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RESUMO

O Brasil ¢ o segundo pais com o maior nimero de casos novos de hanseniase, tendo sido
diagnosticados 26.875 casos novos em 2017, com uma taxa de detec¢do de 12,73 por 100 mil
habitantes. Em virtude disso, com o objetivo de conhecer o perfil soroepidemioldgico de
contatos, foi realizado um estudo prospectivo, de janeiro 2015 a dezembro 2017, no
municipio Santana do Ipanema, Alagoas, com 69 criangas e jovens na faixa etaria de 4 a 15
anos, contatos de pacientes com hanseniase. Foram coletadas amostras de sangue para dosar
os anticorpos séricos IgM, IgG e IgA contra antigeno glicolipidico fendlico-1, antigeno
especifico de Mycobacterium leprae, agente etiologico da hanseniase, através do método
imunoenzimatico indireto em fase soélida. Dentre os contatos, 25 foram classificados como
contatos de pacientes paucibacilares (PB) e 42 como contatos de pacientes multibacilares
(MB). Trinta e dois participantes eram contatos intradomiciliares (ID) e 37, contatos
peridomiciliares (PD). As analises foram realizadas utilizando os programas GraphPad Prism
versdo 6.01 e o nivel de significancia estatistica considerado foi < 0,05. Foi observada uma
alta frequéncia de positividade para IgM anti-PGL-1 tanto em contatos PB como em contatos
MB. Em relagdo aos niveis de anticorpos, durante o seguimento, houve uma diminui¢do da
IgM entre os contatos MB e queda nos titulos de IgG e IgA em ambos os tipos de contatos.
Houveram correlagdes significativas entre IgM e IgA em 2016 nos contatos PB e entre IgM e
IgG em 2015 e entre IgG e IgA em 2017 nos contatos MB. Os contatos ID apresentaram
titulos mais elevados de anti-PGL-1 do que os contatos PD. Durante o estudo, 23 participantes
apresentaram lesdes (33,3%) e 45 ndo apresentaram lesdes suspeitas (66,7%), tendo sido
observada uma alta positividade de IgM, em ambos os grupos. Entretanto, no que se refere ao
isotipo IgG, constatou-se um risco relativo de 3,25 vezes de o individuo apresentar
soropositividade para IgG anti-PGL-1 e ter lesdes. No tltimo ano de seguimento, os contatos
com lesdes suspeitas foram encaminhados para um dermatologista, tendo sido diagnosticados
8 casos, sendo que 5 eram soropositivos para anti-PGL-1 e um caso apresentou
soropositividade para os trés isotipos no decorrer dos anos. O isotipo IgG anti-PGL-1 foi
considerado o melhor marcador, pois o risco relativo do individuo ser soropositivo para esse
marcador e ter o diagnostico de hanseniase foi de 8,5 (ICos= 4,0 — 18,0). Os demais
parametros de validacdo para o referido teste foram: sensibilidade diagnostica: 25,0% (3,2 —
65,0%); especificidade diagnostica: 100,0% (92,1 -100,0%); valor preditivo positivo: 100,0%
(15,8 — 100,0%); valor preditivo negativo: 88,2% (76,1 — 95,6%). Nao houve associagao
significativa entre o isotipo IgM e a doenca, tampouco entre IgA e a doenga.

Palavras-chave: Hanseniase. Sorologia. Anti-PGL-1. IgG. IgM. IgA



ABSTRACT

Brazil is the second country with the highest number of new cases of leprosy, with 26,875
new cases diagnosed in 2017, with a detection rate of 12.73 per 100,000 inhabitants. As a
result, in order to know the seroepidemiological profile of contacts, a prospective study was
carried out, from January 2015 to December 2017, in Santana do Ipanema, Alagoas, with 69
contacts in the age group 4 to 15 years of leprosy cases. Blood samples were taken in order to
evaluate IgM, IgG and IgA serum antibodies against glycophenolic lipid antigen-1, a specific
antigen Mycobacterium leprae, etiological agent of leprosy, through indirect immune enzyme
linked-immunosorbent assay. Among the contacts, 25 were classified as paucibacillary
contacts (PB) and 42 as multibacillary (MB) contacts. Thirty-two participants were household
contacts contacts (ID) and 37 as peridomiciliary contacts (PD). Analyses were performed
using GraphPad Prism software version 6.01 and the level of statistical significance
considered was < 0,05. A higher frequency of positive anti-PGL-1 IgM was observed in PB
and MB contacts. Regarding antibody levels, during follow-up evaluation, it was observed a
decrease in IgM among the MB contacts and a decrease in IgG and IgA titers in both types of
contacts. It was verified significant correlations between IgM and IgA in 2016 in the PB
contacts and between IgM and IgG in 2015 and also between IgG and IgA in 2017 in the MB
contacts. ID contacts presented higher anti-PGL-1 titers than PD contacts. Twenty-three
participants (33.3%) presented lesions and 45 (66.7%) did not, being observed a high IgM
positivity in both groups. Nonetheless, regarding the IgG isotype, a relative risk of 3.25 for
the person presenting IgG seropositivity and lesions. In 2017, the contacts that presented
suspicious lesions were consulted by a dermatologist. Eight cases got diagnosis of leprosy,
being five seropositive to anti-PGL-1 and one seropositive for all three isotypes over the years.
The anti-PGL-1 IgG was considered to be the best marker, since relative risk regarding its
seropositivity and and leprosy diagnosis was 8.5 (ICos = 4.0 - 18.0). The other validation
parameters for the IgG test were: diagnostic sensitivity: 25.0% (3.2 - 65.0%); diagnostic
specificity: 100.0% (92.1 -100.0%); positive predictive value: 100.0% (15.8 - 100.0%);
negative predictive value: 88.2% (76.1 - 95.6%). There was found no significant association

between IgM isotype and disease, nor between IgA and disease.

Keywords: Leprosy. Serology. Anti-PGL-1. IgG. IgM. IgA.
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1 INTRODUCAO

O Mycobacterium leprae ¢ o agente etioldgico da hanseniase, doenca infecciosa
cronica com alto poder incapacitante, tornando-a um grave problema de satde publica
(BRASIL, 2018a). Segundo a Organizagdo Mundial da Satde, um total de 150 paises
reportaram 210.671 casos novos de Hanseniase em 2017. No Brasil, foram reportados 26.875
casos novos, colocando-o como o segundo pais com o maior nimero de casos novos
registrados no mundo (WHO, 2018a). No estado de AL, foram diagnosticados 334 casos
novos, sendo 19 no municipio de Santana do Ipanema (BRASIL, 2018b). Dessa forma, nesse
ano, a taxa de incidéncia por 100 mil habitantes foi de 12,73 no Brasil, 8,75 em Alagoas e
29,15 em Santana do Ipanema (BRASIL, 2018b).

A transmissao da bactéria ocorre pelas vias respiratorias através da fala, espirro,
tosse, sendo necessario um contato préximo e prolongado com um paciente apresentando a
classificagdo multibacilar da doenca e que nao esteja ainda realizando o tratamento
farmacoterapéutico. Desse modo, individuos com casos de hanseniase na familia podem ser
mais suscetiveis a infeccdo por M. leprae. No entanto, estima-se que uma grande parte da
populacdo possui imunidade natural contra o bacilo (BRASIL, 2017a).

A hanseniase apresenta-se como uma doencga espectral, variando de uma resposta
imune celular que leva a morte efetiva de M. leprae a uma resposta imune predominantemente
humoral, incapaz de matar os bacilos (HOOU et al., 2017). O tratamento da doenca ¢
realizado através de uma combinagdo de farmacos conhecidos como terapia multidrogas
(MDT), visto que se o tratamento for efetuado somente com um farmaco (monoterapia), pode
resultar no desenvolvimento de resisténcia ao medicamento (WHO, 2018b).

O diagnostico ¢ realizado com base em dados clinicos e epidemiologicos do
paciente, sendo os exames laboratoriais como os de baciloscopia de raspado dérmico e de
lesdes e andlise histopatoldgica, usados de forma complementar, quando disponiveis
(BRASIL, 2017b). A sorologia, apesar de ndo ser utilizada na rotina, passou a ser bastante
empregada em pesquisas em virtude da descoberta de uma molécula especifica do
Mycobacterium leprae na década de 80, o glicolipideo fendlico 1, ou PGL-1 (SPENCER;
BRENNAN, 2011). A deteccao de anticorpos contra o PGL-1, do ponto de vista hipotético,
poderia auxiliar na classificagdo da forma clinica da doenca, no acompanhamento da
terapéutica, na identificacdo de recidiva e no seguimento de contatos com risco de
desenvolvimento da doenga (BARRETO et al., 2015). De fato, o Uinico aspecto que continua a

ser utilizado como possivel aplicagdo ¢ o seguimento de contatos com risco de



15

desenvolvimento da hanseniase (FEENSTRA et al., 2012, BARRETO et al., 2014)

Nesse contexto, decidiu-se no presente projeto realizar o seguimento de contatos
de pacientes com hanseniase no periodo de 2015 a 2017. Tratava-se de criangas e jovens na
faixa etaria de 4 a 15 anos de idade, residentes na moradia do caso indice ou préximos, dentro
do municipio de Santana do Ipanema, AL. Durante o seguimento, foram dosados os titulos de

anticorpos séricos anti-PGL-1, paralelamente a avaliacdo dermatoneurologica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Conhecer o perfil soroepidemioldgico de criangas e jovens de 4 a 15 anos de
idade, contatos de casos de hanseniase no municipio de Santana do Ipanema, AL, nos anos de

2015 a2017.

2.2 Objetivos Especificos

e Descrever o perfil soroepidemiolédgico através de dosagem sérica anual de IgM,

IgG e IgA, anti-antigeno glicofendlico 1;

e Avaliar os niveis séricos dos anticorpos de acordo com a classificagdo operacional

do caso indice;

e Analisar o perfil sorologico, de acordo com o tipo de classificagdo de contato;

e Associar os titulos de anticorpos séricos com a presenga ou auséncia de lesdes;

e Verificar correlacdes entre os isotipos de anticorpos séricos;

e Associar os titulos de anticorpos séricos com as classificagdes dos novos casos de

hanseniase diagnosticados ao final do estudo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Epidemiologia da hanseniase

Hanseniase ¢ um problema de satide publica desde a década de 80, onde existiam
em torno de 5 milhdes de casos registrados entre 122 paises. Ainda na década de 80, foi
implantado o esquema de tratamento poliquimioterapico, o que permitiu a eliminagdo da
doenca em 113 paises, levando a uma prevaléncia menor que 1 caso por 10 mil habitantes.
Todavia, a hanseniase ainda ¢ endémica em alguns paises, como o Brasil, a Indonésia e
principalmente a India, que, juntos, reportam mais de 75% dos casos novos no mundo
(SENA, 2014).

Em 2017, foram registrados um total de 150 paises com hanseniase dentre as
regides de saide da OMS, sendo 41 Africanos, 33 Americanos, 17 da Regido do Mediterraneo
Oriental, 25 Europeus, 10 do Sudeste da Asia e 24 da Regido do Pacifico Ocidental. No total,
foram reportados 210.671 casos novos, com uma taxa de detec¢ao de 2,77 casos por 100 mil
habitantes. Desse total, 20.416 sao africanos (9,70%), 29.101 americanos (13,81%), 3.550 da
Regido do Mediterraneo Oriental (1,68%), 153.487 do Sudeste da Asia (72,85%), 4.084 da
Regido do Pacifico Ocidental (1,94%) e 33 da Europa (0,02%) (WHO, 2018a).

A Organizacdo Mundial da Satde (2018a), com base nos parametros de prevaléncia,
detec¢do de casos novos e proporgdes dos casos em mulheres, criancas e grau 2 de
incapacidade, identificou 22 “paises com prioridade global” para hanseniase, dentre eles o
Brasil. Esses paises diagnosticaram conjuntamente 199.713 casos novos, o que representa
94,80% do total global. Entre os 150 paises que reportaram casos novos de hanseniase, 33
paises relataram zero casos novos, 38 reportaram entre 1 e 9 casos novos, 64 paises
notificaram entre 100 e 999 casos novos, 12 paises reportaram entre 1.000 e 9.999 casos
novos e 3 paises, Brasil, India e Indonésia, notificaram mais de 10.000 casos novos (Figura 1,

WHO, 2018a).
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Figura 1 — Distribuicdo geografica dos casos novos de hanseniase, 2017.
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Fonte: World Health Organization (2018a).

No ano de 2017, o Brasil continuou ocupando a segunda posi¢ao no ranking dos
paises com maior quantidade de casos novos com 26.875 casos diagnosticados, sendo a
primeira posicio pertencente & India, com 126.164, e a Indonésia na terceira posicio com
15.910 casos novos (WHO, 2018a). As taxas de deteccao no pais foram de 12,73 e 3,53, por
100 mil habitantes, na populacdo geral e em menores de 15 anos, respectivamente. Alagoas
diagnosticou 334 casos, com uma taxa de deteccdo geral de 8,75 e 2,76 em menores de 15
anos por 100.000 nessa populagdo. Em Santana do Ipanema, foram diagnosticados 19 casos, e
as taxas de deteccao, por 100 mil habitantes, foram de 29,15 na populagdo geral e 41,57 nos
menores de 15 anos (BRASIL, 2018b).

No periodo de 2012 a 2016, foram realizados 151.764 diagnésticos de hanseniase

no Brasil, tendo sido observada uma taxa média de deteccdo de 14,97 por 100 mil habitantes.
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A taxa de deteccdo foi maior no género masculino do que no feminino e, em ambos o0s
géneros, foi diretamente proporcional a faixa etaria. Além disso, a taxa média de detec¢ao na
populagdo masculina de 60 anos foi bastante elevada, o que reflete diagnoéstico tardio (Figura

2, BRASIL, 2018a).

Figura 2 — Taxa média de detec¢do de casos novos de hanseniase (por 100 mil

habitantes) segundo género e faixa etaria, Brasil, 2012 a 2016.

45,0
1
40.0 i1
35,0
ﬁ 30,0
g
= 25.0 22,713 31,24
a
=0 18,13
i
R 150 10,82
o o B,G2
10,0 u .
4,58 457
. |
0.0
< 15 anos 154 29 ands 30 & 59 anos & 60 anoy

"Masculing  ®Femining

Fonte: Brasil — Ministério da Saude (2018a).

A analise por regido no periodo de 2012 a 2016, mostrou que as regides Centro-
Oeste e Norte apresentaram as maiores taxas médias de deteccao de casos novos, sendo 37,27
e 34,26 por 100 mil habitantes, respectivamente. Em seguida, a regido Nordeste apresentou a
taxa de 23,42 por 100 mil habitantes e as regides Sudeste e Sul, 5,31 e 3,75 por 100 mil
habitantes, respectivamente. Os trés Estados brasileiros com as maiores taxas foram Mato
Grosso, Tocantins e Maranhdao com 88,9, 69,13 e 53,91 por 100 mil habitantes,
respectivamente, e, com excecao do Rio Grande do Norte, em todos os demais estados a taxa
de deteccao foi maior na popula¢do masculina (BRASIL, 2018a).

O Estado de Alagoas apresentou 2.373 casos novos, de 2012 a 2016, com uma
taxa média de deteccdo de 10,8 casos novos por 100 mil habitantes na populagdo geral
(ALAGOAS, 2017) e 2,42 em menores de 15 anos (BRASIL, 2018c). No mesmo periodo, o
municipio de Santana do Ipanema apresentou 116 casos novos (ALAGOAS, 2017), com uma
taxa média de 48,91 casos por 100 mil habitantes na populagdo geral e, no ano de 2015, uma

taxa de detec¢do de 34,64 em menores de 15 anos (BRASIL, 2018c). A alta incidéncia da
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doenca entre criancas significa que uma transmissdo ativa estd ocorrendo na comunidade
(SALGADO et al., 2016), o que justifica a escolha da faixa etaria de 4 a 15 anos no estudo.
Em abril de 2016, a Organizagdo Mundial da Satide langou uma estratégia global
de 5 anos, ou seja, de 2016 a 2020, para eliminar a hanseniase no mundo como problema de
saide publica. Em virtude disso, foi publicado um guia intitulado Estratégia Global para
Hanseniase 2016-2020: Acelera¢do rumo a um mundo sem hanseniase, para orientar o
controle e reduzir a carga da doenca. A estratégia foi construida com base em trés pilares: 1)
Fortalecimento do controle, da coordenacdo e da parceria do governo; ii) Combate a
hanseniase e suas complicagdes; iii) Combate a discriminagdo e promogao da inclusdo (OMS,
2016). Além disso, paises endémicos como o Brasil, deveriam incluir outras intervengdes
estratégicas em seus planos nacionais para atender as novas metas, isto &, triagem de todos os
contatos proximos de pessoas afetadas pela hanseniase, promo¢do de um regime de
tratamento mais curto e uniforme e incorporacdo de intervengdes especificas contra a

estigmatizagao e discriminagdo (WHO, 2018Db).
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3.2 Hanseniase

Em 1873, o médico noruegués Gerhard Armauer Hansen identificou o agente
etiologico da hanseniase, o Mycobacterium leprae (EIDT, 2004). O bacilo, considerado
alcool-acido-resistente, pode apresentar medidas que podem variar de 1 a 8 um de
comprimento e 0,3 a 0,4 um de largura com extremidades retas ou encurvadas (SENA, 2014).
A formagdo de globias, que sdo aglomerados de bactérias, ¢ uma caracteristica do M. leprae,
ndo observada em outras micobactérias (NOBRE, 2016). A técnica de Ziehl-Neelsen ¢
utilizada para corar o bacilo, nao sendo possivel cultiva-lo em laboratério (ALVES, 2014).

A transmissao ocorre quando um individuo com hanseniase multibacilar (MB) nao
tratada elimina os bacilos, através de goticulas provenientes das vias areas superiores (mucosa
nasal e orofaringe), para um contato residente no mesmo domicilio ou que seja proéximo,
como um colega de escola, vizinho, entre outros. Os portadores da doenca classificados como
paucibacilar (PB) possuem poucos bacilos; dessa forma, ndo s3o consideradas fontes
importantes de transmissao. Quando o individuo inicia o tratamento, a transmissao deixa de
acontecer, uma vez que a grande maioria das micobactérias rapidamente morrem, levando a
ruptura da cadeia epidemiologica de transmissdo da doenga (BRASIL, 2017b).

Estima-se que 90% da populag¢do possuem imunidade natural contra o M. leprae e
que pessoas com casos de hanseniase na familia apresentam maior probabilidade de adoecer,
pois a vulnerabilidade ¢ influenciada pela genética, mas também pelo ambiente. A incubagdo
dura em média de 2 a 7 anos, contudo, ha relatos de periodos mais curtos e também mais

longos, de 7 meses e de 10 anos, respectivamente (BRASIL, 2017b).

Figura 3 — Evolucgdo lenta e progressiva da hanseniase em uma crianga.

Fonte: Brasil — Ministério da Saude (2017a).
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A forma indeterminada (HI) ¢, geralmente, a manifesta¢do inicial da hanseniase,
ocorrendo resposta imune do individuo infectado contra o M. leprae e manifestagdes clinicas
indiferenciadas, dificultando o diagnostico ou o prognostico de evolucdo da doenca
(SAMPAIO, 2011). Os portadores da forma tuberculdide (HT) possuem uma resposta imune
celular eficaz, o que torna a doenga mais limitada, com poucas lesdes de pele e de nervos. Os
portadores da forma virchowiana (HV) apresentam supressdo de resposta imune celular,
havendo ocorréncia de muitas lesdes e infiltragdes na pele e nervos (MENDONCA et al.,
2008).

Os linfocitos TCD4+ podem se diferenciar em T helper 1 (Thl) ou T helper 2
(Th2), gerando duas respostas imunes opostas (ALVES; FERREIRA; FERREIRA, 2014). A
polarizagdo da resposta imunoldgica ao M. leprae ¢ crucial na imunopatogenia da hanseniase,
bem como nas manifestacoes clinicas. O perfil Th1 esta relacionado com a forma HT, onde ha
producdo de interferon-gama (IFN-y), interleucina (IL) -2, IL-15 e fator de necrose tumoral
(TNF), levando a uma eficiente contencdo do bacilo em granulomas. O perfil Th2 esta
relacionado com a forma HV da doenga, com produgao de IL-4, IL-5. Ha também ativagdo de
linfocitos T reg, com a produ¢do de IL-10 e TGF-f, levando a uma producdo de anticorpos,
nao restringindo a disseminacao de M. leprae (FONSECA et al., 2017).

Diante da falta de especialistas em muitos locais, foi criada a “Classificagao
Operacional da Hanseniase” pela Organizagdo Mundial da Satde (NOBRE, 2016). A
classificagdo ¢ baseada no aspecto das lesdes cutaneas e comprometimento de nervos. Assim
sendo, o individuo e classificado como paucibacilar (PB) quando a doenca estd localizada
apenas em uma regiao do corpo e/ou hd acometimento de um tronco nervoso, correspondendo
a forma clinica indeterminada ou a forma tuberculdide. A classificacio multibacilar (MB)
ocorre quando ha disseminagdo em varios locais do corpo e/ou dois ou mais troncos nervosos

acometidos, correspondendo a forma dimorfa ou a virchowiana (Figura 4, BRASIL, 2017a).
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Figura 4 — Classificacdo operacional da hanseniase segundo Madri e segundo a
Organiza¢do Mundial de Saude.
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Fonte: Brasil — Ministério da Satde (2017b).

O diagnostico precoce dos casos ¢ uma das principais medidas para o controle,
uma vez que € possivel iniciar de imediato o tratamento especifico e realizar busca ativa nos
contatos intradomiciliares (ALENCAR et al., 2012).

O diagnostico da hanseniase € realizado com base em avaliagdes epidemiologicas
e dermatoneuroldgicas, com o intuito de identificar lesdes de pele, alteragdo de sensibilidade e
comprometimento de nervos. Além disso, se o exame baciloscopico e histopatologico
estiverem disponiveis podem ser utilizados de forma complementar (BRASIL, 2017b).

A hanseniase pode ser tratada com a terapia multidrogas (MDT), uma associa¢ao
de farmacos, visto que a monoterapia pode facilmente levar a resisténcia medicamentosa. A
associacdo de medicamentos varia de acordo com a classificacdo da doenga, PB ou MB,
sendo a rifampicina o fArmaco mais importante e, portanto, incluido no tratamento de ambas
as classificagdes. Para os pacientes hansénicos classificados como multibacilar, recomenda-se
rifampicina + clofazimina + dapsona e para os pacientes classificados como paucibacilar,

recomenda-se rifampicina + dapsona (Figura 5, WHO, 2018Db).
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Figura 5 — Tratamento da hanseniase através de poliquimioterapia, de acordo com

a classificagdo operacional da doenga.

A direita, esquema pars pacentes adultos multiba-
dlarzs (MB) e & esquerda esquema para padentes
paucbaclares {PB).

Fonte: Brasil — Ministério da Saude (2017a).
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3.3 Sorologia

A 1identificagdo do glicolipideo especifico do Mycobacterium leprae com a
determinagdo da sua estrutura quimica em 1981, bem como sua comprovacdo de que se
tratava de uma molécula antigénica, levou a grandes avancos na pesquisa em hanseniase
(MOURA et al., 2008). O glicolipideo fenolico 1 ou PGL-1 ¢ o principal antigeno do M.
leprae. Ele é composto por um unico trissacarideo de 3,6-di-O-metila- B -D-glicopiranosil-(1
—4)-2,3-di-O-metila- a -L-ramnopiranosil-(1—2)-3-O-metila- @ -L-ramnopiranose. A regido
de di- e trissacarideo da molécula ¢ a principal responsavel pela atividade antigénica do PGL-

1 (Figura 6, SEKULA, 2008).

Figura 6 — Estrutura quimica do PGL-1.
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Fonte: CUNHA (2012).

A sorologia estd relacionada com a pesquisa de anticorpos ou antigenos e
contribui muito para o diagndstico de diversas doengas infecciosas e ndo infecciosas. Todavia,
ela ¢ empregada na hanseniase somente como ferramentas em trabalhos de pesquisa (ALVES,
2014).

A técnica que melhor demonstra a presenga de anticorpos contra o PGL-1 ¢ o teste
de ELISA indireto (Ensaio Imunoenzimatico em fase so6lida), que utiliza amostras de soro ou

saliva, conjugado de anti-imunoglobulinas marcados com enzimas, substrato € cromogeno.
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Quando a enzima entra em contato com o substrato, produz uma reagdo, onde o produto reage
com um cromogeno. Apoés a reducdo ou oxidagdo desta molécula, ha formacdo de uma
solucao colorida. A intensidade da coloragdo ¢ diretamente proporcional a quantidade de
ligacdes formadas entre anticorpos e antigenos. O teste anti-PGL-1, empregando-se o ELISA
como método, pode ser utilizado do ponto de vista semi-quantitativo, através de titulos ou
indices de absorbancia, assim como do ponto de vista qualitativo, neste caso, necessitando de
um soro cut-off ou de um parametro numérico para separar o que seria considerado positivo
ou negativo (CUNHA, 2012).

Como ndo ha um ponto de corte entre os individuos saudaveis e os pacientes, que
permita o discernimento entre a infeccdo subclinica e a doenca propriamente dita, o teste
sorologico anti-PGL-1 ndo pode ser usado como ferramenta diagnostica (MOURA et al.,
2008).

A persisténcia do antigeno PGL-1 no hospedeiro, visto que se trata de uma
molécula hidrofébica, se dd pela sua consequente insolubilidade em meio aquoso ou pela
incapacidade do macréfago de elimina-lo (MILLER; GORDER; HARNISCH, 1987). Devido
a essa persisténcia, anticorpos IgM estdo elevados no soro desses organismos. O aumento dos
titulos de IgM anti-PGL-1 no sangue periférico ¢ um reflexo da resposta imune humoral
ativada e da elevada carga bacteriana nos individuos, principalmente nos pacientes
multibacilares (KLASTER; CHO; BRENNAN, 1996).

A especificidade diagnostica do teste esta em torno de 98% (CUNHA, 2012), no
entanto, a sorologia anti-PGL-1 reflete o espectro da hanseniase, pois a sua sensibilidade
diagnostica € bastante variavel de acordo com a forma clinica da doenca (STEFANI et al.,
2012).

No polo virchowiano, os pacientes apresentam altos titulos de IgM anti-PGL-1,
onde a sensibilidade diagnoéstica varia de 80% a 100%. Pacientes paucibacilares possuem
baixos titulos de anticorpos, uma vez que a resposta imune celular ¢ a que predomina. Dessa
forma, o teste, nessas condicdes apresenta uma sensibilidade variavel, de 30% a 60%
(CUNHA, 2012).

O anticorpo IgM contra o PGL-1 ¢ o isotipo mais pesquisado nas amostras de soro
de pacientes e contatos, pois o antigeno glicolipideo fendlico 1 € um antigeno T independente.
Entretanto, ha relatos da presenca de outros isotipos, como IgG e IgA (MACEDO et al.,
2017). O teste para IgG sérica anti-PGL-1, apesar de apresentar alta especificidade, falta
sensibilidade diagnodstica. Sobre a IgA anti-PGL-1, ha poucos relatos em relacdo a esse

isotipo. Tem havido um crescente interesse no mesmo em diagnéstico de algumas doengas
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infecciosas. Dessa forma, MACEDO et al (2017) procuraram investigar sua correlagdo com
IgM em pacientes com hanseniase, tendo sido verificado uma boa correlagao.

A deteccao e a quantificagdo de anticorpos anti-PGL-1, apesar da aplicagao
limitada para diagnostico de todas as formas clinicas da hanseniase, pode ser uma ferramenta
adjuvante no seguimento de contatos com risco de desenvolvimento da doenga (DUTHIE et
al.,2014).

Em situagdes de exposicdo ambiental ao microrganismo, observa-se elevada
frequéncia de resultados positivos para os anticorpos, entre contatos de pacientes com
hanseniase. Estudos mostram positividade de até 18,4% entre contatos, sendo observado que
quem convive com pacientes MB possui valores mais elevados do que aquele que convive
com pacientes PB (ALVES, 2014). A soropositividade ¢ um marcador de infeccao subclinica
em individuos sauddveis e ha uma boa correlacdo entre os niveis de anticorpos e a carga
bacteriana, visto que uma entre dez pessoas, com teste positivo para IgM anti-PGL-1, possui
uma probabilidade muito alta de desenvolver a doenca no periodo de dois anos. Os titulos de
anticorpos tendem a aumentar significativamente na grande maioria dos infectados, antes do
diagnostico da doenca (BARRETO et al., 2015).

E importante ressaltar que o diagndstico da hanseniase depende, em grande parte,
dos sinais e sintomas clinicos. Os testes soroldgicos oferecem novas possibilidades para um
diagnodstico mais precoce, identificando pacientes com hanseniase em estagios iniciais da
doenca ou até mesmo individuos infectados pelo M. leprae sem quaisquer sintomas. Esses
testes provavelmente contribuirdo para a reducdo do atraso no diagndstico em dareas
endémicas e também auxiliardo na classificacdo da doenga, permitindo um tratamento mais
adequado (RICHARDUS et al., 2017), uma vez que a vigilancia direcionada a individuos que
vivem em dareas de alta endemicidade e o seguimento de pessoas com altos titulos de anti-
PGL-1 ¢ uma estratégia que deve ser implementada para a detecgdo precoce, prevengdo de

incapacidades e rompimento da cadeia de transmissao (BARRETO et al., 2014).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Estudo prospectivo, no qual os individuos sdo observados a partir de um dado
momento, prosseguindo-se ao longo do tempo previamente fixado. As criangas e jovens foram
acompanhadas durante 3 anos consecutivos, de janeiro de 2015 a dezembro 2017. Elas eram
submetidas a avaliacdo dermatoneuroldgica por profissionais da Enfermagem e a realizagao
de coleta de sangue uma vez ao ano. Caso apresentassem lesdes suspeitas, eram encaminhadas

para avaliacao por dermatologista.

4.2 Local de estudo

O municipio Santana do Ipanema esta localizado no estado de Alagoas, Brasil,
com area territorial de 437,875 km?, 47.486 habitantes € 0,591 de indice de desenvolvimento

humano municipal.

4.3 Participantes

Contatos de pacientes com hanseniase (n=69), residentes no municipio de Santana
do Ipanema, AL, e com idades variando entre 4 a 15 anos que residiam na moradia do caso
indice (contato intradomiciliar) ou préoximo (contato peridomiciliar). Contatos
peridomiciliares eram aqueles que residiam proéximo a moradia do caso indice (até 5 casas a
direita ou a esquerda). As identificagdes dos casos e contatos eram realizadas por meio dos
agentes comunitarios de saude do municipio e, além disso, esses profissionais guiavam as
visitas as residéncias, apresentando os pesquisadores e explicando o projeto para os

participantes.

4.4 Critérios de inclusao

Contatos intradomiciliares e peridomiciliares (na faixa etaria de 4 a 15 anos de

idade) de casos indices de hanseniase notificados no periodo de janeiro de 2013 a dezembro

de 2015.
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4.5 Critérios de exclusao

Contatos, cujas amostras nao puderam ser coletadas em algum dos anos de
seguimento (2015-2017). Contatos, cujo diagndstico de hanseniase ocorreu ao ingressarem no

projeto.

4.6 Amostras

Amostras de sangue (4 mL) foram coletadas em tubos ativadores de coagulos
contendo gel separador. Ap6s 30 minutos, as amostras eram centrifugadas a 1500 rpm durante

10 minutos, o soro era separado e armazenado em aliquotas a -20°C.

4.7 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Ceara
(processo 532.850, 18/02/2014, ANEXO A) e os responsaveis legais dos participantes da
pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO B) e o termo de

assentimento pelo jovem com idade entre 8 e 15 anos (ANEXO C).

4.8 Determinacio dos titulos de anticorpos séricos pelo método ELISA

As analises sorologicas para anticorpos anti-PGL-1 foram realizadas de acordo
com o protocolo descrito por MACEDO et al. (2017). Microplacas de fundo plano com 96
pogos (codigo 3590, Costar, EUA) foram revestidas com 5 mg/LL de PGL-1 nativo
(gentilmente doado pela BEI Resources/ATCC (Manassas, EUA) em alcool etilico absoluto
(50 pL por pogo). As placas foram deixadas descobertas durante 2 horas a 37° C.
Posteriormente, foram incubadas com soro bovino fetal inativado a 1% (FBS; LGC Bio,
Brasil) em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7.4) por 2 horas a 37° C em
camara umida. Apds cinco lavagens com PBS-FBS a 0,05%, as amostras de soro previamente
diluidas (1: 200 para IgG e IgM e 1:50 para IgA) em PBS-FBS a 1% foram adicionadas as
placas (50 pL por poco, em duplicata). As placas foram entdo incubadas durante 2 horas a 37°
C. Apos as lavagens, anti-IgG (A0170, Sigma, EUA), anti-IgM (SAB3701404, Sigma, EUA)
ou anti-IgA (A0295, Sigma, EUA) marcados com peroxidase, previamente diluidos a 1: 2500,
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1: 9000, 1: 1000, respectivamente, foram adicionados as placas, incubando-se durante 1 hora
e 30 minutos a 37° C. Apo6s lavagens, as placas foram deixadas por 30 minutos com a soluc¢ao
de substrato (100 uL por pogo) contendo 0,4 mg de ortofenilenodiamina (Sigma, USA)/mL de
tampdo citrato-fosfato 0,01 mol L™ !, pH 5.0, e H202 na concentracdo final de 0,01%. A reagio
foi interrompida pela adicdo de 25 pL de &cido sulfurico 2,5 N. A andlise foi realizada a 492
nm, utilizando um leitor de placas ELISA (ASYS Expert Plus, Biochrom, UK). Cinquenta
amostras de soro de doadores de sangue foram reunidas e empregadas como soro cut-off em
todos os testes. Controles positivos e negativos foram incluidos em cada teste. A amostra cut-
off e os controles foram testados em quadruplicata. O limiar de reatividade ou cut-offt foi de
1,2 para IgM e IgG e 1,1 para IgA.

Os resultados foram expressos em indices de acordo com a seguinte formula:
média da densidade 6ptica (DO) da amostra de teste, menos o branco, dividida pela média da
DO do pool de soro humano normal, menos o branco. Os doadores de sangue eram
soronegativos para HIV, Chagas, hepatites B e C, HTLV, sifilis e ndo apresentavam

hanseniase no momento da coleta da amostra.

4.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio de testes ndo paramétricos, uma vez que nao
seguiram uma distribuicdo gaussiana (teste de Kolgomorov-Smirnov). Foram utilizados os
testes de Friedman para comparar trés grupos de amostras pareadas e o teste de Dunn para
avaliar diferengas estatisticas entre os grupos. O teste de Mann-Whitney foi empregado para
comparar dois grupos de amostras ndo pareadas. O teste de Spearman foi utilizado para
analisar o indice de correlacdo entre dois grupos de amostras pareadas. O teste de Fisher foi
utilizado para verificar associag@o entre a frequéncia de positividade dos anticorpos séricos e
presenca de lesdes e, posteriormente do diagnostico de hanseniase. Além disso, como foi
realizado um estudo de seguimento, foi possivel o emprego do parametro de risco relativo,
com intervalo de confianca de 95% e os seguintes pardmetros de validagdo também foram
calculados: sensibilidade e especificidade diagndsticas e parametros preditivos negativos e
positivos. As analises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism versao 6.01. O

nivel de significancia estatistica considerado foi < 0,05.
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5 RESULTADOS

Sessenta nove contatos foram acompanhados durante 3 anos, sendo 38 do género
masculino e 31 do género feminino, com a média de idade de 9,5 anos. Os participantes foram
classificados em contatos de casos paucibacilares (contatos PB, n = 25) e contatos de casos
multibacilares (contatos MB, n = 42), de acordo com a classificacdo do caso indice. Dois
jovens ndo foram classificados devido a auséncia de informagdes nos prontudrios. Os
participantes também foram classificados de acordo com o tipo de contato, intradomiciliar
(contatos ID, n = 32) e peridomiciliar (contatos PD, n = 37).

O Gréfico 1 apresenta os titulos de anticorpos das criancas e jovens contatos PB
nos anos de 2015, 2016 e 2017. A linha tracejada representa o limiar de reatividade. Como
mostra o grafico, podemos verificar que a maior frequéncia de valores positivos estava

relacionada com o isotipo IgM.

Grafico 1 — Niveis de anticorpos anti-PGL-1 de contatos PB, nos anos de 2015,
2016 € 2017.
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O Gréfico 2 apresenta os titulos de anticorpos das criangas e jovens contatos MB
nos anos de 2015, 2016 e 2017. A linha tracejada representa o limiar de reatividade. Como
mostra o grafico, podemos verificar que a maior frequéncia de valores positivos estava

relacionada com o isotipo IgM.

Grafico 2 — Niveis de anticorpos anti-PGL-1 de contatos MB, nos anos de 2015,
2016 € 2017.
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Quanto aos niveis do isotipo IgM (Grafico 3), ndo foi observada diferenca
significativa entre os contatos PB. Entre os contatos MB, observa-se que houve uma diferenca
estatistica ao se comparar os anos (teste de Friedman, p = 0,006), tendo sido observada uma
pequena diminui¢cdo dos niveis de anticorpos em 2016 comparativamente ao ano de 2015

(teste de Dunn, p <0,01).

Grafico 3 — Niveis de IgM sérica anti-PGL-1 de acordo com a classificagdo do

caso, nos anos de 2015, 2016 € 2017.
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Quanto aos niveis de IgG (Grafico 4), houve uma variagdo comparando-se 0s anos,
tanto para os contatos PB (teste de Friedman, p < 0,01), como para os contatos MB
(p=0,0001). Entre os contatos PB, houve uma queda dos titulos, ao se comparar os anos de
2015 e 2016 (teste de Dunn, p< 0,01). Entre os contatos MB, niveis mais elevados de
anticorpos foram observados em 2015 comparativamente a 2016 (teste de Dunn, p< 0,0001) e

a2017 (p<0,05).
Grafico 4 — Niveis de IgG sérica anti-PGL-1 de acordo com a classificacdo do
caso, nos anos de 2015, 2016 € 2017.

IgG serica anti-PGL-1
2015, 2016, 2017

p<0,05
Z.U'.
" | peoor p<0,0001
2 1.5 .
O o
o 1.
&  1.04 -‘V T l[ '|'
g ]
S s =1 T
§ U.ﬁ'_ -
F Z_l_ -l- 1 =
0.0l —F 3 * + .
N e A e e

L

¥ & & ¢ & @
& & & o & N



35

Quanto ao isotipo IgA (Grafico 5), observa-se uma diferenga estatisticamente
significante tanto entre os contatos PB (teste de Friedman, p < 0,005), como entre os contatos
MB (p<0,0001). Entre os contatos PB, houve uma pequena queda dos titulos em 2016
comparativamente a 2015 (teste de Dunn, p < 0,005). Em relagdo aos contatos de casos MB,
os titulos mais elevados foram encontrados em 2015 e 2016, comparativamente a 2017 (teste

de Dunn, p <0,0001 e p < 0,005, respectivamente).

Grafico 5 — Niveis de IgA sérica anti-PGL-1 de acordo com a classificacao do

caso, nos anos de 2015, 2016 € 2017.
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Com objetivo de se avaliar a correlagdo entre os isotipos, classificagdo

operacional dos casos indices e ano de coleta, empregou-se o teste de correlacdo de Spearman

(Tabela 1). Algumas anélises foram consideradas estatisticamente significantes.

Tabela 1 — Correlagdes entre os niveis de anticorpos anti-PGL-1 dos contatos de

acordo com a classificacao do caso, por ano.

Classificaciao do caso

Teste de Spearman

Ano Analise
do contato r p

2015 IgM x IgG PB 0,19 0,36
2015 IgM x IgA PB -0,06 0,76
2015 IgG x IgA PB -0,02 0,92
2016 IgM x IgG PB 0,28 0,17
2016 IgM x IgA PB 0,45 0,02*
2016 IgG x IgA PB 0,34 0,09
2017 IgM x IgG PB 0,31 0,13
2017 IgM x IgA PB -0,06 0,75
2017 IgG x IgA PB 0,14 0,48
2015 IgM x IgG MB 0,56 0,001*
2015 IgM x IgA MB -0,12 0,42
2015 IgG x IgA MB -0,43 0,004
2016 IgM x IgG MB 0,05 0,74
2016 IgM x IgA MB 0,15 0,36
2016 IgG x IgA MB 0,21 0,18
2017 IgM x IgG MB 0,19 0,23
2017 IgM x IgA MB 0,20 0,20
2017 IgG x IgA MB 0,37 0,02*

*p<0.05
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Observou-se correlagdes significativas entre os niveis de IgM e IgG anti-PGL-1
em contatos MB, ano de 2015 (r = 0,56 e p = 0,001) (Grafico 6); assim como entre os niveis
de IgM e IgA anti-PGL-1 em contatos PB, ano de 2016 (r = 0,45 e p = 0,02) (Grafico 7), e

entre os niveis de IgG e IgA anti-PGL-1 em contatos MB, ano de 2017 (r = 0,37 e p = 0,02)
(Gréfico 8).

Grafico 6 — Correlagao entre os niveis de IgM e IgG séricas anti-PGL-1 de
contatos MB, 2015.
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Grafico 7 — Correlagdo entre os niveis de IgM e IgA séricas anti-PGL-1 de
contatos PB, 2016.
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Grafico 8 — Correlagdo entre os niveis de IgG e IgA séricas anti-PGL-1 de

contatos MB, 2017.
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A seguir, foram comparados os niveis de cada isotipo anti-PGL-1, levando em
consideracdo a classificacdo do tipo de contato, intradomiciliar (ID) e peridomiciliar (PD), por
ano. Os contatos ID apresentaram niveis mais elevados de anticorpos séricos do que os
contatos PD para todos os isotipos. Essa diferenca foi considerada estatisticamente
significante nos anos de 2016 (teste de Mann-Whitney, p=0,04) e 2017 (p=0,01) para IgM
anti-PGL-1 (Gréafico 9); no ano de 2016 para IgG anti-PGL-1 (p=0,04) (Grafico 10) e para
IgA anti-PGL-1 (p=0,03) (Grafico 11).

Grafico 9 — Niveis de IgM sérica anti-PGL-1 de acordo com o tipo de contato, nos

anos de 2015, 2016 € 2017.
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Grafico 10 — Niveis de IgG sérica anti-PGL-1 de acordo com o tipo de contato,

nos anos de 2015, 2016 e 2017.
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Grafico 11 — Niveis de IgA sérica anti-PGL-1 de acordo com o tipo de contato,

nos anos de 2015, 2016 ¢ 2017.
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A tabela 2 mostra quantos participantes apresentaram soropositividade para IgM,
IgG e IgA anti-PGL-1, de acordo com a classificagdo do caso de contato, por ano, sendo a
porcentagem em relacao ao n de cada grupo (25 contatos PB e 42 contatos MB). Verifica-se
que a maior taxa de positividade observada estava relacionada com o isotipo IgM,

independentemente da classificacdo operacional dos casos indices.

Tabela 2 — Percentual de contatos soropositivos para anti-PGL-1.

Classificacao do N Resultado
Ano isotipo caso do Positivos %
contato
2015 PB 25 11 44,0
2016 IgM PB 25 14 56,0
2017 PB 25 15 60,0
2015 PB 25 1 4,0
2016 IgG PB 25 1 4,0
2017 PB 25 3 12,0
2015 PB 25 1 4,0
2016 IgA PB 25 1 4,0
2017 PB 25 3 12,0
2015 MB 42 16 38,1
2016 IgM MB 42 13 30,9
2017 MB 42 15 35,7
2015 MB 42 1 2.4
2016 IgG MB 42 0 0,0
2017 MB 42 0 0,0
2015 MB 42 2 4.8
2016 IgA MB 42 1 2.4
2017 MB 42 1 2.4

A figura 7 mostra quantos participantes estavam com lesdes de pele suspeitas de
hanseniase (n = 23) e quantos ndo estavam (n = 45) em 2017 e o percentual de positividade
entre eles para cada isotipo durante os trés anos, sendo que um contato ndo foi avaliado
quanto as lesdes. Pode se observar que com relagao ao isotipo IgM, nao ha grande variagao de
porcentagem de soropositividade com relagdo a presenga ou auséncia de lesdes. Observa-se
que hd uma elevada frequéncia de soropositividade mesmo na auséncia de lesdes (40 a 46%).
Com relacdo ao isotipo IgA, observa-se uma baixa frequéncia de positividade na auséncia de
lesdes, bem como na presenga das mesmas. Com relagdo ao isotipo IgG, observa-se também
uma baixa frequéncia de positividade na presenca de lesdes. Em 2016 e 2017, na auséncia de

lesdes nao ha soropositividade, no entanto, no ano de 2017, embora a presenca de lesdes e
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soropositividade de IgG tenha sido baixa, a andlise estatistica através do teste de Fisher

mostrou significancia estatistica (p=0,035), sendo que o risco relativo de o individuo

apresentar soropositividade para IgG anti-PGL-1 e presenga de lesdes foi de 3,25, com

intervalo de confianga 95% de 2,26 a 4,68.

Figura 7 — Percentual de contatos soropositivos e soronegativos para anti-PGL-1

entre os grupos com e sem lesdes suspeitas.

a) IgM anti-PGL-1

Ano Com lesdes (n=23) Sem lesoes (n=45) Teste de Risco
IgM anti-PGL-1 IgM anti-PGL-1 Fisher Relativo
positivo negativo positivo negativo p (ICos)
n % n % N % n %
2015 6 26,1 17 73,9 21 46,7 24 53,3 0,12 n.d.
2016 10 43,5 13 56,5 18 40,0 27 60,0 0,60 n.d.
2017 10 43,5 13 56,5 21 46,7 24 53,3 1,0 n.d.
n.d.= ndo determinado
b) IgG anti-PGL-1
Ano Com lesdes (n=23) Sem lesoes (n=45) Teste de Risco
IgG anti-PGL-1 IgG anti-PGL-1 Fisher Relativo
positivo negativo positivo negativo p (ICos)
n % n % N % n %
2015 1 4,3 22 95,7 1 2,2 44 97,8 1,0 n.d.
2016 1 43 22 95,7 0 0,0 45 100,0 0,34 n.d.
2017 3 13,0 20 87,0 0 0,0 45 100,0  0,035% 3,25
(2,26 -4,68)
ICos= Intervalo de confianga de 95%; *p<0.05; n.d.= ndo determinado
c) IgA anti-PGL-1
Ano Com lesdes (n=23) Sem lesoes (n=45) Teste de Risco
IgA anti-PGL-1 IgA anti-PGL-1 Fisher Relativo
positivo negativo positivo negativo p (ICos)
n % n % N % n %
2015 2 8,6 21 91,4 2 4.4 43 95,6 0,599 n.d.
2016 2 8,6 21 91,4 0 0,0 45 100,0 0,11 n.d.
2017 2 8,6 21 91,4 3 6,6 42 93,4 1,0 n.d.

n.d.= ndo determinado



43

Em 2017, os contatos que apresentavam lesdes suspeitas foram avaliados por uma
dermatologista. Foram diagnosticados 8 casos de hanseniase entre os 69 participantes (11,6%).
Um deles foi diagnosticado com a forma virchowiana, 1 com a forma dimorfa, 6 com a forma
indeterminada. Quanto ao tipo de proximidade com o caso indice, quatro eram contatos
intradomiciliares e quatro eram contatos peridomiciliares. Quanto a classificagdo operacional
do caso indice, 2 eram contatos MB e 6 eram contatos PB. Cinco dos oito contatos
diagnosticados com hanseniase (62,5%) apresentaram soropositividade para anti-PGL-1. Um
dos contatos, #4 comecou com sorologia positiva apenas para IgA em 2015; em seguida,
apresentou sorologia positiva também para IgG em 2016. Em 2017, apresentou positividade
para os trés isotipos (Tabela 3). No ultimo ano (2017) foi diagnosticado com a forma

indeterminada da doenca.

Tabela 3 — Perfil soroldgico dos contatos, cujo diagnoéstico de hanseniase foi

realizado em 2017.

. Forma | Lesoes de Sorologia
ID |Idade Tipo de do caso ele Forma Ano IeM | IeG | IsA
contato indice P diagnosticada g g g

2015 0,70 0,40 0,71
#1 11 ID MB 4 HV 2016 4,48 0,19 0,64
2017 4,43 0,44 0,35
2015 0,86 0,60 0,82
#2 7 ID PB 1 HI 2016 1,38 0,50 0,56
2017 1,07 0,38 1,17
2015 0,69 0,50 0,74
#3 9 PD PB 1 HI 2016 0,87 0,54 0,40
2017 0,89 1,05 0,93
2015 0,66 0,43 2,59
#4 7 PD PB 1 HI 2016 0,85 1,32 2,51
2017 1,70 1,30 2,56
2015 1,05 0,70 1,00
#5 9 PD PB 2 HI 2016 0,63 0,09 0,36
2017 1,30 0,40 0,67
2015 0,65 1,04 0,14
#6 14 ID PB 2 HD 2016 1,31 0,63 0,21
2017 1,00 1,40 0,37
2015 0,80 0,50 0,33
#7 10 ID PB HI 2016 0,83 0,08 0,61
2017 0,70 0,20 0,17
2015 1,00 0,55 0,50
#8 4 PD MB 2 HI 2016 0,73 0,42 0,26
2017 0,84 0,31 0,34
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A figura 8 apresenta o desempenho dos testes sorologicos no diagnostico da
hanseniase. Como se pode observar, IgG anti-PGL-1 foi considerado o melhor marcador, visto
que através do teste de Fisher, o risco relativo de sua presenga ¢ o individuo apresentar a
doenga foi de 8,5 (ICos= 4,0 — 18,0). Os demais parametros de validagdo para o referido teste
foram: sensibilidade diagnostica: 25,0% (3,2 — 65,0%); especificidade diagnostica: 100,0%
(92,1 -100,0%); valor preditivo positivo: 100,0% (15,8 — 100,0%); valor preditivo negativo:
88,2% (76,1 — 95,6%). Nao houve associacdo significativa entre o isotipo IgM e a doenca

(Teste de Fisher: p = 0,46), tampouco entre IgA e a doenga (Teste de Fisher: p =0,15).

Figura 8 — Parametros de validagdo dos testes soroldgicos anti-PGL-1 e risco
relativo em criancas e jovens, contatos ID e PD no municipio de Santana do Ipanema, AL,

que foram no final do estudo de seguimento (2015-2017) diagnosticados com hanseniase.

IgG anti- Hanseniase Auséncia de

PGL-1 hanseniase
SOropositivo 2 0
soronegativo 6 45
Total 8 45

Teste de Fisher: p=0,02%*; risco relativo:8,5 (ICos= 4,0 — 18,0), *p<0,05
Sensibilidade Diagndstica: 25,0% (3,2 — 65,0%)

Especificidade Diagnéstica: 100,0% (92,1 -100,0%)

Valor Preditivo Positivo: 100,0% (15,8 — 100,0%)

Valor Preditivo Negativo: 88,2% (76,1 — 95,6%)

IgA anti- Hanseniase Auséncia de
PGL-1 hanseniase
SOropositivo 2 3
soronegativo 6 42
Total 8 45

Teste de Fisher: p=0,15

Auséncia de

IgM anti- Hanseniase
hanseniase
PGL-1
SOropositivo 5 21
soronegativo 3 24
Total 8 45

Teste de Fisher: p = 0,46
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6 DISCUSSAO

O titulo de anticorpos IgM anti-PGL-1 estd diretamente correlacionado com o
indice bacilar, e que titulos muito altos para PGL-1 e certos antigenos proteicos, como o LID-
1, indicam maior risco de desenvolver a doenca hanseniase. O principal desafio ¢ descobrir
quais biomarcadores de infec¢do servem como os melhores preditores de quem ird sucumbir a
doenga (BARRETO et al., 2014).

Em areas endémicas de hanseniase, testes laboratoriais, sensiveis e especificos, de
diagnodstico seriam bastante uteis para detectar individuos doentes em estdgios iniciais da
doenga, uma vez que em pacientes com hanseniase, a presenca de anticorpos IgM circulantes,
além da carga bacteriana, esta correlacionada também com o espectro clinico da doenga
(LOBATO et al., 2011). Nas analises dos niveis de anti-PGL-1, foi observado uma alta
ocorréncia de indices positivos para IgM anti-PGL-1 nos contatos, tanto de PB quanto de MB,
refletindo a necessidade de maior vigilancia e seguimento dos mesmos.

Cabral et al (2013) demonstraram a presenca de IgG anti-PGL-1 em casos ¢
contatos de hanseniase, sugerindo a sua utilizagdo no seguimento dos contatos, assim como
Chujor et al (1991) sugeriram a IgA como um biomarcador para a deteccao precoce da doenga.
Entretanto, nas analises poucos participantes apresentaram sorologia positiva para IgG e IgA e
também foi observado uma queda dos titulos desses isotipos, tanto de contatos PB quanto de
contatos MB.

Macedo et al (2017) demonstraram que podem haver correlagdes entre os niveis
de IgM, IgG e IgA, anti-PGL-1, entre casos PB e entre casos MB, sendo que o coeficiente de
correlagdo ¢ mais constante entre os casos PB e variando mais entre os casos MB. No estudo,
foi possivel verificar entre os contatos de casos MB, correlagdes significativas entre IgM e
IgG em 2015 e entre IgG e IgA em 2017.

Na transmissdo da hanseniase, € possivel observar que ha um padrao, sendo este
incialmente descrito para a tuberculose, chamado de "principio da pedra na lagoa", onde em
volta de um paciente ha circulos concéntricos de transmissdo e ndo somente os contatos
domiciliares de um caso de hanseniase t€m um risco aumentado de infecg¢do, mas também os
vizinhos e os vizinhos desses vizinhos t€ém maior risco, quando comparado a populacao geral,
com risco inversamente proporcional a distancia (BAKKER et al., 2004; BARRETO et al.,
2014). Desse modo, espera-se que haja maiores titulos de anticorpos nos contatos

intradomiciliares do que nos contatos peridomiciliares. Os resultados obtidos na analise dos
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niveis de anticorpos, considerando o tipo de contato, apresentaram comportamento de acordo
com o esperado.

A soropositividade anti-PGL-1, sendo um marcador de infeccdo subclinica em
individuos saudaveis, indica o risco de desenvolvimento da doenga, onde um teste positivo
para IgM anti-PGL-1 esta associado a um risco de hanseniase 8,6 vezes maior em contatos ID,
4,4 vezes maior em contatos PD e, de modo geral, 2,7 vezes maior em individuos
soropositivos do que em soronegativos (BARRETO et al., 2015). No estudo em Santana do
Ipanema, AL, foi verificado uma alta porcentagem de positividade para IgM anti-PGL-1 nos
contatos, demonstrando a susceptibilidade deles de serem acometidos pela doenga. Por outro
lado, questiona-se o fato de um grande nimero de contatos estarem soropositivos para esse
isotipo, mesmo na auséncia de lesdes, fato esse ja observado no presente trabalho.

O diagnéstico da hanseniase ¢ realizado principalmente pelo exame
dermatoneurolédgico, por meio do achado de lesdes de pele com alteragdo de sensibilidade,
sendo que, as vezes, a manifestacdo da doenga pode ocorrer somente por lesdes em nervos
periféricos, sem lesdo cutanea, sendo conhecida como neural pura. Todavia, esses sinais
clinicos podem ser escassos inicialmente, podendo levar a um diagnostico tardio e até mesmo
equivocado (SAMPAIO, 2011).

Entre os contatos avaliados, nota-se que numero de individuos do grupo sem
lesdes suspeitas, 45, foi quase o dobro do nimero de individuos do grupo com lesdes
suspeitas, 23. Contudo, apesar de apenas uma parte dos contatos apresentarem lesdes
suspeitas, em ambos os grupos houveram resultados positivos para anti-PGL-1,
principalmente para IgM, confirmando a infec¢do subclinica nos individuos do grupo sem
lesdes suspeitas. Além disso, dentre os 8 casos diagnosticados, mais da metade, 5,
apresentaram sorologia positiva, sendo novamente a IgM anti-PGL-1 o isotipo mais
predominante nas dosagens, pois todos os cinco casos foram soropositivos para ele.
Entretanto, quando os dados foram submetidos a andlise estatistica, observou-se que o isotipo
IgG foi o melhor marcador, pois sua presenca estava associada com a presenca de lesdes
(risco relativo de 3,25), e ainda de forma mais surpreendente, foi o seu desempenho entre os
casos de hanseniase diagnosticados entre os contatos, pois foi mostrado uma associacdo
extremamente elevada entre a soropositividade de IgG anti-PGL-1 e hanseniase (risco relativo
de 8,5). Estes dados definitivamente comprovam que hé absoluta necessidade de se avaliar o
isotipo IgG anti-PGL-1, quando se realiza seguimento de contatos, além dos demais isotipos,

IgA e IgM, uma vez que, embora sua positividade seja baixa, quando ele est4 presente, deve-
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se examinar cuidadosamente a crianga ou jovem porque realmente podemos estar diante de

um caso de hanseniase.

7 CONCLUSOES

1. A IgM anti-PGL-1 foi isotipo de maior ocorréncia soropositiva entre 0s
contatos, independentemente da classificagdo operacional do caso indice e da
presenga ou auséncia de lesdes suspeitas nos mesmos, sendo observado um

decréscimo, de modo geral, dos titulos dos trés isotipos nas dosagens anuais.

2. Foram verificadas correlagdes significativas entre IgM e IgA anti-PGL-1 nos
contatos PB em 2016 e nos contatos MB, entre IgM e IgG em 2015 e entre
IgG e IgA em 2017.

3. Os contatos intradomiciliares apresentaram titulos de anticorpos mais altos que
os contatos peridomiciliares, principalmente em 2016 para os trés isotipos ¢

em 2017 para IgM anti-PGL-1.

4. Dentre os 8 casos diagnosticados, 5 casos (62,5%) apresentaram sorologia
positiva para anti-PGL-1, sendo todos eles soropositivos para IgM e um caso

positivou para os trés isotipos no decorrer dos trés anos.

5. IgG anti-PGL-1 foi considerado o melhor marcador, visto que através do teste
de Fisher, o risco relativo de sua presenga e o individuo apresentar a doenca
foi de 8,5 (ICos= 4,0 — 18,0). Apesar de uma baixa sensibilidade diagndstica, o
teste apresentou 100% de especificidade diagndstica. Tais parametros
influenciaram os valores preditivos negativo e positivo, respectivamente. Nao
houve associagdo significativa entre o isotipo IgM e a presenga de hanseniase,

tampouco para o isotipo IgA.
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DADDS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Deleccio precoce de casos de hanseniasa entra jovens abaixo da 15 anos de kade
rasidentes em municiplos de Alagoas & Nailinga, CE

Pesquisador; Aparecida Tiem: Magao Dias

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 1170921320000 5054

Instituicio Proponente: Departameanto de Analses Clinicas @ Toxicol0gicas
Patrocinador Principal: Financiamenio Propric

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 532 850
Data da Relatoria: 18022014

Apresentacio do Projeto:

o presente projeto visa reahzar um estudo prospective a partr de contatos abaixo de 15 anos de idade,
durante dois anos 8 partr do INgresso No projeto, com objetive de 58 associar o5 pardmetros imunokpEcos
e/ou molecidaras com o nsco de desenvalvimento de doenca. A escolha dos municipios fol feite com base

em apoio t&cnico e logistico olerecido pelos servigos de saude locais

Objetive da Pesquisa;

Geral. Avaliar o risco de aquisigo da doenga enfre contatos de portadares de hansaniase abaixo de 15
anos do iade atravas de pardmetres clinlcos, munaidgicos & moleculanes disgnosticados nos Wtmos trés
ancs em municipios de Alagoas @ em ltaitinga, CE

Especificos. Avaiiar o perfil clinico & demografico dos casos de hansaniase nos municipics diagnosticados
nos tltimos rés anos nos municipios, Realizar exame dermato-neurclogica nos contatos intradomiciliares.
abaixo de 15 anos de idade dos casos dentificados; Avaliar a frequénoia de positividads de anficorpos
sércos o, lgG e lgh anti-PGL 1 entre o5 contatos e casos indices. Avaliar a frequéncia de positividade de
anticorpos salivares Igh e 1gM anti-PGL1 entre os contatos @ casos Indices; Avaliar a frequéncia de
positividade de DNA de Mycobactenum leprae em amostras de swab nasal @ de sangue dos conlatos &
casos indices; Avaliar a presenca de
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positividade para M. lepromatosis nas amostras positivas de PCR; Realizar seguimento clinico-laboratorial
anual dos contatos durante dois anos; Associar os pardmetros laboratonals com o desenvolvimento da

doenga.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Risco. desconforio das coletas de sangue da mucosa nasal.

Beneficlo. Os testes realizados poderGo avallar o risco de aguisigo da doenga entre o5 conlalos de
parladores de hanseniase.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um esiudo prospectivo de coorle em um periodo da seguimento da dols anos apis o INQMesso
noestudo com contatos de portadores de hansenlase com as formas clinicas paucibacifar ou multibacilar
abaixo de 15 anos de idade nolificados nes OliMas Irés anos, cujos responsavels consintam em que
participam do estudo. Foram selecionados os municipios onde as aquipes estardo devidamante capacitadas
para realizar exames dermato-nauraldgico (com objetivo de sa realizar busca ativa de hansenfase antre g3
contatos intradomiciliares abaixo de 15 anos de idade). Dantro desses cntérnos, foram eleitas quatro cidades
am Alagoas, ou seja, Rio Largo. Santana de |panema, Arapiraca, onde o grau de endemicidade &
considerado alto ou hiperendémico e uma cidade no Ceara, laitinga (hiperendémico).

Consideracoes sobre os Termos de apresentacaoc obrigatéria:

Foram apresentados adequadamenta; carta de encaminhamento, folha de rosto; curriculo do pesquisador,
anueéncia. dos pasquisadores, cronograma, orgamento, anwéncia dos municipios, refez O TCLE & termo de
asseniomento.

Recomendacoes:

Sem recomendacies.

Conclusoes ocu Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Mao se aplica.

Situagac do Parecer;

Aprovedo

Wecessita Apreciagdo da COMEP:

MaEn

Conslderagoes Finals a criterio do CEP:

Endereco:  Rua Ceél Munes de Melo, 1127

Bairro:  Rodollo Tedfio CEP: B0 430-770
UF; CE Munigiplo: FORTALEZA
Teleforw: (85,3355 0344 Fax: [BSYIZXI-2900 E-mail: comepe@ufc br
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UnIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDWIE DE FARMACLA, DDOMTOLOGIA E ENFERRAGERM
DErPARTAMENTS DE ANALISES CLINICAS F TORICOUOGICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS ! .'

FaruLDADE DE ENFERMAGER E FARMACIA

Termo de Consentimento Livie ¢ Esclarecido

Eu, aceito
que . 3ok minha responsabilidade,
participe da pesquisa Associagdo de pardmetros imunolégicos e moleculares em sangue e secrecdes para
deteccio precoce de cases de hanseniase entre contatos abaixo de 15 anos de idade residentes em
municipios de Alagoas e Itaitinga, CE; sobre analise de anticorpos no sangue £ na safiva contra a bacteria
causadora da hanseniase & verificar se ela esta presente nas narinas e no sangue, Esta analise sera realizada
uma vez por anse durante 3 anos. Este estudo € importante para quem mard com Uma pessoa gue tem
hanseniase & val ser importante para ver se ele (8] tem risco de desenvolver & doenga. Acelto também
responder a um guestionario relacionado a ele [a), nossos familiares & ao paciente com guem moramos.
Estou de acordo que ne moments da coleta, ele (a) seja examinado (a) para se verificar se ndo tem nenhuma
mancha suspeita. Serdia coletadas saliva (1 ml), sengue (2 tubos com 3 mL cada), & uma smostra das
mucosas das narinas. A amostra das narinas sera coletada com um cotonete @ ele (a) podera sentir um leve
desconforto ne moments da coleta, Na coleta de sangue, ele (a) podera sentir uma leve dor por causa da
picada da agulha, Todes os procedimentos serda reslizados por pessoas capacitadas,

Caso algum resultado esteja alterado, ele (a) sera encaminhado (a} para o posto de saude,

L Quais oz berveficios e nscos que terei s2 eu aceitar gue ele (a) participe do estudo?

Como beneficio, ele {a} tera oporunidade de ser acompanhado {a) durante 3 anos clinica e
|aboratorialmente para avaliar 52 ele (a) adquiriu ou ndo a doenga. Com isto, ele (a) podera ajudar outras
pessoas que 58 encontram nas mesmas condicdes do gue ele (a). Durante o estudo, iremos provar s os
testes laboratoriais ajudam ou ndo a detectar precocemente a doenga,

Riscos da realizagdo dos testes: Mo ha riscos, apenas o desconforto na hora da coleta do
matarial.

il Quando ele (a) ndo pode participar do estudo?
MNao ha contra<sndicacbes para ele {a) participar do estudo

Mas, pesquisadores, garantimos que:

< Oz resultados obtidos durante este estudo serdo divulgados sob a forma de relatérios, resumeos,
publicaides clentificas e o grupa de pesguiza nao divulgara a identidade dos participantes.

< 0z dados dos participantes serdc mantidos sob sigilo. Mo final da pesquisa ou mesmo durante a
pesquisa, caso seja necessario, os participantes poderio ter acesso aos resultados individuais.

# E garantida a liberdade da retirada do consentiments a qualquer momento & deidar de participar do
estudo, sem gualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento a Instituicdo,

& E garantido o direito de se manter atualizado sobre resultados parciais da pesquisa, quando em
estudos abertos, ou de resultados que sejam de conhecimento dos pesquisadares.
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s+ Despesas e compensaghes; ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
inciuindo exames laboratoriais. Méo ha compensagdo financeira relacionada a sua participagdo.

% Wock & livre para decidir s= participars ou nfo. S vocé nio quiser participar nSo vai ter nenhum
problema e voce continuara seu acompanhamento na sua Unidade de Salde do mesmo modo. Se voce
aceitar participar, voce poderd voltar atras e desistir de realizar as coletas das amostras sequenciais a
qualgquer momento.

Acredito ter sido suficlentemente informode o respeito dox informogdes que I ou gue forom
lldas para mim sobre o estudo ooima. Ficaram cleros paro mim guais 380 os propositos do estudo, os
procedimentos o serem reolizodes, os gorontios de confidenciclidode e de esclorecimentos permonentes.
Ficou clare também gue minha porticipacdo @ (sento de despesas, Concordo voluntariomente em participar
deste estudo & pau'aref retirar o mew consentimento a q'ual'qr.rer momento, anites pu durgpte o mesmo, Sem
penalidodes ou prejuizo ou perda de gualquer beneficio que eu possa ter adguirido, ou no.meu atendimento
neste Servigo.

COM QUEM DEVO FALAR SE EU TIVER DUVIDAS?

Caso tenha perguntas ou dividas gerais sobre esta pesquisa ow guaisquer queixas relacionadas
& pesquiss, vocd poders falar com a coordenadora do projeto (Prof? Aparecida Tiemi Nagaa-Dias, telefons
E5-3366.8270 ou 85-86733821, Universidade Federal do Ceara — Rua Capltdo Francisco Pedro, 1210} ou com
o Comité de Etica em Pesquisa da UFC através do telefone 85-3366.8344.

| Data da ssinatura
Cilade | do terma
Mame do
responsavel
Impressio digital do
responsavel
Assinatura da pessoa que aplicou o terma Assinatura de aceitagio do responsavel
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ANEXO C - TERMO DE ASSENTIMENTO

UniversiDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE [ FARMACLA, ODONTOLDGIA F ENFERMAGEM
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS '

L}
= ]
FACULDADE BE ENFERMAGEN E FaRRIACIA m

Termo de Assentimento para Sujeitos de 08 a 15 anos de idade completos

Titulo do estuds: Associagdo de parametros imunclogicos e moleculares em sangue & secragtes para
deteccdo precoce de casos de hanseniase entre contatos abaixo de 15 anos de idade residentes em
municipios de Alagoas e Italtinga, CE.

Eu, sceibo participar
da pesguiza sobre analise de anticorpas no sangue & na saliva contra a bacténa causadora da hanseniase ¢
verificar 5= ela esta presenta nas narinas & no sangue. Esta analize sera realizada uma vez por ano durante 3
anos. Este estudo & importante pera quem maora Com Uma pessoa gue tem hanseniase e vai ser importante
para ver se tenho risco de desenvalver a doenga. Meus responsaveis j& estdo informados saobre o conteddo
da pesquisa, Aceito tambeém responder a um gquestiondrio relacionado a mim, meus familiares ¢ ao paciente
com quem morg, Estou de acordo que no momento da coleta, eu seja examinado para se verificar se nio
tenho nenhuma mancha suspeita. Serdo coletados saliva {1 ml), sangue {2 tubos com 3 ml cada), & uma
amaostra das mucosas das narinas. A amostra das narinas sera coletada com um cotonete e poderel sentir
um leve desconforto no momento da coleta. Ma coleta de sangue, poderei sentir uma leve dor por causa da
picada da agulha. Todos os procedimentos serdo realizados por pessoas capacitadas.

Caso algum resultado estefa alterado, vood serd encaminhado para o posto de sadde,

I Quais o5 beneficios & riscos que terai 58 Bu aceitar participar do estuda?

Comeo beneficio, voce ters oportunidade de ser acompenhado durante 3 ancs clinica e
laboratorialmenta para avaliar se voce adguiriu ou nao a doenga. Com isto, voce podera ajudar outras
pessoas que 58 encontram nas mesmas condigdes do gue voce. Durante o estudo, iremos provar s& o5 testes
laboratoriais ajudam ou ndc a detectar precocemente a doenga.

Riscos da realizacdo dos testes: Nao hé riscos, apenas o desconforto na hora de coleta do
material,

I, Quando nac posso participar do estudo?
Mao ha contra-indicacoes para voce participar do estudo

Mos, pesquisadores, garantimas que:

% Os resultados obtidos durante este estudo serBo divulgados sob a forma de relatarias, resumos,
publicagées cientificas e 0 grupo de pesgquisa ndc divulgara a identidade dos participantes.

# Os dados dos participantes serda mantidos sob sigilo, Mo final da pesguisa ou mesmo durante a
pesquisa, caso s8ja necessario, o5 participantes poderdo ter acesso aos resultados individuais.,

+ E garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualguer momento e deixar de participar do
estuds, sem gualgquer prejuizo a continuidade de seu trataments 3 Instituicio.

% E garantido o direito de s manter atualizado scbre resultados parcials da pesguisa, gquando em
estudos abhertos, ou de resultados que sejam de conhecimento dos pesquisadores.
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& Despesas & compensagies: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualguer fase do estudo,
incluinde exames laboratorais. N3o ha compensacdo financeira relacionads & sua participagdo.

% Voce e livre para decidir se participara ou n3o. Se voce ndo gulser participar ndo val ter nenhum
problema e vocg continuara seu acompanhamento na sua Unidade de Sadde do mesmo modo. S voce
aceitar participar, vocg podera voltar atras e desistir de realizar as coletas das amostras sequenclais a
gualguer maments.

Acredite ter side suficientemente informade o respeite das (nformagdes que || ou que faram
lidas pare mim sobre o estudo ocima,. Ficoram claros pare mim guais sdo os proposites do-estudo, o
procedimentos a serem reclizados, os gargntias de confidenciolidode e de esclarecimentos permanentes,
Ficou ciore também gue minha participocdo @ isento de despesgs. Concordo voluntorigmente em porticipar
deste estude e poderei retiror o meu consentimento o qualquer momenta, gntes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de gualguer beneficio gue el possa ter adgulrda, ou o meu gbtendimerta
neste Servigo.

COM QUER DEVO FALAR SE EU TIVER DUVIDAS?

Caszo tenha perguntas ou duvidas gerals sobre esta pesquisa ou qualsguer quelxas relacicnadas
& pesquisa, voce podera falar com a coordenadora do projeto (Prof? Aparscida Tiemi Magao-Dias, telefone
85-3366.8270 ou B5-86733891, Universidade Federal do Ceara — Rua Capitao Francisco Pedro, 1210} ou com
o Comité de Ftica em Pesquisa da UFC atraves do telefone 85-3366.8344.;

Data do
d
Cxade preanchimento
Momea do
participante
Impressic digital do
participante
Assinatura de aceitagio do participante
Impressio digital do
responsave!
Assinatura da pessoa que aplicou o tarme Assinatura de aceitagdo do responsavel
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