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APRESENTACAO

A hanseniase, considerada a doenca mais antiga do mundo, é uma doenca
infecciosa crénica causada pelo Mycobacterium leprae (M. leprae), um bacilo alcool acido
resistente que apresenta, em particular, uma predilecao por nervos periféricos e pele.
Uma das caracteristicas mais impactantes dessa doenca é a capacidade de gerar danos
fisicos em seus portadores, fato este responsavel por elevado grau de estigma que ainda
ocorre na populacdo em geral. Na Grécia Antiga, o termo estigma se referia a um signo
que era talhado ou queimado no corpo de um individuo considerado moralmente
defeituoso e que deveria ser evitado a qualquer custo, e dai o efeito tdo prejudicial deste

rétulo.

O Brasil fica atras somente da india em nimero de casos de hanseniase e, ainda,
nao atingiu a meta de eliminagcao da doenga proposta para o ano 2000, de reduzir a sua
prevaléncia global para 1 caso por 10.000 habitantes, e vem apresentando dados
preocupantes associados ao aumento do nimero de casos novos, de casos novos com

incapacidade grau 2 (G2D) e de menores de 15 anos acometidos pela doenga.

A deteccao precoce de casos de hanseniase e o tratamento de todos os casos
com poliquimioterapia (PQT) ainda sao os principios fundamentais do controle da
doenca, sendo a qualidade e o alcance dos servigos basicos de saude duas estratégias
globais focadas em reduzir o impacto da hanseniase. Mas, apesar de melhora
significativa no controle da doenga, novos casos continuam a ocorrer em quase todos os
paises endémicos e bolsées de alta carga podem existir num contexto de baixa carga.
Dados epidemiol6gicos demonstram que a transmissdo ativa est4 ocorrendo, mesmo
com o uso da PQT como estratégia de eliminacdo da hanseniase. Esta transmissao pode
ser causada pelo reservatério permanente de M. leprae em contatos infectados e
pessoas com hanseniase subclinica, o que reforca a necessidade de métodos

diagnésticos mais sensiveis, utilizando marcadores de exposi¢ao e risco de adoecimento.
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O PGL-1 é um componente da parede celular especifico do M. leprae, sendo
encontrado em grandes quantidades em tecidos humanos infectados com a micobactéria.
A molécula de LAM, outro importante antigeno de superficie do M. leprae, parece estar
ligada firmemente a parede celular, mas ndo completamente. As arabinomananas de
LAM tém se apresentado expostas na superficie celular e também estdo diretamente
ligadas a imunopatogénese da hanseniase. O anticorpo monoclonal LAM-especifico
reconhece a célula micobacteriana inteira em experimentos de ELISA, sugerindo que
parte desta molécula esta situada no exterior da célula, sendo acessivel ao ambiente.
Estes anticorpos vém sendo explorados, com bastante expectativa, em testes sorolégicos

e salivares como possiveis indicadores de doenga e como forma promissora de monitorar

a poliquimioterapia utilizada no tratamento da hanseniase.

A saliva humana é um fluido oral complexo que executa vérias funcdes
fisiologicas. Em adicdo a importante fungdo de manter a homeostasia do sistema da
cavidade oral, o fluido oral € um importante meio a ser explorado como ferramenta
predictiva de vigilancia do processo saude/doenca. O valor da saliva como meio
diagnostico de doengas orais e sistémicas tem sido objeto de estudo de diversos
pesquisadores com o intuito de acrescentar uma possibilidade de exame complementar.
As imunoglobulinas presentes na saliva sdo oriundas das glandulas salivares e do soro
sanguineo. A imunoglobulina A secretora (slgA), que é derivada de plasmécitos nas
glandulas salivares, € predominante e representa o principal mecanismo de resposta
imune especifica da saliva, apresentando-se na forma dimérica, ligada a outra proteina
denominada pecga secretora, que € produzida por células epiteliais. Esse componente
facilita o transporte e impede a agao proteolitica sobre a IgA, tornando-a um importante

mecanismo de defesa em mucosas.

A patogénese das reagbes hansénicas e lesdo do nervo envolve tanto a

imunidade mediada por células na reacdo tipo 1 ou reagdo reversa (RR) quanto a
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precipitacdo de imunocomplexos de antigeno/anticorpos na reacao tipo 2 ou Eritema
Nodoso Hansénico (ENH). Devido a associagao direta das reagbes que lesam nervos
com as incapacidades fisicas, identificar pacientes que estdo em risco de desenvolver
reacOes € um desafio-chave na hanseniase. Anticorpos e citocinas presentes na resposta
imune contra M. leprae no soro e saliva vém sendo investigados como potenciais
marcadores de exposicao e risco para a ocorréncia de reagdes hansénicas e danos a

funcao neural.

Esta tese mostrou o comportamento de dois marcadores salivares e sua
implicacdo em hanseniase, avaliando o comportamento da IgA salivar secretéria (slgA)
contra os antigenos PGL-1 e LAM nos pacientes com hanseniase, no momento do

diagnostico e alta da poliquimioterapia, e em contatos intradomiciliares.

O capitulo 1 apresenta uma revisédo do quadro de hanseniase abordando tépicos
como: Aspectos Gerais e Epidemiologia, Manifestagdes clinicas e Imunologia da
hanseniase, Diagndstico em hansenise, Antigenos de superficie do M. leprae, Reagdes
hansénicas, Vacina BCG e hanseniase, Valor diagnéstico da saliva, Imunidade Mucosa e

IgA.

No capitulo 2 slgA salivar anti-PGL-1 de pacientes e contatos foi avaliada. Nos
pacientes, dados foram colhidos no momento do diagnéstico, alta e os resultados foram
investigados quanto a relagdo do indice ELISA com o surgimento de reagées hansénicas.
Nos contatos foi correlacionado o resultado do teste ELISA salivar com o teste Mitsuda e
a presenca ou nao da cicatriz da vacina BCG. Nas formas clinicas TT e TT+BT e na
classificagao operacional PB os resultados foram estatisticamente significantes quanto a

correlagdo do indice ELISA positivo e o surgimento de reacdes hansénicas.

No capitulo 3 avaliamos a slgA salivar anti-LAM detectada pelo teste ELISA e
apresentamos 0s resultados dos pacientes no momento do diagnéstico e alta, além da

apresentagcdo dos resultados dos contatos com os testes Mitsuda e vacina BCG.
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Expressivas relagdes deste antigeno com as reagdes hansénicas foram observadas nos
pacientes PB e, ainda, quando avaliada a variacdo do indice ELISA em pacientes no

momento do diagnéstico e na alta.

Assim, esta tese apresenta dois potenciais biomarcadores salivares com

capacidade de serem utilizados no monitoramento de reagbes hansénicas.

18



CAPITULO I: FUNDAMENTACAO TEORICA

1. Aspectos Gerais e Epidemiologia
A hanseniase € uma doenca infeciosa crbnica, dermato/neurolégica e
incapacitante, que tem como agente etiologico o Mycobacterium leprae (M.

leprae)’: 2.

O M. leprae, também definido como bacilo de Hansen, é um bacilo
gram-positivo, alcool-acido resistente (BAAR), que até hoje nao é cultivavel in
vitro, sendo um parasita intracelular obrigatério atuando principalmente nas
células de Schwann, ligando ao dominio G da cadeia de laminina-a2® e as
células do sistema mononuclear fagocitario (macréfagos)?.

O Mycobacterium leprae tem o tempo de duplicacdo mais longo de todas
as bactérias conhecidas, aproximadamente 14 dias, o que pode ser um dos
motivos de frustrar todos os esforcos para a cultura em laboratério. A comparacao
dos 3.27 Mb da seqiéncia do genoma isolado do bacilo do M. leprae derivado do
tatu indiano com o do M. tuberculosis (4.41 Mb) revela um caso extremo de
evolucao redutiva. Esse processo pode ter resultado na perda de 2.000 genes
com consequente comprometimento das vias metabdlicas essenciais,
contribuindo para que o M. leprae se tornasse um parasita intracelular obrigatério
para garantir sua sobrevivéncia®.

O M. leprae é a Uunica espécie de micobactéria que infecta nervos
periféricos e ndo cresce em meios de cultura artificiais®, gerando um obstaculo na
pesquisa de novos testes diagnosticos pela dificuldade na obtengcédo de antigenos
naturais. O bacilo é considerado de alta infectividade, porém de baixa

patogenicidade®. A infectividade pelo M. leprae pode resultar em danos

progressivos, com padrdes caracteristicos de deficiéncia que incluem ulceracéao
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da pele e deformidades nos nervos, provocando um problema de saude publica
especial devido ao fato de poder causar incapacidades permanentes, bem como
por suas consequéncias sociais, tais como discriminacao e estigma. As formas
clinicas da hanseniase sao definidas por padrées imunolégicos, formando um
amplo espectro intimamente proporcional a potencialidade de resposta do
hospedeiro ao parasita’. Apesar de ser a doenca mais antiga do mundo, os
mecanismos imunopatolégicos continuam pouco entendidos e necessitam de um
esforco concentrado no sentido de esclarecer as relacdes entre o parasita e o
hospedeiro®.

A principal via de eliminacédo dos bacilos dos pacientes multibacilares (MB)
€ a via aérea superior, sendo o trato respiratério a mais provavel via de entrada
do M. leprae no corpo’* 8. Os doentes paucibacilares (PB), com poucos bacilos,
nao sao considerados importantes como fonte de transmissdo da doenca devido a
baixa carga bacilar. Os pacientes MB, no entanto, constituem o grupo
contagiante, assim se mantendo como fonte de infec¢do, enquanto o tratamento
especifico ndo for iniciado® °.

Entre as doengas transmissiveis a hanseniase continua sendo uma das
principais causas de neuropatia periférica e incapacidades no mundo. O sucesso
da poliquimioterapia (PQT), introduzida em 1981, incentivou a Assembleia
Mundial da Saude a se esforgar para eliminar a hanseniase, ou seja, reduzir a sua
prevaléncia global para 1 caso por 10.000 habitantes até o ano de 2000'°. O
Brasil ainda ndo atingiu esta meta (Fig. 1) e ocupa o segundo lugar no mundo em
casos de hanseniase, com taxa de prevaléncia de 1.27 casos por 10 mil
habitantes, 25.738 casos na populacdo de 202.768.562''. Porém, alguns estados

apresentam taxas de prevaléncia bem superiores a média, como por exemplo:
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Rondbnia (3.07), Para (3.12), Tocantins (4.53), Maranhao (4.26) e Mato Grosso

(10.19).

Registered cases of leprosy per 10 000 population (prevalence rates), 2013
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Figura 1: Mapa mundial da prevaléncia de hanseniase em 2013. Disponivel em:
http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leprosy_2013_prevalence_rates.png.
Acessado: 19.10.2015.

O numero de casos novos (Fig. 2) que apresentava reducao desde 2007
voltou a subir, representando um aumento de 20 casos em relacdo a 2013'2
sendo que dos 33.789 casos novos registrados em 2014 nas Américas, 31.064
(91.9%) foram notificados no Brasil. O coeficiente de detec¢do de casos novos em
menores de 15 anos foi de 4.88, configurando um coeficiente de deteccao muito
alto. Em alguns estados esses valores sdo alarmantes, como: Para (17.54),
Tocantins (22.43), Maranhao (16.73) e Mato Grosso (24.05). Como a hanseniase
possui um longo periodo de incubacéo (de 2 a 10 anos, algumas vezes mais)'?, a
deteccdo de casos em criangas indica exposicao precoce ao bacilo. A reducao de

casos de hanseniase em criancas menores de 15 anos deve ser prioridade,
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porque este é o principal indicador de monitoramento endémico, sendo que casos

nesta faixa etaria sugerem transmisséo recente com focos de infeccao ativos e

area altamente endémica, revelando, ainda, uma deficiéncia operaciona

New cases detection rates of leprosy per 100 000 population, 2013

4,

06060

New cases detection rates (per 100 000 population)

Bl -0 [0 Not reported o %L

B 1.0-100 ] Not applicable %
p

[ 0cases reported

Figura 2: Mapa mundial do nimero de casos novos de hanseniase em 2013. Disponivel em:
http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leprosy_2013_detection_rates.png. Acessado:

19.10.2015.

A taxa de prevaléncia é muito sensivel a fatores tais como a duragédo do

tratamento e a metodologia de identificacdo de casos. Como resultado,

indicadores alternativos como a fragdo de pessoas com hanseniase que tém grau

de incapacidade 2 (G2D) tém sido sugeridos para monitorar os resultados das

atividades de controle da hanseniase, conforme classificacdo pela Organizacéao

Mundial da Saude (OMS)'°:

Maos e pés:

Grau 0 - Nenhuma anestesia, nenhuma deformidade ou dano visivel;

Grau 1 - Anestesia presente, mas nenhuma deformidade ou dano visivel;

Grau 2 - Deformidade ou dano visivel presente.
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Olhos:

Grau 0 - Nenhum problema; nenhuma evidéncia de perda visual;

Grau 1 - Problemas oculares devido a hanseniase, mas a visdo nao esta
gravemente afetada como resultado (visdo 6/60 ou melhor, podendo contar dedos
a seis metros);

Grau 2 - Deficiéncia visual grave (visao pior do que 6/60; incapacidade de
contar os dedos a seis metros); também inclui lagoftalmia, iridociclite e
opacidades corneanas.

A estratégia lancada pela OMS em 2009 (“The enhanced global strategy for
further reducing disease burden due to leprosy 2011-2015")'°, tem como alvo a
reducao do numero de casos novos de hanseniase com G2D em pelo menos
35%, entre o final de 2.010 (dados de referéncia) e o final de 2015. A OMS espera
que usando G2D como um indicador e pela concentracdo das intervencdes em
sua reducdo, a deteccao e tratamento tardio dos pacientes também serdo
reduzidos, assim como o numero de casos novos de hanseniase na populagéo.
Foram selecionados quatro paises com hanseniase endémica em diferentes fases
da epidemia e para os quais os dados disponiveis estavam razoavelmente
consistentes durante um longo periodo: Brasil, pois tem o maior G2DR (Grau 2
incapacidade por 100.000); China, porque tem o mais alto G2D%,; india, pois tem
a prevaléncia mais alta G2D; e Tailandia, porque é conhecida por ter um longo e
confiavel programa de prevencdo a hanseniase. Estes paises podem servir de
modelo para outros paises com perfis semelhantes'®. O nlimero de casos novos
de hanseniase com G2D aumentou no Brasil com relagéo a 2013 (1.996 casos)'™,

sendo registrados 2.034 casos em 20142,
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A tabela 1 apresenta o posicionamento do Brasil em relacdo a meta
proposta pela OMS para reducdo dos casos novos com G2DR. O coeficiente
atingido pelo Brasil em 2010 foi 1.17, ficando entdo a redugéo de 35% estipulada
até 2015 em 0.41 G2DR. O Brasil se encontra em 2014 com o G2DR de 1.00 e

dificilmente conseguira a reducao para 0.76 (meta proposta) em 2015 (Tab.1).

Tabela 1. Distribuicdo da populagdo do Brasil, dos casos novos de hanseniase
com G2D, e dos casos novos de G2D por 100.000 hab (G2DR) nos anos de 2010
e 2014.

BRASIL Populacao Casos novos G2D G2DR
2010 190.755.799 2.241 1.17
2014 202.768.562 2.034 1.00

Fonte IBGE'" "®/WHO'* . Reducéo 35% de 1.17(G2DR/2010) = 0.41. Meta para 2015 = 0.76.

A deteccao precoce de casos de hanseniase e o tratamento de todos os
casos com poliquimioterapia ainda sao os principios fundamentais do controle da
hanseniase, sendo a qualidade e o alcance dos servigos basicos de saude duas
estratégias globais focadas em reduzir o impacto da doenca'.

Apesar de melhora no controle da hanseniase, novos casos continuam a
ocorrer em quase todos os paises endémicos e bolsdes de alta carga podem
existir num contexto de baixa carga. Dados epidemiolégicos demonstram que a
transmissao ativa esta ocorrendo, mesmo com o uso da PQT como estratégia de
eliminagdo da hanseniase'®. Esta transmiss&o pode ser causada pelo reservatério
permanente de M. leprae em contatos infectados e pessoas com hanseniase

8; 19; 20; 21

subclinica , 0 que reforca a necessidade de métodos diagnosticos mais

sensiveis, utilizando marcadores de exposicao e risco de adoecimento.

24



2. Manifestagoes clinicas e Imunologia da hanseniase

Em 1966, Ridley e Jopling®® propuseram um espectro clinico
caracterizando a hanseniase em duas formas polares e estaveis (com diferencas
evolutivas, clinicas e imunoldgicas), e em formas intermediarias chamadas de
dimorfas ou “borderlines’. Dentre as formas polares temos a hanseniase
denominada tuberculéide (TT) e a lepromatosa (LL); e dentre as formas
intermediarias estao a borderline-tuberculdide (BT), a borderline-borderline (BB) e
a borderline-lepromatosa (BL)?. A hanseniase caracterizada como indeterminada
(Hl) é um estagio precoce e instavel da doenca e, dependendo da relacao
parasita’hospedeiro, pode migrar para uma das formas definitivas ou, ainda,
caminhar para cura espontanea®: 24,

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) em 1982 estabeleceu uma
classificacao operacional que direciona o regime de tratamento a ser empregado,
na qual os pacientes sao divididos em paucibacilares (PB) ou multibacilares (MB).
Essa classificacdo é baseada no numero de lesGes cuténeas, de modo que 0s
pacientes com até cinco lesdes de pele sao classificados como paucibacilares, e
aqueles com mais de cinco lesdes como multibacilares®. Objetivando tornar o
tratamento mais eficiente, todos os casos com baciloscopia positiva séo
classificados como multibacilares®®>. A OMS passou a recomendar também o

tratamento de todos os pacientes com poliquimioterapia®® .

Atualmente,
recomenda-se o0 regime de tratamento por 6 meses com rifampicina e dapsona
para pacientes paucibacilares (PB), enquanto os multibacilares devem ser

tratados por 12 meses com rifampicina, dapsona e clofazimina®.
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A hanseniase é uma doenca considerada espectral, na qual as
manifestacdes clinicas correlacionam-se com a resposta imune do hospedeiro ao
patdbgeno. Em um polo encontram-se o0s pacientes com hanseniase TT que
apresentam forte resposta imune celular, com formacao de granulomas, restricdo
da infeccdo e eliminacdo do parasita, apresentando uma resposta tipica de
resisténcia e controle do crescimento do patégeno. Em oposicdo, pacientes LL
representam o extremo susceptivel a infeccao pelo M. leprae, caracterizado por
tolerancia imunolégica com disseminagdo do bacilo®. Essas apresentacdes
clinicas correlacionam-se com o grau de imunidade mediada por células®.

A primeira barreira a infeccdo com M. leprae € a imunidade inata,
representada pela integridade do epitélio, secrecbes, e a imunoglobulina de
superficie A (IgA). Além disso, as células natural killer (NK), linfécitos T citotoxicos
e macrofagos ativados podem destruir bacilos, independentemente da ativagao da
imunidade adaptativa'®. Os receptores Toll-like (TLRs) sdo essenciais para o
reconhecimento de patdégenos pelos macrofagos e pelas células dendriticas
durante a resposta da imunidade inata. Os receptores TLRs, especialmente o
TLR-2, sao ativados por lipoproteinas do M. leprae, e a capacidade de iniciar a
resposta protetora esta diretamente relacionada com a secrecao de IL-12/23 e a
diferenciacdo de macréfagos e células dendriticas®. Estas Gltimas apresentando
0 antigeno promovem a ativagdo de células T naives e o0 aumento da secrecdo de
IL-12. Esse processo leva a expansao e diferenciacao de células Th1 produtoras
de interferon (IFN-y), que induzem os elementos da resposta imune responsaveis
pela eliminacéo do bacilo, controlando assim a evolucdo da doenca®:3'.

A avaliacdo da resposta humoral em pacientes LL e BL evidencia altos

titulos de anticorpos especificos contra o glicolipideo fendlico 1 (PGL-1),
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componente da parede celular do M. leprae, refletindo uma acentuada carga
bacilar nesses pacientes. Nas formas tuberculéides os niveis desse anticorpo

apresentam-se semelhantes aos dos controles normais® 2.

Apesar da producao
aumentada de anticorpos especificos nas formas multibacilares, esta é ineficaz
para a eliminacao dos bacilos de Hansen (M. leprae). A defesa é efetuada pela
resposta imunoldgica celular, capaz de fagocitar e destruir os bacilos, mediada
por citocinas e mediadores da oxidacdo como os intermediarios reativos do
oxigénio (ROI) e do nitrogénio (RNI), fundamentais na destruicdo bacilar no
interior dos macréfagos®.

Nas lesdes tuberculbdides ha predominancia de células T auxiliares CD4+ e
citocinas da resposta Th1, como interleucina 12 (IL-12), interferon gama (IFN- v),
IL-1, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-2. Em contraste, nas lesdes
lepromatosas o predominio é de células T supressoras, CD8+ e citocinas Th2
como IL-4, IL-5 e IL-10. A citocina IL-12 estimula diretamente células NK (Natural
Killer), que passam a produzir IFN-y, o qual estimula o macrofago. IFN-y

associado a acao de TNF-o atuam incrementando a ativagdo macroféagica. Ao
contrario, as citocinas Th2, juntamente com a citocina TGF-f-1, sdo supressoras
da atividade Th1%4 323,

A classificacao de células T helper tipo 1 (Th1) ou tipo 2 (Th2) produzidas
em resposta ao M. leprae é baseada na producao exclusiva ou predominante de
IFN-y ou IL-4, respectivamente. O perfil de secrecéo restrita de citocinas pode nao
refletir o complexo papel regulatério das células T in vivo®*. Portanto, dependendo
da subpopulagéao de células T e da atividade macrofagica, havera predominancia

de mecanismos de defesa ou de disseminacdo da doenca, expressos
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clinicamente pelas formas tuberculbéide e lepromatosa, respectivamente. A
producao dos antigenos PGL-1 e lipoarabinomanana (LAM) pelo bacilo no interior
do macréfago favorece o escape a oxidacao intramacrofagica, ficando favorecida

a disseminagao do bacilo®*.

3. Diagnéstico em hanseniase

O diagnéstico da hanseniase é essencialmente clinico e epidemioldgico,
realizado por meio da andlise da histéria e condicbes de vida do paciente e do
exame dermato-neurolégico, para identificar lesées ou areas da pele com
alteracao de sensibilidade e/ou comprometimento de nervos periféricos sensitivo,
motor e/ou autondmico>>. O exame clinico dermato-neurolégico e a baciloscopia,
ainda, sado considerados o padrao ouro de diagnoéstico em hanseniase. Os
exames complementares tém papel auxiliar na caracterizacdo da extensao e
gravidade do acometimento cutaneo e neuroldgico, e ainda para classificacao do
paciente. Os exames complementares mais amplamente utilizados s&o:
baciloscopia, histopatoldgico, intradermorreacao de Mitsuda e testes sorologicos.

A baciloscopia € realizada para determinar a carga bacilar presente nos
esfregacos dérmicos do paciente, retirados dos lébulos das orelhas (LD e LE),
cotovelos (CD e CE), joelhos (JD e JE) e uma das lesbes, com resultados
descritos como Indice Baciloscépico (IB) de acordo com a Escala Logaritmica de
Ridley®, que varia de IB=0 a IB=6.

No exame histopatologico sdo necessarios no minimo 100.000 bacilos por
grama de tecido para que a detecgdo pela coloragdo de BAAR seja confiavel®’.

Este exame apresenta baixa sensibilidade, principalmente em pacientes com
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caracteristicas tubercul6ides da doenca, na qual os bacilos sdo raros ou
ausentes®.

A intradermorreagdo de Mitsuda indica o grau de imunidade celular do
paciente contra o M. leprae. Nao é um teste diagnéstico, ja que pode ser positivo
em individuos sem doenca que tiveram contato com pacientes com hanseniase e
negativo em pacientes LL que possuem baixo grau de imunidade celular®*. A
inoculacao intradérmica de suspensao de bacilos mortos pelo calor resulta, apds
3 ou 4 semanas, em reacao positiva com formacgao de papula infiltrada (forma TT)
ou reacao negativa com auséncia de alteracdo cutanea (forma LL). O resultado
desta reacdo associado a carga bacilar (baciloscopia) pode assinalar a
potencialidade de resposta imune celular do paciente?.

Exames soroldgicos tém sido usados para auxiliar no diagnéstico e na
classificacdo dos pacientes e sugeridos no acompanhamento pés-tratamento.
Estdo disponiveis testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos especificos

3940 sendo

contra lipoarabinomana, PGL-1 e antigenos proteicos do M. leprae
que o teste mais amplamente usado € o ELISA anti-PGL-1. Varios estudos
encontraram uma correlacao entre niveis de anticorpos detectados por ELISA e
indices bacterianos (IB), justificando estudos utilizando a sorologia como
ferramenta auxiliar na classificacdo dos pacientes®’.

A imunidade humoral apresenta-se mais evidente nos pacientes LL e BL,
sendo que os pacientes mais proximos ao polo TT apresentam respostas
ausentes ou com baixa intensidade. Assim, os testes soroldgicos possuem baixa
sensibilidade em pacientes PB, que muitas vezes tém respostas indetectaveis®®.

Os exames sorologicos normalmente apresentam correlagdo positiva com a

baciloscopia e costumam ser positivos nos pacientes MB. Pacientes MB com
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ELISA sorolégico anti-PGL1 positivo apresentam maiores riscos de
desenvolvimento de incapacidades neurolégicas*.

Em estudo que avaliou anticorpos no soro de pacientes MB, foi observado
que os niveis de anticorpos IgM e IgG anti-PGL-1 no soro foram mais baixos em
pacientes com hanseniase BT e mais altos em pacientes LL; que os niveis de
anticorpos IgM anti-PGL-1 foram elevados em pacientes com lesdes mistas (pele
e compromentimento da funcdo neural); que o comprometimento da funcéo
nervosa sensorial diagnosticada ha mais de seis meses estd associado com
elevacao significativa de anticorpos IgG anti-PGL-1. Foi relatado, ainda, que os
niveis de todos os anticorpos testados e TNFa foram mais baixos em pacientes
que apresentaram somente reacdo na pele. Um padrdo de associacdes
entre os marcadores e danos nos nervos foi apresentado, sendo sugerido que a
associagao de multiplos marcadores em lesées mais antigas (mais que 6 meses)

poderia apresentar quadros distintos de alteragdes nos nervos*.

4. Antigenos de superficie do M. leprae
A descoberta e elucidacédo da estrutura quimica do glicolipideo especifico

1%, e 0 achado de que era antigénico em

do Mycobacterium leprae em 198
1982* foram grandes inovagdes na pesquisa em hanseniase. O PGL-1 tem sido
usado em muitos estudos mostrando que pacientes LL formam grandes
quantidades de imunoglobulinas do tipo IgM reagindo contra este antigeno,
enquanto pacientes TT apresentam imunoglobulinas especificas em niveis baixos
de deteccao®'.

O PGL-1 é um componente da parede celular especifico do M. leprae,

sendo encontrado em grandes quantidades em tecidos humanos infectados com
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a micobactéria®®. Sua estrutura é composta de um trissacarideo (principal
determinante antigénico) e por uma extremidade lipofilica (Fig. 3). Este antigeno
nao apresenta reagao cruzada com M. tuberculosis ou outras micobactérias,
sendo Unico para M. leprae. A elucidacao da estrutura quimica do glicolipideo

43; 46

PGL-1, especifico do M. leprae , e a comprovacdo da sua antigenicidade®
possibilitaram grandes inovagdes na pesquisa em hanseniase*’, uma vez que
esse componente antigénico tem sido explorado no soro diagnostico por ELISA e

ML-Flow®" 4849
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Figura 3: Estrutura quimica de PGL-1 do M. leprae. Trissacarideo: 3,6-di-O-metila- -D-
glicopiranosil-(1—4)-2,3-di-O-metila-a-L-ramnopiranosil. Adaptado de Tabouret G et al, 2010°°.
O PGL-1 tem sido utilizado em ensaios de ELISA e também no teste ML-
Flow, um teste imunocromatografico simples que pode ser executado sem
: £ a91;562
equipamentos e fora de laboratorios .
Devido a limitagcdo da obtengdo da molécula nativa do PGL-1, restrita ao

crescimento de M. leprae em tatus® e camundongos®*, como alternativa tém sido

produzidas moléculas sintéticas, tais como: monossacarideo-octil-BSA (M-O-
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BSA); dissacarideo-BSA (D-BSA)*°; dissacarideo natural-octil-BSA e natural-octil-
HSA (ND-O-BSA e ND-O-HSA); e trissacarideo natural-fenol-BSA (NT-P-BSA)®’.

As arabinomananas de LAM tém demonstrado ser expostas na superficie
celular e também estao diretamente ligadas a imunopatogénese da hanseniase e
tuberculose®®. A molécula de LAM parece estar ligada firmemente & parede
celular, mas nao completamente. O anticorpo monoclonal de LAM reconhece a
célula micobacteriana inteira em experimentos de ELISA, sugerindo que parte
desta molécula esta situada no exterior da célula, sendo acessivel ao ambiente®®.
A esséncia da parede celular micobacteriana € a mycolyl arabinogalactan-
peptidoglycan complexo (MAGP) e a lipoarabinomanana associado (LAM) (Fig. 4).
A mAGP constitui o nucleo subjacente da parede, ao passo que o LAM tem
demonstrado exercer profundos efeitos fisioldgicos®®. Além disso, o LAM tem
demonstrado ser exposto na superficie da parede celular e estar diretamente

implicado na imunopatogénese da hanseniase e da tuberculose®®.
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Figura 4: Estrutura quimica da parede celular micobacteriana; os arranjos tridimensional e espacial
das moléculas-chave sdo ainda desconhecidos. Pensa-se a maioria das paredes celulares
micobacterianas conforme o presente modelo, com mAGP e LAM como os dois componentes
principais. Extraido de Chatterjee & Khoo, 1998 %.

O LAM vem sendo implicado como alvo do ataque do sistema
complemento. O complexo de atague a membrana (MAC) co-localizado com LAM
em axbénios vem apontando para o papel deste antigeno na ativacdao do
complemento e dano neural em pacientes com hanseniase®'.

Muitos antigenos da parede do M. leprae pertencem a familia das proteinas
de choque térmico (HSP), como HSP10 e HSP60 analogas em estrutura e fungcéo
a GroEL e GroES de Escherichia coli, respectivamente®®. As HSPs microbianas,
produzidas em condi¢cdes de estresse, sdo alvos antigénicos dominantes para
imunidade celular®®. Alguns trabalhos tém demonstrado a producdo de IgG em
pacientes com hanseniase, especialmente os multibacilares, em resposta a essas

proteinas® ®°, demonstrando o potencial das mesmas no diagndstico soroldgico

da hanseniase.
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5. Reacoes hansénicas

Apesar da poliquimioterapia eficaz, a hanseniase ainda é endémica em
varias partes do mundo, especialmente no Brasil e na india. A maioria da
populacado infectada permanece saudavel, enquanto que um subconjunto dos
individuos infectados desenvolve sintomas clinicos, que estdo associados com a
imunidade do hospedeiro ao bacilo®’. A hanseniase é uma doenca que afeta
principalmente a pele e os nervos periféricos, levando a perda de fungbes
sensoriais, motoras e autébnomas. Dificuldades persistem na conduta clinica,
tratamento e monitoramento das reacdes hansénicas, que podem gerar danos
aos nervos® %’

As reacdes hansénicas podem ser definidas como manifestagdes clinicas
resultantes de alteracées no balanco imunolégico entre o hospedeiro e 0 agente
infectante M. leprae. Esses episddios agudos, que afetam principalmente pele e
nervos, sao a principal causa de morbidade e incapacidade da fungdao do nervo
periférico?.

As reacbes hansénicas podem ocorrer antes, durante e apos o tratamento
PQT e sdo classificadas como do tipo 1 ou tipo 2%. A reacéo tipo 1, ou reacédo
reversa (RR), esta associada com a imunidade mediada por células, resposta
padrao Th1, caracterizada por expansdo granuloma, edema, recrutamento de
linfécitos CD4+, um aumento da interleucina-2 (IL-2) e expressao do antigeno
leucocitario humano D (HLA-D) em células do infiltrado celular. A reacao do tipo 1
também é caracterizada pela presenca de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
de interferon-gama (IFN- 7v), que sédo importantes para a expressao da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (INOS) no citoplasma dos macréfagos,

determinando uma atividade eficaz®.
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A reacao tipo 2 ou reacao tipo eritema nodosum leprosum (ENL) é uma
reacdo de hipersensibilidade sistémica que se assemelha a reacao tipo Ill da
classificacdo de Coombs e Gell e esta associada a deposicdo de complexos
imunes nos tecidos, que é reforcada pelo aumento da pressao arterial e da
permeabilidade vascular. A ENL também esta relacionada com niveis elevados
de TNF-a, infiltracdo de neutrdfilos, ativagdo do sistema do complemento
(comprometendo varios 06rgaos), e niveis elevados de IL-6, IL-8 e IL-10
(expressao de RNA mensageiro), que caracterizam uma resposta tipo Th2, isto é,
imunidade humoral®.

A presenca de infeccdes (bacterianas, fungicas ou virais), o uso de iodeto,
brometo, oxafloxacina, medicacdo baseada em dapsona ou rifampicina,
alteracées hormonais, gravidez, pdés-parto, amamentacao, uso de alcool, trauma,
vacinagcao, estresse fisico e procedimentos cirlirgicos tém sido mencionados
como fatores de risco para as reagdes hansénicas’’. As infeccdes orais também
tém sido sugeridas como fatores de risco para a ocorréncia de reagcbes, como
indicado por uma reducdo observada nas taxas de reagbes apos o
estabelecimento de um tratamento dentario® ”'. Apds o tratamento (PQT), titulos
elevados de anticorpos IgM anti-PGL-1 tém sido identificados como um relevante
marcador para reacao pos alta. Brito et al, em 2008, utilizando ML Flow anti-PGL-
1 em MB, apresentaram uma soropositividade ap6s a poliquimioterapia
correspondente a uma probabilidade de 10.4 vezes maior de desenvolver reacéo,
quando comparada com pacientes de resultados negativos’?.

A lesédo do nervo na hanseniase é estudada quase que exclusivamente em
fases tardias da doenca, ja que raros estudos publicados descrevem mudancas

no nervo nas fases iniciais da doenca. No entanto, a afinidade natural do M.
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leprae para nervo, particularmente para as células de Schwann®, faz com que seja
provavel que o dano do nervo comece em uma fase muito precoce da infecgdo®’.
Contudo, os mecanismos do dano ao nervo subjacente no inicio da doencga
continuam a ser elucidados. Compreender 0s mecanismos moleculares e
imunoldgicos da lesdo no nervo induzida por M. leprae é um passo necessario no
tratamento da hanseniase para prevenir a progressao da infeccdo para uma
extensa condicao neuropatica®’.

O sistema complemento € um componente chave do sistema de defesa do
hospedeiro contra patdgenos, mas sua ativacao excessiva ou descontrolada pode
causar dando ao hospedeiro. A ativagdo do complemento pode ocorrer via
reconhecimento do complexo antigeno-anticorpo (via classica), de superficies
estranhas (via alternativa) ou aglcar bacterianos (via das lectinas).
Independentemente do gatilho, a ativacao resulta na clivagem de C3, seguida por
clivagem de C5 e formagdo do complexo de ataque a membrana (MAC), que
perfura buracos através da membrana celular, resultando na lise da célula alvo.
Como os componentes do complemento ativados sao soluveis e podem
axpandir seu local de atuacédo para areas adjacentes, o MAC pode danificar os
tecidos saudaveis adjacentes e aumentar a inflamacéo®’.

Apés lesao traumatica de nervos periféricos em ratos, a formacao do MAC
contribui para inicio da perda de proteinas da mielina e ao dano axonal, enquanto
a inibicdo da formagé&o do MAC reduz o dano ao nervo e melhora a regeneragao e
recuperacdo funcional’.

A participacdo do MAC causando danos aos nervos acometidos pelo M.
leprae e seus componentes tem sido evidenciada em ratos, nos quais injecoes

intraneurais de M. leprae sonicado induziram a deposicao de MAC e alteracdes
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patolégicas no nervo, enquanto que a inibicdo do MAC preservou mielina e
axonios’. Em estudo em humanos utilizando biépsias de pacientes com
hanseniase o grau de imunoreatividade de LAM e MAC foi robusto e
significativamente mais alto em multibacilares comparado aos doadores
paucibacilares, sendo a associacao entre LAM e MAC altamente significante nas
amostras de doentes e negativas nos controles saudaveis. O MAC co-localizado
com LAM em axbnios vem apontando para o papel deste antigeno do M. leprae
na ativagdo do complemento e dano neural em pacientes com hanseniase®’.

De forma geral estudos tém mostrado que hanseniase do tipo multibacilar,
0 aumento da idade e a presenca de dano no nervo no momento do diagnéstico
da hanseniase sao fatores de risco para o desenvolvimento de dano ao nervo
adicional. Porém, poucos estudos tém focado em parametros laboratoriais como
fator de risco®. Neste contexto, marcadores prognésticos para o desenvolvimento
de reacdes hansénicas poderiam complementar dados de exames clinicos e
estabelecer grupos de risco para o surgimento de incapacidades, proporcionando
para estes individuos diagnosticos precoces e pronto atendimento quimioterapico,

evitando danos neurais severos.

6. Vacina BCG e hanseniase

A vacina BCG foi desenvolvida entre 1908 e 1921 por Albert Calmette e
Camille Guérin na Franca por cultura de Mycobacterium bovis em meio contendo
bile. Com apenas alguns ciclos de cultura (passagens), a bactéria mostrou
diminuicao de viruléncia em animais experimentais. Depois de 230 passagens ao

longo de um periodo de 13 anos a cepa BCG foi ainda mais atenuada, mas
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oferecendo, ainda, protecao contra o desafio letal do Mycobacterium tuberculosis
em bezerros e porquinhos da india. A sua primeira utilizacdo em seres humanos
foi na Franga em 1921, sendo, entdo, as cepas filhas distribuidas ao redor do
mundo para utilizacdo na fabricacdo da vacina. Como resultado de repetidas
passagens sob condig¢des diferentes em diferentes laboratérios em todo o mundo,
as cepas da vacina BCG divergiram geneticamente. Ha evidéncias de que
polimorfismos de nucleotideo Unico, duplicacbes e eliminacbes continuaram a
surgir até que a liofilizacao foi introduzida na década de 1960 para armazenar
lotes de sementes secas-congeladas para a producéo de vacinas’.

Ambos os dados em animais e humanos apdéiam o papel-chave de células
T CD4 no controle de M. tuberculosis apés a infecgcdo. Maior morbidade e
mortalidade em ratos com redugcdo de células CD4 confirmam o papel
fundamental deste subconjunto de células T % 77 O ressurgimento da
tuberculose associado a epidemia de HIV também demonstra que a perda de
células T CD4 aumenta a susceptibilidade & tuberculose’®. Acredita-se que a
funcédo efetora principal de células T CD4 seja uma resposta T helper Tipo 1

(Th1), envolvendo a producdo de IFN-y e IL-2, que conduz a ativacdo de

macréfagos. Varios estudos demonstraram que o IFN-y produzido pelas células T
CD4 é de grande importancia para a protecdo contra tuberculose em ratos’® &,
Do mesmo modo, nos seres humanos, a deficiéncia de receptor de IFN-y esta
associada com o aumento da susceptibilidade & infeccdo micobacteriana’.
Evidéncias acumuladas tém levado ao conceito de que uma resposta imune
dominada por Th1, refletida pela liberacao de IFN-y por células T CD4, apés a

estimulacdo com antigenos de M. tuberculosis, fornece o melhor correlato de

imunidade protetora induzida pela vacina BCG atualmente disponivel. Contudo, a
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correlacdo entre producdo de IFN-y e protecdo pode nao ser linear,
potencialmente, pois uma vez que determinado limite € atingido, niveis mais
elevados de citocinas podem nao ter nenhum beneficio adicional™.

O Mpycobacterium tuberculosis induz a apoptose em macrofagos
infectados, o que leva a liberacdo de vesiculas contendo antigenos de
tuberculose. Estas vesiculas sao englobadas pelas células dendriticas, que
apresentam, em seguida, o antigeno em conjunto com o complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) de classe |, que conduz a ativagdo de
células T CD8. O papel das células T CD8 é suportado por experiéncias em ratos,
MHC | deficientes, em que ocorre reducao da sobrevivencia apés infeccao por M.
tuberculosis®’. Imunizagdo prévia desses ratos com BCG prolonga sua
sobrevivéncia, mas ndo os protege da morte, destacando o requisito de células
CD8 em imunidade protetora®’. O mecanismo efetor das células T CD8 nio é
completamente compreendido, mas ndo € explicado pela atividade citolitica
sozinho. A contribuigdo relativa de CD8 células T para protecdo € de dificil
avaliacao como o resultado da sobreposicao de funcao e interacdo com as células
T CD4. Ha evidéncias, no entanto, que as células T CD4 sdo mais importantes na
infeccdo aguda, enquanto que as células T CD8 sao responsaveis pela contencao
da infeccdo latente®. A resposta especifica das células T CD8 apds imunizagao
com BCG em recém-nascidos s6 recentemente foi investigada e verificou-se ser
citotoxica, ou de liberagdo de citocinas ou, com menos frequéncia, ambas. Uma
das mais recentes vias descritas para a ativagao de células T CD8 em infeccao
por M. tuberculosis é a apresentacdo cruzada de antigenos®.

Resposta imune Th2, caracterizada pela producédo de IL-4, IL-5 e IL-13,

pode modular suposta resposta imune Th1 protetora contra a tuberculose. Tem
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sido especulado que a doenca progressiva tuberculose pode nao ser devido a
auséncia de uma resposta Th1, mas devido ao efeito subversivo de IL-4 suprimir
a resposta de Th1. Células T produtoras de IL-4 e mRNA de IL-4 sdo aumentadas
em tuberculose pulmonar e correlacionadas com extensado da cavitagao pulmonar.
Isto sugere que o balanco das respostas de Th1 / Th2 é um fator importante na
imunidade protetora contra tuberculose®*7“.

Em suinos de idades precoces células T 75 (gama delta) séao
funcionalmente aumentadas, juntamente com a producao de IFN-y, ap6s vacina
BCG, sugerindo um importante papel para este subconjunto de células T na
imunidade adquirida conferida por vacinagdo M. bovis BCG®.

Em estudo avaliando antigenos micobacterianos e sua capacidade de
induzir respostas imunolégicas apds a vacinacdao com BCG foi relatado que entre
0S grupos: sem vacinacao (grupo controle vacinado em outro momento); apos
vacinagcdo com BCG (grupo saudavel que recebeu vacinacao intradérmica), e
pacientes com tuberculose ativa (grupo de doentes), as respostas de IgG reativas
ao LAM foram significativamente aumentadas entre os grupos vacinados com
BCG e com tuberculose ativa em tratamento. O grupo vacinado com BCG, com
duas doses orais, foi acompanhado por 6 meses e apresentou reatividade frente
ao LAM significativamente maior pela IgA secretora em amostras colhidas em
lagrimas e secrecdo da parétida apdés a vacinacgao, principalmente aos 42 dias
apds a segunda dose, que correspondeu & 302 semana do estudo®. LAM é um
dos imunégenos dominantes do bacilo de Hansen, reagindo prontamente com

anticorpos de pacientes com hanseniase lepromatosa®’.
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7. Valor diagnodstico da Saliva, Imunidade Mucosa e IgA

A saliva humana é um fluido biol6gico claro, ligeiramente acido (pH = 6.0-
7.0), contendo uma mistura de secrecdes de varias glandulas salivares, incluindo
a paroétida, submandibular, sublingual e outras glandulas menores distribuidas na
mucosa oral. Este fluido oral desempenha varias fungdes fisioldgicas tais como
digestdo, degluticdo de alimentos e degustacdo, a lubrificacdo dos tecidos, a
manutencao da integridade dos dentes, protecdo antibacteriana e antiviral. Além
disso, a saliva tem a importante funcdo de manter a homeostasia do sistema da
cavidade oral e pode ser explorado para vigilancia da satde e da doenca®®.

O valor da saliva como meio diagnostico de doencas orais e sistémicas tem
sido objeto de estudo de diversos pesquisadores com o intuito de acrescentar
uma possibilidade de exame complementar. A analise da saliva, bem como a
analise do sangue, tem duas finalidades: a primeira é identificar individuos com
doenca (diagnéstico), e a segunda acompanhar o progresso do individuo afetado
(monitoramento), avaliando inclusive a efetividade do tratamento empregado®.

As imunoglobulinas presentes na saliva s&o oriundas das glandulas
salivares e do soro sanguineo. A imunoglobulina A secretora (slgA), que é
derivada de plasmécitos nas glandulas salivares, € predominante e representa o
principal mecanismo de resposta imune especifica da saliva. As imunoglobulinas
M e G (IgM e IgG) presentes na saliva sdo derivadas do soro e chegam a
cavidade bucal por meio do fluido crevicular gengival. IgM e IgG estdo presentes
em concentragdes inferiores & IgA salivar®®. A imunoglobulina A secretora (slgA) é
a IgA na forma dimérica, ligada a outra proteina denominada peca secretora, que
é produzida por células epiteliais®®. Esse componente facilita o transporte e

impede a agéo proteolitica sobre a IgA, tornando-a um importante mecanismo de
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defesa em mucosas. Encontra-se predominantemente em secrecdes
seromucosas como saliva, lagrima, colostro, leite, liquor, além de secrecdes
traqueobrdnquicas, intestinais e genitourinarias®’.

As superficies das mucosas sao protegidas da adesao microbiana, invasao
e danos por agentes patogénicos e toxinas por uma variedade de mecanismos de
defesa imunoldgicos e nao imunolégicos. Embora a nocdo de imunidade da
mucosa seja mais antiga e apesar dos resultados impressionantes conseguidos
por Besredka (1927) durante as trés primeiras décadas do século XX, o estudo
sistematico neste dominio comegou com a descoberta da imunoglobulina A (slgA)
por Heremans, Heremans & Schultze, 1958, em secre¢bes que banham as
membranas mucosas. Dependendo do local da mucosa, esta classe especial de
anticorpo pode ser produzida localmente (por exemplo, em glandulas salivares e
lacrimais) por transporte ativo, por processamento de IgA no soro, ou por uma
combinacdo de ambos. Glandulas salivares menores desempenham um papel
relevante na imunidade mediada pela imunoglobulina A secretéria (slgA) da
cavidade oral ®2. A deficiéncia da imunoglobulina A (IgA) é a mais comum dentre
as imunodeficiéncias congénitas conhecidas. Os pacientes podem apresentar
quadros de infeccbes de repeticdo graves, principalmente em vias aéreas

superiores e inferiores e, também, no aparelho gastrintestinal®'

. Camundongos
nocauteados para o gene IgA (-/-) apresentaram maior susceptibilidade a infeccao
por BCG, comparado aos camundongos normais (+/+), revelada por alta carga
bacteriana nos pulmdes. Fato importante neste estudo foi a analise das respostas
de citocinas, que revelou uma reducdo na producdo de IFN-y e TNF-a nos
pulmdes dos camundongos IgA -/- em comparacao com IgA +/+. Foi sugerido

que a IgA pode desempenhar um papel na protegcdo contra infec¢cdes por
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micobactérias do trato respiratério por bloqueio da entrada do patégeno e/ou
modulando as respostas pré-inflamatérias®.

A principal funcao bioldgica da IgA é a protecdo contra microrganismos
invasores como virus e bactérias nas superficies das mucosas, inibindo o
mecanismo de aderéncia desses as células epiteliais. A IgA representa 15 a 20%
das imunoglobulinas e é dividida em subclasses, IgA 1 (90%) e IgA 2 (10%). Ha
relatos de diminuicdo dos niveis de sIlgA com a idade, apds exercicios e estados
depressivos. Atletas que foram submetidos a exercicios prolongados tiveram
diminuicao dos niveis de sIgA e maior incidéncia de infeccées nas vias aéreas
superiores. A IgA nao fixa complemento e por isso pode atuar contra
microrganismos sem desencadear a cascata do processo inflamatério que
danifica as superficies epiteliais. Por apresentar um mecanismo de resposta local
e meia-vida curta nem sempre ela protege contra a reinfecgdo. Além disso,
promove diminuicao da absor¢cao de uma variedade de antigenos ou alergénios,
inalados ou ingeridos, que podem desencadear respostas imunes®'.

A IgA vem sendo com muita expectativa investigada no diagndstico, no
monitoramento do tratamento e no processo de evolugdo das doengas® % % 7,
Neste sentido a slgA salivar pode vir a ser um importante exame complementar a
ser utilizado como instrumento de avaliacdo de exposicdo ao M. leprae, no

monitoramento da PQT e, ainda, como preditivo de reacoes.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o comportamento da slgA salivar anti-PGL-1 e anti-LAM em

pacientes com hanseniase e contatos intradomiciliares.

Objetivos Especificos

1.

Avaliar o comportamento da slgA salivar anti-PGL-1 e anti-LAM em
pacientes com hanseniase virgens de tratamento, por género, forma
clinica (FC) e classificacdo operacional (CO), correlacionando com as
reagcOes hansénicas;

Avaliar o comportamento da slgA salivar anti-PGL-1 e anti-LAM em
pacientes no momento da alta da PQT, correlacionando com as reag6es

hansénicas;

. Analisar o comportamento da slgA salivar anti-PGL-1 e anti-LAM nos

contatos intradomiciliares, correlacionando com os testes de Mitsuda e
cBCG;

Analisar o comportamento da slgA salivar anti-LAM no diagnéstico e no
momento de alta da PQT e sua relacao com as reacdes hansénicas.
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JUSTIFICATIVA

Entre as doencas transmissiveis a hanseniase continua sendo uma das
principais causas de neuropatia periférica e incapacidades no mundo. O niamero
de casos novos que apresentava redugdao desde 2007 voltou a subir, e dos
33.789 casos novos registrados em 2014 nas Américas, 31.064 (91.9%) foram
notificados no Brasil. O coeficiente de deteccdo de casos novos em menores de
15 anos foi de 4.88, configurando um coeficiente de detecgcdo muito alto. A
infectividade pelo M. leprae pode resultar em danos progressivos, com padrdes
caracteristicos de deficiéncia que incluem ulceragédo da pele e deformidades nos
nervos, provocando um problema de saude publica especial devido ao fato de
poder causar incapacidades permanentes, bem como por suas consequéncias
sociais, tais como discriminagéo e estigma. A primeira barreira a infecgdo com M.
leprae é a imunidade inata, representada pela integridade do epitélio, secregdes,
e pela imunoglobulina de superficie A (IgA). A imunoglobulina A secretora (slgA),
derivada de plasmécitos nas glandulas salivares, € predominante e representa o
principal mecanismo de resposta imune especifica da saliva. A utilizacdo desta
imunoglobulina como instrumento de monitoramento da terapia de doengas orais
e sistémicas vem sendo explorada com o intuito de trazer um exame menos
invasivo para os pacientes, possibilitando, ainda, estabelecer um exame preditivo

das reacdes hansénicas.
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Resumo

A hanseniase é uma doenga infecciosa crbnica, neuro/dermatoloégica e
incapacitante, que tem como agente etioldgico o Mycobacterium leprae. Apesar
de ser uma doenga muito antiga, os mecanismos imunopatoldégicos continuam
pouco entendidos e necessitam de esforco concentrado para esclarecer as
relacdes entre o parasita e o hospedeiro. O PGL-1 é um componente da parede
celular especifico do M. leprae, encontrado em grandes quantidades em tecidos
humanos infectados e podendo ser identificado na saliva, porém sua participacao
na imunidade mucosa ainda ndo esta esclarecida. O presente estudo avaliou
através de ELISA indireto a presenca da IgA secretéria (slgA) anti-PGL-1 em
pacientes com hanseniase e seus contatos, correlacionando-a com forma clinica,
classificacdo operacional e a ocorréncia de reagdo hansénica nos pacientes.
Diferencas significativas ocorreram entre os valores do indice ELISA do grupo de
pacientes e dos controles endémicos (p = 0.01). Foi observada na forma PB (OR
12.09, IC 1.31 — 111.66; p = 0.028), quando comparada aos MB (OR 0.94, IC 0.38
— 2.29; p = 0.899), uma maior e significante associacao da positividade da slgA
salivar com as reag6es. Quanto as formas clinicas foi observada associacao entre
a positividade do IE salivar e o surgimento de reagdes hansénicas nas formas BT
(OR 7.12, IC 2.07 — 24.54; p = 0.002). Este fato sugere que a slgA salivar anti-
PGL-1 é um marcador de reacdo hansénica tipo 1 nas formas BT e pode ser
utilizado como um marcador prognéstico desses pacientes, identificando aqueles

com maior risco de dano neural.
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Abstract

Leprosy is a chronic infectious neurodermatological and disabling disease whose
etiologic agent is Mycobacterium leprae. Despite being a very ancient disease, the
pathogenic mechanisms remain poorly understood and require concerted effort to
clarify the relationship between the parasite and the host. PGL-1 is a specific cell
wall component of M. leprae found in large quantities in infected human tissues
and can be identified in saliva, but its participation in mucosal immunity is not yet
clarified. This study evaluated the presence of secretory IgA (slgA) anti-PGL-1 by
indirect ELISA in leprosy patients and their contacts, correlating it with the clinical
form, operational classification, and the occurrence of leprosy reaction in patients.
Significant differences occurred between the values of the ELISA Index (El) group
of patients and endemic controls (p = 0.01). In the PB form (OR 12.09, Cl 1.31 -
111.66; p = 0.028) when compared to the MB form (OR 0.94, Cl 0.38 — 2.29; p =
0.899), a larger and significant association between positive salivary sIgA with
reactions was noted. Among the clinical forms, there was an association between
the positivity of salivary El and the appearance of leprosy reactions in BT forms
(OR 7.12, Cl 2.07 - 24.54; p = 0.002). This suggests that the saliva sIgA anti-PGL-
1 is a leprosy type 1 reaction marker in BT forms and can be used as a prognostic
marker in the diagnosis of these patients to identify those at higher risk of nerve

damage.
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1. Introducao

O M. leprae é a Uunica espécie de micobactéria que infecta nervos
periféricos e ndo cresce em meios de cultura artificiais (36), gerando um obstaculo
na pesquisa de novos testes diagndsticos pela dificuldade na obtencdo de
antigenos naturais. O bacilo é considerado de alta infectividade, porém de baixa
patogenicidade (4).

A medida que as micobactérias entram no corpo humano, a parede celular
€ o primeiro ponto de encontro com o sistema imune. A parede celular do M.
leprae consiste principalmente de lipideos, inclusive uma fragdo consideravel de
glicolipideos com composi¢do unica de carboidratos. Um dos primeiros antigenos
especificos do Mycobacterium leprae a ser isolado e caracterizado foi o
glicolipideo fendlico-1 (PGL-1), o principal glicolipideo antigénico do bacilo. O
principal determinante antigénico de PGL-1 € a ultima parte di- e trissacarideo da
molécula. Anticorpos monoclonais foram utilizados para analisar o determinante
antigénico de PGL-1 em mais profundidade, sendo mostrado que a remocéo do
residuo de acucar terminal resultou na perda de ligacdo entre a maioria de
anticorpos, enquanto a remocao de acidos graxos de cadeia longa da molécula
nao fez efeito na ligacdo de anticorpos. Esse e outros resultados sugerem que a
sintese quimica do ultimo dissacarideo criaria um epitopo antigénico especifico o
suficiente para ser aplicado na sorologia da hanseniase (5). O PGL-1 nao
apresenta reacao cruzada com M. tuberculosis ou outras micobactérias, sendo
Unico para M. leprae (12) e a comprovacao da sua antigenicidade (28) possibilitou

grandes inovacdes na pesquisa em hanseniase (21), uma vez que esse
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componente antigénico tem sido explorado no sorodiagnostico por ELISA e ML-
Flow (19), bem como em outros testes rapidos associados (LID + NDO) (9).

Varios grupos tém utilizado procedimentos pds-genémicos para a
descoberta de novos antigenos que possam ser utilizados no diagnéstico da
hanseniase ou como unidades vacinais (2, 31, 40). Estes estudos tém explorado
sequéncias de genes do M. leprae para a identificacdo de proteinas ou peptideos
que possam ser adequados ao sorodiagnéstico das diferentes formas clinicas da
hanseniase.

Jadhav et al, 2011, em estudo que avaliou anticorpos no soro de pacientes
MB, apresentaram que 0s niveis de anticorpos IgM e IgG anti-PGL-1 foram mais
baixos em pacientes com hanseniase BT e mais altos em pacientes LL; que os
niveis de anticorpos IgM anti-PGL-1 foram elevados em pacientes com lesdes
mistas (pele e compromentimento da funcado neural); € que o0 comprometimento
da funcdo nervosa sensorial diagnosticada ha mais de seis meses esta associado
com elevacao significativa de anticorpos IgG anti-PGL-1. Foi relatado, ainda, que
0s niveis de todos os anticorpos testados e TNFa foram mais baixos em pacientes
gue apresentaram somente reagao na pele (14).

O PGL-1 pode ser identificado na saliva e sua participacdo na imunidade
mucosa vem sendo investigada. O valor da saliva como meio diagnéstico de
doencas orais e sistémicas tem sido objeto de estudo de diversos pesquisadores
com o intuito de acrescentar uma possibilidade de exame complementar. A
analise da saliva, bem como a analise do sangue, tem duas finalidades: a primeira
€ identificar individuos com doenca, e a segunda, acompanhar o progresso do
individuo afetado, avaliando inclusive a efetividade do tratamento empregado

(22).
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A funcdo de defesa das mucosas contra infeccdo pelo M. leprae nao é
clara. Contudo, sabe-se que imunidade local é a primeira linha de defesa contra o
M. leprae, que consiste de secrecao de peptideos antimicrobianos e anticorpos
especificos das classes de imunoglobulinas para o antigeno. Alguns autores
demonstraram a elevacao da secrecdo de imunoglobulina salivar em pacientes
com hanseniase e contatos domiciliares. A deteccdo de anticorpos na saliva
representa a expressdo da imunidade local (1, 24), mas a sua presenca nao é
suficiente para bloquear o processo de infeccao pelo M. leprae (8, 42), mesmo
assim seu efeito local dever ser considerado, embora M. Leprae em varios
estudos tenha sido identificado na mucosa bucal (17, 20, 39, 41).

Bonflito et al, 2009, compararam o comportamento da IgA secretéria
salivar, IgM salivar e da IgM no soro frente a exposicao ao antigeno PGL-1 nos
grupos de pacientes virgens de tratamento, tratamento com PQT concluido,
tratamento em andamento e controles saudaveis e, ainda, entre os grupos MB e
PB. A IgM no soro apresentou resultado mais elevado no grupo virgem de
tratamento. Quanto a IgA salivar, foi observada diferenca entre os grupos virgens
de tratamento (0.176+0.118), que apresentou maiores médias de absorbancia
(ABS) quando comparado aos controles endémicos (0.082+0.062), e entre os
grupos MB com maiores valores médios de ABS do que os PB, 0.2041+0.113 e
0.113£0.105, respectivamente. Os resultados sugerem um papel util para a
mensuracdao de anticorpo salivar anti-PGL-1, que pode ser usado como um
método facil, de baixo custo e nado invasivo para deteccdo de hanseniase na

populacado e para monitorar a resposta a poliquimioterapia (PQT) (23).
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Este trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento da IgA salivar
secretéria contra o antigeno PGL-1 nativo nos pacientes com hanseniase, no

momento do diagnédstico e na alta da PQT, e em contatos.

2. Material e Métodos

2.1 Pacientes, Contatos Intradomiciliares e Controles Endémicos

Foram obtidas para este estudo amostras de saliva de 117 pacientes (71
homens e 46 mulheres) com hanseniase e virgens de tratamento; 42 amostras de
saliva de pacientes (23 homens e 19 mulheres) que haviam completado a PQT e
111 amostras de saliva de contatos (40 homens e 71 mulheres) atendidos no
Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitaria e Hanseniase
(CREDESH), do Hospital de Clinicas (HC), da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) — MG (Tab 1). Os pacientes tiveram amostras de saliva
coletadas no diagnéstico e ao término da PQT (alta) e foram monitorados durante
o tempo da pesquisa quanto ao surgimento de reacdes hansénicas. Foram
avaliados, ainda, 11 controles endémicos (3 homens e 8 mulheres). O trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa/CEP, parecer 643/11 (ANEXO A) da
UFU e o consentimento escrito e informado foi obtido de cada participante da

pesquisa (ANEXO B).

2.2 Apresentacao dos Grupos

Foram avaliados 4 grupos com individuos distintos:

Grupo 1 — Pacientes com hanseniase virgens de tratamento: foram
incluidos neste grupo pacientes que n&o tinham realizado nenhum tratamento

com a PQT e que nado apresentaram comorbidades tais como diabetes mellitus,
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cirrose hepatica, leishmaniose, toxoplasmose, tuberculose, neuropatias

hereditarias, dentre outras.

Grupo 2 — Pacientes que completaram a PQT: foram incluidos neste grupo

pacientes com hanseniase que completaram a PQT.

Grupo 3 — Contatos intradomiciliares: este grupo foi composto por 111

contatos intradomiciliares monitorados pelo CREDESH/HC/UFU.

Grupo 4 — Controles endémicos — foram incluidos neste grupo individuos

saudaveis que desconheciam qualquer contato com pacientes de hanseniase.

2.3 Dados Clinicos

Foi realizada consulta aos prontuarios médicos dos pacientes com
hanseniase para obtencao de dados clinicos (do diagnéstico, alta e do tratamento
realizado) e epidemiol6gicos como: género, forma clinica (FC), classificacao

operacional (CO) e surgimento de reacdes hansénicas.

Os pacientes receberam uma classificacdo operacional, sendo 38
paucibacilares (PB) e 80 multibacilares (MB) (27). Além de 3 pacientes da forma
indeterminada (HI), os outros pacientes foram distribuidos nas formas clinicas, de
acordo com a classificacdo espectral de Ridley & Jopling (33), sendo 8 da forma
tuberculéide (TT), 58 da forma clinica borderline-tuberculdide (BT: 29 BT/PB e 29
BT/MB), 11 borderline-borderline (BB), 18 da forma borderline-lepromatosa (BL) e

20 pacientes com a forma lepromatosa (LL).
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Todos os pacientes foram submetidos a um protocolo clinico-laboratorial
para o diagnostico de hanseniase e classificacdo clinica, considerando: o
histopatolégico das bidpsias da lesdo de pele, a baciloscopia dos esfregacos
dérmicos de no minimo 7 locais, o teste de Mitsuda para analise da resposta
imune celular especifica ao M. leprae e teste ELISA indireto anti-PGL-1 para
analise da resposta imune humoral.

A baciloscopia foi realizada para determinar a carga bacilar presente nos
esfregacos dérmicos do paciente, que foram coletados dos I6bulos das orelhas
(LD e LE), cotovelos (CD e CE), joelhos (JD e JE) e uma das lesdes, com
resultados descritos como indice Baciloscopico (IB) de acordo com a Escala
Logaritmica de Ridley (32), que varia de IB=0 a I1B=6.

O teste de Mitsuda foi realizado nos pacientes para quantificar a resposta
imune celular especifica ao M. leprae. A leitura do teste é feita apds quatro
semanas da aplicagcdo intradérmica de 0,1 ml do antigeno no antebrago direito,
por meio da medida em milimetros (mm) do didmetro da induracéo local. Os
resultados do teste de Mitsuda foram classificados da seguinte forma: 0 a 3 mm —
negativo ou duvidoso; 4 a 7 mm- positivo fraco; 8 a10 mm - positivo forte; e maior
que 10 - fortemente positivo (27). Neste estudo foi adotado um sistema de leitura
reduzido utilizado em trabalho anterior do nosso grupo (11), onde a partir dos
resultados em milimetros da induracdo local foram definidos dois grupos
categoricos: 0 "negativo" para leituras de até 7 mm (0 — 7 mm), que consistiu de
resultados negativos a fracamente positivos, e o "positivo" para leituras maiores
que 7 mm (> 7 mm), que aborda resultados positivos e fortemente positivos com

ou sem ulceracgdes.
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O teste ELISA indireto anti-PGL-1 é um teste sorolégico que detecta e
quantifica a presenca de anticorpos IgM contra o antigeno PGL-1 presente na
parede do M. leprae e sua positividade correlaciona-se com o espectro clinico e o
indice baciloscopico dos pacientes com hanseniase (6, 7, 38). O resultado do
teste é apresentado na forma do indice ELISA (IE), considerado positivo quando
maior que 1.0. Em nosso estudo o teste ELISA sorolégico IgM anti-PGL-1 foi
realizado nos grupos 1,2 e 3.

Dos contatos intradomiciliares em acompanhamento no
CREDESH/HC/UFU foram coletados dados referentes ao teste sorolégico ELISA
anti-PGL-1, ao teste de Mitsuda e ao exame fisico para detecgdo de cicatriz
vacinal BCG (0, 1 ou 2 cicatrizes). Os contatos foram, ainda, classificados de

acordo com a forma clinica (FC) e classificagao operacional (CO) do caso indice.

2.4 Coleta da Saliva

A coleta da saliva de forma nao estimulada foi feita por meio da utilizagao
de rolos cilindricos de algodao, superficie lisa, conhecidos pelo home comercial
de “Salivette”. Estes rolos que medem aproximadamente 1 cm de espessura e 3.5
cm de comprimento foram introduzidos na cavidade bucal e alojados na regido
sublingual por um periodo de 3 a 5 minutos para absorcdo da saliva (35). No
laboratério, o Salivette foi centrifugado a 5.000 rpm a 4°C por 10 min e a amostra
obtida foi aliquotada e transferida para tubos de 0.5 ml, sendo em seguida

congelada a -20°C. O volume das amostras variou de 0.5 a 1.5 ml.
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2.5 ELISA Indireto para deteccao de IgA salivar anti-PGL-1 Nativo

Placas de alta afinidade (Maxsorp - Nunc®) de 96 pocos foram
sensibilizadas com 50 ul de PGL-1 (gentiimente cedido pelo Dr. J.S. Spencer,
Universidade de Colorado, EUA), diluido em tampao carbonato/bicarbonato (50 pl
de PGL-1 Nativo (10 pg/ml) diluidos em 4950 puyl de tampao
carbonato/bicarbonato, ph 9.6); as placas foram incubadas overnight em camara
fria a 4°C; foram feitas quatro lavagens com PBSt 0.05% (200 pl/well) e amostras
de saliva diluidas em PBS/BSA 5% (1:5) foram adicionadas em triplicata, as
placas foram incubadas por 1 h a 37°C; apés 5 lavagens com PBSt 0.05% foram
adicionados 50 ul de anti-IgA (CALBIOCHEM® - USA 1.0 mg/ml) marcada com
peroxidase diluida 1:1000 em PBS/BSA e incubadas por 1 h a 37°C; ap6s 6
lavagens com PBSt 0.05% as placas foram reveladas 50 ul de solugao de OPD
por 5 min (2 mg OPD + 5000 pl Tampao citrato + 2 pl H>O,) sendo a reagao
interrompida em seguida com 20 pl/well de &cido sulfurico (H.SO4 2N). As placas
foram lidas em leitora de microplaca (TP — READER, THERMO PLATE) em

comprimento de onda de 492 nm.

2.6 indice ELISA

As amostras de saliva foram trabalhadas em triplicata. Para o célculo do
indice ELISA o valor da média das absorbancias foi dividido pelo Cut off, sendo
considerados os valores maiores que 1 positivos. O valor do Cut off foi obtido pela

média das absorbéancias dos controles negativos somados a 3 desvios padrdes.
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2.7 Analise Estatistica

Foi utilizada analise descritiva para descricdo da amostra e para os testes
nao paramétricos foi utilizado o software GraphPad Prism, v. 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA); para o risco relativo e odds ratio, o MedCalc

(www.medcalc.org/calc/odds ratio.php), considerando significantes os valores de

p< 0.05.

3. Resultados
3.1 Grupo 1 — Pacientes virgens de tratamento

A tabela 1 apresenta a distribuicdo dos pacientes com hanseniase do
grupo 1, virgens de tratamento, que desenvolveram ou nao reagdes hansénicas
durante e/ou apds o tratamento especifico, segundo classificacdo operacional
(CO), género associado a CO, resultado do teste Mitsuda, do teste soroldgico
ELISA IgM anti-PGL1 e do teste salivar ELISA sIgA anti-PGL-1.

Dos 117 pacientes virgens de tratamento avaliados, a positividade geral ao
ELISA slgA salivar anti-PGL-1 foi de 45.3% (53/117). Quanto a classificacao
operacional, a amostra foi composta por 79 pacientes MB (67.5%) e 38 PB
(32.5%) e a positividade nos casos PB foi de 47.4% (18/38) e de 44.3% (35/79)
nos MB (OR 1.13; IC 0.52 — 2.45; p= 0.75).

Dos 47 pacientes que desenvolveram reac6es durante o periodo avaliado
24 (51.1%) apresentaram IE salivar positivo (OR 1.47; IC 0.70 — 3.10; p= 0.305)
(Tab 1). Dos pacientes MB 49.4% (39/79) tiveram reagdes hansénicas e
apresentaram maior chance de ocorréncia de reacdes (OR 3.65; IC 1.49 — 8.95;
p= 0.004) do que os pacientes PB. O padrdo MB acompanhou a questdo de

género, sendo que dos 25 pacientes do género masculino que apresentaram
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reacdes durante o estudo, 22 (88%) eram MB (OR 3.54; IC 0.91 — 13.75; p=
0.066), e das mulheres com reacéao, 17 de 22 (77.3%) eram MB (OR 5.67; IC 1.55
—20.69; p= 0.008).

Pacientes com teste de Mitsuda no grupo “negativo” (0 — 7 mm) revelaram
tendéncia de maior chance de reacao (OR 2.63; IC 0.76 — 9.09; p= 0.124), apesar

do OR né&o ter sido significativo.

Tabela 1. Distribuicao de pacientes com hanseniase virgens de tratamento, que
desenvolveram ou nao reacdes hansénicas durante ou apés a PQT, segundo:
classificacao operacional (CO), género associado a CO, teste Mitsuda, teste
sorolégico ELISA IgM anti-PGL1 e teste salivar ELISA slgA anti-PGL-1, obtidos no
momento do diagndstico.

Reac6es Hansénicas
Variaveis Sim Nao n *OR IC (95%) p
n (%) n (%)

Classificagao Operacional (CO)

Multibacilar (MB) 39 (49.4) 40 (50.6) 79
3.65 1.49 -8.95 0.004
Paucibacilar (PB) 8 (21.1) 30 (78.9) 38
Género/CO
MB 22  (41.5) 31  (58.5) 53
M 3.54 0.91-13.75 0.066
PB 3 (16.7) 15  (83.3) 18
MB 17 (65.4) 9 (34.6) 26
F 5.67 1.55 - 20.69 0.008
PB 5 (25) 15 (75) 20
Total 48  (40.3) 71 (59.7) 117
**Mitsuda
0-7mm 18 (38.3) 29 (61.7) 47
2.63 0.76 - 9.09 0.124
>7 mm 4 (19.0) 17 (81.0) 21
Soro IgM
PGL-1 + 31 (52.5) 28 (47.5) 59
2.90 1.34 -6.27 0.006
PGL-1 - 16 (27.6) 42  (72.4) 58
Saliva slgA
PGL-1 + 24 (45.3) 29 (547) 53 147  070-310  0.305
PGL-1 - 23 (35.9) 41  (64.1) 64
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*OR = odds ratio. IC (95%) = Intervalo de confianca. p = p value. Sistema de leitura do teste Mitsuda
reduzido: “negativo™ para leituras de até 7 mm (0 — 7 mm) e "positivo" para leituras maiores que 7
mm (> 7 mm)(11).

A positividade geral ao ELISA sorolégico IgM anti-PGL-1 foi de 50.4%
(59/117) dos pacientes, sendo que destes, 31 (52.5%) desenvolveram reacoes,
conferindo uma chance quase trés vezes maior de reagcdo nos soropositivos (OR
2.90; IC 1.34 — 6.27; p= 0.006).

A tabela 2 apresenta a distribuicdo dos pacientes com hanseniase por
forma clinica, classificacdo operacional e género, associados a presenca e tipo de
reacao hansénica e a positividade de IgA secretoria anti-PGL-1.

Avaliando a presenca de reagdes hansénicas em um contexto que
correlacionou classificacao operacional e a presenca de slgA salivar anti-PGL-1,
foi observada na forma PB uma maior e significante associacdo da positividade da
slgA salivar com as reacbes (OR 12.09; IC 1.31 — 111.66; p= 0.028) quando
comparada aos MB (OR 0.94; IC 0.38 — 2.29; p= 0.899). Quanto as formas
clinicas foi observada uma associacdo entre a positividade do IE salivar e o
surgimento de reacb6es hansénicas nas formas BT (OR 7.12; IC 2.07 — 24.5; p=
0.002) e na associacao TT+BT, configurando uma maior chance de reacao
hansénica tipo 1 no polo tuberculdide do espectro (OR 6.85; IC 2.08 — 22.5; p=
0.001). A forma clinica BT, mesmo quando subdividida pela classificacdo
operacional (CO), também apresentou nos dois subgrupos uma maior chance de
ocorréncia de reagdes hansénicas, sendo BT/PB (OR 10.5; IC 1.06 — 103.51; p=

0.044) e BT/MB (OR 9.33; IC 1.65 — 52.68; p= 0.011) (Tab 2).
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Tabela 2. Distribuicdo dos pacientes com hanseniase por forma clinica,
classificacao operacional e género, associados a presenca e ao tipo de reacao
hansénica e a positividade a IgA secretéria anti-PGL-1.

slgA Reacao Total
L . Total
Variaveis n anti- OR IC p
(%) T T2 M R S/R
PGL-1
Formas Clinicas
+ 0
I 3
3 (100) 3
+ 4 (50) 1 1 3
TT 8 3.85 0.11-126.74 0.448
4 (50) 0 4
+ 25 (43.1) 14 14 11
BT 58 *7.12 2.07 - 24.54 0.002
- 33 (56.9) 5 5 28
+ 4 (36.4) 1 1 3
BB 11 0.05 0.002 - 1.23 0.067
7 (63.6) 6 6 1
+ 6 (35.3) 1 1 2 4
BL 17 0.28 0.03-2.32 0.241
11 (64.7) 3 4 7 4
+ 14 (70) 6 8
LL 20 0.15 0.013-1.64 0.120
6 (30) 4 1 5 1
Total 117 31 11 5 47 70
Classificacao Operacional da forma BT
+ 14 (48.3) 6 6 8
BT/PB 29 *10.50 1.06 - 103.51 0.044
15 (51.7) 1 1 14
+ 11 (37.9) 8 8 3
BT/MB 29 *9.33 1.65 - 52.68 0.011
18 (62.1) 4 4 14
Classificagao Operacional
+ 18 (47.4) 7 7 11
PB 38 *12.09 1.31-111.66 0.028
20 (52.6) 1 1 19
+ 35 (44.3) 10 7 17 18
MB 79 0.94 0.38 - 2.29 0.899
44 (55.7) 13 4 5 22 22
Género
+ 35 (49.3) 9 5 14 21
Masc 71 1.51 0.56 - 4.03 0.405
36 (50.7) 6 2 3 11 25
+ 18 (39.1) 8 2 10 8
Fem 46 1.66 0.50 - 5.49 0.401
28 (60.9) 8 2 2 12 16
Total 117 31 1 5 47 70

FC= forma clinica; R, com reacao e S/R pacientes que nao desenvolveram reacao. T1= Reacao tipo 1(RR); T2=
Reacao tipo 2 (ENR); M= Reacao Mista. Odds Ratio (OR), Intervalo de confianca 95% (IC), p value e *p < 0,05 =
dados estatisticamente significantes. TT: tuberculoide; BT: borderline-tuberculoéide; BB: borderline-borderline; BL:
borderline-lepromatosa; LL: lepromatosa. Classificacao operacional: paucibacilar (PB) e multibacilar (MB).

Na comparagdo entre as formas clinicas o IE da sIgA salivar apresentou
valores médios mais altos nos pacientes LL do que nos pacientes TT (p=0.08),

porém sem significancia; a diferenca significante foi observada nos valores do |IE
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para slgA entre as formas BB e LL (p=0.01). Nao foram observadas diferencas
entre o comportamento dos valores médios da slgA salivar entre os grupos de

pacientes MB e PB (Fig 1).
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Figura 1 - indice ELISA (IE) slgA salivar anti-PGL- 1 nas Formas Clinicas (FC) e Classificagdo Operacional (CO) dos 117 pacientes do grupo 1
(virgens de tratamento). Formas Clinicas: TT: tuber culdide; BT: borderline-tubercul6ide; BB: borderline-borderline; BL: borderline-lepromatosa; LL:
lepromatosa. Classificagdo operacional: paucibacilar (PB) e multibacilar (MB). O valor 1 do Indice ELISA (IE) corresponde ao Cut off de 0.445
ABS.

Dentre os individuos que compuseram o grupo 1 foi observado que 11
(9.4%) ja haviam sido contatos intradomiciliares. Destes, 5 foram classificados em
BT/PB; 3 em BT/MB; 1 em HI/PB; 1 em TT/PB e 1 em BL/MB. Um paciente
BT/MB desenvolveu reacao tipo 1 pds alta (género feminino, com slgA positiva de

2.26).

3.2 Grupo 2 - Pacientes avaliados na alta da PQT

Foram avaliados 42 pacientes no momento da alta da PQT. Nestes, a
positividade geral para o ELISA slgA salivar anti-PGL-1 foi de 38.1% (16/42) e
para o ELISA IgM sorolégico anti-PGL-1 foi de 35.7% (15/42) (p= 0.52). Do total
de pacientes na alta, 38.1%(16/42) eram PB e 61.9% (26/42) eram MB. Nos
pacientes PB, 37.5% (6/16) eram positivos para ELISA sIgA salivar anti-PGL-1 e
6.25% (1/16) para sorologia IgM anti-PGL-1 (p=0.04). A positividade nos

pacientes MB na alta para esses dois testes foi de 38.5% (10/26) e de 53.8%
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(14/26) para ELISA slIgA salivar anti-PGL-1

sem significancia estatistica (p= 0.07).

e IgM anti-PGL-1, respectivamente,

A figura 2 apresenta o comportamento da sIgA salivar e da IgM sorolégica

anti-PGL-1 distribuido por forma clinica (FC) e classificacao operacional (CO), nos

grupos 1, diagnéstico de pacientes virgens de tratamento, e 2, pacientes que

receberam alta da PQT.

A IgM sorolégica anti-PGL-1 apresentou, entre os grupos 1 e 2, diferengas

estatisticas significantes nas formas clinicas BL (p=0.048), LL (p= 0.003) e, ainda,

na classificagdo operacional MB (p=0.004).

Ja na slga salivar anti-PGL-1

diferenca significante entre os grupos 1 e 2 foi observada, somente, na forma

clinica LL (p= 0.018).
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Figura 2 - Comportamento da slgA salivar e IgM sorolégica anti-PGL-1 nos grupos 1 (Diagndstico) e 2 (Alta da PQT), segundo forma
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clinica (FC) e classificagdo operacional (CO). A e C, IgM sorolégica no diagnéstico e alta da PQT; B e D, sIgA salivar no diagnéstico e

alta da PQT, respectivamente.
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Os pacientes de hanseniase do grupo 2 (alta da PQT) foram distribuidos
por forma clinica, classificacdo operacional e género, associados a presenca e ao
tipo de reagdo hansénica e a positividade a slgA salivar anti-PGL-1 e os

resultados apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo dos pacientes de hanseniase do grupo 2 (alta da PQT) por
forma clinica, classificacdo operacional e género, associados a presenca e ao tipo
de reacao hansénica e a positividade a slgA salivar anti-PGL-1.

sigA Reacéao Total
L . Total
Variaveis n anti- OR IC P
(%) T T2 M R S/R
PGL-1
Formas Clinicas
+ 1 (25) 0 1
TT 4 0.55 0.01 - 24.51 0.761
3 (75) 1 1 2
+ 9(429) 4 4 5
BT 21 2.40 0.37 - 15.31 0.354
12 (57.1) 3 3 9
+ 1(33.3) 1 1 0
BB 3 3.00 0.05-151.20 0.582
2 (66.7) 1 1 1
+ 4 (57.1) 2 2 4 0
BL 7 5.40 0.15-188.84 0.352
3 (42.9) 2 2 1
+ 1(14.3) 1 1 0
LL 7 0.81 0.02 - 32.26 0.914
6 (85.7) 5 5 1
Total 42 42 22 20
Classificagao Operacional da forma BT
+ 5(41.7) 2 2 3
BT/PB 12 10.7 0.39 - 287.84 0.157
7 (58.3) 0 7
+ 4444 2 2 2
BT/MB 9 0.66 0.04 -9.47 0.764
5 (55.6) 3 3 2
Classificacao Operacional
+ 6 (37.5) 2 2 4
PB 16 4.50 0.31-65.23 0.270
10 (62.5) 1 1 9
+  10(38.5) 5 3 8 2
MB 26 1.81 0.27-11.86 0.532
16 (61.5) 6 11 5
Género
+ 10 (43.5) 3 6 4
Masc 23 2.40 0.44-12.98 0.309
13 (56.5) 2 5 8
+ 6 (31.6) 4 4 2
Fem 19 1.71 0.22-12.89 0.600
13 (68.4) 5 2 7 6
Total 42 42 14 8 22 20

FC= forma clinica; T1= Reagao tipo 1(RR); T2= Reacao tipo 2 (ENR); M= Reacado Mista. Odds Ratio (OR), Intervalo
de confianca 95% (IC - p< 0.05%), p value (p).
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A tabela 4 apresenta os pacientes de hanseniase do grupo 2 que
desenvolveram ou nao reagdes hansénicas durante ou apdés o tratamento
especifico, segundo teste sorolégico ELISA IgM anti-PGL-1 e teste ELISA sigA
anti-PGL-1 salivar, obtidos no momento da alta da PQT, ndo apresentando
diferencas significantes entre os grupos com e sem reacao durante ou apos

tratamento PQT (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicdo de pacientes de hanseniase do grupo 2, que
desenvolveram ou nao reagdes hansénicas durante ou apds a PQT, segundo
teste sorolégico ELISA IgM anti-PGL-1 e teste salivar ELISA sIgA anti-PGL-1,
obtidos no momento da alta da PQT.

Reac6es Hansénicas

Variaveis Sim Nao n *OR IC (95%) p
n (%) n (%)
Soro IgM
PGL-1 + 10  (66.7) 5 (33.3) 15
2.50 0.67 - 9.31 0.172
PGL-1 - 12 (44.4) 15  (55.6) 27
Saliva slgA
PGL-1 + 10  (62.5) 6 (37.5) 16
1.94 0.54 - 6.94 0.305
PGL-1 - 12 (46.2) 14  (53.8) 26
Total 22 20 42

*OR = Odds Ratio. IC (95%) = Intervalo de confianca. p value (p).

3.3 Grupo 3 — Contatos Intradomiciliares

Os resultados do teste ELISA utilizando slgA salivar anti-PGL-1 de 111
contatos monitorados pelo CREDESH/HC/UFU foram avaliados e correlacionados
com os testes Mitsuda e a presencga/auséncia da cicatriz vacinal da BCG (cBCG-
ID). Foram considerados como pior prognostico (-) os valores de 0-7 mm para o
teste de Mitsuda; e como melhor prognéstico (+) os valores > que 7 mm; para a
cBCG foi considerado (-) a auséncia de cicatriz vacinal (0), e (+) a presenca de 1

ou 2 cBCG-ID.
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Tabela 5. Analise dos contatos intradomiciliares (grupo 3), considerando fatores
prognésticos como o teste de Mitsuda e a presenca de cicatriz vacinal de BCG-ID
em relacdo a slgA salivar anti-PGL-1.

Progndstico*
IgA salivar cBCG-ID*
- + OR IiC p
+ 14 34
slgA 2.83 1.07 -7.45 0.03
- 8 55
Mitsuda*
- + OR IC p
+ 37 11
slgA 1.45 0.61-3.43 0.395
- 44 19
Mitsuda/cBCG-ID*
- + OR IiC P
+ 11 8
slgA 4.40 1.13-17.06 0.03
- 5 16

* ¢cBCG-ID* (-) = pior progndstico (0 cBCG) e (+) = melhor progndstico (1 e 2 ¢cBCG). Mitsuda* (-) =
pior progndstico (0-7 mm) e (+) = melhor progndstico (> 7mm). Mitsuda/cBCG-ID* (-) = pior
progndstico(Mit<7/cBCG-ID=0) e (+) = melhor progndstico (Mitsuda>7 / cBCG-ID>1).

Para os contatos que nao apresentaram cBCG (0), observou-se que 68.2%
(15/22) eram positivos para o teste de Mitsuda; dentre os com 1 e 2 ¢cBCG foram
observados 77.8% (56/72) e 88.2% (15/17) de positividade, respectivamente.

A slgA salivar apresentou positividade de 63.6% (14 /22) nos contatos com
0 cBCG-ID (Tabela 5), 37.5% para aqueles com 1cBCG e 41.2% positivos entre
os contatos com 2 cBCG-ID.

A positividade coincidiu para os dois testes, Mitsuda e slgA salivar, em
45.5% (10/22), 30.6% (22/72) e 41.2% (7/17) nos contatos com 0, 1 e 2 cicatrizes
vacinais pelo BCG-ID, respectivamente.

Durante o periodo de realizacdo de nosso trabalho 2 contatos adoeceram,

sendo classificados no diagnéstico em BT/MB; ambos tinham como caso indice
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(Cl), enquanto contato, um paciente da forma LL e, ainda, os dois eram positivos
para slgA salivar anti-PGL-1 (OR = 6.57, IC =0.30 — 140.28; p=0.22).

A figura 3 apresenta o comportamento do indice ELISA (IE) anti-PGL-1,
sorolégico (IgM) e salivar (slgA), nos grupos 1 (Diagndstico), 2 (Alta da PQT) e 3
(Contatos Intradomiciliares).

Foram observadas diferengas estatisticas significantes com relagéo a IgM
sorolégica anti-PGL-1 quando comparados os grupos 1 e 2 (p=0.009), 1 e 3 (p<
0.0001) e 2 e 3 (p<0.0001). A analise da slgA salivar anti-PGL-1 nao revelou

diferencas estatisticas significantes entre os grupos 1, 2 e 3.

Diagnéstico Alta da PQT Contatos

|E anti-PGL-1
|E anti-PGL-1
|E anti-PGL-1

Soro Saliva Soro Saliva Soro

Saliva

Figura 3. Comportamento do indice ELISA (IE) anti-P GL-1 sorolégico (IgM) e salivar (slgA) entre os grupos Diagnéstico (1); Alta da PQT
(2) e Contatos (3).

3.4 Grupo 4 — Controles Endémicos

O grupo de controles endémicos (CE) foi composto por 11 voluntarios (3 do
género masculino e 8 do género feminino, com idade média de 25 anos) sem
historico pessoal, familiar e/ou de contato direto com hanseniase. Diferengas
estatisticamente significantes foram observadas entre os pacientes do grupo 1

(diagnéstico) e os controles endémicos (p=0.01) quanto ao comportamento da

slgA salivar (Fig. 4).
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Figura 4. A, indice ELISA (IE) utilizando sIgA sali var anti-PGL-1 nos grupos 1 (Diagnéstico - D) e 4 ( Controles Endémicos
- CE). B, Curva ROC, Sensibilidade, Especificidade do grupo 1 X Controle Endémico (CE). O valor 1 (positivo) do IE
corresponde ao Cut off de 0.445 de Absorbancia (ABS). B) Area da curva ROC 0.7125;  Sensitivity : 74.36% e Specificity

63.64%.

A figura 5 apresenta a slgA em relagcdo as formas clinicas (FC) e aos

controles endémicos (CE). Diferencas estatisticas foram observadas entre as

formas TT (p=0.02), BT (p=0.01), BL (p=0.02) e LL (p=0.001) com relagdo aos

CE.
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Figura 5 - Comportamento da slgA salivar anti-PGL-1 nas Formas Clinicas (FC) do grupo 1 (diagnéstico) e grupo 4 (CE). O valor 1 do indice
ELISA (IE) corresponde ao Cut off de 0.445. TT: hanseniase tuberculdide; BT: borderline-tuberculdide; BB: borderline-borderline; BL:

IE slgA anti-PGL-1

borderline-lepromatosa; LL: lepromatosa.
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Figura 6. indice ELISA (IE) utilizando sIgA salivar anti-PGL-1 nos grupos 1 (Diagnéstico - D); 2 (Alta da PQT - A); 3 (Contatos Intradomiciliares -
C) e 4 (Controles Endémicos - CE). Entre: D e CE p=0.0161; A e CE p=0.0523; C e CE p= 0.0068.
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4. Discussao

A hanseniase vem se mostrando resistente a eliminacao, os dados de 2014
mostram que, apds anos de sucessivas quedas, 0 numero de casos novos subiu
para 31.064 em comparacao aos 31.044 em 2013. O numero de casos novos com
incapacidades grau 2 (G2D) também apresentou aumento apresentando 2.039
casos, ficando com 43 casos a mais que em 2013 (25, 26). Quando se estende
essa analise para regides endémicas do Brasil percebemos que o problema é
mais sério do que parece e que as medidas de controle da doenca nao tém
conseguido sucesso.

Pacientes sem tratamento das formas multibacilares (MB) séao
provavelmente a mais importante fonte de transmissdo do M. leprae. Estima-se
que os contatos domiciliares de pacientes MB tém um risco relativo de
desenvolvimento da hanseniase de 5 a 10 vezes maior do que o da populagao em
geral (10). Diversos estudos apontam que a transmissdo da hanseniase pode
estar acontecendo ndo somente pelos doentes, mas também por portadores
sadios e/ou com infecgbdes subclinicas. Pessoas infectadas que nao apresentam
manifestacdo clinica da doenca, mas que tém a presengca do bacilo em sua
mucosa nasal, podem estar envolvidas na transmiss&o subclinica (18).

A mucosa nasal é o local preferencial para a entrada e saida do M. leprae e
a infecgao inicial ocorre principalmente nas vias aéreas superiores (29). O M.
leprae tem sido identificado por swab nasal e bucal pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em contatos intradomiciliares e evidéncias apontam que
individuos com positividade para o DNA bacilar podem estar envolvidos

ativamente na cadeia de transmisséo da hanseniase (17, 37).
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A saliva tem sido objeto de estudo de diversos pesquisadores com o intuito
de acrescentar uma possibilidade de exame complementar para diagnéstico e
monitoramento de doencas orais e sistémicas (15, 43). A facilidade de coleta,
bem como o fato de oferecer menor risco de contaminagao para o profissional de
saude, representam aspectos importantes para subsidiar a escolha da saliva
como meio de diagnéstico ou, ainda, como instrumento de monitoramento da
eficiéncia do processo terapéutico (22).

A importancia de analisar anticorpos salivares originou a partir do
conhecimento que a porta principal de entrada do M. leprae € a mucosa nasal.
Isto significa que o primeiro local onde a resposta imune local é estabelecida
contra antigenos do M. leprae é a superficie da mucosa, o que precede a
resposta imune no soro. A resposta imune local é induzida a fim de prevenir a
aderéncia de bactérias as superficies mucosas. No entanto, a eliminagao bem
sucedida de um antigeno depende da resposta imune equilibrada que esta
relacionada ao tipo de patdégeno e a eficacia imunolégica do hospedeiro. Alguns
autores acreditam que a imunidade mucosa deve ser protetora, embora haja
discordancia justificada pelo numero significativo de pacientes que apresentam
IgA e IgM anti PGL-1 positiva em seus resultados (24).

Para investigacdes epidemioldgicas de exposicao e resposta do hospedeiro
ao Mycobacterium leprae torna-se dificil escolher verdadeiros controles em area
endémica e diferencia-los de contatos familiares e doentes. Nagao-Dias et al,
2007, avaliando titulos de IgA e IgM salivar, relataram que 2 de 23 individuos
integrantes de seu grupo controle apresentaram positividade nos niveis de IgA
salivar anti-PGL-1 e, apos investigacao, foi constatado que ambos possuiam

membros da familia com hanseniase e foram entdo excluidos do grupo controle

81



(24). Apesar de nao termos identificado ou verificado essa informacéo entre os
controles endémicos em nosso trabalho, este fato aborda dois pontos
importantes: o primeiro relacionado a dificuldade de formar um grupo controle
principalmente em areas endémicas, e o segundo a perspectiva que os anticorpos
salivares anti-PGL-1 possam ser indicativos de exposi¢cdo ao M. leprae.

Varios trabalhos apresentam resultados que apontam um numero
consideravel de individuos como portadores sadios do M. leprae, especialmente
entre os contatos domiciliares (10, 11, 18).

Em nosso estudo 43.2% dos contatos domiciliares (48/111) apresentaram
slgA salivar positivo e, desses, dois adoeceram durante o tempo da pesquisa.
Devido ao numero muito pequeno de contatos que adoeceram no periodo dessa
investigacdo, o resultado do odds ratio ficou prejudicado, apesar de indicar uma
discreta tendéncia que a IgAS anti-PGL-1 positiva na saliva pode ser um possivel
fator preditivo para a doenca. No entanto, para uma analise significante é
necessario monitorar um maior nimero de contatos que sdo positivos e negativos
na slgA salivar anti-PGL-1 e que adoecerao durante o seguimento.

No grupo dos pacientes avaliados em nosso estudo 12 foram contatos de
casos de hanseniase (6 BT/PB, 3 BT/MB, 1 HI/PB, 1 TT/PB, 1 BL/MB) e, destes,
1 desenvolveu reacgdo tipo 1 pds alta (género feminino, BT/ MB, com slgA positiva
de 2.73). Este fato revela a necessidade de marcadores prognésticos de risco,
tendo em vista que os métodos convencionais ndo tém impedido as pessoas de
adoecerem e de desenvolverem reacdes hansénicas.

Quanto ao progndstico de contatos baseado na positividade da sIgA salivar
isoladamente, n&o foi possivel identifica-la como fator de risco de adoecimento.

Foi possivel identificar a associacdo da slgA com as variaveis Mitsuda e cicatriz
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de BCG-ID, que sao reconhecidamente marcadores prognosticos (11) para a
protecdo na hanseniase, quando positivos. Ou seja, os resultados negativos para
essas variaveis indicam pior prognéstico. Nossos resultados sugerem que a
presenca de slgA na saliva é marcador prognéstico para maior risco de ocorréncia
da doencga quando associado a auséncia de cicatriz vacinal pelo BCG-ID e a

combinacdo de Mitsuda/cBCG-ID (-) (Tab. 5).

A vacina BCG induz resposta Th1 e Th2, porém a acdo dos linfocitos
citotdxicos é modulada pelas citocinas produzidas pelos linfécitos Th1. Os
resultados de estudos recentes, realizados em humanos e em animais de
experimentacdo, sugerem que a exposicao prévia a antigenos micobacterianos
esteja associada a maior atividade citotoxica, e que, para ser eficiente, a vacina
BCG deve ser administrada antes que o individuo seja exposto ao M. tuberculosis
ou outras micobactérias (3, 13, 30).

Quanto aos resultados nos pacientes, nossos dados mostram que a
positividade do IE salivar anti-PGL-1 entre o grupo de pacientes virgens de
tratamento e o grupo de alta da PQT foi similar e corrobora com os resultados
apresentados por Bonflito et al, 2009 (23). Ainda em concordancia com esse
trabalho, nossos resultados demonstram nos controles endémicos (CE), grupo 4,
valores menores do |IE quando comparados ao grupo 1 (p=0.0161) (Fig. 4),
provavelmente por nao terem sido expostos diretamente ao M. leprae. Quanto a
classificacao operacional dos doentes, apesar do presente trabalho nao utilizar as
médias das absorbancias e sim as médias do indice ELISA (IE), houve uma
discordancia da investigacdo anteriormente citada (19), pois os pacientes PB

apresentaram um numero maior de individuos com slgA salivar anti-PGL-1
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positivo quando comparados aos MB (Tab 2), ficando, ainda, a média dos indices
similares (Fig. 2B).

Brito et al, 2008, apresentaram que apds o tratamento com a PQT, titulos
sorolégicos elevados de anticorpos IgM anti-PGL-1 sintético (ML-Flow) tém sido
identificados como relevante marcador para reacao pos alta em pacientes MB, e
que a soropositividade apds a poliquimioterapia correspondeu a probabilidade de
10.4 vezes maior de desenvolver reacdo quando comparada com pacientes de
resultados negativos (16). Em nosso estudo, o IE sorolégico IgM anti-PGL-1
nativo no diagnéstico (grupo 1) foi o que apresentou correlacdo com as reagdes
hansénicas, sendo que o0s pacientes positivos, 52.5% (31/59), apresentaram 3
vezes maior chance de ocorréncia de reag¢ao durante e apds a alta do tratamento,
com OR2.90 (IC 1.34 — 6.27; p=0.006).

A correlagao positiva entre o IE anti-PGL-1 salivar positivo e o surgimento
de reagOes hansénicas nas formas clinicas BT (OR 7.12; IC 2.06 — 24.5;
p=0.001), tanto para BT/PB (OR 10.5; IC 1.06 — 103.51; p=0.044) quanto para
BT/MB (OR 9.33; IC 1.65 — 52.68; p=0.011) e no polo TT (TT+BT) (OR 6.85; IC
2.08 — 22.5; p=0.001) apontam a slIgA salivar anti-PGL-1 como um provavel fator
prognostico para o desenvolvimento de reacdes hansénicas Tipo 1 (RR) para
estas formas clinicas.

Com referéncia a presenca de citocinas tais como IFN-y e TNF-a nas
reacdes tipo 1, tem sido demonstrado que a IgA pode estar envolvida na
imunomodulacao dessas citocinas pro-inflamatérias. Rodriguez et al, em 2005,
demonstraram que camundongos IgA-/- (nocauteados para o gene IgA) foram
mais suscetiveis a infeccdo por BCG comparado a camundongos IgA+/+,

revelado por alta carga bacteriana nos pulmdes e lavado broncoalveolar. Na
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analise dos niveis de imunoglobulinas e da resposta de anticorpos ao antigeno de
superficie de Mycobacterium nao se detectou IgA nem na saliva e nem no lavado
broncoalveolar de camundongos IgA-/-, que exibiram altos niveis de IgM total e
especifico maiores que aqueles encontrados em camundongos IgA+/+ em ambos
os fluidos. Mais importante foi a analise da resposta de citocinas, que revelou a
reducdo da producdo de IFN-y e TNF-a nos pulmdes de camundongos IgA-/-
comparada aqueles IgA+/+. Analisados juntos, estes resultados sugerem que a
IgA pode ter um papel na protecdo contra infeccdo micobacteriana, seja para
bloquear a entrada do patégeno no trato respiratério e/ou por modular a resposta
pro-inflamatéria (34).

Dessa forma a IgA pode estar envolvida na modulacao da resposta proé-
inflamatéria que envolve a producdo de IFN-y e TNF-a, como acontece nas
reacdes hansénicas tipo 1, haja visto que foi demonstrado no presente trabalho
que os pacientes com hanseniase PB positivos para slgA salivar anti-PGL-1
apresentaram uma chance 12 vezes maior de desenvolver reacées hansénicas
tipo 1 durante ou apds o tratamento (OR 12.09; IC 1.30 — 111.66; p=0.028) (Tab.
2).

Este fato sugere promissora utilizacdo da saliva para deteccdo da sigA
salivar anti-PGL-1 como método de monitoramento dos pacientes de hanseniase,
principalmente nas formas BT, no sentido de se identificar o grupo alvo para
novas estratégias de prevencdao e manejo de reagdes hansénicas tipo 1 (RR),
visando diminuir o grande potencial de dano neural e consequentes deficiéncias

e/ou incapacidades fisicas que mantém o estigma dessa doenca milenar.
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Figura 5. Comportamento da sIgA salivar anti-PGL-1 nas Formas Clinicas (FC) do
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ao Cut off de 0.445. TT: hanseniase tuberculodide; BT: borderline-tuberculdide; BB:

borderline-borderline; BL: borderline-lepromatosa; LL: lepromatosa.

Figura 6. Indice ELISA (IE) utilizando slgA salivar anti-PGL-1 nos grupos 1
(Diagnéstico - D); 2 (Alta da PQT - A); 3 (Contatos Intradomiciliares - C) e 4
(Controles Endémicos - CE). Entre: D e CE p=0.0161; A e CE p=0.0523; C e CE

p=0.0068.
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ANEXO B

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Projeto de Pesquisa: Avaliacao da Mucosa Oral e Caracterizacao Imunoldgica da Saliva em

Pacientes com Hanseniase

A hanseniase é uma doenga que afeta a pele e os nervos. No inicio os sintomas séo
dificilmente notados e por ser transmitida principalmente pelo nariz, este local pode ser
precocemente afetado. Durante o desenvolvimento da doenga as lesbes de pele sdo mais
aparentes e 0s nervos podem ser irreversivelmente danificados resultando em graves seqielas.
Quanto mais demora para que a doencga seja diagnosticada e o tratamento iniciado, maior sera o
dano. O diagnéstico pode ser dificultado porque os exames atuais ndo conseguem detectar o
bacilo quando eles estdo em pequena quantidade no organismo.

Atualmente a hanseniase tem cura e muitos séo os esforgos para que ela deixe de ser um
problema de saude publica no Brasil. Mas, como ndo ha uma vacina especifica contra a
hanseniase, € muito importante que se possa identificar os portadores sadios do bacilo que causa
a doenca, bem como os contatos de pacientes que estejam no estégio inicial da infeccao, ainda
subclinico, para que se possa definir os grupos que tenham maior risco de desenvolver a
hanseniase.

Para isso, a equipe de saude do Centro de Referencia Nacional Hanseniase/Dermatologia
Sanitaria (CREDESH/UFU) esta propondo uma pesquisa onde deverdo ser realizados, além dos
exames de rotina, a analise de saliva (por meio de swabs e Salivette) e de bidpsias de lesdes
presentes na cavidade bucal de pacientes e contatos. Cabe ressaltar que todo material utilizado
serd estéril e descartavel, e no caso das biépsias, serdo realizadas com anestésico local. O
material coletado sera enviado ao laboratério do CREDESH/UFU, onde serdo realizados os
exames e 0s resultados serdo mantidos em sigilo.

E direito do paciente pedir esclarecimentos a respeito da finalidade da pesquisa, destino
do material coletado e resultados dos exames realizados e, se concordar em participar da
pesquisa, podera desistir de fazé-lo a qualquer momento, sem que haja nenhum prejuizo proprio.

Pelos presentes termos apresentados por este documento, eu,

, concordo em colaborar com a pesquisa,

declarando estar ciente dos riscos, beneficios e direitos.

Assinatura

Pesquisador Responsavel: Prof2. Dr2. Isabela Maria Bernardes Goulart
Uberlandia, _ de de20 .
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Resumo

O desenvolvimento de incapacidades no individuo acometido por hanseniase é
um ponto critico associado a um contexto de exclusdo social e estigma.
Compreender os mecanismos moleculares e imunolégicos da lesdo no nervo
induzida pelo M. leprae € um passo necessario para o controle da hanseniase,
prevenindo sua progressao para uma lesiva condicao neuropatica. O presente
estudo avaliou através do teste ELISA a presenca da IgA secretéria salivar
(slgA) anti-LAM em pacientes com hanseniase e seus contatos. Os pacientes
paucibacilares (PB) apresentaram associacao entre a positividade da sIgA anti-
LAM e o surgimento de reacdes hansénicas, onde todos os pacientes desse
grupo que desenvolveram reacoes eram LAM positivo (OR 19.34; p = 0.048).
Foi observado comportamento distindo da sIgA anti-LAM entre os grupos
pacientes virgens de tratamento, pacientes tratatos com PQT, contatos e
controles endémicos. Quando avaliado o comportamento da slgA anti-LAM no
grupo dos contatos, foi observada maior porcentagem de individuos positivos
em contatos com positividade para o teste Mitsuda, sugerindo que a slgA anti-
LAM pode ser um possivel indicador de imunidade celular conferida aos
contatos. O monitoramento de pacientes revelou que quando os valores de
slgA anti-LAM sao mantidos altos ou aumentam do diagnéstico a alta da PQT,
0 numero de reagcdes aumenta, e se os indices decrescem a chance de
ocorréncia de reacgdes € menor. Nossos dados sugerem que 0 monitoramento
da slgA anti-LAM nos pacientes em tratamento pode se tornar uma importante
ferramenta na deteccao de grupos de risco para desenvolvimento de reagdes

hansénicas.
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Abstract

The development of disability in the individual affected by leprosy is a critical
point associated with a context of social exclusion and stigma. Understanding
the molecular and immunological mechanisms of nerve damage induced by M.
leprae is a necessary step in the control of leprosy, preventing progression to a
harmful neuropathic condition. Using ELISA, this study assessed the presence
of salivary secretory IgA (slgA) anti-LAM in leprosy patients and their contacts.
The PB patients (PB) showed an association between the positivity of anti-LAM
slgA and the appearance of leprosy reactions, in which all the patients in this
group who developed reactions were LAM positive (OR 19.34; p = 0.048). A
distinct pattern was observed in the slgA anti-LAM between groups: naive
patients, patients who completed MDT, contacts, and endemic controls. When
the behavior of anti-LAM slgA in the group of contacts was evaluated, there was
a higher percentage of positive individuals in contacts with a positive Mitsuda
test, suggesting that slgA anti-LAM may be a possible indicator of cellular
immunity conferred to contacts. Patient monitoring revealed that when the anti-
LAM slgA values are kept high or increase the diagnosis at discharge from
MDT, the number of reactions increases, and if the indexes decrease, the
chance of occurrence of reactions is lower. Our data suggest that monitoring of
slgA anti-LAM in patients undergoing treatment can become an important tool in

detecting risk groups for the development of leprosy reactions.
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1. Introducao

A hanseniase é uma das mais antigas doencas infecciosas dentre as
registradas. Até a presente data, a infeccdo por Mycobacterium leprae (M.
leprae) continua sendo a principal causa de neuropatias e incapacidades.
Apesar da poliquimioterapia (PQT) eficaz, a hanseniase ainda é endémica em
varias partes do mundo, especialmente no Brasil e na india. A maioria da
populacao infectada permanece livre da doencga, enquanto que um subconjunto
dos individuos infectados desenvolve sintomas clinicos, que estdo associados
com a imunidade do hospedeiro ao bacilo(1). Dificuldades persistem na
conduta clinica, tratamento dos doentes e monitoramento das reacdes
hansénicas, que podem gerar danos aos nervos(2, 3).

A prevencao de incapacidades comeca com o diagndstico precoce da
hanseniase e tratamento das complicacdes, tais como neurites e rea¢des, bem
como a identificacdo de pacientes com risco de desenvolver as deficiéncias
secundarias, visando uma intervencao no tempo adequado. Incapacidades em
pacientes com diagnéstico recente de hanseniase e de pessoas que tenham
completado o tratamento com PQT continuam sendo um desafio. HA& um
consenso que o desenvolvimento e instalacdo de deficiéncias e incapacidades
funcionais neuromotoras no individuo acometido por hanseniase € um dos
pontos criticos, associado com a morbidade e cronicidade da doenga, no
contexto da exclusdo social e estigma. Com isso, a atuacdo decisiva e
concreta, ndo apenas em nivel basico, mas em todos os niveis de atencéo a
saude, é condicdo necessaria para o atendimento eficaz do paciente com
hanseniase, com foco determinado em eliminar deficiéncias e incapacidades

funcionais(4).
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Indicadores alternativos tais como a fracao de pessoas com hanseniase
que tem grau de incapacidade 2 (G2D) tém sido sugeridos para monitorar 0s
resultados das atividades de controle da hanseniase, somando-se a classica
taxa de deteccdo. Em 2009, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) langou a
Estratégia Global Aprimorada para Reducgéo Adicional da Carga da Hanseniase
para 2011-2015, sob a qual se tornou alvo a reducdo do numero de casos
novos de hanseniase com G2D por 100.000 da populagao total (G2DR) em,
pelo menos, 35% entre o final de 2010 (dados de referéncia) e o final de 2015.
A OMS espera que usando G2D como um indicador e pela concentracao das
intervencdes em sua reducgao, a deteccao e tratamento tardio de pacientes com
hanseniase também sejam reduzidos, assim como o numero de casos novos
da doenca na populagéao(5).

A lesdo do nervo na hanseniase € estudada quase que exclusivamente
em fases tardias da doenca, jA que raros estudos publicados descrevem
mudancas no nervo nas fases iniciais da mesma. No entanto, pesquisa
epidemioldgica em &rea endémica mostrou que o dano ao nervo pode ocorrer
mesmo entre os contatos ndo doentes de hanseniase, sugerindo que a leséo
do nervo possa comecar muito tempo antes da doenca manifestar-se como
lesbes cutaneas(1). De fato, a afinidade natural do M. leprae para nervo,
particularmente para as células de Schwann, faz com que seja provavel que o
dano ao nervo comece em uma fase muito precoce da infeccdo. Entretanto, os
mecanismos do dano ao nervo subjacente no inicio da doenga continuam a ser
elucidados. Compreender mecanismos moleculares e imunoldgicos da lesdo no

nervo induzida por M. leprae € um passo necessario no tratamento da
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hanseniase para prevenir a progressao da infecgao para uma extensa condicao
neuropatica(1).

O sistema complemento é um componente-chave do sistema de defesa
do hospedeiro contra patégenos, mas sua ativacao excessiva ou descontrolada
pode causar dano ao hospedeiro. A ativacdo do complemento pode ocorrer via
reconhecimento do complexo antigeno-anticorpo (via classica), de superficies
estranhas (via alternativa) ou agucares bacterianos (via das lectinas).
Independentemente do gatilho, a ativacao resulta na clivagem de C3, seguida
por clivagem de C5 e formacdo do complexo de ataque a membrana (MAC),
que perfura buracos através da membrana celular, resultando na lise da célula
alvo. Como os componentes do complemento ativados sédo soluveis e podem
desviar do seu local de ativagdo para areas adjacentes, o0 MAC pode danificar
os tecidos saudaveis adjacentes e aumentar a inflamacao(1, 6).

A participacdo do MAC causando danos aos nervos acometidos pelo M.
leprae e seus componentes tem sido evidenciada em ratos, nos quais inje¢des
intraneurais de M. leprae sonicado induziram a deposi¢cao de MAC e alteracdes
patolégicas no nervo, enquanto que a inibicdo do MAC preservou mielina e
axénios(6). Em estudo em humanos a ativagdo do complemento ocorreu
principalmente pela via das lectinas e o ativador principal foi o LAM. Em
biépsias de pacientes com hanseniase o grau de imunoreatividade de LAM e
MAC foi robusto e significativamente mais alto em multibacilares (MB) quando
comparados aos paucibacilares, sendo a associacao entre LAM e MAC
altamente significante nas amostras de doentes e negativa nos controles

sadios. O MAC co-localizado com LAM em axénios vem apontando para o
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papel deste antigeno do M. leprae na ativacdo do complemento e dano neural
em pacientes com hanseniase(1).

A molécula de LAM tem sido implicada em profundos efeitos
fisioldgicos. Estudos que avaliam estrutura, biossintese e funcdo dessa
extraordinaria lipoglicana apontam que o LAM provavelmente seja um fator-
chave de viruléncia e alvo de drogas no tratamento de doencas
micobacterianas, incluindo tuberculose e hanseniase(7). As arabinomanas de
LAM tém sido demonstradas expostas na superficie celular e diretamente
implicadas na imunopatogénese destas doencas(8).

O reconhecimento do LAM e outros antigenos micobacterianos
hidrofébicos nao peptidicos, no processo de apresentacdo de antigenos,
acontece por uma via independente do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC). Em infec¢gdes micobacterianas, a molécula CD1 garante a
apresentacao de glicolipideos para ativar células T restritas a CD1, sendo esta
uma importante molécula envolvida na resposta imune das micobactérias(7, 9,
10). Em um estudo envolvendo bidpsias, as células T derivadas de lesdo de
pele de pacientes com hanseniase sé respondiam a LAM do M. leprae,
engquanto que aquelas obtidas a partir de doadores sadios reconheceram LAM
a partir de ambos M. tuberculosis e M. leprae(7).

Em estudo avaliando antigenos micobacterianos e sua capacidade de
induzir respostas imunolégicas ap6s a vacinacao com BCG foi relatado que
entre 0s grupos sem vacinacao (grupo controle vacinado em outro momento),
apods vacinagao com BCG (grupo sadio que recebeu vacinacao intradérmica), e
pacientes com tuberculose ativa, as respostas de IgG reativas ao LAM foram

significativamente aumentadas entre os grupos vacinados com BCG e com
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tuberculose ativa em tratamento. O grupo vacinado com duas doses orais de
BCG foi acompanhado por 6 meses e apresentou reatividade frente ao LAM
significativamente maior pela IgA secretora em amostras coletadas em
lagrimas e secrecao da parétida no pés vacinacgao, principalmente aos 42 dias
apds a segunda dose, que correspondeu a 302 semana do estudo(11).

A facilidade de coleta da saliva, bem como o fato de oferecer menor
risco de contaminacdo para o operador em seu manuseio, representam
aspectos importantes para subsidiar a escolha da mesma como meio de
diagnostico. Aliado a isso, os estudos realizados comparando resultados dos
testes salivares com outros métodos de credibilidade cientifica comprovada,
como dosagens sanguineas de substancias, tém tornado o0 método
confiavel(12). A importancia de analisar anticorpos salivares originou a partir do
conhecimento que a porta principal de entrada do M. leprae é a mucosa nasal.
Isto significa que o primeiro local onde a resposta imune local € estabelecida
contra antigenos do M. leprae é a superficie da mucosa, o que precede a
resposta imune no soro. No entanto, a eliminacdo bem sucedida de um
antigeno depende da resposta imune equilibrada, que esta relacionada ao tipo
de patoégeno e a eficacia imunolégica do hospedeiro(13).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento da sigA
salivar contra o antigeno LAM nativo nos pacientes com hanseniase, no

momento do diagndstico e na alta, e em contatos domiciliares.
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2. Material e Métodos

2.1 Pacientes, Contatos Intradomiciliares e Controles Endémicos

Foram obtidas para este estudo amostras de saliva de 116 pacientes (72
homens e 44 mulheres) com hanseniase e virgens de tratamento, 39 amostras
de saliva de pacientes (22 homens e 17 mulheres) que haviam completado a
PQT e 111 amostras de saliva de contatos (40 homens e 71 mulheres)
atendidos no Centro de Referéncia Nacional em Dermatologia Sanitaria e
Hanseniase (CREDESH), do Hospital de Clinicas (HC), da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU) — MG (Tab 1). Os pacientes tiveram amostras de
saliva coletadas no diagnéstico e ao término da PQT (alta) e foram monitorados
durante o tempo da pesquisa quanto ao surgimento de reacdes hansénicas.
Foram avaliados, ainda, 11 controles endémicos (3 homens e 8 mulheres). O
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa/CEP, parecer 643/11
(ANEXO A) da Universidade Federal de Uberlandia, e consentimento escrito e

informado foi obtido de cada participante da pesquisa (ANEXO B).

2.2 Apresentacao dos Grupos

Grupo 1 — Pacientes virgens de tratamento — foram incluidos neste
grupo os pacientes que nao tinham realizado nenhum tratamento com a PQT e
que nao apresentavam comorbidades como diabetes mellitus, cirrose hepatica,
leishmaniose, toxoplasmose, tuberculose, neuropatias hereditarias, dentre

outras.
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Grupo 2 — Pacientes que completaram a PQT — foram incluidos neste
grupo pacientes com hanseniase que foram avaliados apenas na alta da

poliquimioterapia.

Grupo 3 — Pacientes avaliados no diagnostico e na alta — este grupo foi
composto por 16 pacientes que completaram a PQT e que também haviam

sido avaliados no diagndstico.

Grupo 4 — Contatos Intradomiciliares — este grupo foi composto por 111
contatos intradomiciliares de pacientes com hanseniase monitorados pelo

CREDESH/HC/UFU.

Grupo 5 — Controles endémicos — foram incluidos neste grupo individuos
saudaveis que desconheciam qualquer contato com pacientes de hanseniase e

nao apresentavam qualquer outro antecedente patoldgico.

2.3 Dados Clinicos

Foi realizada consulta aos prontuarios médicos dos pacientes com
hanseniase para obtencao de dados epidemiologicos (género, faixa etaria) e
clinicos (do diagnostico, alta e do tratamento realizado), forma clinica (FC),

classificacao operacional (CO) e surgimento de reacdes hansénicas.

Os pacientes receberam uma classificacdo operacional, sendo 38
paucibacilares (PB) e 80 multibacilares (MB) (14). Além dos trés pacientes da
forma indeterminada (HI), os pacientes receberam uma classificacao clinica de
acordo com Ridley & Jopling(15): 8 da forma tuberculéide (TT); 58 da

borderline-tuberculéide (BT), sendo 29 casos BT/PB e 29 BT/MB; 11 da forma
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borderline-borderline (BB); 17 borderline-lepromatosa (BL) e 19 pacientes com
a forma lepromatosa (LL).

Todos os pacientes foram submetidos a um protocolo clinico-laboratorial
para o diagnostico de hanseniase e classificacdo clinica, considerando o
histopatolégico das bidpsias da lesao de pele, a baciloscopia dos esfregacos
dérmicos de no minimo 7 locais, o resultado do teste de Mitsuda para analise
da resposta imune celular especifica ao M. leprae e do teste ELISA indireto
anti-PGL-1 para analise da resposta imune humoral.

A baciloscopia foi realizada para determinar a carga bacilar presente nos
esfregacos dérmicos do paciente, que foram coletados dos |I6bulos das orelhas
(LD e LE), cotovelos (CD e CE), joelhos (JD e JE) e uma das lesdes, com
resultados descritos como indice Baciloscépico (IB) de acordo com a Escala
Logaritmica de Ridley (16), que varia de IB=0 a I1B=6.

O teste de Mitsuda foi realizado nos pacientes para quantificar a
resposta imune celular especifica ao M. leprae. A leitura do teste foi feita apos
quatro semanas da aplicagdo intradérmica de 0.1 ml do antigeno no antebraco
direito, por meio da medida em milimetros (mm) do didmetro da induracao
local. Os resultados do teste de Mitsuda foram classificados da seguinte forma:
0 a 3 mm — negativo ou duvidoso; 4 a 7 mm - positivo fraco; 8 a 10 mm -
positivo forte; e maior que 10 - fortemente positivo(14). Em nosso estudo foi
adotado um sistema de leitura reduzido utilizado em trabalho anterior do nosso
grupo (17), onde a partir dos resultados em milimetros da induracao local foram
definidos dois grupos categoricos: o "negativo" para leituras de até 7 mm (0 — 7

mm), que consistiu de resultados negativos a fracamente positivos, e o
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"positivo" para leituras maiores que 7 mm (>7 mm), que aborda resultados
positivos e fortemente positivos com ou sem ulceragoes.

O teste ELISA indireto anti-PGL-1 é um teste soroldgico que detecta e
quantifica a presenca de anticorpos IgM contra o antigeno PGL-1 presente na
parede do M. leprae e sua positividade correlaciona-se com o espectro clinico e
o indice baciloscépico dos pacientes com hanseniase (18-20). O resultado do
teste foi apresentado na forma do indice ELISA (IE), considerado positivo
quando maior que 1.0. No grupo 1 deste estudo o teste ELISA sorolégico IgM
anti-PGL-1 foi obtido no momento do diagnéstico, e nos grupos 2 e 3, no
momento do diagndstico e também como parte dos exames de alta da PQT.

Dos contatos intradomiciliares em acompanhamento no CREDESH/UFU
foram coletados dados referentes ao teste sorolégico Elisa anti-PGL-1, ao teste
de Mitsuda e ao exame fisico para deteccao de cicatriz vacinal BCG (0, 1 ou 2
cicatrizes). Os contatos foram, ainda, classificados de acordo com a forma

clinica e classificacdo operacional do caso indice.

2.4 Coleta da Saliva

A coleta da saliva de forma nao estimulada foi feita por meio da
utilizacao de rolos cilindricos de algodao, superficie lisa, conhecidos pelo nome
comercial de “Salivette”. Estes rolos que medem aproximadamente 1 cm de
espessura e 3.5 cm de comprimento foram introduzidos na cavidade bucal e
alojados na regiao sublingual por um periodo de 3 a 5 minutos para absorcao
da saliva (21). No laboratério o Salivette foi centrifugado a 5000 rpm a 4°C por

10 minutos e a amostra obtida foi aliquotada e transferida para tubos de 0.5 ml,
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sendo em seguida congelada a -20°C. O volume das amostras variou de 0.50 a

1.5ml.

2.5 ELISA Indireto para deteccao de IgA salivar anti-LAM Nativo

Placas de alta afinidade (Maxsorp - Nunc®) de 96 pocos foram
sensibilizadas com 50 pl de LAM Nativo (bei RESOURCES) diluido em tampao
carbonato/bicarbonato (50 pl de LAM Nativo 100 pg/ml diluidos em 4950 ul de
tampao carbonato/bicarbonato, ph 9.6); as placas foram incubadas over night
em camara fria a 4°C; foram feitas quatro lavagens com PBSt 0.05% (200
ul/well) e amostras de saliva diluidas em PBS/BSA 5% (1:5) foram adicionadas
em triplicata, as placas foram incubadas por 1 h a 37°C; apés cinco lavagens
com PBSt 0.05% foram adicionados 50 ul de anti IgA (CALBIOCHEM® - USA
1.0 mg/ml) marcada com peroxidase diluida 1:1000 em PBS/BSA e incubadas
por 1 h a 37°C; apds seis lavagens com PBSt 0,05% as placas foram
reveladas 50 pl de solugdo de OPD por 5 min (2 mg OPD + 5000 ul Tampéao
citrato + 2 pyl H,O,) sendo a reagédo parada em seguida com 20 pl/well de acido
sulfarico (H.SO4 2N). As placas foram lidas em leitora de microplaca (TP —

READER, THERMO PLATE) em comprimento de onda de 492 nm.

2.6 indice ELISA

As amostras de saliva foram trabalhadas em triplicata. Para o calculo do
indice ELISA o valor da média das absorbancias foi dividido pelo Cut off, sendo
considerados os valores maiores que 1 positivos. O valor do Cut off foi obtido
pela média das absorbancias dos controles negativos somados a 3 desvios

padroes.
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2.7 Analise Estatistica

Foi utilizada analise descritiva para descricao da amostra. Para os testes
nao paramétricos foi utilizado o software GraphPad Prism, v. 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) e para o risco relativo/odds ratio o MedCalc

(www.medcalc.org/calc/odds ratio.php), considerando significantes os valores

de p< 0.05.

3. Resultados
3.1 Grupo 1 — Pacientes virgens de tratamento

A tabela 1 apresenta a distribuicdo dos pacientes com hanseniase do
grupo 1, virgens de tratamento, que desenvolveram ou ndo reac¢des hansénicas
durante e/ou apds o tratamento especifico, segundo classificacdo operacional
(CO), género associado a CO, resultado do teste Mitsuda, do teste soroldgico
ELISA IgM anti-PGL-1 e do teste salivar ELISA slgA anti-LAM.

Quanto a classificagdo operacional, nossa amostra foi composta por 78
pacientes MB (67.2%) e 38 PB (32.8%). Os pacientes MB apresentaram
diferenca estatisticamente significante quanto as reacdes, sendo que 52.6%
(41/78) tiveram reacdes hansénicas (OR=4.15; 1Cgs9,=1.69-10.19; p=0.001).
Dos 27 pacientes do género masculino que apresentaram reagdes durante o
estudo, 24 (88.9%) eram MB (OR=4.41; 1C=1.14-16.96; p=0.030); e das
mulheres com reacao, 77.3% (17/22) eram MB (OR=5.95; 1Cg59,=1.58-22.32;
p=0.008). O IE soroldgico IgM anti-PGL-1 foi positivo em 50.8% (59/116) dos
pacientes, sendo que destes, 54.2% (32/59) desenvolveram reacoes (OR=2.78;

ICos9,=1.29-5.98; p=0.008).
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Dos 116 pacientes virgens de tratamento avaliados o |IE slIgA salivar anti-

LAM foi positivo em 67 pacientes (57.8%). Foi observada correlagdo positiva

entre o IE sIgA salivar anti-LAM no diagnéstico e o surgimento de reacdes

hansénicas (OR=2.33; ICg5¢,=1.07-5.06; p=0.031) (Tab 01).

Tabela 1. Distribuicado de pacientes de hanseniase virgens de tratamento que
desenvolveram ou nao reacdes hansénicas durante ou apds PQT, segundo
classificacao operacional (CO), género associado a CO, teste Mitsuda, teste
sorolégico ELISA IgM anti-PGL-1 e teste salivar ELISA sIgA anti-LAM, obtidos

no momento do diagnéstico.

Reac6es Hansénicas

Variaveis Sim Nao n OR IC (95%) P
n (%) n (%)
Classificacao Operacional (CO)
Multibacilar (MB) 41 (52.6) 37 (47.4) 78 415 1.69-1019  0.001
Paucibacilar (PB) 8 (21.1) 30 (78.9) 38
Género/CO
w7 mB 24 (45.3) 29 (547) 53 441 1.14-16.96  0.030
PB 3 (15.8) 16 (84.2) 19
MB 17 (68) 8 (32 25 595 1.58-2232  0.008
" * PB 5 (26.3) 14 (73.7) 19
Total 49 (42.2) 67 (57.8) 116
Mitsuda
0-7mm 16 (35.6) 29 (64.4) 45 234  0.67-817 0.181
>7 mm 4 (19.0) 17 (81.0) 21
Soro IgM
PGL-1 + 32  (54.2) 27 (45.8) 59
278 1.29-5.98 0.008
PGL-1 - 17 (29.8) 40 (70.2) 57
slgA anti LAM
LAM + 34 (50.7) 33 (49.3) 67 2.33 1.07 -5.06 0.031
LAM - 15 (30.6) 34 (69.4) 49

*OR = odds ratio. IC (95%) = Intervalo de confianca. p = p value. Sistema de leitura do teste Mitsuda
reduzido: “negativo” para leituras de até 7 mm (0 — 7 mm) e "positivo" para leituras maiores que 7

mm (> 7mm) (17).
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A tabela 2 apresenta a distribuicdo dos pacientes de hanseniase por
forma clinica, classificagdo operacional e género, associados a presenca e tipo
de reacao hansénica e a positividade a IgA secretéria anti-LAM.

Foi observada na forma PB significante associacao entre a positividade
da slgA salivar com as reagdes (OR=19.34; 1Cg54,=1.02-365.25; p=0.048)
quando comparados aos MB (OR=1.64; 1Cg5,=0.66-4.06; p=0.282). Quanto as
formas clinicas foi observada associacdo entre a positividade do IE salivar e o
surgimento de reacdes hansénicas na forma BT (OR=6.90; |Cgyse,=1.72-27.6;

p=0.006) (Tab 2).
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Tabela 2. Distribuicdo dos pacientes de hanseniase por forma clinica,
classificacao operacional e género, associados a presenca e ao tipo de reacao
hansénica e a positividade a IgA secretoéria anti-LAM.

slgA Reacao Total
L . Total
Variaveis n  anti- OR IC P
(%) T T2 M R S/R
PGL-1
Formas Clinicas
+ 1 (33.3) 0 1
Hi 3
2 (66.7 0 2
T 8 + 4 (50%) 2 2 2 9.00 0.29 - 271.67 0.20
4 (50%) 0 4
+ 33 (56.9) 16 16 17 *6.90 1.72 - 27.60 0.006
BT 58
25 (43.1) 3 3 22
BB » + 7 (63.6) 3 3 4 0.08 0.003 - 2.20 0.138
4 (36.4) 4 4 0
BL 47 + 10 (58.8) 2 1 3 6 4 1.12 0.15-7.98 0.906
7 (41.2) 3 1 4 3
LL 19 + 12 (63.2) 6 1 7 5 1.05 0.15-6.92 0.959
7 (36.8) 4 3
Total 116 33 11 5 49 67
Classificacao Operacional da forma BT
+ 17 (58.6) 6 6 11 14.13 0.71-279.84 0.082
BT/PB 29
12 (41.4) 12
+ 16 (55.2) 10 10 6 *5.55 1.07 - 28.63 0.040
BT/MB 29
13 (44.8) 10
Classificagao Operacional
+ 22 (57.9) 8 8 14 *19.34 1.02 - 365.25 0.048
PB 38
16 (42.1) 16
+ 45 (57.7) 15 7 4 26 19
MB 78 1.64 0.66 - 4.06 0.282
33 (42.3) 10 4 1 15 18
Género
+ 42 (58.3) 12 6 2 20 22
Masc 72 *2.98 1.05- 8.45 0.039
30 (41.7) 4 2 1 7 23
+ 25 (56.8) 11 1 2 14 11
Fem 44 1.75 0.52-5.84 0.362
19 (43.2) 6 2 8 11
Total 116 33 11 5 49 67

FC= forma clinica; T1= Reacéo tipo 1(RR); T2= Reacao tipo 2 (ENR); M= Reacao Mista. Odds Ratio (OR), IC -
Intervalo de confianca 95% (IC - p< 0,05%), p value (p). * Dados estatisticamente significantes. TT: tuberculodide;
BT: borderline-tuberculdide; BB: borderline-borderline; BL: borderline-lepromatosa; LL: lepromatosa.
Classificacao operacional: paucibacilar (PB) e multibacilar (MB).

A figura 1 apresenta o comportamento da slgA salivar anti-LAM nas
formas clinicas (FC). Diferenga estatisticamente significante ocorreu entre as

formas TT e BB (p= 0.02).
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Figura 1. Comportamento da slgA salivar anti-LAM nas Formas Clinicas (FC) do grupo 1 (diagnéstico) e grupo 5 (CE). O valor 1 do indice ELISA

(IE) corresponde ao Cut off de 0.45 de Absorbancia (ABS). TT: hanseniase tuberculéide; BT: bordeline-tuberculéide; BB: borderline-borderline;
BL: borderline-lepromatosa; LL: lepromatosa. *Diferenga entre as formas TT e BB (p=0.02).

No grupo 1 foi observado que 12 pacientes (10.3%) foram contatos
intradomiciliares (6 BT PB; 3 BT MB; 1 HI PB; 1 TT PB; 1 BL MB) e, destes, 1
desenvolveu reacgao tipo 1 pds alta (género feminino, BT MB, com slgA salivar
anti-LAM positiva de 3.22).

3.2 Grupo 2 - Pacientes avaliados na alta da PQT
Foram avaliados 39 pacientes no momento da alta da PQT. Destes,

35.9% (14/39) apresentaram slgA salivar anti-LAM positivo nos exames de alta.

3.2.1 Grupo 3 - Pacientes avaliados na alta da PQT que possuem dados de
diagnodstico

Foram avaliados 16 pacientes que forneceram amostras de saliva no
diagnéstico e no momento da alta da PQT. Destes, 9 eram do género
masculino e 7 do feminino, 10 MB e 6 PB. Neste grupo nove pacientes (56.2%)
desenvolveram reacdes hansénicas, sendo 1 PB e 8 MB. Na alta da PQT a
média do IE slgA anti-LAM dos pacientes com reacao foi de 0.91, enquanto
que os pacientes que nao tiveram reagdes apresentaram o IE médio de 0.53
(p= 0.29). Analisando o comportamento do IE nos grupos com reagcado e sem
reacdo, do diagnédstico (D) e para a alta (A), estes apresentaram um perfil

diferente, sendo que no grupo com reagdo o0s valores aumentaram ou
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permaneceram mais altos, enquanto que no grupo sem reagdo os valores

decresceram ou permaneceram mais baixos (Fig. 2).

Com reacao Sem reacao
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IE slgA anti-LAM

D A D A
Figura 2. Comportamento da slgA salivar anti-LAM em pacientes do grupo 3 no Diagnéstico (D) e no momento da Alta da PQT (A).
Figura 2A - individuos que apresentaram reagdes; Figura 2B - individuos que ndo apresentaram reagoes.

3.3 Grupo 4 — Contatos Intradomiciliares

Os resultados do teste ELISA utilizando slgA salivar anti—-LAM de 111
contatos monitorados pelo CREDESH/UFU foram avaliados e correlacionados
com o teste Mitsuda e a presencga/auséncia da cicatriz vacinal da BCG (cBCG-
ID). Foram considerados como pior prognostico (-) para o teste de Mitsuda os
valores de 0 — 3 mm (0) e como melhor prognéstico (+) valores = 4; para a
cBCG foi considerado (-) a auséncia de cicatriz vacinal (0) e (+) a presenca de

1 ou 2 cBCG-ID (Tab 3).
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Tabela 3. Analise dos contatos intradomiciliares (grupo 3), considerando fatores
progndésticos como o teste de Mitsuda e a presenca de cicatriz vacinal de BCG-
ID em relagao a slgA salivar anti-LAM.

Prognostico*
IgA salivar cBCG-ID*
- + OR IC p
+ 14 47
sigA 1.56 0.59 - 4.09 0.362
- 8 42
Mitsuda*
- + OR IC ¢]
+ 8 53
sigA 0.29 0.11-0.75 0.011
- 17 33
Mitsuda/BCG-ID*
- + OR IC p
+ 2 41
slgA 0.29 0.05-1.61 0.15
- 5 30

* ¢cBCG-ID* (-) = pior progndstico (0 cBCG) e (+) = melhor prognéstico (1 e 2 ¢cBCG). Mitsuda*
(-) = pior prognéstico (0 —3 mm) e (+) = melhor prognéstico (=4 mm). Mitsuda/cBCG-ID* (-) =
pior prognostico(Mit<4/cBCG-ID=0) e (+) = melhor progndstico (Mitsuda=4 / cBCG-1D>1).

A slgA anti-LAM+ correlacionou inversamente com o teste Mitsuda
negativo e teve o OR significativo (OR=0.29; p=0.011) (Mitsuda*, Tab 3),
sugerindo que a positividade para anti-LAM na saliva de contatos pode ser um
indicador de resisténcia natural a hanseniase, devido, entdo, a maior
frequéncia de slgA positiva nos individuos Mitsuda+(OR=3.41; p=0.011).

Para os contatos que apresentaram 0 (sem cBCG), 1 e 2 cicatrizes
vacinais BCG observou-se que 63.6% (14/22), 51.4% (37/72) e 58.8% (10/17)
foram positivos para LAM, respectivamente. Para o grupo sem cBCG foi
observada uma associagéo positiva entre a positividade do slgA salivar (LAM)
e a positividade para o teste Mitsuda (OR=10.00; ICgs9%=1.26-79.3; p=0.02)

(Tab 4).
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Tabela 4. Resultado do teste Mitsuda e slIgA salivar anti-LAM com relacéo a
cicatriz vacinal BCG (cBCG).

Mitsuda LAM LAM
cBCG + - + - n + - OR IC p
12135 .
0 5 7 1“8 2 P23 000 1.26-79.34 0.029
1 56 16 37 35 72 | Mitsuda *SI2 0 506 0.66 - 6.46 0212
2 15 2 10 7 17 PEO LS eme 0.38 - 235.79 0.167
Toal 8625 6150 111

Odds Ratio (OR), Intervalo de confianca 95% (IC - p< 0,05%), p value (p). * Dados estatisticamente significantes.

A figura 3 apresenta o comportamento da IgM sorologica anti-PGL-1 e
da slgA salivar anti-LAM nos grupos 1 (Diagnoéstico), 2 (Alta PQT) e 4
(Contatos  Intradomiciliares), evidenciando diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos 1 e 2, tanto nos valores da IgM sorologica anti-

PGL-1 (Fig. 3A) quanto na slgA salivar anti-LAM (Fig. 3B).
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Figura 3. Comportamento da IgM sorolégica anti-PGL-1 e sIgA salivar anti-LAM nos grupos Diagnéstico (D); Alta da PQT (A) e
Contatos Intradomiciliares (C). A) IgM sorolégica. B) sIgA salivar. * Diferengas estatisticamente significantes entre os grupos D e A.

3.4 Grupo 5 — Controles Endémicos
O grupo de controles endémicos (CE) foi composto por 11 voluntarios
sem historico pessoal ou familiar de hanseniase. Diferengas significativas

foram observadas entre os pacientes do grupo 1 (D) e o grupo 5 (CE)
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(p=0.0329) e entre os grupos 1 e 2 (p=0.0003) quanto ao comportamento da

slgA salivar (Fig. 4).
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Figura 4. Comportamento da slIgA salivar anti-LAM nos grupos: Diagnéstico (D); Alta da PQT (A); Contatos (C) e Controles Endémicos (CE).

*Diferenca entre os grupos D e A (p= 0.0003); “diferenga entre os grupos D e CE (p= 0.0329). O valor 1 (positivo) do IE corresponde ao  Cut off
de 0.45 de Absorbancia (ABS).

4. Discussao

O presente trabalho demonstra a utilizacdo da saliva como instrumento
de monitoramento das reagdes hansénicas utilizando como marcador a IgA
secretoria salivar anti-LAM.

Atualmente, a prevencao de incapacidades comeca com o diagndstico
precoce da hanseniase, com o diagnostico e tratamento das neurites e
reacoes, e estrategicamente com a identificacdo de pacientes com risco de
desenvolvé-las, visando uma intervencao no tempo adequado. Apesar disso,
as incapacidades em pacientes novos com hanseniase e de pacientes que
tenham completado o tratamento com poliquimioterapia continuam sendo um
desafio(4).

A saliva tem sido objeto de estudo de diversos pesquisadores com o
intuito de acrescentar uma possibilidade de exame complementar para
diagnéstico e monitoramento de doencgas orais e sistémicas(22, 23). A
facilidade de coleta, bem como o fato de oferecer menor risco de contaminacéo

para o profissional de saude, representam aspectos importantes para subsidiar
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a escolha da saliva como meio de diagndstico(12). A possibilidade de se
trabalhar a hanseniase de forma menos invasiva e mais abrangente faz da
saliva uma ferramenta promissora, tanto para o diagndstico quanto para o
monitoramento da evolugao clinica do tratamento dos pacientes.

O LAM, além de ser o principal antigeno de superficie e um dos fatores
dominantes de viruléncia do M. leprae, também apresenta uma estreita relacao
com reacdes hansénicas, pois pode promover dano neural em modelo murino
por meio da ativacao do sistema complemento via MAC (membrane attack
complex)(1, 6). Nossos dados apontam para uma correlagdo positiva entre a
positividade da slgA anti-LAM e o surgimento de reacées hansénicas, onde
69.4% dos pacientes que apresentaram reacées eram anti-LAM positivos no
diagnéstico com uma chance 2.3 vezes maior de desenvolver naqueles
pacientes com positividade para slgA. Contudo, a forma clinica com maiores
chances (7x maior) foi a BT, e interessantemente, as chances aumentam ainda
mais (14x) naqueles pacientes BT-PB, sugerindo o envolvimento de uma
resposta celular exacerbada contra o LAM do M. leprae. Esses resultados sé&o
corroborados pelas evidéncias de que a deposicdo de complemento esta
associada com o LAM de M. leprae em lesdes e que a positividade nos nervos
para LAM também estad associada com a deposicido de MAC'. Suporte
adicional na literatura para o envolvimento do LAM com a ocorréncia de
reacdes hansénicas vem do fato que mesmo apdés completar o tratamento o
LAM ainda pode ser detectado em bidpsias da pele e nervos, com um
clearance mais lento que outros antigenos como o PGL-1(24).

Similar aos estudos que correlacionaram a presenca de reagdes com a

classificacao operalcional MB(3, 25), nossos dados também apontam para uma

116



maior ocorréncia de reacées hansénicas em pacientes MB. Os pacientes MB
apresentaram diferencas significativas quanto as reagdes hansénicas, e
aqueles que apresentaram slgA anti-LAM positiva apresentaram chances 4
vezes maiores que 0s negativos, incluindo ambos os géneros. Contudo,
considerando a positividade da slgA em todos os pacientes, a chance de
desenvolver reagdes hansénicas é pelo menos 2 vezes maior que O0s
negativos. Os pacientes PB apresentaram expressiva correlacdo entre a
positividade da sIgA salivar anti-LAM e surgimento de reacdes, onde todos 0s
pacientes desse grupo que desenvolveram rea¢cdes eram LAM positivo.

O comportamento distinto da slgA salivar anti-LAM quando se compara
doentes e controles endémicos sugere que o LAM salivar pode ser um
marcador de exposicdo ao M. leprae. Esta informacéo fica fortalecida quando
se compara os grupos Diagnéstico, Alta da PQT, Contatos e Controles
Endémicos, onde os doentes tratados (A) e nao tratados (D) apresentam
distinta meédia de positividade da sIgA anti-LAM, sugerindo que o
monitoramento da PQT pode ser possivel com esse marcador. A diferenga de
resposta imune salivar entre os contatos e os controles endémicos reforca o
papel da IgA anti-LAM como marcador de exposicdo ao M. leprae(26).
Interessantemente, pacientes avaliados para a slIgA anti-LAM tanto no
diagnéstico quanto na alta da PQT e que mantiveram ou elevaram seus niveis
durante o tratamento tiveram maior risco em desenvolver reagcées hansénicas
que aqueles que declinaram os niveis de slgA anti-LAM, corroborando os
resultados obtidos com todos os pacientes com hanseniase, e demonstrando a
importancia da slgA anti-LAM como biomarcador preditivo de reagdes

hansénicas.
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Nossos resultados com contatos demonstraram que a slgA anti-LAM
correlacionou significativamente com o teste Mitsuda positivo, sugerindo que a
positividade para anti-LAM na saliva pode ser usada como um indicador de
resisténcia a hanseniase, seja por exposicao prévia ou resisténcia natural.
Esses resultados sdo corroborados com dados da literatura que demonstram
que a reatividade positiva da resposta de IgG a LAM foi significativamente
aumentada em pacientes vacinados com BCG e nos pacientes com
tuberculose ativa, e a vacinacado oral com BCG também induziu o aumento
significativo de IgA secretéria a LAM. Os autores sugerem que ensaios com
imunoglobulinas reativas a LAM podem servir de marcadores de resposta
humoral e celular em futuras vacinas com BCG e/ou de micobactérias
atenuadas!"". Esses resultados também foram corroborados em outro estudo
por aumentos significativos observados para IgGs especificas anti-LAM apéds
vacinacgdes primaria e reforco de BCG(27). Embora a exposicao prévia ao M.
leprae também possa gerar respostas humoral e celular, é provavel que a
presenca de slgA na saliva dos contatos também possa sugerir imunizagéao
oral, correlacionando com a resposta celular caracterizada pelo teste Mitsuda
positivo, que foi realizado apés a coleta da saliva durante a primeira analise do
contato. Estudos prévios indicam transmissao subclinica generalizada do M.
leprae com infeccao transiente no nariz, e possivelmente na cavidade oral(28),
resultando no desenvolvimento de uma resposta imune mucosa, que pode ser
protetora(29). Resta saber se os contatos negativos na sailva para slgA anti-
LAM, juntamente com outros parametros, como a auséncia de cicatriz para

BCG e presencga de PGL-1 no soro, representam maior risco em adoecer.
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Em resumo, o monitoramento da sIgA anti-LAM na saliva de pacientes
com hanseniase em tratamento pode se tornar uma importante ferramenta na
deteccdo de grupos de risco para desenvolvimento de reacdes hansénicas,
principalmente tipo 1, e a positividade nos contatos sugere maior resisténcia a
hanseniase, porém a possibilidade de estar indicando exposicao ao M. leprae

deve ser investigada.
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Lista de Figuras
Figura 1. Comportamento da slgA salivar anti-LAM nas Formas Clinicas (FC)

do grupo 1 (diagndstico) e grupo 5 (CE). O valor 1 do indice ELISA (IE)
corresponde ao Cut off de 0.45 de Absorbancia (ABS). TT: hanseniase
tuberculdide; BT: bordeline-tuberculéide; BB: borderline-borderline; BL:
borderline-lepromatosa; LL: lepromatosa. *Diferenca entre as formas TT e BB

(p=0.02).

Figura 2. Comportamento da sIgA salivar anti-LAM em pacientes do grupo 3 no
Diagnéstico (D) e no momento da Alta da PQT (A). Figura 2A - individuos que

apresentaram reacoes; Figura 2B - individuos que néo apresentaram reacoes.

Figura 3. Comportamento da IgM sorol6gica anti-PGL-1 e slgA salivar anti-
LAM nos grupos Diagndstico (D); Alta da PQT (A) e Contatos Intradomiciliares

*

(C). A) IgM soroldgica. B) slgA salivar. Diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos D e A.

Figura 4. Comportamento da slgA salivar anti-LAM nos grupos: Diagnostico
(D); Alta da PQT (A); Contatos (C) e Controles Endémicos (CE).
*Diferenca entre os grupos D e A (p= 0.0003); #diferenca entre os grupos D e
CE (p= 0.0329). O valor 1 (positivo) do IE corresponde ao Cut off de 0.45 de

Absorbancia (ABS).
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Lista de Tabelas

Tabela 1. Distribuicdo de pacientes de hanseniase virgens de tratamento que
desenvolveram ou nao reacbes hansénicas durante ou apds PQT, segundo
classificacao operacional (CO), género associado a CO, teste Mitsuda, teste
sorolégico ELISA IgM anti-PGL-1 e teste salivar ELISA sIgA anti-LAM, obtidos
no momento do diagnéstico. *OR = odds ratio. IC (95%) = Intervalo de
confianca. p = p value. Sistema de leitura do teste Mitsuda reduzido:
“negativo" para leituras de até 7 mm (0 — 7 mm) e "positivo" para leituras
maiores que 7 mm (> 7mm) (17).

Tabela 2. Distribuicdo dos pacientes de hanseniase por forma clinica,
classificacao operacional e género, associados a presenca e ao tipo de reacao
hansénica e a positividade a IgA secretéria anti-LAM. FC= forma clinica; T1=
Reacao tipo 1(RR); T2= Reacao tipo 2 (ENR); M= Reacao Mista. Odds Ratio
(OR), IC -Intervalo de confianca 95% (IC - p= 0,05%), p value (p). * Dados
estatisticamente significantes. TT: tuberculdide; BT: borderline-
tuberculéide; BB: borderline-borderline; BL: borderline-lepromatosa; LL:
lepromatosa. Classificacao operacional: paucibacilar (PB) e multibacilar

(MB).

Tabela 3. Analise dos contatos intradomiciliares (grupo 3), considerando
fatores prognésticos como o teste de Mitsuda e a presenca de cicatriz vacinal
de BCG-ID em relacdo a slgA salivar anti-LAM. * ¢BCG-ID* (-) = pior
prognéstico (0 cBCG) e (+) = melhor prognéstico (1 e 2 cBCG). Mitsuda* (-) =
pior prognéstico (0 — 3 mm) e (+) = melhor prognéstico (= 4 mm).
Mitsuda/cBCG-ID* (-) = pior prognostico(Mit<4/cBCG-ID=0) e (+) = melhor

prognéstico (Mitsuda=4 / cBCG-ID>1).
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Tabela 4. Resultado do teste Mitsuda e sIgA salivar anti-LAM com relagdo a
cicatriz vacinal BCG (cBCG). Odds Ratio (OR), Intervalo de confianca 95%

(IC - p= 0,05%), p value (p). * Dados estatisticamente significantes.
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ANEXO B

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Projeto de Pesquisa: Avaliacao da Mucosa Oral e Caracterizacao Imunolégica da Saliva

em Pacientes com Hanseniase

A hanseniase é uma doenca que afeta a pele e os nervos. No inicio os sintomas séo
dificilmente notados e por ser transmitida principalmente pelo nariz, este local pode ser
precocemente afetado. Durante o desenvolvimento da doenca as lesdes de pele sdo mais
aparentes e 0s nervos podem ser irreversivelmente danificados resultando em graves
seqlelas. Quanto mais demora para que a doencga seja diagnosticada e o tratamento iniciado,
maior serd o dano. O diagnéstico pode ser dificultado porque os exames atuais nao
conseguem detectar o bacilo quando eles estdo em pequena quantidade no organismo.

Atualmente a hanseniase tem cura e muitos sdo os esfor¢os para que ela deixe de ser
um problema de saude publica no Brasil. Mas, como ndao ha uma vacina especifica contra a
hanseniase, € muito importante que se possa identificar os portadores sadios do bacilo que
causa a doenca, bem como os contatos de pacientes que estejam no estagio inicial da
infeccdo, ainda subclinico, para que se possa definir os grupos que tenham maior risco de
desenvolver a hanseniase.

Para isso, a equipe de salude do Centro de Referencia Nacional
Hanseniase/Dermatologia Sanitaria (CREDESH/UFU) esta propondo uma pesquisa onde
deverao ser realizados, além dos exames de rotina, a andlise de saliva (por meio de swabs e
Salivette) e de bidpsias de lesdes presentes na cavidade bucal de pacientes e contatos. Cabe
ressaltar que todo material utilizado sera estéril e descartavel, e no caso das biépsias, serdo
realizadas com anestésico local. O material coletado sera enviado ao laboratério do
CREDESH/UFU, onde seréo realizados os exames e 0s resultados serdo mantidos em sigilo.

E direito do paciente pedir esclarecimentos a respeito da finalidade da pesquisa,
destino do material coletado e resultados dos exames realizados e, se concordar em participar
da pesquisa, podera desistir de fazé-lo a qualquer momento, sem que haja nenhum prejuizo
proprio.

Pelos presentes  termos apresentados por este  documento, eu,

, concordo em colaborar com a

pesquisa, declarando estar ciente dos riscos, beneficios e direitos.
Assinatura

Pesquisador Responsavel: Prof2. Dr2. Isabela Maria Bernardes Goulart
Uberlandia, __ de de20 .
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RESUMO

O desenvolvimento de incapacidades no individuo acometido por hanseniase é
um ponto critico associado a um contexto de exclusdo social e estigma.
Compreender os mecanismos moleculares e imunolégicos da lesdo no nervo
induzida pelo M. leprae € um passo necessario para o controle da hanseniase,
prevenindo sua progressao para uma lesiva condicdo neuropética. PGL-1 e
LAM sao antigenos nao proteicos presentes na parede celular do M. leprae,
encontrados em tecidos humanos infectados, podendo ser identificados na
saliva. O presente estudo avaliou por meio do teste ELISA a presenca da IgA
secretoria salivar (slgA) anti-PGL-1 e anti-LAM em pacientes com hanseniase e
seus contatos. Diferencas significativas ocorreram entre os valores do indice
ELISA anti-PGL-1 do grupo de pacientes e dos controles endémicos (p = 0.01).
Quanto as formas clinicas foi observada associacéao entre a positividade do IE
salivar e o surgimento de reagcbées hansénicas nas formas BT (OR 7.12; IC 2.07
— 24.54; p= 0.002). Com relacdo ao LAM, os pacientes paucibacilares (PB)
apresentaram associacao entre a positividade da slgA anti-LAM e o surgimento
de reacbes hansénicas, onde todos o0s pacientes desse grupo que
desenvolveram reagdes eram LAM positivo (OR=19.34; p=0.048). Foi
observado comportamento distindo da slgA anti-LAM entre os grupos pacientes
virgens de tratamento, pacientes tratatos com PQT, contatos e controles
endémicos. Nossos dados sugerem que o monitoramento da slIgA anti-PGL-1 e
anti-LAM nos pacientes em tratamento pode se tornar uma importante
ferramenta na deteccao de grupos de risco para desenvolvimento de reagdes

hansénicas.

Palavras-chave: IgA secretéria, saliva, LAM, PGL-1, hanseniase, contatos
intradomiciliares, pacientes.
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ABSTRACT

The development of disability in the individual affected by leprosy is a critical
point associated with a context of social exclusion and stigma. Understanding
the molecular and immunological mechanisms of nerve injury induced by M.
leprae is a necessary step for the control of leprosy, preventing progression to
harmful neuropathic conditions. Non-protein antigens PGL-1 and LAM present
in the cell wall of M. leprae found in infected human tissues can be identified in
saliva. This study evaluated by ELISA tested the presence of salivary secretory
IgA (slgA), anti-PGL-1, and anti-LAM in leprosy patients and their contacts.
Significant differences occurred between the values of the ELISA Index (El)
anti-PGL-1 level of patients and endemic controls (p = 0.01). In clinical forms an
association between positive salivary El and the appearance of leprosy
reactions in BT forms (OR 7.12, Cl 2.07 - 24.54, p = 0.002). Regarding LAM,
the paucibacillary patients (PB) showed an association between the positivity of
slgA anti-LAM and the appearance of leprosy reactions, in which all the patients
in this group who developed reactions were LAM positive (OR = 19.34; p =
0.048). Distinct behavior was observed in slgA anti-LAM among naive patient
treatment groups, patients treated with MDT, contacts, and endemic controls.
Our data suggest that monitoring of slgA anti-PGL-1 and anti-LAM in patients
undergoing treatment can become an important tool in detecting risk groups for

development of leprosy reactions.

Key Words: secretory IgA, saliva, LAM, PGL-1, leprosy, household contacts,
patients
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