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RESUMO

Hanseniase é uma doenca infecciosa, cujo agente etioldgico é o Mycobacterium leprae,
que apresenta tropismo por células do sistema nervoso periférico, além de ocasionar
lesbes em pele. Dois desafios devem ser enfrentados em relacdo a hanseniase na
atualidade: o diagndstico tardio e a doenca em criangas. O objetivo do presente trabalho
foi investigar o papel dos anticorpos séricos anti-antigeno glicolipidio- fendlico-I (anti-
PGL-1) e sua associacdo como como parametro auxiliar no diagndstico de hanseniase.
Foram incluidos no estudo dois municipios endémicos (Sdo Gongalo do Amarante-CE e
Rio Largo-AL) e dois municipios hiperendémicos (Caninde-CE e Santana do Ipanema-
AL). A partir do levantamento dos casos de hanseniase notificados no Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo, Foram realizadas visitas domiciliares a 71 casos
indices de qualquer idade e a 395 contatos intra e peridomiliciares com idade entre 4 e
15 anos. Apos avaliagdo dermatoneurolégica de cada participante, foi realizada coleta
de sangue. A dosagem sérica de IgM, IgG e IgA anti-PGL-1 foi realizada por ELISA
indireto. Uma forte associacdo foi encontrada entre positividade de anticorpos e casos
multibacilares. As Odds ratios (OR) foram de 6,11 (1C95% 3,08 - 12,16) para IgM, 3,31
(1,66 - 6,61) para IgG e 16,97 (1C95% 8,39 - 34,2) para IgA. Quando IgM foi associada
a um ou mais isotipos, a OR foi de 21,0 (IC95% 10,11- 43,64), e quando 1gG e IgA
foram associadas, a OR foi de 17,58 (IC95% 6,23 - 49,54). A maior sensibilidade
diagnostica de 76,0% (1C95% 61,8- 86,9) foi observada para IgM e o menor valor
encontrado foi de 24,1% (1C95% 13,0 - 38,2), o que foi observado para os isotipos 19G
+ IgA. Em relagdo aos valores preditivos positivos presumidos, o menor valor foi obtido
para IgM, de 24,7% (1C95% 18,1 - 32,3), e os maiores valores foram observados para
IgM associado a um ou mais isotipos, ou seja, de 60,0% (1C95% 44,3 - 74,3) e para 0S
isotipos 1gG + IgA, ou seja, de 66,7% (IC95% 41,0- 86,7), respectivamente. O presente
trabalho sugere que na presenca de dois ou mais isotipos de anticorpos, aumenta a

probabilidade de estarmos diante de um caso de hanseniase.

Palavras- Chave: Hanseniase; Micobacterium leprae; Anti-PGL-1; Imunoglobulinas.



ABSTRACT

Hansen’s disease (known as leprosy) is an infectious disease caused by Mycobacterium
leprae, which shows tropism for cells of the peripheral nervous system, and causes skin
lesions. Nowadays, there are two challenges faced in relation to leprosy: late diagnosis
and the disease in children. The aim of the present study is to investigate the role of
anti-glycophenolic antigen-1 serum antibodies and their use as an auxiliary parameter in
the diagnosis of leprosy. Two endemic municipalities (Sdo Gongalo do Amarante-CE
and Rio Largo-AL) and 2 hyperendemic municipalities (Canindé-CE and Santana do
Ipanema-AL) were included in the study. Home visits were made to 71 index cases
("any age"), and to 395 intra-household and peri-household contacts (between 4 and 15
years old). The survey of leprosy cases reported in the Notifiable Diseases Information
System (SINAN) was used to carry out the visits. Each participant had blood collected
after dermatoneurological evaluation. Serum dosage of anti-PGL-1 IgM, 1gG and IgA
was performed by indirect ELISA. A strong association was found between antibody
positivity and multibacillary cases. The odds ratios (OR) were 6.11 (95%CI 3.08 -
12.16) for IgM, 3.31 (1.66 - 6.61) for IgG and 16.97 (95%CI 8.39 - 34.2) for IgA. When
IgM was associated with one or more isotypes, the OR was 21.0 (95%CI 10.11-43.64),
and when 1gG and IgA were associated, the OR was 17.58 (95%CI 6.23 - 49.54). The
highest diagnostic sensitivity of 76.0% (95%CI 61.8-86.9) was observed for IgM and
the lowest value found was 24.1% (95%CI 13.0 - 38.2), which was observed for IgG +
IgA isotypes. Regarding the presumed positive predictive values, the lowest value was
obtained for IgM, of 24.7% (95%CI 18.1 - 32.3), and the highest values were observed
for IgM associated with one or more isotypes, that is, 60.0% (95%CI 44.3 - 74.3) and
for the IgG + IgA isotypes, that is, 66.7% (95%CI 41.0-86.7), respectively. The present
work suggests that when two or more isotypes of antibodies are present, the probability
of facing a case of leprosy increases.

Keywords: Leprosy; Mycobacterium leprae; Anti-PGL-1; Immunoglobulin.
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1 INTRODUCAO

O diagnostico da hanseniase é essencialmente clinico, sendo realizado através da
avaliacdo dermatoneurélogica de lesbes e/ou comprometimento de nervos periféricos
(BRASIL, 2017). A hanseniase é a Unica patologia em que ocorre presenca de lesées ou
areas com hipoestesia, sendo que a primeira sensibilidade a ser perdida é a térmica, a
seguir, a dolorosa e por dltimo, a tatil (BARRETO et al., 2017; BRASIL, 2017).

Na infancia, os sinais clinicos da hanseniase, muitas vezes, ndo séo facilmente
reconhecidos, além do fato da avaliacdo dermatoneurolégica depender da percepcao da
crianca em resposta aos testes. Quanto mais jovem a crianca, mais dificil serd a
avaliacdo das lesdes (ROMERO-MONTOYA et al., 2014).

A hanseniase em crianca ¢ um indicador epidemiologico importante, pois reflete
transmissao ativa da micobactéria no ambiente, evidenciando falhas nas estratégias de
salde publica (BARRETO et al., 2014). A presenca da doenca em criangas indica que
ela esta convivendo com algum individuo bacilifero sem tratamento (SCHNEIDER;
FREITAS, 2018). Além disso, a incidéncia da hanseniase entre jovens revela exposicdo
precoce ao Micobacterium leprae (M. leprae), uma vez que o periodo de incubacdo da
doencga dura de 2 a 7 anos (SCHNEIDER; FREITAS, 2018).

A quebra da cadeia de transmissdo da hanseniase depende da capacidade dos
servicos de salde em diagnosticar os casos na fase inicial da doenca e em realizar
adequadamente o tratamento (BRASIL, 2016). Entretanto, observa-se muitas vezes um
despreparo dos profissionais da salde na avaliacdo dos potenciais casos, o que dificulta
o diagnostico da doenca. Dessa forma, muitos casos ja se apresentam com algum grau
de incapacidade fisica (GIF), o que mostra que estd havendo diagnostico tardio
(LASTORIA; MACHARELLI; PUTINATTI, 2003). O GIF indica a existéncia de perda
da sensibilidade protetora, forca muscular e/ou deformidades visiveis em membros e
outras partes do corpo (BRASIL, 2017).

No periodo de 2009 a 2020, foram diagnosticados no Brasil, 24.079 casos novos
de hanseniase em menores de 15 anos, com uma taxa de deteccdo de 3,44 por 100.000
habitantes em 2019, considerada alta (BRASIL, 2021a). No Ceara, de 2008 a 2019
foram diagnosticados 1.292 casos novos entre menores de 15 anos, sendo 14
diagnosticados em S&o Gongalo do Amarante e 14 em Canindé (CEARA, 2020).
Considerando uma série historica de 10 anos (2010-2020) no estado de Alagoas, foram

diagnosticados 242 casos novos entre menores de 15 anos de idade (BRASIL, 2020).
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Destes, 2 foram diagnosticados no municipio de Rio Largo e 28, no municipio de
Santana do Ipanema (ALAGOAS,2020).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 5,3% dos pacientes
apresentaram incapacidade fisica Grau 2 (GIF 2) no momento do diagnéstico, no mundo
(OMS, 2019). No Brasil, a propor¢do de casos de hanseniase com GIF 2 no momento
do diagndstico é de 9,9% (BRASIL,2021a), que reflete diagndstico tardio (OMS, 2015;
BRASIL, 2017). Além disso, o Brasil notificou 261 novos casos menores de 15 anos
que foram diagnosticados com GIF 2 no periodo de 2015 a 2020 (OMS, 2021a). Tais
dados demonstram que a “Estratégia Global para Hanseniase 2016-2020”, cuja principal
meta era a reducdo do GIF 2 entre os casos novos, ndo foi alcancada (OMS 2016).
Dessa forma a OMS definiu novas metas com o objetivo de erradicar a hanseniase por
meio da interrupcdo da transmissdo (OMS,2021b) que estd descrito na “Estratégia
Global de Hanseniase 2021-2030”, esta por sua vez, tem como um dos principais
objetivos a reducédo da taxa por milhdo de habitantes de novos casos com GIF 2 em 90%
e a reducdo da taxa por milhdo de criancas de casos novos de hanseniase em criancgas
também em 90% (OMS,2021b).

Quanto ao uso de ferramentas laboratoriais, a realizacdo de bidpsia e de
baciloscopia de raspado intradérmico sdo apenas auxiliares no diagnostico. A
baciloscopia de raspado intradérmico, onde se coleta material dos I6bulos das orelhas e
dos cotovelos, com posterior coloracdo pela técnica de Ziehl-Neelsen a frio, € uma
técnica de baixa sensibilidade, resultando negativa, principalmente nas formas clinicas
mais localizadas da doenga, tais como nas formas paucibacilares (BRASIL, 2017).

Estudos mostram que aqueles que tém maior potencial de desenvolvimento da
doenca sdo os contatos muito proximos dos casos indices (SUZUKI et al., 2012). Assim
sendo, entende-se sobre a necessidade e a importancia da avaliacdo dos individuos que
apresentam um convivio social prolongado, como os que estudam em uma mesma
escola e/ou que vivem em residéncias proximas, além daqueles que residem na mesma
moradia que o caso indice (BARRETO et al., 2014).

Nesse contexto surge a necessidade do desenvolvimento de um teste laboratorial
que seja suficientemente sensivel e especifico para auxiliar o diagnostico clinico da
hanseniase, principalmente em individuos abaixo de 15 anos de idade, contato de casos
indices.

Em setembro de 2021, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou
0 uso do Kit-NAT HANS para hanseniase. (MENESES, 2021). Trata-se de um teste de
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biologia molecular para ser empregado em bidpsias de lesdes cutaneas e de nervos, com
objetivo de auxiliar o diagnéstico da hanseniase, quando a baciloscopia de raspado
intradérmico for negativa (BRASIL, 2021b).

A sorologia, apesar de nao ser utilizada na rotina, passou a ser bastante
empregada em pesquisas em virtude da descoberta de uma molécula especifica do M.
leprae, o glicolipideo fendlico 1, ou (PGL-1). O PGL-1 é uma molécula presente na
parede celular de M. leprae, sendo que individuos que apresentaram algum contato com
a bactéria podem desenvolver anticorpos especificos contra esse antigeno. Além disso, o
PGL-1, seja em sua forma nativa ou semissintética, tem sido considerado um bom
marcador de infeccdo (SPENCER; BRENNAN, 2011).

Embora anticorpos produzidos contra 0 PGL-1 ndo sejam capazes de diferenciar
infeccdo de doenca, acredita-se que existe uma associac¢do entre soropositividade anti-
PGL-1 e maior risco da ocorréncia de casos de hanseniase (RIBEIRO et al., 2021).
Além disso, podem revelar ocorréncia de endemicidade local (HENRY et al.,2016).

Quanto aos testes para andlise soroldgica, tém sido empregados, a técnica
imunoenzimatica em fase sélida (ELISA) tipo indireto, e testes de imunocromatografia
(NIITSUMA et al., 2021). Os testes de imunocromatografia apresentam vantagens do
ponto de vista técnico, frente ao ELISA, pois sdo rapidamente executaveis, e dispensam
equipamentos, no entanto, ndo sdo capazes de quantificar anticorpos em amostras
(CABRAL et al., 2013). Os testes de ELISA podem ser empregados como testes semi-
quantitativos o que possibilita a avaliacdo dos niveis de anti PGL-1 em estudos de
seguimento de contatos.

Em relacdo aos isotipos analisados, IgM tem sido o Unico isotipo pesquisado em
amostras de soro de pacientes e contatos (BARRETO et al., 2011), com base no fato de
que PGL-1 ser um antigeno T-independente e induzir basicamente a producdo de IgM
(SPENCER E BRENNAN, 2011).

Embora o teste para 1gG anti-PGL-1 sérico apresente uma alta especificidade
diagnostica (CABRAL et al., 2013), ele possui baixa sensibilidade diagnostica
(NAGAO-DIAS et al., 2007). Sao poucos os relatos referentes ao isotipo IgA sérico anti
PGL-1 (SCHWERER et al., 1989, CHUJOR et al., 1991). Recentemente, 0 N0sso grupo
mostrou que a IgA apresenta um melhor desempenho em comparacdo com 0 isotipo
1gG. IgG apresentou uma correlagdo moderada com IgM (r= 0,479, p = 0,0055) e uma
sensibilidade diagnostica muito baixa mesmo em pacientes com a forma multibacilar.

Por outro lado, a IgA apresentou forte correlagdo com IgM (r= 0,745, p <0,0001)
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(MACEDO., et al 2017). Ainda assim, um trabalho realizado por nosso grupo
demonstrou em um estudo prospectivo de trés anos, uma associagdo de risco entre a
presenca de 1gG anti-PGL-1 e hanseniase (NAGAO-DIAS et al., 2019).

A importancia da IgA para a imunidade das mucosas estd bem estabelecida
(LAMM,1988; MANTIS et al., 2011). Entretanto, 0 conhecimento sobre seu papel
protetor na circulacdo sistémica ainda € debatido (BLUTT et al., 2012). Nos ultimos
anos, tem sido proposto seu uso no diagnostico de algumas doencas infecciosas, como
leptospirose (SILVA et al.,, 1992), toxoplasmose (TAKAHASHI; ROSSI, 1994) e
dengue (TALARMIN et al., 1998; NAWA et al., 2005; DE DECKER et al., 2015). O
isotipo IgA apresenta uma vantagem em comparagdo com os isotipos IgM e 1gG, pois
aparece precocemente na infeccdo e desaparece muito mais rapido que os isotipos IgM e
IgG (DE DECKER et al., 2015).

Com base no exposto acima, o objetivo da presente pesquisa é avaliar a
contribuicdo dos principais isotipos de anticorpos séricos produzidos contra o antigeno
PGL-1de M. leprae em contatos menores de 15 anos de idade e nos casos indices, bem

como avaliar a associacdo de cada um dos isotipos com a hanseniase.
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2 JUSTIFICATIVA

Um dos maiores desafios enfrentados na atualidade no que diz respeito a
hanseniase € o diagnostico precoce da doenca, quando as manifestacfes clinicas sao
discretas. O diagndstico precoce é importante para o controle da hanseniase, entretanto,
h& diversos fatores que o dificultam, tais como o longo periodo de incubagéo do bacilo,
0 inicio da doenca com sinais e sintomas inespecificos, e 0 pouco conhecimento de
profissionais da saude quanto ao diagnostico e ao manejo terapéutico (STAFIN;
GUEDES; MENDES, 2018).

A deteccdo de casos entre jovens abaixo de 15 anos de idade é uma
demonstracdo evidente de que a doenca estd longe de ser controlada. A avaliacdo
dermatoneuroldgica em criancas é bastante dificil de ser realizada pois, depende de sua
percepcdo para responder aos testes e do conhecimento técnico do profissional de saude.
Dessa forma, se ndo houver diagnostico de forma precoce, a doenga pode evoluir para
formas mais disseminadas podendo haver comprometimento neurologico e
incapacidades fisicas irreversiveis. A hanseniase na infancia produz efeitos
psicoldgicos, fisicos e sociais negativos que podem se estender e afetar de forma
permanente a vida das criangas por ela acometidas.

Assim, é de fundamental importancia buscar testes laboratoriais que possam
auxiliar no diagnéstico clinico da hanseniase em criancas com manifestacGes clinicas
ainda discretas e sem incapacidades fisicas. Nesse contexto, o presente estudo visa
avaliar o potencial dos marcadores soroldgicos como ferramentas de diagnostico da
doenca.

Dado o fato de que o PGL-1 é especifico de M. leprae e que individuos que
residem préximo ou dentro da moradia do caso indice podem vir a produzir anticorpos
contra essa molécula, nos Gltimos anos, pesquisadores vém intensificando estudos sobre
sua aplicacdo na vigilancia de contatos, principalmente em é&reas endémicas
(BARRETO et al., 2014; BARRETO et al., 2015).

Nosso grupo de pesquisa tem investigado o papel dos principais isotipos de
anticorpos salivares e séricos anti-antigeno PGL-1. Em um estudo prospectivo de trés
anos entre criangas de 4 a 15 anos de idade, foi possivel demonstrar um risco maior de
doenga entre aqueles com positividade para IgG anti-PGL-1 (NAGAO-DIAS et al.,
2019; ANEXO 2). Em trabalho anterior, havia sido demonstrado que o isotipo IgA
possui uma boa correlagdo com IgM (MACEDO et al.,, 2017). Tais estudos foram
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inicialmente realizados em municipios de Alagoas e se tornou base para o segundo
projeto, que foi estendido para dois municipios do Ceara.

Dessa forma, o presente estudo, utiliza a ferramenta da sorologia associada a
avaliacdo dermatoneurologica e visa em um estudo transversal avaliar a real
contribuicdo dos principais isotipos de anticorpos séricos produzidos contra o antigeno

PGL-1 de M. leprae e sua associacdo com a hanseniase.
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3 OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar o papel dos anticorpos séricos anti-antigeno glicolipidio-fenolico-1 (PGL-1)

como parametro auxiliar no diagnéstico de hanseniase.

Objetivos especificos

e Determinar o perfil clinico e demogréfico de casos indices com hanseniase
notificados no Sistema de Informes de Agravos de Notificacdo no periodo de

2013-2018 em quatro municipios endémicos e hiperendémicos do Nordeste;

e Descrever o perfil clinico e demografico de contatos intradomiciliares e

peridomiciliares dos casos indices na faixa etaria de 4 a 15 anos de idade;

e Mensurar 0s niveis de anticorpos séricos anti- PGL-1 nos contatos e casos

indices;

¢ Identificar a proporcdo de casos suspeitos de hanseniase em contatos menores de

15 anos de idade;

e Averiguar associacdao da frequéncia de positividade de anticorpos séricos entre

contatos com e sem suspeicao de hanseniase;

e Analisar associacdo da frequéncia de positividade de anticorpos séricos entre

contatos sem lesGes e casos de hanseniase;
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Aspectos epidemioldgicos na Hanseniase

O termo hanseniase € uma homenagem ao medico noruegués Gerhard Armauer
Hansen, que identificou o bacilo M. leprae como sendo a causa da doenca em 1873
(EIDT, 2004). A anélise de DNA de cepas de M. leprae sugere que esta bactéria que
causa a hanseniase se originou no leste da Africa e se espalhou para a Asia, Meio Oeste,
Europa e para paises da Africa Central, através do comércio de escravos. Nas Américas,
parece mais provavel que a doenca tenha sido trazida por imigrantes europeus (MONOT
et al., 2009). Os primeiros casos foram notificados no Brasil em 1600 na cidade do Rio
de Janeiro. Depois disso, a doenca se espalhou para as demais regides brasileiras (EIDT,
2004).

A prevaléncia da hanseniase diminuiu acentuadamente desde a introducdo da
poliquioterapia (PQT) no inicio da década de 1980. Muito anterior & introducgdo da PQT
como tratamento para a doenca, a principal estratégia empregada para prevenir a
disseminacdo da hanseniase era o isolamento obrigatério de pacientes em col6nias
estabelecidas no Brasil a partir de 1923. O isolamento dos pacientes deixou de ser
obrigatério com a introducdo do farmaco dapsona na década de 1940. Devido ao
aparecimento de casos de resisténcia a monoterapia com dapsona em 1970, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a partir de 1982, sugeriu 0 uso de regimes de
PQT, que vem sendo utilizada até hoje (OMS, 1982) A PQT foi oficialmente
implementada no Brasil em 1993 (CAVALIERE; COSTA 2011; CUNHA 2010).

A hanseniase é endémica em paises tropicais, especialmente, em paises
subdesenvolvidos. No mundo, foram reportados a OMS, 202.185 casos novos de
hanseniase em 2019. Desses, 29.936 ocorreram na regido das Américas e
aproximadamente 93% do total foram notificados no Brasil (BRASIL, 2021). Desde
1991, a OMS tem como meta a eliminagcdo da hanseniase como problema de saude
publica, buscando a reducdo da notificacdo de novos casos para menos de 10 casos por
100 mil habitantes (OMS, 2016-2020). O Brasil ainda ndo atingiu tal meta, e ocupa o
segundo lugar em termos de nimero absoluto de casos, ap6s a India (OMS, 2021).

Em 2019, o Brasil apresentou uma taxa de deteccdo de 13,23 casos novos para
cada 100 mil habitantes, com 27.864 casos novos, dos quais aproximadamente 80%
eram casos multibacilares (MB). Apesar da taxa de deteccdo estar diminuindo em

comparagdo com anos anteriores, o Brasil continua sendo um pais de alta endemicidade
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para doenca. Além disso, observou-se um aumento de 32,6% de casos novos MB no
periodo de 2010 até 2019 (BRASIL, 2021).

A doenca disseminou-se de forma desigual pelas diferentes regides do pais € as
maiores taxas de deteccdo geral de casos novos foram encontradas no Centro-Oeste
(39,93 casos por 100.000 habitantes), Norte (28,63 casos por 100.000 habitantes) e
Nordeste (19,97 casos por 100.000 habitantes) (BRASIL, 2021). No periodo de 2015 a
2019, foram notificados 8.378 casos novos da doenca no estado do Ceara, tendo havido
reducdo de 16,9% na taxa de deteccdo geral de hanseniase passando, de 20,7 casos
novos por 100 mil habitantes para 17,2 por 100 mil habitantes. Em 2019, a taxa
deteccdo de casos novos nos municipios de Sdo Gongalo do Amarante e de Canindé
foram de 8,26 e 41,6 casos novos por 100.000 habitantes, respectivamente (CEARA,
2021). Os dois municipios séo considerados endémicos para hanseniase, sendo Canindé
classificado como hiperendémico para a doenga, segundo parametros do Ministério da
Saude. Enquanto o estado de Alagoas apresentou uma taxa deteccdo de casos novos em
2019 correspondente a 8,28 por 100.000 habitantes, os municipios de Rio Largo e
Santana do Ipanema, notificaram 3,97 e 25,0 por 100.000 habitantes, respectivamente
(ALAGOAS, 2020).

Embora venha sendo observada uma diminuigdo progressiva nos registros da
incidéncia da doenca, esses dados parecem ndo condizerem com a realidade. As regides
Norte e Nordeste permanecem com alta endemia de hanseniase, sendo 0s contatos
intradomiciliares de pacientes com hanseniase a populagdo de maior risco para o
desenvolvimento da doenca (ROMANHOLO et al, 2018). Ndo € suficiente a
notificacdo de casos novos para se compreender a gravidade da situacao epidemioldgica
da hanseniase. Dois outros fatores indicam que a doenca esta longe de ser controlada: 1)
taxa de deteccdo de casos novos em criancas menores de 15 anos de idade e 2) casos
diagnosticados com incapacidade fisica grau 2.

No periodo de 2009 a 2020, foram diagnosticados no Brasil 24.079 casos novos
de hanseniase em menores de 15 anos de idade, com uma taxa de deteccdo de 3,44 por
100 mil habitantes em 2019, considerada alta (BRASIL, 2021). No Ceara, de 2008 a
2019 foram diagnosticados 1.292 casos novos entre menores de 15 anos, sendo 14
diagnosticados em S&o Gongalo do Amarante e 14 em Canindé (CEARA, 2020). Em
uma série histérica de 10 anos (2010-2020) no estado de Alagoas, foram diagnosticados
242 novos casos entre menores de 15 anos (BRASIL, 2020). Destes, dois foram

diagnosticados no municipio de Rio Largo e 28 no municipio de Santana do Ipanema
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(ALAGOAS,2020). O diagndstico de hanseniase em criangas reflete transmisséo ativa
da bactéria, o que evidencia falhas nas estratégias de saude publica (BARRETO et al.,
2014).

Dessa forma, a reducao dos casos de hanseniase em criangas menores de 15 anos
de idade tornou-se uma prioridade no Brasil (BRASIL, 2021). A realizacdo de uma
avaliacdo cuidadosa dos contatos principalmente daqueles que residem no mesmo
domicilio do caso indice € uma das estratégias que nao tém sido cumpridas a contento.

A medida que ocorre a progresséo da hanseniase no tratada, pode levar a danos
em nervos periféricos, resultando em reducdo funcional de membros superiores e
inferiores, além de outros 6rgaos, que levam ao grau 2 de incapacidade fisica (GOMEZ
etal., 2018).

O grau de incapacidade fisica (GIF) indica a existéncia de perda da sensibilidade
protetora, forca muscular e/ou deformidades visiveis na face, membros superiores e
inferiores, com graduacdo que varia entre 0, 1 e 2. No grau O ocorre auséncia de
incapacidade funcional, no grau 1, observa-se a perda da sensibilidade dolorosa e no
grau 2, observa-se deformidades caracterizadas por dedos em garra, membros caidos,
reabsorcdo éssea, entre outros. O GIF é um indicador epidemiol6gico que pode ser
utilizado na avaliacdo do programa de vigilancia de hanseniase, sendo uma maneira de
investigar a precocidade do diagnostico e o sucesso das atividades que visam a
interrupcdo da cadeia de transmissdao (BRASIL, 2017). GIF 2 ¢ um marcador mais
robusto para 0 mapeamento de casos de hanseniase por pais, sendo que novos casos de
GIF 2 é um indicador de diagndstico tardio da hanseniase (ALBERTS et al.,2011; OMS,
2015; BRASIL, 2017).

Embora GIF 2 no momento do diagnostico seja um forte indicador de
diagnostico tardio, a identificacdo das formas polares, principalmente as formas
multibacilares da doenca, é claramente representativa de diagndstico tardio, uma vez
que as manifestacBes clinicas tardam em média 5 anos para ocorrerem, sendo que a
primeira forma a ser visualizada é a forma indeterminada (SCHNEIDER; FREITAS,
2018). Existe a necessidade portanto, de uma definicdo robusta e uniforme do que
significa diagnostico tardio bem como diagnostico precoce na hanseniase, uma vez que
referéncias sobre o assunto s&o escassas na literatura académica e oficial.

No periodo de 2009 a 2018, foram diagnosticados no Brasil, 85.217 casos novos
de hanseniase com incapacidade graus 1 e 2, sendo que nos casos com grau 2 de

deficiéncia, 92,7% dos casos eram MB. No mesmo periodo, o estado do Ceara
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apresentou 1.610 casos que foram diagnosticados com incapacidade graus 1 e 2
(BRASIL 2020).

Em 2019, a taxa de deteccdo de casos novos com deficiéncia de grau 2 no Brasil
foi de 11,16 por 1 milhdo de habitantes, sendo que no Ceara, essa taxa foi 14,86 por 1
milhdo de habitantes e em Alagoas foi de 5,28 por 1 milhdo de habitantes (BRASIL
2021).

Segundo dados da OMS dos anos de 2015 a 2020, foram diagnosticadas 261
criancas até 15 anos de idade com grau 2 de incapacidade no Brasil (OMS, 2021).

Para que haja interrupcdo da cadeia de transmissdo da hanseniase é importante
que ocorra deteccdo precoce e tratamento imediato do paciente. Entretanto, como se
trata de uma doenca onde o diagnostico é essencialmente clinico, o desconhecimento da

populacdo sobre a doenca em algumas regies é um fator agravante.

4.2 Resposta imune na hanseniase

M. leprae é um bacilo alcool-acido resistente (BAAR), sua parede celular possui
cerca de 20 nm de espessura, sendo constituida, principalmente, de lipideos, em
particular, os acidos micélicos e os glicolipideos fendlicos (BUHRER-SEKULA, 2008).

O PGL-1 é o principal antigeno do M. leprae. O mesmo é composto por um
unico trissacarideo, o 3,6-di-O-metila-B-D-glucopiranosil-(1—4)-2,3-di-O-metila-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-3-O-metila-a-L-ramnopiranose. A regido de di- e trissacarideo
da molécula é a principal responsavel pela atividade antigénica do PGL-1 (SPENCER;
BRENNAN, 2011) e a porg¢do terminal 3,6 — di-O-metil-glucose é a chave para a alta
especificidade da resposta humoral ao M. leprae (MADEIRA, 2000).

Foi descrito que o PGL-1 também pode reagir com compostos de radicais livres,
protegendo o bacilo dos efeitos toxicos de enzimas lisossomais e metabolitos oxidativos
produzidos por macrofagos durante a resposta imunolégica (MACIEIRA, 2000).

O homem é reconhecido como Unico hospedeiro do M. leprae, embora tenham
sido identificados animais naturalmente infectados. Os tatus (Dasypus novemcinctus)
sdo reconhecidos hospedeiros naturais do M. leprae, tendo-se a hipoOtese de que
poderiam causar hanseniase zoonotica, através da caca do animal ou manipulacdo de
locais onde o animal habita (SILVA et al., 2018). Estudos de biologia molecular
apontam para a permanéncia da bactéria no meio ambiente, por exemplo, na dgua e no
solo, 0 que levanta a questdo se seriam outras fontes alternativas de transmissdo do

patogeno. De qualquer forma, a principal fonte de transmissédo do M. leprae € através de
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contato prolongado com pacientes MB ndo tratados através de perdigotos expelidos na
fala, tosse ou espirro (VALOIS; CAMPQOS; IGNOTTI, 2015).

M. leprae € um patégeno intravesicular que pode sobreviver no interior de
fagolisossomas de mondcitos, macrofagos, células dendriticas, e apresenta tropismo por
celulas de Schwann. O bacilo ndo é cultivavel e apresenta replicacéo lenta (GOULART
et al., 2002). Com a microbiologia molecular, tornou-se possivel explicar, por exemplo,
a natureza fastidiosa do M. leprae e sua predilecdo pelo ambiente intracelular
(SCOLLARD et al., 2006).

A hanseniase € uma doenca que afeta, predominantemente, a pele e nervos
periféricos (GOULART et al., 2002). A localizagdo das lesGes causadas pelo M. leprae
em pacientes com hanseniase sugere que a bactéria tem predilecdo por temperaturas
abaixo de 37° C (MACIEIRA, 2000).

A primeira linha de defesa contra patdgenos ou agentes externos ocorre atraves
da resposta imune inata, constituida por barreiras mecanicas, fisioldgicas, fatores
sollveis e células. A interacdo entre células e microrganismos pode ocorrer através de
receptores de reconhecimento de patdgenos (PRR) nas células e estruturas dos
microrganismos, denominados padrées moleculares associados a patégenos (PAMPS).
Além de tais interagdes, microrganismos opsonizados por moléculas do sistema imune,
como proteinas do Complemento, proteina C reativa, lectina ligante de manose podem
se ligar a receptores em fagdcitos e serem mais facilmente endocitados (NATH et al.,
2015).

Um dos mecanismos de entrada do bacilo em macrofagos € através do PGL-1
que interage com a proteina C3b do sistema complemento, sendo reconhecido pelo
receptor do complemento CR1, e com a proteina C3bi, que se liga a CR3 e CR4,
havendo inducdo de sua fagocitose. Quando a interacdo ocorre através do
microrganismo opsonizado por fatores de Complemento e seus receptores em fagdcitos,
observa-se uma ativacao alternativa de macréfago, que passa a atuar como M-2 (perfil
anérgico). Neste caso, 0 macréfago adquire um perfil anti-inflamatério (FROES et al.,
2020).

Neste sentido, observa-se um papel fundamental do antigeno PGL-1, que parece
ser um dos componentes centrais para a patogénese da hanseniase, estando envolvido no
mecanismo de escape do fagolisossomo dentro do mondcito/macrofago. O
microrganismo no interior dos fagolisossomas, em ambiente favoravel, produz PGL-1

em excesso. Este desempenha uma funcdo imunossupressora, induzindo baixa produgéo
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de citocinas pré-inflamatorias e altos niveis de moléculas regulatérias, o que facilita a
sobrevivéncia do bacilo na célula e sua disseminacdo (FROES et al., 2020).

Os macrofagos sdo categorizados em dois tipos, o tipo M-1 e o tipo M-2.
Macrofagos com fenotipo inflamatério M-1 encontram-se presentes em granulomas de
pacientes com hanseniase tubercul6ide. Por outro lado, achados histopatologicos de
pacientes com hanseniase virchowiana exibem macréfagos M-2 com aspecto espumoso.
O aspecto espumoso é decorrente das células estarem com citoplasma rico em lipidios
(presenca exacerbada de PGL-1), que ndo se coram com 0S corantes comumente
utilizados para coloracéo de tecidos (DE SOUZA et al., 2018).

Os mecanismos de diferenciacdo dos macréfagos parecem estar relacionados
com a forma com que tais células interagem com as micobactérias. A presenca de
determinadas citocinas no microambiente também influencia na polarizacdo dos
macrofagos para fenétipo M-1 ou M-2 (KIBBIE et al., 2016).

Quando o M. leprae interage através de antigenos da parede da micobactéria
com receptores do tipo Toll (TLRs) 2 e 4, os macrofagos adquirem o perfil M-1 e, dessa
forma, produzem interleucina (IL) 12, uma das principais citocinas que promovem a
diferenciagéo do perfil T helper 0 em perfil T helper 1 (Thl) da imunidade adaptativa.
Polimorfismos em genes que codificam os TLRs podem levar a ndo diferenciagdo do
macrofago para M1 (KANG et al., 2012; FROES et al., 2020).

Além dos macréfagos, células dendriticas também sdo células apresentadoras de
antigenos profissionais (APCs), cuja funcdo é de processar e apresentar antigenos para
linfocitos T. As células de Langerhans (CL) sdo tipos de células dendriticas localizadas
na epiderme e na derme que expressam moléculas ligantes de lipidios, CD1a e CD207.
O fato de se ter encontrado maior nimero de CLs na epiderme de lesGes de hanseniase
tuberculdide do que em lesdes de hanseniase virchowiana parece indicar que a presenca
de células dendriticas esta correlacionada com resposta imune celular contra M. leprae
(HIRAI et al., 2015).

As células de Schwann sdo células que produzem bainha de mielina no sistema
nervoso periférico e sdo desprovidas de enzimas e outras moléculas capazes de eliminar
as micobactérias em seu interior. M. leprae possui tropismo por essas células, devido a
sua capacidade de se ligar a laminina-2 da membrana basal das mesmas. Quando
infectadas, as células de Schwann conseguem de alguma forma expressar moléculas co-

estimulatorias e terminam por apresentar antigenos para linfécitos T. Tal mecanismo
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favorece ainda mais a destruicdo dessas células, e consequente desmielinizacdo dos
nervos (SPIERINGS et al., 2001).

O processo de apresentacdo dos antigenos via MHC classe 1l para linfécitos T
CD4+ ocorre geralmente no interior dos linfonodos regionais. Nessas localidades, os
linfocitos encontram-se em repouso (ThO) e tornam-se ativados por moléculas
secretadas pelas APCs ativadas. A depender das citocinas liberadas pelas APCs, os
linfécitos podem se diferenciar em distintas subpopulacdes de linfécitos T (DE SOUZA
et al., 2015). S&o elas: i) T helper 1 (Thl), que secreta interleucina-2 (IL-2), interferon-
gama (IFN- v), fundamental na ativacdo de macrofagos, fator de necrose tumoral (TNF),
importante na formacdo e manutencdo do granuloma; (ii) células T helper 2 (Th2), que
secreta interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5) e interleucina-13 (IL-13) que
estimulam a producdo de anticorpos e ativam alternativamente os macréfagos; (iii)
células T helper 17 (Th17) que produzem interleucina- 17 (IL-17) e interleucina-22 (IL-
22) e estdo envolvidas na resposta inflamatoria causada por bactérias e em doencas
autoimunes; (iiii) células T reguladoras, subconjunto de (CD4+ CD25+ FOXP3+), que
produz interleucina-10 (IL-10) e fator de transformacdo de crescimento beta (TGF-p),
envolvidos com perfil anti-inflamatorio e de fibrose tecidual (HARRINGTON et al.,
2006; KUMAR et al, 2013).

O paradigma Th1/ Th2 pode explicar as manifestacdes e histopatologia das duas
formas polares da hanseniase. Na forma tuberculdide, a resposta imune mediada por
células predomina e os bacilos raramente sdo observados, enquanto na forma
lepromatosa, considerada a forma disseminada, a resposta imune humoral predomina,
sendo a carga bacilar é alta (M1 et al., 2020). Como resultado desse paradigma, o perfil
de citocinas encontrado em cada polo da hanseniase difere completamente.

Assim como as células Thl, a subpopulacdo Th1l7 produz citocinas pro-
inflamat6rias como por exemplo a IL-17. Essa citocina foi encontrada em pacientes com
hanseniase tuberculéide e, principalmente em pacientes com reacdes de
hipersensibilidade do tipo IV na hanseniase. Tal perfil esta relacionado com maior
recrutamento de células inflamatorias, ativacdo de células endoteliais e células que

mantém o estado inflamatdrio crénico por IL-17. A IL-17 pode induzir a producdo de

TNF-q, IL-6 e INOS, levando a geracdo de espécies reativas de oxigénio. Dessa forma,

as células Th17 estariam relacionadas com a modulagdo da atividade de macrofagos
contribuindo para eliminacéo do bacilo (ATTIA et al, 2014; AARAO et al; 2016).
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As células Tho se diferenciam em células T reguladoras (Tregs) na presenca de
altos niveis de TGF-B e IL-10. Tregs apresentam funcdes de tolerancia e
imunossupressdao e sua funcdo € de manutencdo de tolerancia periférica, sendo
essenciais na prevencdo de doencas autoimunes, por exemplo (CHEN; OPPENHEIM
2014). Em doencas infecciosas, tais como na hanseniase, tal perfil de linfécitos €
altamente desfavoravel a indugdo de resposta imune celular e, com isso, contribui
favoravelmente com a forma disseminada da doenca, isto €, com a forma virchowiana
da hanseniase (PALERMO et al,2012).

Além disso o0s pesquisadores demonstraram um papel importante das
subpopulacdes de células Th9 e Th22 relacionado com os diferentes espectros na
hanseniase (DE LIMA et al., 2014; DE SOUSA et al., 2017). Segundo DE LIMA e
colaboradores (2014), a liberacdo de IL-22 na hanseniase virchowiana, pode ser uma
tentativa de estimular a atividade microbicida de macréfagos que é comprometida por
mecanismos de escape do sistema imune pelo M. leprae (DE LIMA et al., 2014).

A imunidade humoral € ineficaz para eliminacdo de patdgenos como o M.
leprae, uma vez que o bacilo pode se multiplicar e sobreviver no interior de células de

pacientes com hanseniase virchowiana (MONTOYA et al., 2019).

4.3 Diagnostico Hanseniase

O diagndstico da hanseniase é essencialmente clinico, sendo realizado através de
exame dermatoneurolégico para identificar lesbes com alteracdo de sensibilidade e
comprometimento de nervos periféricos. A analise clinica de lesdes cutaneas e de danos
aos nervos deve ser realizada por um profissional de saude experiente em hanseniase.
Deve-se também avaliar a historia epidemioldgica do paciente, levando em conta,
condicdes locais sanitarias e convivéncia com casos diagnosticados, uma vez que 0
paciente pode residir em areas endémicas para doenca (BRASIL, 2010).

Segundo a OMS, um caso de hanseniase é confirmado quando se identifica: 1)
lesdo(es) com alteracdo de sensibilidade térmica, dolorosa e/ou tatil; 2) acometimento
neural com espessamento, ocorrendo ou ndo alteracGes sensitivas, motoras ou
autondmicas e 3) baciloscopia positiva de raspado intradérmico ou em bidpsia da leséo
(OMS, 2019). E importante ressaltar que ndo se pode descartar diagndstico de
hanseniase, quando a baciloscopia é negativa, fato que frequentemente ocorre nas
formas paucibacilares da doenga (LYON; LYON-MOREIRA, 2013).
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O exame fisico deve ser realizado em local com boa iluminagéo, se possivel, luz
natural, avaliando-se toda a superficie corpérea (RODRIGUES et al, 2012). Deve-se
buscar por lesbes hipocrémicas, avermelhadas ou acastanhadas, testando-se a
sensibilidade térmica, dolorosa e tatil nas lesdes. Deve-se também verificar nas lesdes a
ocorréncia de alopecia e anidrose. As lesbes da hanseniase sdo bastante varidveis e
dependem da forma como a doenca se apresenta no paciente, portanto, € comum
aparecer presenca de papulas, nddulos e infiltracdo principalmente na face e pavilhdes
auriculares (BRASIL, 2017).

Os nervos frequentemente acometidos pela doenca devem ser examinados
através de palpacgdo, sendo eles, nervos fibular comum, tibial posterior, ulnar, radial,
mediano, auricular, facial, trigémeo (BRASIL, 2017). Deve-se verificar existéncia de
dor, espessamento, simetria, e observar diminuicdo e/ou perda de funcionalidade dos
nervos afetados, principalmente nos olhos, nas maos e pés. E recomendado realizar
testes de forca muscular para verificar presenca de acometimento neuroldgico,
principalmente nos membros superiores e inferiores e nas palpebras (RODRIGUES et
al, 2012; BRASIL, 2017). Observa-se também se ha edema nas maos e pés, Xxerose,
febre, artralgias, comprometimento da mucosa nasal, ressecamento e sensa¢ao de areia
nos olhos (BRASIL, 2017).

Os testes de sensibilidade devem ser iniciados por buscas de alteracdes na
sensibilidade térmica pois, é a primeira que se perde na hanseniase. Esse teste consiste
em tocar a lesdo ou uma regido integra do individuo com tubos de ensaio contendo agua
fria (temperatura aproximada de 25°C) e quente (temperatura aproximada de 45 °C).
N&o havendo a possibilidade de se realizar o teste com tubos de ensaio, pode-se utilizar
algoddo embebido em alcool, que corresponderd a sensacdo de frio, e algoddo seco
(RODRIGUES; GRESTA, 2013; BRASIL, 2017).

LesGes cutaneas com hipoestesia sdo geralmente sinal caracteristico da
hanseniase e contribuem para o diagnostico diferencial pois, nenhuma outra condi¢do
dermatoldgica esta associada com distdrbios sensoriais (FLAGEUL, 2011).

A segunda alteracéo da sensibilidade a ser avaliada é a sensibilidade dolorosa na
qual a pele do paciente € estimulada com a ponta ou o fundo da agulha estéril e
descartavel. Por ultimo, deve-se avaliar a sensibilidade tatil, tocando as lesdes com um
chumaco de algod&o seco e solicitando ao paciente que indique a &rea tocada (BRASIL,
2017). Outra maneira de se avaliar a alteracdo da sensibilidade tatil é utilizando os

monofilamentos de Semmes-Weinstein (estesidmetro), que exercem sobre a pele pesos
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referentes a gramaturas distintas identificadas por cores (RODRIGUES; GRESTA.,
2013). O estesidmetro é composto por seis monofilamentos, que exercem sobre a pele
pesos equivalentes a 0,07 gramas (verde); 0,2 gramas (azul); 2 gramas (violeta); 4
gramas (vermelho escuro); 10 gramas (laranja) e 300 gramas (vermelho magenta). O
primeiro monofilamento a ser testado é o de menor calibre (0,07g; verde), que
corresponde a sensibilidade tatil normal, excetuando na regido plantar onde o padréo de
normalidade considerado € o monofilamento de 0,2 gramas (azul) (BRASIL, 2017).

Durante a avaliacdo da pele, também é possivel realizar o teste do iodo amido e
teste da histamina enddgena, na qual se passa a tampa da caneta sobre a &rea com lesdo
e espera-se 0 aparecimento de um eritema. Caso haja auséncia de rubor causada pela
liberacdo de histamina e a auséncia de sudorese observado respectivamente nos testes
anteriores, as lesbes possuem caracteristicas de hanseniase (BRASIL, 2017).

O diagnostico clinico das formas paucibacilares (PB) pode ser um desafio (OMS
2019). Na forma indeterminada, a les@o de pele geralmente é Unica, hipocrémica e sem
relevo, apresenta bordas mal delimitadas, e seca. Ha perda ou alteracdo de sensibilidade
térmica e/ou dolorosa, mas a tatil geralmente é preservada. Exames laboratoriais sdo
inconclusivos ou negativos nesses casos, portanto nao se deve descartar hanseniase com
resultados desse tipo (BRASIL, 2017).

Na hanseniase tubercul6ide, a manifestacdo que mais aparece é em forma de
placa anestesiada, com bordas elevadas e bem delimitadas. Pode apresentar um Gnico
nervo espessado com perda de sensibilidade. Nessa forma da doenca, o diagnéstico é
essencialmente clinico pois a baciloscopia e a bidpsia da lesdo sdao negativas e, portanto,
ndo confirmam sozinhos o diagnostico (BRASIL, 2017).

Nas formas dimorfas da doenca o paciente apresenta varias lesdes que podem ser
vermelhas ou hipocrémicas e com bordas em alto relevo. As lesdes podem ser
hipoestésicas ou anestésicas e, nessa forma, o comprometimento neural € significativo,
atingindo mais de um tronco nervoso com padrdo assimétrico (SOUZA, 1997; LYON,
2013). A baciloscopia da borda infiltrada das lesGes quando bem coletada e corada, é
frequentemente positiva (BRASIL, 2017).

A hanseniase virchowiana € caracterizada pela presenca de infiltracdo difusa da
pele com bordas indistintas. A pele apresenta-se avermelhada, seca, infiltrada, cujos
poros apresentam-se dilatados. A perda das sobrancelhas, geralmente comegando na
parte externa das sobrancelhas, da o aspecto tipico conhecido como madarose. A perda

de cilios tambeém ¢é observada nesses pacientes (BRASIL, 2017). A infiltracdo
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progressiva da face torna as dobras cutaneas mais evidentes dando um aspecto clinico
tipico conhecido como facies leonina. A medida que a doenca progride, pode haver
espessamento de nervos periféricos e a sensibilidade alterada pode ocorrer nas méaos,
pés e outras areas envolvidas. As incapacidades podem ocorrer como consequéncia
desse processo (TALHARI et al., 2015). Nessa forma de doenca, o diagnéstico pode ser
confirmado pela baciloscopia dos I6bulos das orelhas e cotovelos (BRASIL, 2017).

Para quebrar a cadeia de transmissdo da hanseniase e controlar a doenca, se faz
necessario realizar diagndstico precoce dos casos (ALENCAR et al., 2012). Além disso,
deve-se realizar avaliagdo dermatoneuroldgica e seguimento dos contatos anualmente
por um periodo de cinco anos (BRASIL,2017).

Em criancas, a dificuldade de aplicacdo e interpretacdo dos testes de
sensibilidade torna-se mais evidente (LYON; GROSSI, 2014; ALVES, 2014). Diante de
um caso suspeito de hanseniase em menores de 15 anos de idade, deve-se preencher o
Protocolo Complementar de Investigacdo Diagnostica de Casos de Hanseniase em
Menores de 15 Anos (PCID<15) (BRASIL, 2017).

O diagnostico laboratorial na hanseniase deve ser realizado sempre que possivel
para apoiar o diagnostico clinico. Quando disponiveis, os exames complementares
(baciloscopia de raspado intradérmico e bidpsia de pele) devem ser realizados.

De acordo com o Ministério da Saude (BRASIL, 2017), para a baciloscopia de
raspado intradérmico, realiza-se coleta de esfregacos intradérmicos em quatro locais,
cotovelo (2) e I6bulos auriculares (2) e, se possivel, uma coleta de raspado da lesdo (1)
e, apbs, cora-se pela técnica de Ziehl -Neelsen. Em seguida, pesquisa-se por bacilos
alcool- acido resistentes, utilizando-se 0o microscopio Optico para sua visualizagdo. A
expressao dos resultados é dada em indices baciloscdpicos, em uma escala que varia de
0 a6+.

A baciloscopia de raspado intradérmico é utilizada para auxiliar o diagnostico e,
também, na classificacdo das formas da hanseniase. Ela apresenta-se negativa nas
formas indeterminada, tuberculdide; positiva na forma virchowiana e variaveis nas
formas dimorfas (SARUBI; MARCELLO, 2013).

Outro exame que pode ser util no diagnostico da hanseniase é o exame
histopatologico das lesdes cutaneas. Ele é realizado através de coloragdo com
hematoxilina-eosina e Faraco-Fite, que evidencia bacilos alcool-acido-resistentes em
bidpsias de lesdes cutaneas (preferencialmente das margens das lesdes, incluindo tecido

subcutaneo). Dependendo da apresentacdo clinica, o espectro histopatoldgico da



39

hanseniase é extremamente diverso. Dessa forma, o diagndstico deve sempre levar em
conta a correlacao clinico-patolégica (FISCHER ,2017).

A analise do DNA de M. leprae pode ser realizada através da técnica da reacéo
em cadeia da polimerase (PCR). Em setembro de 2021, foi aprovado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria- ANVISA, o Kit-NAT HANS, teste molecular para ser
realizado em bidpsia de lesdo de hanseniase (BRASIL 2021b). A empregabilidade do
kit ¢ em individuos com lesdo ou alteracdo no nervo de forma associada a baciloscopia
de raspado intradérmica.

O uso de testes soroldgicos continua sendo um desafio pois ndo diferencia
contatos e pacientes com hanseniase, assim como estdo presentes nas formas
multibacilares da doenca e com menor frequéncia nas formas paucibacilares da mesma
(RICHARDUS et al., 2017).

4.4 Papel da sorologia no seguimento de contatos

Polipeptideos, lipossacarideos, glicolipopeptideos e glicolipideos fendlicos
(PGL) I, Il e 11l sdo os principais grupos de antigenos das micobactérias. O grupo dos
glicolipideos fendlicos sdo especificos de M. leprae e apresentam capacidade de induzir
resposta imunoldgica no individuo. As pesquisas com hanseniase evoluiram muito ap6s
o isolamento do glicolipideo fendlico 1 (PGL 1), tendo sido realizada a elucidacdo de
sua estrutura quimica por Hunter e Brennan (BRENNAN; HUNTER, 1981).

O PGL-1 é uma molécula presente na parede celular de M. leprae (SPENCER,;
BRENNAN, 2011), sendo que anticorpos contra essa molécula sdo encontrados em
individuos que apesentaram algum contato com a bactéria através de convivio
prolongado com pacientes com hanseniase MB nao tratada. Assim sendo, eles tém sido
estudados como possiveis candidatos enquanto ferramenta no diagndstico precoce da
doenca, bem como marcador de risco para o desenvolvimento da mesma (ARAUJO et
al., 2012).

A sorologia esta relacionada com a pesquisa de anticorpos ou antigenos e
contribui muito para o diagndstico de diversas doengas infecciosas e ndo infecciosas.
Até pouco tempo atras os testes soroldgicos empregados na hanseniase eram utilizados
apenas como ferramenta em pesquisas de campo, porém, recentemente atraves da
portaria N° 84, de 31 de dezembro de 2021, o teste rapido imunocromatografico para

determinacdo qualitativa de anticorpos IgM anti-Mycobacterium leprae serd



40

incorporado no Sistema Unico de Salde - SUS para diagnéstico complementar de
hanseniase (BRASIL, 2021).

O método de ELISA indireto é o teste mais adequado para se demonstrar a
presenca de anticorpos contra PGL-1 no soro. Em resumo, esse método consiste em
varias etapas, onde se utiliza conjugados marcados com enzimas, substrato e reagente
cromogénico. A enzima interage com seu substrato e o produto dessa reacdo, por sua
vez, reagira com o cromogeno. Logo ap6s ocorre uma reacao de oxi-reducéo havendo a
formacéo de uma solucdo colorida, de modo que a quanto maior a interacao antigeno-
anticorpo, mais intensa serd a cor. A intensidade dessa cor é medida através de
espectrofotdmetro de placas (CUNHA, 2012).

O método de ELISA anti-PGL-1 pode ser qualitativo ou semi-quantitativo. No
primeiro caso, é necessario um soro cut-off ou um valor de referéncia para separar 0s
resultados positivos e negativos. Nos testes semi-quantitativos, os resultados podem ser
expressos atraveés de titulos, indices ou valores de densidade 6ptica (CUNHA, 2012).

Os testes rapidos de imunocromatografia, como o ML Flow sdo indicados para
uso em pesquisas de campo por demonstrar alta concordancia com o ELISA (91,0%) e
possuir menor custo e maior facilidade de coleta, leitura e interpretacdo dos dados
(BUHRER-SEKULA et al., 2003). Apesar disso, tais testes podem n&o ser
completamente Uteis, uma vez que ndo sdo capazes de quantificar anticorpos em
amostras (CABRAL, et al., 2013).

Em criangas, por exemplo, quando os niveis de anticorpos sdo avaliados
quantitativamente (VAN HOOWJI et al.,2017), niveis elevados ou em ascensdo podem
indicar transmissao recente (LYON et al., 2008; SARNO et al., 2012). J4 em adultos, 0s
niveis de anticorpos podem ndo conseguir discriminar infeccdo recente e passada
(PIERNEEF et al., 2021).

Embora a sorologia ndo seja capaz de diferenciar entre infeccdo e doenga, varios
autores verificaram que a presencga de anticorpos séricos anti-PGL-1 pode indicar um
risco aumentado para o desenvolvimento da hanseniase (DOUGLAS et al., 2004;
BARRETO et al.,, 2015; NAGAO-DIAS et al, 2019). Como exemplo, Penna et al.
(2016) verificaram numa revisdo sistematica com metanélise, que, o risco de
desenvolvimento da hanseniase pode ser 3,6 vezes maior para contatos soropositivos
para anti-PGL-1 do que naqueles que sdo negativos.

A molécula PGL-1 esta presente na superficie externa da parede celular e

comporta-se como um antigeno T-independente na maioria dos individuos infectados
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por M. leprae, induzindo apenas a producdo de anticorpo IgM. Entretanto, em alguns
individuos, ele age como um antigeno T dependente parcial, também induzindo 1gG
e/ou IgA (MACEDO et al., 2017).

Existe um inconveniente de se mensurar apenas o isotipo IgM nos inquéritos
soroepidemioldgicos pois, existe possibilidade do resultado ser falso positivo. Sabe-se
que o fator reumatoide é uma das principais causas de valores falso positivos na
deteccdo de IgM (CABRAL et al., 2013). Por exemplo fatores reumatdides podem ser
produzidos em quantidades baixas em doencas infecciosas (IQBAL; SHER; RAB,
2000; HUNSPERGER, 2009) que leva a deteccdo inespecifica de IgM (MACEDO et
al., 2017).

Além disso, o isotipo IgM pode ser encontrado tanto na infec¢do quanto na
doenca. Porém, ja foi demonstrado que o anticorpo IgM apresenta boa correlacdo com a
carga bacilar (LOBATO et al., 2011) e sua positividade sugere risco aumentado de
desenvolver hanseniase (BARRETO et al., 2015).

No estudo de Cabral e colaboradores (2013), 58% das amostras negativas para
IgG apresentaram IgM positivo. Por outro lado, 71,4% das amostras 1gG positivas
também foram positivo para IgM. Nesse mesmo estudo dois individuos dos 17 que
formaram o grupo controle, apresentaram positividade para IgM, no entanto, nenhum
apresentou positividade para 1gG sugerindo que ambos isotipos devem ser analisados.

Além disso, o 1gG anti-PGL-1 parece estar associado com o risco de
desenvolvimento da doenca. Em estudo de acompanhamento de contatos de pacientes
com hanseniase durante trés anos consecutivos, foi observada uma forte associacéo
entre soropositividade de 1gG anti-PGL-1 e hanseniase, com risco relativo de 8,5
(NAGAO-DIAS et al., 2019).

Diante do exposto, segue-se o trabalho realizado, conforme objetivos propostos.
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5 MATERIAIS E METODOS

O presente projeto foi contemplado com financiamento [CTI/CNPg/MS-SCTIE,
processo 403461/2012-0, cujo titulo foi Associacdo de parametros imunologicos e
moleculares em sangue e secrecOes para detecgdo precoce de casos entre contatos
abaixo de 15 anos de idade residentes em municipios de Alagoas e ltaitinga, CE] e
[FUNCAP/PPSUS/SESA, processo 3966535/2017, intitulado Deteccdo precoce de
casos de hanseniase entre jovens abaixo de 15 anos de idade através do auxilio de

marcadores imunoldgicos e moleculares].

5.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo transversal com contatos entre 4 e 15 anos de idade e
casos indices de hanseniase. Em estudos transversais a coleta de dados ocorre em um
recorte Unico no tempo, ou seja, 0s dados sobre a exposicao e o desfecho sdo coletados
simultaneamente. Assim, as investigacdes com recorte Unico no tempo, como no
presente trabalho, possuem capacidade para estabelecer relagdes de causa e efeito ainda
que limitadas em relacdo aos estudos longitudinais (PEREIRA, 1995). Optou-se por
esse tipo de estudo pois buscou-se estimar a frequéncia de positividade de anticorpos
anti- PGI-1 em contatos com risco de desenvolver a hanseniase, além dos fatores
associados
5.2 Aspectos Eticos

O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
processo 532.850,18/02/2014, realizando adendo para inclusdo dos municipios Sao
Gongalo do Amarante e Canindé, do Estado do Ceara (ANEXO 1). A todos os
participantes da pesquisa foi garantido o carater sigiloso dos dados. Foi garantido
anonimato do diagnostico de hanseniase dos casos indices para fins de rastreamento dos
contatos. Os responsaveis pelos contatos assim como o0s casos indices foram
convidados a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ap0ds
esclarecimento do escopo do projeto (APENDICE B). No que tange as criangas e
jovens entre 8 e 15 anos de idade completos, a estes também era realizada explanagédo

do projeto e, apds esclarecimentos, eram convidados a assinar o Termo de Assentimento
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(APENDICE C), conforme o Conselho Nacional de Saude, através da Resolucio 466
de 2012.

5.3 Locais selecionados para realiza¢do do estudo

Os locais selecionados para realizagdo do estudo foram S&o Gongalo do
Amarante, CE e Canindé, CE, Santana do Ipanema, AL e Rio Largo, AL.

A Tabela 1 apresenta a taxa de deteccdo de hanseniase nos municipios, de
acordo com o ano em que foi realizada a coleta das amostras e a populacdo estimada em
2020.

Tabela 1- Populacdo estimada por municipio em 2020, taxa de detec¢do de hanseniase
em S&o Gongalo do Amarante-CE, Canindé-CE, Rio Largo-AL, Santana do Ipanema-
AL, de acordo com o ano em que foi realizada a coleta das amostras.

Populagéo Ano Taxa detecgdo de casos
Municipios Estimada (por 100.000 habitantes)
(IBGE, 2020) (SAGE, 2021)
S&do Gongalo do

Amarante 48860 2018 18,55

(CE)
Canindé

(CE) 77240 2019 36,36

Rio Largo
(AL) 75394 2016 15,85

Santana do Ipanema

(AL) 47819 2016 20,83

Fonte: SAGE, 2021

5.3.1 Séo Gongalo do Amarante — CE

Séo Gongalo do Amarante é um municipio do Estado do Ceara, localiza-se a 60
quildmetros de Fortaleza, e pertence a regido metropolitana de Fortaleza. O municipio
apresenta uma populacdo de 43.890 habitantes, de acordo com o ultimo censo do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), realizado em 2010 e com
estimativa de 48.869 pessoas em 2020 (IBGE, 2020). Em torno de 65% da populagéo
reside em area urbana. Em relacdo as condi¢des de habitacdo, o0 municipio conta com
taxa de cobertura de esgoto e de 4gua, de 53,98% e 99,6%, respectivamente. A média de
moradores por domicilio é de 3,64 (IPECE, 2020).
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O municipio divide-se em oito distritos: Croata, Cagado, Pecém, Serrote, Siupé,
Taiba, Umarituba e a sede municipal de Sdo Gongalo do Amarante (IPECE, 2020). O
presente trabalho foi desenvolvido na Sede municipal de Sdo Gongalo do Amarante e no
distrito de Croatd, pois nelas estavam concentrados o maior numero de casos de
hanseniase.

De 2014 a 2018, foram notificados ao Sistema de Informacdes de Agravos de
Notificacdo (SINAN), 69 casos de hanseniase em todo municipio de Sdo Gongalo do
Amarante, sendo 13 casos em 2014, 20 casos em 2015, 11 casos em 2016, 8 casos em
2017, 9 casos em 2018 e 8 casos em 2019 (IPECE, 2020).

A proposta inicial do projeto era selecionar o maior nimero de casos notificados
entre os anos de 2014 e 2018, entretanto, apenas 15 de 69 casos indices (21,7%) foram
selecionados para participarem da pesquisa. As perdas dos demais casos estdo
relacionadas com dificuldade de localizacdo do domicilio, ndo comparecimento do
paciente para coleta da amostra de sangue, auséncia de contatos intra ou
peridomiciliares na faixa etaria de 4 a 15 anos de idade e mudanca de endereco.

Em 2018, ano de realizacdo do estudo no municipio, a taxa de deteccdo de
novos casos foi de 18,55 novos casos por 100.000 habitantes, sendo considerado
municipio de alta endemia, e com taxa de deteccdo acima da média nacional, que foi de
13,64 novos casos por 100.000 habitantes no mesmo ano (SAGE, 2020).

5.3.2 Canindé — CE

Canindé localiza-se no Centro-Norte do estado do Ceard, a 127 quildmetros de
Fortaleza. Segundo dados do IBGE, a populacdo residente estimada para 2020 no
municipio foi de 77.244 habitantes sendo considerada o décimo municipio cearense
com maior nimero de habitantes. O equivalente a 62,94% da populacdo concentra-se na
area urbana, que apresenta baixa taxa de cobertura de esgoto urbana (24,13%). A média
de moradores € de 3,72 por domicilio.

E uma cidade turistica, sendo conhecida internacionalmente por apresentar o
segundo maior santuario de S&o Francisco do mundo (IPECE 2020; IBGE 2020). O
municipio possui um grande influxo de romeiros provenientes de varios locais do pais,
principalmente de outras localidades mais desfavorecidas da regido Nordeste do Brasil.

No periodo de 2015 a 2019, foram registrados no SINAN, 115 casos de

hanseniase no municipio. Com objetivo de facilitar a incluséo dos pacientes no estudo,
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decidiu-se por seleciona-los de acordo com as unidades basicas de saude (UBS) que
possuiam 0s maiores numeros de registro. Assim, foram selecionados pacientes das
seguintes UBS: Jodo Paulo Il (n=11), Santa Clara (n=8), Santa Luzia (n=17),
Canindezinho (n=12), Capitdo Pedro Sampaio (n=13). Desses, apenas 37 (32,2%) casos
indices realmente participaram do estudo. Entre os motivos, alguns pacientes mudaram
de municipio ou ndo compareceram a unidade durante o periodo de realizagdo da coleta.

A taxa de deteccdo de casos novos em Canindé foi de 36,36 casos novos por
100.000 habitantes em 2019, ano em que foi realizado a coleta das amostras. O
municipio foi considerado de muito alta endemia, de acordo com o Ministério da Saude
(SAGE 2020).

5.3.3 Santana do Ipanema — AL

Santana do Ipanema é um municipio localizado no Estado de Alagoas, regido
Nordeste do Brasil. Santana do Ipanema € a principal cidade do sertdo alagoano, com
populacdo de 47.819 habitantes (IBGE, 2020). Sua economia € principalmente baseada
na agricultura e servigos. As areas onde 0s casos indices residiam apresentava pouco
acesso a sistemas de esgoto.

Entre os anos de 2011 e 2015 foram registrados 143 casos de hanseniase em
Santana do Ipanema, de acordo com os dados do SINAN, sendo 37 casos no ano de
2011, 29 casos em 2012, 27 casos em 2013, 31 casos em 2014 e 19 casos em 2015. As
taxas de detec¢do para hanseniase no municipio de Santana do Ipanema foi de 20,83 por
100 mil habitantes em 2016. Santana do Ipanema foi considerado um municipio de
muito alta endemia. (SAGE 2020).

2.3.4 Rio Largo — AL

Rio Largo é um municipio do Estado de Alagoas e localiza-se a 27 km da capital
do Estado (Macei0), sendo a segunda cidade mais populosa da regido metropolitana de
Alagoas, com uma populacdo de 75.394 habitantes (IBGE; 2020)

Entre os anos de 2011 e 2015 foram registrados 50 casos de hanseniase, sendo 9
casos no ano de 2011, 10 casos em 2012, 10 casos em 2013, 7 casos em 2014 e 14 casos
em 2015 (ALAGOAS 2017; ARAUJO et al., 2017). Apenas 44 casos indices aderiram &

participacdo no estudo no municipio de Santana do Ipanema e 3 de Rio Largo. Devido
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ao baixo numero de participantes em Rio Largo, os mesmos foram incluidos no grupo
de casos indices de Santana do Ipanema. Considerando que foram integrados ao estudo
47 participantes, de um total notificado de 193 casos, verifica-se que 24,3% do total de
casos indices foram avaliados na presente pesquisa. A baixa adesdo dos pacientes em
Rio Largo- AL pode ser explicada por o paciente ndo residir mais no mesmo municipio,
Obito, ou porgque ndo compareceu na data combinada para realizagdo do estudo. A taxa
de deteccdo para hanseniase em Rio Largo no ano de realizacdo da pesquisa no
municipio foi 15,85 por 100 mil habitantes (2016), sendo classificado como local de alta
endemicidade para hanseniase (SAGE 2020).

5.4 Casuistica

A hanseniase € uma doenca de notificagdo compulsoria no Brasil (BRASIL,
2021a), assim, todos os pacientes tém seus dados clinicos e enderecos cadastrados no
Sistema Nacional de Informacdes de Agravos de Notificacdo (SINAN).

Foram selecionadas 377 notificacBes do SINAN que correspondiam ao namero
total de casos indices de hanseniase dos quatro municipios dos ultimos em 5 anos
contatando com ano em que comegou a vigéncia dos projetos em cada municipio. As
fichas dos casos foram selecionadas em cooperacdo com a Secretaria Municipal de
Saude de cada cidade.

A Tabela 2 apresenta o numero de casos selecionados em cada municipio, suas
faixas etarias e formas clinicas da hanseniase, nimero de casos selecionados em 5 anos
selecionados para o estudo, numero estimado de contatos e calculo amostral dos

contatos.
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Tabela 2- Faixas etarias e formas clinicas dos casos indices selecionados para pesquisa a partir da notificacdo do SINAN (periodo de 5 anos),
numero estimado de contatos e calculo amostral dos contatos.

Casos , Forma clinica dos casos
e NUmero de casos L. , . ,
notificados indices . L. NUmero estimado Calculo amostral
s em 5 anos Faixa etaria
Municipios SINAN ) de contatos dos contatos
(5 anos) selecionados para o PB MB (anos)
estudo (n=34) (n=65)
Séo Gonalo do 69 15 5 10 10 2 66 60 52
Amarante
Canindé 115 37 7 30 15a97 148 107
Rio Largo 50 3 2 1 29 a 58
Santana do 143 44 20 24 4281 188 127
Ipanema
Total 377 99 34 65 396 286

Fonte: prépria; Legenda: PB (paucibacilar); MB (multibacilar). SINAN- Sistema Nacional de Informag&o de Agravos e Notificacd
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5.4.1- Casos indices

Os pacientes com hanseniase foram selecionados de acordo com o cadastro do
SINAN de cada secretaria municipal de saude e definidos como casos-indice. Eles
foram convidados a comparecer a um centro de salde, onde foi aplicado um
questionario clinico e sociodemografico (APENDICE A). Os casos indices foram
classificados em paucibacilares ou multibacilares de acordo com a classificacdo do
Ministério da Saude (BRASIL, 2017).

5.4.2- Contatos

Considerando-se o numero de casos selecionados no presente projeto e que para
cada caso haveria hipoteticamente 4 contatos entre 4 e 15 anos de idade (2
intradomiciliares e 2 peridomiciliares), o calculo amostral resultante, com intervalo de
confianca de 95% e erro amostral de 5% foi de 286 contatos (Tabela 2).

A selecdo dos contatos foi realizada em parceria com a Secretaria de Saude de
cada municipio e com auxilio dos Agentes Comunitarios de Saude (ACS). Os ACS
fizeram visitas aos individuos selecionados para pesquisa € 0s convidaram para uma
campanha de avaliacdo de hanseniase que haveria em local e data previamente
estabelecido, no posto central de cada municipio.

Em S&o Goncalo do Amarante- CE os individuos foram visitados em suas
residéncias pela equipe de profissionais de salude com experiéncia em atendimento de
pacientes com hanseniase, incluindo enfermeiras, farmacéuticos e ACS locais.

Os contatos intradomiciliares (ID) eram aqueles que residiam na moradia do
caso indice. Os contatos peridomiciliares (PD) eram aqueles que residiam até 5 casas de
distancia do caso indice para direita, esquerda e frente (NAGAO-DIAS et al., 2019).
Aqueles que frequentavam o domicilio do caso indice, mas ndo residiam com o mesmo
foram também considerados como contatos PD.

Os contatos também foram classificados de acordo com a forma clinica dos
casos indices, ou seja, em contatos multibacilares (MB) ou contatos paucibacilares
(PB).

5.5 Avaliagdo Dermatoneurologica
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A avaliagcdo dermatoneuroldgica dos participantes do estudo nos municipios de
Sdo Goncalo e Canindé, CE, foi realizada pela Liga Académica em Doencas
Estigmatizantes (LADES - UFC), formada por académicos de cursos das Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Ceard, coordenados pela Profa Dra. Paula Sacha
Nogueira, depto. Enfermagem, UFC. A avaliacdo dermatoneurologica dos contatos nos
municipios Santana do Ipanema e Rio Largo, AL, foi realizada por equipe de
profissionais de salde dos postos de saude dos respectivos municipios e pela Profa Dra.
Clodis Maria Tavares, Depto. Enfermagem, Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

A avaliacdo dermatoneurologica foi realizada conforme o protocolo do
Ministério da Saude (BRASIL, 2017). Quando havia presenca de lesdes sugestivas, foi
testada a sensibilidade térmica, dolorosa e tatil. O primeiro teste a ser realizado foi o da
sensibilidade térmica que consiste em tocar a lesdo e uma regido integra do individuo,
para isso a equipe utilizou algodao embebido em &lcool que corresponderia a sensagdo
de frio e quente com algoddo seco. A perda da sensibilidade dolorosa foi avaliada,
realizando-se um leve toque com a ponta de uma agulha estéril e descartavel na lesdo e
na pele integra. A sensibilidade tatil foi avaliada através de toque nas lesdes com um
chumaco de algoddo seco, quando ndo era possivel o uso do kit de estesiGmetro,
solicitando-se ao paciente que indicasse a area tocada. Como teste complementar a
prova da histamina enddgena também foi realizada em alguns contatos. Essa prova
consistia em tracar uma reta na pele do paciente atravessando a lesdo (area da leséo e
pele integra) com uma tampa de caneta esferografica (BRASIL, 2017).

A espessura dos nervos também foi avaliada através de palpacdo daqueles mais
frequentemente acometidos pela doenca (fibular, tibial posterior, ulnar, mediano,
auricular, trigémeo, mediano, radial) (BRASIL, 2017).

5.6 Coleta de dados e de amostras bioldgicas

Em S8o Gongalo do Amarante, CE, foram realizadas visitas domiciliares no
periodo de outubro a dezembro de 2018 e de abril a junho de 2019, juntamente com 0s
agentes de saude. Durante as visitas, um questionario era aplicado. O questionario
continha as seguintes informacdes: nome, idade, data de nascimento, sexo, endereco,
tipo de parentesco ou ndo com caso indice, frequéncia de contato com o caso indice e

outros. Em seguida, realizava-se um agendamento para 0 comparecimento dos contatos
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e Seus responsaveis aos postos de salde com objetivo de se realizar a coleta de amostra
de sangue.

Em Canindé, Rio Largo e Santana do Ipanema, considerando a distancia dos
municipios em relacdo a Fortaleza, foram realizados mutirdes. Apos explanacdo do
projeto, era realizada aplicacdo de questionéario, feito avaliagdo dermatoneuroldgica e
coleta de amostras durante os turnos da manhd e da tarde no periodo de uma semana. Os
agentes comunitarios de satde auxiliavam na parte de convocagdo dos contatos e seus
responsaveis enquanto uma equipe de alunos e professores do projeto dividia-se entre as
demais tarefas. Em Canindé, o estudo foi realizado durante a semana de 8 a 12 de julho
de 2019; em Santana do Ipanema, durante a semana de 29 de fevereiro a 04 de marco de
2016; em Rio Largo, durante a semana de 07 a 11 de mar¢o de 2016. Em cada
municipio, foi selecionado um posto de satde mais central, onde foram disponibilizadas
salas para avaliacdo dermatoneurologica e laboratério para coleta, assim como um
profissional capacitado para coleta de amostras bioldgicas.

Em Séo Gongalo do Amarante e Canindé, CE, foi desenvolvido um formulario
eletronico, utilizando a ferramenta Google Formularios, para coleta dos dados
sociodemogréaficos das criancgas e jovens selecionados para o estudo, assim como para a
avaliagio dermatoneurologica (APENDICE A). Em Santana do Ipanema e Rio Largo,
AL, foram realizados formulérios impressos tanto para o preenchimento dos dados
sociodemogréaficos, como para avaliagdo dermatoneurologica.

De cada participante foram coletados 4 mL de sangue em tubo contendo ativador
de coégulo para obtencdo do soro. Foi aguardado um tempo de aproximadamente 30
minutos antes que os tubos fossem centrifugados (10 minutos a 1500 rpm). As amostras
de soro eram armazenadas em aliquotas a -20° C e posteriormente transportadas em
caixas de isopor com gelo reciclavel para o Laboratério de Imunologia, Departamento
de Analises Clinicas e Toxicol6gicas (DACT), UFC, onde eram armazenadas a -20° C
até o momento da analise.

As amostras coletadas foram transportadas para o Laboratdrio de Imunologia em
caixas térmicas contendo gelo seco, no caso dos municipios de Alagoas e nos

municipios do Ceara em caixas térmicas contendo gelo reciclavel.

5.7 Determinacao anticorpos séricos
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Os testes imunoenzimaticos para dosagem de 1gG, IgA e IgM sérica anti-PGL-1
foram realizados no Laboratorio de Imunologia, DACT, UFC. O protocolo dos testes foi
seguido conforme descrito por MACEDO et al. (2017) com modificagdes.

Uma concentracdo de 5 pg/mL de antigeno glicolipidio fenolico PGL-1, de M.
leprae, gentilmente doado pela BEI Resources (USA), foi preparada em &lcool etilico
absoluto e volumes de 50 uL. foram adicionados a placas de poliestireno (Costar, USA),
incubando-se por 2h a 37°C até completa evaporacéo do alcool.

Apos a etapa de adsorcdo do antigeno as placas, as mesmas foram incubadas
com 100 pL solugdo de salina tamponada com fosfato (PBS) - soro fetal bovino (SFB)
1% por 2h a 37°C. A seguir, a solucdo foi desprezada e amostras de soro diluidas a
1:200 em PBS-SFB 0,5% foram adicionadas as placas em volumes de 50 pL por pogo
(em duplicata). Apos incubacdo por 2h a 37°C, as placas foram submetidas a um ciclo
de 4 lavagens com PBS-SFB 0,05%. Em seguida, conjugados anti-lgM (Sigma, USA),
anti-lIgA (Sigma, USA), ou anti-IgG (Sigma, USA), marcados com peroxidase forma
diluidos a 1:2500, 1:9000 e 1:20000, respectivamente, e adicionados em volumes de 50
pL aos pocos. As placas foram incubadas por 1h30 min a 37° C. Apos novas lavagens,
foram adicionadas as placas 100 pulL da solucdo de substrato contendo H»O> na
concentracdo final 0,01% e tetrametilbenzidina 1 mg/mL (Thermo, USA). Ap6s um
periodo de 30 min a temperatura ambiente, a reacdo era interrompida, adicionando-se 25
uL de solucdo de &cido sulfurico 1N. A leitura era realizada em espectrofotdmetro de
placas em comprimento de onda 450 nm (ASYS Expert Plus, Biochrom, UK).

Os resultados foram expressos em indices, a partir da relacdo de densidade
Optica da amostra teste dividida pela densidade Optica da amostra controle. A amostra
cut-off era constituida de um pool de soro humano normal, ou seja, proveniente de
amostras de soro de 50 doadores de sangue locais, soronegativos para HIV, Chagas,
hepatites B e C, HTLV, sifilis e que ndo apresentavam hanseniase no momento da
coleta da amostra, provenientes do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara
(HEMOCE). Essas amostras foram agrupadas (pool) e empregadas como amostra cut-
off em todos os testes para obtencdo dos indices. Amostras controles negativos e
positivos foram tambem foram incluidos. Densidades Opticas das amostras eram
previamente descontadas dos brancos (pocos contendo apenas antigeno, conjugado,
solucdo de substrato e cromogeno). Os indices eram calculados, dividindo-se as

densidades Opticas das amostras (média das duplicatas — branco) pelas densidades
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Opticas da amostra cut-off (-branco). Foram considerados positivos indices equivalentes
ou superiores a 1,2 para 1gG e IgM e 1,1 para IgA (MACEDO et al., 2017).

5.8 Analise Estatistica

Os dados dos formularios Google forms foram exportados para o programa
Excel 2013, da Microsoft Office, assim como os resultados das anélises sorologicas. Os
dados foram analisados por meio de testes ndo paramétricos, pois 0S mMesmos nao
seguiram uma distribuicdo gaussiana (teste de Kolgomorov-Smirnov). O teste de
Kruskall-Wallis foi utilizado para comparar 0s niveis de anticorpos de trés ou mais
grupos. O teste de Fisher foi empregado para analisar a possivel associacdo entre a
frequéncia de positividade ou negatividade anticorpos em casos indice de hanseniase e
contatos. O odds ratio (OR) e o intervalo de confianca de 95% foram calculados para
avaliar a chance de apresentar hanseniase e de apresentar 1 ou > 2 isotipos de anticorpos
séricos positivos. Sensibilidade e especificidade diagnostica e valores preditivos
positivos e negativos também foram calculadas, levando em consideracdo o diagnostico
clinico como padrdo- ouro. Todas as analises estatisticas foram realizadas no GraphPad
Prism versdo 6.0, e o nivel de significancia estatistica foi de 5% (p<0,05).



53

6 RESULTADOS

6.1 Perfil clinico e demografico de pessoas com hanseniase

Foram incluidos no estudo 30 casos-indices do sexo feminino (mediana de
idade: 46 anos) e 41 casos indices do sexo masculino (mediana de idade: 50 anos)
(Tabela 3). Os casos indices foram classificados de acordo com a classificagdo
operacional adotada pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2017). Dessa forma, foram

avaliados 50 casos indices multibacilares (MB) e 21 casos indices paucibacilares (PB).

Tabela 3- Classificacdo dos casos (n=71), segundo sexo, faixa etéria e classificacdo
operacional da hanseniase.

Casos- indices (n=71)

Sexo feminino (n=30) Sexo masculino (n=41)
Faixa etaria (anos de idade)/
mediana (10-81)/ 46 (15-97)/ 50
Classificacdo operacional
PB 12 (40%) 09 (22%)
MB 18 (60%) 32 (78%)
Tempo de tratamento
Em tratamento 18 (25,4%)
Tratatados ha 1 ano 12 (16,9%)
Tratatados ha 2 anos 6 (8,5%)
Tratados ha 3 ou mais anos 25(32,2%)

Legenda: PB= paucibacilar e MB =multibacilar

Em relacdo ao periodo de tratamento que se encontravam, quando foram
selecionados, a maioria, ou seja, 35,2% dos pacientes haviam completado 3 ou mais
anos apos o tratamento. As informagdes sobre o tratamento de dez casos indices
(14,1%) estavam faltando na ficha do SINAN.
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6.2 Perfil clinico e demografico de contatos intra e peridomiciliares de pessoas com

hanseniase

O estudo incluiu 395 contatos de hanseniase na faixa etaria de 4 a 15 anos, que
foram divididos em dois grupos, contatos sem lesdes (n= 340, denominados de contatos
saudaveis) e contatos com lesdes suspeitas (n= 55). Entre os contatos saudaveis (Tabela
4A), 175 eram criancas do sexo feminino (mediana de idade: 10 anos), e 165 eram
criancas do sexo masculino (mediana de idade: 9 anos). Os participantes foram
classificados como contatos ID (n= 67), contatos PD (n= 273), contatos de pacientes PB
(n= 89) e contatos de pacientes MB (n= 251). Os contatos do sexo feminino
corresponderam a 204 participantes (51,6%). Observou-se uma predominancia de
contatos PD (n=308, 78,0%) e de contatos de casos indices MB (n=283, 71,6%).

Entre aqueles com lesdes suspeitas (Tabela 4B), havia 29 criangas do sexo
feminino (mediana de idade: 11 anos) e 26 criangas do sexo masculino (mediana de
idade: 10 anos). Os participantes foram classificados como contatos ID (n= 20), PD (n=
35), contatos de pacientes PB (n= 23) e contatos de pacientes MB (n= 32). Trés deles
apresentaram aumento na espessura de nervo. Os participantes com lesdo suspeita ou
aumento na espessura de nervo foram encaminhados ao centro de salde para serem
examinados por algum médico. Apds a conclusédo do projeto, sete contatos com suspeita
obtiveram diagnostico de hanseniase (6 com a forma clinica indeterminada e 1 com a

forma clinica dimorfa da hanseniase).
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Tabela 4- Classificacdo dos contatos (n=395), segundo sexo, faixa etéria, tipo de
convivéncia, ou seja, intra domiciliares (PD)/peridomiciliares (PD), presenca/auséncia
de lesdes e classificacdo operacional [multibacilar (MB)/paucibacilar (PB)].

A) Contatos sem lesdes (contatos saudaveis); n=340

Tipo de contato

Faixa etéria ID PD
Sexo ]
(mediana) n=67 n=273
PB MB PB MB
14 53 75 198
Feminino )
(4-15 anos de idade) 7 27 42 99
n=175
10
Masculino .
(4-15 anos de idade) 7 26 33 99
n=165 9

B) Contatos com lesfes e/ ou nervos espessados (n=55)

Tipo de contato

Faixa etaria ID PD
Sexo ]
(mediana) n=20 n=35
PB MB PB MB
14 6 9 26
Feminino ]
(4-15 anos de idade) 5 2 5 17
n=29
11
Masculino .
(4-15 anos de idade) 9 4 4 9
n= 26 9

Legenda: ID= contatos intradomiciliares; PD= contatos peridomiciliares; PB= paucibacilar ¢ MB
=multibacilar

Com objetivo de se verificar se o tratamento poderia interferir nos niveis de anti-
PGL-1, foi realizada uma analise estatistica, considerando-se apenas 0S casos
multibacilares. Estes foram classificados de acordo com o periodo de tratamento em que
se encontravam, quando ingressaram no estudo, ou seja, aqueles que se encontravam em
tratamento ou que ainda ndo haviam iniciado o mesmo (0), tratados ha um ano (1) e

tratados ha 2 ou mais anos (2). Conforme mostra a Figura 1, ndo foram encontradas
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diferengas estatisticas em relacdo aos niveis de anticorpos e periodo de tratamento (teste
de Kruskal-Wallis, p = 0,61 para IgM, p = 0,075 para 1gG e p = 0,61 para IgA.

Figura 1: Niveis de anticorpos anti-PGL-1 em casos de hanseniase multibacilar (MB)
selecionados quando se encontravam em tratamento (0), ou entre aqueles tratados ha 1
ano (1), ou naqueles tratados ha 2 ou mais anos (2).

Tempo de tratamento
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6.3 Niveis de anticorpos séricos anti- PGL-1 nos cantatos e casos indices

A Figura 2 apresenta os intervalos interquartilicos e medianas dos niveis de IgM,
IgG e IgA anti-PGL-1 em amostras de soro de contatos MB sem lesfes (contatos MB
saudaveis; n= 251), contatos MB com lesdes suspeitas (n = 32), e casos indice de
hanseniase MB (n= 50). Os niveis de IgM anti-PGL-1 foram mais elevados nos casos
indice de hanseniase MB do que nos contatos MB saudaveis (teste de Kruskal-Wallis, p
< 0,0001) e contatos MB com lesfes (teste Kruskal-Wallis, p < 0,01). Os niveis de 1gG
anti-PGL-1 foram mais elevados nos casos indices de hanseniase MB do que nos
contatos saudaveis (teste K-W, p < 0,001). Os niveis de IgA anti-PGL-1 foram mais
elevados nos casos indices de hanseniase MB do que nos contatos com ou sem lesdes
(teste Kruskal-Wallis, p < 0,0001).
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Figura 2- Niveis de IgM, IgG e IgA anti-PGL-1 em amostras de soro de contatos
multibacilares (MB) saudaveis (CS; n = 251), contatos MB com lesdes suspeitas (CL; n

= 32) e casos indice de hanseniase MB (CI; n = 50). O cut-off foi de 1,2 para IgM e 1gG
e de 1,1 para IgA.
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Legenda: CS= contatos saudaveis; LS= contatos com lesdo suspeita; Cl= casos indices

*Teste de Kruskal-Wallis, p<0.0001, niveis de IgM anti-PGL-1 mais elevados nos casos MB do
que nos controles saudaveis; °p<0.01, Teste de Kruskal-Wallis, niveis de IgM anti-PGL-1 mais
elevados nos casos MB do que nos contatos com lesdes; °p<0.001, Teste de Kruskal-Wallis,
niveis de 1gG anti-PGL-1 mais elevados em casos MB do que nos contatos saudaveis;
90<0.0001, teste de Kruskal-Wallis, niveis de IgA-anti-PGL-1 mais elevados nos casos MB do
gue nos controles com ou sem lesdes.
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A Figura 3 apresenta os intervalos interquartilicos e medianas dos niveis de IgM,
IgG e IgA anti-PGL-1em amostras de soro de contatos paucibacilares saudaveis (n

89), contatos PB com lesGes suspeitas (n = 23) e casos indices de hanseniase PB (n

21). O Unico que apresentou diferenca estatistica foi o isotipo IgA. Os niveis de IgA
anti-PGL-1 foram mais elevados nos casos indice de hanseniase PB do que nos contatos
sem lesOes (teste Kruskal-Wallis, p < 0,01).

Figura 3- Niveis de IgM, IgG e IgA anti-PGL-1 em amostras de soro de contatos
paucibacilares (PB) saudaveis (CS; n = 89), contatos PB com lesdes suspeitas (CL; n =
23) e casos indices de hanseniase PB (ClI; n = 21). O cut-off foi de 1,2 para IgM e 1gG e
de 1,1 para IgA.
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Legenda: CS= contatos saudaveis; LS= contatos com les#o suspeita; Cl= casos indices

*Teste de Kruskal-Wallis, p<0,01, Niveis de IgA anti-PGL-1 mais elevados nos casos PB do
gue nos controles sem lesoes.

A Figura 4 apresenta os intervalos interquartilicos e medianas dos niveis de IgM,

IgG e IgA anti-PGL-1 em amostras de soro de contatos MB intradomiciliares de casos
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indices MB (ID, n = 6), contatos peridomiciliares de casos indices MB (PD, n = 26) e
casos indices de hanseniase MB (n = 50). Os niveis de IgM anti-PGL-1 foram mais
elevados nos casos indices de hanseniase MB do que nos contatos ID e PD (teste
Kruskal-Wallis, p < 0,01 e p < 0,0001, respectivamente). Os niveis de IgG anti-PGL-1
foram mais elevados nos casos indices de hanseniase MB do que nos contatos ID e PD
(teste Kruskal-Wallis, p < 0,0001 e p < 0,01, respectivamente). Os niveis de IgA anti-
PGL-1 foram mais elevados nos casos indices de hanseniase MB do que nos contatos
multibacilares ID e PD (teste Kruskal-Wallis, p < 0,0001).

Figura 4- Niveis de IgM, 1gG e IgA em amostras de soro de contatos multibacilares
(MB) intradomiciliares (CI, n = 6), contatos MB peridomiciliares (PD, n = 26) e casos
indices de hanseniase MB (CI; n = 50). O cut-off foi de 1,2 para IgM e IgG e de 1,1 para
IgA.
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Legenda: ID= contatos intradomiciliares; PD= contatos peridomiciliares ; Cl= casos indices

4p<0.0001, teste de Kruskal-Wallis, niveis de IgM anti-PGL-1 mais elevados nos casos indices
MB do que os contatos PD; Pp<0.01, teste de Kruskal-Wallis test, niveis de IgM anti-PGL-1
nos casos indices MB do que os contatos ID; °p<0.0001, teste de Kruskal-Wallis, niveis de 1gG
anti-PGL-1 nos casos indices MB do que os contatos ID; 9p<0.01, teste de Kruskal-Wallis,
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niveis de 1gG anti-PGL-1 nos casos indices MB do que nos contatos PD; ¢p<0.0001, teste de
Kruskal-Wallis, niveis de IgA anti-PGL-1 mais elevados nos casos indices MB do que 0s
contatos ID e PD.

A Figura 5 apresenta os intervalos interquartilicos e medianas dos niveis de IgM,
IgG e IgA anti-PGL-1 em amostras de soro de contatos PB intradomiciliares (ID, n =
14), contatos PB peridomiciliares (PD, n= 14) e casos indices de hanseniase PB (n =
21). O unico isotipo que apresentou diferenca estatistica foi o IgA. Os niveis de IgA
anti-PGL-1 foram mais elevados nos casos indice de hanseniase PB do gque nos contatos
PB peridomiciliares (teste Kruskal-Wallis, p < 0,05).

Figura 5- Niveis de IgM, IgG e IgA anti-PGL-1 em amostras de soro de contatos
paucibacilares (PB) intradomiciliares (ID, n= 14), contatos PB peridomiciliares (PD, n=
14) e casos indices de hanseniase PB (n = 21)
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Legenda: ID= contatos intradomiciliares; PD= contatos peridomiciliares ; Cl= casos indices

*p<0,05, teste de Kruskal-Wallis, niveis de IgA anti-PGL-1mais elevados nos casos indices do
gue nos contatos PB peridomiciliares.
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6.4 Frequéncia de positividade de anticorpos anti-PGL-1

A frequéncia de isotipos de anticorpos positivos foi avaliada em casos indice de
hanseniase com a forma clinica PB (Tabela 5) e a forma clinica MB (Tabela 6) em
associacdo com contatos saudaveis. Nao foi encontrada associacao entre a positividade
de anti-PGL-1 e casos indice com a forma clinica PB, independente do isotipo (teste de
Fisher, p= 1,0 para IgM e 1gG e p= 0,055 para IgA). No entanto, uma forte associa¢ao
foi encontrada para todos o0s isotipos de anticorpos, quando avaliados casos indice de
hanseniase MB e controles sem lesdo (teste de Fisher, p < 0,0001 paralgM e IgA e p =
0,0014 para IgG).

Em relagéo ao isotipo IgM, a odds ratio (OR) foi de 6,11 (IC 95% 3,08-12,16).
Para o isotipo 1gG, a OR foi de 3,31 (IC 95% 1,66-6,61). Para o isotipo IgA, a OR foi
de 16,97 (IC 95% 8,39-34,2). Quando IgM positivo foi considerado em conjunto com
um ou mais isotipos, observou-se uma associacdo significativa com 0s casos
multibacilares (teste de Fisher, p < 0,0001), tendo sido a OR de 21,0 (IC 95% 10,11-
43,64). Verificou-se associacao significativa também na presenca conjunta de 1gG e IgA
(teste de Fisher, p < 0,0001), sendo a OR de 17,58 (IC 95% 6,23-49,54).

A sensibilidade diagnostica mais elevada foi observada para o isotipo IgM,
equivalente a 76,0% (IC 95% 61,8- 86,9), e 0 valor mais baixo, correspondente a 24,1%
(IC 95% 13,0- 38,2), foi observado para os isotipos IgG + IgA. Com relacdo a
especificidade diagnostica, o valor mais alto foi obtido para os isotipos 1gG + IgA,
equivalente a 98,2% (IC 95% 96,2-99,4), e o valor mais baixo, de 65,9% (IC 95% 60,6—
70,9), para a presenca de IgM, independentemente dos demais isotipos. Em relagcéo aos
valores preditivos positivos presumidos, o menor valor foi de 24,7% (IC 95% 18,1-
32,3), obtido para IgM, e os maiores valores foram de 60,0% (95% IC 44,3-74,3) e
66,7% (IC 95% 41,0-86,7), observados para a presenca conjunta de IgM e um ou mais
isotipos e para os isotipos IgG + IgA. Os valores preditivos negativos foram elevados
para todos os isotipos isolados ou associados. Por exemplo, para o isotipo IgM, o valor
preditivo negativo foi de 94,9 (IC 95% 91,3-97,4), e para IgM associado a um ou mais
isotipos foi de 93,3% (I1C 95% 90,2-95,7).
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Tabela 5- Frequéncia de niveis positivos/negativos de anti-PGL-1 em casos indices de hanseniase paucibacilar e contatos saudaveis.

Soro anti-PGL 1

IgM + um ou mais

IgM 19G IgA o 19G + IgA
isotipos
Casos Contatos Casos Contatos Casos Contatos Casos Contatos Casos Contatos
indices saudaveis indices saudaveis indices saudaveis indices saudaveis indices saudaveis
(n=21) (n=340) (n=21) (n=340) (n=21) (n=340) (n=21) (n=340) (n=21) (n=340)
Positivo 7 116 2 39 4 22 3 18 1 6
Negativo 14 224 19 301 17 318 18 322 20 334
Teste de
p=1.0 p=1.0 p=0.055 p=0.11 p=0.35

Fisher




Tabela 6- Frequéncia de anti-PGL-1 positivos/negativos em casos indices com hanseniase multibacilar e contatos saudaveis.
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anti-PGL1 sérica

IgM + um ou mais

IgM IgG IgA isotipos 1gG + IgA
Casos Contatos Casos Contatos Casos Contatos Casos Contatos Casos Contatos
indices saudaveis indices saudaveis indices saudaveis indices saudaveis indices saudaveis
(n=50) (n=340) (n=50) (n=340) (n=50) (n=340) (n=50) (n=340) (n=50) (n=340)
Positivo 38 116 15 39 27 22 27 18 12 6
Negativo 12 224 35 301 23 318 23 322 38 334
Teste de Fisher p<0,0001 p =0,0014 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Odds ratio 6,11 3,31 16,97 21,0 17,58
(1C95%) (3,08 —12,16) (1,66 —6,61) (8,39 -34,2) (10,11 43,64) (6,23- 49,54)
Sensibilidade diagnostica 76,0 30,0 54,0 54,0 24,0
(1C95%) (61,8 —86,9) (17,8 - 44,6) (39,3 -68,2) (39,3 -68,2) (13,0 -38,2)
Especificidade diagndstica 65,9 88,5 93,5 94,7 98,2
(1C95%) (60,6 —70,9) (84,7 -91,7) (90,4 - 95,9) (91,8 - 96,8) (96,2 - 99,4)
Valor preditivo positivo 24,7 27,8 551 60,0 66,7
(1C95%) (18,1 -32,3) (16,5 —-41,6) (40,2 - 69,3) (44,3 -74,3) (41,0 -86,7)
Valor preditivo negativo 94,9 89,6 93,3 93,3 89,8
(1C95%) (91,3-97,4) (85,8 -92,6) (90,0 -95,7) (90,2 - 95,7) (86,3-92,7)
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7 DISCUSSAO

Apesar da hanseniase ter sido eliminada como problema de satde publica em
muitos paises, o Brasil continua sofrendo com elevadas taxas de deteccdo de casos
novos, diagnostico tardio e GIF 2 no momento do diagndstico (SALGADO et al.,
2016). O diagndstico na atencdo primaéria é essencialmente clinico, baseado na busca de
lesbes com sensibilidade alterada e/ou nervos espessados (BRASIL, 2017). O controle
da doenca sofre desafios por conta de seu longo periodo de incubacdo, dificuldade no
diagnostico nas fases iniciais, lesbes cutaneas parecidas com as de outras enfermidades,
e pelo fato de ndo haver testes laboratoriais com boa sensibilidade diagndstica, aléem da
falta de conhecimento do profissional de saide (STAFIN; GUEDES; MENDES, 2018)
Além disso, a falta de atencdo do governo pode afetar diretamente a qualidade do
servico prestado a populacdo. Um importante parametro na epidemiologia da hanseniase
é a deteccdo de casos novos entre individuos abaixo de 15 anos de idade, uma vez que
parecem estar relacionados com infecgOes recentes e representam transmissao ativa da
bactéria na comunidade oriunda de individuos baciliferos ndo tratados (LANA et al.,
2013). Tal fenbmeno certamente revela uma falha nas medidas que visam controlar a
doenga (SALGADO et al., 2016).

Ha fatores ambientais que propiciam a perpetuacdo da micobactéria no meio
ambiente, uma vez que a doenga acomete a populacdo mais carente que possui moradias
com poucos cémodos, baixa ventilacdo, baixa exposicdo solar, elevada umidade,
condicBes sanitarias precarias e varias pessoas convivendo em um mesmo espaco fisico
(MONTEIRO et al., 2015). Acrescido a esses fatores, ha a problematica relacionada
com a baixa sensibilidade diagndstica dos testes laboratoriais, como a baciloscopia de
raspado intradérmico, falta de medicamentos, auséncia de sistematizacdo do servico e
excesso de politizacdo do sistema de saude (HENRY et al., 2016; BRASIL, 2017; OMS,
2021).

H4 dois tipos de detecgdo, a busca ativa, que é raramente realizada, e a detec¢do
passiva, ou seja, que a pessoa deve se dirigir ao posto de salde, na tentativa de obter seu
diagndstico (MOURA et al., 2013). A realizagdo do diagnostico da hanseniase atraves
da deteccdo passiva ndo € suficiente para interromper a transmissdo, nem reduz a
problematica relacionada com o diagndstico tardio (OMS, 2021). A busca ativa baseia-
se no rastreio de contatos que possuem convivio prolongado com um caso indice de

hanseniase, independentemente de sua forma clinica através de um exame
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dermatoneuroldgico minucioso desses individuos (LIMA et al., 2016). Os contatos
intradomiciliares sdo mais propensos a serem infectados e desenvolverem a doencga; no
entanto, dados mais recentes revelam a importancia do contato social (vizinho, colega)
(BARRETO et al., 2015). Sabe-se que a forma multibacilar é considerada a forma
transmissivel devido a elevada carga bacilar (MOET et al., 2006), no entanto,
independentemente da forma clinica dos casos indices todos aqueles que residem na
moradia do caso indice ou préximo devem ser investigados (BARRETO et al., 2015).

E importante lembrar ainda que contatos menores de 15 anos, s30 mais
susceptiveis de contrair a infeccdo do que os adultos, sendo que o risco pode ser mais
elevado, quanto menor a idade da crianca (MOET et al., 2006; FREITAS et al., 2017).
Provavelmente, isso se deve a capacidade individual de resposta imune contra a
micobactéria. Apos a industrializacdo, com a mudanca nos habitos alimentares, fatores
ambientais, além dos fatores genéticos, levaram a uma maior incidéncia de processos
alérgicos em criancas, tipicos do perfil imunolégico Th2 (HENRY et al., 2016).
Pensando em termos de resposta imune contra a hanseniase, o perfil Th2 ira contribuir
para um pior prognastico, pois, 0 mesmo auxilia com a producdo de anticorpos, cujos
mecanismos sdo inadequados para o controle da disseminacdo bacteriana (DE SOUSA
et al., 2017). Dessa forma, o diagndstico tardio na crianca pode indicar uma maior que a
probabilidade da mesma vir apresentar a forma multibacilar com riscos de sequelas
fisicas. Este fato revela a enorme importancia do diagnostico precoce em criangas.

A partir da realizacdo de busca ativa, encontramos 55 criancas com lesdes
suspeitas e/ou espessamento de nervos entre os 395 participantes avaliados (13,9%).
Vinte delas (36,3%) eram contatos intradomiciliares e 35 (63,6%), contatos
peridomiciliares. Além disso, 23 participantes (41,8%) eram contatos de casos indices
paucibacilares e 32 (58,2%), contatos de casos multibacilares.

A busca ativa € uma estratégia utilizada por grupos de pesquisa (BARRETO et
al., 2014; 2015) e ligas académicas, elevando o nimero de individuos que poderdo ser
diagnosticados precocemente. Essas agdes voluntarias da sociedade ou da academia
favorecem a melhora no diagnéstico (WANG et al., 2020). Entretanto, para que tais
acOes sejam consideradas realmente efetivas necessitam de uma colaboracgdo estreita
com o servigo municipal de satde. Caso 0 municipio ndo demonstre interesse, todo o
trabalho se perde ao longo do caminho. Assim sendo, algumas limitacdes e dificuldades
foram encontradas ao longo de nossa pesquisa. As nossas equipes eram compostas por

estudantes e profissionais da Enfermagem e da Farméacia, bem como da Fisioterapia e
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por biomédicos. Os profissionais ndo médicos podem realizar a suspeicdo da
hanseniase, no entanto, é necessario um clinico ou dermatologista para confirmacao ou
exclusdo do diagnéstico.

Em nosso trabalho, embora as criancas com suspeicdo tenham sido
encaminhadas para avaliagdo medica, apenas aquelas residentes em Santana do Ipanema
foram avaliadas (n=27), sendo que dessas, 7 obtiveram o diagnostico de hanseniase
(realizado por uma médica que aceitou colaborar com o projeto naquela localidade). As
demais criancas ndo foram avaliadas, seja por um desconhecimento sobre a doenca por
parte do profissional médico, negligéncia ou pelo fato do servico de salde néo as ter
encaminhado ao médico local. Em Rio Largo, como exemplo, foram diagnosticadas 2
criangas por nossa colaboradora, no entanto, foi considerado erro de diagnostico por
uma médica do municipio. Em Sdo Gongalo do Amarante, médicos do municipio nédo
aceitaram realizar o diagnostico, caso ndo fosse realizada baciloscopia de raspado
intradérmico e a mesma nao resultasse positiva. Em Canindé, nossa equipe ndo obteve o
retorno se as criangas com suspeicdo da doenca foram examinadas pelos médicos locais.
Nas unidades de saude locais, ha uma grande rotatividade de medicos. Dessa forma,
aquele que recebe a capacitacdo técnica nem sempre permanece no trabalho. Os novos
médicos nem sempre possuem conhecimento suficiente para diagnosticar a hanseniase
em criancas. E possivel que o uso da tecnologia digital possa vir a contribuir,
permitindo que um maior numero de profissionais tenha acesso a cursos de
aperfeicoamento ou de atualizacdo ministrados a distancia. Entretanto, ainda ndo
sabemos o quanto esse tipo de estratégia poderd vir a melhorar a capacitacdo técnica
desses profissionais.

A hanseniase na forma indeterminada indica diagndstico precoce. Além de
contribuir para a quebra da cadeia de transmissdo, 0 paciente consegue se curar, sem
ocorréncias de complicagfes que comprometam sua qualidade de vida, como as reacgoes
de hipersensibilidade, e incapacidade fisica. Entre os 7 contatos com diagnostico de
hanseniase (co-prevaléncia), 6 apresentaram a forma indeterminada e 1, a forma
dimorfa.

A BCG tem sido a Unica estratégia utilizada na prevencdo contra hanseniase
(SALES et al., 2011). Sabe-se que a BCG vacinal ndao é capaz de impedir que o
individuo desenvolva a hanseniase, mas induz melhora na resposta imune celular, de
forma a contribuir com um mecanismo imunoldgico mais efetivo contra a micobactéria
(BRASIL,2017; BRASIL; 2021c). O uso da vacina baseia-se no fato de que o agente
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etioldgico da hanseniase apresenta varios antigenos comuns ao género Mycobacterium e
que, portanto, induz resposta imune celular contra 0s mesmos. As criangas que nédo
apresentam lesdo devem ser vacinadas com BCG intradérmico a depender do numero de
cicatrizes vacinais (BRASIL, 2017). Quem apresenta 0 ou 1 cicatriz vacinal recebe uma
dose da vacina e aqueles com 2 cicatrizes vacinais ndo recebem nenhuma dose.
Observamos em nosso trabalho que 84,5% das criangas apresentavam 1 cicatriz da
BCG, 8,7% apresentavam 2 cicatrizes, 4 %, nenhuma cicatriz (dados ndo apresentados).
N&o encontramos tal informacdo em 2,8% dos questionarios. Encaminhou-se solicitacdo
de vacinacdo com uma dose da BCG para aquelas que apresentavam 0 ou 1 cicatriz
vacinal.

Um outro ponto que estd relacionado com os desafios na hanseniase diz
respeito a questdo de um biomarcador que possa predizer o desenvolvimento da
hanseniase no contato (SMITH, 2014) bem como também a necessidade de uma
ferramenta auxiliar no diagnéstico precoce da doenca. Como na hanseniase
praticamente ndo h& testes laboratoriais que auxiliem o diagndéstico clinico, a
confirmacdo da doenca pode tardar até 10 anos, quando ja ocorrem incapacidades
fisicas (YAGHOBII et al., 2010; HENRY et al, 2016). Embora testes diagndsticos ja
foram desenvolvidos para uma grande diversidade doencas infecciosas (DELFORGE,
2011), mesmo para aquelas descritas recentemente (WEST, 2021), o Unico exame
laboratorial disponivel € a baciloscopia intradérmica, que pode ter resultado negativo
nos casos de formas clinicas paucibacilares da hanseniase (BRASIL, 2017).

Como testes laboratoriais de apoio, podemos pensar em ferramentas
moleculares e soroldgicas, uma vez que o bacilo ndo é cultivavel. Os testes moleculares
tém sido de grande utilidade para uma infinidade de patologias. No que diz respeito a
hanseniase, recentemente foi aprovado o uso do kit-NAT pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (MENESES, 2021). Trata-se de um teste de biologia molecular
para deteccdo de DNA de M. leprae em amostras de bidpsia ou de nervos. Seu emprego
deve ser associado ao teste da baciloscopia de raspado intradérmico de forma a
favorecer a detec¢do do material genético da micobactéria em casos que a baciloscopia
seja negativa (BRASIL, 2021b). Para uso em contatos sem leséo suspeita ou com leséo
com aspectos da forma indeterminada ndo seria recomendado o seu uso. A busca de
material genético da micobactéria em swab nasal ndo esta associado com doenga, mas
com infeccdo (MARTINEZ et al., 2011). Dessa forma, com todas as limitagOes, a

sorologia continua sendo uma boa alternativa para a detec¢do de anticorpos, bem como



69

se estiver associada a busca de outras moléculas presentes na resposta imunoldgica
contra a micobactéria (VAN HOOJI; GHELUK, 2021).

Em um trabalho anterior, pudemos demonstrar no municipio de Rio Largo,
AL, que 36% dos contatos abaixo de 15 anos de idade avaliados apresentaram IgM
salivar anti-PGL-1, enquanto que em Santana do Ipanema, o indice de positividade foi
de 12,3% (MACEDO et al, 2017). Como a meia vida da IgM é curta, em torno de 5
dias, sua presenca na saliva indica que o individuo esta sob exposi¢cdo recente com a
micobactéria, através das mucosas, possivelmente via oral e nasal. Anticorpos na saliva
representam resposta imune de mucosas e, portanto, de forma indireta, indicam contato
com M. leprae que esté circulando no meio ambiente (MACEDO et al., 2017). Embora
a presenca de anticorpos salivares ndo esteja associada com o risco de desenvolvimento
da doenca, indica exposicdo ambiental ao bacilo. O municipio de Rio Largo, no ano de
2016, quando foi realizada a pesquisa, a taxa de detec¢cdo da doenca era de 15,85 casos
por 100 mil habitantes, enquanto em Santana do Ipanema era de 20,83 casos por 100
mil habitantes. Os dados desse estudo mostraram que possivelmente no futuro o
municipio de Rio Largo ird aumentar o nimero de casos diagnosticados. Dessa forma, o
uso do teste para anticorpos salivares nesse caso serviu para revelar a presenca da
bactéria na comunidade.

Se um contato comeca a produzir anticorpos salivares, isto ndo indica
necessariamente que ele ird se infectar com o microrganismo, pois a resposta imune de
mucosas pode conter o patdgeno a nivel de nasofaringe (MACEDO et al., 2017). No
entanto, encontrar anticorpos no soro significa que ja ocorreu a infec¢do sistémica
(NAGAO-DIAS et al., 2019). Assim sendo, a pergunta que norteia 0s pesquisadores é
se 0s anticorpos sericos poderiam ser utilizados como marcador de risco ou no
diagnostico precoce.

A titulacdo de IgM anti-PGL-1 tem sido utilizada em contatos (BARRETO et
al., 2014), e ndo necessariamente indica doenca, uma vez que IgM positivo pode ser
encontrado em ambas as circunstancias. Como a sorologia ndo diferencia infeccéo e
doenca, ela ndo é utilizada na rotina clinica, mas tem sido empregada largamente em
pesquisas, desde a descricdo do antigeno glicolipidio- fendlico lipidico-1, especifico de
M. leprae (BRENNAN; BARROW, 1980), principalmente como marcador de risco para
0 desenvolvimento da doenga (HENRY et al., 2016).

Bazan- Furini e colaboradores (2011) sugeriram a deteccdo de anticorpos IgM

anti-PGL-1 em contatos de pacientes com hanseniase, uma vez que a soropositividade
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pode indicar risco aumentado do desenvolvimento da doenca. Outra sugestao levantada
é que aqueles com positividade de IgM anti-PGL-1 sejam examinados periodicamente
(AROCHA et al., 2006). Com todas limitagdes que o teste para identificacdo de IgM
possa apresentar, acredita-se que ha uma boa correlacdo entre o isotipo e a carga
bacteriana (LOBATO et al., 2011) e que sua positividade indica um risco aumentado
para o desenvolvimento da hanseniase (BARRETO et al., 2015).

Araljo et al. (2015) observaram em um estudo longitudinal de 10 anos, que
aqueles que eram soropositivos para IgM anti-PGL-1 apresentavam risco de 5,7 vezes
de desenvolver hanseniase. Os autores confirmaram doenca em 2% dos participantes.
Penna et al. (2016) verificaram em uma revisdo sistematica e meta-analise que contatos
soropositivos apresentam risco 3,6 vezes maior de desenvolver hanseniase do que
soronegativos. De acordo com seus dados, 0s autores encontraram um OR de 3,05, com
sensibilidades diagndsticas que variaram de 1,96 a 39,29% e especificidade diagnostica
de 83,52 a 98,03%.

Leturiondo et al. (2019) ressaltam que apesar de que os testes soroldgicos
apresentam uma série de limitacoes, eles podem auxiliar na rotina clinica, diferenciando
hanseniase de outras afeccdes dermatologicas. De acordo com seus dados, as
sensibilidades diagnosticas foram de 32% e 81%, para as formas paucibacilar e
multibacilar, respectivamente, especificidades diagnosticas de 81,7% e 99%, valores
preditivos positivos de 14,9% e 43,3% e valores preditivos negativos de 92,9% e 94,6%,
respectivamente.

A maior parte da literatura foca o isotipo IgM contra o glicolipideo fendlico-1
(PGL-1). O PGL-1, por se tratar de uma molécula lipidica, é considerado um antigeno
T-independente (SPENCER; BRENNAN, 2011), ou seja, capaz de induzir basicamente
IgM, ndo necessitando da presenca de citocinas provenientes dos linfécitos T para sua
producdo. Os testes imunoenzimaticos em fase solida do tipo indireto para pesquisa de
IgM anti-PGL-1 tém apresentado boa sensibilidade diagnédstica para sua identificacéo,
basicamente nas formas multibacilares da doenga (KAMPIRAPAP; SINTHARN,1996;
ZENHA et al., 2009).

Poucos trabalhos referem-se a outros isotipos, como IgA, por exemplo
(SCHWERER., et al 1989; CHUJOR et al, 1991). Apesar de sabermos que PGL-1 trata-
se de um antigeno T-independente, decidimos investigar biomarcadores alternativos,
como os isotipos IgA e IgG, baseados em achados prévios, onde pudemos demonstrar

que antigenos lipidicos podem induzir respostas imunes dependentes de T, quando as
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bactérias sdo fagocitadas e processadas (NAGAO et al.,, 2001). Tais achados nos
estimularam a buscar por IgG anti-PGL-1 em pacientes (NAGAO-DIAS et al., 2007) e
contatos (CABRAL et al., 2013).

Posteriormente, decidimos analisar a presenca de IgA sérica anti-PGL-1 em
pacientes (MACEDO et al., 2017). No trabalho, foi demonstrada forte correlacdo entre
0s niveis de anti-PGL-1 IgM e IgA (r=0,74; p<0,0001), e associa¢cdo moderada entre 0s
testes (coeficiente Kappa de 0,48). Na forma clinica da hanseniase multibacilar, as
sensibilidades diagndsticas para IgM, 1gG e IgA foram de 81,3%, 21,9% e 53,1%,
respectivamente. Na forma clinica da hanseniase paucibacilar, as sensibilidades
diagndsticas foram de 59,1%, 22,7% e 40,9%, respectivamente. As especificidades
diagndsticas foram de 88,2% para IgM e 100% para IgG e IgA. Por isso, naquele
momento, sugerimos a inclusdo do isotipo IgA no seguimento dos contatos, aléem dos
isotipos IgG e IgM. A razdo de se buscar outros marcadores, além de IgM, deve-se ao
fato de que, apesar deste isotipo apresentar uma boa sensibilidade diagndstica
(principalmente nas formas multibacilares), sua especificidade diagndstica ndo é boa,
afetando seu valor preditivo positivo.

Resultados falsos positivos para IgM sdo descritos na literatura em varias
circunstancias. Verifica-se producdo de fator reumatoide (FR) em doencas infecciosas,
auto-anticorpo do isotipo IgM, cujo alvo é IgG. Como exemplo de doencas infecciosas,
onde ha presenca de FR, temos a toxoplasmose (NAOT et al., 1981), malaria (IQBAL et
al., 2000), dengue (HUNSPERBERGER et al., 2009), sifilis (MEYER et al., 1992). A
presenca de FR interfere na deteccdo de IgM, sendo um grande impecilio para o
diagndstico de fase aguda de tais doencgas. Outros autores descreveram a presenca de
anticorpos que apresentam ‘“‘cross-reactive idiotypes”, ou seja, que reagem com sitios
antigénicos de epitopos ndo relacionados (KAROL et al., 1978).

Anticorpos do isotipo IgA exercem fungdo de fundamental importancia na
defesa imunoldgica das mucosas (SCHWERER et al., 1989). Devido a sua estrutura
polimérica, ela possui facilidade em agregar microrganismos e, além disso pode-se
associar a outras estruturas, como mucinas, lactoferrina, entre outros. Na circulagéo
sistémica, sua estrutura € essencialmente monomérica e ndo ativa Complemento
(MIYAKE et al.,2003). Dessa forma, seu papel nessas circunstancias & pouco
conhecido.

Na realidade, anticorpos séricos do isotipo IgA tém sido empregados como

marcadores de diagndstico, uma vez que parecem estar presente em fase aguda de
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algumas doencas infecciosas. Na leptospirose, o teste para deteccdo de IgA parece
apresentar uma sensibilidade diagnostica acima de 90% (SILVA E CAMARGO, 1992).
Na toxoplasmose, sua deteccdo é mais precoce que IgM (TAKAHASHI, ROSSI, 1994),
assim como na dengue (TALARMIN et al, 1998; NAWA et al., 2005; DE DECKER et
al., 2015). No caso da hanseniase, CHUJOR et al. (1991) ja haviam sugerido o uso de
IgA como um biomarcador para a deteccdo precoce da doenca, sendo que a subclasse
IgA 1 poderia estar associada com a carga bacteriana (SCHWERER., et al 1989;
CHUJOR,, et al., 1991). Como IgA pode aparecer de forma precoce e apresenta boa
correlagdo com IgM e IgG, um contato de paciente com hanseniase que apresenta
positividade de anticorpos IgA anti-PGL-1 poderia indicar um risco aumentado de
desenvolvimento da doenga. Dessa forma, consideramos que tal isotipo pudesse ser
usado como um biomarcador adjuvante em estudos soroepidemioldgicos de contatos de
casos indices de hanseniase em municipios endémicos e hiperendémicos (MACEDO et
al., 2017).

Dados de outros autores (SILVA et al.,, 2021) corroboraram com nossos
resultados, demonstrando que IgA sérica € um biomarcador que deve ser utilizado em
seguimento de contatos, bem como pode auxiliar no diagndstico da hanseniase.
Segundo os autores, o teste de IgA anti-NDO-HSA (natural octyl disaccharide
conjugado a albumina sérica humana) apresentou uma sensibilidade diagnéstica de
100% para a forma multibacilar da hanseniase e 95% para a forma paucibacilar.

Hungria et al (2012) sugerem que anticorpos do isotipo IgG contra antigenos de
M. leprae sdo importantes marcadores para a infeccdo em estagios iniciais. Em um dos
nossos primeiros trabalhos de investigacdo da IgG em contatos (CABRAL et al., 2013),
observamos uma boa correlacdo entre IgG anti-PGL-1 em casos e seus contatos.
Verificamos, na ocasido que 58% dos contatos soronegativos para 1gG apresentavam
positividade para IgM, enquanto aqueles que eram soropositivos para IgG, 74%
apresentavam positividade para IgM. Dois questionamentos surgiram a partir de tais
dados, ou seja, estavamos diantes de uma baixa sensibilidade diagndstica para IgG e
uma baixa especificidade diagnostica para IgM.

Realizamos recentemente um estudo prospectivo de 3 anos, avaliando
anualmente contatos de pacientes com hanseniase entre 4 e 15 anos de idade no
municipio de Santana do Ipanema, AL (NAGAO-DIAS et al., 2019). No estudo, o teste
de 1gG anti-PGL-1 foi considerado o melhor biomarcador, sendo que sua presenca

representou um risco de 8,5 vezes de associagdo com hanseniase. Ainda no mesmo
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estudo, ocorreu um fato. Um contato peridomiciliar foi soropositivo para IgA anti-
PGL-1 em 2015. Em 2016, ele apresentou positividade para IgG e IgA anti-PGL-1.
Entretanto, a crianga ndo apresentava qualquer lesdo. Em 2017, apresentou positividade
para IgG, IgA e IgM anti-PGL-1. Verificou-se uma pequena lesdo hipocrémica com
alopecia no pescoco. O diagnostico foi dado pela dermatologista da nossa equipe como
hanseniase indeterminada. Seus pais afirmavam que ela ndo tinha amizade, proximidade
ou parentesco com nenhum caso. A crianga havia integrado o estudo por residir em uma
distancia de 5 casas da residéncia de um caso de hanseniase (NAGAO-DIAS et al.,
2019)

No presente trabalho, realizamos um estudo transversal de contatos entre 4 e
15 anos de idade e casos indices de 4 municipios do Nordeste do Brasil com taxas de
deteccdo de hanseniase altas ou muito alta endemicidade. Nosso objetivo era de avaliar
0 potencial dos isotipos de anticorpos anti-PGL-1 em auxiliar no diagnostico de
hanseniase. Contatos com suspeita de lesdo e/ou espessamento nervoso ndo foram
incluidos no grupo controle saudéavel para ndo gerar vieés.

Em termos de presenca de lesdes suspeitas, nenhuma diferenca foi encontrada
com relacdo aos niveis de anticorpos. Portanto, nao foi possivel diferenciar aqueles que
apresentaram lesdes suspeitas e aqueles que ndo apresentaram lesfes em termos de
isotipos de anticorpos. Quanto aos casos multibacilares, estes apresentaram niveis
significativamente mais elevados do que os contatos para todos 0s isotipos, ja com
relacdo aos casos paucibacilares, estes apresentaram titulos mais elevados do que 0s
contatos apenas com relagéo a IgA anti-PGL-1.

N&o observamos associacao significante entre positividade de anti-PGL1 e casos
paucibacilares, para nenhum dos isotipos. No entanto, uma forte associacdo foi
encontrada, quando foram avaliados 0s casos multibacilares e contatos sem lesdo (teste
de Fisher, p<0,0001). Nesta situa¢do, o teste para o isotipo IgM mostrou OR de 6,11,
sensibilidade diagnostica de 76,0 % e especificidade diagndstica de 65,9%. Isso
significa que contatos de casos MB apresentam 6,11 vezes mais chances de desenvolver
a doenga e que o teste de ELISA IgM anti PGL-1 conseguiu detectar, ou seja, positivar
em 76,0% dos casos de hanseniase ja diagnosticados.

O teste para o isotipo IgG mostrou OR de 3,31, sensibilidade diagnostica de
30,0% e especificidade diagnostica de 88,5%. O teste para o isotipo IgA mostrou OR de
16,97, sensibilidade diagndstica de 54,0% e especificidade diagndstica de 93,5%.

Comparando o desempenho dos trés isotipos, podemos ver que o teste que apresentou
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melhor sensibilidade diagndstica foi IgM, aquele que apresentou melhor especificidade
diagndstica foi IgA. O isotipo IgA foi aquele que apresentou o melhor OR, ou seja, de
16,97. Procuramos ainda avaliar a presenca conjunta de dois ou mais isotipos, ou seja,
IgM + um ou mais isotipo e 1gG + IgA. Considerando IgM + 1 isotipo, a sensibilidade
diagnostica foi de 54,0%, especificidade diagnostica de 94,7% e OR de 21,0, com
intervalo de confianga 95% entre 10,11 e 43,64. No que tange, IgG + IgA, a
sensibilidade diagnostica foi de 24,0%, a especificidade diagnostica de 98,2% e OR de
17,58. Levando-se em consideracdo as analises, pudemos verificar que a presenca
conjunta entre o isotipo IgM mais um isotipo esta fortemente associado com 0s casos
multibacilares, pois a razdo de um caso multibacilar vir a apresentar o conjunto (IgM
acrescido de um ou mais isotipo) é de 21,0 vezes comparativamente a um controle
saudavel. Em relacdo aos valores preditivos positivos presumidos, o menor valor foi
obtido para IgM, de 24,7% (I1C95% 18,1 - 32,3), e 0s maiores valores foram observados
para IgM associado a um ou mais isotipos, ou seja, de 60,0% (IC95% 44,3 -
74,3). Dessa forma, isto nos leva a refletir se um contato apresentar a presenca
associada de IgM mais um isotipo, ndo estara tal contato em elevado risco de apresentar
hanseniase? Por outro lado, um individuo com suspei¢do de hanseniase e apresentar
IgM + um ou mais isotipos, ndo serd um possivel caso?

Resumindo, isto sugere que este conjunto constitui uma ferramenta de potencial
auxilio para realizacdo de um diagnostico precoce e como marcador de risco.
Diagnostico precoce significa menor grau de incapacidade 2, menor comprometimento
do nervo, menor frequéncia de reacOes hansénicas, melhor qualidade de vida e menos

gastos para a saude publica.
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8 CONCLUSOES

e Os casos indices eram compostos por 71 participantes na faixa etaria 10 a 97
anos, sendo a maioria do sexo masculino (57,7%) e da forma multibacilar
(70,4%). Considerando que ndo foram encontradas informacdes sobre o
tratamento em 10 fichas de 10 pacientes, 43 em 61 casos (70,4%) ja haviam
completado o tratamento, no entanto, ndo se observou diferenga estatisticamente
significante quanto aos niveis de anticorpos em relagdo aos que ndo haviam sido
tratados ou que ainda se encontravam em tratamento.

e Os contatos (n=395) apresentaram uma mediana de idade de 10 anos, eram
contatos de casos multibacilares (71,0%) e peridomiciliares (78,0%).

e Cinquenta e cinco participantes (13,9%) apresentaram lesbes suspeitas e/ou
espessamento de nervos, no entanto, apenas 27 foram avaliadas por um
profissional médico, sendo que 7 tiveram o diagndstico de hanseniase, tendo
sido 6 com a forma indeterminada e 1 com a forma dimorfa.

e Quanto aos casos multibacilares, estes apresentaram niveis significativamente
mais elevados do que os contatos para todos os isotipos, j& com relacdo aos
casos paucibacilares, estes apresentaram titulos mais elevados do que o0s
contatos apenas com relacdo a IgA anti-PGL-1.

e Uma forte associacdo foi encontrada entre positividade de anticorpos e casos
multibacilares, sendo que a melhor OR encontrada foi para IgA (16,97),
comparativamente a IgG (3,31) e a IgM (6,11). No entanto, quando se avaliou a
presenca conjunta de IgM associada a um ou mais isotipos, a OR foi de 21,0.

e A sensibilidade diagndstica de 76,0% foi observada para IgM, de 30,0% para
IgG, 54,0% para IgA e o mesmo valor para IgM associado a um ou mais
isotipos. Em relacdo aos valores preditivos positivos presumidos, o menor valor
foi obtido para IgM, de 24,7%, e os maiores valores foram observados para IgM
associado a um ou mais isotipos, ou seja, de 60,0% e para os isotipos 1gG+IgA,
ou seja, de 66,7% (1C95% 41,0- 86,7), respectivamente.
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APENDICE A - INSTRUMENTOS DE COLETA DE DADOS
QUESTIONARIO DO CASO INDICE
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1. Datada . _
entrevista: 2. Entrevistador:
3 [\Ior_ne.caso 4. Data nascimento:
indice:
5 sexo ( ) Mas. 6. Classificacio () Paucibacilar
' () Fem. operacional ( ) Multibacilar
() Positivo
7. Forma clinica: 8. Indl_ce L () Negativo
Baciloscopico: )
() Néo realizada
S D_ata A 10. Realizou () Sim
diagnostico , «
d , tratamento: () Néo
0enga:
1L gsgc?;o 12. Data inicio
: tratamento:
tratamento:
( ) PQT/ 6 doses )
13. Esquema () PQT/ 12 doses 14. Completou () Sim
terapéutico: tratamento: () Néo
( ) Outro
15. Rua/ nimero: 16. Bairro:
17. Municipio: 18. Estado:
19. Telefone
contato:
Contatos do caso indice (de 4 a 15 anos de idade)
Data de )
Nome ] Sexo Tipo de contato
nascimento

QUESTIONARIO DO CONTATO
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e Endereco do contato:

e Telefone:
e Cidade-Estado:

e Tipo de contato: Intradomiciliar ( ) Peridomiciliar ()

e Identificacdo do caso indice:

e Forma clinica do caso indice:

e Distancia em numero de casas (ou em metros) do caso indice (se contato

peridomiciliar):

e Nome do entrevistador:

e Data da entrevista:

Contatos que moram na mesma casa (faixa etaria de 4 a 15 anos):

e Nome 1: Cadigo:

e Data de nascimento 1:

e Nome 2: Cadigo:

e Data de nascimento 2:

Em relacéo ao caso indice

1. Vocé conhece alguém que apresentou ou apresenta hanseniase?
Sim () Nao ()

2. Se sim, tipo de contato com o caso indice:

o0 Pai ou mée ( ) Filho ou filha ()

0 Irmdo ou irma () Sobrinho, sobrinha, tio ou tia ()

o Vizinho () Amigo ()

0 Primo () Neto ()

3. Frequéncia de contato:

o Diariamente () Semanalmente () Esporadico ()

4. Outras observacoes:

AVALIACAO DERMATONEUROLOGICA

Exame dermatoneuroldgico
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1. CODIGO DE CONTATO:
2. Nome do contato:

3. Data de nascimento:

Dados do exame dermatoneuroldgico dos contatos:

1. Existem Lesdes na Pele?
e Sim
e Nao
e Sesim, quantos?

2. Como sdo as lesdes?

e Mancha hipocromica (leséo branca sem relevo)

e Mancha hipercrémica (lesdo com diferentes tons de marrom sem relevo)

e Placa hipocromica (lesdo de pele elevada e esbranquicada medindo mais
de 2 cm de diametro)

e Placa hipercromica (lesdo cutinea elevada com varios tons de marrom,
medindo mais de 2 cm de diametro)

e Pdpula (pequena elevacdo da superficie que 1 cm)

e Nddulo (nddulo palpavel, medindo 1 a 3 cm)

e Infiltragdo Difusa

3. H& uma mudanca na sensibilidade térmica?

e Sim

e Néo

¢ Na&o conclusivo
e Na&o avaliado

4. Ha alteracdo na sensibilidade dolorosa?

e Sim

e Nio

¢ Nao conclusivo
¢ Nao avaliado

5. Haalteracdo na sensibilidade tatil?
Sim

Nao

Nao conclusivo

N3do avaliado

6. Existe alguma alteragcdo no Teste de Histamina Endogena?



Sim

Nao

Nao conclusivo
Nao avaliado

7. Héaalguma alteracéo no teste de amido-iodo?
Sim

Né&o

Né&o conclusivo

Né&o avaliado

8. As lesOes sdo sugestivas de hanseniase?
e Sim
e Néo
e Se ndo, como eles se parecem?

9. Existem nervos afetados?
e Sim
e Néo
¢ Na&o avaliado
e Sesim, quantos?

10. Quais nervos?

e Facial

e Trigémeo
e Ulnar

e Mediana
e Radial

e Fibular comum
e Tibial posterior
e Qutros:
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11. Liste as Areas Suspeitas Identificadas no exame dermatoneuroldgico, conforme
imagem acima:

12. Possui cicatriz BCG?

e Sim

e Nao
Cicatriz duvidosa
Se sim, quantas?

13. O contato examinado é um caso suspeito de hanseniase?
e Sim
e Néo

14. Observacoes:

APENDICE B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO



UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FacuLDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM

DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, , aceito
fue , menor sob minha
responsabilidade, estd sendo convidado para participar da pesquisa Detec¢do precoce de casos de hanseniase
entre jovens abaixo de 15 anos de idade através do auxilio de marcadores imunoldgicos e moleculares,
sobre anilise de anticorpos no sangue e na saliva contra a bactéria causadora da hanseniase e verificar se ela
estd presente na saliva e no sangue. Esta analise serd 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 ele (a)
tem risco de desenvolver a doenga. Aceito também responder a um questionario relacionado a ele (a), nossos
familiares e ao paciente com quem moramos. Estou de acordo que no momento da coleta, ele (a) seja
examinado (a) para se verificar se nio tem nenhuma mancha suspeita. Serdo coletados saliva (1 mL), sangue
{2 tubos com 3 mL cada). Na coleta de sangue, ele (a) poderd 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) serd encaminhado (a) para o posto de saude.

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

Como beneficio, ele (a) terd 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) pord 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 ndo a detectar precocemente a doenga. Se conseguirmos provar que hd uma estreita
associagdo entre a positividade dos pardmetros imunoldgicos efou moleculares e associagdo com o risco de
desenvolvimento da hansenfase, serd um grande beneficio para o menor e para outros jovens e criangas.

Riscos da realizagdo dos testes: Todos os procedimentos serdo realizados por profissionais
habilitados, com registros em seus respectivos conselhos e obedecerdo as normas técnicas vigentes de coleta
de amostras bioldgicas. Contudo alguns desconfortos poderdo ser sentidos durante a coleta de sangue, dor
leve no momento do procedimento de (garrote) e pungdo venosa poderd ser sentida. Garantimos que em
nenhum momento haverd risco para do participante contaminar-se com qualquer doenga.

Il. Quando ele (a) n3o pode participar do estuda?
N3o hd contra-indicacBes para ele (a) participar do estudo

Nos, pesquisadores, garantimos que:

% Os resultados obtidos durante este estudo serdo divulgados sob a forma de relatdrios, 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 qualguer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento a Instituic3o.

TCLE versdo 4, data 11/09/2018
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% Egarantido o direito de se manter atualizado sobre resultados parciais da pesquisa, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam de conhecimento dos pesquisadores.

% Despesas e compensagoes: nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames laboratoriais. Nao ha compensagao financeira relacionada a sua participagao.

** A qualguer momento vocé podera recusar a participagao do menor sob sua responsabilidade.

%+ Vocé recebera uma via do TCLE, caso seja desejado.

% Aentrevista serd de aproximadamente 15 minutos e contera 10 perguntas simples.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas
para mim sobre o estudo acima. Ficaram claros para mim quais sao os propositos do estudo, os procedimentos
a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também
que minha participagdo é isenta de despesas. Concordo voluntariamente que o menor sob minha
responsabilidade participe 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 davidas 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 85-999618435, Universidade Federal do Ceara - Rua Capitdo Francisco Pedro, 1210).

Data da assinatura
Cidade Joterio
Nome do
responsavel
Impressdo digital do
responsdvel
Assinatura da pessoa que aplicou o termo Assinatura de aceitagdo do responsavel

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideragio ou divida, sobre a sua participagdo na pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ, Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 — Rodolfo
Teofilo, fone: 3366-8344/46. (Horario: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira). O CEP/UFC/PROPESQ ¢
a instancia da Universidade Federal do Ceara responsavel pela avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos
de todas as pesquisas envolvendo seres humanos. Att., CEP/UFC/PROPESQ (85) 33668344/8346
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APENDICE C: TERMO DE ASSENTIMENTO PARA SUJEITOS DE 08 A 15
ANOS DE IDADE COMPLETOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

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

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

Titulo do estudo: Detecgdo precoce de casos de hanseniase entre jovens abaixo de 15 anos de idade
através do auxilio de marcadores imunolégicos e moleculares.

Eu, , aceito participar da pesquisa
sobre andlise de anticorpos no sangue e na saliva contra a bactéria causadora da hanseniase e verificar se ela
estd presente na saliva e no sangue. Esta andlise serd realizada anualmente por 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 doeng¢a. Meus responsdveis ja estdo informados sobre o contetdo da pesquisa. Aceito
também responder a3 um questiondrio 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 e dorméncia. Serdo coletados saliva (1 mL) e sangue (2 tubos com 3 mL cada). 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 serd encaminhado para o posto de saude.

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

Como beneficio, vocé terd a oportunidade de ser acompanhado durante 3 anos clinica e
laboratorialmente para avaliar se vocé adquiriu ou ndo a doenga. Com isto, vocé poderd ajudar outras
pessoas que se encontram nas mesmas condigdes do que vocé. Durante o estudo, iremos provar se os testes
laboratoriais ajudam ou ndo a detectar precocemente a doenga. Se conseguirmos provar que hd uma
estreita associagdo entre a positividade dos parametros imunoldgicos e/ou moleculares e associagdo com o
risco de desenvolvimento da hanseniase, serd um grande beneficio para o menor e para outros jovens e
criangas.

Riscos da realizacdo dos testes: Todos os procedimentos serdo realizados por profissionais
habilitados, com registro em seus respectivos conselhos e obedecerdo as normas técnicas vigentes de coleta
de amostras bioldgicas. Contudo alguns desconfortos poderdo ser sentidos durante a coleta de sangue, dor
leve no momento do procedimento de (garrote) e pungdo venosa poderd ser sentida. Garantimos que em
nenhum momento havera risco para do participante contaminar-se com qualquer doenga.

Il. Quando n3o posso participar do estudo?

N3ao ha contra-indicagdes para vocé participar do estudo

Nés, pesquisadores, garantimos que:

*+ Os resultados obtidos durante este estudo serdo divulgados sob a forma de relatérios, resumos,
publicagdes cientificas e o grupo de pesquisa n3o divulgara a identidade dos participantes.

%+ Os dados dos participantes serdao 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 aliberdade da retirada do consentimento a qualguer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento a Instituic3o.

%+ Egarantido o direito de se manter atualizado sobre resultados parciais da pesquisa, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam de conhecimento dos pesquisadores.

<+ Despesas e compensagdes: nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames laboratoriais. Nao ha compensacao financeira relacionada a sua participagao.

% Vocé é livre para decidir se participara ou n3o.Se vocé n3o quiser participar ndo vai ter nenhum
problema e vocé continuard seu acompanhamento na sua Unidade de Saude do mesmo modo. Se vocé

Vers3o Termo assentimento 3, data 29/08/2018



aceitar participar, vocé poderd voltar atrds e desistir de realizar as coletas das amostras sequenciais a
qualquer momento.

% Aqualquer momento vocé podera recusar sua participagdo.

%+ \océ receberd uma via do termo de assentimento, caso seja desejado.

%+ Aentrevista serad de aproximadamente 15 minutos e conterdl0 perguntas simples.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que i ou que foram
lidas para mim sobre o estudo acima. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos 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 voluntariomente em participar
deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualguer beneficio que eu possa ter odguirido, ou no meu atendimento
neste Servigo.

COM QUEM DEVO FALAR SE EU TIVER DUVIDAS?

Caso tenha perguntas ou dividas gerais sobre esta pesquisa ou quaisquer queixas relacionadas
a pesquisa, vocé poderd falar com a coordenadora do projeto (Prof2 Aparecida Tiemi Magao-Dias, telefone
85-3366.8270 ou 85-999618435, Universidade Federal do Ceara — Rua Capit3o Francisco Pedro, 1210).

Cidade Data do
preenchimento
Noame do
participante
Impressdo digital do
participante
Assinatura de aceitagdo do participante
Impressdo digital do
responsdvel
Assinatura da pessoa que aplicou o termo Assinatura de aceitacdo do responsdvel

ATENGAO: Se vocé tiver alguma consideragdo ou divida, sobre a sua participaglio na pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ, Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo
Tedfilo, fone: 3366-8344/46. (Hordrio: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira). O CEP/UFC/PROPESQ &
ainstincia da Universidade Federal do Ceard responsavel pela avaliagio e acompanhamento dos aspectos éticos
de todas as pesquisas envolvendo seres humanos, Att, CEP/UFC/PROPESQ) (85) 33668344/8346

Versdo Termo assentimento 3, data 29/08/2018
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ANEXO 1: PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA E EMENDA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO £ Plataforma
CEARA/ PROPESQ asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Detecc¢éo precoce de casos de hanseniase entre jovens abaixo de 15 anos de idade
residentes em municipios de Alagoas e ltaitinga, CE.

Pesquisador: Aparecida Tiemi Nagao Dias

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 11709213.9.0000.5054

Instituicdo Proponente: Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 532.850
Data da Relatoria: 18/02/2014

Apresentagao 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 0s parametros imunoldgicos
e/ou moleculares com o risco de desenvolvimento da doenc¢a. 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 aquisicdo da doenca 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
positividade de DNA de Mycobacterium leprae em amostras de swab nasal e de sangue dos contatos e
casos indices; Avaliar a presenca de

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1127

Bairro: Rodolfo Teofilo CEP: 60.430-270
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 Fax: (85)3223-2903 E-mail: comepe@ufc.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO . Plataforma
CEARA/ PROPESQ %wl

Continuacdo do Parecer: 532.850

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 poder&o avaliar o risco de aquisicdo da doenca entre os contatos de
portadores de hanseniase.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo prospectivo de coorte em um periodo de seguimento de dois anos apos 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 ultimos trés anos, cujos responsaveis consintam em que
participem do estudo. Foram selecionados 0s municipios onde as equipes estardo devidamente capacitadas
para realizar exames dermato-neurologico (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 é
considerado alto ou hiperendémico e uma cidade no Ceara, ltaitinga (hiperendémico).

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

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

Recomendacgoes:

Sem recomendacdes.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:
Né&o se aplica.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Né&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1127

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-270
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 Fax: (85)3223-2903 E-mail: comepe@ufc.br
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Enderego:

UF: CE
Telefone:

UNIVERSIDADE FEDERAL DO .
CEARA/ PROPESQ

FORTALEZA, 18 de Fevereiro de 2014
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Assinador por:
FERNANDO ANTONIO FROTA BEZERRA
(Coordenador)

Rua Cel. Nunes de Melo, 1127
Bairro: Rodolfo Tedfilo

Municipio:
(85)3366-8344

CEP: 60.430-270
FORTALEZA

Fax: (85)3223-2903 E-mail: comepe@ufc.br
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UFC - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO CEARA/ W

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Detecgéo precoce de casos de hanseniase entre jovens abaixo de 15 anos de idade
através do auxilio de marcadores imunolégicos e moleculares

Pesquisador: Aparecida Tiemi Nagao Dias

Area Tematica:

Versdo: 8

CAAE: 11709213.9.0000.5054

Instituigdo Proponente: Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.729.159

Apresentagao do Projeto:
A referida emenda tem por finalidade a inclusdo do municipio de Canindé, Ceara, no estudo. O projeto foi
alterado com a inclusdo do municipio.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo da emenda:
Inclusdo do municipio de Canindé, como mais um local de realizagdo da pesquisa.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Todos os procedimentos serdo realizados por profissionais habilitados, com registro em seus respectivos
conselhos e obedecerdo as normas técnicas vigentes de coleta de amostras biolégicas. Contudo alguns
desconfortos poderdo ser sentidos durante a coleta da amostra da mucosa nasal a ser realizada com um
cotonete esterilizado (swab). Durante a coleta de sangue, dor leve no momento do procedimento de
Jgarrotey, e pungéo venosa podera ser sentida. Garantimos que em nenhum momento haverd risco para do
participante contaminar-se com qualquer doenga.

Beneficios:

Se conseguirmos provar que ha uma estreita associagio entre a positividade dos pardmetros imunolbgicos
e/ou moleculares e associagéo com o risco de desenvolvimento da hanseniase, acreditamos que serd uma
importante contribuigéo para as politicas publicas de saude, pois o

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Tedllo CEP: 60.430-275
UF: CE Municiplo: FORTALEZA
Tolefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe @ ulc br
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custo de um paciente diagnosticado tardiamente para o Estado é enorme, além do prejuizo de qualidade de
vida que o individuo terd de forma permanente. Os pardmetros propostos no presente estudo caso se
demonstrem aplicaveis e de significAncia, o seu conhecimento tecnoldgico poderd ser repassado para 0s
laboratérios do Estado, como os LACENS.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A referida emenda tem por finalidade a incluséo do municipio de Canindé, Ceara, no estudo. O projeto foi
alterado com a incluséo do municipio.

Continungho do Pamoer: 3.720.150

Consideragées sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Foi devidamente anexado:
cartacomiteeticanovembro04112019.pdf
projetomadificado01112019,pdf
Cronogramaatualizado01112019.pdf

declaracaocaninde. pdf

cartacomiteeticanovembro20112019.pdf

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Né&o se aplica.

Consideragées Finais a critério do CEP:

A pesquisadora deve enviar o relatério final ao concluir a pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas PB_INFORMAGOES _ ICAS_146369| 20/11/2019 Aceito
do Projeto 4_E3.pdf 16:53:36
Qutros cartacomiteeticanovembro20112019.pdf | 20/11/2019 |Aparecida Tiemi Aceito
16:52:42 | Nagao Dias

Outros cartacomiteeticanovembro04112019.pdf | 04/11/2019 |Aparecida Tiemi Aceito
11:37:51 | Nagao Dias_

Projeto Detalhado / | projetomadificado01112019.pdf 01/11/2019 |Aparecida Tiemi Aceito

Brochura 12:40:44 |Nagao Dias

| Investigador =

Cronograma Cronogramaatualizado01112019.pdf 01/11/2019 |Aparecida Tiemi Aceito
12:40:12 | Nagao Dias

Declaragéo de declaracaocaninde.pdf 01/11/2019 |Aparecida Tiemi Aceito

Instituicéo e 10:50:05 |Nagao Dias

Enderego: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Tedllo CEP: 60.430-275

UF: CE Municipio: FORTALEZA

Tolefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe @ ulc.br
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ANEXO 2
SORO ANTI-PGL-1 IGG, IGM E IGA EM UM ACOMPANHAMENTO DE 3
ANOS ESTUDO DE CONTATOS COM HANSENIASE DE 4 A 15 ANOS

==MUALIDIET

ORIGINAL STUDIES

Serum Anti-PGL-1 1gG, IgM, and IgA in a 3-Year Follow-up
Study of 4-15-Year-old Leprosy Contacts

Aparecida TiemiNagao-Dias, PhD,* Alexandre Casimiro de Macedo, PhD(c),* Raphael Oliveira Rodrigues, MSc,*
Fernando Henrique De Castro Pedroza, BS,* Andressa Almeida Albuquerque, BS(c),* Francisca Aniele Moreira BS,*
Camilla dos Santos Mateus, MSc, * Clodis Maria Tavares, PhD, | and Thereza Lucia Prata de Almeida, MD}

Background: In 2015, the detection rate of leprosy in Santana do Ipanema
municipality, Alagoas state, Brazil, was 39.3 cases per 100,000 inhabit-
ants, and among young people below 15 years of age, it was 32.8 cases per
100,000 inhabitants.

Material and methods: A prospective study was carried out from 2015
to 2017, in Santana do Ipanema city, with 69 leprosy contacts in the age
group of 4-15 years. Measurement of serum IgM, IgG, and IgA against
phenolic glycolipid antigen-1 (PGL-1) was done by an indirect enzyme-
linked immunosorbent assay.

Results: A high frequency of positive anti-PGL-1 IgM was found in both
paucibacillary and multibacillary contacts. Twenty-three participants pre-
sented suspected lesions and 45 did not. In both groups a high frequency
of positive [gM was found. In regard to anti-PGL-1 IgG, it was found a
strong association between its positivity and the presence of lesions (rela-
tive risk of 3.25). Eight new cases of leprosy were diagnosed, five of which
were seropositive for anti-PGL-1. Again, a striking association was found
between positive IgG and leprosy (relative risk of 8.5). No significant asso-
ciation was found between IgM isotype and disease, nor between IgA and
disease.

Conclusions: The present study reinforces the importance of measuring the
three anti-PGL-1 isotypes in follow-up studies of leprosy contacts. Moreo-
ver, positive anti-PGL-1 IgG is associated with a high associated risk of
disease.

Key Words: leprosy contacts, anti-PGL-1, serum IgA, serum IgG, serum IgM
(Pediatr Infect Dis J 2019;38:e193-e198)

According to World Health Organization (WHO), 210,671 new
cases of leprosy were reported globally in 2017.! In the same
year, 26,875 new cases occurred in Brazil,> which represented
12.8% of the global burden with Brazil being responsible for 92.3%
of new cases in Americas.! Leprosy diagnosis in children indicates
an active transmission of the bacteria among the community and
represents a public health failure.>* Seven to eight percent of the
new cases diagnosed in Brazil are represented by children.’ Dis-
ease varies by municipality in Brazil with multibacillary (MB)
clinical forms ranging from 23.4% to 75% of the pediatric patients;
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moreover, about 3.7% of them are diagnosed with grade 2 disabil-
ity.* In the beginning of 2018, the WHO stated the importance of
focusing early case detection among children.® Household contacts
are more prone to be infected and to develop the disease; none-
theless, more recent data reveal the importance of social contact
(neighborhood and classmates).”® Serology does not differentiate
infection and disease, but it is known that the presence of serum
antibodies leads to an increased risk for developing disease.” In a
study performed in hyperendemic municipalities of the Brazilian
Amazon region, Barreto et al'® demonstrated that 48.8% of children
attending school and 41.8% of leprosy household contacts were
seropositive for anti-PGL-1 antibody. According to Brasil et al,"
the risk of developing leprosy is 8.6-fold times higher in household
contacts presenting with positive serum antibodies and 4.4-fold
times in noncontacts, in comparison to those who are seronegative.
Most of the literature focuses the IgM isotype against the phenolic
glycolipid-1 (PGL-1), antigen specific to Mycobacterium leprae.
For these reasons, we have proposed in the present study of a 3-year
follow-up of children who were 4-15 years of age living inside or
nearby a leprosy index case’s home regardless of the clinical form
of leprosy. Besides dermato-neurologic evaluation, serum anti-
PGL-1 IgM, IgG, and IgA were measured.

MATERIAL AND METHODS

Study Design

A prospective cohort study of leprosy contacts 4—15 years
of age was carried out the years 2015-2017. Dermato-neurologic
evaluation and serologic measurement were performed once a year.

Study Location

Santana de Ipanema is located in Alagoas state, in the North-
east region of Brazil. It is the main city of the Alagoas hinterland,
with a population of 47,486 inhabitants.'> Its economy is mostly
based on agriculture and services. The areas where the index cases
live have poor access to sewerage systems.

Participants of the Study

Children who were 4-15 years of age living inside an
index case’s home [household contacts (HH)] or in the neighbor-
hood [peridomiciliary (PD) contacts] were included in the study.
The index cases diagnosed between 2011 and 2015 were classified
as either paucibacillary (PB) or MB, regardless of the treatment
period, and were selected the National Notifiable Diseases System
from both urban and rural areas. Case contacts were invited to join
the study. The PD contacts were considered to be those living up
to five houses on either side of the index case’s home. Friends and
relatives who spent at least two a week in the index case’s home
were also included. Those participants who did not complete the
follow-up study for any reason were excluded from the analysis.
After informed consent, contacts were enrolled in the study and
an enrollment questionnaire administered. The participants were
invited to go to the health center to be examined by a trained health
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professional, before blood collection. In the presence of suggestive
lesions, thermal, painful and tactile sensitivity were tested, accord-
ing to the protocol of the Brazilian Health Ministery."* Nerve thick-
ness was also evaluated.

Samples

Five milliliters of venous blood were collected in a clot acti-
vator tubes containing a gel separator. After 30 minutes, the sam-
ples were centrifuged at 1500g for 10 minutes, and the serum was
separated and stored at —20°C.

Serologic Tests

Measurement of serum anti-PGL-1 antibodies was per-
formed as described by Macedo et al.'* Ninety-six well flat-bottom
microplates (Costar 3590, Cambridge, MA) were coated with
5mg/L of native PGL-1 in absolute ethyl alcohol (SOL per well),
kindly donated by Bei Resources/ATCC (Manassas, VA). The
microplates were incubated for 2 hours at 37°C. After, they were
incubated with 1% fetal bovine serum (FBS; LGC Bio, Cotia, SP,
Brazil) in phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) for 2 hours at
37°C in a humid chamber. After four washes with PBS-0.05% FBS,
serum samples previously diluted (1:200 for IgG and IgM and 1:50
for IgA) in PBS-0.5% FBS were added to the plates (50 L per well,
in duplicate). The plates were then incubated for 2 hours at 37°C.
After washing, peroxidase-labeled anti-IgG (A0170; Sigma, Saint
Louis, MO) anti-IgM (SAB3701404; Sigma, Saint Louis, MO) or
anti-IgA (A0295; Sigma, Saint Louis, MO), previously diluted to
1:2500, 1:9000, and 1:1000, respectively, was added to the plates
and incubated for 1.5 hours at 37°C. After washing, the plates were
incubated for 30 minutes with the substrate solution (100 L per well)
which contained 0.4mg orthophenylenediamine/mL of 0.01 M cit-
rate-phosphate buffer, pH 5.0 and 0.01% H,O, final concentration.
The reaction was interrupted by adding 25 L 2.5N sulfuric acid. The
analysis was performed at 492 nm using an enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) plate reader (ASYS Expert Plus; Biochrom,
Cambridge, United Kingdom). An aliquot of pooled normal human
serum was used as cutoff sample and tested in all assays. A negative
and a positive control were included in the assays.

The results were expressed as optical density (OD) mean
of the test sample (minus blank) divided by the OD mean of the
normal human serum pool (minus blank). Values 21.2 were con-
sidered to be positive for IgG and IgM and >1.1 for IgA, accord-
ing to Macedo et al.'"* The cutoff sample was obtained from 50
healthy blood seronegative donors to HIV, Chagas, hepatitis B and
C, HTLY, syphilis and that did not present with leprosy at the time
of sample collection.

Statistical Analysis

The data were analyzed using nonparametric tests as the data
did not follow a Gaussian distribution (Kolgomorov—Smirnov test).
The Spearman test was used to correlate the antibody isotype titers
in paired groups. The Mann—Whitney U test was used to compare
the antibody isotype titers between household and PD leprosy con-
tacts. The Friedman test was used to compare the isotype antibody
titers among three paired groups. The Fisher test was used to analyze
the association between the frequency of positive serum antibody
isotypes with the presence of lesions, and also with leprosy diag-
nosis. The relative risk (RR) with a confidence interval of 95% was
calculated to evaluate the risk of presenting positive serum antibody
isotype and the presence of lesions, and also with leprosy. All statisti-
cal analyses were performed using GraphPad Prism version 6.0. The
level of statistical significance was 5% (P < 0.05).
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Ethical Aspects

The project was approved by the National Committee for
Research Ethics (process 532,850; February 18, 2014). After expla-
nation of the project, the guardians of the participants were asked to
sign a consent form. The participants who were 8—15-year-olds also
signed an assent form.

RESULTS

In 2015, 155 young people who were 4—15-year-olds living
in Santana do Ipanema municipality were enrolled in the project. In
2016, many of them did not return. In the follow-up study, a total
of 68 participants completed annual follow-up dermato-neurologic
evaluation and serologic testing. In 2017, those participants who
presented lesions during the follow-up study were examined by a
dermatologist. Twenty-five contacts of PB cases (PB contacts) and
43 contacts of MB cases (MB contacts) were evaluated. Thirty-two
participants were HH contacts and 36 were PD contacts.

Among the PB contacts, no significant variation in respect to
the IgM isotype titers was found in the follow-up study (Fig. 1A). In
respect to IgG (Fig. 1B) and IgA antibodies (Fig. 1C), a significant
decrease in the antibody titers was observed comparing 2015 and
2016 (P <0.05 and P <0.01, respectively). Among the MB contacts,
the antibody titers also decreased comparing 2015 and 2016, for
both IgM (P <0.01; Fig. 1A) and IgG isotypes (P < 0.001; Fig. 1B).
The lowest antibody titers were found in 2017 in comparison to
2015 for both IgG (P < 0.05; Fig. 1B) and IgA (P < 0.001; Fig. 1C),
but also in comparison to 2016 in relation to IgA (P < 0.05; Fig. 1C).

There was a positive correlation between anti-PGL-1 1gG
and IgM levels among MB contacts in 2015 (Spearman correla-
tion; r = 0.56 and P = 0.001) (Fig. 2A), and between anti-PGL-1
IgM and IgA levels among PB contacts in 2016 (r = 0.45 and
P =0.02) (Fig. 2B), and between IgG and IgA anti-PGL-1 among
MB contacts in 2017 (r=0.37 and P = 0.02) (Fig. 2C).

Higher levels of serum antibodies were found among HH
contacts than among the PD contacts for all isotypes (Fig. 3). This
difference was statistically significant for anti-PGL-1 IgM and IgA
(P =10.03), and also for anti-PGL-1 IgG (P = 0.04) in 2016, and for
anti-PGL-1 IgM (P =0.01) in 2017.

The Table 1 shows the number of participants who presented
with suspected leprosy skin lesions (n = 23) and who did not (n =
45) during the follow-up study and the percentages of seropositiv-
ity or negativity for each isotype. The IgM isotype was positive
in 26.1% to 43.5% of contacts with lesions over the years of the
study period. Nonetheless, a high percentage of seropositive IgM
in the absence of lesions (40.0%-46.7%) was observed. A low
frequency of positive IgA was observed in the contacts with the
presence of lesions (8.6%). A high frequency of seronegative IgA
was found among those contacts that did not present any lesion
(95.6%-100.0%). A strong association was found between IgG
isotype seropositivity and the presence of lesions (Fisher’s test,
P =0.035). The RR for contacts presenting with lesions and posi-
tive anti-PGL-1 IgG was 3.25 (IC: 2.26-4.68).

In 2017, the contacts with suspicious lesions were evaluated
by a dermatologist. Eight cases of leprosy (11.8%) were diagnosed
among the 68 participants. One of them was diagnosed with leproma-
tous leprosy, one with borderline leprosy, six with the indeterminate
leprosy. Four were HH contacts and four were PD contacts with two
being MB contacts and six PB contacts. Five of the eight contacts
diagnosed with leprosy (62.5%) had positive anti-PGL-1 antibodies.

One of the contacts (Table 3) was seropositive for anti-
PGL-1 IgA in 2015. In 2016, he began to present positive IgG and
IgA, but no lesions. In 2017, all isotypes were positive. In that year,
he presented a slight hypochromic lesion with alopecia behind the
neck. He was diagnosed with the indeterminate form of the disease.
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The Table 2 shows the accuracy of the anti-PGL-1 tests in
the newly diagnosed leprosy cases. Anti-PGL-1 IgG was considered
to the best serologic marker because of its strong association with
confirmed leprosy (Fisher’s test, P < 0.05). The RR of developing
leprosy and presenting with positive serum anti-PGL-1 IgG was 8.5
times (95% confidence interval: 4.0-18.0). The diagnostic sensitivity
and specificity for the test were 25.0% (3.2%—65.0%) and 100.0%
(92.1%-100.0%), respectively. The positive and negative predictive
values were 100.0% (15.8%—-100.0%) and 88.2% (76.1%—95.6%),

© 2019 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

respectively. There was no significant association between anti-
PGL-1 IgM isotype and disease (Fisher’s test: P = 0.46), nor between
anti-PGL-1 IgA and disease (Fisher’s test: P =0.15).

DISCUSSION
Leprosy in children and in young people indicates active
transmission in the community.'* As we demonstrated recently in
Rio Largo, another municipality of the Alagoas state, in 2016, 36%
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(from 2015 to 2017): serum anti-PGL-1 IgM,
1gG, and IgA levels in HH contacts (n = 32)
and PD contacts (n = 36).

TABLE 1. Percentual of Seropositivity/Seronegativity for Anti-PGL-1 Among Leprosy Contacts With and Without
Lesions

Anti-PGL-1 IgM
With Lesions (n = 23) Anti-PGL-1 IgM Without Lesions (n = 45) Anti-PGL-1 IgM
Positive Negative Positive Negative
Fisher’s
Year n % n % N % n % Test, P RR (IC,,)
2015 6 26.1 17 73.9 21 46.7 24 53.3 0.12 n.d.
2016 10 43.5 13 56.5 18 40.0 27 60.0 0.60 n.d.
2017 10 435 13 56.5 21 46.7 24 53.3 1.0 n.d.
Anti-PGL-1 IgA
With Lesions (n = 23) Anti-PGL-1 IgA Without Lesions (n = 45) Anti-PGL-1 IgA
Positive Negative Positive Negative
Fisher’s
Year n % n % N % n % Test, P RR (IC,,)
2015 2 8.6 21 914 2 44 43 95.6 0.599 nd.
2016 2 8.6 21 914 0 0.0 45 100.0 0.11 n.d.
2017 2 8.6 21 91.4 3 6.6 42 93.4 1.0 n.d.
Anti-PGL-1 IgG
With Lesions (n = 23) Anti-PGL-1 IgG ‘Without Lesions (n = 45)Anti-PGL-1 IgG
Positive Negative Positive Negative
Fisher’s
Year n % n % N % n % Test, P RR (IC,,)
2015 1 4.3 22 95.7 1 2.2 44 97.8 1.0 nd.
2016 1 4.3 22 95.7 0 0.0 45 100.0 0.34 n.d.
2017 3 13.0 20 87.0 0 0.0 45 100.0 0.035* 3.25
(2.26-4.68)
*P < 0.05.
n.d. indi not ined; IC, 95% interval.
€196 | www.pidj.com © 2019 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

Copyright © 2019 Wolters Kluwer Health, Inc. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

105



The Pediatric Infectious Disease Journal * Volume 38, Number 9, September 2019

Serum Anti-PGL-1 in Leprosy Contacts

TABLE 2. Association of Anti-PGL-1 With the New
Leprosy Cases and With Those Who Did Not Present Any
Suspected Lesions During the Follow-up Study (From
2015 to 2017)

Without
Leprosy Lesions
(n=8) (n = 45)
Anti-PGL-1 IgG
Seropositive 2 0
Seronegative 6 45
Total 8 45
Fisher's test: P = 0.02; RR: 8.5 (IC,;: 4.0-18.0)
Diagnostic sensitivity: 25.0% (3.2%—65.0%)
Diagnostic specificity: 100.0% (92.1%-100.0%)
Positive predictive value: 100.0% (15.8-100.0%)
Negative predictive value: 88.2% (76.1%-95.6%)
Anti-PGL-1 IgA
Seropositive 2 3
Seronegative 6 42
Total 8 45
Fisher's test: P = 0.15
IgM anti-PGL-1
Seropositive 5 21
Seronegative 3 24
Total 8 45

Fisher's test: P = 0.46

of leprosy contacts had a positive anti-PGL-1 IgM in saliva. This
likely indicates presence of M. leprae in community and conse-
quently active transmission.'® Additionally, in 2015 the detection
rate in that municipality was about 20 cases per 100,000 inhabit-
ants. For this reason, it will be almost impossible to achieve the
goal of breaking transmission during the next few years as intended
by the WHO strategy.'”

In reality in this setting, active case finding is rarely car-
ried out with people who have suspicious lesions having to self
report to a health center to be diagnosed. Unfortunately, untrained
professionals often miss the diagnosis there. It is important to
remember that the type of research we performed requires a close
partnership with the municipality. In our study, eight new cases of
leprosy were diagnosed among the 68 participants, that is, 11.8%.
Although the participants were referred to a doctor every time
suspected lesions were found, none of them got his/her diagno-
sis until the dermatologist invited by the project went to examine
them in the last year of the study (2017). This reveals the chal-
lenge faced by these communities in controlling the disease.
Hopefully research such as ours will stimulate increased effort in
training and diagnosis of leprosy by municipal health authorities.
Some problems of this nature have already been reported by other
researchers.'®

Besides the fact that leprosy has a long incubation period, it
is rather difficult to diagnose early stages of the disease.'” Some fac-
tors that may favor the development of the disease include crowded
homes with little exposure to sunlight or natural ventilation, which

guarantees a favorable environment for subsistence of mycobacte-
ria in the environment.

Armadillos are natural hosts of M. leprae and may cause
zoonotic leprosy.”’ Nonetheless, most of the infected people do not
have contact with those animals, and although there are still some
doubts in the literature in respect to the mode of transmission, it is
widely accepted that individuals who reside in the household and
those who have close contact to MB and to PB patients are more
prone to develop the disease.!*!” Mohanty et al*! have found genetic
material of M. leprae in soil and water around the houses of leprosy
patients which provides some evidence of the bacterial persistence
in environment.

In the present study, half of the newly diagnosed participants
were HH contacts, and the others were PD contacts. Interestingly, two
were MB contacts; the others six participants were PB contacts. This
evidence reinforces that leprosy contacts are more prone to develop
the disease, independently of the clinical form of the index case and
independently of living inside the same house. It is enough to have a
close contact to the case index. Another point that we have observed
in our study is that when children were diagnosed early they presented
with the indeterminate form. The fact that two contacts were diagnosed
with the MB form likely indicates delayed diagnosis. It is important
to note that atopic and malnourished children are at increased risk.*
Interestingly, PGL-1 can itself down-regulate the production of inter-
leukin-1 and tumor necrosis factor by macrophages.*

Considering the importance of early diagnosis in children,
the question arises is if there is any biomarker that could predict the
onset of leprosy in infected people.’

Anti-PGL-1 IgM isotype has been used in searching for
infection,” but not necessarily for the disease, because once posi-
tive, IgM can be found in both infection and disease, although it
has been demonstrated that there is a good correlation between the
IgM antibody and bacillary load.> Moreover, its positivity suggests
an increased risk for developing leprosy.*®

Brito e Cabral et al*’ demonstrated a good correlation
between anti-PGL-1 IgG in cases and their contacts, and suggested
its use in follow-up studies. In that study, the authors found that
among those leprosy contacts who presented with negative IgG,
58% showed positivity to I[gM. On the other hand, 74% of positive
IgG samples were also positive for IgM.

Chujor et al*® suggested IgA as a biomarker for early detec-
tion of the disease. Macedo et al'* found a strong correlation
between serum anti-PGL-1 IgM and IgA in MB patients, and a
moderate correlation was found in PB patients. The isotype showed
a better performance than IgG. For this reason, the IgA isotype
was also recommended to be used in follow-up studies, besides the
search for IgG and IgM antibodies.

In the present study, anti-PGL-1 IgM was present in 40%—
46% among the participants without lesions and in 26%—44%
among those with lesions. The percentage of positive IgA was very
low in the presence of lesions. Interestingly, a strong association
was found between seropositive 1gG and the presence of lesions
(RR of 3.25 times).

TABLE 3. Follow-up Serologic Profile of a Child Who Was Diagnosed With Leprosy in 2017

Operational Serum Anti-PGL-1
Age (Years Type of Classification Skin
Sex Old) Contact of Case Index Lesions Diagnosis Year IgM IgG IgA
Male T PD PB One hypochro- Indeterminate 2015 0.66 0.43 2.59
mic lesion 2016 0.85 1.32 2.51
2017 1.70 1.30 2.50

Bold values indicate positive values, that is, results that were equivalent or above the cut-off values.
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In respect to the performance of the serologic tests in the
newly diagnosed leprosy cases, anti-PGL-1 IgG was considered to
the best biomarker, with a RR was 8.5 times for the presence of
positive serum anti-PGL-1 IgG and leprosy. No association was
found between the IgM isotype and disease, nor between the IgA
isotype and disease.

Our data supports the use of anti-PGL-1 IgG isotype in
monitoring pediatric leprosy contacts, in addition to IgA and IgM.
Although its positivity is low, when it is present, careful examina-
tion of the child is warranted as one may be facing a new case of
leprosy. In cases without antibody, it is important to have the case
evaluated by someone with expertise in diagnosing the disease.?”
Thus, while the diagnosis of cases is complex, we must use current
serologic tools and clinical expertise to reduce the current large
disease burden in Brazil.
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patients?
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ABSTRACT KEYWORDS
Background: Serologicaltests for antibody measurement in leprosy have a series of limitations Leprosy contacts; anti-PGL-;
indiscriminating contacts and patients. The present paper intends to evaluate ifassociation of serum IgA; serum IgG; serum
more than one antibody isotype in serum samples may be a usefultool in leprosy diagnosis. IgMm
Methods: Thisstudy evaluated 395 leprosy contacts and 71leprosy index cases living in
endemic municipalities in Northeastern Brazil.The participants were evaluated according to
their anti-phenolic glycolipidantigen-I isotype (PGL-1) profile. Serum anti-PGL-I IgM, 1gG, and
IgA weremeasured by indirect ELISA.
Results:A strong association was found for antibody positivity in MB leprosy indexcases. The
odds ratios were 6.11 (95% Cl 3.08 — 12.16) for IgM, 3.31 (1.66 -6.61) for IgG, and 16.97 (8.39 -
34.2) for IgA. For IgM associated with one ormore isotypes, the OR was 21.0 (95% Cl 10.11 -
43.64), and for IgG + IgA, theOR was 17.58 (6.23 - 49.54). The highest diagnostic sensitivity of
76.0% (95%Cl 61.8 — 86.9) was observed for IgM, and the lowest value was 24.1% (13.0 -38.2),
which was observed for IgG + IgA isotypes. Regarding presumptivepositive predictive values,
the lowest value was obtained for IgM at 24.7% (95%Cl 18.1 — 32.3), and the highest values
were observed for IgM+ one or moreisotypes and for IgG + IgA isotype at 60.0% (44.3 — 74.3)
and 66.7% (41.0 -86.7), respectively.
Conclusions: The present work demonstrated that by associating two or more positive anti-
body isotypes, the risk of facing a real case of leprosy may increase.

Introduction representative of late diagnosis [4]. For this reason,
one of the pillars of the global strategy against leprosy
has been to reduce the rate of new cases in children
with this level of disability [1].

Diagnosis of leprosy in children reflects active trans-
mission of the bacteria in the community and failures
in health strategies [5]. According to the epidemiolo-
gical bulletin on leprosy of the health secretariat of the
state of Ceara, Brazil, the state’s detection rates were
17.2 cases per 100,000 inhabitants in 2019, and there
were 2.8 cases in children below 15 years of age per
100,000 inhabitants [6]. A new proposal of the WHO
includes early detection of new cases, accurate diag-
nosis, and treatment [7].

However, there is great difficulty in diagnosing
leprosy in its earliest stages due to the failure of follow-
ing up leprosy contacts. People who have close con-
tact with an index case are at risk of acquiring the
disease, but there are still individuals who develop
the disease without knowing an index case [8]. The

Worldwide, 202,185 new cases of leprosy were
reported by the World Health Organization (WHO) in
2019 [1]. Of these, 29,936 occurred in the Americas,
and 27,864 were reported in Brazil (approximately
93.07% of the total in the Americas) [1]. The three
countries with the highest number of new reported
cases in that year were India, Brazil, and Indonesia,
which accounted for 79.01% of new leprosy cases [1].
Although there has been a progressive decrease in the
incidence of leprosy, the data do not seem to be in line
with reality. For instance, there are many undiagnosed
cases that need to be investigated by active searches
in hyperendemic areas [2].

In 2019, Brazil had an average detection rate of
13.23 new cases for every 100,000 inhabitants, and
78.4% were diagnosed with the multibacillary form
[3]. In the same year, 1545 new cases were reported
in children below 15 years of age [4]. Of these cases, 50
presented with grade 2 disability (3.23%), which is
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monitoring of people who have contact with index
cases of leprosy is considered an effective measure
for the early diagnosis of new cases [9].

A question that is frequently raised is whether ser-
ological tools could be used for detecting those who
are prone to developing the disease [10]. It is well
documented that seropositive contacts - those who
present positive anti-phenolic glycolipid 1 IgM (anti-
PGL-) titers — have 2.7 times higher risk of developing
leprosy than those who are seronegative. However, it is
also known that less than 45% of anti-PGL-I IgM con-
tacts develop leprosy [11]. Thus, in the present work,
we intend to evaluate if association of more than one
antibody isotype in serum samples may be a useful
tool in leprosy diagnosis. This approach was examined
through a cross-sectional study in four municipalities
of the northeastem region of Brazil.

Material and methods

Study design — The present work is a cross-sectional
study and included children and young people aged 4
to 15 years who were in contact with leprosy index
cases. The contacts and index cases were living in
municipalities with high, very high, or hyperendemic
rates of leprosy. The municipalities were Rio Largo (RL,
Alagoas, high endemicity), Santana do Ipanema (S,
Alagoas, very high endemicity), Sao Gongalo do
Amarante (SGA, Ceard, high endemicity), and Canindé
(CAN, Ceara, hyperendemic leprosy rates). Home visits
were scheduled for children and young people to be
examined by skilled nursing professionals and trained
students. In the municipalities of SGA and CAN, the
project relied on the Academic League of Stigmatized
Diseases, which was coordinated by the PhD nurse
Paula Sacha Nogueira. In the municipalities of RL and
SL, the participants were evaluated by local skilled
nursing professionals at the Specialized Unit in
Tuberculosis and Leprosy, Santana do Ipanema, and
by nursing students and professionals under supervi-
sion of the PhD nurse Clodis Maria Tavares in Rio Largo.

Leprosy contacts — Contacts aged 4-15 years old
(N = 395) were evaluated in terms of the presence of
lesions (aspect, number) and nerve thickness. Endogen
histamine and thermal, pain, and tactile sensitivity
were evaluated when necessary. A clinical sociodemo-
graphic questionnaire was administered to the partici-
pants (see supplementary material appendices 1
and 2).

Children and young people who lived inside the
index case’s home were classified as household con-
tacts (HH). Those living up to five houses to the right or
left of the index case’s home were considered perido-
micilliary contacts (PD). Friends and relatives who spent
some time in the index case’s house were also included
in the former group. The participants were also classi-
fied according to the WHO operational classification of

leprosy index cases as paucibacillary (PB) and multiba-
cillary (MB) contacts [12]. At the health center, blood
was collected (4 mL) in tubes containing anticoagulant,
and after centrifugation, serum samples were aliquoted,
transported to the Laboratory of Immunology, UFC,
Ceara, and maintained at —20° C until analysis.

Index cases - Leprosy patients (N = 71, aged 10 to
97 years old) were selected according to the registra-
tion of the National Notifiable Diseases System (SINAN)
of each municipal health secretariat and defined as
index cases. They were invited to go to a health center,
where a clinical sociodemographic questionnaire (see
supplementary material appendix 3) was administered,
and venous blood without anticoagulant was collected
(4 mL). After obtaining serum, the samples were trans-
ported to the Laboratory of Immunology, UFC, Cears,
and maintained at —20° C until analysis.

The index cases were classified in paucibacillary or
multibacillary according to the WHO classification [12].
A paucibacillary clinical form was considered when
a compromised anatomical region and/or nervous
trunk was identified. A multibacillary clinical form was
considered when two or more anatomical regions or
more than one nervous trunk were affected.
Information about treatment was also obtained from
the medical records.

Ethical aspects — The project was approved by the
National Committee for Research Ethics (process CAAE
11709213.9.0000.5054). After explanation of the pro-
ject, the guardians of the participants were asked to
sign a consent form. Participants aged 8 to 15 years old
were also asked to sign a consent form themselves, as
were the index cases.

Serological tests — Serum anti-PGL-| antibodies were
measured as described by Macedo et al. [13] with slight
modifications. Microplates precoated with 5 mg/L of
native PGL-l (donated by BElI Resources/ATCC,
Manassas, USA) were incubated with 1% fetal bovine
serum (FBS, Gibco™, Brazil) in phosphate buffered
saline (PBS, pH 7.4) for 2 h at 37°C in a humid chamber.
After washing, serum samples were diluted in PBS with
0.5% FBS (1:200 for IgG and IgM; 1:50 for IgA), added to
plates (50 pL per well in duplicate), and incubated for
2 h at 37°C. After washing, the conjugates [peroxidase-
labeled anti-lgG (code A0170, Sigma, USA), anti-igM
(code SA5-10293, Thermo, USA), and anti-IgA (code
A0295, Sigma, USA) diluted to 1:20000, 1:2500, and
1:12000, respectively] were added to the plates and
incubated for 1.5 h at 37°C. After washing, the plates
were incubated for 30 min at room temperature with
chromogen/substrate solution for ELISA (100 pL per
well), which contained tetramethylbenzidine (TMB)
(Invitrogen™, USA). The reaction was interrupted by
adding 25 pL of 2.5 N sulfuric acid. The analysis was
performed at 450 nm and 620 nm (reference wave-
length) using an ELISA plate reader (ASYS Expert Plus,
Biochrom, UK).
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Four wells contained all reagents except for serum
and were used as blank samples. An aliquot of pooled
normal human serum (NHS) was used as a cutoff sam-
ple and tested in all assays in quadruplicate. The NHS
pool comprised serum samples from 50 local blood
donors, who were seronegative for HIV, Chagas, hepa-
titis B and C, HTLV, syphilis and did not present leprosy
at the time of sample collection [13]. Titration of the
conjugates were done in order that the optical density
(OD) of the cutoff serum sample did not exceed 0.250.
The negative control OD should be below the men-
tioned value, and the positive control OD should be at
least five times above the mentioned value (see sup-
plementary material appendix 4).

Statistical analysis - The data were analyzed using
nonparametric tests as the values did not follow
a Gaussian distribution (Kolgomorov-Smirnov test).
The Kruskall-Wallis test was used to compare antibody
levels from three or more groups. The Fisher test was
used to analyze the possible association between the
frequency of positive or negative serum antibody
levels in leprosy index cases and contacts. The odds
ratio (OR) and 95% confidence interval were calculated
to evaluate the odds of presenting leprosy and 1 or = 2
positive serum antibody isotypes. Diagnostic sensitiv-
ity and specificity and positive and negative predictive
values were also calculated. All statistical analyses were
performed using GraphPad Prism version 6.0, and the
level of statistical significance was 5% (p < 0.05).

Results

The study included 395 leprosy contacts in the age
group of 4 to 15 years, who were divided in those
without lesions (N = 340, named healthy contacts)
and those with suspected lesions (N = 55). Among
those without lesions (Table 1A), 175 were female chil-
dren (median age 10 years old), and 165 were male
children (median age 9 years old). The participants were
classified as HH contacts (N = 67), PD contacts (N = 273),
PB contacts (N = 89), and MB contacts (N = 251).

Among those with lesions (Table 1B), there were 29
female children (median age 11 years old) and 26 male
children (median age 10 years old). The participants
were classified as HH (N = 20), PD (N = 35), PB (N = 23),
and MB (N = 32) contacts. Three of them showed nerve
thickness. They presented grade 0 disability. The parti-
cipants with suspected lesions or nerve thickness were
referred to the health center to be examined by
a physician. After the project was finished, 7 contacts
with suspicion got diagnosis of leprosy (6 with the
indeterminate clinical form and 1 with the borderline
clinical form of leprosy).

PATHOGENS AND GLOBAL HEALTH (&) 3

Thirty female index cases (median age 46 years old)
and 41 male index cases (median age 50 years old)
were included in the study (Table 1C). The index cases
were classified as having the PB clinical form (N = 21)
and MB clinical form (N = 50). Eighteen index cases
(25.4%) were under treatment, 12 index cases (16.9%)
were recruited one year after treatment, 6 index cases
(8.5%) were recruited two years after treatment, and 25
index cases (35.2%) were recruited 3 or more years
after treatment. Information regarding treatment
from ten index cases was missing in the medical
records (14.1%). No statistical differences were found
with respect to antibody levels considering the year
after treatment (Kruskal-Wallis test, p = 0.61 for IgM,
p =0.075 for IgG and p = 0.61 for IgA, data not shown).

Serum anti-PGL-I titers

Figure 1 presents the interquartile ranges and medians
of anti-PGL-I IgM, IgG, and IgA levels in serum samples
from MB contacts without lesions (MB healthy con-
tacts; N = 251), MB contacts with suspected lesions
(N = 32), and MB leprosy index cases (N = 50). Anti-
PGL-I IgM levels were higher in MB leprosy index cases
than in MB healthy contacts (Kruskal-Wallis test,
p < 0.0001) and MB contacts with lesions (K-W test,
p < 0.01). Anti-PGL-I IgG levels were higher in MB
leprosy index cases than in healthy contacts
(K-W test, p < 0.001). Anti-PGL-| IgA levels were higher
in MB leprosy index cases than contacts with or with-
out lesions (K-W test, p < 0.0001).

Figure 2 presents the interquartile ranges and med-
ians of anti-PGL-l IgM, IgG, and IgA levels in serum
samples from PB healthy contacts (N = 89), PB contacts
with suspected lesions (N = 23), and PB leprosy index
cases (N = 21). The only isotype that presented any
statistical difference was IgA. Anti-PGL-I IgA levels were
higher in PB leprosy index cases than contacts without
lesions (K-W test, p < 0.01).

Figure 3 presents the interquartile ranges and med-
ians of anti-PGL-l IgM, IgG, and IgA levels in serum
samples from MB contacts who were household con-
tacts (HH contacts; N = 6), MB peridomicilliary contacts
(PD contacts; N = 26), and MB leprosy index cases
(N = 50). Anti-PGL-I IgM levels were higher in MB
leprosy index cases than in HH and PD multibacillary
contacts (K-W test, p < 0.01 and p < 0.0001, respec-
tively). Anti-PGL-I IgG levels were higher in MB leprosy
index cases than in HH and PD multibacillary contacts
(K-W test, p < 0.0001 and p < 0.01, respectively). Anti-
PGL-l IgA levels were higher in MB leprosy index cases
than HH and PD multibacillary contacts (K-W test,
p < 0.0001).
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Table 1. Age range, gender, and clinical forms of leprosy index cases, household (HH) contacts and peridomicilliary (PD) contacts

without lesions (healthy contacts), and those with lesions.

(A) Contacts without lesions (healthy contacts) (N = 340)
Gender

Female (N = 175)

Male
(N=165)

(B) Contacts with lesions (N = 55)
Gender

Female (N = 29)

Male (N = 26)

(c) Index cases (N = 71)
Gender

Female (N = 30)

Male (N =41)

Age median Type of contact
(range)
(N=67) (N=273)
PB MB PB mMB
(n=14) (N=53) (N=75) (N=198)

10 7 27 42 29
(4-15 years old)

9 7 26 33 99
(4-15 years old)

Age median Type of contact
(range) HH PD
(N=20) (N =35)

PB MB PB MB
(N=14) (N=6) (N=9) (N=26)
n 5 2 5 17
(4-14 years old)
10 9 4 4 9
(5-15 years old)

Age median Clinical form (n = 71)
(range) PB (N=21) MB (N = 50)
46 12 18
(10-81 years old)
9 32

50
(15-97 years old)

Obs. HH (household contacts); PD (peridomicilliary contacts); PB (paucibacillary); MB (multibacillary).

Figure 4 presents the interquartile ranges and med-
ians of anti-PGL-l IgM, IgG, and IgA levels in serum
samples from PB household contacts (N = 14), PB
peridomicilliary contacts (N = 14), and PB leprosy

MB contacts and index cases
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Figure 1. Interquartile ranges and medians of anti-PGL-I IgM,
1gG, and IgA levels in serum samples from MB (multibacillary)
contacts without lesions/MB healthy contacts (HG; N = 251),
MB contacts with suspected lesions (LC; N = 32), and MB
leprosy index cases (IC; N = 50). The cutoff values were 1.1
for 1gA and 1.2 for IgG and IgM isotypes. p<0.0001, Kruskal-
Wallis test, anti-PGL-1 IgM levels in MB index cases were higher
than in MB healthy contacts; bp<0‘01, Kruskal-Wallis test, anti-
PGL-1 IgM levels in MB index cases were higher than in MB
contacts with lesions; “p<0.001, Kruskal-Wallis test, anti-PGL-|
19G levels in MB index cases were higher than in MB healthy
contacts; dp<0.0001, Kruskal-Wallis test, anti-PGL-I IgA levels
in MB index cases were higher than in MB healthy contacts
and contacts with lesions.

index cases(N = 21). The only isotype that presented
any statistical difference was IgA. Anti-PGL-1 IgA levels
were higher in PB leprosy index cases than PB perido-
micilliary contacts (K-W test, p < 0.05).
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Figure 2. Interquartile ranges and medians of anti-PGL-I IgM,
1gG, and IgA levels in serum samples from PB (paucibacillary)
contacts without lesions/PB healthy contacts (HG; N = 89), PB
contacts with suspected lesions (LG; N = 23), and PB leprosy
index cases (IC; N = 21). The cutoff values were 1.1 for IgA and
1.2 for IgG and IgM isotypes. *p < 0.01, Kruskal-Wallis test,
anti-PGL-I IgA levels in PB index cases were higher than in PB
healthy contacts.
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Figure 3. Interquartile ranges and medians of anti-PGL-I IgM,
1gG, and IgA levels in serum samples from MB (multibacillary)
contacts who were household (HH, N = 6), or MB peridomi-
cilliary contacts (PD, N = 26), and MB leprosy index cases
(N = 50). The cutoff values were 1.1 for IgA and 1.2 for IgG
and IgM isotypes. p<0.0001, Kruskal-Wallis test, anti-PGL-I
IgM levels in MB index cases were higher than in PD contacts;
5p<0.01, Kruskal-Wallis test, anti-PGL-I IgM levels in MB index
cases were higher than in HH contacts; “p<0.0001, Kruskal-
Wallis test, anti-PGL-I IgG levels in MB index cases were higher
than in HH contacts; %p<0.01, Kruskal-Wallis test, anti-PGL-I
1gG levels in MB index cases were higher than in PD contacts;
€p<0.0001, Kruskal-Wallis test, anti-PGL-I IgA levels in MB
index cases were higher than in HH and PD contacts.

Frequency of positive anti-PGL-I antibodies

The frequency of positive antibody isotypes was eval-
uated in leprosy index cases with the PB clinical form
(Table 2) and the MB clinical form (Table 3) in associa-
tion with healthy contacts. No association was found
between the positivity of anti-PGL-l and index cases
with the PB clinical form, irrespective of the isotype
(p = 1.0 for IgM and IgG and p = 0.055 for IgA, Fisher
test). Nonetheless, a strong association was found for
all antibody isotypes in MB leprosy index cases
(p < 0.0001 for IgM and IgA and p = 0.0014 for IgG,
Fisher test).

Regarding the IgM isotype, the OR was 6.11 (95%
Cl 3.08-12.16). For the IgG isotype, the OR was 3.31
(95% Cl 1.66-6.61). For the IgA isotype, the OR was
16.97 (95% Cl 8.39-34.2). When positive IgM was
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Figure 4. Interquartile ranges and medians of anti-PGL-I IgM,
19G, and IgA levels in serum samples from PB (paucibacillary)
household contacts (HH, N = 14), PB peridomicilliary contacts
(PD, N = 14), and PB leprosy index cases (N = 21). The cutoff
values were 1.1 for IgA and 1.2 for IgG and IgM isotypes.
*p < 0.05, Kruskal-Wallis test, anti-PGL-I IgA levels in PB
index cases were higher than in PD contacts.

considered together with one or more isotypes
(p < 0.0001, Fisher test), the OR was 21.0 (95% ClI
10.11-43.64), and when positive IgG and IgA status
was analyzed (p < 0.0001, Fisher test), the OR was
17.58 (95% Cl 6.23-49.54).

The highest diagnostic sensitivity was observed for
the IgM isotype at 76.0% (95% Cl 61.8-86.9), and the
lowest value was observed for IgG + IgA isotypes at
24.1% (95% Cl 13.0-38.2). With respect to diagnostic
specificity, the highest value was obtained for IgG +
IgA isotypes at 98.2% (95% Cl 96.2-99.4), and the low-
est value was for the isolated IgM isotype at 65.9%
(95% ClI 60.6-70.9). Regarding presumptive positive
predictive values, the lowest value was obtained for
IgM at 24.7% (95% Cl 18.1-32.3), and the highest
values were observed for IgM + one or more isotypes
and for IgG + IgA isotype at 60.0% (95% Cl 44.3-74.3)
and 66.7% (95% Cl 41.0-86.7), respectively. Negative
predictive values were high for all the isolated or asso-
ciated isotypes. For instance, for the IgM isotype, the
negative predictive value was 94.9 (95% Cl 91.3-97.4),
and that for IgM associated with one or more isotypes
was 93.3% (95% Cl 90.2-95.7).

Table 2. Frequency of positive/negative anti-PGL-I levels in paucibacillary leprosy index cases and healthy contacts.

Serum anti-PGL1

IgM + one or more

IgM i lgG ) IgA isotypes 19G + IgA
Index Healthy Index Healthy Index Healthy Index Healthy Index Healthy
cases contacts cases contacts cases contacts cases contacts cases contacts
(n=21) (n =340) n=21) (n = 340) (n=21) (n = 340) (n=21) (n = 340) (n=21) (n = 340)
Positive 7 116 2 39 22 3 18 1 6
Negative 14 224 19 301 17 318 18 322 20 334
Fisher p=10 p=1.0 p =0.055 p=0.11 p=035

test
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Table 3. Frequency of positive/negative anti-PGL-I levels in multibacillary leprosy patients and healthy contacts. Parameters of OR,
diagnostic sensitivity and specificity, and negative and positive predictive values (and 95% interval confidence) for isolated anti-
PGL- | IgA, IgM, 1gG, IgM + one or more isotypes, and IgG + IgA antibody levels.

Serum anti-PGL1

IgM lgG

IgM + one or more

IgA isotypes 19G +IgA

Index Healthy Index Healthy
cases  contacts cases contacts

Index Healthy Index Healthy Index Healthy
cases contacts cases contacts cases contacts

(n=50) (h=340) (n=50 (=340) (=500 (n=340) (=500 (n=340) (n=50) (n=340)
Positive 38 116 15 39 27 22 27 18 12 6
Negative 12 224 35 301 23 318 23 322 38 334
Fisher test p < 0.0001 p =0.0014 p < 0.0001 p < 0.0001 p <0.0001
0dds ratio 6.11 331 16.97 21.0 17.58
(95% C1) (3.08-12.16) (1.66-6.61) (8.39-34.2) (10.11-43.64) (6.23-49.54)
Diagnostic sensitivity 76.0 30.0 54.0 54.0 240
(95% CI) (61.8-86.9) (17.8-44.6) (39.3-68.2) (39.3-68.2) (13.0-38.2)
Diagnostic specificity 65.9 885 935 94.7 982
(95% CI) (60.6-70.9) (84.7-917) (90.4-95.9) (91.8-96.8) (96.2-99.4)
Positive predictive 247 278 55.1 60.0 66.7
value (18.1-32.3) (16.5-41.6) (40.2-69.3) (44.3-74.3) (41.0-86.7)
(95% C1)
Negative predictive 94.9 89.6 933 933 89.8
value (91.3-97.4) (85.8-92.6) (90.0-95.7) (90.2-95.7) (86.3-92.7)
(95% Q1)

(I = confidence interval.

Discussion

Although leprosy has been eliminated as a public
health problem in several countries [14], Brazil is one
of the countries that still suffers from a high incidence,
late diagnosis, and grade 2 physical disability at diag-
nosis [15]. Diagnosis in primary care is essentially clin-
ical based on the search for injuries with altered
sensitivity and/or thickened nerves [12]. Delays in diag-
nosis are due to a lack of the patient’ knowledge, as
well as a lack of knowledge and skill of health profes-
sionals [16]. In addition, a lack of government attention
may directly affect the quality of service provided to
the population [7]. Another worrying factor is leprosy
in children, which represent recent infections and high
transmission rates [17]. Furthermore, children with
leprosy indicate that they were possibly contacts of
undiagnosed and therefore untreated leprosy patients
[18].

Diagnostic tests have been developed and estab-
lished for a multitude of infectious diseases [19], even
for those just recently described [20]. Regarding
leprosy diagnosis, as it is a disease that has practically
no laboratory tests as support tools, there is a risk of
the diagnosis being delayed by up to 10 years in Brazil
[16], as well as other countries [21]. The only laboratory
test available is intradermal smear microscopy, which
can have a negative result in cases of paucibacillary
clinical forms of leprosy [12]. Therefore, the search for
biomarkers that consider the immune response to
mycobacteria is extremely relevant [22].

Regarding detection of antibodies against PGL-| anti-
gen, which is specific to the mycobacterium [23], Aratjo
et al. [24] found in a longitudinal study with 10 years of
follow-up that those who were seropositive for anti-PGL

-1 had a 5.7-fold increased risk of developing leprosy.
The authors reported disease confirmation in 2% of the
participants. According to Penna et al. (2016), contacts
with positive anti-PGL-1 have a 3-fold higher risk of
developing leprosy than those with negative anti-PGL
-l. In their systematic review and meta-analysis, the
authors found an overall OR of 3.05 with diagnostic
sensitivities ranging of 1.96 to 39.29% and diagnostic
specificities of 83.52 to 98.03% [11].

Leturiondo et al. (2021) highlight a fundamental
point in that although serological tests have a series
of limitations, they can be important to assist in
clinical routine (for example, in differentiating
leprosy from other dermatological conditions).
Assessing endemic controls and patients and con-
sidering the paucibacillary and multibacillary clinical
forms, the authors found diagnostic sensitivities of
32% and 81%, diagnostic specificities of 81.7% and
99%, positive predictive values of 14.9% and 43.3%,
and negative predictive values of 92.9% and 94.6%,
respectively [25].

In a study carried out by our group, a strong correla-
tion was demonstrated between the anti-PGL-l IgM
and IgA levels (r = 0.74; p < 0.0001), and there was
a moderate association between the tests (Kappa coef-
ficient of 0.48) [13]. In the multibacillary leprosy clinical
form, diagnostic sensitivities for IgM, IgG, and IgA were
81.3%, 21.9%, and 53.1%, respectively. In the pauciba-
cillary leprosy clinical form, they were 59.1%, 22.7%,
and 40.9%, respectively. Diagnostic specificities were
88.2% for IgM and 100% for IgG and IgA. Therefore, at
that time, we suggested the inclusion of the IgA iso-
type in the follow-up of contacts, in addition to the IgG
and IgM isotypes [13].
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During the same period, we carried out
a prospective follow-up study of 69 children and
young people between 4 and 15 years of age for
3 years [26]. One striking observation was that the
IgG isotype showed a strong association with leprosy
(relative risk of 85 times). One child who was
a peridomicilliary contact presented increased levels
of the IgA isotype three years before the appearance
of a hypochromic lesion on the back of his neck. In
the second year, he showed increased levels of IgG and
IgA. Only in the third year of follow-up did he show
increased levels of IgM, besides IgG and IgA [26]. This
clearly demonstrates the importance of investigating
the three antibody isotypes.

In the present work, we carried out a cross-sectional
study with samples of index cases of MB and PB clinical
forms and healthy contacts (children and young peo-
ple without suggestive lesions or nerve thickening
who lived with or next to index cases). Contacts with
suspected lesions and/or nerve thickening were not
included in the control group. No significant associa-
tions were found for PB leprosy. Instead, based on the
data for MB leprosy, the ORs for IgM and IgG were 6.11
and 3.31, respectively. The highest OR values were
found for IgA (OR 16.97), for IgM, when it was asso-
ciated with one or more isotypes (OR 21.0), and for IgG
+IgA isotypes (OR 17.58). This means that compared to
healthy contacts, MB leprosy index cases show 16.97,
21.0, or 17.58 times the odds of presenting positive
isolated IgA isotype, IgM associated with one and more
isotypes, or IgG + IgA isotypes, respectively. This repre-
sents 2.77-, 3.42- or 2.87- times higher possibilities that
leprosy patients will present one of the former biomar-
kers, respectively, than positive isolated IgM compared
to healthy contacts.

A question that constantly arises is why IgM is
not only used since it is known that PGL-l is
a T-independent antigen [23]. The reason for seek-
ing an association with other biomarkers is that
although IgM alone has a higher diagnostic sensi-
tivity than the other isotypes (considering the multi-
bacillary forms of the disease), its diagnostic
specificity is not as good. Therefore, it can impair
the ability to confirm leprosy since its hypothetical
positive predictive value is only 24.7%. Meanwhile,
when it is associated with another isotype, there is
a significant improvement in its positive predictive
value, which rises to 55.1%.

Data from another study [27] corroborate our
results, demonstrating that IgA is a biomarker that
should be used in the follow-up of contacts and to
help in the diagnosis of leprosy. That study found that
IgA anti-NDO-HSA (natural octyl disaccharide bound to
human serum albumin) presented diagnostic sensitiv-
ities of 100% and 95% for the multibacillary and pau-
cibacillary forms of leprosy, as well as diagnostic
specificities of 95% and 85%, respectively.
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Another question that arises is why molecular
tests are not used instead of serological tests. In
our recent experience, virtually no blood samples
from contacts were positive for M. leprae DNA, and
only one patient’s blood sample was positive
(unpublished data). Contacts cannot be biopsied
for obvious reasons, and nasopharyngeal molecular
testing has no association with disease. Therefore,
we believe that among the best biomarkers with all
their limitations are antibodies, considering not only
the IgM isotype but also the main isotypes present
in the systemic circulation and associating them
with each other and perhaps other molecules of
the immune system, such as chemokines. The impor-
tant idea is that if we associate the isotypes, the
probability of disease can increase. In conclusion,
when faced with two or more positive antibody
isotypes, we may already be closer to a real case of
leprosy. This would certainly help in the diagnosis of
leprosy.
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