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RESUMO

A hanseniase pode gerar incapacidades fisicas se ndo for diagnosticada e
adequadamente tratada. E apesar da diminuigéo da taxa de detecgéo de casos novos no estado
do Paré nos ultimos anos, o estado ainda caracteriza-se como hiperéndémico para hanseniase
em menores de 15 anos. Essa patologia possui diagnéstico essencialmente clinico, havendo
dificuldade no reconhecimento das formas iniciais, pois as lesdes sao discretas e com sutis
alteracOes de sensibilidade, sendo necessario o desenvolvimento de estratégias e ferramentas
laboratoriais que auxiliem nesse diagndstico. Dessa forma, analisamos a producdo de
anticorpos IgM anti-Glicolipidio Fenolico | (PGL-I) em casos de hanseniase e contatos
intradomiciliares no estado do Pard. No estudo foram selecionados randomicamente 385
individuos, sendo 124 casos de hanseniase (41 casos que ja estavam registrados no sistema de
notificacdo, e 83 casos novos diagnosticados através de busca ativa), e 261 contatos
intradomiciliares para a quantificacdo de anticorpos IgM anti-PGL-I pela técnica ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). No momento do diagnostico 13,2% dos casos novos
apresentaram algum grau de incapacidade fisica sugerindo que esses individuos
possivelmente ndo foram diagnosticados nas unidades béasicas de salde, a tempo de prevenir a
evolugédo da doenca e o desenvolvimento de incapacidades. E ao quantificar os anticorpos
IgM anti-PGL-1 foi observado que a titulacdo ndo diferiu entre os grupos (casos e contatos),
possivelmente devido a alta exposicdo da populacdo paraense ao agente Mycobacterium
leprae. Além do acompanhamento clinico sugere-se o acompanhamento dos niveis de
anticorpos IgM anti-PGL-1 em contatos intradomiciliares. A analise do nimero de casos
novos com algum grau de incapacidade e das titulacdes de IgM anti-PGL-I, demonstram que a
reducdo da taxa de detec¢do no estado do Para pode ser devido a uma possivel falta de

diagndstico, em consequéncia do negligenciamento em diferentes graus de responsabilidade.

Palavras-chave: Hanseniase, Mycobacterium leprae e PGL-I.
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1. INTRODUCAO

1.1. HANSENIASE

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica que afeta principalmente a pele e
0s nervos periféricos, caracterizada por manchas hipocrdmicas, eritematosas ou nodulos
infiltrados na pele com alteracdo de sensibilidade (tatil, térmica e/ ou dolorosa) e pelo
comprometimento dos nervos periféricos com alteragdes sensitivas, motoras e/ou autonémicas
(BRASIL, 2016a; WALKER; LOCKWOOD, 2006). Sua transmissdo se da através das vias
respiratorias superiores entre individuos doentes e susceptiveis, assim quanto mais intimo e
prolongado for o contato com os pacientes maior é a probabilidade de transmissdo e contagio
(BAKKER et al., 2004).

O principal agente etiol6gico da hanseniase é a bactéria intracelular obrigatdria
Mycobacterium leprae, descoberta pelo médico noruegués Gerhard Henrik Armauer Hansen
em 1873 (FITNESS; TOSH; HILL, 2002). Esse patogeno ¢ um bacilo Gram-positivo alcool-
acido resistente, cuja parede celular € constituida por peptideoglicanos presentes sobre a
membrana plasmatica associados a glicoproteinas arabinomananas e galactanas que se ligam a
acidos micdlicos formando um folheto externo de pseudo bicamada lipidica. Muitas
moléculas do folheto externo ligam-se a fosfolipidos e fosfatidilinositois, e formam uma
regido similar a uma cépsula (Figura 1). O lipidio predominante na parede celular e que
confere especificidade imunoldgica ao patégeno é o Glicolipidio Fenolico | (PGL-I),
molécula composta por um fitiocerol, com duas cadeias de &cidos micossericos, ligado a um
trissacaridio, atraves de um radical fendlico (SCOLLARD et al., 2006; VISSA; BRENNAN,
2001) (Figura 2).

A sobrevivéncia do parasita é dependente da sua invasdo na célula hospedeira. O
M. leprae infecta principalmente macrofagos e células de Schwann (BODDINGIUS, 1974),
que sdo as células responsaveis pela mielinizacdo e manutencdo do metabolismo energético
axonal do sistema nervoso periférico (MEDEIROS et al., 2016). O bacilo interage com as

células de Schwann através do antigeno PGL-I e da Proteina de Ligacdo de Laminina 21 que



ligam-se com a Cadeia 02 de Laminina-2 e a-distroglicana localizadas na membrana da célula
de Schwann, facilitando a invasdo da célula hospedeira (NEAL; GASQUE, 2016;
RAMBUKKANA, 2001) (Figura 3).
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Figura 1. Modelo esquematico dos componentes da superficie celular do M. leprae. LAM: Lipoarabinomanana;
LM: Lipomanana; PDIM: Micocerosoico de Fitiocerol Dimicocerosato; PGL-I: Glicolipidio Fendlico I; PIMs:
Fosfatidilinositol Manosidases; PL: Fosfolipidio; TMM: Micélico de Trealose Monomicolato. Fonte: adaptado
de Vissa & Brennan (2001).
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Figura 2. Modelo esquematico da estrutura molecular do antigeno Glicolipidio Fendlico |. Fonte: adaptado de
Vissa & Brennan (2001) e Spencer & Brennan (2011).



Wl Nervo periférico

Célula de Schwann

Figura 3. Modelo esquematico da interacdo entre o M. leprae e a célula de Schwann. a-dystroglycan: a-
distroglicana; LAMAZ: Subunidade de Laminina Alfa 2; LBP21: Proteina de Liga¢do de Laminina 21; PGL-I:
Glicolipidio Fendlico I. Fonte: adaptado Misch et al. (2010).

A infeccdo das células de Schwann ocasiona danos como isquemia, apoptose ou
desmielinizacdo nos nervos periféricos e consequetemente leva as caracteristicas clinicas da
doenca (SAINI et al.,, 2017). Diferentes mecanismos patogénicos sdo apontados como
responsaveis pelos danos neurais, sdo eles: a interferéncia bioquimica do M. leprae no
metabolismo das células parasitadas, os danos mecéanicos devido ao influxo de células e

liquido e/ ou os danos ocasionados pela resposta imune (SPIERINGS et al., 2000) (Figura 4).

Mediadores inflamatorios

Citolise mediada por células T

" [| Desmielinizacio

Figura 4. Modelo esquematico dos possiveis danos nos nervos periféricos devido ao tropismo do M. leprae por
células de Schwann. Fonte: adaptado de adaptado Misch et al. (2010).



1.2. MANIFESTACOES CLINICAS

A hanseniase apresenta um amplo espectro clinico, relacionado com a resposta
imune do hospedeiro (NATH; SAINI; VALLURI, 2015), que ao tentar conter a invaséo e
infeccdo bacteriana ou seu desenvolvimento, contribui para a origem da doenga
(ESQUENAZI et al., 2015). O seu diagndstico € essencialmente clinico, com base na presenca
de lesdes na pele com alteracdo de sensibilidade, comprometimento dos nervos periféricos e/
ou deteccdo de bacilo &lcool &cido resistente em raspado intradérmico (baciloscopia) ou em
biopsia cutdnea ou de nervo periférico sensitivo (histopatologia) (BRASIL, 2016a;
PINHEIRO et al., 2011).

Os pacientes sdo classificados de acordo com a classificagcdo de Madri (1953) ou
de Ridley & Jopling (1966) segundo critérios clinicos, histopatoldgicos e imunoldgicos,
havendo uma forma inicial denominada indeterminada (I) que pode evoluir para 5 grupos:
tuberculoide (TT), dimorfo-tuberculoide (DT), dimorfo-dimorfo (DD), dimorfo-virchowiano
(DV) e virchowiano (VV). E para fins de tratamento e operacionalizagdo a Organizagédo
Mundial da Satude (OMS) divide os pacientes | e TT em paucibacilares (PB) e os pacientes
DT, DD, DV e VV em multibacilares (MB) (DUTHIE et al., 2011) conforme o ndmero de
lesGes na pele e/ ou presenca de bacilos no raspado intradérmico, onde os PB apresentam até
cinco lesdes e/ ou baciloscopia negativa e os MB mais do que cinco lesGes na pele e/ ou
baciloscopia positiva (BRASIL, 2016a).

O perfil patolégico demonstrado pelos pacientes nas diferentes formas clinicas
esta relacionado ao padrdo de resposta imune predominante em cada individuo. A imunidade
celular é mediada primordialmente pelos linfocitos T (LT CD4" e LT CD8") em colaboragéo
com as células do sistema imune inato. Os Linfocitos T CD4" ou LT auxiliares (Th) apds
serem ativados e diferenciados em distintos subtipos efetores desempenham um papel
importante na resposta do hospedeiro através da secre¢do de citocinas, fatores de transcri¢do
especificos e alteracOes epigenéticas (LUCKHEERAM et al., 2012). Acredita-se que a
resisténcia ao M. leprae pode estar associada ao perfil de resposta Thl, que confere protecéo
contra agentes patogénicos intracelulares (CARUSO et al., 1999; DOCKRELL et al., 2000).



Os pacientes PB apresentam imunidade celular com predominio de células T do
subtipo pré-inflamatoério (Th1) que se caracterizam pela secre¢do das citocinas interferon-y
(IFN-y) e Interleucina (IL)-2 que contribuem para a diminui¢do no namero de bacilos do M.
leprae. Em contraste, pacientes MB apresentam resposta imune caracterizada por células T do
subtipo Th2 com a secre¢do das citocinas IL-4 e 1L-10, que séo anti-inflamatdrias e pela
producdo elevada de anticorpos 0s quais ndo sdo capazes de conferir protecdo ao M. leprae e
seus antigenos, consequentemente os pacientes MB possuem baixa imunidade celular e
elevada carga bacilar. (SINSIMER et al., 2010).

As respostas Thl e Th2 ndo explicam completamente a resposta do hospedeiro
frente ao M. leprae. As formas DT, DD e DV apesar de serem classificadas operacionalmente
como MB sdo imunologicamente dindmicas (FONSECA et al., 2017). Estudos recentes
sugerem que células T do subtipo Th17 podem constituir um terceiro grupo na hanseniase,
podendo ser uma via alternativa para 0s pacientes incapazes de montar uma resposta Thl ou
Th2 ou nos quais ainda ndo houve a definicdo de um polo (SAINI; RAMESH; NATH, 2013).
Além disso, esse grupo de células vém demonstrando apresentar uma funcédo protetora contra
a infeccdo pelo M. leprae devido potencializar a produgédo de IFN-y, sendo mais frequente nas
formas TT e DT. Células T regulatérias, também demonstram desempenhar funcdes
importantes na determinacdo imunoldgica, pois células T regulatorias que secretam a citocina
Fator de Transformacédo de Crescimento § podem suprimir os LT efetores e estdo elevadas em

pacientes VV, o que pode explicar a anergia observada nessa forma (SADHU et al., 2016).

Uma outra manifestacdo clinica denominada primariamente neural (NP) também
ocorre. A forma NP caracteriza-se pelo envolvimento assimétrico dos nervos periféricos,
podendo apresentar-se como anestesia e/ ou alteracdo na for¢a muscular, e pela auséncia de
manifestacdes cutaneas (FONSECA et al., 2017). Sua classificacdo em PB ou MB depende de

fatores neurologicos, imunologicos e histopatologicos.

Em 2008 foi descrito outro agente etioldgico para hanseniase, 0 M. lepromatosis
responsavel por uma forma clinica VV difusa, também conhecida como hanseniase difusa de
Lucio ou Latapi predominantemente observada em pacientes no México ocidental e no
Caribe. Essa manifestacdo clinica foi inicialmente descrita por Lucio e Alvarado em 1852 e
por Latapi e Chevez-Zamora em 1948, ambos no México (HAN et al., 2008, 2012), sendo

caracterizada por invaséo e proliferacdo do patdogeno no endotélio com oclusao vascular e/ ou



vasculite, infiltracdo cuténea difusa ndo modular e sem formacéo de placas, e lesdes cutaneas
que frequentemente em um estagio avancado podem tornarem-se ulceradas, o que é
denominado fendmeno de Lucio, facilitando o desenvolvimento de infeccdes bacterianas
secundarias e sepse (REA; JERSKEY, 2005; VARGAS-OCAMPO, 2007).

1.3. TRATAMENTO

Os pacientes com hanseniase sao tratados com poliquimioterapia (PQT) de acordo
com a sua classificacdo operacional (Tabela 1), esse esquema terapéutico foi implementado
em 1982 pela OMS e consiste na administracdo de clofazimina, dapsona e rifampicina (WHO,
1982). Individuos que ndo podem realizar o tratamento com clofazimina e dapsona utilizam
antibidticos como claritromicina, minociclina e ofloxacina. Como o tratamento através da
PQT ¢é longo e por apresentar efeitos colaterais, como o escurecimento da pele provocado pela
clofazimina, a adesdo e a conclusdéo do tratamento sdo dificultados (WALKER,
LOCKWOOD, 2006).

Tabela 1. Esquemas terapéuticos de acordo com a classificagdo operacional.

Classificacao! Adulto Crianca

RFM dose mensal de 600 mg com
administracdo supervisionada.

RFM dose mensal de 450 mg com
administracéo supervisionada.

PB

DDS . _dose mensal .,d? 100~ mg DDS dose mensal de 50 mg supervisionada

supervisionada e dose didria de 100 mg g L

. e dose diéria de 50 mg autoadministrada.

autoadministrada.

RFM dose mensal de 600 mg com RFM dose mensal de 450 mg com

administracdo supervisionada. administracéo supervisionada.

DDS dose mensal de 100 mg o

o . DDS dose mensal de 50 mg supervisionada

MB supervisionada e dose diaria de 100 mg

autoadministrada.

CFZ dose mensal de 300 mg com
administracéo supervisionada e dose diéria

de 50 mg autoadministrada.

e dose diaria de 50 mg autoadministrada.

CFZ dose mensal de 150 mg com
administracéo supervisionada e dose de 50

mg autoadministrada em dias alternados.

1De acordo com a Organizacdo Mundial da Salde (1982). PB: paucibacilar; MB: multibacilar; RFM:
rifampicina; DDS: dapsona; CFZ: clofazimina. Fonte: Adaptado de Diretrizes para vigilancia, atencdo e
eliminacdo da Hanseniase como problema de salde publica : manual técnico-operacional - Ministério da Saude,
Secretaria de Vigilancia em Saude, Departamento de Vigilancia das Doengas Transmissiveis (2016).



A oferta de doses mensais supervisionadas proporciona a oportunidade de
acompanhar o tratamento, assim como educar o paciente sobre a necessidade de completar o
tratamento para obter consequentemente alta por cura. A educacdo e reabilitacdo
socioecondémica também sdo fatores importantes, pois devido o estigma fisico, social e
biblico, que ainda é existente, os pacientes diagnosticados podem ser marginalizados
(LOCKWOOD; SUNEETHA, 2005).

Apesar da contribuicdo da implantacdo do tratamento com PQT na década de 80
para a diminuicdo da prevaléncia da doenca, as taxas de deteccdo de casos novos ainda
permanecem altas, indicando que a interrupcao da transmissdo do M. leprae ndo seré atingida
apenas com o tratamento dos pacientes (PINHEIRO et al., 2011). Além disso, casos de
resisténcia a um ou mais medicamentos utilizados vém sendo observados (DA SILVA
ROCHA et al., 2012; MATSUOKA, 2010). E ha outros fatores que podem esta associados a

manutenc¢do da hanseniase, como as condigdes socioecondmicas regionais e sub-regionais.

1.4. EPIDEMIOLOGIA

Em muitos paises a hanseniase ainda € um problema de saude publica,
principalmente nos paises em desenvolvimento. No ano de 2015 foram registrados 210.758
casos novos (3,78/100.000 habitantes) no mundo, 81% desses casos foram detectados no
Brasil (13%), na India (60%) e na Indonésia (8%) (Figura 5). Depois da india, com 127.326
casos novos detectados em 2015, o Brasil ocupa o segundo lugar mundial com 26.395 casos
detectados em 2015, com reducdo de 4.669 casos quando comparado ao ano de 2014 com
31.064 casos novos detectados (WHO, 2016).

No pais, na regido Norte e no estado do Para, tem sido observado uma tendéncia
de reducdo na taxa de deteccdo de casos novos. Em 2015 na regido Norte do pais a taxa de
deteccdo foi de 29,65/100.000 habitantes e no estado do Para essa tendéncia (2003 com taxa
de 29,37/ 100.000 habitantes a 2015 com taxa de 14,07/ 100.000 habitantes), culminou em
2015 na alteracéo seu perfil epidemioldgico, de area hiperéndemica para area de muito alta
endemia de acordo com o banco de dados do Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificagdo da Secretaria de Vigilancia em Saude/ Ministério da Saude (SINAN-SVS/MS)



(BRASIL, 2016b). Porém, em relacdo a taxa de deteccdo em menores de 15 anos, um
marcador epidemiologico indicativo de transmissdo recente do M. leprae, o estado é
caracterizado como uma area hiperéndemica com taxa de 13,3/ 100.000 habitantes (BRASIL,
2013, 2016b).

Paises com < 1000 casos registrados
10.766 (5%) casos novos

Brasil - 26.395 (13%)
Cas0s novos

Paises com 1.000 a 10.000 casos registrados
29.609 (14%) casos novos

Indonésia - 17.202 (8%0) casos novos

N

ndia
127.326 (60%0) casos novos

Figura 5. Distribuicdo geografica dos casos novos com hanseniase registrados em 2015. Fonte: adaptado de
WHO (2016).

1.5. TESTES IMUNOLOGICOS

Durante a evolu¢do da doenca, devido ao tropismo do M. leprae pelas células de
Schwann pode ocorrer o desenvolvimento de incapacidades fisicas (deficiéncias e
deformidades) graves, como lagoftalmo (incapacidade de fechar os olhos), garras (dedos das
maos e/ou pés curvados ou dobrados) e reabsorcdo 6ssea (degeneracdo ou necrose 0ssea), se 0
paciente ndo for corretamente diagnosticado e adequadamente tratado com PQT (WALKER;
LOCKWOOD, 2006). Dessa forma, se faz necessario o realizar o diagnostico das formas
iniciais da doenca, o0 que possibilita realizar intervencbes antes do aparecimento de
incapacidades fisicas. Nesse sentido, testes imunoldgicos vém sendo utilizados como exames

complementares para auxiliar no diagndstico da hanseniase.



A reacdo de Mitsuda consiste em um teste baseado na injecéo intradérmica do M.
leprae atenuado para verificar a capacidade de elaboracdo de uma resposta imune celular
eficiente através da formacéo de granuloma com didmetro igual ou superior a 5 mm em até 28
dias. O teste geralmente apresenta positividade em individuos PB (granuloma com diametro >
5 mm), enquanto que nos MB é negativo (granuloma ausente ou com didmetro < 5 mm). Este
ensaio apresenta baixa especificidade a hanseniase, podendo gerar resultados falso-positivos
em areas endémicas para hanseniase e tuberculose cujo agente etiologico € outra
micobactéria, o M. tuberculosis (GELUK et al., 2012; PINHEIRO et al., 2011).

Com o desenvolvimento de estudos referentes a gendmica, lipiddémica e
protedbmica do M. leprae, tém sido possivel a identificacdo de moléculas antigénicas que
possam ser possiveis alvos para o diagnostico inicial da hanseniase (DOCKRELL et al., 2000;
GELUK et al., 2008). Nesse ambito, varios antigenos do M. leprae vém sendo estudados, a
fim de indicar biomarcadores que possam contribuir para o diagnostico da hanseniase em

testes de imunidade celular e/ ou humoral.

Um dos antigeno do M. leprae que vem sendo investigado é o LID-1, uma
molécula sintetizada a partir da fusdo das proteinas ML0405 e ML2331 (DUTHIE et al.,
2007), as quais demonstram estimulam respostas celular e humoral especificas para M. leprae
(SAMPAIO et al., 2011). Em testes de imunidade humoral, € sugerido que a deteccdo de
anticorpos anti-LID-1 pode evidenciar entre os contatos que residem com pacientes, aqueles
que desenvolverdo a doenca. (DUTHIE et al., 2007), porém mais estudos devem ser
realizados.

O principal antigeno investigado para hanseniase é o PGL-I. Os ensaios que
detectam a presenca de anticorpos IgM anti-PGL-I, (HUNTER; BRENNAN, 1981;
SPENCER; BRENNAN, 2011) contribuem na identificagdo de pacientes MB, porém a
aplicabilidade para os PB € limitada em virtude da baixa ativacéo da resposta imune humoral
nesta forma clinica (DUTHIE et al., 2007). Apesar disso, a sorologia anti-PGL-I auxilia na
identificacdo de individuos com risco mais elevado de desenvolver a doenga, e em
combinacdo com os parametros clinicos contribui para a classificacdo e monitoramento
clinico dos pacientes (CARVALHO et al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

O contato continuo com pacientes MB representa um risco de 8-10 vezes de
desenvolver a doenga, enquanto que para PB € de 2-4 vezes (PINHEIRO et al., 2011), esse
risco estd relacionado com a carga bacteriana do caso, a qual € mais elevada em MB
(RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011). Nesse ambito, diagnosticar e tratar casos com
hanseniase, principalmente MB, é essencial para diminuir a cadeia de transmissdo da doenca,
pois ao iniciar o tratamento os pacientes param de transmitir bacilos (PINHEIRO et al., 2011).
No entanto, devido ao diagnostico primordialmente clinico e evolucdo lenta da doenca, ha
dificuldade no reconhecimento das formas iniciais, pois as lesdes sdo discretas e com sutis
alteracdes de sensibilidade. Assim, comumente 0s pacientes sdo diagnosticados apenas
quando apresentam caracteristicas clinicas evidentes e/ ou incapacidades fisicas. Dessa forma,
é necessario o desenvolvimento de estratégias e ferramentas laboratoriais que auxiliem no

diagnostico precoce.

A busca ativa € uma estratégia que vem demonstrando contribuir para
identificacdo de casos novos, de possiveis focos ativos de circulacdo e transmissdo do M.
leprae e/ ou identificacdo de areas com endemia oculta (BARRETO et al., 2011). A triagem
soroldgica e 0 acompanhamento de contatos, também representam uma estratégia Gtil para a
deteccdo e controle (BARRETO et al., 2015; SALGADO et al., 2016), visto que esses
individuos apresentam um risco maior de desenvolver a doenca em comparacdo com
populacdo em geral (MOET et al., 2004). Diante disso, o presente estudo analisou a producéo
de anticorpos IgM anti-PGL-1 em pacientes e contatos intradomiciliares no estado do Para.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Analisar a producdo de anticorpos IgM anti-PGL-1 em casos de hanseniase e

contatos intradomiciliares no estado do Para.

3.2. ESPECIFICOS
e Comparar a producdo de anticorpos IgM anti-PGL-I entre casos e contatos.

e Relacionar a producéo de anticorpos IgM anti-PGL-1 em casos e contatos com

a epidemiologia da doenca no estado do Para.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. POPULACAO DE ESTUDO

No presente estudo, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Pard (Certificado de Apresentacdo para
Apreciacdo FEtica: 26765414.0.0000.0018), uma equipe multidisciplinar, composta por
médicos especializados em hanseniase, fisioteraupetas, biomédicos, técnicos de laboratorio e
técnicos de informacdo e outros profissionais, além de alunos de graduacao e pos-graduacédo
do Laboratorio de Dermato Imunologia UEPA/UFPA/MC, avaliou 385 individuos em seis
cidades do estado do Para (Acard, Breves, Castanhal, Redencdo, Santarém e Senador José
Porfirio), e em um distrito administrativo da cidade de Belém (Mosqueiro), capital do estado
(Figura 6). Sendo avaliados 83 individuos no Acara, 23 em Breves, 30 em Castanhal, 37 em

Redencdo, 82 em Santarém, 15 em Senador José Porfirio, e 115 em Mosqueiro.

N Santarém
{ Mosqueiro

Pan e L Castanhal

P at Breves

Acara

Senador José Porfirio

Redencio

Figura 6. Localizacdo geografica das areas selecionadas no estado do Para. Fonte: LDI.
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Os 385 individuos analisados foram agrupados em dois grupos: casos e contatos.
O grupo casos compreende 41 pacientes que ja estavam notificados no SINAN-SVS/MS,
selecionados eletronicamente e diagnosticados no periodo de 2004 a 2015, e 83 casos
diagnosticados pela busca ativa da equipe. E 0 grupo contato, composto por individuos que
moram na mesma residéncia de um paciente, mas que ndo apresentam sinais ou sintomas
clinicos da doenga, inicialmente esse grupo foi formado por 344 individuos, entretanto,
guando um contato foi diagnosticado clinicamente com hanseniase, ele foi incluido no grupo

casos, dessa forma, no grupo contatos foram analisados 261 individuos (Tabela 2).

Tabela 2. Populagéo de estudo.

Grupo Integrantes
(n) (n)
Casos (124) Casos ja diagnosticados (41) e casos novos (83)
Contatos (261) Contatos intradomiciliares sem sinais ou sintomas clinicos (261)

n: nimero de individuos.

A avaliagdo dos individuos ocorreu atraves da visita ao domicilio dos casos
selecionados a partir do SINAN-SVS/MS, com auxilio de agentes comunitarios de saude
locais. Na residéncia dos pacientes a equipe multidisciplinar avaliou os casos selecionados e
seus contatos intradomiciliares. Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (Anexo) antes da inclusdo no estudo e coleta de material biolégico.

O diagnostico dos novos pacientes ocorreu com base em sinais clinicos, portanto,
todos realizados por um médico especializado. Os pacientes diagnosticados foram
classificados de acordo com a forma clinica segundo a classificagdo de Madri (1953) ou de
Ridley & Jopling (1966) e na forma NP. Esses casos novos, também foram encaminhados
para a realizacdo de tratamento no municipio local de acordo com a classificacdo operacional
da OMS (1982).

4.2. QUANTIFICACAO DE ANTICORPOS ANTI-PGL-I

Os anticorpos IgM anti-PGL-1 foram quantificados por técnica de ELISA

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) através da molécula sintética Dissacarideo Natural-
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Octil-Albumina de Soro Bovino (ND-O-BSA), fornecida gentilmente pelo Dr. Malcolm S.
Duthie (Infectious Disease Research Institute, Seattle, EUA). Foram coletados 5 mL de
sangue periférico em tubos com EDTA (Polymed, cod. 50203). Em seguida, as amostras
foram encaminhadas ao Laboratdrio de Dermato-Imunologia UEPA/UFPA/MC, localizado no
municipio de Marituba-PA para a realizacdo do ensaio. No laboratério, o plasma foi separado
através do processo de centrifugacdo a 2000 rpm durante 5 minutos (min) e armazenado em

freezer -80 °C para posterior quantifica¢do dos anticorpos.

Inicialmente 50 mg/poco do antigeno ND-O-BSA diluido em 50 pL de solugao de
sensibilizacdo (NaHCOg3 a 0,84% + Na,CO a 1,06%) foram transferidos para placa de 96
poc¢os por um periodo de aproximadamente 24 horas a 4 °C. Apds esse periodo, a placa foi
lavada com 300 pL/pogo de solugdo de bloqueio (SB) contendo tampéo fosfato-salino (PBS)
1X + 1% de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich®, cod. A7906-500G, MO-EUA)
+ 0,05% de Tween 20. Posteriormente esta foi lavada mais 3 vezes com 200 pL/pogo de
solucéo de lavagem (SL) contendo PBS 1X + 0.05% de Tween 20. Em seguida, 300 uL/pogo
de SB foram inseridos a placa por 1 hora a temperatura ambiente (TA). Entdo, 1 uL de plasma
diluido em 300 pL/pogo foram adicionados, em duplicata, aos seus respectivos pogos € no
branco. Apds incubacdo de 2 horas a TA a placa foi lavada 3 vezes com 200 pL/pogo de SL
incubando-se por 10 min a TA, em seguida essa etapa foi realizada novamente. Logo apos,
foram inseridos 100 pL/pogo do anticorpo secundario IgM anti-humano conjugado com a
enzima peroxidase (Sigma-Aldrich®, cod. A0420, MO-EUA) (diluido 1:10 000 em SL)
incubando-se por 1 hora e 30 min a TA. Depois desse periodo, a placa foi lavada 3 vezes com
200 uL/pogo de SL incubando-se por 10 min a TA, repetindo essa etapa mais uma vez. Em
seguida, 100 pL/pogo do substrato o-phenylenediamine dihydrochloride substrate (OPD)
(SIGMAFAST™ OPD tablet, cod. P9187, MO-EUA) foram adicionados e ap6s 15 min foi
utilizada a solugdo H,SO, 4N para encerrar a reagdo com o OPD. Posteriormente, a
absorbancia das amostras foi mensurada por espectrofotometria em comprimento de onda de
490 nm por leitor de ELISA (Dinex MRX Revelation, VA-EUA).

Foram consideradas positivas as amostras que obtiverem valor de densidade
optica (DO) final acima de 0,295, cut-off estabelecido a partir da mediana mais 3 vezes o
desvio padrdo da DO de individuos sem sinais ou sintomas clinicos para hanseniase ou

tuberculose.
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A DO final foi obtida a partir da subtragdo do branco pela média da duplicada de
cada paciente: [(DO poco | + DO poco I1)/ 2] - DO branco. Como controle positivo foi
utilizado plasma de paciente multibacilar VV caracterizado pela alta producéo de anticorpos
frente ao bacilo, e para o controle negativo plasma de individuo residente em area ndo

endémica para hanseniase.

4.3. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas com a utilizacdo do programa Graphpad
Prism 6.0%° (GraphPad Software, CA-EUA). O teste empregado foi 0 Mann-Whitney para
averiguar diferencas estatisticas entre os grupos analisados, com nivel de significancia de p <
0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CASOS NOVOS DIAGNOSTICADOS

No presente estudo, entre os 124 casos diagnosticados clinicamente com
hanseniase, 0s 41 casos selecionados a partir SINAN-SVS/MS manifestam as formas clinicas
| (7 pacientes), TT (6), DT (11), DD (6), DV (6) e VV (5) e os 83 casos novos foram
diagnosticados nas formas | (7), TT (5), DT (48), DD (15), DV (3), VV (1) e NP (4) (Tabela
3).

Tabela 3. Classifica¢do dos pacientes avaliados pela equipe multidisciplinar.

Classificacao

Grupo
(n) Operacionalt Clinica2
n n
Casos* (41) PB 13e MB 28 17, TT6,DT 11,DD 6,DV6eVV5
Casos novos (83) 16 PB e MB 67 17, TT5 DT48,DD 15 DV 3,VV1eNP4

1De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (1982). 2De acordo com Madri (1953) ou Ridley & Jopling
(1966). Caso*: pacientes que j& estavam notificados no SINAN-SVS/MS; Caso novo: pacientes diagnosticados
clinicamente pela equipe; n: nimero de individuos; PB: paucibacilar; MB: multibacilar; I; indeterminada; TT:
tuberculdide; DT: dimorfo-tuberculéide; DD: dimorfo-dimorfo; DV: dimorfo-virchowiano; VV: virchowiano;
NP: primariamente neural.

A avaliacdo de contatos consiste em uma estratégia importante na identificacéo de
casos novos (SALGADO et al., 2012; WHO, 2009), pois a proximidade com pacientes € um
fator determinante na transmisséo da doenga (FINE et al., 1997; NOORDEEN, 1995). Assim,
sabe-se que o risco de desenvolver hanseniase € maior entre contatos préximos de pacientes,
como contatos domiciliares, mas também é significativo nos vizinhos e nos contatos sociais e,
em particular, entre os contatos de pacientes MB (DOUGLAS et al., 2004). Nos casos novos
diagnosticados pela equipe 19% (16/83) foram classificados em PB e 81% (67/82) como MB.

No pais, a Campanha Nacional de Hanseniase, Verminoses, Tracoma e
Esquistossomose de 2016 da Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério da Saude, ressalta
a importancia da busca ativa de casos novos em menores de 15 anos (BRASIL, 2016c¢), pois a

identificacdo de casos novos com hanseniase nessa faixa etaria poder sinalizar focos de
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transmissdo ativos e infeccdo recente (MEIMA et al., 2004). Nesse sentido, destacamos 0
diagndstico de 43% (36/83) dos individuos com menos de 15 anos, evidenciando possiveis
focos ativos de transmissdo e infeccdo nas areas analisadas no trabalho. Entre os novos

pacientes 34 sao individuos do sexo masculino e 49 do sexo feminino (Tabela 3).

Quanto ao grau de incapacidade, 11 pacientes apresentaram algum grau de
incapacidade (Gl1), 10 Gl 1 e 1 GI 2 (Tabela 3). Embora a maioria dos casos novos ndo possua
incapacidades (Gl 0), aqueles com GI 1 ou 2 correspondem a 13,2% (11/83) da populacéo
desse grupo e a 2,8% (11/385) do total de individuos avaliados ao longo do trabalho. A faixa
etaria dos pacientes com Gl 1 ou 2 (média: 41 anos) varia de individuos mais jovens com 9

anos a mais velhos com 81 anos.

Sendo a deteccdo precoce da doenga um passo essencial na prevencdo de danos
patoldgicos, na interrupcao da transmissao do bacilo e da taxa de deteccdo de casos novos de
hanseniase (GELUK, 2013), o diagndstico desses 11 casos pode ter sido tardio, visto que a
maioria dos pacientes ndo apresentam incapacidades no inicio da doenca e em virtude do
longo periodo de incubacdo da bactéria, o qual varia de 2-12 anos (RODRIGUES;
LOCKWOOD, 2011).

Tabela 4. Caracteristicas dos casos novos diagnosticados pela equipe multidisciplinar.

Grau de incapacidade

Municipio Sexo Média das Idades
(n) n (M/F) n (Variacéo) 0 1 2
n
Acaré (8) 6/2 24 (7-67) 8 - -
Breves (5) 2/3 11 (10-14) 5 - -

Castanhal (0) - - - - -

Redencéo (4) 31 27 (6-53) 3 - 1
Santarém (21) 6/15 36 (8-81) 17 4 -
Senador José Porfirio (4) 2/2 41 (15-63) 3 1 -
Mosqueiro! (41) 15/26 19 (6-56) 36 5 -
Total (83) 34/49 25 (6-81) 72 10 1

IDistrito administrativo de Belém-PA. n: nimeros de individuos; M: masculino; F: feminino.
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Nesse sentido, destaca-se que o diagnostico de 81% (67/82) dos pacientes nas
formas MB e de 13,2% (11/83) dos casos novos apresentando algum grau de incapacidade
fisica, sugere que esses individuos possivelmente ndo foram diagnosticados nas unidades
basicas de saude, a tempo de prevenir a evolucdo da doenca e o desenvolvimento de
incapacidades. As principais razGes para a demora no diagnostico de pacientes com
hanseniase sdo: a distancia entre a moradia e a unidade de saude, a baixa cobertura dos
servigos de saude, a falta de ferramentas para o diagndstico laboratorial e a falta de expertise
entre os profissionais (SINGH et al., 2016).

5.2. QUANTIFICACAO DE ANTICORPOS ANTI-PGL-I

Ao realizar a quantificacdo de anticorpos IgM anti-PGL-1 ndo foi observada
diferenca estatistica entre 0s grupos casos e contatos, assim como também ndo houve
diferenca quando os contatos foram comparados com casos que ja estavam registrados no
sistema de notificacdo, ou seja casos ja tratados ou em tratamento, e 0s casos diagnosticados

pela equipe (Figura 7).

Anticorpos IgM anti-PGL-I
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Figura 7. Comparacdo da secrecdo de anticorpos anti-PG-I. Em A, comparacdo entre 0s grupos caso e contato.
Em B, comparacao entre 0s grupos caso* (pacientes que ja estavam notificados no SINAN-SVS/MS), caso novo
(pacientes diagnosticados clinicamente pela equipe) e contato. Cut-off para positividade de 0,295 de densidade
optica.

Essa semelhanca entre casos e contatos, pode ser devido a exposi¢do dos contatos
pelo convivio com os pacientes e pela alta exposicdo da populacdo paraense ao M. leprae nas

areas analisadas, onde os individuos sé@o rotineiramente expostos ao bacilo, mesmo eles nédo
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convivendo com um paciente diagnosticado clinicamente (FABRI et al., 2015). Além disso, a
similaridade dos contatos com o0s casos que ja estavam registrados no sistema de notificacdo e
0s casos novos evidencia focos ativos de infeccdo e a circulacdo do patdégeno (BARRETO et
al., 2011). No entanto, apesar da semelhanca, contatos com elevada positividade devem ser
monitorados, pois a positividade est4 associada a um risco de adoecer de 8,6 vezes maior em
contatos (BRASIL et al., 2003).

Os contatos devem ser examinados, ndo apenas no momento do diagnostico de
um caso novo, mas também periodicamente, devido ao periodo de incubacdo do M. leprae ser
longo (RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011). Nesse ambito, além do monitoramento clinico, o
acompanhamento dos niveis plasmaticos de anticorpos anti-PGL-I desses individuos pode

representar uma estratégia auxiliar para o diagndstico precoce em contatos intradomiciliares.

Para a hanseniase ser eliminada como problema de salde publica é necessario
uma prevaléncia de <1/ 10.000 habitantes. Nesse ambito, predi¢cbes matematicas recentes
indicaram em média 44-45 anos para a eliminacdo da hanseniase como problema de salde
publica nas regides Centro-Oeste, Nordeste e Norte, em consequéncia principalmente do
atraso na realizacdo do diagnostico e de diferencas regionais e sub-regionais observadas na
taxa de transmissdo da doenga (SMITH, 2016), as quais podem estar relacionadas a fatores
socioeconbémicos, ambientais e comportamentais (HOUWELING et al., 2016; KERR-
PONTES et al., 2006).

De acordo com o Atlas Brasil 2013 do Programa das Nagbes Unidas para o
Desenvolvimento (http://www.atlasbrasil.org.br/2013/pt/ranking/) as areas analisadas no
trabalho ocupam segundo o Indice de Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM) as
seguintes posi¢des no estado do Para: 1° Mosqueiro (Belém), 4° Santarém, 6° Castanhal, 9°
Redencéo, 127° Senador Jose Porfirio, 130° Acara e 132° Breves. Ao comparar 0s niveis de
IgM anti-PGL-1 entre 0os municipios com os menores (< 100°) e os maiores (> 100°) IDHM,
ndo foi observado correlagdo da producdo de anticorpos com esse indice, a0 menos ndo pela

forma de avaliagdo atual (Figura 8).
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Anticorpos IgM anti-PGL-I
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Figura 8. Comparagdo da secrecdo de anticorpos anti-PGL-I de acordo com Indice de Desenvolvimento Humano
Municipal das 7 &reas analisadas. Cut-off para positividade de 0,295 de densidade Optica. IDHM: Indice de

Desenvolvimento Humano Municipal.

Contudo, destaca-se que essa semelhanca pode ser explicada pela elevada
circulacdo do bacilo na regido paraense e pelo estado possuir o 24° IDHM do pais (24°/27°)
que aliado a uma baixa cobertura do programa salde da familia (54,6%)
(http://dab.saude.gov.br/portaldab/ape_esf.php), que exclui a metade da populacdo dos
servicos do programa, dificulta a obtencdo de valores mais representativos quanto ao real
nimero de casos no estado. O que ressalta a importancia de compreender que a auséncia de

diagnostico/ notificacdo de hanseniase ndo significa auséncia de casos com hanseniase

(SALGADO et al., 2016).
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6. CONCLUSOES

Além do acompanhamento clinico sugere-se 0 acompanhamento dos niveis de

anticorpos IgM anti-PGL-I em contatos intradomiciliares.

A analise do nimero de casos novos com algum grau de incapacidade fisica e das
titulacGes de IgM anti-PGL-I, demonstram que a reducéo da taxa de deteccdo no estado do
Pard pode ser devido a uma possivel falta de diagnostico, em consequéncia do

negligenciamento em diferentes graus de responsabilidade.
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8. ANEXO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Universidade Federal do Para - URE Dr. Marcello Candia.

A equipe de pesquisadores coordenada pelo Professor Dr. Claudio Guedes
Salgado esta realizando o estudo “Marcadores epidemioldgicos em Hanseniase”, do qual
gostariamos que seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade participasse e, para isso,
precisamos de sua autorizagao.

O estudo tem por objetivo identificar caracteristicas relacionadas as pessoas, aos

seus modos de vida, a0 meio ambiente e a genética do microbio que causa hanseniase, para
entender melhor sobre a transmissédo da doenga, melhorando sua prevencdo e tratamento.
As criancas e os adolescentes que participarem deste estudo serdo submetidos a coleta de
sangue e de raspado intradérmico, realizada por médicos e profissionais de salde experientes,
sempre com a finalidade de identificar o Mycobacterium leprae. Suas casas serdo visitadas,
para que seja feito um mapeamento dos casos de hanseniase por bairros e ruas.

A pesquisa sera realizada em ambiente seguro, com material limpo e descartavel.
A coleta de sangue e de raspado poderao causar dor e pequena reacdo no local.

A participacdo nessa pesquisa é voluntaria e seu filho participara apenas se vocé
autorizar. Sempre que desejar, serd fornecido esclarecimento sobre cada uma das etapas do
estudo. A qualquer momento, o participante podera recusar-se a continuar o estudo e retirar
seu consentimento, sem que isso lhe traga qualquer penalidade ou prejuizo.

Esta garantido o cumprimento do que fora informado acima, a gratuidade de todos
os procedimentos e o sigilo da identificacdo dos participantes.

Declaracdo de pais ou responsaveis

Tendo compreendido perfeitamente tudo o eu me for informado, AUTORIZO QUE MEU
FILHO(A) , PARTICIPE
DESTE ESTUDO, SEM QUE ISSO TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Assinatura ou impressdo dactiloscopica do(a) pai/ mae ou responsavel legal.
Doc:
Local: ,Data: _/ [




