos (BL e LL — multibacilares) sdo aqueles
acometidos pelas formas mais graves da doenca e sao imunologicamente
caracterizados por apresentarem predominancia de resposta Th2 e titulos elevados
de anticorpos séricos (BRITTON e LOCKWOOQOD, 2004). Neste estudo confirmamos,
através de testes ELISA, o aumento dos niveis de anticorpos das classes IgM, IgG e
lgA especificos contra os antigenos recombinantes NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID de
M. leprae nos soros destes individuos.

Devido a natureza glicolipidica do PGL-1 e sua abundante concentracdo
na parede celular do bacilo de Hansen, anticorpos da classe IgM sao
preferencialmente  produzidos e direcionados contra este antigeno. Esta
documentado na literatura que anticorpos IgM anti-PGL-1 estdo presentes em 90%
dos pacientes com doenca lepromatosa ndo tratada, mas apenas em 40-50% dos
pacientes com a forma tuberculoide (BRITTON e LOCKWOOD, 2004). Sendo assim,



67

a magnitude da resposta de IgM anti-PGL-1 correlaciona-se bem com a carga
bacilar (BUHRER-SEKULA et al, 2008). O antigeno NDO-HSA corresponde a um
analogo sintético do PGL-1 e pode ser considerado uma maneira alternativa para
avaliar a reatividade sorolégica de IgM em casos de hanseniase. Embora alguns
trabalhos tenham abordado que este antigeno apresenta desempenho diagnéstico
inferior ao PGL-1, seu uso é preferido, pois a extragcdo de PGL-1 nativo de tatus
infectados por M. leprae pode ser um fator limitante (LOBATO et al, 2011; FABRI et
al, 2015).

Nossos resultados reforcam a sororeatividade de IgM anti-NDO-HSA em
pacientes com hanseniase multibacilar, exibindo sensibilidade de 83% e
especificidade de 95%. Lobato e colaboradores (2011), ao analisarem pacientes
diagnosticados em Uberlandia — Minas Gerais, demonstraram especificidade de
98%, valor similar ao encontrado neste estudo, porém sua sensibilidade foi de 64%.
Isto se deve ao fato de que tais parametros dos ensaios variam dependendo da
origem geogréafica da populacdo estudada devendo, portanto, ser avaliado em
diversas localidades (DUTHIE et al, 2014). Nés verificamos ainda que o valor de
area sob a curva (ASC) do teste IgM anti-NDO-HSA para diagnosticar pacientes
multibacilares foi de 0,956. Em outro estudo, Freitas e colaboradores (2016)
constataram que a acuracia de IgM contra o PGL-1 nativo para detectar hanseniase
MB dentre outras dermatoses foi de 0,89. Uma ASC = 0,5 indica que o teste ndo
discrimina verdadeiros positivos de verdadeiros negativos; valores acima de 0,7 sao
considerados satisfatérios (FREITAS et al, 2016). Esses dados confirmam entdo o
bom desempenho diagnéstico do ensaio IgM, seja ele através do antigeno nativo ou
do analogo sintético, para pacientes multibacilares. Pacientes PB e os controles
sadios ndo diferiram quanto aos niveis séricos de IgM anti-NDO-HSA, corroborando
com a escassa resposta humoral especifica no pélo paucibacilar.

Respostas sorolégicas contra proteinas recombinantes do M. leprae
também sdo detectadas na hanseniase. Neste contexto, a proteina de fusdo LID-1 &
a mais utilizada nos ensaios e nota-se expressiva reatividade de anticorpos da
classe IgG para os pacientes com as formas multibacilares (DUTHIE et al, 2007).
Hungria e seu grupo (2012) mostraram que, em uma regido brasileira de alta
endemicidade para hanseniase, o reconhecimento positivo da proteina LID-1 por
IgG foi de 89% entre os pacientes MB avaliados. No presente trabalho apontamos

para uma soropositividade semelhante, de aproximadamente 94% para o grupo MB.
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Adicionalmente, verificamos que a sensibilidade diagnéstica do teste ELISA para
detectar pacientes multibacilares com base na reatividade de IgG frente LID-1 foi de
94% e a especificidade de 100%, com valor de ASC equivalente a 0,992. Amorim e
colaboradores (2016) encontraram valores de sensibilidade e especificidade de 89%
e 96%, respectivamente, ao estudarem pacientes provenientes de dois centros de
referéncia em hanseniase no Rio Grande do Norte. Em revisdo sistematica feita por
Espinosa e colaboradores (2018), foi mostrado que os valores de sensibilidade para
este teste variaram de 35 a 90% enquanto a especificidade oscilou entre 73 a 100%,
mostrando que nossos achados de especificidade corroboram com os demais
estudos, porém nossa sensibilidade foi ligeiramente maior do que as outras ja
descritas.

Outro antigeno recombinante que emergiu como potencial ferramenta
para auxiliar no diagnéstico laboratorial da hanseniase foi o NDO-LID. Esta molécula
de fusdo tem se mostrado promissora visto que € um conjugado do dissacaridio
sintético andlogo ao PGL-1 (NDO) com a proteina LID-1 e, por esta razdo, tem a
capacidade de fornecer respostas sorolégicas tanto de IgM quanto de IgG.
Pacientes que reconheceram apenas NDO-HSA ou LID-1 separadamente podem
ser detectados pelo conjugado glicoproteico NDO-LID, fornecendo aumento de
sensibilidade diagnostica (DUTHIE et al, 2014). Encontramos na literatura
metodologias que avaliam os dois isotipos, IgM e IgG, isolados como também uma
mistura de ambos em uma mesma analise. Aqui n6s adotamos a deteccdo de IgM
anti-NDO-LID e IgG anti-NDO-LID isoladamente, encontrando 78% de sensibilidade
e 100% de especificidade para o primeiro teste e 99% de sensibilidade e 100% de
especificidade para o segundo teste. Observamos também uma interessante
soropositividade dos pacientes paucibacilares para o teste ELISA-IgG frente NDO-
LID (aproximadamente 63%), os quais mostraram aumento nos niveis do anticorpo
em relagdo ao grupo controle, embora de maneira menos pronunciada do que o
grupo MB.

Devido ao ambiente compartilhado e, provavelmente, ao aumento da
exposicao, reconhece-se que os contatos domiciliares de pacientes com hanseniase
representam o grupo de maior risco para o desenvolvimento da mesma. A afirmacéao
€ especialmente verdadeira diante do contato com um caso MB altamente infectado
e nao tratado (AMORIM et al, 2016). Portanto, uma das estratégias para o controle

da doenca envolve a vigilancia constante desses contatos, particularmente em areas
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endémicas (DOS SANTOS et al, 2018). Além do exame clinico periddico, o uso de
testes para avaliar parametros da resposta imunolégica pode contribuir para a
intervencdo precoce nestes individuos, permitindo a identificacdo de infeccéo
subclinica entre aqueles que, potencialmente, contribuem para a transmissdo do
bacilo, afetando favoravelmente o controle da doenca (CARVALHO et al, 2017).

Testes sorolégicos com o antigeno PGL-1 podem identificar individuos
com infeccdo subclinica, mostrando que os contatos sororeativos de pacientes com
hanseniase, especialmente com a forma MB, apresentam risco 7,2 vezes maior de
desenvolverem a doenca do que contatos que ndo apresentam reatividade (MOURA
et al, 2008). A avaliacdo das respostas anti-LID-1 e anti-NDO-LID podem também
constituir ferramentas auxiliares nos programas de controle da hanseniase,
permitindo a simples identificacdo de um maior numero de individuos infectados pelo
M. leprae e, consequentemente, aqueles com alto risco de desenvolverem a doenca
(FABRI et al, 2015; AMORIM, et al, 2016).

No presente trabalho, avaliamos a reatividade soroldégica dos grupos de
contatos domiciliares de pacientes multibacilares e paucibacilares, comparando com
as respostas de individuos sadios frente aos antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID.
O teste ELISA-IgM foi incapaz de detectar diferencas estatisticas entre ambos os
grupos de contatos e o0s controles para os trés antigenos analisados. Nossos
resultados estdo consistentes com os descritos por Marcal e colaboradores (2018),
que também ndo observaram tais diferencas. Em adicdo, verificamos aumento nos
niveis de anticorpos IgG anti-NDO-HSA, anti-LID-1 e anti-NDO-LID no grupo CMB
em relacdo ao grupo de controles ndo endémicos porém esta diferenca ndo foi
constatada ao compararmos o grupo CMB e os controles sadios da mesma regiao
endémica. Verificamos também, de forma inédita, um perfil de reatividade
semelhante ao analisarmos 0s grupos de contatos e 0s grupos controles nos testes
ELISA-IgA para o antigeno NDO-HSA. Tal fato era esperado uma vez que em areas
endémicas grande parte da populacdo € regularmente exposta ao M. leprae,
sugerindo elevada prevaléncia oculta, o que nao ocorre em locais de baixa
endemicidade (MOET, et al, 2008b). Nessas areas é importante considerar o risco
do desenvolvimento da hanseniase na populacdo como um todo e ndo somente
entre aqueles que possuem uma proximidade domiciliar com o caso indice
(HOEVEN et al, 2008).
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A reatividade de anticorpos IgM e de IgG contra antigenos de M. leprae
esta amplamente demonstrada na literatura (DUTHIE et al, 2007; HUNGRIA et al,
2012.; KUMAR, PARKASH e GIRDHAR, 2014; FABRI et al 2015; MARCAL et al,
2018). Entretanto, poucos relatos foram encontrados acerca do papel dos isotipos
séricos IgA e IgE na hanseniase.

Schwerer e colaboradores (1989) demonstraram que a resposta de
anticorpos IgA anti-PGL-1 é essencialmente da subclasse IgAl, que o0s niveis
sorolégicos seguem um padrédo caracteristico, crescente do polo tuberculoide em
direcdo ao polo lepromatoso, e que os valores encontrados para os grupos BL e LL
foram significativamente mais elevados quando comparados ao grupo controle
enquanto os grupos BB, BT, TT e o grupo de contatos ndo diferiram
significativamente dos controles. Niveis séricos elevados de IgA anti-PGL-1 também
foram mostrados em pacientes MB, quando comparados a pacientes PB e controles
(DE MACEDO et al, 2017). Estes autores encontraram uma forte correlagéo entre os
isotipos séricos IgM e IgA para o grupo MB frente PGL-1 e sugeriram que a IgA
possa ser considerada como um biomarcador adjuvante da IgM usada em estudos
sorolégicos e de acompanhamento clinico da hanseniase em contatos domiciliares
em municipios com alta endemicidade da doenca (DE MACEDO et al, 2017).

Elevada resposta sorolégica de IgA foi detectada no grupo multibacilar em
comparagcao com os pacientes paucibacilares e controles diante de NDO-HSA, LID-1
e NDO-LID, com reatividades similares para os trés antigenos. A natureza
antigénica reconhecida por anticorpos IgA ndo é clara. Sabe-se que nas placas de
Peyer, locais onde h4 maior producdo da IgA secretora intestinal, a indugéo de IgA é
suportada principalmente por mecanismos dependentes de células T, mas também
pode ocorrer de maneira T-independente, variando conforme o microambiente de
citocinas e receptores envolvidos (PABST, 2012). Isto sugere entdo, que a IgA pode
reconhecer um repertério variado de antigenos, fato que foi observado em nossos
resultados. No entanto, nossos achados sobre o bom reconhecimento de um
antigeno glicolipidico da parede celular de M. leprae por IgA contrastam com o que
foi proposto por Kumar, Parkash e Girdhar (2014) de que o anticorpo seria melhor
detector de proteinas da membrana celular do bacilo.

De maneira interessante, observamos que a taxa de positividade de IgA
frente NDO-HSA foi elevada ndo s6 entre pacientes MB mas também entre o grupo

PB, sendo que 63% destes individuos apresentaram valores de densidade Otica
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(DO) acima do ponto de corte (0,31). Este achado € consistente com o descrito por
Schwerer e colaboradores (1989) em que, embora niveis de IgAl anti-PGL-1
geralmente aumentem com o indice baciloscopico, uma alta porcentagem de
pacientes com IB negativo também registrou niveis elevados de IgA, sugerindo que
sua determinacdo sorologica, além da IgM, pode indicar doenca ativa, ndo detectada
pela determinacdo de bacilos em bidpsias de pele. A resposta de IgA frente NDO-
HSA no grupo PB descrita no presente estudo pode ser, portanto, promissora no
sorodiagnostico da hanseniase.

A analise das curvas ROC mostrou que os antigenos NDO-HSA, LID-1 e
NDO-LID testados apresentaram bons desempenhos para detectar IgA em
pacientes com hanseniase multibacilar. No entanto, destacamos o0 excelente
desempenho de NDO-HSA, que mostrou sensibilidade de 100%, especificidade de
95% e acuracia (ASC) de 0,994. Sugerimos entdo, que a IgA detectada pelo teste
ELISA-NDO-HSA pode ser um potencial biomarcador complementar no diagnostico
da hanseniase multibacilar.

A importancia da IgA nas respostas imunes de tecidos mucosos contra
bactérias patogénicas e comensais e sua consequente protecdo do hospedeiro ja é
bem estabelecida. No entanto, o conhecimento sobre sua fungdo protetora na
circulacdo ainda € relativamente inexplorado (LEONG e DING, 2014). O anticorpo
tem sido abordado como um biomarcador alternativo ou complementar no
diagnéstico de algumas patologias (DE MACEDO et al, 2017). McAllister e
colaboradores (2014) elucidaram que a presenca de anticorpos IgA especificos para
o antigeno litico modificado de Epstein-barr virus no soro de pacientes com linfoma
de Hodking foi capaz de diferencia-los daqueles com mononucleose infecciosa,
independente da presenca do virus. Na coqueluche, a pesquisa sérica de IgA
especifica pode ser uma alternativa favoravel em testes de IgG nao confirmatorios
(MAY et al, 2017). Um teste de captura de IgA sérica especfifica para o virus da
dengue mostrou-se aceitavel para o diagnéstico da doenca em fase aguda, visto que
0 anticorpo persiste por um periodo de tempo mais curto que a IgM especffica,
permitindo uma datacdo mais precisa da infeccdo (DE DECKER et al, 2015).

Adicionalmente, a IgA antigeno-especifica no soro pode ser um sinal de
infeccdo inicial (DE DECKER et al, 2015). Portanto, nés avaliamos também a
resposta desta classe de anticorpos em grupos que sabidamente apresentam maior

risco de adoecer, demonstrando uma tendéncia de aumento da reatividade no grupo
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CMB frente ao antigeno NDO-HSA. Pesquisas adicionais sdo essenciais para
averiguar a utilizacdo de IgA circulante como ferramenta para o diagnéstico da
hanseniase subclinica.

Ao contrario dos demais isotipos de anticorpos (IgM, IgG e IgA), que se
mostraram claramente elevados nos soros de pacientes com hanseniase
multibacilar, as respostas de IgE contra os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID
foram bastante reduzidas, mesmo tendo padronizado menor diluicdo das amostras
(1:10) e maior concentracdo dos antigenos no teste (5ug/mL). Este resultado era
esperado uma vez que a funcdo classica desses anticorpos é conferir imunidade
protetora contra helmintos, além de mediarem reac¢des de hipersensibilidade tipo 1
(WU e ZARRIN, 2014). Marcal e colaboradores (2018), ao avaliarem as respostas de
subclasses de IgG contra os mesmos antigenos de M. leprae, observaram que 0s
niveis de IgG4 foram indetectaveis para todos os grupos, em todos os testes. Uma
vez que as citocinas que promovem a troca de classe para IgG4 sdo as mesmas que
direcionam para a producéo de IgE, tivemos um embasamento extra para confirmar
este dado, o qual é consistente também com o encontrado por Hussain, Kifayet e
Chiang (1995).

Um dos pilares que sustentam a estratégia global para o controle da
hanseniase 2016 — 2020 é a busca ativa de casos em areas de maior endemicidade
e 0 manejo dos contatos (WHO, 2016). Atualmente, intervencdes preventivas como
a imunoprofilaxia e a quimioprofilaxia nesses individuos estdo sendo consideradas e
avaliadas com esta finalidade (RICHARDUS e OSKAM, 2015).

Alguns estudos comprovaram a efetividade da quimioprofilaxia com dose
tnica de rifampicina na reducdo da incidéncia da doenca (BAKKER et al, 2005;
MOET et al, 2008a). No entanto, os beneficios e a viabilidade da profilaxia pos-
exposicdo (PEP) ndo estdo totalmente estabelecidos e, ainda que se defenda a
baixa probabilidade, é importante avaliar com cautela, dentre outras questdes, 0
aumento da resisténcia antimicrobiana (CUNHA, BIERRENBACH e BARRETO,
2015). Para dos Santos e colaboradores (2018) a compreensdo do impacto da
quimioprofilaxia nos contatos €, em parte, limitada devido ao perfil imunol6gico
insuficientemente descrito daqueles que receberam o tratamento, associado ou nédo
a imunoprofilaxia. Os autores buscam, através de um protocolo de estudo controlado
randomizado, gerar evidéncias clinicas e laboratoriais de que a quimioprofilaxia com

dose Unica de rifampicina associada a imunoprofilaxia com BCG pode alterar o curso
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natural da infeccao subclinica pelo M. leprae, reduzindo a incidéncia de novos casos
e alterando os parametros laboratoriais dos contatos (DOS SANTOS et al, 2018).

NOs concordamos que a avaliacdo dos efeitos da quimioprofilaxia sobre
0S niveis séricos de anticorpos contra antigenos especificos de M. leprae em grupos
de alto risco possa ser uma ferramenta Util para verificar a eficacia da intervencéo e
o desfecho da infeccdo. Por isso, avaliamos o efeito do tratamento quimioprofilatico
sobre os titulos séricos de IgA frente os antigenos NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID em
contatos domiciliares de casos com hanseniase multibacilar. Visto que nosso estudo
€ um complemento a pesquisa em andamento desenvolvida por dos Santos e seus
colaboradores (2018), nés ndo avaliamos o efeito da quimioprofilaxia sobre os niveis
séricos de IgM nem de IgG, ficando isto a cargo de tais autores.

Nossos achados apontam para uma reducao dos titulos de anticorpos IgA
anti-NDO-HSA no grupo de contatos tratados com a rifampicina, fato que ndo foi
observado para o grupo placebo. Sugerimos entdo que o teste possa ter alguma
aplicabilidade, porém os dados sdo apenas preliminares uma vez que 0S grupos
foram constituidos por poucos individuos. Estudos adicionais com populacfes
maiores e com seguimento a longo prazo sdo necessarios a fim de esclarecer os
efeitos da quimioprofilaxia sobre a IgA sérica e também sobre outros parametros
imunologicos nos contatos de hanseniase e sua implicagdo no desfecho da infeccéo

subclinica.
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6. CONCLUSOES

- Nossos dados indicam que os testes sorolégicos ELISA para deteccao
de anticorpos especfficos contra NDO-HSA, LID-1 e NDO-LID apresentaram bons
desempenhos diagndsticos para casos de hanseniase multibacilar, com elevados
valores de sensibilidade, especificidade e acuracia, dos quais destacamos IgG anti-
NDO-LID e IgA anti-NDO-HSA.

- Para os testes IgG anti-NDO-LID e IgA anti-NDO-HSA, pacientes com
hanseniase paucibacilar apresentaram niveis de anticorpos seéricos elevados quando

comparados aos controles ndo endémicos.

- Contatos domiciliares de pacientes multibacilares ndo apresentaram
diferencas estatisticas nos titulos de anticorpos séricos quando comparados aos

contatos domiciliares de casos paucibacilares e aos controles endémicos.

- A quimioprofilaxia com dose Unica de rifampicina se mostrou eficaz em
reduzir os titulos de anticorpos IgA anti-NDO-HSA em contatos de doentes com

hanseniase multibacilar.

- Sugerimos entdo, que a IgA sérica possa representar um bom
biomarcador para hanseniase e que a pesquisa de IgA frente ao analogo sintético
NDO-HSA pode ser uma ferramenta adicional no diagndstico de formas clinicas da
doenca e também no acompanhamento do desfecho de potencial infeccéo
subclinica em contatos domiciliares que receberam tratamento profilatico com

rifampicina em dose Unica.
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A hanseniase & uma doenga bacteriana antiga que, embora curavel, ainda carrega grande preconceito e
estigma, e continua a representar um problema de salde pulblica em algumas partes do mundo. O Brasil se
mantém como o segundo pais em ndmero de casos absolutos da hanseniase, perdendo apenas para a
india. A doenca afeta principalmente nervos periféricos e pele e produz um espectro de fendtipos clinicos
dependendo da

resposta imune do hospedeiro ao bacilo. De acordo com a OMS, a hanseniase pode ser classificada em
paucibacilar e multibacilar, sendo a infecgao localizada paucibacilar caracterizada por alta resposta imune
mediada por células (Th1) e baixos titulos de anticorpos. Ja a forma multibacilar disseminada mostra
pacientes incapazes de gerar resposta imune especifica mediada por células T (Th1) e fungio exacerbada
das células B, com grande produgdo de anticorpos. Porém, os mecanismos que levam a esta diferencga
imunoldgica ndo sdo totalmente compreendidos, havendo poucos relatos do envolvimento de células B.
Estudos recentes tém demonstrado fungdes de plaguetas relacionadas a resposta imune e inflamatoria a
partir de mecanismos gue incluem desde a sintese e secregdo de citocinas até interagdes com leucocitos,
inclusive com ceélulas B. Sendo assim, & possivel que as plaguetas possam também desempenhar um
importante papel na modulagdo da resposta de linfocitos B em pacientes com hanseniase. Torna-se
relevante a utilizagcdo de técnicas que permitam uma melhor avaliagdo do espectro clinico da doenga e
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potenciais diferengas imunolégicas entre os grupos de pacientes. S3o0 necessarios testes que avaliem
(multiplos) biomarcadores gue indiqguem infecgdo pelo bacilo efou que prevejam o desenvolvimento da
doenga em individuos infectados Messe projeto utilizaremos antigenos especificos do M. leprae aplicados
em

testes imunologicos para identificagdo de biomarcadores (anticorpos e citocinas) de infecgdo subclinica e
sua aplicagdo no prognostico da doenga.

Obijetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar parametros imunolégicos com potencial aplicagdo para o diagnostico da hanseniase utilizando
antigenos do Mycobacterium leprae.

Objetive Secundario:

- Realizar avaliagdo dermatoldgica completa, em carater ambulatorial, dos pacientes com hanseniase.

- Quantificar niveis séricos de anticorpos contra antigenos recombinantes do M. leprae em pacientes com
hanseniase e contatos, comparando com os resultados obtidos de controles sadios; - Avaliar o perfil de
citocinas e guimiocinas secretadas por células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de pacientes
com hanseniase e

contatos, apos estimulagao com os antigencs do M. leprae, comparando com os resultados obtidos de
controles sadios; - Caracterizar as células B de pacientes com hanseniase paucibacilar e multibacilar,
avaliando a expressaoc de marcadores relacionados a imunorregulagao; - Avaliar o envolvimento de
plaguetas e suas fungbes como moduladores da resposta imune e possiveis biomarcadores na hanseniase.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Esta pesquisa confere risco minimo, uma vez que sera realizada com base em analise de banco de
dados/prontuarios, avaliagdo ambulatorial sem procedimentos invasivos e coleta de sangue para analise de
laboratario. Em caso de mal-estar efou desconforto perante a coleta de sangue, os pesquisadores, na
condigdo de profissionais da salde capacitados, dardo todo suporte ao individuo até gue ele restabelega
suas condigbes

normais. Os pesqguisadores fratardo a identidade dos participantes com padrdes profissionais de sigilo,
atendendo a legislagao brasileira, utilizando

as informagdes somente para os fins académicos e cientificos.
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A investigacio da resposta imunolégica frente a antigenos especificos do M. leprae pode contribuir para o
desenvolvimento/aprimoramento de novos métodos de diagndstico e controle da hanseniase, reduzindo
significativamente sua cadeia de transmissdo. O monitoramento dos contatos pode subsidiar a elaboragio
de modelos que detectem individuos com maior risco de adoecer e gue precisariam de acompanhamento
diferenciado. Com isso pode- se contribuir para prevengdo das decorrentes incapacidades fisicas dos
pacientes e auxiliar na determinagdo do esquema terapéutico

adequado para cada tipo de paciente.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto visa conhecer mais a fundo asdiferengas imunoldgicas existentes entre os pacientes
paucibacilares e multibacilares & fundamental para um tratamento adequado e

desenvolvimento de testes imunodiagndsticos utilizando biomarcadores mais sensiveis e especificos. A
utilizagdo de testes soroldgicos poderd possibilitar uma identificagdo precoce de individuos infectados ou
gue apresentam um maior risco de adoecer, que podem estar envolvidos na manutengdo da cadeia de
transmissdo da hanseniase.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Termos obrigatérios apresentados de acordo com a Res. 466/12 CNS.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Diante do exposto, o projeto esta aprovado, pois esta de acordo com os principios éticos norteadores da
ética em pesquisa estabelecido na Res. 466/12 CNS e com a Norma Operacional N® 001/2013 CNS,
segundo este relator, aguardando a analise do Colegiado. Data prevista para o término da pesquisa: / /
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