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RESUMO

O diagnostico de casos de hanseniase oligossintométicos pode possibilitar a
realizacdo de intervencdes antes do aparecimento de incapacidades fisicas. No
entanto, devido o diagnostico ainda ser essencialmente clinico e a evolucédo lenta da
patologia, ha dificuldade no reconhecimento desses casos, pois as lesbes sao
discretas e com sutis alteragdes de sensibilidade. Na maioria das vezes os pacientes
sdo diagnosticados quando ja apresentam caracteristicas clinicas evidentes e/ou
também incapacidades fisicas. Assim se faz necesséario o desenvolvimento de
ferramentas laboratoriais que auxiliem no diagndéstico precoce da doenca. O ensaio
de imunidade celular Whole Blood Assay (WBA) é uma técnica de baixo custo e de
facil execucdo que proporciona condicbes para a triagem de antigenos, sendo
favorecido em é&reas onde a hanseniase é endémica, podendo facilitar a
incorporacao de um teste em locais com menor acesso aos laboratorios sofisticados.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta imune celular apds exposicéo in vitro
de sangue periférico aos antigenos ML2478 e ML0840 do Mycobacterium leprae.
Foram selecionados 87 individuos para a quantificacdo das citocinas Interferon-y
(IFN-y), Interleucina (IL)-10, IL-17 e Fator de Transformacdo de Crescimento-f1
apos exposicdo com os antigenos de interesse, especificos do M. leprae, pelo WBA
durante 24 horas. No total foram avaliados 47 casos de hanseniase distribuidos em:
6 tuberculoide e 14 dimorfo-tuberculoide (DT), 13 dirmorfo-Virchowiano, 6
Virchowiano; e 8 escolares (ESC) diagnosticados com hanseniase durante
estratégia de busca ativa do grupo (casos oligossintomaticos nas formas clinicas: 1
primariamente neural, 1 indeterminada, 6 DT). Os demais 47 individuos
correspondem a 20 contatos, 13 ESC sadios e a 7 individuos com outras doencas
dermatoldgicas. A andlise das citocinas sugere que o balanco entre IFN-y e IL-10
pode indicar individuos que estdo progredindo ao polo Th2 e que IL-17 e TGF-B1
podem ser utilizadas para acompanhar individuos que apresentem resposta
semelhante aos casos de hanseniase. A producéo das citocinas IFN-y, IL-10, IL-17 e
TGF-B1 pelo estimulo com as proteinas ML2478 e ML0840 nao diferiu entre os
escolares casos e escolares sadios. E a citocina IL-17 demonstrou producédo
superior nos casos atendidos na URE em relacdo aos escolares caso e aos
individuos dos grupos controles.

Palavras-chave: Hanseniase. Proteinas recombinantes. Citocinas.



ABSTRACT

Diagnosis of oligosymptomatic leprosy cases may enable interventions to be
performed before the onset of physical disabilities. However, because the diagnosis
is still essentially clinical and the disease progresses slowly, there is difficulty in
recognizing these cases, since the lesions are discreets and with subtle changes in
sensitivity. Most of the time patients are diagnosed when they already have obvious
clinical characteristics and/or physical disabilities. Thus, is necessary to develop
laboratory tools that help in the early diagnosis of the disease. The cell immunity
assay Whole Blood Assay (WBA) is a low-cost, easy-to-perform technique that
provides conditions for antigen screening and is favored in areas where leprosy is
endemic and may facilitate incorporation of a test into sites with less access to
sophisticated laboratories. The objective of this study was to evaluate the cellular
immune response after in vitro exposure of peripheral blood to Mycobacterium leprae
antigens ML2478 and ML0840. Eighty-seven individuals were selected for
guantitation the cytokines of Interferon-y (IFN-y), Interleukin (IL)-10, IL-17 and
Transforming Growth Factor-B1 after exposure with specific M. leprae antigens by
WBA for 24 hours. A total of 47 leprosy cases were evaluated distributed in: 6
tuberculoid and 14 borderline tuberculoid, 13 borderline lepromatous leprosy, 6
lepromatous leprosy; and 8 schoolchildren diagnosed with leprosy during the group
active search strategy (oligosymptomatic cases in the clinical forms: 1 primary neural,
1 undetermined, 6 borderline tuberculoid). The remaining 47 individuals
corresponded to 20 contacts, 13 healthy schoolchildren and 7 individuals with other
skin diseases. The analysis of cytokines suggests the balance between IFN-y and IL-
10 may indicate individuals who are progressing to the Th2 pole. IL-17 and TGF-1
may be used to follow-up individuals with similar response to leprosy cases. The
production of IFN-y, IL-10, IL-17 and TGF-B1 cytokines by stimulation with proteins
ML2478 and ML0840 did not differ between healthy students and case students. And
the cytokine IL-17 demonstrated higher production in cases attended at URE than in

case students and individuals in control groups.

Keywords: Leprosy. Recombinant proteins. Cytokines.



LISTA DE FIGURAS, QUADROS E TABELA

Figura 1 - Deteccao do Mycobacterium leprae por baciloscopia............cccceeeveiiiiinnnes 6

Figura 2 - Amplo espectro clinico da hanseniase............ccccooiiiiiiiiiiiii e 8

Figura 3 - Distribuicdo global do nimero de casos novos diagnosticados no ano de

Figura 4 - Ensaios do Whole Blo0d ASSAY...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 20

Figura 5 - Modelo do Enzyme-Linked Immunosorbent Assay para a quantificacdo das

(o] | (0 Yo g = - TUTE TR TP UTRPRRRPR 20

Figura 6 - Distribuicdo dos individuos selecionados em cada grupo...........cccceeeennn... 22

Figura 7 - Comparacao da producéo de IFN-y em individuos com hanseniase e

Figura 11 - Comparacao da producgéo de IL-10 em individuos com hanseniase e
] 7= To | o S PPRRPPRRR 29

Figura 12 - Comparacdo da producdo de IL-10 em individuos com hanseniase e



Figura 13 - Comparacdo da producdo de IL-17 em individuos com hanseniase e

Figura 14 - Comparacdo da producédo de IL-17 em individuos com hanseniase e

B S C SAI0. e 32

Figura 15 - Comparacdo da producédo de IL-17 em individuos com hanseniase e

Figura 17 - Comparacgéo da producdo de TGF-B1 em individuos com hanseniase e
] 7= To o PP 35

Figura 18 - Comparacédo da producdo de TGF-B1 em individuos com hanseniase e

Figura 19 - Curva ROC para o a producdo de IFN-y pelo estimulo das proteinas

ML2478 e ML0O840 entre 0s casos de hanseniase € CT....ovenveeveeeeeeeee e, 37

Quadro 1 - Esquemas terapéuticos da poliquimioterapia de acordo com a
ClasSIfiCAGAO OPEIACIONAL..........uuiiiiiiiiiiiii i e 11

QuAadro 2 - GrupoS A€ ESTUAOD.......cceeiiii e e e e 17

Tabelal - Caracteristicas dos grupos analisados N0 estudo.............cccceeeveiieeiieeeenennn. 23



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ... ..ottt ettt ettt ettt te et te st e s beeteseestnaneas 6
1.1.Hanseniase e suas manifestacdes CliINICAS............cceeeiiiiiiiiiiiiieee e 6
1.1 RESPOSIA IMUNE.....uiiii it e et e e et e e e e e e e a e e eeaaeaees 8
R I = 210 0[] 010 TP 10
3 I T =T 0 1o ] (oo [ = V5SS 11
1.1.TeSteS IMUNOIOGICOS. ... ..ueeiiieeiiiiiii ettt e e s e e e e e neeeeeas 13
2 OBUIETIVOS. ..ottt e et e e e e s nanraa e e e s 16
P2 T CT= - | U PP TR 16

A L= o =T ox 1o 1 SRR 16

3  MATERIAL E METODOS.....coiioecieceeeeete ettt 17
3.1.POPUIAGEOD UE ESTUTOD....cceiiiiiieieeie e 17
3.2.Quantificacdo dos anticorpos IgM anti-PGL-1..............coooviiiiiiiiiiiie e, 18
3.3.WNOIE BlOOUA ASSAY......uuuuuiitiiiiiiiiiiiiiieee e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaa s 19
3.4.QuUAaNtifiCAGA0 dAS CIOCINGS. .......cceeeieiiiiiiiiiiiitt ettt e e e e e e 20
3.5. ANAlISES EStALISHICAS. ... eeiieeiiiiiiiiiee ettt e et e e e e eeas 21
4 RESULTADOS E DISCURSSAO.......coiiiiciceeteeeeeeeeeee e 22
R o oo [§ o= T Ja [N |l AN F P U TR PTPPPPP 24
3 I 0T W o= T I =N | s O OO 27
R o o To [F o= To I e [N | PP PP PR 30
I o o o [F o= To Jo [T W €1 o C i U 33
1.1. Discriminacao entre individuos com hanseniase € CT......ccccccecveeeiiiiniiiiiiiiinns 36

B CONCLUSOES . ..ot ettt ettt e et e e e et e e e e et e e e e enieaaas 39



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ooiieieeeeeeeee e 40

APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
VOLUNTARIOS COM IDADE IGUAL OU SUPERIOR A 18 ANOS..........ccccevevenane. 46

APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
VOLUNTARIOS COM IDADE INFERIOR A 18 ANOS.......c.cooeeeeiieeieeeeee e, 47

ANEXO - PARECE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO INSTITUTO DE
CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA..........c..cccocoeu... 48



1. INTRODUCAO

1.1. Hanseniase e suas manifestacdes clinicas

A hanseniase é uma doenca neurodermatoldgica infecciosa cronica,
caracterizada pelo comprometimento dos nervos periféricos com alteracdes
sensitivas, motoras e/ou autonémicas e por manchas hipocromicas, eritematosas ou
nodulos infiltrados na pele com alteracdo de sensibilidade tatil, térmica e/ ou
dolorosa (BRASIL, 2016; WALKER; LOCKWOOD, 2006).

O diagnéstico dessa patologia € essencialmente clinico, com base no
comprometimento dos nervos periféricos, na presenca de lesées na pele com
alteracdo de sensibilidade; e quando disponivel, na deteccdo do seu principal agente
etioldgico, o Mycobacterium leprae, bacilo alcool acido resistente, em raspado
intradérmico (baciloscopia) (Figural) ou em bidpsia cutanea ou de nervo periférico
sensitivo (histopatologia) (BRASIL, 2016; PINHEIRO et al., 2011).

Figura 1 - Deteccdo do Mycobacterium leprae por baciloscopia. A: raspado intradérmico para
realizagdo de baciloscopia. B: baciloscopia negativa; C: baciloscopia positiva.
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Fonte: LaboAr;tério de Dermato-Imunologia UFPA/UEPA/MC.

A maioria da populagédo apresenta imunidade natural ao M. leprae, dessa
forma, algumas pessoas quando entram em contato com a bactéria ndo adoecem,
evidenciando um importante papel da resposta imune do hospedeiro na progresséo
e no controle da doenca, a qual possui evolucdo lenta com o periodo de incubacao
do agente variando de 2 a 20 anos ou mais (BRASIL, 2017; WHO, 2018).

A transmissdo da hanseniase ocorre através das vias respiratorias
superiores mediante contato de individuos susceptiveis com doentes. Quanto mais
intimo e prolongado for o contato de um individuo suscetivel com um doente que

nao esta em tratamento maior € a probabilidade de transmissdo e contagio. Além



disso, devido a susceptibilidade ao M. leprae ter influéncia genética, os familiares de
pessoas com hanseniase tém maior chance de adoecer (BAKKER et al., 2004;
BRASIL, 2017).

E observado na hanseniase um amplo espectro de manifestacdes clinicas
que estado relacionadas com a resposta imune do hospedeiro (NATH; SAINI;
VALLURI, 2015). Nesse ambito, os pacientes sao classificados de acordo com a
classificacdo de Madri (1953) ou de Ridley e Jopling (1966) segundo critérios
clinicos, histopatolégicos e imunolégicos, havendo uma forma inicial, que ja
apresenta alteracoes de sensibilidade na pele, denominada indeterminada (I) que
pode evoluir para 5 grupos: tuberculoide (TT), dimorfo-tuberculoide (DT), dimorfo-
dimorfo (DD), dimorfo-Virchowiano (DV) e Virchowiano (VV) (Figura 2).

Em 2008, o M. lepromatosis foi descrito como outro agente etiolégico para
hanseniase, sendo responsavel por uma forma clinica VV difusa (hanseniase difusa
de Lucio ou Latapi) predominantemente observada em pacientes no México
ocidental e no Caribe. Essa manifestacao clinica foi descrita inicialmente por Lucio e
Alvarado em 1852 e por Latapi e Chevez-Zamora em 1948, ambos no México(HAN
et al., 2008, 2012), sendo caracterizada por invasdo e proliferacdo do patégeno no
endotélio com ocluséo vascular e/ou vasculite, infiltracdo cutanea difusa ndo modular
e sem formacdo de placas e lesdes cutaneas que frequentemente em um estagio
avancado podem ulcerar, o que é denominado fenbmeno de Lucio, facilitando o
desenvolvimento de infec¢Bes bacterianas secundérias e sepse (REA; JERSKEY,
2005; VARGAS-OCAMPO, 2007).

Para fins operacionais de tratamento a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) classifica os pacientes de acordo com o numero de lesdes na pele e/ou
presenca de bacilos no raspado intradérmico, dividindo os pacientes | e TT em
paucibacilares (PB) e os pacientes DT, DD, DV e VV em multibacilares (MB), onde
os PB apresentam até cinco lesbes e baciloscopia negativa, e os MB presenca de

seis ou mais lesdes na pele e/ ou baciloscopia positiva (BRASIL, 2017; WHO, 1998).

Alguns pacientes no momento do diagnéstico podem nao apresentar

manifestagbes cutdneas, mas apenas nos nervos, sendo classificados como



primariamente neural (NP), caracterizados pelo envolvimento assimétrico dos nervos
periféricos, podendo apresentar-se como anestesia e/ou alteracdo na forca
muscular. A classificacdo de um caso NP em PB ou MB depende de fatores
neuroldgicos, imunoldgicos e histopatologicos (BRASIL, 2017; FONSECA et al.,
2017).

1.2. Respostaimune

A patogénese pelas micobactérias, que possuem forma de bacilos e séo
intracelulares obrigatérias, envolve a exploracdo das vias de sinalizacao das células
do hospedeiro visando melhorar a sobrevivéncia intracelular e a persisténcia do
patdgeno. Alguns dos mecanismos que as micobactérias patogénicas utilizam para
sobreviver sdo: a atenuacédo da maturacéo fagossdémica (CASANOVA; ABEL, 2002;
KOUL et al., 2004); modificacdo da resposta apoptética (SALGADO et al., 2018) do
hospedeiro e regulacdo da resposta imune mediada por células
através de fatores de transcricdo (UPADHYAY et al., 2019).

Os perfis patolégicos observados nas formas clinicas da hanseniase tem
relagdo com o padréo de resposta imune predominante em cada individuo frente ao
M. leprae. Assim, de acordo com interacdo entre o patdogeno e o hospedeiro ha 2
formas polares (TT e VV) imunologicamente estaveis e 3 formas intermediarias (DT,
DD e DV) instaveis (RIDLEY; JOPLING, 1966) (Figura 2).

Figura 2 - Amplo espectro clinico da hanseniase.
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Fonte: Laboratério de Dermato-Imunologia UFPA/UEPA/MC. TT: tuberculoide; DT:dimorfo-
tuberculoide; DD: dimorfo-dimorfo; DV: dimorfo-Virchowiano; VV: Virchowiano. Thil: linfécitos T
auxiliares 1; Th2: linfécitos T auxiliares 2.




A resposta imune celular € mediada principalmente pelos linfécitos T (LT
CD4* e LT CD8*) em colaboracdo com as células da resposta imune inata. Os LT
CD4* ou LT auxiliares (Th) ao serem ativados e diferenciados em distintos subtipos
efetores, entre eles o Thl, o Th2 e o Thl7, desempenham um papel importante na
resposta do hospedeiro através da: secrecdo de citocinas, moléculas mediadoras de
sinais estimulatorios, modulatorios ou inibitorios para diferentes células do sistema
imune; ativacdo de fatores de transcricdo especificos, proteinas que estimulacéo a
transcricdo de um determinado gene especifico, por exemplo, o fator de transcricdo
T-bet para Thl, o GATA-3 para Th2 e o RORyt para Th17; e alteracoes
epigenéticas, modificacdes no genoma que sao transmitidas de uma geracao celular
para a outra, as quais podem alterar a expressao génica, mas sem alteracbes na
sequéncia primaria do acido desoxirribonucleico (LAMBERT et al.,, 2018;
LUCKHEERAM et al., 2012; TANIUCHI, 2018).

A resisténcia ao M. leprae esta associada ao perfil de resposta Thl, que
confere protecdo contra os agentes patogénicos intracelulares (CARUSO et al.,
1999; DOCKRELL et al., 2000).

Os pacientes do polo TT apresentam imunidade celular com a
predominancia de células Thl (MODLIN, 1994) que se caracterizam pela secrecao
das citocinas Interferon-y (IFN-y), Interleucina (IL)-2, IL-15 e Factor de Necrose
Tumoral (TNF-a) que contribuem para a formacdo de granulomas, diminuicdo do
namero de bacilos e consequentemente menor quantidade de lesdes cutaneas (DE
SOUSA; SOTTO; QUARESMA, 2017; JORGE et al., 2017; SINSIMER et al., 2010).
A diminuicdo da carga bacilar ocorre devido a producdo de TNF-a e IFN-y ativar
macréfagos com fendtipo M1 e induzir a produgdo de enzimas Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS) que destroem a bacilo através da liberacdo de radicais livres (DE
SOUSA; SOTTO; QUARESMA, 2017). Nas lesbes do polo TT, os macréfagos
ativados possuem aparéncia similar a das células epiteliais e ha predominancia de
LT CD4* (FONSECA et al., 2017).

Em contraste, pacientes do polo VV apresentam resposta imune
caracterizada por células T do subtipo Th2 (MODLIN, 1994) com a secre¢ao das

citocinas IL-4 e IL-10, que sdo anti-inflamatérias e pela producdo elevada de
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anticorpos os quais ndo sao capazes de conferir protecdo ao M. leprae e seus
antigenos, além da formagédo de imunocomplexos, consequentemente 0s pacientes
desse polo possuem baixa imunidade celular, auséncia de granulomas, elevada
carga bacilar e varias lesbes na pele (DE SOUSA; SOTTO; QUARESMA, 2017,
JORGE et al., 2017; SINSIMER et al., 2010). Em relacéo as lesfes do polo VV, ha
deficiéncia de LT CD4* e elevado numero de LT CD8*, os macréfagos infectados
com muitas bactérias apresentam aparéncia "espumosa" (foam cells) (FONSECA et
al., 2017).

Os perfis de linfocitos Thl e Th2 ndo explicam completamente a resposta do
hospedeiro frente ao M. leprae (DE SOUSA; SOTTO; QUARESMA, 2017). As
formas DT, DD e DV apesar de serem classificadas operacionalmente como MB s&o
imunologicamente dinamicas (FONSECA et al., 2017). As células T do subtipo Th17
podem constituir um terceiro grupo na hanseniase, podendo ser uma via alternativa
para 0s pacientes incapazes de montar uma resposta Thl ou Th2 ou nos quais
ainda nao houve a definicdo de um polo. Além disso, esse subtipo de células vém
demonstrando apresentar uma funcdo protetora contra a infecgdo pelo M. leprae
devido potencializar a producéo de IFN-y, sendo mais frequente nas formas TT e DT
(SAINI; RAMESH; NATH, 2013).

Ha evidéncias de que a combinacéo das respostas Thl e Th1l7 exercem um
efeito protetor durante a infeccéo pelo M. leprae e orientam o desenvolvimento das
formas PB. No entanto, sdo necessarios estudos que busquem esclarecer os
mecanismos moleculares e genéticos envolvidos na regulacdo das células Th1l7 na
hanseniase (SANTOS et al., 2017).

As células T regulatérias, também demonstram desempenhar funcdes
importantes na determinagdo imunoldgica, pois células T regulatdrias que secretam
a citocina Fator de Transformacgéo de Crescimento B (TGF-B) podem suprimir os LT
efetores e estdo elevadas em pacientes VV, o que pode ter relacdo com a anergia
(ndo responsividade) observada nos pacientes com essa forma clinica (SADHU et
al., 2016).

Durante a evolucdo da doenca, devido ao tropismo do M. leprae pelas

células de Schwann, mielinizantes e ndo mielinizantes (JIN; AN; LEE, 2017), e
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macréfagos pode ocorrer o desenvolvimento de incapacidades fisicas (deficiéncias e
deformidades) graves, como lagoftalmo (incapacidade de fechar os olhos), garras
(dedos das maos e/ou pés curvados ou dobrados) e reabsorcdo O6ssea
(degeneracao ou necrose 0ssea), se 0 paciente ndo for corretamente diagnosticado
e adequadamente tratado com a poliquimioterapia (PQT) (WALKER; LOCKWOOD,

2006).

1.3. Tratamento

Os pacientes com hanseniase realizam tratamento com a PQT de acordo
com a sua classificagdo operacional (Quadro 1). Esse esquema terapéutico foi
implementado em 1982 pela OMS consistindo na administracdo de clofazimina,
dapsona e rifampicina (WHO, 1982). O tratamento deve ser iniciado no momento do
diagndstico, se ndo houver contraindicacdes como: alergia a sulfa ou a rifampicina
(BRASIL, 2017).

Quadro 1 - Esquemas terapéuticos da poliguimioterapia de acordo com a classificacdo operacional.

Classificacéo

Operacional (1)

Adulto

Crianca

RFM dose mensal de 600mg com
administracdo supervisionada.

RFM dose mensal de 450mg com
administracdo supervisionada.

100mg autoadministrada.

CFZ dose mensal de 300mg com
administragdo supervisionada e dose

diaria de 50mg autoadministrada.

PB
DDS dose mensal de 100mg DDS dose mensal de 50mg
supervisionada e dose diaria de supervisionada e dose diaria de 50mg
100mg autoadministrada. autoadministrada.
RFM dose mensal de 600mg com RFM dose mensal de 450mg com
administragcdo supervisionada. administracdo supervisionada.
DDS dose mensal de 100mg DDS dose mensal de 50mg
supervisionada e dose didria de supervisionada e dose diaria de 50mg
MB

autoadministrada.

CFZ dose mensal de 150mg com
administracdo supervisionada e dose
de 50mg autoadministrada em dias

alternados.

Fonte: adaptado de Diretrizes para vigilancia, atengdo e eliminacdo da Hanseniase como problema
de saude publica: manual técnico-operacional - Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em
Saude, Departamento de Vigilancia das Doengas Transmissiveis (2016). (1) De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (1982). PB: paucibacilar; MB: multibacilar; RFM: rifampicina; DDS:
dapsona; CFZ: clofazimina.
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Apesar da implantacdo do tratamento com PQT na década de 1980 ter
contribuido para a diminuicdo da prevaléncia da doenca, as taxas de deteccdo de
casos novos ainda permanecem altas, indicando que a interrupcdo da transmissao
do M. leprae ndo sera atingida apenas com o tratamento dos pacientes (PINHEIRO
et al.,, 2011). Além disso, casos de resisténcia a um ou mais medicamentos
utilizados vém sendo observados (BENJAK, 2018; WHO, 2018) e ha outros fatores
gue podem estar associados a manutencao da hanseniase, entre eles as condi¢cdes
socioeconémicas (HOUWELING et al., 2016; KERR-PONTES et al., 2006).

1.4. Epidemiologia

No ano de 2018 foram reportados 208.619 casos novos de hanseniase no
mundo (taxa de deteccdo de 2,74/100.000 habitantes), dos quais 130.169 foram
diagnosticados nas formas MB, 11.323 apresentaram grau de incapacidade (Gl) 2 e
16.013 dos diagnosticos sdo em criancas, das quais 350 possuem Gl 2. Entre 0s
casos globais, 30.957 estdo localizados na América (taxa de deteccdo de
3,08/100.000 habitantes). O Brasil apresentou 28.660 casos novos detectados (taxa
de deteccao de 13,68/100.000 habitantes), sendo o 2° pais com o maior numero de
casos novos reportados, atras apenas da india com 120.334 casos novos (Figura 3).
Dos casos diagnosticados no pais, 22.127 correspondem as formas MB, 2.109
apresentaram Gl 2 e 1.705 séo criancas com 39 delas apresentando Gl 2 (WHO,
2019).
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Figura 3 - Distribuigcao global do nimero de casos novos diagnosticados no ano de 2018.

Numero total de casos novos
detectados, 2018

0
1-10
11-100

101-1000
1001-10.000 ———

>10.000
Sem dados

Fonte: adaptado de WHO (2019).

Em 2017, a Regido Norte apresentou 5.169 casos novos de hanseniase
(taxa de deteccdo de 28,82/100.000 habitantes) e o estado do Para 2.598 casos
novos (taxa de deteccdo de 31,05/ 100.000 habitantes), sendo caracterizado
epidemiologicamente como uma area de muito alta endemia de acordo com o banco
de dados do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo da Secretaria de
Vigilancia em Saude/ Ministério da Saude (BRASIL, 2018). Dos casos reportados no
estado 1.904 correspondem as formas MB, 192 apresentam com Gl 2 e 229 séo

casos em criancas e adolescentes com menos de 15 anos.
1.5. Testes imunoldgicos

O diagnostico de casos oligossintomaticos, formas iniciais da doenca,
possibilita a realizacdo de intervencdes antes do aparecimento de incapacidades
fisicas. Como o diagnéstico é essencialmente clinico e a evolucdo da doenca é
lenta, h& dificuldade no reconhecimento dos casos oligossintomaticos, pois as lesdes
sao discretas e com sutis alteragGes de sensibilidade. Dessa forma, comumente 0s
pacientes sdo diagnosticados somente quando apresentam caracteristicas clinicas

evidentes e/ou apresentando incapacidades fisicas, o que reforca a importancia do
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desenvolvimento de ferramentas laboratoriais que auxiliem no diagndstico precoce
(GELUK, 2013).

O teste de intradermoreacdo de Mitsuda consiste em um teste baseado
na injecao intradérmica do M. leprae atenuado, antigeno de Mitsuda, para verificar a
capacidade de um individuo elaborar uma resposta imune celular eficiente através
da formacéo de granuloma com diametro igual ou superior a 5 mm em até 28 dias. A
reacdo geralmente é positiva (granuloma com didametro = 5 mm) em individuos PB e
negativa (granuloma ausente ou com didametro < 5 mm) em individuos MB. Assim, o
ensaio possui baixa especificidade para hanseniase e pode gerar resultados falso-
positivos em areas endémicas para hanseniase e tuberculose, cujo o agente
etiolégico é o M. tuberculosis, através de reacdes cruzadas (GELUK et al., 2012a;
PINHEIRO et al., 2011).

Moléculas antigénicas vem sendo identificadas como possiveis
biomarcadores para o diagnostico de casos oligossintomaticos em testes de
imunidade celular e/ou humoral (DOCKRELL et al., 2000; GELUK et al., 2008). Uma
delas é o antigeno Leprosy IDRI diagnostic 1, molécula sintética resultante da fusao
entre as proteinas ML0405 e ML2331 (DUTHIE et al., 2007), as quais demonstraram
estimular respostas celular e humoral especificas para M. leprae (DUTHIE et al.,
2007; SAMPAIO et al.,, 2011). Porém, o principal antigeno investigado € o
Glicolipidio Fendlico | (PGL-I), molécula especifica do M. leprae (VISSA; BRENNAN,
2001).

Os ensaios, como 0 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), que
detectam a presenca de Imunoglobulina (Ig) M anti-PGL-I, (HUNTER; BRENNAN,
1981; SPENCER; BRENNAN, 2011) contribuem na identificacdo de pacientes MB,
porém a aplicabilidade para os PB € limitada em virtude da baixa ativacdo da
resposta imune humoral (DUTHIE et al., 2007). No entanto, a sorologia IgM anti-
PGL-l aliada a técnicas que envolvem a distribuicdo espacial dos casos de
hanseniase pode auxiliar na avaliacdo da exposicédo ao bacilo e na identificacdo de
individuos com risco mais elevado de desenvolver a doenca (BARRETO et al., 2015;
CARVALHO et al., 2015).
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Ensaios de imunidade celular como o Whole Blood Assay (WBA) também
estdo sendo utilizados para identificar proteinas como possiveis marcadores para a
hanseniase. O WBA é uma técnica de baixo custo e de facil execucdo, que
proporciona condicdes para a triagem de antigenos, e é favorecido em areas onde a
hanseniase é endémica, pois pode facilitar a incorporacdo do teste em areas com
menor acesso a laboratorios sofisticados (GELUK et al., 2010; SILVA et al., 2013).
Todavia inicialmente € necessario compreender como os antigenos do M. leprae

influenciam na resposta imune da populacao, clinicamente diagnosticada ou néo.

1.6. Antigenos ML0840 e ML2478

Os antigenos ML0840 (https://mycobrowser.epfl.ch/genes/ML0840c) e
ML2478 (https://mycobrowser.epfl.ch/genes/ML2478c) sao proteinas hipotéticas,
hipotetizadas a partir da comparacao entre sequéncias do genoma do M. leprae com
a de outros organismos, com func¢des ainda desconhecidas. No entanto, de acordo
com GELUK et al. (2011), esses antigenos induzem a producdo da citocina IFN-y,
caracteristica da resposta imune celular, e GELUK et al. (2012) destaca o ML2478

como possivel biomarcador para exposicdo ao M. leprae em areas endémicas.

Recentemente em outro estudo com esses antigenos em colaboracdo com
nosso grupo de pesquisa (HOOIJ et al., 2018) avaliaram o anticorpo IgM anti-PGL-I
e os marcadores para imunidade celular Interferon gamma-induced protein 10,
Macrophage inflammatory protein-1G8 e C-reactive protein em trés areas endémicas
(Brasil, China e Etiopia), para hanseniase, apontando que a combinac¢do desses
marcadores melhora o potencial de diagnéstico, particularmente para 0s casos
PB/Polo TT, além de poder auxiliar na identificagdo de exposicao/infeccdo e no perfil

clinico da doencga.

Os antigenos ML0840 e ML2478 também se destacam por néao
apresentarem homologia com o M. tulerculosis, 0 que evita reagdes cruzadas em
areas endémicas tanto para hanseniase como para tuberculose, como o Brasil que
notificou 72.788 casos novos de tuberculose no ano de 2018 (taxa de deteccao de
34,8/100.000 habitantes) (BRASIL, 2019).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a resposta imune celular apos exposicao in vitro de sangue periférico

aos antigenos ML2478 e ML0840 do Mycobacterium leprae.

2.2. Especificos

a) Analisar a resposta celular pela producéo de citocinas ap0s exposicao

com os antigenos do M. leprae.

b) Comparar as citocinas produzidas ap0s exposi¢cdo com os antigenos

do M. leprae.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Populacéo de estudo

Apoés aprovacdo-pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal do Para (Certificado de Apresentacdo para
Apreciacdo Etica: 26765414.0.0000.0018) (ANEXO) foram analisados casos novos
de hanseniase com caracteristicas evidentes, antes da primeira dose do tratamento
com PQT, atendidos e diagnosticados na Unidade de Referéncia Especializada em
Dermatologia Sanitaria Dr. Marcello Candia (UREMC); e casos novos com
hanseniase diagnosticados por uma equipe multiprofissional durante acdo de busca
ativa entre escolares (ESC) em 3 escolas da rede publica de ensino do municipio de
Marituba-PA, representando no estudo casos oligossintomaticos. Realizamos
também a selecdo de contatos (CT) dos casos novos diagnosticados na UREMC e
de ESC sadios, 0s quais ndo apresentavam sinais ou sintomas para a hanseniase, e
individuos com outras doencas dermatolégicas (ODD), sem evidéncias para
hanseniase, atendidos e diagnosticados na UREMC ou na Santa Casa de

Misericordia do Pard, localizada no municipio de Belém-PA (Quadro 2).

Todos os participantes assinaram de forma voluntaria o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A e B).

Quadro 2 - Grupos de estudo.

Grupo
(n)

Integrantes

Casos novos . . . - .
Individuos diagnosticados clinicamente com hanseniase (1).

UREMC (39)
Individuos com ) _ ) .
hanseniase Casos NOVoS Individuos avaliados du}rante estratégia de busca z,itl\{a por
(47) . : e casos novos de hanseniase em escolas da rede publica de
oligossintomaticos

ensino do municipio de Marituba-PA, os quais foram
diagnosticados com hanseniase (ESC caso).

(8)

Individuos que convivem com pacientes e ndo apresentam

CT (20) sinais ou sintoma_s clinicps para hansenl’ase, com

baciloscopia negativa.

Ing:;/r:gggisa:m Individuos avaliados du}rante estratégia de busca qti\{a por
(40) casos novos de hansgmase em .escolas da rede publ~|ca de

. ensino do municipio de Marituba-PA, os quais ndo

ESC sadio (13) o ) e .
apresentam sinais ou sintomas clinicos para hanseniase e
sorologia IgM anti-PGL-I negativa.
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Individuos diagnosticados com outras doencas
ODD (7) dermatoldgicas e sem sinais ou sintomas clinicos para
hanseniase.

Fonte: elaborado pela autora. (1) De acordo com Madri (1953), Ridley e Jopling (1966) e Brasil
(2017). UREMC: Unidade de Referéncia Especializada em Dermatologia Sanitaria Dr. Marcello
Candia; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante estratégia de busca ativa do
grupo; CT: Contatos; ESC sadio: escolares sem sinais ou sintomas clinicos para hanseniase; ODD:
Individuos com outras doencas dermatoldgicas.

3.2. Quantificacdo de anticorpos IgM anti-Glicolipidio Fendlico |

Os anticorpos IgM anti-PGL-I foram quantificados pela técnica de ELISA
através da molécula sintética Dissacarideo Natural-Octil-Albumina de Soro Humano
(ND-O-HSA), fornecida gentilmente pelo Dr. Malcolm Duthie (Infectious Disease
Research Institute, Seattle, EUA).

Para a realizacdo do ensaio foram coletados aproximadamente 5mL de
sangue periférico em tubos com acido etilenodiamino tetra-acético (Polymed, cod.
50203), em seguida o plasma foi separado através do processo de centrifugacdo a
2000rpm durante 5 minutos (min) e armazenado em freezer -80°C para posterior

guantificacdo dos anticorpos.

Inicialmente 50mg/poco do antigeno ND-O-HSA diluido em 50uL de solugao
de sensibilizacdo (NaHCOs a 0,84% + Na2CO a 1,06%) foram transferidos para
placa de 96 pocos por um periodo de aproximadamente 24 horas (h) a 4°C. Apés
esse periodo, a placa foi lavada com 300uL/pog¢o de solugdo de bloqueio (SB)
contendo tampéo fosfato-salino (PBS) 1X + 1% de albumina de soro bovino (BSA)
(Sigma-Aldrich®, cod. A7906-500G, MO-EUA) + 0,05% de Tween 20.
Posteriormente esta foi lavada mais 3 vezes com 200uL/po¢o de solugdo de
lavagem (SL) contendo PBS 1X + 0.05% de Tween 20. Em seguida, 300uL/poco de
SB foram inseridos a placa por 1h a temperatura ambiente (TA). Entdo, 1uL de
plasma diluido em 300uL/poco foi adicionado, em duplicata, aos seus respectivos
pocos e no branco. Apds incubacédo de 2h a TA a placa foi lavada 3 vezes com
200uL/pogo de SL incubando-se por 10min a TA, em seguida essa etapa foi
realizada novamente. Logo apds, foram inseridos 100uL/pog¢o do anticorpo
secundario IgM anti-humano conjugado com a enzima peroxidase (Sigma-Aldrich®,
cod. A0420, MO-EUA) (diluido 1:10 000 em SL) incubando-se por 1h e 30 min a TA.
Depois desse periodo, a placa foi lavada 3 vezes com 200uL/pogo de SL incubando-

se por 10min a TA, repetindo essa etapa mais uma vez. Em seguida, 100uL/pogo do
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substrato o-phenylenediamine dihydrochloride substrate (OPD) (SIGMAFAST™ OPD
tablet, cod. P9187, MO-EUA) foram adicionados e apos 15min foi utilizada a solucéo
H2SO4 4N para encerrar a reagdo com o OPD. Posteriormente, a absorbéncia das
amostras foi mensurada por espectrofotometria em comprimento de onda de 490nm
por leitor de ELISA (Dinex MRX Revelation, VA-EUA).

Foram consideradas positivas as amostras que obtiveram o valor de
densidade Optica (D.O.) final acima de 0,295, cut-off estabelecido a partir da
mediana mais 3 vezes 0 desvio padrdao da D.O. de individuos sem sinais ou

sintomas clinicos para hanseniase.

A D.O. final foi obtida a partir da subtracdo do branco pela média da
duplicada de cada individuo: [(D.O. poco | + D.O. poco 1)/ 2] - D.O. branco. Como
controle positivo foi utilizado plasma de paciente VV caracterizado pela alta
producdo de anticorpos frente ao bacilo, e para o controle negativo plasma de

individuo residente em area ndo endémica para hanseniase.

3.3.Whole Blood Assay

Amostras de 5mL de sangue total periférico foram coletadas em tubos
contendo heparina (BD Vacutainer® Plus plastic plasma tube, cod. 367874, NJ-EUA)
para a realizacdo do WBA. Cada amostra de sangue nao diluido foi incubada por um
periodo de 24h a 37°C e a 5% de CO, em 4tubos previamente sensibilizados com
antigenos do M. leprae, fornecidos gentiimente pela Prof2. Dr2. Annemieke Geluk
(Universiteit Leiden, Nederland), para ensaios com 1mL de sangue cada. Assim,
foram realizados para cada amostra: 1 ensaio sem estimulo representando o
controle negativo,1 com o estimulo dos antigenos ML2478 e ML0840, 1 com o
estimulo do M. leprae sonicado (WCS) representando a bactéria com todos o0s seus
antigenos, e 1 com fitohemaglutinina (PHA), um agente mitogénico, correspondendo
ao controle positivo (HOOIJ et al.,, 2018). Ap6s o periodo de incubacdo os
sobrenadantes foram coletados, aliquotados e armazenados em freezer -80°C para
posterior mensuracdo dos niveis das citocinas IFN-y, IL-10, IL-17 e TGF-B1 (Figura
4).
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Figura 4 - Ensaios do Whole Blood Assay.

24 horas
{37°Ce 5% de CO,)

Sobrenadante

ELISA
‘ ’ IFN-y, IL-10, IL-17 e TGF-$1

Amostra de sangue periférico Ensaios com 1mLde amosiracada

heparinizado
Fonte: Laboratério de Dermato-Imunologia UFPA/UEPA/MC. Sem estimulo: controle negativo;
ML2478 ML0840: ensaio com estimulo dos antigenos ML2478 e ML0840; WCS: ensaio com M.
leprae sonicado; PHA: controle positivo, ensaio com o0 agente mitogénico fitohemaglutinina; ELISA:

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, técnica para quantificacdo das citocinas IFN-y, IL-10, IL-17 e
TGF-B1.

—

3.4. Quantificacdo das citocinas

As citocinas IFN-y (R&D Systems Human IFN-y ELISA, cod. DY285), IL-10
(R&D Systems Human IL-10 ELISA, cod. DY217B), IL-17 (R&D Systems Human IL-
17 ELISA, cod. DY317) e TGF-f1 (R&D Systems Human TGF-B1 ELISA, cod.
DY240), foram quantificadas por ELISA de acordo com as instru¢des do fabricante
(Figura 5).

Figura 5 - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay para a quantificacao das citocinas.

A | B I c | D
Citocina Anticorpo de detecgdo Estreptavidina-HRP THE
\, N / \
“o ‘:\ ‘i I\ : \ \l
by X
v YV vYvY 7V VY
X

Anticorpo de captura

i £ fw=
Y Y Y o \ it

Fonte: adaptado de R&D Systems. A: sensibilizagcéo de placa de 96 pocos com anticorpo de captura e
posterior ligacdo com citocina presente na amostra avaliada; B: adicdo de anticorpo de deteccéo; C:
adicdo da proteinaestreptavidina conjugada a enzima horseradish peroxidase (HRP); C: adicdo do
substrato cromogénico 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) que ao ser oxidado pela reacdo com o
HRP apresenta coloragdo azul, a qual muda para amarelo com a adicdo de H2SO4 2N. Leitura da
absorbancia das amostras em comprimento de onda de 450nm.
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3.4. Andlises estatisticas
As andlises estatisticas foram realizadas com a utilizacdo do programa

GraphpadPrism 6.1® (GraphPad Software, CA-EUA). O teste Mann-Whitney foi

empregado para averiguar diferencas estatisticas entre os grupos analisados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes que possam contribuir na identificacdo de casos iniciais,
oligossintoméaticos, podem ser de grande beneficio em é&reas endémicas para
hanseniase (HOOIJ et al., 2016). DUTHIE et al. (2008) demonstraram que 0 ensaio
WBA é de facil execucdo e com potencial na triagem de antigenos de M. leprae para
a Iidentificacdo de biomarcadores de diagnostico ou candidatos para o

desenvolvimento de vacinas.

Nesse estudo, selecionamos 87 individuos para a realizacdo do WBA 24h
pelo estimulo com os antigenos especificos ML2478 e ML0840. Entre os 87
selecionados, 47 séo individuos com hanseniase (39 sédo casos novos UREMC e 8
ESC caso) e 40 individuos sem hanseniase (20 CT, 13 ESC sadio e 7 ODD) (Figura
6) (Tabela 1). Ap6s o WBA, quantificamos as citocinas IFN-y (Figura 7, 8 e 9), IL-10
(Figura 10, 11 e 12), IL-17 (Figura 13, 14 e 15) e TGF-B1 (Figura 16, 17 e 18) e
realizamos a comparacdo dos niveis dessas citocinas entre os individuos com
hanseniase diagnosticados na UREMC nas formas TT, DT, DV e VV com os CT,
ESC sadio e ODD e a comparacdo de ESC sadio com CT, ESC sadio e ODD, os
quais sdo pacientes de acne (1), dermatite atépica (1), doenca mista do tecido

conjuntivo (1), paracoccidioidomicose (1), psoriase (2), e verruga vulgar (1).
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Figura 6 - Distribuicdo dos individuos selecionados em cada grupo.

Individuos com hanseniase

54% (47/87)
6% Casos novos Casos novos oligossintom aticos
(14/87) UREMC (ESC caso)
HMov [
6,9% [ Ry [ N
Casos (6/87) HEov HEor
novos - A%
UREMC
44,8% 15% Individuos sem hanseniase
(39/87) (13/87) 46% (40/87)

D ESC sadio
CT
B,2% E oDD
(6/87)2.3% 6.9%
(6/87)

» Soma: 1.15% (1/87) para | + 1.15% (1/87) para NP

ESC caso
9.2%
(8/87)

Total - 100% = 87 individuos

Fonte: elaborada pela autora. UREMC: Unidade de Referéncia Especializada em Dermatologia
Sanitaria Dr. Marcello Candia; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante
estratégia de busca ativa do grupo; I: inderterminada; NP: primariamente neural; TT: tuberculoide;
DT:dimorfo-tuberculoide; DD: dimorfo-dimorfo; DV: dimorfo-Virchowiano; VV: Virchowiano; CT:
contatos; ESC sadio: escolares sem sinais ou sintomas clinicos para hanseniase; ODD: individuos
com outras doencas dermatoldgicas (1 acne, 1 dermatite atdpica, 1 doenca mista do tecido
conjuntivo, 1 paracoccidioidomicose, 2 psoriase e 1 verruga vulgar).

Tabela 1 - Caracteristicas dos grupos analisados no estudo.

Grupos Forma clinica (1) Sexo Media das > gl e
(nF; ") biol6gico ldades Média Mediana
n (F/M) n (Variagcdo) (Variacdo) (Variacdo)

42 0,176

TT (6) 313 (15-64) c (0,104-0,492)
35 0,215

DT (14 9/5 0 ;

Casos UREMC (14) (9-59) (0,001-0,435)
(39) 40 2,5 2,059

DV (13) 2/11 (8-60) (1-4,5) (1,307-3,339)
46 4 1,327

WV (6) 15 (22-57) (3,75-4,25)  (0,930-2,582)
9 0,181

ESCcaso (8) NP (1), 1 (1) e DT (6) 414 (8-11) M (0,110-0,288)
39 0,138

CT (20) NA 10/10 (12-71) 0 (0,049-0,474)

ESC sadio (13) NA 617 (8_911) NR © 01%'(34(;1 097)
45 0,130

ODD (7) NA 6/1 (9-73) 0 (0,065 - 0,408)
33 0,5 0,163

Total (87) 41/46 (8-73) (0-4.5) (0,001-3,339)

Fonte: elaborada pela autora. (1) De acordo com Madri (1953), Ridley e Jopling (1966) e Brasil
(2017). UREMC: Unidade de Referéncia Especializada em Dermatologia Sanitaria Dr. Marcello
Candia; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante estratégia de busca ativa do
grupo; CT: contatos; ESC sadio: escolares sem sinais ou sintomas clinicos para hanseniase; ODD:
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individuos com outras doencas dermatolégicas; |: inderterminada; NP: primariamente neural; DT:
dimorfo-tuberculoide; TT: tuberculoide; DV: dimorfo-Virchowiano; VV: Virchowiano; NA: ndo aplicado;
NR: ndo realizado; F: sexo biol6gico feminino; M: sexo bioldgico masculino; IB: indice baciloscépico.

4.1. Producao de IFN-y

A citocina pro-inflamatoéria IFN-y tem um papel fundamental na resposta
contra os patdgenos intracelulares, sendo central na imunidade mediada por células,
Thl, devido coordenar uma infinidade de fun¢des antimicrobianas (DECADE;
MUSTERMAN, 2018).

Ao realizar a quantificacdo do IFN-y, observamos o aumento em 50% (3/6)
dos individuos do grupo TT, em 15% (3/20) dos CT, e em 14% (1/7) dos ODD ao
estimulo com PHA, que ativa e induz a proliferacdo de linfocitos in vitro (NOWELL,
1960), consistindo em um controle positivo para avaliar a capacidade de resposta.
No grupo ESC sadio néo foi observado o aumento na produgao de IFN-y ao estimulo
com PHA, o que pode ter relacdo a aspectos como: a idade dos individuos avaliados
(SIMON et al., 2015); e fatores nutricionais, pois deficiéncias alimentares podem
prejudicar o sistema imune, suprimindo fun¢cdées fundamentais para a protecao do
hospedeiro (BOURKE et al., 2019; MARCOS; NOVA; MONTERO, 2003).

Quando comparamos a producdo de IFN-y entre os grupos avaliados,
verificamos que as proteinas ML2478 e ML0840 conseguem diferenciar todos os
individuos com hanseniase (grupos TT, DT, DV, VV e ESC caso) dos CT (Figura 7).
No entanto, ndo diferenciam quem tem o diagnéstico da doenca dos ESC sadio
(Figura 8), possivelmente devido a resposta imune nos individuos do grupo ESC
sadio (faixa etaria média de 9 anos) ainda estd sendo desenvolvida (SIMON et al.,
2015). As comparagbes com o grupo ODD, demonstraram diferencas em relagcéo

aos casos na forma DT e aos ESC caso (Figura 9).

Os pacientes TT, DT e os CT podem apresentar um perfil de resposta imune
celular semelhante (HOOIJ et al., 2019), assim o diagndstico de casos novos entre
os CT com o auxilio de testes laboratoriais pode ser prejudicado, com resultados
falsos positivos. Porém, essa similaridade, pode indicar com base nos
biomarcadores IgM anti-PGL-I, IP-10, CCL4 e CRP através do estimulo com as

proteinas ML2478 e ML0840 a nivel longitudinal, ao longo do tempo, os individuos
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doentes que ainda ndo manifestaram sintomas clinicos evidentes (HOOIJ et al.,
2018). Isoladamente os antigenos ML2478 e ML0840 também ndo demonstraram
diferenciar os casos de hanseniase (TT e DT) de CT quanto a producédo de IFN-y
(GELUK et al.,, 2012b). Porém, ao comparar o0s grupos de individuos com
hanseniase com os CT, verificamos que em conjunto as duas proteinas conseguiram
diferenciar os grupos TT, DT, DV, VV e ESC caso dos CT (Mediana IgM anti-PGL-
1=0,138 e média IB=0).

Figura 7 - Comparacao da producéo de IFN-y em individuos com hanseniase e CT.
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Fonte: elaborada pela autora. TT: tuberculoide; DT: dimorfo-tuberculoide; DD: dimorfo-dimorfo; DV:
dimorfo-Virchowiano; VV: Virchowiano; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante
estratégia de busca ativa do grupo. CT: contatos. A: comparagcdo no ensaio sem estimulo; B:
comparacao no ensaio com o estimulo pelas proteinas ML2478 e ML0840; C: compara¢do no ensaio
com o estimulo pelo M. leprae sonicate (WCS); D: comparacédo pelo estimulo ensaio com o agente
mitogénico fitohemaglutinina (PHA). Teste Mann-Whitney com p < 0,05.



Figura 8 - Comparacéo da producéo de IFN-y em individuos com hanseniase e ESC sadio.
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Fonte: elaborada pela autora. TT: tuberculoide; DT: dimorfo-tuberculoide; DD: dimorfo-dimorfo; DV:
dimorfo-Virchowiano; VV: Virchowiano; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante
estratégia de busca ativa do grupo; ESC sadio: escolares sem sinais ou sintomas clinicos para
hanseniase. A: comparacdo no ensaio sem estimulo; B: comparagédo no ensaio com o estimulo pelas
proteinas ML2478 e ML0840; C: comparacdo no ensaio com o estimulo pelo M. leprae sonicate
(WCS); D: comparacéo pelo estimulo com o agente mitogénico fitohemaglutinina (PHA). Teste Mann-
Whitney com p < 0,05.
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Figura 9 - Comparacédo da producdo de IFN-y em individuos com hanseniase e ODD.

A B

Sem estimulo ML2478 e ML0O840

IFN-gamma pg/mL
IFN-gamma pg/mL

. .
200 . : . 200 : ' —_—
.. —_—— o o .
150 = el —_— - 150 N » — -
e’ ", o ry
* i 3 » T 0
100 100
504 50
0 T T T T T T 0 T T T T T T
TT DT DV vV ESC caso oDD TT DT DV Vv ESC caso oDD
Mediana  143.7 132.5 164.4 1171 150.7 180.2 Mediana  147.2 139.2 168.2 173.3 148.6 189.3
C wcs D PHA
800 8001
700 E— 700
400
3501
400
o o
2 3007 E 300
> e
o 250 « 2504 T
E 3
5 200 . : s 5 200 . . .
S N S .
ki . " JEUUC./ SO g e — . —_—
—— . e —tewfee— .
£ 150 g — L 150 —.— . *
. : ¢ s
100 100
50 50

T T T T T T T T T T T T
TT DT % vv ESC caso obD TT DT Y vV ESC caso obD
Mediana  155.1 153.1 168.2 172.0 149.6 167.3 Mediana  256.9 139.7 166.9 180.3 135.7 183.6

Fonte: elaborada pela autora. TT: tuberculoide; DT: dimorfo-tuberculoide; DD: dimorfo-dimorfo; DV:
dimorfo-Virchowiano; VV: Virchowiano; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante
estratégia de busca ativa do grupo.Individuos com outras doencas dermatol6gicas. A: comparacao no
ensaio sem estimulo; B: comparagdo no ensaio com o estimulo pelas proteinas ML2478 e ML0840; C:
comparacao no ensaio com o estimulo pelo M. leprae sonicate (WCS); D: comparac¢éo pelo estimulo
com o agente mitogénico fitohemaglutinina (PHA). Teste Mann-Whitney com p < 0,05.

4.2. Producao de IL-10

A citocina IL-10 esta relacionada com resposta supressora ao perfil Thl
(PITT et al., 2012; SALGADO et al., 2018). Ela contribui na inducdo de macréfagos
com o fenotipo M2 (LOPES et al., 2016) e ndo favorece a via antimicrobiana na
hanseniase (UPADHYAY et al.,, 2019), o que leva a sobrevivéncia do agente,

apresentando possivel relacdo com a anergia dos individuos da forma clinica VV.

Na quantificacdo de IL-10 destacamos que o aumento em 50% (3/6) dos
individuos do grupo TT correspondeu aos individuos que apresentaram 0s menores
niveis na quantificacdo para o IFN-y ao estimulo pela PHA. Sugerindo que esses
individuos apesar de sua classificacéo clinica ter como caracteristica o perfil Thil,
eles podem esta apresentando comprometimento da resposta de resisténcia ao M.

leprae.
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A andlise dos niveis de IL-10 entre 0s grupos através do estimulo com as
proteinas ML2478 e ML0840 demonstrou que elas diferenciam os individuos
diagnosticados na UREMC na forma clinica DT e ESC caso dos CT (Figura 10).
Quando a comparacédo € realizada com os grupos ESC sadio (Figura 11) e ODD
(Figura 12), é observado diferenca de todos os individuos doentes, com excec¢éo de
ESC caso, em relacédo aos ESC sadio e ODD, todavia essa diferenca também ocorre
nos demais ensaios do WBA (sem estimulo, WCS e PHA), podendo ndo ser

necessariamente devido a acao das proteinas.

Figura 10 - Comparacao da produc¢éo de IL-10 em individuos com hanseniase e CT.
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Fonte: elaborada pela autora. TT: tuberculoide; DT: dimorfo-tuberculoide; DD: dimorfo-dimorfo; DV:
dimorfo-Virchowiano; VV: virchowiano; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante
estratégia de busca ativa do grupo. CT: contatos. A: comparagdo no ensaio sem estimulo; B:
comparacao no ensaio com o estimulo pelas proteinas ML2478 e ML0840; C: comparagao no ensaio
com o estimulo pelo M. leprae sonicate (WCS); D: comparagdo pelo estimulo com o agente
mitogénico fitohemaglutinina (PHA). Teste Mann-Whitney com p < 0,05.



Figura 11 - Comparacéao da produgéo de IL-10 em individuos com hanseniase e ESC sadio.
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Fonte: elaborada pela autora. TT: tuberculoide; DT: dimorfo-tuberculoide; DD: dimorfo-dimorfo; DV:
dimorfo-Virchowiano; VV: Virchowiano; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante
estratégia de busca ativa do grupo; ESC sadio: escolares sem sinais ou sintomas clinicos para
hanseniase. A: comparacdo no ensaio sem estimulo; B: compara¢&do no ensaio com o estimulo pelas
proteinas ML2478 e ML0840; C: comparacdo no ensaio com o estimulo pelo M. leprae sonicate
(WCS); D: comparacéo pelo estimulo com o agente mitogénico fitohemaglutinina (PHA). Teste Mann-
Whitney com p < 0,05.
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Figura 12 - Comparacao da producédo de IL-10 em individuos com hanseniase e ODD.
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Fonte: elaborada pela autora. Compara¢éo da producdo de IL-10 em individuos com hanseniase e
ODD. TT: tuberculoide; DT: dimorfo-tuberculoide; DD: dimorfo-dimorfo; DV: dimorfo-Virchowiano; VV:
Virchowiano; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante estratégia de busca ativa
do grupo; ODD: Individuos com outras doencas dermatolégicas. A: comparacdo no ensaio sem
estimulo; B: comparacdo no ensaio com o0 estimulo pelas proteinas ML2478 e ML0840; C:
comparacao no ensaio com o estimulo pelo M. leprae sonicate (WCS); D: comparac¢éo pelo estimulo
ensaio com o agente mitogénico fitohemaglutinina (PHA). Teste Mann-Whitney com p < 0,05.

4.3. Producao de IL-17

A citocina IL-17 é produzida pelas células Th17, as quais estdo associadas a
respostas inflamatorias e possivelmente promovem as formas PB na hanseniase,
sugerindo que essas células sejam protetoras contra a infeccdo por M. leprae
(SANTOS et al., 2017). E assim como o IFN-y, a IL-17 contribui para a indugéao de
INOS, levando a producéo de radicais livres que destroem o bacilo (DE SOUSA,;
SOTTO; QUARESMA, 2017).

Os niveis de IL-17 com o estimulo pelo WCS conseguiu distinguir todos os
grupos de casos dos CT (Figura 13). Em relacdo os ESC sadio, 0s ensaios sem
estimulo, WCS e PHA diferenciaram os casos TT, DT, DV e VV do grupo ESC sadio
(Figura 14). Além disso, destacamos a diferenga dos grupos TT, DT e ESC caso do
grupo ODD pelo estimulo com WCS (Figura 15), pois embora ndo tenha diferenciado

0s grupos DV e VV, conseguiu separar CT dos individuos com hanseniase (TT:
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mediana IgM anti-PGL-1=0,176 e média IB=0; DT mediana IgM anti-PGL-I1=0,215 e
média IB=0) que podem néo ser detectados com auxilio da sorologia IgM anti-PGL-I.

Para a IL-17 observamos que as proteinas ML2478 e ML0840 ndao
conseguem diferenciar os casos oligossintomaticos do grupo CT (Figura 13) e de
ESC sadio (Figura 14). H& diferenca apenas em relacdo aos ODD, porém, essa
diferenca também ocorre nos demais ensaios do WBA (Figura 15).

Ressaltamos que embora a diferenciacdo de ESC caso nao tenha sido
observada em todas os ensaios e comparac¢des com os individuos sem hanseniase
(CT, ESC sadio e ODD), em geral as medianas dos grupos TT, DT, DV e VV, os
quais apresentam caracteristica clinicas evidentes da doenca, sao superiores.
Sugerindo acompanhar individuos que apresentarem niveis similares, como os do
grupo ESC sadio ao estimulo por ML2478 e ML0840, WCS ou PHA.

Figura 13 - Comparacao da produgéo de IL-17 em individuos com hanseniase e CT.
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Fonte: elaborada pela autora. TT: tuberculoide; DT: dimorfo-tuberculoide; DD: dimorfo-dimorfo; DV:
dimorfo-Virchowiano; VV: Virchowiano; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante
estratégia de busca ativa do grupo. CT: contatos. A: comparagdo no ensaio sem estimulo; B:
comparacao no ensaio com o estimulo pelas proteinas ML2478 e ML0840; C: comparagao no ensaio
com o estimulo pelo M. leprae sonicate (WCS); D: comparagdo pelo estimulo com o agente
mitogénico fitohemaglutinina (PHA). Teste Mann-Whitney com p < 0,05.



Figura 14 - Comparacéao da produgéo de IL-17 em individuos com hanseniase e ESC sadio.
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Fonte: elaborada pela autora. TT: tuberculoide; DT: dimorfo-tuberculoide; DD: dimorfo-dimorfo; DV:
dimorfo-Virchowiano; VV: Virchowiano; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante
estratégia de busca ativa do grupo; ESC sadio: escolares sem sinais ou sintomas clinicos para
hanseniase. A: comparacado no ensaio sem estimulo; B: comparacdo no ensaio com o estimulo pelas
proteinas ML2478 e ML0840; C: comparacdo no ensaio com o estimulo pelo M. leprae sonicate
(WCS); D: comparagéo pelo estimulo ensaio com o agente mitogénico fitohemaglutinina (PHA). Teste
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Figura 15 - Comparacao da producéo de IL-17 em individuos com hanseniase e ODD.
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Fonte: elaborada pela autora. Compara¢éo da producdo de IL-17 em individuos com hanseniase e
ODD. TT: tuberculoide; DT: dimorfo-tuberculoide; DD: dimorfo-dimorfo; DV: dimorfo-Virchowiano; VV:
Virchowiano; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante estratégia de busca ativa
do grupo.ODD:Individuos com outras doengas dermatoldgicas. A: comparacdo no ensaio sem
estimulo; B: comparacdo no ensaio com o estimulo pelas proteinas ML2478 e ML0840; C:
comparacao no ensaio com o estimulo pelo M. leprae sonicate (WCS); D: comparac¢éo pelo estimulo
ensaio com o agente mitogénico fitohemaglutinina (PHA). Teste Mann-Whitney com p < 0,05.

4.4. Producao de TGF-B1

Para a citocina TGF-f1, a qual € atribuida acédo anti-inflamatéria durante a
infeccdo por M. leprae (GOULART; MINEO; T, 2000; PETITO et al., 2013), quando
guantificada no ensaio pelo estimulo com WCS apresentou diferenciacdo entre os
grupos TT, DT, DV e ESC caso dos CT (Figura 16). Na comparagdo com 0 grupo
ESC sadio houve diferenca apenas no estimulo com a PHA, porém essa diferenca é
em relacdo a todos os grupos de individuos com hanseniase (Figura 17). A
comparacdo com grupo ODD também diferiu dos grupos TT, DT, DV, VV e ESC

caso para o ensaio com WCS e o sem estimulo.

As proteinas ML2478 e ML0840 a partir dos niveis de TGF-B1 conseguiram
diferenciar todos os individuos com hanseniase nas formas clinicas dimorfas, VV e
os oligossintomaticas dos CT (Figura 16), mas nao de ESC sadio (Figura 17) e ODD
(Figura 18).
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Destacamos que os niveis de TGF-B1 no grupo CT apresentaram medianas
superiores aos individuos com hanseniase em todos os ensaios, indicando que pode
haver comprometimento na producao dessa citocina nos individuos doentes. Sendo
de interesse averiguar os individuos que apresentam os niveis de TGF-B1 abaixo da

mediana.

Figura 16 - Comparacao da producao de TGF-B1 em individuos com hanseniase e CT.
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Fonte: elaborada pela autora. TT: tuberculoide; DT: dimorfo-tuberculoide; DD: dimorfo-dimorfo; DV:
dimorfo-Virchowiano; VV: Virchowiano; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante
estratégia de busca ativa do grupo.CT: contatos. A: comparacdo no ensaio sem estimulo; B:
comparacao no ensaio com o estimulo pelas proteinas ML2478 e ML0840; C: comparacgao no ensaio
com o estimulo pelo M. leprae sonicate (WCS); D: comparagdo pelo estimulo com o agente
mitogénico fitohemaglutinina (PHA). Teste Mann-Whitney com p < 0,05.
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Figura 17 - Comparacao da produgéo de TGF-$1 em individuos com hanseniase e ESC sadio.
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Fonte: elaborada pela autora. TT: tuberculoide; DT: dimorfo-tuberculoide; DD: dimorfo-dimorfo; DV:
dimorfo-Virchowiano; VV: Virchowiano; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante
estratégia de busca ativa do grupo; ESC sadio: escolares sem sinais ou sintomas clinicos para
hanseniase. A: comparacdo no ensaio sem estimulo; B: comparag&do no ensaio com o estimulo pelas
proteinas ML2478 e ML0840; C: comparacdo no ensaio com o estimulo pelo M. leprae sonicate

(WCS); D: comparagéo pelo estimulo ensaio com o agente mitogénico fitohemaglutinina (PHA). Teste
Mann-Whitney com p < 0,05.
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Figura 18 - Comparacéo da producdo de TGF-B1 em individuos com hanseniase e ODD.
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Fonte: elaborada pela autora. TT: tuberculoide; DT: dimorfo-tuberculoide; DD: dimorfo-dimorfo; DV:
dimorfo-Virchowiano; VV: Virchowiano; ESC caso: escolares diagnosticados com hanseniase durante
estratégia de busca ativa do grupo.ODD:Individuos com outras doencas dermatolégicas. A:
comparacdo no ensaio sem estimulo; B: compara¢do no ensaio com o estimulo pelas proteinas
ML2478 e ML0840; C: comparacdo no ensaio com o estimulo pelo M. leprae sonicate (WCS); D:
comparacao pelo estimulo ensaio com o agente mitogénico fitohemaglutinina (PHA). Teste Mann-
Whitney com p < 0,05.

4.5. Discriminacao entre individuos com hanseniase e contatos

As curvas receiver operating characteristic (ROC) caracterizam a acuracia
de um teste de diagndstico, ou seja, como os resultados diferenciam os individuos
doentes e ndo doentes. Essa curva é construida a partir dos diferentes pontos de
corte (cut-off) de um teste. Nesses pontos sdo atribuidos no eixo das ordenadas a
taxa de verdadeiros resultados positivos (sensibilidade) e no eixo das abscissas a
taxa de falsos positivos (100% - especificidade ou 1 - especificidade)
(OBUCHOWSKI; BULLEN, 2018).

Como a produgéo de IFN-y pelo estimulo com os antigenos ML2478 e
MLO840 conseguiu diferenciar todos os individuos com hanseniase, tanto com
caracteristicas evidentes quanto casos oligossintomaticos, de CT, verificamos a

acuracia (area sobre a curva ROC - AUC) dessa discriminacao (Figura 19), a qual
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classifica os resultados em: excelente (superior a 0,9), bom (0,8 a 0,9), razoavel (0,7
a 0,8), pobre (de 0,6 a 0,7), e ndo discriminador (0,5 a 0,6).

Figura 19 - Curva ROC para o a producédo de IFN-y pelo estimulo das proteinas ML2478 e ML0840
entre os casos de hanseniase e CT.
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Fonte: elaborada pela autora. AUC: area sob a curva.TT: tuberculoide; DT:dimorfo-tuberculoide; DD:
dimorfo-dimorfo; DV: dimorfo-Virchowiano; VV: Virchowiano; ESC caso: escolares diagnosticados
com hanseniase durante estratégia de busca ativa do grupo. CT: contatos. A: comparacao entre TT x
CT; B: comparagao entre DT x CT; C: comparacédo entre DV x CT; D: comparagao entre VV x CT; E:
comparacao entre ESC x CT. Intervalo de confian¢a adotado de 95%.

Em todas as comparacbes de casos com CT a AUC apresentou valor
superior a 0.7 (0.7688 a 0.9583) com intervalo de confianca adotado de 95%. O
valor do AUC varia de 0,0 até 1,0, dessa forma quanto maior o valor de AUC melhor,
pois um teste em que todas as previsdes estdo 100% erradas possui AUC igual a 0
e um teste na qual todas as previsdes sdo 100% corretas tem AUC igual a 1
(SONEGO; KOCSOR; PONGOR, 2008).
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Os valores para as comparagOes realizadas foram classificados como:
excelente para TT x CT; bom para DT x CT e VV e CT; e razoavel para DV x CT e
ESC caso x CT. Destacamos a AUC observada entre os casos nas formas TT com
os CT, pois um dos objetivos dos testes de diagnostico para hanseniase é
diferenciar os individuos que possam ndo ser detectados por exames laboratoriais
como a sorologia IgM anti-PGL-I, na qual contatos com elevada positividade devem
ser monitorados, pois a positividade estad associada a um risco de adoecer de 8,6
vezes maior em contatos (BRASIL et al., 2003), porém ndo sendo capaz de
descartar a possibilidade de contatos com sorologia negativa estarem doentes, ja

gue eles podem esta apresentando uma resposta de perfil Th1l.
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5. CONCLUSOES

A resposta celular avaliada pela producédo das citocinas IFN-y, IL-10, IL-17 e
TGF-B1 pelo estimulo com as proteinas ML2478 e ML0840 nao diferiu entre os
escolares casos e escolares sadios.

E entre as citocinas quantificadas, a IL-17 demonstrou producédo superior
nos casos atendidos na URE em relacdo aos escolares caso e aos individuos dos
grupos controles.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
VOLUNTARIOS COM IDADE IGUAL OU SUPERIOR A 18 ANOS

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

A equipe de pesquisadores liderada pelo Professor Dr. Claudio Guedes
Salgado esta realizando uma pesquisa cujo titulo € “Hanseniase nos municipios
do Para: diagnéstico de novos casos, identificacdo de areas criticas e
treinamento de pessoal local para manutencao das estratégias de controle da
doenca”.Gostariamos que vocé participasse desta pesquisa e para isso precisamos
de sua autorizagéao.

O estudo tem por objetivo identificar caracteristicas relacionadas as
pessoas, aos seus modos de vida, ao meio ambiente e a genética do micrébio que
causa hanseniase, para entender melhor sobre a transmissdo da doenca,
melhorando sua prevencao e tratamento.

As criancas e 0s adolescentes que participarem deste estudo serdo
submetidos a coleta de sangue e de raspado intradérmico, realizada por médicos e
profissionais de saude experientes, sempre com a finalidade de identificar o
Mycobacterium leprae. Suas casas serdo visitadas, para que seja feito um
mapeamento dos casos de hanseniase por bairros e ruas.

A pesquisa serd realizada em ambiente seguro, com material limpo e
descartavel. A coleta de sangue e de raspado poderdo causar dor e pequena reacao
no local.

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

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

Tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado,
AUTORIZO A MINHA PARTICIPACAO COMO VOLUNTARIO DESTA PESQUISA,
SEM QUE ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Assinatura ou impressao dactiloscopica do participante
Doc:
Local: ,Data: /| [
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
VOLUNTARIOS COM IDADE INFERIOR A 18 ANOS

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

A equipe de pesquisadores liderada pelo Professor Dr. Claudio Guedes
Salgado esta realizando uma pesquisa cujo titulo € “Hanseniase nos municipios
do Para: diagnostico de novos casos, identificacdo de éareas criticas e
treinamento de pessoal local para manutencdo das estratégias de controle da
doenca”. Gostariamos que seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade
participasse desta pesquisa e para isso, precisamos de sua autorizacao.

O estudo tem por objetivo identificar caracteristicas relacionadas as
pessoas, aos seus modos de vida, ao meio ambiente e a genética do microbio que
causa hanseniase, para entender melhor sobre a transmissdo da doenca,
melhorando sua prevencao e tratamento.

As criangcas e o0s adolescentes que participarem deste estudo serdo
submetidos a coleta de sangue e de raspado intradérmico, realizada por médicos e
profissionais de saude experientes, sempre com a finalidade de identificar o
Mycobacterium leprae. Suas casas serdo visitadas, para que seja feito um
mapeamento dos casos de hanseniase por bairros e ruas.

A pesquisa serd realizada em ambiente seguro, com material limpo e
descartavel. A coleta de sangue e de raspado poderdo causar dor e pequena reacao
no local.

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

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

Declaracao de pais ou responsaveis

Tendo compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado,
AUTORIZO QUE MEU FILHO(A)
: PARTICIPE

DESTE ESTUDO, SEM QUE ISSO TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Assinatura ou impresséao dactiloscopica do(a) pai/ mée ou responsavel legal.
Doc:
Local: ,Data: [ [
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ANEXO - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO INSTITUTO DE
CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

INSTITUTO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE  “GR8rasdl -
FEDERAL DO PARA - ICS/

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Hanseniase nos municipios do Para: diagnéstico de novos casos, identificagdo de
areas criticas e treinamento de pessoal local para manutengéo das estratégias de
controle da doenca

Pesquisador: Claudio Guedes Salgado

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 26765414.0.0000.0018

Instituicdo Proponente: Instituto de Ciencias Biolégicas
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 517.394
Data da Relatoria: 28/01/2014

Apresentacao do Projeto: .

Mais de 80.000 casos de hanseniase foram diagnosticados nos ultimos 20 anos no Para, e ainda hoje, com
um coeficiente de detecgao anual de 50/100.000 habitantes (trés vezes superior a8 média nacional) a doenga
permanece como um grave problema de saude publica neste Estado. O objetivo geral deste estudo sera
avaliar a importancia da epidemiologia espacial e sorologica anti-PGL-l no combate & hanseniase no Estado
do Para, especialmente no municipio de Breves. Inicialmente, realizaremos visitas domiciliares a familias de
pessoas afetadas pela hanseniase diagnosticadas nos Ultimos cinco a seis anos. A equipe de
pesquisadores com experiéncia no manejo da hanseniase, composta por médicos
dermatologistas, enfermeiros, fisioterapeutas e técnicos de laboratério, realizara exame clinico
dermatoneurol6gico em contatos intradomiciliares e em casos notificados além de coletar amostra de
sangue para pesquisa sorologica de anticorpos IgM anti-PGL-l. adicionalmente, estudantes de escolas
publicas do ensino fundamental e médio, com idade entre 6 e 20 anos, também serdo selecionados
aleatoriamente para serem submetidos

a mesma avaliag@o. As residéncias dos casos notificados, bem como a dos estudantes incluidos no estudo
serédo georreferenciadas para a analise da distribuicdo espacial da hanseniase.
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INSTITUTO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE  “GRGrandt o
FEDERAL DO PARA - ICS/
Continuagdo do Parecer: 517.394

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: :

Diagnosticar casos novos de hanseniase entre contatos de casos notificados e entre estudantes da rede
publica de ensino fundamental e médio de diferentes municipios do Estado do Para,

Objetivo Secundario:

i. Diagnosticar e encaminhar para tratamento os casos novos de hanseniase atendidos durante a semana
de treinamento em servigo em cada municipio visitado; ii. Realizar o treinamento em servico (manha e tarde)
de pelo menos 25 profissionais de salde das diferentes categorias, de agentes comunitérios a profissionais
com nivel superior de ensino; iii. Apresentar palestras de diferentes contetidos relacionados a hanseniase,
para

publicos especificos de interesse do municipio, com o nimero de presentes limitado ao espago fisico
disponivel no local (noite). iv. Coletar plasma sanguineo de todos os pacientes, comunicantes e escolares
examinados, para analise da coorte a partir dos dados preliminares de 2011.v.Identificar areas criticas e
realizar treinamento de pessoal local para a manutengéo das estratégias de controle da doenca.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Ha risco minimo de sangramento no local da pungéo para coleta de sangue e coleta de linfa.

Beneficios:

Todos os sujeitos da pesquisa ser&o avaliados por médicos dermatologistas e hansenélogos. Aqueles que
forem diagnosticados com hanseniase serdo notificados e iniicarao tratamento. Aqueles que ndo forem
diagnosticados com hanseniase receberdo os resultados dos exames e serdo acompanhados em coorte.

Comentérios e Consideracées sobre a Pesquisa:

O protocolo apresentado, dispde de metodologia e critérios definidos, conforme resolugao 466/12 do
CNS/MS.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Os termos apresentados estdo de acordo com os sugeridos pelo Sistema CEP/CONEP.

Recomendagdes:
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INSTITUTO DE CIENCIAS DA

SAUDE DA UNIVERSIDADE W““‘
FEDERAL DO PARA - ICS/

Continuagso do Parecer: 517,394

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Diante do exposto somos pela aprovagao do projeto, Este & nosso parecer, SMJ.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

QBEM neirofe 2014

Wv\/\/ —

Assinador por:__ f
Wallace Raimundo Araujo Santos

| (Coordenador)
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