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RESUMO

A hanseniase ¢ considerada um grave problema de saude publica devido ao seu dificil
controle epidemioldgico e ao risco de ocasionar incapacidades fisicas importantes. A
investigacdo de marcadores sorologicos, tal como o anti-PGL-1, anticorpo direcionado a um
glicolipidio presente na parede celular da bactéria causadora da hanseniase, tem se mostrado
de suma importancia na investigacdo da exposi¢cdo ao bacilo e na estimativa do tempo de
exposicdo ao mesmo. O presente estudo teve como objetivo determinar os niveis de
anticorpos anti-PGL-1, séricos e salivares, de contatos intra ¢ peridomiciliares, com idade
inferior a 15 anos, de pacientes diagnosticados com hanseniase no municipio de Rio Largo
(AL) nos anos de 2015 e 2016, e correlaciona-los com dados clinicos obtidos em exames
dermatoneurolédgico, com a finalidade de se estimar a real situacdo do municipio em relacdo a
hanseniase. A determinacdo dos anticorpos séricos e salivares anti-PGL-1 foi realizada por
método enzimatico em fase solida (ELISA). Participaram do estudo 68 contatos, com idade
média 9,9 £+ 2,9 anos, sendo 38 do sexo masculino e 30 do sexo feminino. Trinta e oito sdo
contatos de pacientes multibacilares e 19 de pacientes paucibacilares, 22 sdo contatos
intradomiciliares e 44 peridomiciliares. Do total, 17 apresentaram manchas suspeitas. No ano
de 2015, 66 contatos foram avaliados. Em ambos os anos do estudo, os niveis de IgM anti-
PGL-1 se apresentaram mais elevados em relacao aos niveis de IgA, que por sua vez, maiores
que os de IgG. No ano de 2015, ndo foi observada correlagdo entre nenhum isotipos
analisados. Os niveis de IgG se mostraram mais altos em contatos de pacientes multibacilares.
Os niveis de IgM sérica anti-PGL-1 se mostraram mais elevados em contatos
intradomiciliares. No ano, foram avaliados 44 contatos. Em relagdo aos anticorpos séricos,
IgG e IgA anti-PGL-1 apresentaram uma correlagdo positiva baixa. Os niveis séricos de IgG
se mostraram mais elevados em contatos paucibacilares. Nao houve diferenca estatistica
significante entre os contatos intradomiciliares e peridomiciliares. Quanto aos anticorpos
salivares anti-PGL-1, os niveis de IgM se apresentaram mais elevados em relagdao aos niveis
de IgA, apresentando também, uma correlagdo positiva alta entre eles. No entanto, nao
apresentaram diferenga estatistica quando avaliados quanto a forma clinica do caso indice, o
tipo de residéncia e a presenca de manchas suspeitas. Sem significancia estatistica também
quando avaliados com os anticorpos séricos correspondentes. Quando comparados entre os
anos de 2015 e 2016, os titulos séricos de IgM apresentaram correlagdo positiva alta e a IgA
se mostrou mais elevada no ano de 2015. Foi observado que seis contatos apresentaram

soropositividade para IgM e IgA, sérica e/ou salivar, simultaneamente. Desta forma, torna-se



necessario que esses contatos sejam acompanhados pelo fato de apresentarem um risco maior
de evoluir para doenca, quando comparados aos contatos que ndo apresentaram esse tipo de
alteragdo. Apesar das limitagdes, os resultados encontrados sugerem que anticorpos anti-PGL-
1 séricos, IgM, IgG e IgA, e salivares, IgM e IgA, possam ser utilizados na investigacao de

contatos para avaliagcdo do risco de evolugdo para doenga.

Palavras-chave: Hanseniase. Imunoglobulina A. Imunoglobulina M. Imunoglobulina G.

Saliva.



ABSTRACT

Leprosy is considered a serious public health problem due to its difficult epidemiological
control and the risk of causing major physical disabilities. Investigation of serological
markers, such as the anti-PGL-1 antibody, targeting a glycolipid present on the cell wall of the
leprosy-causing bacteria, has been of paramount importance in investigating exposure to
bacillus and estimating exposure time to same. The aim of the present study was to determine
the levels of anti-PGL-1 antibodies, serum and salivary, from intra and peridomiciliary
contacts, aged less than 15 years, from patients diagnosed with leprosy in the city of Rio
Largo (AL) in the 2015 and 2016, and correlates them with clinical data obtained in
dermatoneurological examinations, to estimate the real situation of the municipality in
relation to leprosy. The determination of anti-PGL-1 serum and salivary antibodies was
performed by solid phase enzymatic method (ELISA). The study included 68 contacts, with a
mean age of 9.9 + 2.9 years, 38 males and 30 females. Thirty-eight are contacts of
multibacillary patients and 19 of paucibacillary patients, 22 are intra-domiciliary contacts and
44 are peridomiciliary contacts. Of the total, 17 had suspicious spots. In the year 2015, 66
contacts were evaluated. In both years of the study, anti-PGL-1 IgM levels were higher than
IgA levels, which in turn were higher than 1gG levels. In the year 2015, no correlation was
observed between any analyzed isotypes. 1gG levels were higher in contacts of multibacillary
patients. Serum anti-PGL-1 IgM levels were higher in intradomiciliary contacts. In 2016, 44
contacts were evaluated. In relation to serum antibodies, anti-PGL-1 IgG and IgA showed a
low positive correlation. Serum IgG levels were higher in paucibacillary contacts. There was
no statistically significant difference between the intradomiciliary and peridomiciliary
contacts. As for anti-PGL-1 salivary antibodies, IgM levels were higher in relation to IgA
levels, and had a high positive correlation between them. However, they did not present
statistical difference when evaluated as to the clinical form of the index case, the type of
residence and the presence of suspicious spots. No statistical significance was also assessed
when evaluating the corresponding serum antibodies. When compared between the years
2015 and 2016, serum IgM titers showed a high positive correlation and IgA was higher in the
year 2015. It was observed that six contacts showed seropositivity for IgM and IgA, serum
and / or salivary, simultaneously. Therefore, it is necessary for these contacts to be
accompanied by the fact that they present a higher risk of progression to disease, when
compared to contacts that did not present this type of change. Despite the limitations, the

results suggest that serum anti-PGL-1, IgM, 1gG and IgA, and salivary, IgM and IgA



antibodies can be used in the investigation of contacts to assess the risk of progression to
disease.

Keywords: Leprosy. Immunoglobulin A. Immunoglobulin M. Immunoglobulin G, Saliva.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma enfermidade causada pelo Mycobacterium leprae, bactéria que foi
identificada em 1873 pelo pesquisador Gerhard Henrik Armauer Hansen (1841-1912), em
Bergen na Noruega e, em sua homenagem, a bactéria ficou conhecida como bacilo de Hansen.

Foi considerado o primeiro micro-organismo a ser associado com uma doenga em humanos.

E caracterizada pelos aparecimentos de manchas na pele acompanhadas de algum tipo
de alteracdo de sensibilidade. Pode comprometer nervos periféricos importantes, tendo como
consequéncia mais grave a incapacidade fisica do doente. E por este motivo que a hanseniase
¢ um grave problema de satde publica em muitos paises, com profundo impacto social e

econdmico.

E uma doenga que tem cura total apés o tratamento. O grande problema é o seu
diagnostico tardio. Muitas vezes a hanseniase ¢ detectada nas formas mais avangadas, quando
ha alguma incapacidade fisica. Vdarios fatores estdo associados ao diagnoéstico tardio da
doenca, desde a falta de capacitacdo dos profissionais de satide em reconhecer seu sinais e

sintomas, até falta de planejamento estratégico no controle epidemiologico.

A detecgdo precoce e o tratamento dos novos casos sdo os pilares da estratégia tragcada
pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) para erradicar a hanseniase como problema de
saude publica. Na década de 80 a OMS lancou a estratégia terapéutica medicamentosa que se
baseia no uso de uma combina¢do de antimicrobianos (poliquimioterapia) para combater o

agente causador.

Pelo fato da escassez de testes laboratoriais diagnostiquem de maneira rapida e falta de
opgoes profilaticas, a busca por novos biomarcadores tem sido o objetivo de inimeros estudos
nas ultimas décadas. Com o avango da pesquisa no ambito laboratorial, serd possivel realizar
precocemente a detec¢do de casos novos e trata-los a fim de interromper a cadeia de
transmissdo, podendo, desta forma, eliminar a hanseniase como problema de saude publica no

mundo inteiro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historia da doenca

A hanseniase ¢ conhecida e descrita desde os tempos biblicos. Ha relatos, mesmo que
pouco precisos, da presenca da doenga ha 4000 anos. Estudiosos acreditam que a doenga
tenha origem asidtica ou africana. Sua entrada no continente europeu pode ter ocorrido com as
tropas de Alexandre, o Grande, por volta de 300 a.C. Na américa latina, foi introduzida pelos
franceses que colonizaram a América do Norte. De forma semelhante, a hanseniase chegou a
America do Sul devido a colonizagdo por parte doos espanhois e portugueses (EIDT, 2004;

LASTORIA € ABREU, 2014Db).

Os primeiros relatos da hanseniase no Brasil datam de 1600, no estado do Rio de
Janeiro. Acredita-se que os escravos tiveram uma participagcdo importante na disseminacao da
doenga. Tempos apds os primeiros relatos, foram identificados casos da doenga em outros
estados brasileiros, principalmente na Bahia e no Para, seguidos de Sdo Paulo ¢ Amazonas.

No Rio Grande do Sul, os primeiros dados sdo do inicio do século XIX (EIDT, 2004).

2.2 Epidemiologia

2.2.1 Mundo

Esforgos conjuntos, guiados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), conseguiram
reduzir a prevaléncia da hanseniase de mais de 5 milhdes de casos em meados da década de
80 para menos que 200.000 casos ao final de 2016. Com a introdugdo da poliquimioterapia
(PQT), mais de 14 milhdes de pessoas foram curadas nos ultimos 20 anos. Em abril do
mesmo ano, a OMS lancou uma estratégia global de 5 anos (2016-2020) para controle da
hanseniase, cuja base estd em uma participacdo mais ativa dos governos, eliminar suas
complicacgdes, por um fim a discriminagdo e estimular a inclusdo social. Apesar de todos os

esforcos, novos casos continuam a ser detectados (OMs, 2017).

Em 2016, foram relatados casos de hanseniase em 148 paises, sendo distribuidos em

regides definidas pela Organizacdo Mundial da Saude (Tabela 1).
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Tabela 1 - Taxas de prevaléncia e deteccio de novos casos, de acordo com a OMS.

Regido OMS Numero de casos registrados Numero de novos casos

(prevaléncia /10.000 habitantes). detectados (novos casos/100.000

Primeiro trimestre de 2017 habitantes), 2016

Africa 21.465 (0,3) 19.384 (2,0)
Américas 26.365 (0,31) 27.356 (2,7)
Mediterraneo Oriental 3.102 (0,01) 2.834 (0,4)
Sudeste da Asia 115.180 (0,6) 161.263 (8,2)
Pacifico ocidental 5820 (0,03) 3.914 (0,2)
Europa 16 32

Total 171.948 (0,23) 214.783 (2,9)

Fonte: Organizagdo Mundial da Satde, 2017

A India é o pais da regido do Sudeste Asiatico mais acometido, com taxas prevaléncia
e de detec¢ao de novos casos 0,6/10.000 e 10,1/100.000 habitantes, respectivamente. Paises
como Indonésia e Bangladesh também se encontram em situagdo preocupante com relagdo a

hanseniase.

Figura 1 — Distribuicao geografica dos novos casos de hanseniase detectados em 2016.
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Fonte: Oms (2017)

Pode-se observar a presenca da doenca principalmente em paises subdesenvolvidos e

em desenvolvimento, como ¢ o caso de paises das regidoes do Sudeste Asiatico, regido
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Africana e das Américas, principalmente a do Sul. Dentre as federacdes que relataram novos
casos de hanseniase, apenas India, Brasil e Indonésia apresentaram um nimero acima de

10.000 casos (Figura 1).

Na regido das Américas, o Brasil ¢ o pais de situacdo mais alarmante. A nivel global,
esta em segundo lugar em numero de casos novos e prevaléncia da doenca, ficando atras

apena da India (OMms, 2017).

2.2.2 Brasil

Em 2016, o Ministério da Satide publicou um manual técnico-operacional, “Diretrizes
para vigilancia, aten¢do e eliminacdo da hanseniase como problema de saude publica”, no
qual ha orienta¢des e recomendagdes para a deteccdo, diagndstico, notificacdo e tratamento de

casos de hanseniase (BRASIL, 2016).

No ano de 2016, o Brasil registrou uma taxa de prevaléncia de 1,10/10.000 habitantes
e taxa de deteccao de novos casos de 12,23/100.000 (BRASIL, 2017b). Apesar de observarmos
uma queda na detec¢do de novos casos (Figura 2), a hanseniase ainda ¢ considerada um grave

problema de satide publica.

Figura 2 — Taxa de deteccio de casos novos de hanseniase no Brasil 2001-2016.

Fonte: Brasil (2017a)

Pode-se constatar que o numero de casos novos detectados em jovens com idade

abaixo de 15 anos, 3,63/100.000 habitantes, ¢ alarmante. No ano de 2001, casos novos nessa
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faixa etéria correspondia a 7,8% da deteccdo total. A redugdo mostrou-se pouco expressiva,
pois em 2016, correspondeu a 6,6% do total de casos novos (BRASIL, 2017b). Indicadores
mais elevados nessa faixa etdria sdo preocupantes, visto que € necessario um longo periodo de
exposicao do individuo para que haja adoecimento. Se hd doenca instalada na populagdo
jovem, ha um maior risco das outras faixas etdrias evoluirem para alguma forma de

hanseniase.

Norte e Nordeste brasileiro sdo as regides com maior nimero de casos, tendo taxas de
detecgdo 28,7/100.000 habitantes e 19,29/100.000 habitantes, respectivamente. Falta de
acesso a saude, baixo poder aquisitivo e condigdes precarias de higiene e moradia costumam

ser fatores determinantes para indicadores tao elevados.(BRASIL, 2017b)

A investigacdo dos contatos, juntamente com a busca ativa e atendimento de demanda
espontanea, ¢ um dos pilares para a identificacdo dos novos casos de hanseniase. Individuos
com contato prolongado tem maior risco de adquirirem a doenca e devem ser investigados
(BRAsIL, 2016) De acordo como dados oficiais, em 2017, 76,15% dos contatos
intradomiciliares de casos diagnosticados com hanseniase foram examinados. Na Figura 3,
pode-se observar que, desde o ano de 2015, o numero de casos examinados vem caindo,

mesmo que discretamente (BRASIL, 2017a).

Figura 3 — Percentual de contatos examinados entre os casos registrado 2001-2017
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2.2.3 Alagoas e Rio Largo

Alagoas ¢ o Estado do Nordeste brasileiro que tem a menor taxa de deteccdo de novos
casos de hanseniase (8.9/100.000 habitantes). Esse dado pode ndo representar a realidade
vivida no estado, visto que municipios como Santana do Ipanema e Rio Largo possuem taxas
de detec¢ao elevadas, 20,81/100.000 habitantes e 15,85/100.000 habitantes (Figura 4),
respectivamente (BRASIL, 2017a). No ano de 2016, o municipio de Rio Largo registrou, entre
jovens com idade abaixo de 15 anos, uma taxa de deteccdo de 32,81/100.000 habitantes,

sendo considerado municipio hiperendémico para hanseniase (BRASIL, 2016).

Figura 4 — Taxa de deteccdo de casos novos de hanseniase municipio de Rio Largo,
Alagoas. 2001-2016.
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2.3 Etiopatologia

2.3.1 Agente etiolégico

O M. leprae € visualizado em microscopia como um bacilo em forma de bastonete,
reto ou levemente encurvado com extremidades arredondadas, e apresenta aproximadamente
1 a 8 pm de comprimento e 0,3 um de diametro (Figura 5) (GRzYBOWSKI et al., 2013). Trata-se
de uma bactéria que possui divisdo binaria lenta. Na técnica de coloracdo para microscopia de
Ziehl-Neelsen, desenvolvida em 1882 por Franz Ziehl (1857-1926) e Friedrich Neelsen
(1854-1894), a bactéria € resistente a acdo do alcool-acido, sendo denominada de bacilo
alcool acido resistente. O corante fucsina confere ao bacilo uma coloracdo avermelhada. Esta

caracteristica é devida ao elevado teor de lipidios estruturais na parede celular, que provoca
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uma grande hidrofobicidade, dificultando a agdo de mordentes e diferenciadores de corantes
aquosos (SCHERR e NGUYEN, 2009).

Figura 5 — Mycobacterium leprae

2N

/ rvo contendo M. leprae corado em
vermelho; coloracdo de Ziehl-Neelsen, 800x. A direita: M. leprae visualizado a partir de microscopia eletrénica
de varredura, 29.000x.

O seu processo de divisdo ¢ lento e seu estudo ¢ dificultado pelo fato de nao ser
cultivado em meios de cultura. Estudos mostram o seu crescimento e reproducao foi obtido
com sucesso em patas de camundongos e tatus (Dasypus novemcictus), podendo este tltimo
ser uma fonte de transmissdo para seres humanos (SCOLLARD et al., 2006; MOHANTY et al.,
2016).

M. leprae apresenta tropismo por células de Schwann, cuja fun¢do ¢ de produgdo da
bainha de mielina em nervos periféricos. A bactéria tem predilegdo por regides do corpo que
possuem temperaturas mais baixas, entre 27 a 30°C. Dessa forma, as dreas mais comumente
afetadas em pacientes com hanseniase sdo as regides mais frias do corpo, como extremidades
dos membros e face. Como se trata de um patdgeno intra-vesicular, pode ser encontrada no

interior de fagolisossomas de macréfagos na pele e em outros 6rgaos (MADIGAN et al., 2017).

Em sua parede, o M. leprae possui, um glicolipidio especifico da espécie chamado
glicolipidio fendlico 1 (PGL-1). Foi descrito pela primeira vez por Hunter e Brennan (1981),
mais tarde sendo investigado sua relacdo com atividade soroldgica na produ¢do de anticorpos
em pacientes com hanseniase (BRETT ef al., 1983). A determinagdo dos niveis de anticorpos
anti-PGL-1 tem utilizado na investigagdo de pacientes e contatos em estudos
soroepidemioldgicos. A pesquisa desses anticorpos pode ser realizada em soro (CABRAL et al.,
2013; PENNA et al., 2016) quanto em saliva (NAGAO-DIAS et al., 2007; CABRAL et al., 2013;
DE MACEDO et al., 2017)
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Figura 6 —Estrutura molecular do glicolipidio fendlico-1 (PGL-1)
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Fonte: Spencer e Brennan (2011).

O que representa o determinante antigénico do PGL-1 (Figura 6) ¢ um terminal
trissacarideo, o qual € responsével pela diferenciacdo entre outras micobactérias. Entretanto, o
PGL-1 nativo utilizado em testes de deteccdo de anticorpos anti-PGL-1 nao ¢ de facil
obtenc¢do. Devido a isso, o determinante antigénico tem sido produzido em laboratorio por
sintese quimica, resultado em compostos mono, di ou trissacarideos. Esses compostos sao
conjugados geralmente com albumina sérica bovina (BSA), que tem funcdo de carreadora e
dao origem a novos compostos semissintéticos. ND-O-BSA, NT-O-BSA, ND-P-BSA, NT-P-
BSA sdo alguns exemplos desses compostos (SPENCER € BRENNAN, 2011; PENNA ef al.,
2016).

Estudos recentes mostram que o PGL-1 tem um importante papel na interacdo com
macrofagos e tropismo pelas células de Schwann (NG et al., 2000; SPENCER € BRENNAN,
2011; MADIGAN et al., 2017).
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2.3.2 Transmissdao

O mecanismo exato de infeccdo do M. leprae ainda ndo foi completamente elucidado,
mas acredita-se que o principal meio de transmissdo da hanseniase seja pelas vias aéreas
superiores. Individuos doentes disseminam o bacilo por meio de perdigotos (goticulas de
Fliigge) e estes, por sua vez, entram em contato com a mucosa nasal de individuos saudaveis.
Achados de DNA do M. leprae em amostras mucosa nasal reforcam a idéia que principal via
de disseminagdo e entrada do bacilo sejam as vias aéreas superiores (CABRAL et al., 2013;

BRATSCHI ef al., 2015; ARAUJO et al., 2016; FRADE e Foss, 2016).

Entretanto, ndo se pode descartar outras vias de transmissdo do bacilo. Estudos
mostram que foi detectado material genético do M. leprae em amostras ambientais, como

agua e solo (HOLANDA, 2015; MOHANTY ef al., 2016).

Em estudo realizado em doadores de sangue de um hemocentro brasileiro, Goulart et
al. (2015) encontraram anticorpos especificos e DNA de M. leprae em amostras de sangue
desses doadores, sugerindo essa possa ser mais uma via de transmissdo do bacilo.Tais
evidéncias sugerem vias alternativas de infeccdo e que podem contribuir de forma silenciosa

para a perpetuacdo da bactéria.

2.3.4 Imunopatologia

A hanseniase ¢ uma doenca extremamente complexa em termos de fisiopatologia. Suas
diversas formas clinicas dependem do tipo de resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro.
No espectro das formas clinicas hd dois polos, um, no qual a doenga ¢ mais controlada
(tuberculdide) devido a uma predominante resposta imune celular. J& no outro polo, hd uma

intensa disseminacdo de bacilos (virchowiana) devido a uma baixa resposta celular.

A primeira interacdo do bacilo com o organismo da-se por meio de padrdes
moleculares na superficie do bacilo que interagem com receptores do tipo Toll, ou Toll-like
receptors (TLR), presentes em macrofagos e células dendriticas (DCs), responsaveis pela
imunidade inata. Essas células, juntamente com neutrofilos, neste contexto, sao chamadas de

células apresentadoras de antigenos.
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A reposta imune adquirida tem inicio quando as DCs apresentam os antigenos do M.
leprae a células T, que podem estimular as células T a se diferenciarem em subpopulagdes de
células efetoras distintas CD4+ ou CD8+ (Figura 7). Células T CD4+, ou linfécitos T
auxiliares (T helper, ou Th), inicialmente em estado de ThO, podem modular a resposta imune
a dois perfis de resposta (Thl ou Th2), dependendo do microambiente no qual estdo inseridas
e no tipo de interagdo dos antigenos com os receptores de célula T (TCR) (GOULART ef al.,

2002; ArRAUJO, 2003).

O pefil Thl ¢ caracterizado pela produgdo de interleucina-2 (IL-2), interleucina-6 (IL-
6), interferon-gama (INF-y), fator de necrose tumoral alfa, (TNF-a), onde havera estimulagdo
da atividade de macrofagos, levando a intensa atividade celular, caracteristica da forma mais

branda da hanseniase (polo tuberculdide) (ARAUJO, 2003).

No perfil Th2, hd produgcdo de interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-13 (IL-13) e interleucina-10 (IL-10), suprimindo atividade
de macréfagos e estimulando linfocitos B a se diferenciarem e induzir produgdo de
anticorpos. Nesse perfil de resposta, ha uma intensa atividade imune humoral e baixa
atividade imune celular, caracteristico da forma mais grave da doenca (polo virchowiano), na

qual ha grande disseminacao de bacilos pelo organismo (GOULART et al., 2002).

Figura 7 — Representacio dos mecanismos imunoldgicos na hanseniase
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Além da diferenciacdo dos linfocitos T auxiliares em Thl e Th2, duas subpopulagdes
de células (Th17 e Treg), as quais estdo presentes, atuam de forma antagénica e sdo de
fundamental importancia no curso e evolugdo da doenca. A subpopulagdo Thl7, produz
interleucina-17 e interleucina-22 e esta associada ao aumento de inflamagdo e quebra na
tolerancia imunologica. Sua atividade estd aumentada nas formas clinicas da hanseniase onde

ha uma maior atividade celular (SADHU et al., 2016).

De maneira inversa, o linfocito T regulador, ou Treg, como o proprio nome sugere, ¢
essencial na regulacdo da tolerancia imunoldgica periférica ¢ no controle de doengas
associadas a inflamagdes cronicas. Acredita-se que sua agao se deve a producao de citocinas
inibitorias (IL-10) e fator de crescimento tumoral-f (TGF-f). A baixa resposta imune celular
na forma tuberculoide da hanseniase pode estar associada a alta atividade do linfécito Treg.
Em situagdes fisiologicas normais, os linfécitos Treg e Th17 atuam de forma coordenada

(SADHU et al., 2016).

2.4 Diagnostico clinico e laboratorial

O diagnostico da hanseniase ¢ essencialmente clinico e epidemiolégico. E realizado
através de avaliacdo dermatoneuroldgica, na qual ¢ realizada busca por machas na pele,
acompanhadas de alteracdo de sensibilidade. A avaliagdo de comprometimento de nervos
periféricos também ¢ um dos pontos de investigagdo (BRASIL, 2016). Devido a enorme
variedade de manifestacdes clinicas, as alteracdes de pele podem confundidas com outras
patologias tais como pitiriase alba, pitiriase versicolor, vitiligo, entre outras (LASTORIA e

ABREU, 2014Db).

Além do exame clinico pode-se diagnosticar a doenca através da visualizagdo do
bacilo em exame histopatologico ou em materiais como raspado de lesdes, nervo ou linfa. A
visualiza¢ao do bacilo ¢ realizada fazendo uso da coloracao de Ziehl-Neelsen ou Fite-Faraco.
Geralmente, o exame histopatologico (Figura 8) € o de escolha para realizagdo do diagndstico
diferencial. As técnicas microscopicas apresentam baixa sensibilidade, uma vez precisam de
10* bacilos por grama de tecido para uma detecgio confidvel (TORRES et al., 2003; LASTORIA
e ABREU, 2014a).
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Figura 8 — Exame histopatoldégico no diagnodstico da hanseniase.

Y 7 . A

Fonte: Lastoria e Abreu (2014a). Exame histopatologico mostrando os dois polos da doenga. Hanseniase
tuberculdide (esquerda), e hanseniase virchowiana (direita). Coloragdo hematoxilina-eosina, 400x

Por este motivo, ha a necessidade de buscar testes laboratoriais de maior sensibilidade

que sirvam de recurso para auxiliar o diagnostico da hanseniase.

2.5 Marcadores sorolégicos

A detec¢do precoce e o tratamento dos individuos diagnosticados com hanseniase
reduziriam a transmissdo do bacilo, evitando que mais pessoas se infectassem. A hanseniase,
outras doengas negligenciadas, precisa de novas ferramentas para realizar a detecg¢ao precoce
dos individuos doentes. A busca de biomarcadores que atuem como sinalizadores de risco ou

doenga ¢ a chave para a interrupgao da cadeia de transmissdo da hanseniase.

Brett et al. (1983) descreveram um teste imunoenzimatico para detecgcao de anticorpos
IgM e IgG anti-PGL-1. Desde entdo, a investigacdo de anticorpos especificos contra o M.
leprae se tornou uma importante ferramenta na investigacdo de infeccdo subclinica, e
consequentemente, para deteccdo de infec¢ao subclinica e avaliagdo de risco de contatos de
pacientes com hanseniase (BRASIL et al., 2003; NAGAO-DIAS et al., 2007; CABRAL et al.,

2013; CARVALHO et al., 2015; FABRI et al., 2015; PENNA et al., 2016; MACEDO et al., 2017).

Em uma meta analise, na qual foram incluidos estudos com pacientes diagnosticados
com hanseniase e seus contatos, Penna ef al. (2016) mostraram que, contatos que
apresentavam soropositividade para anticorpos anti-PGL-1 teriam trés vezes mais chance de

evoluir para doenga quando comparado aos contatos que nao apresentavam sorologia positiva.



26

Dentre os anticorpos anti-PGL-1, o isotipo IgM aparece em niveis maiores, entretanto,
os isotipos IgG e IgA também podem ser detectados (KIRSZTAIN et al., 1994), o que evidencia

multiplos mecanismos de resposta do sistema imune a presen¢a do bacilo no organismo.

A pesquisa de anticorpos especificos nao ¢ realizada somente em soro, mas também
em mucosas, como ¢ o caso da saliva. Anticorpos presente nas mucosas tem a fungao,
juntamente com fatores ndo especificos (saliva, muco), evitar a aderéncia de bactérias e virus,
bem como neutralizar toxinas (BRANDTZAEG, 2009). Esses anticorpos podem estar presentes

tanto a nivel de lamina propria quanto no [imem.

Anticorpos salivares anti PGL-1, como ¢ o caso de IgA e IgM, podem indicar infeccao
recente ou passada, uma vez que acredita-se que a primeira interagdo do bacilo com o
organismo ¢ a mucosa nasal, sendo, por sua vez o primeiro sitio de resposta imune a
exposicdo (NAGAO-DIAS et al., 2007; CABRAL et al., 2013; MACEDO et al., 2017). Apesar de
ndo oferecerem protecdo a infeccdo da micobactéria, esses anticorpos podem atuar como
biomarcadores. A presengca de IgA anti-PGL-1 em altos niveis, na saliva, pode indicar
infeccdo passada ou presente e, por outro lado, IgM anti-PGL-1 pode indicar infec¢ao

presente ou recente (CABRAL et al., 2013; MACEDO et al., 2017).

2.6 Classificacao

A hanseniase é uma doenca espectral, com vérias formas clinicas distintas.
Classificagdes propostas tem a finalidade de agrupar manifestacdes clinicas e perfis de

resposta imune semelhantes.

2.6.1 Classificacdo de Madri (1953)

A classificagdo de Madri ¢ a classificagdo mais antiga, porém ¢ a mais utilizada na

pratica. A divisdo das formas clinicas € realizada como tuberculdide (T), boderline (B),

virchowiana (V) e indeterminada (I) (ARAUJO, 2003).

2.6.2 Classificacdo de Ridley & Jopling (1966)

A classificacao proposta por Ridley & Jopling tem o intuito de subdividir as formas

clinicas em formas intermediarias, mantendo as formas polares. A divisdo se da em
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tuberculdide-tuberculdide (TT), borderline-Tuberculdide (BT), borderline-Borderline (BB),
borderline-lepromatosa (BL), lepromatosa-lepromatosa (LL). Esta classifica¢ao ¢ voltada para
pesquisadores, pois mostrou-se pouco pratica e demorada, dificultando o tratamento

(GOULART et al., 2002).

2.6.3 Classificacdo da OMS (1982)

Visando facilitar e padronizar o tratamento pacientes diagnosticados com hanseniase, a
OMS propds uma classificagdo, apresentando apenas dois grupos, que leva em conta o
numero de lesBes identificadas e o indice baciloscépico do individuo. De acordo com essa
classificacdo, os pacientes sao divididos em paucibacilares (PB), aqueles que apresentarem
um numero de lesdes menor ou igual a 5 e multibacilares (MB) os individuos que
apresentarem mais de 5 lesdes. No Brasil, o Ministério da Saude adotou essa classificacao

para fins operacionais e de tratamento utilizando a PQT (BRAsIL, 2016).

2.7 Tratamento

Segundo a OMS, os principios basicos no tratamento da hanseniase sdo a PQT, a
supressao de surtos reacionais, além da prevencdo de incapacidades, reabilitagdo fisica,

psicologica e promover a inclusao social.

O Ministério da Satde segue a classificagdo operacional de PB e MB nos esquemas de
PQT. Cada forma clinica tem um esquema terapé€utico distinto, divido por medica¢ao (Quadro

1) utilizada e tempo de tratamento.
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Quadro 1 — Apresentacao das cartelas utilizadas na PQT de acordo com a classificacao

operacional.

FAIXA CARTELA PB CARTELA MB
Rifampicina (RFM): capsula de Rifampicina (RFM): capsula de 300 mg
300 mg (2) (2)

Adulto Dapsona (DDS): comprimido de Dapsona (DDS): comprimido de 100 mg
100 mg (28) (28)
i Clofazimina (CFZ): capsula de 100 mg

(3) e capsula de 50 mg (27)

Rifampicina (RFM): capsula de Rifampicina (RFM): capsula de 150 mg
150 mg (1) e capsula de 300 mg (1) | (1) e capsula de 300 mg (1)

Crianca | Dapsona (DDS): comprimido de Dapsona (DDS): comprimido de 50 mg
50 mqg (28) (28)
- Clofazimina (CFZ): capsula de 50 mg (16)

Fonte: Brasil (2016)

O Quadro 1 mostra quais os medicamentos utilizados no tratamento de pacientes de
acordo com a classificagdo operacional, os quais sdo divididos em cartelas PB (rifampcina e
dapsona) e cartelas MB (rifampcina, dapsona e clofazimina). A dose varia de acordo com a
faixa etéria e o peso do paciente. O tratamento de pacientes PB ¢ realizado utilizado 6 cartelas
em até 9 meses, enquanto pacientes MB utilizam 12 cartelas em até 18 meses. Uma vez por
més, ¢ preciso que paciente se dirija a unidade de saiide competente para tomada de dose
supervisionada, na qual profissional de saude capacitado comprova a tomada dos

medicamentos (BRASIL, 2016).
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3 JUSTIFICATIVA

A hanseniase continua a ser um grave problema de saude publica, podendo levar a
incapacidades fisicas, além do impacto social relevante devido ao preconceito e
discriminacao. O problema pode ser agravado pela falta de acesso a saude e politicas
sanitarias insuficientes em municipios do interior do Nordeste, como ¢ o caso do municipio de
Rio Largo, localizado no estado de Alagoas. Por este motivo, o presente trabalho visou avaliar
jovens com idade abaixo de 15 anos, que s3o contatos de pacientes diagnosticados com
hanseniase, para que se estimar o grau da exposicao € o risco que esses jovens correm de
desenvolver a doenca, através de avaliagdo de marcadores sorologicos e salivares (anti-PGL-

1), uma vez que estes podem indicar o grau de exposicao ao agente causador.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo principal determinar os niveis de anticorpos
anti-PGL-1, sérico e salivar, em jovens com idade igual ou inferior a 15 anos, contatos de
pacientes diagnosticados com hanseniase no municipio de Rio Largo- AL, nos anos de 2015 e

2016.

4.2 Objetivos especificos

- Em contatos com idade igual ou inferior a 15 anos de pacientes diagnosticados com

hanseniase no municipio de Rio Largo-AL, nos anos de 2015 e 2016:

e Realizar avaliagdes dermatoneurologicas;
e Determinar os niveis de IgM e IgA anti-PGL-1 em amostras de saliva;

e Determinar os niveis de IgM, IgG e IgA anti-PGL-1 em amostras de soro.

- Correlacionar os diferentes isotipos de anticorpos séricos e salivares.

- Analisar o comportamento dos anticorpos séricos, comparando os resultados obtidos nos

anos de 2015 e 2016.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Delineamento, populacio, local e periodo do estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, realizado nos anos de 2015 e 2016, com individuos
com idade igual ou inferior a 15 anos, contatos intradomiciliares e peridomiciliares de
pacientes diagnosticados com hanseniase no municipio de Rio Largo- Alagoas. Os pacientes

foram rastreados através do Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN).

5.2 Aspectos éticos

O presente projeto € parte integrante do projeto intitulado: “Deteccdo precoce de
anticorpos entre jovens abaixo de 15 anos de idade residentes em municipios de Alagas e
Itaitinga, CE”. j& aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (processo 532.850,18/02/2014)
(Anexo I).

A todos os participantes da pesquisa foi garantido o carater sigiloso dos dados e o
anonimato. O responsavel da crianga ou jovem foi convidado a assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice I) e as criangas e jovens entre 8 e 15 anos de
idade completos foram convidadas a assinar o Termo de Assentimento (Apéndice II),

conforme preconiza o Conselho Nacional de Saude, através da Resolugdo 196/96.

5.3 Critérios de inclusio

Foram incluidos no estudo contatos intra ou peridomiciliares (em um raio de cinco
casas), com idade igual ou inferior a 15 anos, de pacientes com hanseniase paucibacilar ou
multibacilar, diagnosticados e notificados pelo municipio de Rio Largo ao SINAN nos

ultimos 6 anos. Assim, participaram do presente estudo 68 individuos.
5.4 Critérios de exclusiao
Foram excluidos do estudo aqueles que apresentaram lesdes suspeitas e/ou alteracao

de sensibilidade na avaliacdo dermatoneurologica inicial. Os mesmos foram encaminhados a

Unidade de Saude para confirmagao através do diagnostico clinico-laboratorial.
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5.5 Avalia¢do dermatoneuroldgica e coleta do material bioldgico

Todos os participantes do estudo foram submetidos a wuma avaliagdo
dermatoneurologica, realizada por equipe médica, quando disponivel, ou de enfermagem
assessorada pela Professora Doutora Clodis Maria Tavares (Universidade Federal de Alagoas)
e sO entdo foram coletadas as amostras bioldgicas. Os pardmetros investigados na avaliagdo
clinica foram: bom estado geral de saude, presenca ou auséncia de machas suspeitas (com

alteragdes de sensibilidade) e espessamento de nervos.

5.5.1 Obtencao de amostras de soro

A coleta de sangue total para obtencdo do soro foi realizada por puncdo venosa em
tubo de coleta com gel separador e ativador de coagulo (BD Vacutainer® SSD® II
ADVANCE®). Foi aguardado um tempo de 30 minutos apods a coleta e em seguida os tubos
foram centrifugados a 1500xG por 10 minutos em centrifuga sorologica e posteriormente o
soro foi coletado. As amostras foram transportadas em caixas térmicas contendo gelo seco até
o laboratorio, onde foram estocadas em freezer a uma temperatura de -20°C at¢ o momento

das analises.

5.5.2 Obtencdiio das amostras de saliva

Amostra de saliva nao estimulada (sem uso de substancias que induzam sua producao)
foi coletada em copos de plastico, sendo transferida em seguida para tubos de 2,5 mL
(EPPDENDORF®) e transportada em caixas térmicas com gelo seco até o laboratorio.
Posteriormente, as amostras foram estocadas, por um periodo ndo superior a 3 semanas, em

freezer a uma temperatura de -20°C.

5.6 Detecc¢do de anticorpos anti-PGL-1

Todas as dosagens de anticorpos anti-PGL-1 foram realizadas de acordo com

protocolo estabelecido por Cabral et al. (2013) com modificagdes descritas a seguir.
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5.6.1 Determinacio dos niveis de anticorpos anti-PGL-1 no soro

Microplacas (Costar, EUA) foram sensibilizadas com PGL-1 nativo, gentilmente
cedido por Bei Resources/ATCC (Manassas, USA), em uma concentragcdo Sug/mL em etanol
absoluto por 2 horas a 37°C. Ap6s bloqueio com 100 pL de solugdo tampao fosfato salino
(PBS) com 1% de soro fetal bovino (SFB, LGC Bio, Brasil) por 2 horas a 37°C em camara
umida, os pocos foram lavados cinco vezes com uma solucdo PBS-0,05% SFB. Em seguida,
as amostras foram diluidas na propor¢do 1:200 (IgG e IgM) e 1:50 (IgA) em PBS-1% SFB,
adicionadas a placa (50 pL por pogo) em duplicata e incubadas por um periodo de 18 horas a
4°C em camara umida. Ap6s nova etapa de lavagem, foi realizada a diluicdo dos conjugados.
Para deteccdo de IgG foi utilizado anticorpo anti-IgG humana marcado com peroxidase
(A170, Sigma, EUA) na diluicdo 1:2.500 em PBS-1% SFB. Para deteccdo de IgM, foi
utilizado anti-IgM humana marcada com peroxidase (SAB3701404, Sigma, EUA) na diluicao
1:5.000 em PBS-1% SFB. Para deteccdo de IgA foi utilizada anti-IgA humana marcada com
peroxidase (0295, Sigma, EUA). Foram adicionados 50 puL, por poco, do conjugado diluido e
incubado por 90 minutos a 37°C em camara umida, seguido por etapa de lavagem da

microplaca.

O substrato cromogeno foi preparado utilizando os seguintes reagentes: 10 mg
ortofenilenodiamina (OPD, Sigma, EUA), 25 mL de tampao citrato-fosfato 0,01M, pH 5,0 e
8,6 uL de perdxido de hidrogénio a 35%. Foi adicionado 100 pL do substrato aos pogos,
aguardando, em seguida, 30 minutos ao abrigo da luz. Decorrido o tempo necessario, foi

adicionado 25 pL de H2SO4 (2,5N) para finalizar a reagdo.

A leitura foi realizada em espectrofotometro, utilizando o comprimento de onda de
492 nm. Os resultados foram expressos na forma de titulos, obtidos de acordo com a seguinte
formula: média das densidades Opticas (subtraido do branco) dividido pela média das
densidades Opticas do pool de soro humano normal (subtraido do branco). O cut-off foi
baseado no 97° percentil dos controles normais. Resultados com titulos 30% acima do cut-off

foram considerados positivos.
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5.6.2 Determinacio dos niveis de anticorpos anti-PGL-1 na saliva

Microplacas (Costar, EUA) foram sensibilizadas com PGL-1 nativo (Bei
Resources/ATCC. Manassas, USA), a uma concentragdo 5 mg/L em etanol absoluto por 2
horas, a 37°C. Apds bloqueio com 100 pL de solucdo de Tris-1% SFB em cada pogo (2 horas,
a 37°C), os pogos foram lavados cinco vezes, com solucdo Tris-0,05% SFB. Em seguida, os
pogos foram incubados com a amostra de saliva previamente centrifugada (diluida em 1:50
com Tris-1% SFB), por 18 horas a 4°C, em cadmara iimida. A seguir, foi repetida a etapa de
lavagem, e adicionado a placa os anticorpos anti-IgA (A9669, Sigma, EUA) ou anti-IgM
(A3175, Sigma, EUA) humana marcada com fosfatase alcalina (Sigma, EUA), em uma
dilui¢do 1:1000 em Tris-1% SFB, e incubados por 2 horas a 37°C, em camara imida. Apos
nova etapa de lavagem, 100 pL da solugdo de substrato (1mg/mL p-nitrofenil fosfato em 10%
de dietanolamina contendo 0,5 mM MgClz, pH 9,8) foram adicionados aos pogos. Apds 100
minutos de incubagdo a temperatura ambiente, as absorbancias foram medidas utilizando um
leitor de placa de ELISA com comprimento de onda de 405 nm. Os resultados foram
expressos como a média das densidades Opticas (D.O.) obtidas (subtraidas do branco). O cut-
off foi baseado no 97° percentil dos controles normais. Resultados com titulos 30% acima do

cut-off foram considerados positivos.

5.7 Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando testes ndo paramétricos, visto que ndo
obedeceram uma distribui¢do gaussiana (teste de Kolgomorov-Smirnov). Foram utilizados os
testes de Wilcoxon e Mann-Whitney para andlise de dados pareados e ndo pareados,
respectivamente. O coeficiente de Spearman foi calculado para analise de correlacdo entre
grupos e teste de Friedman, seguido do pos-teste de Dunn para multiplas comparacdes. Todas
as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 7. A

interpretacdo dos valores de correlacdo obtidos foi realizada de acordo com a Tabela 2.



Tabela 2 — Regra geral para interpretacido do valor do coeficiente de

correlacio.

Tamanho da correlacio

Interpretacao

0,90 a 1,00 (-0,90 a -1,00)
0,70 a 0,90 (-0,70 a -0,90)
0,50 a 0,70 (-0,50 a -0,70)
0,30 a 0,50 (-0,30 a -0,50)
0,00 a 0,30 (-0,00 a -0,30)

Correlacao positiva (negativa) muito alta
Correlagdo positiva (negativa) alta
Correlagdo positiva (negativa) moderada
Correlacao positiva (negativa) baixa

Sem correlagao

Fonte: (MUKAKA, 2012)
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacao dos contatos

No total foram analisados 68 contatos (Tabela 3) , nos anos de 2015 e 2016, com idade
média de 9,9 + 2,9 anos, sendo 38 (55,8%) individuos do sexo masculino ¢ 30 (44,2%)
individuos do sexo feminino. No ano de 2015, entraram no estudo 66 contatos, dos quais 42
foram reavaliados em 2016. Dois contatos novos foram avaliados no ano de 2016, totalizando

44 contatos avaliados neste ano.

Tabela 3 — Caracterizacio dos contatos de acordo com a idade, sexo, classificacdo quanto
a forma clinica do caso indice e ao tipo de domicilio em relagdo ao caso indice.

Total de contatos

68
Idade (Média = DP) 9,9 +£2,9 anos
Sexo Masculino Feminino
38 (55,8%) 30 (44,2%)
Classificacio* Multibacilar Paucibacilar
¢ 38 (55,8%) 19 (27,9%)
Intradomiciliar Peridomiciliar
. C e s
Tipo de domicilio 22 (32.35%) 44 (64.7%)
Contatos com manchas Suspeitos Nao suspeitos
suspeitas 17 (25%) 51 (75%)

Fonte: Proprio autor (2017). *Onze contatos (16,7%) ndo foram classificados quanto a clinica do caso indice
devido a falta de informagdes nos registros médicos do paciente. ** Dois contatos (2,9%) ndo responderam
quanto a residéncia em relacdo ao caso indice.

Do total, 38 (55,8%) foram classificados como contados de pacientes multibacilares
(contato MB) e 19 (27,9%) como contatos de pacientes paucibacilares (contatos PB). Onze
(16,7%) contatos ndo puderam ser classificados devido a falta de informacdes nos registros

médicos dos casos indices.

Quanto ao domicilio do contato em relacdo ao caso indice, 22 contatos foram
classificados como intradomiciliares (ID) e 44 contatos como peridomiciliares (PD). Dois

contatos nao informaram onde moravam.
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6.2 Determinacio dos anticorpos anti-PGL-1

6.2.1 Analises das amostras coletadas no ano de 2015

6.2.1.1 Determinag@o dos anticorpos séricos anti-PGL-1

As andlises dos titulos dos anticorpos séricos anti-PGL-1 de 66 contatos (Grafico 1)
apresentaram diferencas estatisticamente significantes quando os isotipos IgM, IgG e IgA
foram comparados entre si (Teste de Friedman, p<0,0001; pds teste de multiplas comparagdes
Dunn, p<0,0001). Observou-se diferengas entre os titulos de IgM e IgG (p<0,0001), IgM e
IgA (p<0,0001) e entre IgG e IgA (p=0,0501).

Grafico 1 — Niveis de anticorpos séricos anti-PGL-1 de
contatos, com idade inferior a 15 anos, de pacientes com

hanseniase, em amostras coletadas no ano de 2015.

*p<0,0001
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*p=0,0501
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Fonte: Proprio autor (2017). Titulos de anticorpos séricos anti-PGL-1 de
contatos (n=66) no ano de 2015. Analise realizada pelo teste de Friedman

seguido do pos-teste de multiplas comparagdes de Dunn.

Como pode ser observado no Grafico 2, ndo houve correlagdes significantes entre

os niveis dos diferentes isotipos de anticorpos séricos anti-PGL-1 analisados.
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Graficos 2 — Correlacio entre os isotipos de anticorpos séricos anti-PGL-1 em
amostras coletadas no ano de 2015.
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Fonte: Proprio autor (2017). Titulos de anticorpos séricos anti-PGL-1 em amostras de contatos (n=66). (A)
Correlagdo entre os isotipos IgM e IgG. (B) Correlagao entre os isotipos IgM e IgA. (C) Correlagao entre os

isotipos IgG e IgA. Analises realizadas por meio da Correlagdo de Spearman.

Quando comparados quanto a forma clinica do caso indice (Grafico 3), foi observada
diferenca significativa nos niveis de IgG sérica anti-PGL-1, que se mostraram mais altos em
contatos de pacientes MB em comparacdo aos contatos de pacientes PB (teste de Mann-
Whitney, p=0,0014). Para os demais isotipos, ndo foi observada diferenca estatistica
significativa (teste de Mann-Whitney, p=0,9896 e p=0,1526 para IgM e IgA,

respectivamente).



Grafico 3 — Niveis de anticorpos séricos anti-PGL-1 de contatos em relacdo a forma
clinica do caso indice, em amostras coletadas no ano de 2015.
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Fonte: Proprio autor (2017). Niveis de anticorpos séricos anti-PGL-1 de contatos multibacilares (contatos
MB, n=38) e paucibacilares (contatos PB, n= 18). (A) Niveis de [gM sérica anti-PGL-1. (B) Niveis de IgG
sérica anti-PGL-1. (C) Niveis de IgA sérica anti-PGL-1. A linha tracejada indica o cut-off, cujos contatos
acima dela sdo considerados positivos e abaixo dela sdo considerados negativos. Analises realizadas pelo
teste de Mann-Whitney.
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Quando analisado o tipo de interagdo (intradomiciliar ou peridomiciliar) dos

individuos contatos em relacdo ao caso indice (Grafico 4), foi observado que o isotipo IgM

apresentou-se significativamente aumentado no grupo de contato intradomiciliares em relagao

aos contatos peridomiciliares (teste de Mann-Whitney, p=0,0247). Quanto aos demais isotipos

analisados, ndo se observou diferenca significativa entre os grupos (teste de Mann-Whitney,

p=0,4884 e p=0,0696 para IgG e IgA, respectivamente).
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Grafico 4 — Niveis de anticorpos séricos anti-PGL-1 de acordo com o domicilio do

contato em relacio ao caso indice.
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Fonte: Proprio autor (2017). Niveis de anticorpos séricos de contatos intradomiciliares (contatos ID, n=21) e
peridomiciliares (contatos PD, n=43) em amostras coletadas no ano de 2015. (A) Niveis de IgM anti-PGL-1. (B)
Niveis de IgG anti-PGL-1. (C) Niveis de IgA anti-PGL-1. A linha tracejada indica o cut-off, cujos contatos acima

dela sdo considerados positivos e abaixo dela negativos. Analises realizadas pelo teste de Mann-Whitney.

Os contatos também foram avaliados quanto a presenga ou auséncia de manchas
suspeitas e/ou espessamento de nervos. Contatos que apresentaram algum tipo de alteracdo
dermatoneurologica foram classificados como suspeitos (n=17) e os que ndo apresentaram
nenhum tipo de alteracdo ao exame, classificados como ndo suspeitos (n=49). Apos essa
classificagdo, os diferentes isotipos de anticorpos séricos anti-PGL-1 foram analisados e
comparados nos diferentes grupos (Grafico 5). Neste contexto, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes em nenhum dos isotipos analisados nos diferentes
grupos (Teste de Mann-Whitney, p=0,3940 para IgM; p=0,8863 para IgG; p=0,1707 para
IgA).
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Grafico 5 — Niveis de anticorpos séricos anti-PGL-1 em contatos com e sem suspeita de

doenca.
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Fonte: Proprio autor (2017). Niveis de anticorpos séricos anti-PGL-1 em contatos com alteragcdes ao exame

dermatoneurologico (suspeitos, n=17) e os que ndo apresentaram alteragdes ao exame (ndo suspeitos, n=49) no

ano de 2015. (A) Niveis de IgM anti-PGL-1. (B) Niveis de IgG anti-PGL-1. (C) Niveis de IgA anti-PGL-1. A

linha tracejada indica o cut-off, cujos contatos acima da linha s3o considerados positivos e abaixo dela sdo

negativos. Analises realizadas pelo teste de Mann-Whitney.

6.2.1.2 Determinagao dos anticorpos salivares anti-PGL-1

Os anticorpos anti-PGL-1 em amostras de saliva coletadas no ano de 2015 ndo

puderam ser dosados pelo fato de ter sido ultrapassado o periodo de 3 semanas apds sua

coleta, comprometendo assim a estabilidade das amostras e a confiabilidade dos resultados.
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6.2.2 Andlises das amostras coletadas no ano de 2016

6.2.2.1 Determinagdo dos anticorpos séricos anti-PGL-1

Ao total, no ano de 2016, foram avaliados 44 contatos, dentre os quais dois contatos
foram avaliados pela primeira vez, nao havendo avaliacdo dermatoneurologica e coleta de
amostras no ano de 2015. Oito contatos nao foram incluidos na anélise quanto a forma clinica
pelo fato de n3o haver, nos registros médicos, informagdes acerca da forma clinica do
respectivo caso indice. De forma semelhante, ndo foram incluidos nas analises quanto a
moradia em relagdo a caso indice, dois contatos os quais nao responderam quanto ao tipo de

moradia.

Foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre os titulos dos
anticorpos (IgM, IgG e IgA) séricos anti-PGL-1 comparados entre si (Grafico 6, teste de
Friedman, p<0,0001). Dessa forma, o teste de multiplas compara¢des Dunn mostrou que ha
diferencas entre os titulos dos isotipos IgM e IgG, IgM e IgA, mas ndo entre IgG e IgA
(p<0,0001, p<0,0001 e p=0,4068, respectivamente).
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Grafico 6 — Niveis de anticorpos séricos anti-PGL-1 de
contatos, com idade inferior a 15 anos, de pacientes com

hanseniase, em amostras coletadas no ano de 2016.
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Fonte: Proprio autor (2017). Titulos de anticorpos séricos anti-PGL-1 de
contatos (n=44) no ano de 2016. Analise realizada pelo teste de Friedman

seguido do pds-teste de multiplas comparagdes de Dunn.

Uma correlagdo positiva baixa foi observada entre os isotipos IgM e IgA. O mesmo

nao foi observado para os demais isotipos analisados (Grafico 7).
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Grafico 7 — Correlacao entre os niveis de anticorpos séricos anti-PGL-1 de contatos, com

idade inferior a 15 anos, de pacientes com hanseniase.
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Fonte: Proprio autor (2017). Niveis de anticorpos séricos anti-PGL-1 em amostras de contatos (n=44) coletadas
no ano de 2016. (A) Correlagdo entre os isotipos IgM e IgG. (B) Correlacdo entre os isotipos IgM e IgA. (C)

Correlacdo entre os isotipos IgG e IgA. Analises realizadas pelo teste de correlagdo de Spearman.

O Grafico 8 ilustra os niveis de anticorpos séricos anti-PGL-1 dos contatos com
relagdo a forma clinica do caso indice, sendo contatos MB (n=24) ¢ contatos PB (n=12).
Pode-se observar que os niveis de IgG (teste de Mann-Whitney, p=0,0474) se
apresentaram mais elevados em individuos que tinham contato com pacientes com a
forma clinica paucibacilar. Em relagdo aos demais isotipos analisados, ndo houve
diferenca estatisticamente significante quanto aos niveis de anticorpos estudados

(p=0,5344 e p=0,1133 para IgM e IgA, respectivamente).



45

Grafico 8 — Titulos de anticorpos séricos anti-PGL-1 de contatos em relacio a forma
clinica no caso indice.
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Fonte: Proprio autor (2017). Niveis de anticorpos séricos anti-PGL-1 de contatos multibacilares (contatos MB,
n=24) e paucibacilares (contatos PB, n= 12). (A) Niveis de IgM anti-PGL-1. (B) Niveis de IgG anti-PGL-1. (C)
Niveis de IgA anti-PGL-1. A linha tracejada indica o cut-off, cujos contatos acima dela sdo considerados

positivos e abaixo dela sdo negativos. Analises realizadas pelo teste de Mann-Whitney.

Como pode ser observado no Grafico 9, ndo houve diferenca estatistica nos titulos de
anticorpos séricos anti-PGL-1 quando analisado o domicilio do contato em relacdo ao caso

indice (p=0,1313, p=0,1929 e p=0,4531 para IgM, IgG e IgA, respectivamente).
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Graficos 9 — Titulos de anticorpos séricos anti-PGL-1 de contatos de acordo com o

domicilio em rela¢do ao caso indice.
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Fonte: Proprio autor (2017). Niveis de anticorpos séricos de contatos intradomiciliares (contatos ID, n=16) ¢

peridomiciliares (contatos PD, n=28), em amostras coletadas no ano de 2016. (A) Niveis de IgM anti-PGL-1, (B)

Niveis de IgG anti-PGL-1. (C) Niveis de IgA anti-PGL-1. A linha tracejada indica o cut-off, cujos contatos acima

dela sao considerados positivos e abaixo, negativos. As analises foram realizadas por meio do teste de Mann-

Whitney.

Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas em nenhum dos isotipos de

anticorpos anti-PGL-1 analisados nos grupos de contatos com suspeita da doenca e o grupo

ndo suspeito (Grafico 10. Teste de Mann-Whitney, p=0,59691gM; p=0,0746, 1gG e p=9493,

IgA).
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Grafico 10 — Niveis de anticorpos séricos anti-PGL-1 em contatos com e sem suspeita de

doenca em amostras coletadas no ano de 2016.
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Fonte: Proprio autor (2017). Niveis de anticorpos anti-PGL-1 em contatos com alteracdes ao exame

dermatoneurologico (suspeitos, n=17) e os que ndo apresentaram alteragdes ao exame (ndo suspeitos, n=27) no

ano de 2016. (A) Niveis de IgM anti-PGL-1. (B) Niveis de IgG anti-PGL-1. (C) Niveis de IgA anti-PGL-1. A

linha tracejada indica o cut-off, cujos contatos acima da linha s@o considerados positivos e abaixo dela sdo

negativos. As analises foram realizadas por meio do teste de Mann-Whitney.
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6.2.2.2 Determinagdo dos anticorpos salivares anti-PGL-1

Foi observada uma diferenca estatisticamente significante (p=0,0429) entre os niveis
de IgM e IgA anti-PG-1 salivares, sendo os niveis do isotipo IgM superiores aos de IgA
(Grafico 11).

Grafico 11 — Niveis de anticorpos salivares anti-PGL-1 em

amostras de contatos coletadas em 2016.
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Fonte: Proprio autor (2017). Niveis de anticorpos salivares anti-PGL-1 em
contatos com idade inferior a 15 anos (n=44). Amostras coletadas no ano de
2016. A linha tracejada indica o cut-off, cujos contatos acima da linha sdo
considerados positivos e abaixo dela sdo negativos. As andlises foram

realizadas por meio do teste de Wilcoxon.

O coeficiente de correlacdo de Spearman (r=0,8113, p<0,0001) mostrou positividade

alta entre os isotipos IgM e IgA salivares anti-PGL-1 nos contatos (Grafico 12).
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Grafico 12 — Correlacdo entre os niveis de anticorpos
salivares anti-PGL-1 em amostras de contatos coletadas em

2016.
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Fonte: Proprio autor (2017). Niveis de anticorpos salivares anti-PGL-1 em
contatos com idade inferior a 15 anos (n=44). Amostras coletadas no ano de

2016. Analises realizadas pelo teste de correlagdo de Spearman.

Quando comparados os grupos de contatos multibacilares e paucibacilares (Grafico
13), nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada (teste de Mann-Whitney,

p=0,8878, para IgM e IgA, p=0,6140).
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Grafico 13 — Titulos de anticorpos salivares anti-PGL-1 de contatos em relacio a
forma clinica no caso indice em amostras coletadas no ano de 2016.
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Fonte: Proprio autor (2017). Niveis de anticorpos salivares anti-PGL-1 de contatos multibacilares (contatos MB,
n=24) e paucibacilares (contatos PB, n= 12). (A) Niveis de IgM anti-PGL-1. (B) Niveis de IgA anti-PGL-1. A
linha tracejada indica o cut-off, cujos contatos acima dela sdo considerados positivos e abaixo dela sdo negativos.

As analises foram realizadas por meio do teste de Mann-Whitney.

Na avaliagdo dos niveis de anticorpos salivares dos contatos em relagdo a serem
contatos intradomiciliares ou peridomiciliares (Grafico 14), ndo foi observada diferenga entre
os grupos em nenhuma das analises (teste de Wilcoxon: IgM, p=0,6140 e IgA, p=0,7766).

Da mesma forma, nao houve diferenca significativa nos niveis de anticorpos salivares
anti-PGL-1 nos contatos com alguma suspeita indicativa de doenga e aqueles que nao

apresentaram altera¢des ao exame clinico (Grafico 15; IgM, p=0,4100 e IgA, p=0,6717).
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Grafico 14 — Titulos de anticorpos salivares anti-PGL-1 de contatos de acordo com o
domicilio em relacdo ao caso indice em amostras coletadas no ano de 2016.

IgM
A g B IgA
p=0,6140
r 1 =0,7766
4 o0 4 r L 1
3 ° 3
9 3
o
< <
a2 ® ®) 02
[e) —— @] o
S ) o
o
1 OOO
________________________________________________ ') (© R
ol 0O
— Y ¥ V9 VY Y oreedone o
N RS

Fonte: Proprio autor (2017). Niveis de anticorpos salivares de contatos intradomiciliares (ID, n=16) e
peridomiciliares (PD, n=28), em amostras coletadas no ano de 2016. (A) Niveis de IgM anti-PGL-1, (B) Niveis
de IgA anti-PGL-1. A linha tracejada indica o cut-off, cujos contatos acima dela sdo considerados positivos e

abaixo, negativos. As analises foram realizadas por meio do teste de Mann-Whitney.

Grafico 15 — Niveis de anticorpos salivares anti-PGL-1 em contatos com e sem suspeita

de doenca em amostras coletadas no ano de 2016.
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Fonte: Proprio autor (2017). Niveis de anticorpos salivares anti-PGL-1 em contatos com altera¢cdes ao exame
dermatoneurologico (contatos suspeitos, n=17) e os que ndo apresentaram alteragdes ao exame (contatos nao
suspeitos, n= 27) no ano de 2016. (A) Niveis de IgM anti-PGL-1. (B). Niveis de IgA anti-PGL-1. A linha

tracejada indica o cut-off, cujos contatos acima da linha sdo considerados positivos e abaixo dela sdo negativos.
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Nao foi observada correlagdo significativa entre os niveis séricos e salivares de
anticorpos anti-PGL-1 de amostras coletadas no ano de 2016 (Grafico 16. Coeficiente de

correlagdao de Spearman: IgM, 1=0,1419, p=0,3580; IgA, =0,1971, p=0,1996)

Grafico 16 — Correlaciio entre os niveis séricos e salivares dos anticorpos anti-PGL-1 em

amostras coletadas no ano de 2016.
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Fonte: Proprio autor (2017). Correlagdo entre os niveis séricos e salivares de (A) IgM anti-PGL-1 (n=42) e (B)
IgA anti-PGL-1 (n=42) de amostras de contatos coletadas no ano de 2016. Analise realizada pelo Coeficiente de

correlagdo de Spearman.

6.2.3 Comportamento dos niveis de anticorpos séricos anti-PGL-1 em amostras

coletadas nos anos 2015 e 2016.

Dos 68 contatos que participaram do estudo, 42 foram avaliados nos anos 2015 e

2016, sendo possivel avalid-los quanto aos niveis de anticorpos anti-PGL-1 séricos.

Os titulos de IgA sérica, de uma maneira geral, se apresentaram mais elevados no ano
de 2015, quando comparados aos niveis detectados em 2016 (Grafico 17. Teste de Wilcoxon,
p<0,0001), ao contrario dos demais isotipos analisados (IgM, p=0,9187 e IgG, p=0,1639).
Foi possivel observar, uma correlagdo positiva alta entre os niveis de IgM sérica anti-PGL-1
(coeficiente de correlagdo de Spearman, r=0,8960, p<0,0001) entre os anos de 2015 ¢ 2016. O
mesmo nao ocorreu para os isotipos IgG (r=-0,1930, p<0,2208) e IgA (1=0,1268, p<0,4237).
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Grafico 17 — Avaliagio do isotipo IgM sérico anti-PGL-1 de amostras de contatos

coletadas nos anos de 2015 e 2016.
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Fonte: Proprio autor (2017). Titulos séricos de (A) IgM anti-PGL-1, (C) IgG anti-PGL-1 e (E) IgA de amostras
de contatos (n=42) coletadas nos anos de 2015 e 2016 (teste de Wilcoxon). Correlagdo entre os niveis séricos de
(B) IgM anti-PGL-1, (D) IgG anti-PGL-1 e (F) IgA anti-PGL-1 (Coeficiente de correlagdo de Spearman). A linha

tracejada indica o cut-off, cujos contatos acima da linha s3o considerados positivos e abaixo dela sdo negativos.



Tabela 4 — Contatos passiveis de acompanhamento.
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Contato

RL_012
RL_021
RL_039
RL_053
RL_054
RL_055

Idade

9
9
8
5
8

10

Sexo

m o om £ oM™ o

Domicilio

ID
ID
PD
PD
PD
PD

Forma

Clinica

MB
PB
MB
MB
MB

Suspeito

w z zZ wn zZ Z

2015 2016
Soro Soro Saliva
IgM IgG IgA | IgM IgG IgA IgM IgA
1,66 0,12 0,69 | 1,44 0,65 0,08 2,97 0,86
1,98 0,6 1 2,07 044 1,54 1,15 0,206
05 06 063]019 046 032 39 1,5
1,21 0,5 0,53 | 1,29 030 0,60 3,84 1,64
28 04 1,23 |15 1,10 0,74 1,7 0430
1,79 0,7 038|214 051 0,74 2,04 0,53

Fonte: Proprio autor (2017). Legenda: Feminino (F); Masculino (M); Intradomiciliar (ID); Peridomiciliar (PD).

Multibacilar (MB); Paucibacilar (PB); Sim (S); Nao (N). Valores em negrito indicam titulos positivos de

anticorpos anti-PGL-1.

sérica.

Na Tabela 4 pode-se observar seis contatos que apresentaram IgM e IgA, salivar e/ou
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7 DISCUSSAO

A deteccdo precoce e o tratamento dos novos casos de hanseniase sdo a chave para a
eliminacdo da hanseniase. Para que isso seja possivel, a busca ativa de novos casos ¢ a
investigacao de contatos de pacientes ja diagnosticados se tornou uma estratégia fundamental
na interrup¢ao da cadeia de transmissdo da hanseniase (OMsS, 2017). Nos ultimos anos, cada
vez mais estudos buscam avaliar esses contatos de varias formas no intuito de detectar a
doenga o mais cedo possivel, evitando, portanto, que mais pessoas possam vir a sofrer de
incapacidades fisicas em decorréncia da hanseniase (CABRAL et al., 2013; CARVALHO et al.,
2015; FABRI et al., 2015; WAMBIER et al., 2016; CUNHA et al., 2017; RICHARDUS et al.,
2017).

Pelo fato da hanseniase ser uma doenga que necessita de um longo tempo de exposicao
ao bacilo para que haja adoecimento, altos indices de deteccdo em individuos com idade
inferior a 15 anos ndo revelam um bom prognostico, visto que esse dado mostra que ha
transmissao ativa dentro da comunidade. Tal fato pode estar relacionado a medidas de

controle epidemiologico ineficazes.

Barreto et al. (2014), concluiram que a ndo so6 individuos que mantém o contato dentro
do mesmo domicilio que o caso indice tem risco de desenvolver a doenca, mas também
contatos peridomiciliares. Esse risco diminui a medida que a distancia da residéncia do
contato peridomiciliar aumenta em relagdo a residéncia do caso indice. Por este fato, a

investigacao nao deve se restringir aos contatos do mesmo domicilio.

Em estudo realizado no municipio de Duque de Caxias, Rio de Janeiro, no qual foi
avaliada a soropositividade, utilizando um teste rapido para detec¢ao de anticorpos séricos
IgM anti-PGL-1, de contatos de pacientes com hanseniase, Calado et al. (2005) concluiram
que a investigagdo dos contatos intradomiciliares e peridomiciliares deve ser realizada de
maneira igual, haja vista que contatos fora do domicilio do caso indice também tem chance de

adoecer.

Durdes et al. (2010), em estudo epidemiologico, concluiram que contatos
intradomiciliares tem maior risco de evoluir para doenga, achado semelhante ao que foi

observado no presente estudo.

A maioria dos estudos utiliza como instrumento de avaliacdo a pesquisa de anticorpos

IgM séricos anti-PGL-1 (; ARAUJO et al., 2015; BARRETO et al., 2015; CARVALHO et al., 2015;
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FABRI et al., 2015; PENNA et al., 2016; WAMBIER et al., 2016; RICHARDUS et al., 2017), pelo
fato do isotipo IgM indicar exposi¢do recente ao bacilo e altos indices estarem associados a
um maior risco de desenvolver hanseniase, principalmente contatos de pacientes com a forma

multibacilar da doenga (; ARAUJO et al., 2015; WAMBIER et al., 2016; CUNHA et al., 2017).

Em nosso estudo, contatos intradomiciliares apresentaram niveis mais altos de IgM
sérica anti-PGL-1. Tal fato ¢ justificado pela maior exposi¢ao a qual o contato ¢ submetido, e
pode ser agravado se o caso indice apresentar a forma multibacilar da hanseniase. Informacgao
que esta de acordo com achado de outros autores (BARRETO et al., 2014; BARRETO et al.,

2015; CUNHA et al., 2017).

Em um estudo prospectivo no qual 2.992 contatos de pacientes de hanseniase foram
acompanhados e analisados quanto a diversos fatores, dentre eles os niveis de anti-PGL-1,
mostrou que individuos que apresentaram titulos positivos de IgM anti-PGL-1 tem um risco 5
vezes maior de evoluir para doenga quando comparados a individuos com baixos titulos

(ARAUJO et al., 2015).

Por sua caracteristica lipidica, a molécula de PGL-1 tende a induzir a produgdo do
isotipo IgM, haja vista que moléculas dessa natureza sdo processadas e reconhecidas por
mecanismos independentes de linfécitos T (MESQUITA JUNIOR et al., 2010). Entretanto, os
isotipos IgG e IgA anti-PGL-1 foram detectados em pacientes com hanseniase (CABRAL ef al.,
2013; DE MACEDO et al., 2017).

Estudos com anticorpos IgA anti-PGL-1 sd3o poucos na literatura. Foi descrito pela
primeira vez por Schwerer et al. (1989). IgA tem um grande potencial de ser um biomarcador
na avaliacdo de contatos de pacientes com hanseniase, visto que De Macedo et al. (2017), em
estudo realizado com pacientes diagnosticados com hanseniase, concluiram que anticorpos
séricos IgA anti-PGL-1 podem ser um importante parametro de avaliagdo complementar, se
utilizado em conjunto com IgM sérica anti-PGL-1. Esses dois isotipos mostraram ter uma
correlacdo positiva alta (Coeficiente de correlagdo de Spearman r=0,745, p<0,0001). Esse
dado corrobora com os achados de correlagdo, em amostras coletadas no ano de 2016, entre
IgM e IgA séricas anti-PGL-1, mesmo que baixa, apresentaram correlagdo positiva
(Coeficiente de correlagdo de Spearman r=0,3353, p<0,0261). O mesmo ndo foi observado

com amostras coletadas no ano de 2015.
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Neste mesmo trabalho, De Macedo et al. (2017) correlacionam os isotipos IgA, 1gG e
IgM séricos anti-PGL-1. Em pacientes, todos os isotipos de anticorpos séricos apresentaram

correlagdes positivas. O mesmo nao foi encontrado no presente estudo.

Os niveis de IgG sérica anti-PGL-1, de acordo com Cabral et al. (2013), deverao ser
determinados em contatos, juntamente com outros parametros sorologicos, como a IgM sérica
anti-PGL-1. Muitos individuos apresentardo niveis altos de IgM no soro, mas poucos irdo
produzir IgG. Individuos os quais tem soropositividade para os dois isotipos deverdo ser
acompanhados anualmente, apesar do isotipo IgA se mostrar mais eficaz quando comparado a

IgG (DE MACEDO et al., 2017).

No presente estudo, os titulos de IgG sérica anti-PGL-1 se mostraram mais elevados,
em amostras coletadas no ano de 2015, em contatos de pacientes MB, fato ndo observado em
amostras coletadas no ano de 2016, que mostraram que os niveis de IgG sérica estdo mais
elevados em contatos de pacientes PB. Essa controvérsia pode estar relacionada ao nimero
reduzido de contatos avaliados no ano de 2016 (4) quando comparado ao numero de contatos

avaliados no ano de 2015 (66).

A avaliagdo de anticorpos salivares tem o intuito de avaliar a primeira resposta imune
a exposicao ao bacilo. Estudos mostram que anticorpos salivares sao candidatos em potencial
para a avaliagdo de transmissdo na comunidade e consequentemente na identificagdo da
infeccao subclinica (NAGAO-DIAS ef al., 2007; CABRAL et al., 2013; MACEDO et al., 2017). O
presente estudo mostrou que os niveis de IgM e IgA salivares anti-PGL-1 apresentaram
correlacdo positiva forte. Resultado semelhante foi observado no estudo de Cabral et al.

(2013).

Seis contatos apresentaram marcadores sorologicos, IgM e IgA, séricos e/ou salivares
alterados simultaneamente. Nos recomendamos fortemente que esses contatos sejam
avaliados anualmente, visto que o risco de evoluir para doenga ¢ maior quando comparado a

contatos que ndo apresentam esses marcadores alterados.

Este trabalho contém algumas limitagdes, contudo, ndo invalidam os resultados
obtidos. A falta de apoio logistico para realizagdo de uma nova avaliacdo dos contatos e coleta
de amostras, no ano de 2017, o que totalizaria 3 anos de acompanhamento, foi a limitacdo de
maior impacto. Como relatado em outros estudos, caracteristicas inerentes a doenga, como

auséncia de letalidade imediata e poucas op¢des de profilaxia, podem favorecer o desinteresse
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da populacdo. Desta forma, houve uma perda, em 2016, de 38,2% (26 contatos) dos 68
contatos avaliados inicialmente no ano de 2015. O método escolhido para analisar os
resultados foi utilizado visando diminuir as perdas, aumentando assim o numero de
individuos incluidos no estudo. Outra limitagdo ¢ o fato de, na analise realizada, nao tenham
sido incluidos pacientes diagnosticados com hanseniase, visto que os pardmetros de

comparagao se restringem aos contatos.

O fato de ndo ter sido possivel determinar os niveis de anticorpos anti-PGL-1 nas
amostras coletadas em 2015, devido a demora na realizacdo das analises, também pode ser
caracterizado como um fator limitante. O comportamento dos anticorpos salivares ao longo

dos anos do estudo nao pdde ser observado.

Estudos mais longos sdo necessarios a fim de que se possa avaliar de forma concisa o
risco que contatos de pacientes com hanseniase correm e a probabilidade de evoluir para

doenga, e quais fatores estdo associados a esse risco.

8 CONCLUSOES

e (Com a avaliagdo dermatoneurologica dos contatos, foi possivel identificar contatos
com manchas suspeitas, permitindo assim a analise de grupos com suspeicao de
doenca. Entretanto, nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada.

e Os niveis de anticorpos salivares IgM e IgA anti-PGL-1 mostraram-se uteis
parametros de exposicdo, apresentando boa correlacdo. Sua presenca em niveis
elevados em amostras de contatos sugere o acompanhamento dos mesmos devido
tendo em vista a probabilidade de evolugdo para doenga.

e (Quanto aos anticorpos séricos, [gM se apresentou em niveis mais altos, evidenciando
que ha transmissao ativa na comunidade. IgG apresentou resultados controversos com
relagdo a forma clinica do caso indice, mostrando um comportamento duvidoso na
investigacao dos contatos. O isotipo IgA apresentou uma melhor performance quando
comparado a IgG.

e Nenhuma correlagdo foi observada entre os niveis de anticorpos séricos e salivares.

e Quanto ao comportamento dos anticorpos séricos, quando comparados os anos de

2015 e 2016, o isotipo IgM se apresentou de maneira uniforme, mostrando uma boa
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correlagdo entres os niveis detectados em 2015 e os detectados em 2016. O mesmo

ndo se observou nos demais isotipos.

9 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar das limitagdes por falta de apoio logistico no local do estudo, foi possivel
realizar as avaliagdes dermatoneurologicas dos contatos de pacientes com hanseniase nos anos
de 2015 e 2016.

Sugerimos fortemente que os contatos cujos parametros sorologicos ou salivares, IgA
e IgM anti-PGL-1 estejam alterados simultaneamente, sejam investigados com uma
frequéncia minima anual, pelo risco de adoecimento.

Posteriormente, serd realizada a detec¢do do DNA do Mycobacterium leprae em
amostras de sangue total ¢ mucosa nasal dos contatos avaliados neste estudo. Com isso, deve-
se ter um melhor entendimento da dinamica de infec¢do do bacilo. Desta forma, espera-se que

se possa atuar de forma mais no controle epidemiologico da doenga.
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Data da Relatoria: 18/02/2014

Apresentagédo do Projeto:

o presente projeto visa realizar um estudo prospectivo a partir de contatos abaixo de 15 anos de idade,
durante dois anos a partir do ingresso no projeto, com objetivo de se associar os parametros imunolégicos
e/ou moleculares com o risco de desenvolvimento da doenga. A escolha dos municipios foi feita com base

em apoio técnico e logistico oferecido pelos servigos de saude locais.

Objetivo da Pesquisa:

Geral: Avaliar o risco de aquisi¢do da doenga entre contatos de portadores de hanseniase abaixo de 15
anos de idade através de parametros clinicos, imunologicos e moleculares diagnosticados nos ultimos trés
anos em municipios de Alagoas e em ltaitinga, CE.

Especificos: Avaliar o perfil clinico e demografico dos casos de hanseniase nos municipios diagnosticados
nos Ultimos trés anos nos municipios; Realizar exame dermato-neurolégico nos contatos intradomiciliares
abaixo de 15 anos de idade dos casos identificados; Avaliar a frequéncia de positividade de anticorpos
séricos IgA, IgG e IgM anti-PGL1 entre os contatos e casos indices; Avaliar a frequéncia de positividade de
anticorpos salivares IgA e IgM anti-PGL1 entre os contatos e casos indices; Avaliar a frequéncia de
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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 parametros laboratoriais com o desenvolvimento da

doenca.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Risco: desconforto das coletas de sangue da mucosa nasal.

Beneficio: Os testes realizados poderéo avaliar o risco de aquisicdo da doenca entre os contatos de
portadores de hanseniase.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo prospectivo de coorte em um periodo de seguimento de dois anos apds o ingresso
no estudo com contatos de portadores de hanseniase com as formas clinicas paucibacilar ou multibacilar
abaixo de 15 anos de idade notificados nos altimos trés anos, cujos responsaveis consintam em que
participem do estudo. Foram selecionados os municipios onde as equipes estardo devidamente capacitadas
para realizar exames dermato-neurolégico (com objetivo de se realizar busca ativa de hanseniase entre os
contatos intradomiciliares abaixo de 15 anos de idade). Dentro desses critérios, foram eleitas quatro cidades
em Alagoas, ou seja,Rio Largo, Santana de Ipanema, Arapiraca, onde o grau de endemicidade &
considerado alto ou hiperendémico e uma cidade no Ceara, ltaitinga (hiperendémico).

Consideracoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Foram apresentados adequadamente: carta de encaminhamento, folha de rosto, curriculo do pesquisador,
anuéncia dos pesquisadores, cronograma, orgcamento, anuéncia dos municipios, refez O TCLE e termo de
assentimento.

Recomendagdes:

Sem recomendacdes.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Né&o se aplica.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

N&o

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1127

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-270
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (55)3366-8344 Fax: (85)3223-2903 E-mail: comepe@ufc.br
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APENDICE I - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS

FACULDADE DE ENFERMAGEM E FARMACIA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, , aceito
que , sob minha responsabilidade,
participe da pesquisa Associacdo de pardmetros imunolégicos e moleculares em sangue e secrecdes para
deteccdo precoce de casos de hanseniase entre contatos abaixo de 15 anos de idade residentes em
municipios de Alagoas e Itaitinga, CE, sobre analise de anticorpos no sangue e na saliva contra a bactéria
causadora da hanseniase e verificar se ela estd presente nas narinas e no sangue. Esta anélise sera realizada
uma vez por ano durante 3 anos. Este estudo € importante para quem mora com uma pessoa que tem
hanseniase e vai ser importante para ver se ele (a) tem risco de desenvolver a doenga. Aceito também
responder a um questionario relacionado a ele (a), nossos familiares e ao paciente com guem moramos.
Estou de acordo que no momento da coleta, ele (a) seja examinado (a) para se verificar se ndo tem nenhuma
mancha suspeita. Serdo coletados saliva (1 mL), sangue (2 tubos com 3 mL cada), e uma amostra das
mucosas das narinas. A amostra das narinas sera coletada com um cotonete e ele (a) poderé sentir um leve
desconforto no momento da coleta. Na coleta de sangue, ele (a) podera sentir uma leve dor por causa da
picada da agulha. Todos os procedimentos serdo realizados por pessoas capacitadas.

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

I. Quais os beneficios e riscos que terei se eu aceitar que ele (a) participe do estudo?

Como beneficio, ele (a) tera oportunidade de ser acompanhado (a) durante 3 anos clinica e
laboratorialmente para avaliar se ele (a) adquiriu ou ndo a doenga. Com isto, ele (a) podera ajudar outras
pessoas que se encontram nas mesmas condi¢des do que ele (a). Durante o estudo, iremos provar se os
testes laboratoriais ajudam ou n&o a detectar precocemente a doencga.

Riscos da realizacdo dos testes: N3o ha riscos, apenas o desconforto na hora da coleta do

material.

Il. Quando ele (a) ndo pode participar do estudo?
N&o ha contra-indicacbes para ele (a) participar do estudo

Nos, pesquisadores, garantimos que:

++ Os resultados obtidos durante este estudo serdo divulgados sob a forma de relatérios, resumos,
publicages cientificas e o grupo de pesquisa nao divulgara a identidade dos participantes.

++ Os dados dos participantes serdo mantidos sob sigilo. No final da pesquisa ou mesmo durante a
pesquisa, caso seja hecessario, os participantes poderdo ter acesso aos resultados individuais.

< E garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento a Instituigdo.

« 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 pesquisadores.
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“+ Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames laboratoriais. Ndo ha compensac¢ao financeira relacionada a sua participacdo.

“+ Vocé é livre para decidir se participard ou n3o. Se vocé n3o quiser participar ndo vai ter nenhum
problema e vocé continuara seu acompanhamento na sua Unidade de Saude do mesmo modo. Se vocé
aceitar participar, vocé podera voltar atras e desistir de realizar as coletas das amostras sequenciais a
qualquer momento.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacées que li ou que foram
lidas para mim sobre o estudo acima. Ficaram claros para mim quais sGo os propdsitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que minha participacdo é isenta de despesas. Concordo veluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste Servigo.

COM QUEM DEVO FALAR SE EU TIVER DUVIDAS?

Caso tenha perguntas ou duvidas gerais sobre esta pesquisa ou quaisquer queixas relacionadas
a pesquisa, vocé podera falar com a coordenadora do projeto (Prof2 Aparecida Tiemi Nagao-Dias, telefone
85-3366.8270 ou 85-86733891, Universidade Federal do Ceara — Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210) ou com
o Comité de Etica em Pesquisa da UFC através do telefone 85-3366.8344.

Data da assinatura
Cidade

do termo
Nome do
responsavel

Impress3o digital do
responsavel
Assinatura da pessoa que aplicou o termo Assinatura de aceitac3o do responsavel
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APENDICE II - TERMO DE ASSENTIMENTO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS

FACULDADE DE ENFERMAGEM E FARMACIA

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

Titulo do estudo: Associacdo de parametros imunolégicos e moleculares em sangue e secregdes para
detecgdo precoce de casos de hanseniase entre contatos abaixo de 15 anos de idade residentes em
municipios de Alagoas e Itaitinga, CE.

Eu, , aceito participar
da pesquisa sobre analise de anticorpos no sangue e na saliva contra a bactéria causadora da hanseniase e
verificar se ela esta presente nas narinas e no sangue. Esta anélise sera realizada uma vez por ano durante 3
anos. Este estudo é importante para quem mora com uma pessoa que tem hanseniase e vai ser importante
para ver se tenho risco de desenvolver a doenga. Meus responsaveis ja estao informados sobre o conteudo
da pesquisa. Aceito tamhém responder a um questionario relacionado a mim, meus familiares e ao paciente
com quem moro. Estou de acordo que no momento da coleta, eu seja examinado para se verificar se ndo
tenho nenhuma mancha suspeita. Serdo coletados saliva (1 mL), sangue (2 tubos com 3 mL cada), e uma
amostra das mucosas das narinas. A amostra das narinas sera coletada com um cotonete e poderei sentir
um leve desconforto no momento da coleta. Na 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 esteja alterado, vocé sera encaminhado para o posto de saude.

I. Quais os beneficios e riscos que terei se eu aceitar participar do estudo?

Como beneficio, vocé terd oportunidade de ser acompanhado durante 3 anos clinica e
laboratorialmente para avaliar se vocé adquiriu ou ndo a doenca. Com isto, vocé podera ajudar outras
pessoas que se encontram nas mesmas condigdes do que vocé. Durante o estudo, iremos provar se os testes
laboratoriais ajudam ou n3o a detectar precocemente a doenga.

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

material.

Il. Quando n3o posso participar do estudo?
N&o ha contra-indicacdes para vocé participar do estudo

Nds, pesquisadores, garantimos que:

%+ Os resultados obtidos durante este estudo serdo divulgados sob a forma de relatérios, resumos,
publicagdes cientificas e o grupo de pesquisa ndo divulgara a identidade dos participantes.

% Os dados dos participantes serdo mantidos sob sigilo. No final da pesquisa ou mesmo durante a
pesquisa, caso seja necessario, os participantes poderdo ter acesso aos resultados individuais.

«* E garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento a Instituigdo.

“ 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 pesquisadores.
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++ Despesas e compensacoes: nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames laboratoriais. Ndo ha compensacao financeira relacionada a sua participacao.

** Vocé é livre para decidir se participara ou ndo. Se vocé ndo quiser participar ndo vai ter nenhum
problema e vocé continuara seu acompanhamento na sua Unidade de Saide do mesmo modo. Se vocé
aceitar participar, vocé podera voltar atras e desistir de realizar as coletas das amostras sequenciais a
qualquer momento.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagbes que li ou que foram
lidas para mim sobre o estudo acima. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que minha participagdo € isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste Servigo.

COM QUEM DEVO FALAR SE EU TIVER DUVIDAS?

Caso tenha perguntas ou duvidas gerais sobre esta pesquisa ou quaisquer queixas relacionadas
a pesquisa, vocé podera falar com a coordenadora do projeto (Prof2 Aparecida Tiemi Nagao-Dias, telefone
85-3366.8270 ou 85-86733891, Universidade Federal do Ceara — Rua Capitao Francisco Pedro, 1210) ou com
o Comité de Etica em Pesquisa da UFC através do telefone 85-3366.8344,

Data do

Cidade .
preenchimento

Nome do
participante

Impresséo digital do
participante

Assinatura de aceitacdo do participante

Impresséo digital do
responsavel

Assinatura da pessoa que aplicou o termo Assinatura de aceita¢3o do responsavel
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APENDICE III- QUESTIONARIO DESTINADO AOS CASOS DE HANSIASE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA I ' '
FacinbabE bE Farseicis, DooNToLO0iL E EXFERAASEM
DEFARTAMENTO DE SRALISES Cuiacas E TomooLiaias ﬁ
UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS ' )
]
Facuunank o EnFERManEs £ Fanmicia M
&ssoclagdo de parimetros imenoldgicss & moleculares em sangue e secreplies para detecglio precoce de
rasos de hanseniase entre contatos abalwo de 15 ancs de idade residentes em municiplos de Alagoas e
Itaitingga, CE.
EL'E?T]I:I'_“Q;'LIII} DOk PARTICIEAMTES
Local da Pemquisa
Diata da eolsta’ enpeyisia
Enmeviiado:
BACTENTE FORTIE:
Local do acompeshoments terapeutico N repashu do posio:
Ham [dace Sema
Endersgn i
Bauro Lidade
Tal da sonrars
Fomma clindcg afual da doenga: I8:
Cruznde fol diammesticada?
Ezta em tratamente 7 Craodo tmacu”
Tempa de duragin do tratamenta
T4 tove Hansenlice apse:”
Smm {Fomez chinmea: Dhurapic do ratamseio: ]
e
CONTATOR
Toms Tdade | Sewa | Paremesco | Feside | Frequensia do
Jumtn? cantato
Fai vacimedo Tem a cicatnzr Chianda receben | Fer peforgn da 1 ponta fer ou
coim a BCG? vacanal? a vasima’ BOG? padin 3lgmm
el 900 ST
climipsT (BE.,
EC, BLE)*
VBE- baciloscopn
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APENDICE IV — QUESTIONARIO DESTINADO AOS CONTATOS DE HANSIASE

UniversiDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACLA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM
DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS
Universipape FeperaL pe ALaGoas
FACULDADE DE ENFERMAGEM E FARMACIA

N° de identificagdo do participante

Questionario destinado ao Contato:

DADQOS CADASTRAIS

1. Municipio: ( ).Santana do Ipanema ( ).RiolLargo ( ).Arapiraca ( ).Itaitinga
2. Local de preenchimento do
questionario (Unidade de Satde):
3. Nome completo
do Contato:
dd mm )
4.RG.: > Dalta de 6. Sexo: () ()
nascimento Masc. Fem.

7. Nome completo
da mie:
8. Nome completo
do pai:
9. Logradouro (Rua, Avenida, Travessa, Praga, Rodovia):
10. Nome do 11. Ndmero:
logradouro:
12. Complemento o
(Quadra, Lote, Apto) 13. Bairro:
14. Cidade: 15. Estado: 16. CEP:

DDD Nimero
17.Tel 1: 20. H& quanto tempo mora neste enderego?

DDD Nimero
18. Tel 2: 21. Morou em outra cidade nos tltimos 10 anos? { ).SIM (). NBO

DDD Nimero d d d
19, Tel 3: 22. Nome da cidade

que morou:

23. Situagéo civil { ). Solteiro { ). Casado [ ). Separado ( ). Divorciado (). Vidvo (). Unido consensual
24. Qual o curso mais elevado que concluiu? | 25. Qual a situacdo trabalhista no momento? | 26. A renda familiar é aproximadamente?
( ). Alfabetizacdo (). Desempregado (). Menos que 1 saldrio minimo
(). Fundamental incompleto (). Emprego formal ( ).De1a2salrios
(). Fundamental completo (). Emprego informal ( ).De2 a4 saldrios
{ ). Ensino Médio incompleto (). Afastado / Licenca Saide ( ).De4 a6 saldrios
{ ). Ensino Médio completo ( ). Estudante (). Mais que 6 saldrios
{ ). Universidade concluida (). Empregador ( )-N&o tem renda
{ ). Pés-graduagdo concluida (). Aposentado / Pensionista ( )-N&o sabe informar
(). N3o alfabetizado 27. Profissdo:
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APENDICE V - ARTIGO PUBLICADO NA BRAZILIAN JOURNAL OF
INFECTIOUS DISEASES, EM MAIO 2017

MRAZ | IMFECT Do 30172 1{5):557-561
_.-*E_tf“ = Eﬁf@;._. The Brazilian Journal of
i INFECTIOUS DISEASES
‘-‘_"'.:;.r_ rgﬂji@ www . alsevier.com/looate/bjid
Brief communication

Salivary anti-PGL-1 IgM may indicate active
transmission of Mycobacterium leprae among young
people under 16 years of age

CroesMark

Alexandre Casimiro de Macedo®, José Evandro Cunha Jr.°,
Juliana Navarro Ueda Yacchite®, Clodis Maria Tavares®, Aparecida Tiemi Nagao-Dias™*

* Umiversidade Federal do Ceard (UFC), Foculdode de Farmicio, Departomento de Andlises Clinicos e Toicoldgims, Fortaleza, CE, Bl
¥ Universidade Federal de Alagoas, Faculdade de Enfermagem e Farmacia (ESENFAR), Macrio, AL, Bro=l

ARTICLE INFO AEBEETEACT
Article kistory: Considering that the main route af Mycobacterium lepree transmission is the upper respiratary
Received 3 fanuary 3017 tract, detection of salivary antbodies can be a useful toal for dizgnosing early infecton. The
Accepted 11 May 2017 study aimed to anabyze salivary anti-PGL-1 IgA and IgM antibodies in 165 children aged 4-16
Ayailable online 9 hune 3007 years cld, who lived nearby ar inside the house of multihacillary or pawcbacillary leprosy
patients in two endemic cities in Alapoas State - Brazil. Salivary anti-PCL-1 antbodies were
Feywords: guantified by modified ELISA method. The frequency of contact and clinical form of the
Lepeosy index case were significantly associated with salivary antibody levels. High frequency of
Salivary antiboties IgM positivity strongly suggests active transmission of M. [epror in these commumites. We
Phenalic ghycolipid-1 antigen suggest in the present work that salivary anti-PCL [gA and [gM are important biomarkess to
Mymobacterium keprae be used for identifying communities with probable active transmmission of M. leprac.

& 2017 Socedade Brasileira de Infectologia. Published by Elsevier Editora Lida. This is an
open aocess article under the OC BY.NC ND Boense (httpolcreativecommeons. orgflicenses’
by-ne-rd .09

the community.” In 205, the detection rates of leprosy among
people under 15 years old in Santana do lpanema and Rio
Larga, teeo Brazilian citi=s located in Alagoas State, were 13,77
and T2 Bl per 100,000 inhabitamnts, respectivehy:?

Az the bacteria are not coltivable, secretory antibodies can
be a us=ful tocl to detect excly infection. The nascpharynx is
the main portal of entry for Mycobacierium leprac (M. leprad),
and the nasal epithelial cells are an important reservoir of the
bacteria * As mucosal immune organs and tissues compos= an
integmted system, saliva is frequently considered to be repre-
sentative of mucosal bumoral immune response. The purposs

Comespanding authar. of the present work wes to evaluate salivary anti-phenalic
E-mail address: anagrodias@gmail com {A.T. Nagao-Dias).

hittp:fdx dai_org 10106 byid 2017 .05 001

L413-Ba WS 20107 Sociedads Brasileirz de Infectologia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an open sccess article under the OO
BY-NC-MD license (hittpoforeativecommans. orgBrensesby- no-nd 4.0,

Introduction

Brazil iz the second country with the highest incdence of
leprasy in the world. In 2015, the country presented a detec-
tion rate of 14 .06 cases per 100,000 inhabitants.” Although the
mumber of new cases seems to decrease, it may not repre-
s=nt the reality. For instance, the high incdence of the ds=asze
among children means that an active transmission aoours in
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Fig. 1 - Lewels of salivary anti-PGL-1 antibodies in 169 young contacts of leprosy patients. (A} Median and range of salivary
ant-PGEL1 IgM and IgA in contacts of multbadlary (ME contacts, n =115} and pandbadllary (PE contacts, n=40) leprosy
patients. (B) Madian and range of salhmry anti-PGL1 IgM and [gA levels in househald (HH, n=57] and peridomiciliar {PT,
n=112) contacts. Salhmry anti-PGL-1 antibodies were detected by modified ELISA method.

ghroolipid 1 antigen [PEL-1) IgA and IgM =atypes among 169
leprosy contacts aged 4-16 years bving in the municipalities
af Santana do [panema and Rio Largo (Alagoas state, Brazil).

Methods
Subjerts ond sample collection

The contacts {n=16%) inchuded in the study were classified as
peucibacillacy (PE contacts, r=40) or multibacillary [ME con-
tacts, n="115) contacts, according to clinical form of the index
case. Fourteen contacts were not classified bacaass the infor-
mation was not available in the patisnts' medical reconds. The
participants were also classified as household contacts (HH,
n=57) or peddomiciliar contacts [P0, n=112) Peridomiciliar
contacts were those who were relatives of the index cass but
did not live in the same house or those who lived close to the
index case"s house (up to fve houses apart). The project was
approved by the National Committes for Ethics in Besearch
Unstimulated saliva samples were collected into tubes, which
wers transported with ice packs to the lasbomtory, where they
were kept at —20<C until testing (up to three wesks after cal-
lection). The presence of lesions and nerve enlargement weres
imestigated at the moment of sample collection. Cases sus-
pected of having the dissase were refemed to a doctor and
excluded from the study.

Detection af salivary anti-PGL-1 antibodies

Microplates were coated with native PGL-1 at 5 mg'L in abso-
hate alcohol for 2h at 37 “C (protoco] modified from Brito =
Cabral et al, 201%).* After blocking with 1% f=tal bovine s=nim
({FBS, LGC Eio, Brazily-Tris solution for 2h at 37°C, the wells
were incubated with previously cenrfuged saliva samples
{diluted to 1-:50 with 13 FES-Tris). After 18 h at 4 “C and wash-
ing with U05% FBS5-Tris solution, anti-human Ig4 or anti-Ig
alkaline phoesphatase antibodies (Sigrma, US4, 1.1000 in 1%
FBRS-Triz) were left on the plates for 2h at 37«0 After new
incubation for 2 h at 37 «C, and washing, the substrate solution

{1mgfml p-nitrophemyl phosphate in 10% disthanolamine
containing 0.5mM MgCl,, pH S.E) was added to the wells
After 100 min at room temperature, absorbance resdings were
mecorded at 405nm using an FLISA microplate reader. The
msults were expressed as the 0D mean of the values (minus
blank) The cut-off was based on the 57th percentile of normmal
controls.” Results 30% above the cot-off value were considersd
o be positive

Analysis of data

The data were analyzed using nonparametric tests as the data
did not follow = Gaossian distribution (Kolgomorov—Smirmay
st All statistical analysss was performed using GraphPad
Prism wersion 5.0. The level of statistical significance was 5%
fp < 0.05).

Results

Salivary anti-PGL-1 IgM presented good correlation to salivany
Igh titers (Spearman correlation, r=0.71, p< L0001}, No statis-
tical significance was found reganding the age range, sither for
IgM or IgA (Kruskall-Wallis test, p=0.14% and p=0.312, respec-
tively, Table 1). Mo significant differences were sither found in
IgM ar Igh titers in respect to the degres of relationship with
the index case (p=0.335 and p= 0500, respectively, Table 1)
Contacts who reported having weskly contact with the indsx
case had higher [gh antibody titers than those with daily con-
tact (p=000d, Table 1). MB leprosy contacts press=nted higher
levels of salivary anti-PGL-1 [gM and IgA (Mano-Whitney test,
p=0.02 and p=005, respactively) than P leprosy contacts
(Fig. 1A). Interestingly, FD' contacts had higher levels of sali-
wary [gM and [gA (Mann-Whitney test, p = 0019 and p=0.028,
mespectively) than the HH contacts (Fig. 1B).

Discussion

With the advent of multidrug thempy the repart of new cases
of leprosy had a sharp decrease Howerer, this decline has
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Table 1 — Titers of salivary ant-PELY Igh and Igh in 1689 young contacts of leprosy patients sccording to the age mnge of

leprosy contacts, their degree and frequency of relationship with the index case.

Age rangu {years) 1gM

45 un 12-1&6 35 7-11 1z-16

| 6 = =3

. 24 =

Antibody titors ooz oo ooso ooer 0115 aio2

Antibody titars
{intamyuartile
TEngg|

Knzmkall-wallis 0143
mt, p

OuD10-0. 103

0.050-0.155 O06-0.153

Crand
soofGrand
daughtsr

Family or sodal
mlationship
with the index
casa

Soo/dzughter
Ercthar/sistar

Othars

Sonfdaughter Grand Othars

Brothar/sistar  scofGrand
daaghter

Nephara'
cieca/cousin’
ousine

n
Antibody fitars  ou03s 0.100 0036 mosz

Antibody Htars
{ntarguartile

OuEE3-0.250 0.010-D.483

ranzg)
En=kall-wallis 0335
twmst, p

0324

2 18 IE a3
oonss 0132 =8 0.107
0.050-D 1EE D0E7-0.200

D0E8-0.154 0.042-D 263

D550

Froquency af Caily
malationship
with the indax
casa

Mm. Draly

72 1 5 &5

n ) 5 &5

n
Antibody titars T 0I5 ogr o.os0 0100 (s ) DTE 0110

{modian)
Antibody titors
{intamyuartile
TRngE|
Enskall-wallis 0.0
st p

0UDI0-0.130 00900550 00380399

0020332

00580185 0070260 Du0s2-0.367 0.060-0.19=

0455

H.mL =not mentionad.
* p=0.05 in relation to daily rlationskrip.

become le=ss steep in recent years; on the contrary, there has
be==n o riss in leprosy cases including children ® This makes
the goal of eliminating leprosy impossible tobe achieved in the
next few years,” remembering that there are possible undiag-
nosed casas that are hidden sources of bacterial transmission.
[n addition, there are many unknown aspects regarding the
ecology of M. loprae” Strategies are necessary to int=rmpt
transmission, such as the development of biomarkers to iden-
tify contacts and/or to identify those at risk of dewsloping the
diseasa’

Mucosal immunity in leprosy & poarly understood,
although it &= known that the nasal cavity is one of the
Erst sites infected by M. leprae, and the oml cavity can alsa
be affect=d, as observed in late diagnossd patients.” Sali-
wvary antibodies of the IgA isotype have besn considersd as
bicmarkers of nfaction, and also of Immunity, considering
that they may play a role in inhibiting c=ll adhesicn and

in opsonophagecytosis ¥ Smith et al (2004), in a follow-op
study of people residing in endemic regions for leprosy, found
an initial positivity of 16% for palymerase-chain reaction of
nasal swab and 67.7% for salivary anti-M. leproe IgA 1" A very
inter=sting aspect abserved in the study was that the fre-
quency of positivity was higher in certain seasonal periods,
especially in the presence of humidity, suggesting that the
bacillus remains in the community but not necessardly in
the individual " In accordance with this hypothesis, Mohanty
and colleagues detected viable strains of M. leproe in emiron-
mental samples obtained from around the houses of leprosy
patients in Ghatampur (Indiz). The prolonged pressoce of
bacilli could play an important role in the continued trans-
mission of leprosy. !
A very low number

anti-PELL IgM in saliva, * which possibly indicates recent
infection, since the half-life of JgM-producing plasma cells

tudies refer to the pressnce of
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is only five days, and their levels may be correlated with
bacillary load. ¥ Abe et al [1884) found a freguency of pos-
itiwity corresponding to 4.5% [fve out of 110 patients)? We
found much higher positivity of salivary ant-PGL1 IgM iso-
type among leprosy contacts, Le 17 out of 47 samples (36.1%)
in Ric Large, and 1% out of 122 samples (12.37%) of childmen
fram Santana do [panema. Likewise, in a previous study car-
red out in Cato and Mamoanad cities, state of Ceam, Bragil,
13 put of 135 samples [B.6%) turned out positive for salivany
anti-PGLL IgM.* In this way, one could infer the magnitude
af active transmission in the commurity. In fact, in 2013,
the case detection rate among young people under 15 years
ald was 1325 cases per 100,000 individuals in Santana do
lpanema, while no case was detectad in Hic Large. In 2004,
o cose waos defect=d in the two cities. [n 2015, the case defec-
tion rate in Santana do [panema was 3281 cases per 100,000
indiwiduals and 13.77 cases per 100,000 individuals in Rio
Larga.?

As leprosy infection requires prolonged contact time, those
who live in the same house of the index case is balieved to
be at risk for developing the disease; however, recent reports
demonstrated that thoss who live nearby the index case
should also be investigated. ™

[t & an intriguing fact found in cur present work thoss
who Hved nearby the index caze presented higher levels of
salivary antibodies than the housshold contacts. The para-
dox tolermmosfactivation makes the mucosal immune system
a challenging task The mucosal immune response may
be affiected by vanricus factors, swch as soluble or partiou-
late antigens, chemical nature and concentration of antigen,
frequency of exposition, gut microbiota composition, eomd-
mnmental antigenic exposure, nutritional status (defciency
af vitamin A), chronic infections with helminths ar other
parasibes ™ PGL-1, for instonces, facilitates bacterial adhesion,?
modulates macrophage cytokine and chemokine production,
and may lead T cells to anergy'® In this respect, it is proba-
ble that PGL-1 exerts some type of oral tolerance on mucosal
immune response.

Matumal killer T cells pecognize glycolipid antigens pre-
sented by (D1d molscule and may also play an important
male in aral tolerance by inducing tolercgenic dendritic cells
and regulatory T oells, or by deleting antigen-specific T calls.
These mechanisms could partly explain what may be occur-
ring in children with prolonged and sustained contact with
the index case.

Detection of positive salivary [gM among young people sug-
gests that M. leproe transmission is active in the community.
Faor this reason, 2 stratepy at municipal level is extremsly
urgent in order to reduce the dissemination of the bacilhus.
Finally, we suggest in the present work that salivary anti-PGL
IgA and IgM are important biomarkers to be used for iden-
tifying communities with probable active tansmission of M.

leprae.
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