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APRESENTACAO

O E-book “Promocgéao da salde e qualidade de vida” foi organizado em dois volumes
para ofertar a possibilidade de leituras cientificas sobre a contribuicdo da saude para a
qualidade de vida humana e nesse volume 2 teremos também abordagens da sadde animal.

A coleténea inicia com o capitulo 1. Do alojamento conjunto a visita domiciliar, um
relato de experiéncia de académicos de enfermagem que acompanharam o contexto:
bindmio mae-filho em um alojamento conjunto hospitalar até a saida da mae para casa,
onde foram implementadas a¢des preconizadas para o cuidado integral a ambos. Ainda na
temética da Educacao Superior na area da saude, teremos os capitulos: 2. Experiéncia de
académicos de Enfermagem em aula pratica no processo de aspiragéo de traqueostomia
e tubo orotraqueal, 3. Cirurgia ambulatorial para graduandos e médicos generalistas; 4.
A prevaléncia de refluxo gastroesofagico em estudantes de medicina e sua relagdo com
habitos de risco; 5. Preceptor na atencéo primaria a saude: limitagdes, vulnerabilidades e
fortalezas para sua praxis e promogéo da saude; 6. A complexidade do ser-professor e o
reflexo sobre sua satde mental: uma analise multifacetada.

Na sequéncia os capitulos: 7. Recursos hidricos: a percepgédo ambiental como um
fator de risco para a saude de alunos do Ensino Fundamental de uma escola da zona rural;
8. Impactos na qualidade de vida de uma paciente portadora de insuficiéncia cardiaca; 9.
Estudo de caso: estenose mitral; 10. Sistematizacao da Assisténcia de Enfermagem (SAE)
recomendada ao paciente submetido a angioplastia primaria com SUPRA ST.

Sobre a tematica da obesidade, teremos os estudos: 11. Eficacia da suplementacao
da spirulina na profilaxia da obesidade; 12. Prevaléncia de hipertensdo e sobrepeso/
obesidade em escolares do ensino publico da cidade de Jau-SP.

Esse volume apresenta também estudos contextualizando a temética feminina nos
capitulos: 13. Analise do uso de plantas medicinais que interagem com medicamentos mais
utilizados por mulheres no municipio de Araguari/MG; 14. O enfrentamento da violéncia
contra as mulheres no ambito da estratégia saude da familia; 15. Cancer de colo do utero:
reflexdes tedricas sobre realizacdo do Exame de Papanicolaou; 16. Sexualidade de
mulheres com cancer de mama submetidas a mastectomia.

Dando sequéncia teremos capitulos sobre dor crénica e oncologia: 17. Dor cronica e
qualidade de vida: estratégias e cuidado integral ao paciente; 18. Percepcéo e aspiragcbes
da equipe de enfermagem acerca dos cuidados paliativos em pacientes com céancer; 19.
Oncologia infantojuvenil e os beneficios da atividade fisica.

A seguir os capitulos: 20. Perfil epidemiolégico da coinfec¢do Tuberculose
pulmonar/HIV de 2015 a 2020 em Manaus, Amazonas; 21. Perfil de individuos com
sintomas de constipacdo e conhecimento sobre os métodos terapéuticos; 22. Infeccéo

pelo mycobacterium leprae: aspectos clinicos e diagnostico diferencial; 23. Prevaléncia



de diabetes em idosos residentes em instituicdes de longa permanéncia localizadas em
Araguari-MG; 24. Uso do laser de baixa intensidade no reparo tecidual de Ulceras no pé
diabético: uma reviséo integrativa.

Acrescentando aos estudos da saltde humana, teremos trés capitulos sobre salde
animal: 25. indices de recuperacéo e gestacdo em éguas das racas mangalarga marchador
e quarto de milha submetidas a transferéncia embrionaria transcervical; 26. Transferéncia
embrionaria transcervical em éguas das racas mangalarga marchador e quarto de milha;
27. Histopatologia e parametros bioquimicos de ratas tratadas com extrato etandlico de
ipomoea carnea (canudo) em testes de atividade estrogénica e antiestrogénica, e o capitulo
28. Custo direto para prevencéo e tratamento de lesbes de pele em uma unidade de terapia
intensiva.

A leitura tira o individuo do pensamento de senso comum e posicionamentos
automaticos, ela permite que tenhamos um olhar critico sobre os fatos, e possamos
observar as situacdes por diferentes prismas, tendo uma postura mais atualizada sobre os

temas estudados, portanto desejamos uma boa leitura e 6timos aprendizados.

Isabelle Cerqueira Sousa
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RESUMO: A hanseniase é uma doenca
infectocontagiosa crénica e curavel, porém
permanece como um grave problema de saude
publica. Manifesta-se clinicamente comalteragdes
dermatoneurolégicas e o diagnéstico € baseado
no exame clinico o que dificulta o diagnéstico
precoce. O desenvolvimento de um teste
sorolégico especifico e sensivel € de fundamental
importancia para o diagnoéstico na fase inicial
da doencga. Foi investigada através do método
de ELISA, a reatividade de soros de pacientes
com hanseniase e contatos intradomiciliares,
frente a proteinas recombinantes especificas
do Mycobacterium leprae (ML0405, ML2055,
ML2331 e Ag85B). O grupo de pacientes MB
apresentou maior producao de IgG total e IgG1
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em relacéo ao grupo controle sadio (CS), para todos os antigenos testados. Pacientes MB
tiveram maior producdo de IgG e IgM frente a ML0405 e Ag85b, respectivamente, quando
comparados com o grupo de pacientes PB e com os grupos de contatos PB e MB. O grupo
de contatos MB mostrou niveis de IgG aumentados frente aos antigenos ML2055 e ML0405,
em comparagéo ao grupo CS. A andlise da curva ROC mostrou que a producédo de IgG1
frente ao antigenos ML0405 apresentou sensibilidade de 73,3%, especificidade de 93,8%,
RPV+ = 11,23 e RPV- = 0,28. Oobservou-se uma queda significativa dos niveis de 1gG
contra o antigeno ML0405 apés inicio da poliquimioterapia. Os resultados sugerem que um
teste sorologico utilizando os antigenos ML0405, ML2331, ML2055 e Ag85b poderia ser
desenvolvido como instrumento auxiliar no diagnéstico da hanseniase. Medidas preventivas
como acompanhamento e quimioprofilaxia poderiam ser implementadas nos contatos
intradomiciliares soropositivos. O acompanhamento dos niveis de anticorpos especificos para
MLO0405 pode representar uma estratégia eficiente para monitorar a evolugéao do tratamento.
A producgéo de IgG1 frente ao antigeno ML0405 representa o teste com maior acuracia,
comparados aos demais isotipos e antigenos estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Hanseniase, Mycobacterium leprae, Proteinas recombinantes.

Mycobacterium leprae INFECTION: CLINICAL ASPECTS AND DIFFERENTIAL
DIAGNOSIS

ABSTRACT: Leprosy is a chronic and curable infectious disease, but it remains a serious
public health problem. It manifests clinically with dermatoneurological changes and the
diagnosis is based on clinical examination, which makes early diagnosis difficult. The
development of a specific and sensitive serological test is of fundamental importance for the
diagnosis in the initial phase of the disease. The reactivity of sera from leprosy patients and
household contacts against specific recombinant proteins of Mycobacterium leprae (ML0405,
ML2055, ML2331 and Ag85B) was investigated using the ELISA method. The MB group of
patients showed higher production of total IgG and IgG1 in relation to the healthy control
group (CS), for all tested antigens. MB patients had higher production of IgG and IgM against
ML0405 and Ag85b, respectively, when compared with the PB patient group and the PB and
MB contact groups. The MB contact group showed increased IgG levels against ML2055 and
MLO0405 antigens compared to the CS group. The analysis of the ROC curve showed that the
production of IgG1 against MLO405 antigens had a sensitivity of 73.3%, specificity of 93.8%,
RPV+=11.23 and RPV- = 0.28. Asignificant drop in IgG levels against the ML0405 antigen was
observed after starting multidrug therapy. The results suggest that a serological test using the
ML0405, ML2331, ML2055 and Ag85b antigens could be developed as an auxiliary tool in the
diagnosis of leprosy. Preventive measures such as monitoring and chemoprophylaxis could
be implemented in seropositive household contacts. Monitoring ML0405-specific antibody
levels may represent an efficient strategy to monitor treatment progress. The production of
IgG1 against the ML0405 antigen represents the most accurate test, compared to the other
isotypes and antigens studied.

KEYWORDS: Leprosy, Mycobacterium leprae, Recombinant proteins.
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HANSENIASE: ASPECTOS GERAIS

A hanseniase é uma doenca granulomatosa de evolucdo crénica causada pelo
Mycobaterium leprae (M. leprae), bacilo alcool-acido resistente (GOULART et al., 2009;
LYON e GROSSI, 2013). E transmitida no contato interpessoal, através do convivio de
individuos suscetiveis com doentes contagiantes que ainda nao receberam tratamento, com
periodo médio de incubacéo de 2 a 5 anos (GOULART et al., 2010; SAMPAIO et al, 2011).
O diagnéstico da doencga é eminentemente clinico, através do exame dermatoneurolégico,
e é apoiado por recursos complementares como a baciloscopia de raspado dérmico,
histopatologia e teste da histamina (REECE et al., 2006; LYON e GROSSI, 2013). Suas
manifestacdes clinicas comportam-se de forma espectral, devido a uma imbricada
combinacdo de fatores, que vao desde a imunologia, viruléncia do bacilo e genética da
defesa do hospedeiro (GOULART et al., 2009).

Na fisiopatogenia da infeccéo causada pelo M. leprae no homem encontra-se o
principal motivo para a relevancia epidemiolégica, social, econdmica e cultural da hanseniase
na sociedade: é primariamente uma doenca neurolégica, dada a predilegdo do bacilo de
Hansen em se propagar para nervos periféricos (MONTOYA et al., 2009). O dano neural
¢é devido a proliferacdo bacilar direta ou a resposta imunolégica do hospedeiro contra os
bacilos que la se encontram. Tais mecanismos sao os implicados na sintomatologia neural
e, finalmente, na manutencgéo do estigma acerca da doenca (GOULART et al., 2010).

No Brasil, a denominagé@o hanseniase foi legalmente determinada em 1976 com o
objetivo de diminuir o estigma, trazer nova compreenséo desta doenca e ampliar a deteccéo
de novos casos (MONTOYA et al., 2009). Tida como negligenciada, recentemente, vem
sendo alvo de intensificagcdo para pesquisas e estudos, ndo sb na &rea operacional e
epidemioldgica, mas também nas ciéncias basicas e quanto aos aspectos moleculares e
genéticos (SILVA et al., 2011).

O domicilio é apontado com importante espaco de transmissdo da doenca, de
maneira que contatos intradomiciliares de individos com hanseniase vém sendo alvo
de pesquisas atuais (DURAES et al., 2010). Sabe-se que contatos intradomiciliares
de casos de hanseniase tém risco maior de adoecimento (MATOS, 2011; FINE, 2012).
Recentemente demonstrou-se que os casos que foram diagnosticados no momento do
exame de contatos e que iniciaram imediatamente o tratamento, apresentaram menor
chance de complicagdes clinicas. Esses dados reforcam que a vigilancia de contatos deve
ser a estratégia determinante no controle da doenga (CONTIN et al, 2011).

Sendo o diagnostico da doenga essencialmente clinico, torna-se relevante a
utilizacao de técnicas que permitam uma melhor avaliagdo do espectro clinico da doenca.
A incorporacéo de ferramentas para diagnéstico contribui na identificacdo de potenciais
casos novos, entre contatos. Testes soroldgicos para identificacdo de anticorpos contra
o glicolipideo fendlico1 (a-PGL1) do M. leprae podem ser utilizados como marcadores
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de infecgéo subclinica. Mais recentemente, a decodificacdo do genoma completo do M.
leprae, e o advento de novas ferramentas de biologia molecular, tém permitido a produgao
de proteinas recombinantes, e sua avaliagdo como antigenos potenciais para o diagnéstico
da hanseniase (GELUK et al, 2010; RICHARDUS; OSKAM, 2015). O monitoramento
dos contatos com o auxilio dessas ferramentas subsidiara elaboracdo de modelos que
detectem individuos com maior risco de adoecer e que precisariam de acompanhamento
diferenciado (DUPPRE, 2012; MARTINEZ, 2011; CABRAL, 2013;).

POPULAGAO ESTUDADA

Inicialmente foram utilizadas amostras de soro provenientes do banco de soro do
Laboratério de Imunologia da Universidade Federal de Juiz de Fora — Campus Governador
Valadares. Os soros ja coletados e estocados a -20°C sao pertencentes a 44 pacientes
diagnosticados com hanseniase, 61 contatos intradomiciliares e 16 individuos sadios
(controle) de area nao endémica. Citar a époda dessa coleta (mesmo sendo mais antigo..)
Os pacientes foram classificados operacionalmente como 19 paucibacilares (PB) e 25
multibacilares (MB). Entre os contatos intradomiciliares, 36 eram contatos de pacientes
multibacilares (CMB) e 25 de paucibacilares (CPB). Vale ressaltar que 13 individuos
diagnosticados com hanseniase estavam em tratamento e 27 contatos conviviam com
individuos em tratamento.

Os casos de hanseniase foram diagnosticados pelo corpo técnico do Centro de
Referéncia de Doengas Endémicas e Programas Especiais (CREDEN-PES), Secretaria
Municipal de Saude de Gov. Valadares, entre os anos de 2011 e 2012. Vale ressaltar
que no CREDEN-PES, a classificacao utilizada € a de Madri, na qual os individuos séo
classificados em indeterminados, tuberculdides, dimorfos e virchowianos. Os individuos
considerados contatos domiciliares (comunicantes) dos casos selecionados foram também
incluidos no estudo ap6s exame dermatoneuroldgico de rotina pelo CREDEN-PES. Para
fins operacionais, considera-se contato domiciliar (comunicante) o individuo que reside ou
tenha residido nos ultimos 05 anos com o doente. Os dados referentes a identificagcdo dos
individuos participantes do estudo foram fornecidos pelo banco de dados do CREDEN-PES.
O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os participantes.
Em caso de menores, a incluséo foi feita apds assinatura do consentimento pelos pais ou
guardido.

Foram critérios de inclusdo dos pacientes: diagnéstico de hanseniase, de acordo
com critérios do Ministério da Salude; contatos intradomiciliares que nao possuiam sinais
e sintomas clinicos de hanseniase; controles sadios sem histéria prévia de hanseniase
ou contato com pacientes hansenianos; fornecer/assinar TCLE. Os critérios de excluséo
foram: disfuncéo hepatica/alcoolismo, diabetes melitus, gravidez, pacientes HIV-positivo e

uso de drogas imunossupressoras.
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DETECQAO DE ANTICORPOS CONTRA OS ANTIGENOS ML2055, ML2331,
MLO0405 E AG85B DO MYCOBATERIUM LEPRAE

A reatividade sorolégica para as proteinas recombinantes ML0405, ML2331,
ML2055 e Ag85B do M. leprae foi testada utilizando soro de pacientes com hanseniase e
contatos domiciliares. Esse conjunto de dados se relaciona a individuos hansénicos virgens
de tratamento e contatos de individuos virgens de tratamento.

A figura 1, mostra que para todos os antigenos testados, o grupo de pacientes MB
apresentou maior producéo de IgG total em relagcdo ao grupo controle. A producéo de IgG
total foi maior no grupo MB em relagéo aos grupos PB e contatos de pacientes PB (CPB)
em resposta aos antigenos ML0405, ML2331, ML2055 e Ag85B. O grupo de pacientes
MB apresentou diferenca significativa dos demais grupos estudados, na deteccdo de
IgG total, somente frente ao antigeno ML0405. Contatos de pacientes MB (CMB) tiveram
maior producao de anticorpos contra o antigeno ML0405, em comparagéo ao grupo CPB.
Somente em relacdo ao antigeno ML2055 o grupo CMB apresentou maior produgéo de
anticorpos IgG em relagao ao grupo controle sadio.
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Figura 1 —Niveis séricos de IgG total contra os antigenos ML0405 (A), ML2331 (B), ML2055
(C) e Ag85B (D), especificos do M. lepraecem pacientes hansenianos néo tratados econtatos
intradomiciliares. As barras representam as medianas. |IE = indice Elisa; CS = Controle Sadio; PB =
Paucibacilar; MB = Multibacilar; CPB = Contato de Paucibacilar; CMB = Contato de Multibacilar.
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A figura 2, representa os niveis séricos de IgG1, frente aos estimulos com os
antigenos ML0405 (A), ML2331 (B), ML2055 (C) e Ag85B (D). O grupo MB apresentou
niveis significativamente maiores de IgG1 em relagéo ao grupo controle (CS), frente aos
estimulos pelos antigenos ML0405, ML2331 e ML2055. Além disso, o grupo de pacientes
MB apresentou maior producéo de anticorpos IgG1 frente aos estimulos ML0405 e ML2055,
quando comparado com o grupo CMB. Através do estimulo com o antigeno 85B, n&o foi

possivel detectar diferencas entre os grupos.
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Figura 2 —Niveis séricos de IgG1 contra os antigenos ML0405 (A), ML2331 (B), ML2055 (C) e Ag85B
(D), especificos do M. lepraeem pacientes hansenianos néo tratados e contatos intradomiciliares. As
barras representam as medianas. IE = indice Elisa; CS = Controle Sadio; PB = Paucibacilar; MB =
Multibacilar; CPB = Contato de Paucibacilar; CMB = Contato de Multibacilar.

Afigura 3, mostra que os niveis séricos de anticorpos IgG2 estavam significativamente
aumentados nos individuos do grupo MB, em comparacao ao controle sadio (CS), frente aos
estimulos com os antigenos ML2055 e Ag85B. Contatos de pacientes PB, apresentaram
maior producédo de IgG2 frente aos antigenos ML0405 e ML2055 em comparag&o ao grupo

CMB.
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Figura 3 —Niveis séricos de IgG2 contra os antigenos ML0405 (A), ML2331 (B), ML2055 (C) e Ag85B
(D), especificos do M. lepracem pacientes hansenianos nao tratados e contatos intradomiciliares. As
barras representam as medianas. IE = indice Elisa; CS = Controle Sadio; PB = Paucibacilar; MB =
Multibacilar; CPB = Contato de Paucibacilar; CMB = Contato de Multibacilar.

Observa-se através da figura 4, que os niveis séricos de 1gG3, frente aos estimulos
com os antigenos ML0405, ML2331 e Ag85B estavam aumentados no grupo PB, quando
comparado com o grupo CS. Além disso o grupo PB apresentou niveis séricos de 1gG3

Aumentados, com relagéo ao grupo CPB para os antigenos ML0405 e ML2331. O grupo de
pacientes PB apresentou maior producéo de 1gG3, quando comparado com o grupo MB,

frente ao estimulo com ML2331.
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Figura 4 —Niveis séricos de IgG3 contra os antigenos ML0405 (A), ML2331 (B), ML2055 (C) e Ag85B
(D), especificos do M. lepraeem pacientes hansenianos néo tratados e contatos intradomiciliares. As
barras representam as medianas. IE = indice Elisa; CS = Controle Sadio; PB = Paucibacilar; MB =
Multibacilar; CPB = Contato de Paucibacilar; CMB = Contato de Multibacilar.

A figura 5, mostra que os niveis séricos de IgG4, frente ao estimulo com os
antigenos ML0405 (A), ML2331 (B), foram maiores nos grupos PB, MB, CPB e CMB quando
comparados com o grupo Controle Sadio (CS). Com relagéo ao antigeno ML2055, o grupo
MB, apresentou maiores niveis de IgG4, comprando-o ao grupo CS (fig. 4C).
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Figura 5 —Niveis séricos de IgG4 contra os antigenos ML0405 (A), ML2331 (B), ML2055 (C) e Ag85B
(D), especificos do M. lepraeem pacientes hansenianos néo tratados e contatos intradomiciliares. As
barras representam as medianas. IE = indice Elisa; CS = Controle Sadio; PB = Paucibacilar; MB =
Multibacilar; CPB = Contato de Paucibacilar; CMB = Contato de Multibacilar.

A figura 6 mostra que os niveis de anticorpos IgM foram significativamente maiores
no grupo MB em relagéo ao grupo controle CS para o antigeno ML2331. Com relacdo ao
estimulo com o Ag85B, o grupo MB mostrou maior produgéo de IgM em relagédo aos demais
grupos estudados.
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Figura 6 —Niveis séricos de IgM contra os antigenos ML0405 (A), ML2331 (B), ML2055 (C) e Ag85B
(D), especificos do M. lepraeem pacientes hansenianos néo tratados e contatosintradomiciliares. As
barras representam as medianas. IE = indice Elisa, CS = Controle Sadio; PB = Paucibacilar; MB =
Multibacilar; CPB = Contato de Paucibacilar; CMB = Contato de Multibacilar.

ESTUDO DAS CURVAS ROC DOS TESTES DE ELISA PARA OS ANTIGENOS
MLO0405, ML2331, ML2055 E AG85B DO Mycobacterium leprae

Andlise da curva ROC foi realizada para avaliar parametros relativos a resposta
de anticorpos (IgG total, 1IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4 e IgM), frente aos antigenos ML0405,
ML2331, ML2055 e Ag85B e sua aplicabilidade no diagnéstico da hanseniase. Tais
parametros incluem a acuracia do teste, representada pela area sob a curva ROC (ASC),
os valores de sensibilidade e especificidade, bem como as razbes de verossimilhanca
positiva e negativa quando necessario. Com relacao a avaliacao da IgG total, os resultados
da curva ROC mostraram que o valor da area sob a curva (ASC) do antigeno ML0405
(ASC=0.796, IC 95%: 0,613 a 0,918), foi significativamente maior do que o valor da ASC
dos antigenos ML2331 (ASC=0.579, IC 95%: 0.389 a 0.753) e AG85B (ASC=0.500, IC
95%: 0.316 a 0.684), com p<0,05, porém esta diferenca nédo foi observada com relagédo
ao valor da ASC do antigeno ML2055. Observa-se ainda que o valor da ASC do antigeno
ML2055 (ASC=0.650, IC 95%: 0.459 a 0.811) foi significativamente maior do que o valor

Promogao da satde e qualidade de vida 2 Capitulo 22 m



da ASC do antigeno 85B (p<0,05). Nao houve diferenca significativa entre as ASC dos
antigenos ML2331 e AG85B (figura 7).

Aandlise da curva ROC foi realizada para todos os antigenos testados, considerando
as classes e subclasses de anticorpos (IgG total, IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4 e IgM). Os
resultados evidenciaram maior valor da ASC do antigeno ML0405, em relagéo a IgG1 igual
a 0,9121 (Figura 8). As demais figuras da curva ROC relacionadas aos isotipos 1gG2, IgG3
e IgM encontram-se em anexo 1.

Considerando todas as analises realizadas, o antigeno ML0405 apresentou melhor
acuracia que os demais antigenos investigados.
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Figura 7 —Comparacéo da producéo de IgG total apos estimulo com os antigenos ML0405, ML2331,
ML2055 e AG85B através da curva ROC (receiver operator characteristic). As curvas ROC foram
realizadas para comparar o desempenho dos antigenos ML0405, ML2331, ML2055 e Ag85B no

diagnostico da Hanseniase.
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Figura 8 -Comparacao da producgéo de IgG1, frente ao estimulo com os antigenos ML0405, ML2331,
ML2055 e AG85B através da curva ROC (receiver operator characteristic). As curvas ROC foram
realizadas para comparar o desempenho dos antigenos ML0405, ML2331, ML2055 e Ag85B no

diagnéstico da Hanseniase.

SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

A avaliagéo da sensibilidade e especificidade pela curva ROC esta demonstrada
através da tabela 2. Pode-se observar que a IgG total especifica para os antigenos ML0405,
ML2331, ML2055 e AG85B apresentou sensibilidade de 66.7%, 53.3%, 40% e 80%,
respectivamente, e especificidade de 93.8%, 81.3%, 93.8% e 37.5%, respectivamente. Os
valores de sensibilidade e especificidade apresentados foram aqueles correspondentes ao
ponto da curva ROC mais proximo do ponto de sensibilidade e especificidade igual a 100%.
Em termos de razdo de verossimilhanca (RV), os valores foram 10.67; 2.84; 6.40 e 1.28,
respectivamente, para razdo de verossimilhancga positiva (RVP) e 0.36; 0.57; 0.64 e 0.53,
respectivamente, para razao de verossimilhanca negativa (RVN). Com relagéo ao isotipo
IgG1 especifico para os antigenos estudados destaca-se uma sensibilidade de 73% e
especificidade de 93,8% para o antigeno ML0405, com valores de RVP de 11,73 e de RVN
de 0,28. Para o isotipo IgG4 foram encontrados os seguintes valores: sensibilidade 80%,
especificidade 93,8%, RVP 9,6 e RVN 0,41, frente ao antigeno ML0405. Estes resultados
confirmam o melhor desempenho do antigeno ML0405 em comparagao aos demais.
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Antigeno Isotipo Cuf Off Sensibilidade% Especificidade% RV+ RV-

IgG total 3,951 66,7 93,8 10,67 0,36
1gG1 1,587 73,3 93,8 11,73 0,28
1gG2 1,168 92,9 37,5 1,49 0,19
MLo405 19G3 1,692 60,0 75,0 2,40 0,53
9G4 1,000 100 87,5 8,00 0,41
IgM 1,285 46,7 81,3 2,49 0,66
IgG total 3,181 53,3 81,3 2,84 0,57
IgG1 1,346 80,0 62,5 2,13 0,32
19gG2 1,286 85,7 93,8 13,7 0,15
ML2331 19G3 1,621 40,0 100 3,20 0,60
9G4 0,598 100 87,5 8,0 0,00
IgM 1,101 73,3 85,5 5,87 0.30
IgG total 2,158 40,0 93,8 6,40 0.64
1gG1 1,396 86,7 68,7 2,77 0,19
19G2 2,550 92,9 87,5 7,43 0,08
ML2055 1gG3 0,689 100 50,0 2,0 0.31
9G4 1,013 86,7 56,2 1,98 0,24
IgM 1,274 53,3 81,3 2,84 0,57
IgG total 1,286 80,0 37,5 1,28 0,53
IgG1 1,427 86,7 50,0 1,73 0,27
1gG2 1,093 80,0 68,7 2,56 0,29
Ag8sB 19G3 1,431 86,7 75,0 3,47 0,18
9G4 0,95 46,7 87,5 3,73 0,61
IgM 0,815 33,3 100 1,78 0,67

Tabela 1 -Sensibilidade e especificidade dos antigenos ML0405, ML2331, ML2055 e AG85B no
sorodiagnéstico da Hanseniase

DISCUSSAO

O principal objetivo desse estudo consiste na avaliacdo da reatividade imunolégica
a proteinas recombinantes especificas do M. leprae, testadas em soros de pacientes com
hanseniase paucibacilar e multibacilar, contatos intradomiciliares e individuos sadios (grupo
controle). O diagnéstico da hanseniase é baseado no exame clinico dermatoneurolégico,
portanto s6 é possivel quando a doenca ja se manifestou. Até os dias atuais, ndo existe
um exame laboratorial com sensibilidade e especificidade ideal para esse fim. Em vista
disso, o desenvolvimento de um teste imunoldgico especifico e sensivel para diagnéstico
precoce da hanseniase tornou-se objetivo de varias pesquisas (REECE et al., 2006;
DUTHIE et al., 2008; GELUK, DUTHIE e SPENCER, 2011; RADA et al. 2012; KUMAR et
al., 2014). O diagnéstico realizado antes da manifestagéo clinica da hanseniase, aliado a
um tratamento precoce, pode prevenir o surgimento de sequelas e deformidades fisicas,
além de interromper a cadeia de transmisséo da doenca.

Dentre os participantes envolvidos na primeira etapa do estudo, verificou-se que 9
(36%) pacientes hansenianos multibacilares apresentavam algum grau de incapacidade
no momento do diagnéstico. Sabe-se que o risco de apresentar incapacidades no ato do
diagnostico cresce significativamente a medida que aumenta o atraso na identificagdo dos
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casos de hanseniase, ou seja, a presenca de qualquer grau de incapacidade no momento
do diagnéstico representa diagnostico tardio (BRASIL, 2013; LYON e GROSSI, 2013;
LASTORIA e ABREU, 2014). Assim, a detecgcao precoce da hanseniase torna-se imperativo.

Uma ferramenta importante para a detecg@o precoce da infec¢do pelo bacilo de
Hansen é o teste sorologico. Apos o sequenciamento do genoma do M. leprae foi possivel
identificar provaveis antigenos especificos que poderdo ser utilizados para o diagnéstico.
O diagnéstico precoce da hanseniase antes mesmo do aparecimento das manifestagoes
clinicas pode ter um impacto sobre a evolu¢do da doenga (DUTHIE et al., 2008a; LASTORIA
e ABREU, 2014b).

Nesse estudo, utilizamos o ensaio ELISA para deteccédo de anticorpos IgG total,
IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4 e IgM contra as proteinas recombinantes ML0405, ML2331,
ML2055 e Ag85B, em amostras de soro de pacientes com hanseniase MB e PB, contatos
intradomiciliares e grupo de individuos saudaveis (grupo controle). Observou-se que o
grupo de pacientes MB apresentou uma ampla resposta de IgG total para as diferentes
proteinas recombinantes estudadas, o que permite uma diferenciagdo desse grupo de
pacientes em relagéo aos contatos e controles sadios. Dentre os pacientes do grupo MB,
0s que apresentaram maiores niveis de anticorpos eram classificados como virchowianos.
Os pacientes MB, principalmente os virchowianos, apresentam alta carga bacilar e uma
exacerbada resposta imune do tipo Th2 (SAMPAIO et al., 2011; LASTORIA e ABREU,
2014b; KUMAR et al., 2014). O aumento da resposta humoral nao é capaz de eliminar todos
os bacilos, permitindo assim progressdo da doenca e disseminacdo bacilar (BUHRER-
SEKULA et al., 2007; LYON e GROSSI, 2013). Logo, a alta detec¢ao de anticorpos &
diretamente proporcional a intensa carga bacilar que induz uma forte resposta humoral nos
pacientes MB.

Considerando os resultados dos ensaios analisando os isotipos, verificou-se que
a lgG1 frente a ML0405, apresentou uma resposta exacerbada, tornando-se possivel
diferenciar o grupo de pacientes MB de todos os demais grupos estudados (CS, PB, CPB
e CMB). Além disso, verificou-se que a IgG4 discriminou o grupo MB dos controles sadios.
Esses resultados corroboram com estudos prévios que demonstraram que a proteina
recombinante ML0405 é altamente reativa com anticorpos da classe IgG em pacientes
MB (REECE et al., 2006; DUTHIE et al., 2007, 2008; SAMPAIO et al., 2011; KUMAR et al.,
2014)

Observou-se ainda que, com relagdo aos anticorpos da classe IgM, a proteina
recombinante Ag85B, foi capaz de diferenciar o grupo MB dos demais grupos estudados.
Estudos prévios demonstraram que a proteina recombinante Ag85B reage com anticorpos
IgM em soro de pacientes MB (SPENCER et al., 2011). Kumar e colaboradores em 2014,
demonstraram que pacientes MB, classificados no polo virchowiano, apresentam niveis
mais altos de anticorpos IgM e IgG. Foi sugerido que, de maneira geral, os antigenos de
citoplasma e parede celular do M. leprae induzem predominantemente o anticorpo IgG e
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antigenos da membrana celular, o anticorpo IgM (KUMAR et al., 2014). Sabe-se que a
resposta de IgM para antigenos proteicos é relativamente baixa. Enquanto que antigenos
ndo proteicos como PGL-1 estimulam preferencialmente resposta de IgM (BUHRER
-SEKULA, 2007).

Esses achados possibilitam a identificacdo do grupo de pacientes MB, os quais
sa0 0s principais responsaveis pela transmissdo da hanseniase (DOUGLAS et al., 2004).
Estima-se que doentes multibacilares, sem tratamento, sdo capazes de eliminar pela via
nasal cerca de 107 bacilos viaveis por dia (DOUGLAS et al., 2004). Assim, um diagnéstico
precoce desse grupo possibilita o inicio de tratamento com PQT e interrupgéo da cadeia
de transmisséo.

Segundo a literatura, os pacientes PB e os seus contatos apresentam predominio da
resposta imune do tipo Th1 e baixa resposta do tipo Th2, havendo reduzida carga bacilar
(SAMPAIO et al., 2011; RADA et al., 2012; KUMAR et al., 2014). Em concordancia, notamos
que os grupos PB e CPB apresentaram uma baixa detecg¢édo de anticorpos. Desta forma,
testes para avaliacéo da resposta imune celular, como a determinagéo de IFN-g, sdo, em
tese, mais indicados que os testes soroldgicos, para a identificagdo precoce dos pacientes
PB e seus contatos.

Sabe-se que os contatos de paciente MB apresentam maior risco de adoecer
quando comparados com a populacdo geral (VAN BEERS et al., 1999). Dessa forma,
a sororeatividade para as proteinas recombinantes especificas do M. leprae entre os
contatos intradomiciliares pode ser considerada fator de risco para o desenvolvimento da
hanseniase (DOUGLAS et al., 2004; BARRETO et al., 2014).

No presente estudo, o grupo formado por contatos intradomiciliares de pacientes
MB mostrou uma reatividade aumentada frente ao antigeno ML0405, no ensaio com
IgG3. Considerando esses resultados, medidas preventivas como acompanhamento e
quimioprofilaxia poderiam ser implementadas nesse grupo de contatos intradomiciliares
soropositivos.

A OMS tem estimulado pesquisas para avaliar a implementacéo da quimioprofilaxia
em contatos intradomiciliares como estratégia de controle da hanseniase. Entretanto,
nao se sabe 0 papel desses contatos na transmissdo da hanseniase. Assim, no Brasil,
a quimioprofilaxia ndo esta indicada para os contatos intradomiciliares de acordo com o
Ministério da Saude (BRASIL, 2010).

A anélise da curva ROC confirmou uma performance superior para o antigeno
ML0405, quando se testou o isotipo IgG1, com ASC igual a 0,9121; sensibilidade de 73%;
especificidade de 93,8%; RVP 11,73% e RVN 0,28%. Considerando que a acuracia de um
teste, indica a sua precisao no diagnostico de determinada doenga comparado ao padrao
ouro, os resultados encontrados permitem sugerir que a mensuragéo do isotipo IgG1, frente
ao antigeno ML0405, representa uma boa estratégia para o diagnostico da hanseniase.

Com a finalidade de avaliar o efeito da poliquimioterapia nos niveis de anticorpos
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séricos especificos contra antigenos do M. leprae, foi avaliado a reatividade sorologica
entre os pacientes virgens de tratamentos e nos pacientes que haviam iniciado uso de PQT
de 1 a 3 meses. Foi observado que ha uma tendéncia dos pacientes que receberam PQT
apresentarem niveis mais baixos de anticorpos, com achado significativo somente no grupo
MB no ensaio de IgG total frente ao antigeno ML0405. Esse fato condiz com a eliminacao
dos bacilos de Hansen ap0és inicio do tratamento, assim ocorre reducéo da carga bacilar
e consequentemente da resposta imune. Esse achado corrobora com estudo de Duthie
(2011) realizado na Venezuela, utilizando soro de pacientes tratados ha até 10 anos,
de contatos MB e individuos saudaveis. Foi visto que pacientes tratados apresentaram
reducdo dos niveis de anticorpos IgG anti-proteinas recombinantes ML0405, ML2331 e
LID-1. A falta de significancia frente as demais proteinas do estudo (ML2331, ML2055 e
Ag85B) pode ter sido devido ao curto intervalo de acompanhamento ou a presenca de uma
cicatriz sorologica (falar um pouco da destruigcdo bacilar e exposicdo de outros antigenos
citosolicos). Na tentativa de esclarecer esse achado, novos estudos do tipo coorte, onde os
pacientes devem ser acompanhados em diferentes tempos de tratamento e apds o término
do tratamento, devem ser realizados.

CONCLUSOES

Diante dos resultados sorolégicos alcangcados na primeira etapa desse projeto,
pode-se tirar algumas conclusbes que nortearéo a finalizagdo do mesmo.

Aproteina recombinante especifica do M. leprae, ML0405, se mostrou forte candidata
para aplicagédo no sorodiagnostico da forma multibacilar da hanseniase.

A reatividade sorologica dos contatos intradomiciliares MB frente a ML0405 no
ensaio para IgG3, pode tornar esses individuos elegiveis a quimioprofilaxia e vigilancia
ativa.

Nos grupos que iniciaram a PQT houve declinio dos niveis de anticorpos anti-
ML0405 em relacdo aos niveis observados em pacientes virgens de tratamento, sugerindo
que ensaios com proteinas recombinantes especificas do M. leprae tem potencial para
monitorar a evolugéo do tratamento da hanseniase.

Dessa maneira, torna-se relevante aumentar o nUmero de individuos participantes
do estudo, a fim de testar a reatividade sorologica dos mesmos frentes aos antigenos ja
estudados (ML0405, ML2331, ML2055 e Ag85B), além da inclusdo dos demais antigenos
propostos (NDO-HSA, LID-1, NDO-LID).
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