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RESUMO

Apesar dos esfor¢os para sua eliminagdo como problema de satde publica, a hanseniase
permanece com alta prevaléncia em alguns paises, como o Brasil, sendo o Estado do
Paréa responsavel pelo diagndstico de aproximadamente 10% dos cerca de 400.000 casos
novos do Brasil nos ultimos 10 anos. Até o momento, ndo existe nenhum teste de
diagndstico para detectar a hanseniase nos estagios iniciais, contribuindo assim para a
manutencdo das altas taxas de incidéncia da doenca. Neste sentido, novos antigenos
especificos do M. leprae que possibilitem o desenvolvimento de novos métodos de
diagndstico podem facilitar a deteccao precoce de casos novos e contribuir para alcancar
as metas de controle da hanseniase. Neste estudo, foi realizada avaliacdo clinica e
dermatoneuroldgica dos participantes para a deteccdo de casos novos e foram coletadas
amostras de sangue para pesquisa de anticorpos em dois momentos diferentes, T1 e T2,
em um intervalo de tempo de 2 anos entre 0s mesmos. Os anticorpos IgM anti-ND-O-
BSA e IgG anti-LID-1 foram detectados por ELISA, além de anti-lgM e anti-IgG
associados para a pesquisa de anti-NDO-LID em amostras de plasma, também por
ELISA ou sangue total pelo teste rapido OrangeLife® (OL) de 79 pessoas com
hanseniase, 131 contatos e 331 estudantes do municipio de Breves, Estado do Para.
Nossos resultados mostraram alta incidéncia de hanseniase de 18,6% e 6,1% em
contatos e estudantes respectivamente em T1 e de 19,8% e 9,4% em T2 e neste
momento, entre contatos, foram positivos 44,3% para anti-ND-O-BSA, 7,86% para 0
anti-LID-1 e 37,4% para 0 anti-NDO-LID e para estudantes foram 49,5% para o anti-
ND-O-BSA, 5,1% para o anti-LID-1 e 45% para o anti-NDO-LID. A associagéo entre
0s antigenos mostrou uma forte correlagdo para o ND-O-BSA e NDO-LID. A
positividade para 0 OL em casos novos foi de 44,3% para MB, a maioria BT, em
estudantes foi 47,4% e em contatos foi de 36,3%, com baixa concordancia com ELISA
anti-NDO-LID. No seguimento (T2), o percentual de casos novos foi de 35% e 0 maior
percentual foi identificado entre individuos positivos para anti-ND-O-BSA. Os dados
mostram alta incidéncia em contatos e estudantes através de busca ativa e seguimento
soroldgico, e concluimos que o antigeno ND-O-BSA se mostrou mais sensivel no

ensaio de ELISA para a identificacdo de casos novos em populacfes endémicas.

Palavras-chave: Hanseniase. Sorologia Anti-ND-O-BSA, anti-LID-1 e anti-NDO-LID.



ABSTRACT

Despite efforts for its elimination as a public health problem, leprosy remains highly
prevalence in some countries, including Brazil, specially in the state of Para, which
accounts for approximately 10% of the 400,000 new cases in Brazil during the last 10
years. To date, there is no diagnostic test to detect leprosy in its early stages, thus
contributing to the maintenance of high rates of disease incidence. In this sense, the
Discovery of new specific antigens of M. leprae to enable the development of new
diagnostic methods may facilitate early detection of disease prior to the onset of
disfigurement and nerve damage and contribute to achieving the goals of leprosy
control. In this study, dermatological clinical evaluation of the participants was
performed to detect new cases and blood samples were collected for antibody screening
at two different timpoints, T1 (2011) and T2 (2013), two years apart. IgM anti-ND-O-
BSA and IgG anti-LID-1 titers were detected by ELISA, and anti-IgM and anti-IgG
were combined for detection of both in plasma samples by ELISA or also the whole
blood by OrangeLife® (OL) rapid test in 79 leprosy patients, 131 household contacts
and 331 students from the municipality of Breves, Para State. Samples collected at T1
showed a high number of new cases detected, with 18.6% of household contacts and
6.1% of students diagnosed, while two years later at T2, there were 19.8% of household
contacts and 9.4% of students diagnosed. At T2, 44.3% of contacts were positive for
anti-ND-O-BSA, 7.8% for anti-LID-1 and 37.4% for anti-NDO-LID. Mong the students
49.5% were positive for anti-ND-O-BSA, 5.1% for anti-LID-1 and 37% for anti-NDO-
LID. The association between antigens showed a strong correlation to ND-O-BSA and
NDO-LID. Positivity of the OL rapide test was 44.3% for newly diagnosed MB cases
(BT majority), in students was 47.4% and 36.3% in household contacts, with poor
agreement with ELISA anti-NDO-LID. At follow-up (T2), the percentage of new cases
was 35% and the largest number was identified among individuals positive for anti-ND-
O-BSA. The data show a high incidence in contacts and students through active search
and serologic follow-up, and we concluded that the antigen ND-O-BSA was more

sensitive in the ELISA assay for identifying new cases in populations endemic.

Keywords: Leprosy. Serology Anti-ND-O-BSA, anti-LID-1 and anti-NDO-LID.
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1. INTRODUCAO
1.1. Hanseniase
1.1.1. Aspectos histdricos

Ha relatos de que a hanseniase era conhecida ha mais de trés ou quatro mil anos na
india, China e Jap#o, ja existia no Egito quatro mil e trezentos anos antes de Cristo, segundo
um papiro da época de Ramsés Il (BRASIL,1960; TRAUTMAN, 1984) e de acordo com
MONOT et al (2009) a doenca teve origem na Africa, ha mais de cinco mil anos. A hanseniase
foi levada a Europa Oriental através dos exércitos persas e pelos romanos, assim como pelo
trafico de escravos e migracdo dos povos e posteriormente a doenca foi espalhada na Europa
pelos sarracenos e pelas cruzadas. Ja no ocidente, a doenca foi trazida pelos primeiros
colonizadores espanhdis e portugueses (BRASIL, 1960).

Traducdes da Biblia do hebraico para o grego, 300 a.C. resultaram em muita confuséo e
sdo responsaveis por grande parte do estigma relacionado a doenca, que ainda hoje existe.
Relatos biblicos de hanseniase em Levitico empregaram a palavra hebraica tsaraath. Este
termo foi traduzido para o grego como lepra e tinha um significado religioso, implicando em
punicdo Divina. Por isso, as pessoas com hanseniase eram vistas como impuras e pecadoras,
razdo pela qual eram excluidas da sociedade e mantidas isoladas das vilas, vilarejos e cidades.
Entretanto, admite-se que as descri¢fes biblicas da hanseniase ndo se assemelham a doenca
como a conhecemos nos dias atuais (OPROMOLLA, 2000).

A hanseniase chegou ao Brasil com o0s primeiros colonizadores portugueses,
principalmente acorianos e 0s escravos africanos que contribuiram bastante para sua
disseminacdo. Entretanto, outros povos posteriormente contribuiram para a sua expansdo

(BRASIL, 1960). Por muitas décadas as pessoas acometidas pela hanseniase eram isoladas em
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abrigos ou coldnias de leprosos, afastadas das cidades e isoladas da populacdo e da familia
(BRASIL, 2006).

Na tentativa de minimizar o estigma, em 1976, com a aprovacgdo do decreto n° 165, de 14
de maio de 1976, que muda o nome de “lepra” para hanseniase, o novo termo foi adotado no
Brasil, sendo amplamente empregado em documentos técnico-cientificos (BRASIL, 1989). Em
1995 a Lei Federal 9.010, proibe terminantemente, a utilizacdo do termo “lepra” e seus

derivados e o termo hanseniase se tornou oficial (OPROMOLLA et al, 2005)

1.1.2. Caracteristicas Clinicas

A hanseniase ¢ uma doenca infectocontagiosa cronica, que afeta preferencialmente os
nervos periféricos e a pele, acometendo principalmente olhos, médos e pés (ARAUJO, 2003;
KATOCH, 2002). O comprometimento dos nervos é a principal caracteristica da doenca com
elevado potencial para causar incapacidades fisicas que podem evoluir para deformidades,
reduzindo a capacidade de trabalho e limitando a vida social. Também séo responsaveis pelo
estigma e preconceito contra a doenca, que levam a um importante dano psicoldgico (BRASIL,
2002; OMS, 2003).

O Ministério da Saude (2010) define como caso de hanseniase para tratamento, quando
um ou mais dos seguintes achados encontram-se presentes: lesdo(des) e ou area(s) da pele com
alteracdes de sensibilidade; acometimento de nervo(s) periféricos(s) com ou sem espessamento
associado a alteracdes sensitivas e/ou motoras e/ou autonémicas; baciloscopia positiva do
esfregaco dérmico para BAAR.

A hanseniase apresenta formas clinicas variaveis, que dependem da resposta imune do

hospedeiro, conferindo espectro caracteristico das les6es, utilizado nas diversas classificaces
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clinicas da doenca (ABULAFIA, 1999). As classificacbes mais utilizadas sao as de Madri, a de
Ridley e Jopling de 1966, e a classificacdo operacional da OMS (GALLO, 2003).

A classificacdo de Madri (Congresso Internacional, 1953), utilizada na pratica clinica,
considera dois polos estaveis e opostos (Tuberculdide e Virchowiano €) e dois grupos instaveis
(Indeterminado e Dimorfo), que caminhariam para um dos polos, na evolucdo da doenca
(ARAUJO, 2003). Os pacientes sdo agrupados nas formas paucibacilares (PB), constituida pela
forma indeterminada (1) e tuberculdide (T); e nas multibacilares, compreendendo as formas
dimorfa (D) e Virchoviana (V) (MARGARIDO & RIVITTI, 2005).

Ridley & Jopling, em 1966 propuseram uma classificacdo de acordo com a imunidade
dos pacientes. De acordo com esta classificacdo existem dois principais polos da doenca, a
hanseniase tuberculdide (TT), em que 0 paciente apresenta maior resposta imune celular e
menor indice baciloscopico e o polo da hanseniase lepromatosa ou virchoviana (LL), em que a
resposta imune predominante é do tipo humoral e insuficiente para impedir a proliferacdo do
bacilo. So descritas as formas TT (tubercul6ide), BT (boderline tubercul6ide), BB (boderline
boderline), BL (boderline lepromatoso), LL (lepromatoso) e atribuindo uma importancia menor
a forma indeterminada. No entanto, o interesse epidemioldgico por esta Gltima forma, bem
como o fato de ser uma expressdo precoce da doenca e sem definicdo em seu sentido polar,
ainda é considerada uma forma clinica da hanseniase (GOULART, 2002).

A OMS, visando definir o esquema de tratamento classifica operacionalmente 0s casos
em PB, quando apresentam até cinco lesdes e com baciloscopia negativa, e em MB quando
apresentam mais de cinco les6es ou baciloscopia positiva (WHO, 2009). A baciloscopia de pele
(esfregaco intradérmico), sempre que disponivel, deve ser utilizada como exame complementar
e quando positiva classifica 0 caso como MB, independente do nimero de lesdes. As formas I,
da classificacdo de Madri, e TT, BT da classificacdo de Ridley e Jopling estdo entre as PB,

enquanto que as formas BB, BL e LL s&o MB (BRASIL, 2010).
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Pacientes PB tém uma ou poucas lesdes de pele e um indice baciloscépico negativo (IB,

uma medida do numero de bacilos no esfregaco dérmico, expressa numa escala logaritmica) e
demonstram uma imunidade especifica mediada por células contra o M. leprae, entretanto eles
possuem titulos de anticorpos especificos ao M. leprae baixos ou ausentes e um infiltrado
granulomatoso, observavel na histopatologia. Em contraste, pacientes MB tém multiplas lesGes
cutaneas e um IB positivo e demonstram elevados titulos de anticorpos contra 0 M. leprae, mas
a auséncia de imunidade especifica mediada por células e uma dermatopatologia desprovido de

linfécitos funcionais (DUTHIE et al., 2007).

1.1.3. Etiologia e aspectos morfoldgicos

O agente causador da hanseniase é o bacilo Mycobacterium leprae, também conhecido
com bacilo de Hansen, foi descrito em 1873 pelo médico Noruegués Amauer Hansen. E um
bacilo alcool-acido resistente, isto é, cora-se pela fucsina-acida e nao se descora pela lavagem
no &cido e &lcool. E um bacilo intracelular obrigatorio com predilecdo pela célula de Schwann e
pele (ARAUJO, 2003; GOULART et al, 2002; KATOCH, 2002).

Apresenta forma de bastonete linear ou levemente encurvado, cujo comprimento varia
de 1,5a 8 um e a largura de 0,2 a 0,4 um e possui divisao binéria lenta, a cada 12 ou 14 dias, 0
gue determina a cronicidade da doenca (TALHARI & NEVES, 1997; GOULART, 2002). Os
tatus e algumas espécies de primatas ndo humanos e 0 homem sdo considerados reservatorios
naturais do bacilo (FOSS, 1999; ARAUJO, 2003; BHAT, 2012).

Nos esfregagos de pele, linfa e cortes histopatologicos, os bacilos podem ser vistos
isolados, em agrupamentos variados ou arranjos especiais denominados globias, peculiar do M.
leprae e resultam da sélida unido de bacilos através da gléia. Possui alta infectividade, baixa

patogenicidade e alta viruléncia, sendo esta ultima representada pelo seu potencial
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incapacitante, responsavel pelas deformidades e pelo estigma das pessoas frente a doenca
(GOULART et al., 2002; MURRAY et al., 2004; REES, 1985)

A parede celular do M. leprae é constituida por peptideoglicanos, compostos por
cadeias alternadas de N-acetilglicosamina e N-glicolilmuramato ligados por pontes peptidicas,
que sdo ligados a camada de galactano pelo arabinogalactano. Cadeias de arabinanas séo
ligadas ao galactano e juntos com os peptideoglicanos formam uma zona eletrondensa em torno
do M. leprae. Os &cidos micoélicos que compdem a zona eletrolucente sdo ligados a porcéao
terminal da cadeia de arabinana, arranjos intercalando os é&cidos micdlicos com 0s
monomicolatos de trealose e acidos micoserosoicos com dimicoserosatos ftiocerol, bem como

glicolipideos fendlicos (PGLS) (Figura I) (SCOLLARD et al, 2006).
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Figura 1. Modelo esquematico das moléculas constituintes da parede celular do M. leprae. Fonte:
adaptado de Vissa & Brennan (2001).

O lipidio dominante na parede celular que confere especificidade imunologica ao M.
leprae é o PGL-I, um dos primeiros antigenos especificos do M. leprae a ser isolado e

caracterizado, constitui cerca de 2% da massa total bacteriana, podendo ser encontrado em
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tecidos, no sangue circulante e na urina de doentes multibacilares e pode servir como
ferramenta para o sorodiagndéstico da hanseniase (FOSS, 1997; SCOLLARD et al, 2006).

O PGL-I é composto de trés moléculas de agucares metilados ligados por uma molécula
de fenol ao ftiocerol (grupo fenodlico glicosilado). A associacdo das trés moléculas de acUcar
distingue o M. leprae de outras micobactérias e a imunogenicidade deve-se ao seu componente
3,6-di-O-methyl-p-D-glucosyl presente na porcdo terminal do seu trissacarideo. A porcéao
glicidica do PGL-I foi sintetizada e é geralmente conjugada a proteinas transportadoras inertes,
tais como albumina do soro bovino (BSA) ou (HSA) diretamente ou mediante carreadores octil
(O) ou fenil (P). Com isso, antigenos semi-sintéticos foram produzidos como ND-O-BSA, ND-
O-HSA, NT-P-BSA, além de outros com objetivo de facilitar a producéo do antigeno e torna-lo
hidrossoltvel, permitindo assim o desenvolvimento de testes soroldgicos (SPENCER et al,

2011).

1.1.4. Epidemiologia

Apesar dos esforcos para sua eliminacdo, a hanseniase permanece como importante
problema de satde plblica em paises em desenvolvimento, como: india, Brasil e Indonésia,
configurando-se assim a pobreza como principal fator de risco, particularmente a desnutricdo, a
alta densidade domiciliar e a falta de saneamento (OMS, 2003; BARRETO, 2012). Esses
esforcos tém sido direcionados com o objetivo de controlar a doenga, prevenir incapacidades e
reabilitar fisica, social e economicamente as pessoas atingidas por essa doenca (MINISTERIO
DA SAUDE, 2008a, 2008c).

A introducédo da poliquimioterapia (PQT) em 1981 resultou em uma mudanca drastica
na distribuicdo global da hanseniase, e tem sido responsavel por uma significante diminuigdo
na detecgdo de novos casos nas ultimas décadas. De acordo com a OMS, o registro global vem

diminuindo anualmente, entretanto ainda existem areas de alta endemicidade, sendo que a
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india, o Brasil e a Indonésia apresentaram o maior nimero de casos e foram responsaveis por
de 80% dos casos novos detectados em 2012 (WHO, 2013; MOURA et al., 2013).

Apesar dos avangos a hanseniase continua a ser endémica em muitos paises que nédo
conseguiram atingir a meta proposta pela OMS para 0 ano de 2000, que foi a prevaléncia de
um caso para cada 10.000 habitantes. Dessa forma, foram detectados 232.857 casos novos no
mundo no ano de 2012 (figura 2) e a prevaléncia global (figura 3) no primeiro trimestre de

2013 foi de 189,018 (WHO, 2013).

Leprosy new case detection rates, data reported to WHO as of January 2012
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Figura 2. Deteccdo de casos novos de hanseniase no mundo em 2011, por 100.000 habitantes. Fonte:
WHO. Disponivel: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/

A meta de eliminacdo da hanseniase como problema de satde publica foi definida em
Assembleia mundial em 1991, e em 1998 foi reafirmada e estipulada como meta para 2005. A
meta de eliminagdo foi alcangada a nivel mundial e houve uma reducédo relativa de mais de
90% na prevaléncia, no final do ano 2000 (ISHII, 2003; PANNIKAR, 2009; IGNOTTI, DE

PAULA, 2011). No entanto, esta diminuicdo da prevaléncia ocorreu em razéo da limpeza dos
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registros que continham pacientes em uso de antibidticos ha muitos anos, associada a

diminuicdo do periodo de tratamento da hanseniase de 5 para 2 anos, e depois para um ano. Ao

mesmo tempo que houve esta reducéo significativa da prevaléncia, a taxa de deteccdo de casos

novos apresentou uma leve tendéncia a diminuicdo ao longo dos anos.

A estratégia global para 2006 - 2010 foi definida em 2005 pela OMS, baseada na

deteccdo precoce de casos, descentralizacdo do diagndstico e do tratamento da hanseniase, de

forma que o acesso ao tratamento fosse facilitado e mais acessivel a populagdo (WHO, 2005).

Neste periodo houve um aumento na cobertura de atendimento e reducdo da prevaléncia global

dos casos registrados (PANNIKAR, 2009).

Leprosy prevalence rates, data reported to WHO as of January 2012
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Figura 3. Prevaléncia da hanseniase no mundo no ano 2011, por 10.000 habitantes. Fonte: WHO.
Disponivel: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/

A estratégia global para reducdo adicional da carga da hanseniase 2011 - 2015, atual

estratégia da OMS, mantém como objetivos o diagnostico precoce e a qualidade na assisténcia

ao paciente de hanseniase.
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Em 2012, o Brasil apresentou prevaléncia de 29.311 e neste mesmo ano foram
detectados 33.303 casos novos de hanseniase, correspondendo a um coeficiente de deteccédo
geral de 17,2/100 mil habitantes (BRASIL, 2012a, WHO). Tem sido observado continuo
decréscimo no coeficiente de deteccdo da hanseniase, apesar da expansdao do numero de
unidades de saude com pacientes em tratamento (BRASIL, 2012a).

Ainda em 2012, foram registrados no Brasil 2.246 casos novos de hanseniase em
menores de 15 anos e um coeficiente de detec¢do desse grupo etario de 4,8/100 mil habitantes,
em decorréncia de circuitos ativos de transmissdo localizados nas areas mais endémicas. Este
indicador retrata a expansdo da patologia na populacdo, focos de transmissdo ativos e recentes
(BRASIL, 2012a).

A distribuicdo geografica da hanseniase no Brasil é heterogénea (PENNA, 2009), sendo
que as regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste apresentam as maiores taxas de deteccdo e
prevaléncia, com destaque para a Amazonia Legal. Por outro lado, as menores incidéncias estdo
nas regides Sul e Sudeste que alcancaram a meta proposta pela OMS (BRASIL, 2009a).

Estudos com os dados do SINAN orientaram a criagdo de um mapa do Brasil
identificando dez clusters de deteccdo de casos de hanseniase (figura 4), a partir dos
coeficientes de deteccdo de casos novos no periodo de 2005 a 2007. Esses clusters, que séo as
regides com aglomeracao de casos e com indicios de transmissdo ativa, mostram as areas em
que o contagio é maior, possibilitando o direcionamento mais eficiente das politicas de controle

e eliminagéo da hanseniase (BRASIL, 2008; PENNA et al, 2009).
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Figura 4. Dez clusters de deteccéo de casos de hanseniase no Brasil. Fonte: Penna et al, 2009.

O Estado do Para esta inserido nos clusters 1 e 7, sendo que o cluster 1, onde esta
inserida a regido metropolitana de Belém, compreende 60 municipios do Estado e o cluster 7,
que insere 29 municipios (BRASIL, 2009) e entre eles 0 municipio de Breves.

Foram registrados 3.912 casos novos na populacdo geral no Estado do Para em 2012,
ocupando a quinta posicdo no cendrio nacional. Apresentou um coeficiente de deteccdo de
50/100.000 habitantes, classificado, portanto como hiperendémico. O coeficiente de deteccédo
em menores de 15 anos foi de 15,3/100.000 habitantes, mais de trés vezes a média nacional de
4,8/100.000, sendo o0 quarto estado com maior numero de casos considerado como
hiperendémico nessa faixa etaria, (BRASIL, 2012a).

Com objetivo obter um diagnostico mais precocemente possivel e reduzir a cadeia de
transmissdo, o exame e a vigilancia de contatos intradomiciliares s&o indispensaveis, uma vez
que estes representam o principal grupo de risco para desenvolver a doenca. De acordo o

Ministério da Saude, contato intradomiciliar é toda e qualquer pessoa que resida ou tenha
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residido com o doente de hanseniase nos Gltimos 5 anos, e estima uma média de quatro
contatos domiciliares por paciente.

A investigacdo consiste no exame dermatoneurologico de todos os contatos
intradomiciliares dos casos novos detectados, independentemente da classificacao operacional e
do repasse de orientacdes sobre periodo de incubacdo, transmissdo e sinais e sintomas precoces
da hanseniase, aléem de realizar a vacinacdo BCG para os contatos sem manifestacbes da
hanseniase no momento da avalia¢do, independente de serem contatos de casos PB ou MB.
Recomenda-se que esta estratégia seja implementada de forma ativa, aumentando a taxa de contatos
examinados (BRASIL, 2010).

As medidas de vigilancia de contatos estdo previstas na estratégia da OMS e sao
voltadas ao aumento do percentual de exame de contatos, que em 2011 foi considerada regular.

Dos 115.442 contatos registrados, apenas 58,9% foram avaliados (BRASIL, 2012a).

1.1.5. Transmissdo e Patogenicidade

O mecanismo preciso de transmissdo do M. leprae é desconhecido (SCOLARD et al,
2006), mas admite-se que as vias aéreas superiores constituem a principal porta de entrada e via
de eliminacdo do bacilo e para que ocorra a transmissdo do bacilo, é necessario o contato direto
e uma exposi¢cdo continua e prolongada com o doente ndo tratado. (TALHARI & NEVES,
1997; BRASIL, 2002, MOURA et al, 2003) . Neste sentido, 0 ambiente domiciliar é apontado
como meio facilitador no processo de transmissdo, uma vez que o contato entre familiares
saudaveis e infectados é prolongado, aumentando de cinco a dez vezes as chances de infec¢do
(CALADO et al, 2005).

Outras possibilidades de transmissdo também devem ser consideradas como a pele

erodida, que eventualmente, pode ser a porta de entrada da infeccdo. As secre¢cdes organicas
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como o leite, esperma, suor, secrecdo vaginal, também podem eliminar bacilos, mas nédo sao
importantes na disseminacéo da infeccdo (ARAUJO, 2003; GOULART et al., 2002). A agua,
solo, plantas e diferentes espécies de animais incluindo ameba, insetos, peixe e tatus também
tem sido relatadas como possiveis fontes de transmissao (MATSUOKA, 1999; TRUMAN,
2010).

Acredita-se que individuos MB sem tratamento sdo as principais fontes de infec¢do e seus
contatos intradomiciliares constituem o principal grupo de risco para desenvolver a doenga (MOET
et al, 2006). Tem sido demonstrado que, além dos contatos intradomiciliares, 0s vizinhos préximos
de um caso de hanseniase e 0s contatos sociais da escola, trabalho, igreja, etc. também apresentam
maior risco de adquirir a doenga quando comparados com a populagdo em geral (BARRETO, 2014;
MOURA et al, 2013; CALADO et al, 2005).

O M. leprae pode permanecer viavel por até cinco meses no ambiente e a sua divisdo é
extremamente lenta. Devido a este lento crescimento, o periodo de incubacdo em humanos é
longo, com um tempo médio de 3 a 5 anos, embora possa levar décadas, como relatado
recentemente em um caso em um chimpanzé que desenvolveu as lesdes clinicas da hanseniase
30 anos apos a infeccdo (SUZUKI et al, 2010) . Em virtude do longo e variavel periodo de
incubacdo da doenca a compreensdo de sua transmissao permanece incompleta (WOROBEC,
2012).

A hanseniase é influenciada por fatores genéticos do hospedeiro, fatores ambientais,
como o estado nutricional, vacinacdo com BCG e taxa de exposicdo ao M. leprae e a resposta
imune é de fundamental importéncia para a defesa do organismo frente a exposic¢éo ao bacilo.
A hanseniase caracteriza-se por apresentar alta infectividade e baixa patogenicidade, sendo a
maioria da populacdo, aproximadamente 80% protegida pelo “fator N de Rotberg” ¢ apenas 10
a 20% das pessoas infectadas irdo desenvolver a doenca (ROTBERG, 1989; MENDONCA,
2008). Desta forma, menos de uma em cada vinte pessoas (5%) expostas ao M. leprae

desenvolvem a doenga clinica. A resisténcia do hospedeiro mediada por células determina se
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um individuo ira desenvolver a forma paucibacilar (PB, de alta resisténcia) ou multibacilar

(MB, resisténcia baixa) da doenca (BECHELLI & CURBAN, 1998; WOROBEC, 2012).

1.1.6. Diagnostico

O diagnostico de hanseniase é essencialmente clinico e epidemioldgico, e é realizado
por meio da analise da histéria e das condicdes de vida do paciente, do exame
dermatoneuroldgico para identificar lesbes ou areas de pele com alteracao de sensibilidade e/ou
comprometimento de nervos periféricos (sensitivo, motor e/ou autonémico) (BRASIL, 2010).

De acordo com o Ministério da Saude do Brasil, considera-se um caso de hanseniase a
pessoa que apresenta um ou mais dos seguintes sinais cardinais e que necessita de tratamento
poliquimioterapico: a) lesdo(des) e/ou area(s) da pele com alteracdo de sensibilidade; b)
acometimento de nervo(s) periférico(s), com ou sem espessamento, associado a alteracdes
sensitivas e/ou motoras e/ou autonémicas; e c) baciloscopia positiva de esfregaco intradérmico
(BRASIL, 2010).

No entanto, a escassez de sintomas no inicio da doenca pode retardar o diagndstico ou
contribuir para possiveis erros. O diagndéstico precoce e a introducdo do tratamento especifico
sdo de extrema importancia para reduzir fontes de transmissdo e para prevenir doenga grave
com incapacidade e deficiéncia fisica (MARTELLI et al., 2002; GELUK et al, 2011).

Os testes laboratoriais para a hanseniase incluem a baciloscopia, exame de
histopatologia de bidpsia de pele ou nervo periférico e exames eletrofisioldgicos que podem
auxiliar no diagndstico diferencial e na classificagdo dos casos (GARBINO, 2004).

Atualmente ndo existe nenhum teste laboratorial sensivel e especifico para o diagnéstico
de todas as formas clinicas da doenga ou para prever a progressdo para hanseniase entre

individuos expostos e o diagndstico permanece essencialmente clinico. Assim, torna-se
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fundamental aplicar novas ferramentas laboratoriais que possibilitem detectar a infeccdo pelo
M. leprae, identificar a doenc¢a na forma inicial, e que sirvam como biomarcadores de evolucao
clinica e preditores de reacdo e de dano neural (MARTELLI et al, 2002; DUTHIE et al, 2007;

STEFANI, 2008).

1.1.6.1. Baciloscopia e histopatologia

A baciloscopia se baseia na deteccdo de bacilos alcool-acido resistentes, em esfregacos
da derme e em bidpsias de lesdes de pele e permite identificar a carga bacilar do paciente. O
resultado € fornecido como indice baciloscépico (IB) e como indice morfologico (IM). O IB
representa 0 numero de bacilos encontrado em cada esfregaco dérmico examinado em um campo
microscopico e classificado utilizando-se a escala logaritmica de Ridley (RIDLEY, 1958;
BATISTA et al, 2006).

Entretanto, apesar de ser considerada padrdo ouro entre os testes laboratoriais para
hanseniase, a baciloscopia ndo apresenta sensibilidade para todas as formas da doenca.
Individuos multibacilares (alguns BT, BB, BL e LL) apresentam baciloscopia positiva e 0s
paucibacilares (I, TT e alguns BT) sdo, frequentemente, negativos (BATISTA et al., 2006).

O exame histopatoldgico de lesdo de pele pode auxiliar no diagndstico diferencial e na
classificacdo dos casos, especialmente quando sdo evidenciados agressdo neural e bacilos.
Entretanto, este teste ndo faz parte da rotina nos servicos de salde publica e ndo esta incluido

nos programas de controle de hanseniase em paises endémicos (MARTELLI et al, 2002).
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1.1.6.2. Sorologia

O desenvolvimento de métodos laboratoriais de detec¢do da hanseniase que possam ser
utilizados para diagnostico ou classificacdo da hanseniase € considerado prioridade em
pesquisa (STEFANI, 2008). A maioria dos testes diagndsticos para doencas infecciosas baseia-
se em testes soroldgicos, sendo assim, diferentes técnicas sorologicas para deteccdo de
anticorpos especificos para diagnostico ou para um acompanhamento durante o tratamento
foram descritas. Nesse sentido, o descobrimento de novas ferramentas que detectem o0s estagios
iniciais ou subclinicos da doenca irdo auxiliar tanto na reducdo da transmissao do M. leprae
como na prevencao das incapacidades fisicas (REECE et al., 2006; BARRETO et al, 2011).

O PGL-I € o antigeno mais bem estudado e a sorologia anti-PGL-I representa o teste
melhor padronizado e o mais avaliado na hanseniase. Alguns estudos demonstraram que a
deteccdo soroldgica de anticorpos anti-PGL-I poderiam ser utilizadas para: 1) auxiliar na
classificagdo dos pacientes, 2) monitoramento dos casos, 3) identificacdo do risco de recidivas e 4)
identificacdo de contatos intradomiciliares com maior risco de desenvolver a hanseniase (OSKAM
et al, 2003; MOURA et al, 2008; SPENCER et al, 2012; ). A positividade do teste em contatos
estd associada com um risco 8,6 vezes maior de a infeccdo evoluir para a doenca, enquanto que
em individuos que ndo sdo contatos intradomiciliares de pacientes o risco é de 4.4 vezes
(BRASIL et al, 2003; CALADO et al, 2005; BARRETO et al, 2011).

A sorologia anti PGL-1 ¢é altamente especifica e a presenca de anticorpos sericos se
correlaciona com o IB dos pacientes MB (BUHRER-SEKULA et al., 2000; AGRAWAL et al,
2005). Entretanto, a sorologia anti PGL-I tem limitado valor diagnostico para hanseniase, além
disso, em areas endémicas grande parte da populacdo pode estar exposta ao M. leprae e assim

uma proporcao significativa (40%) de individuos saudaveis pode ter sorologia anti PGL-I
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positiva em virtude da exposicao continua ao M. leprae (MOURA et al, 2008; BARRETO et
al, 2012).

Com o intuito de facilitar o acesso a informacgdo soroldgica aos profissionais de saude
atuantes em comunidades mais distantes, de forma rapida, simples, economicamente vidvel e
padronizada, alguns testes soroldgicos rapidos foram desenvolvidos para a detecgdo de anticorpos
anti-PGL-I.

O teste rapido ML-Dipstick baseia-se na imobilizacdo do antigeno dissacarideo natural do
PGL-I conjugado com a albina do soro bovino (DBSA) em uma fita de nitrocelulose. Este teste
imunocromatografico detecta anticorpos especificos da classe IgM e apresentou 97.2% de 26
concordancia com o ELISA anti-PGL-I (Kappa = 0,92) (BUHRER-SEKULA et al., 1998). De
acordo com os autores, 0 teste poderia contribuir na correta classificacdo dos pacientes para fins de
tratamento com a PQT/OMS (BUHRER-SEKULA et al., 2000).

Outro exemplo de teste rapido é ML-Flow, que utiliza o antigeno é o NT-P-BSA e também
detecta anticorpos da classe IgM e apresentou concordancia de 91% (Kappa = 0,77) com o ELISA
anti-PGL-I. Segundo os autores, o0 teste também poderia ser utilizado para auxiliar na classifica¢do
do pacientes, além de identificar contatos com alto risco de desenvolver a hanseniase (BUHRER-
SEKULA et al., 2003)..

No entanto, a maioria desses testes € aplicavel as formas multibacilares com
soropositividade variando de 80 a 100% e com pouca relevancia para as formas paucibacilares
com soropositividade de 30 a 60% (BUHRER-SEKULA et al., 1998; OSKAM et al, 2003;
STEFANI, 2008; SPENCER et al, 2011)

Estudos baseados em sequéncias gendémica buscam identificar novas proteinas
especificas ou peptideos do Mycobacterium leprae, potencialmente adequados para o
sorodiagnéstico da hanseniase. Primeiramente, busca-se identificar antigenos do
Mycobacterium leprae que possam ser associados ao antigeno PGL-l para aumentar sua

especificidade e especialmente sua sensibilidade para hanseniase MB, representando uma
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ferramenta de diagnostico aprimorado para os programas de controle da hanseniase (REECE et
al., 2006; DUTHIE et al, 2007, 2008, 2010, 2011; STEFANI, 2008).

Diferentes estudos avaliaram a imunoreatividade a vérias proteinas recombinantes do
Mycobacterium leprae em pacientes com hanseniase e controles. Um painel de proteinas foi
testado em soros de pacientes de hanseniase, tuberculose e controles saudaveis que vivem em
areas endémicas. Dentre estas destacou-se 0 ML0405 e o ML 2331, em especial em pacientes
MB com alto indice baciloscépico, indicando sua possivel aplicacdo diagnostica (STEFANI,
2008).

A partir desses estudos o Infectious Disease Research Institute (IDRI) que fica localizado
em Seatle nos Estados Unidos, construiu e avaliou uma proteina a partir da fusdo de ML0405 e
ML2331 (designada leprosy IDRI diagnostic 1 (LID-1) e demonstrou que esta construcao
manteve a imunoreatividade e segundo os autores poderia ser usada para diagnosticar
sorologicamente pacientes de hanseniase entre os individuos pré-sintomaticos, ou seja, antes
que um diagnostico clinico seja possivel (DUTHIE, 2007).

A funcdo dessas proteinas na fisiopatogenia da hanseniase ainda é desconhecida, mas
acredita-se que a ML0405 seja um fator de viruléncia do M. leprae e que a ML2331 seja uma
proteina de superficie ou secretora presente na parede celular dessa bactéria (REECE et al.,
2006; DUTHIE et al, 2007).

Entretanto para melhor avaliar o potencial diagndstico das novas proteinas do
Mycobacterium leprae sera necessario testa-las em estudos multicéntricos preferencialmente
envolvendo varios paises, de modo a possibilitar um diagndstico precoce e objetivo que poderia
interromper a transmissdo e, em longo prazo, ajudar a reduzir ainda mais 0 nimero de novos
casos e facilitar o controle da hanseniase (DUTHIE et al 2007). Estudos anteriores sugerem que

a adicdo da proteina LID-1 ao PGL-I poderia melhorar a sensibilidade para deteccdo de
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anticorpos uma vez que alguns pacientes que ndo apresentam anti-PGL-I tém anticorpos que
reconhecem o LID-1. (REECE et al., 2006; DUTHIE et al, 2007, 2008, 2010, 2011).

Recentemente, dois antigenos anteriormente caracterizados foram quimicamente
conjugados, o acucar ND-O (analogo sintético do PGL-1) e a proteina LID-1 ap06s confirmacéo
de que esses dois antigenos tem o potencial para complementarem-se mutuamente, resultando
na obtencdo de um Unico antigeno (NDO-LID), procurando-se determinar se esta combinagéo
manteve esta capacidade. O antigeno ND-O é detectado por anticorpos da classe IgM e o LID-1
detectado por anticorpos da classe IgG. De acordo com os autores, pacientes que ndo tem
anticorpos que reconhecem NDO podem ter anticorpos que reconhecem LID-1 e vice-versa
(CARDOSO et al, 2013; DUTHIE et al, 2014).

Em seguida, foi desenvolvido um teste rapido NDO-LID (OL®, OrangeLife, Brasil)
fornecido como um kit pronto para uso que incorpora o antigeno NDO-LID. Baseia-se na
imobilizacdo deste antigeno em uma membrana porosa de nitrocelulose, permitindo
transferéncia e a deteccdo especifica de anticorpos em soros ou sangue total de pacientes. Uma
amostra de sangue ou soro é colocada no receptaculo da amostra ocorrendo a migracdo da
amostra e do reagente de deteccdo que consiste em particulas méveis de ouro coloidal rotuladas
com IgM e IgG anti-humano através da membrana porosa até a zona de teste. Se o anticorpo for
especifico para a hanseniase, ele se ligara ao antigeno e uma linha vermelha aparecera na zona
de teste. Se anticorpos IgM e /ou IgG especificos ao M. leprae ndo forem detectados, a amostra
e 0 reagente de deteccdo passardo sobre a zona de teste e nenhuma linha aparecerd (CARDOSO
et al, 2013; DUTHIE et al, 2014).

No estudo realizado por Cardoso et al (2013), os autores afirmam que este teste
apresentou 90,9% de concordancia com o ELISA anti-PGL-l1 (Kappa = 0,8) superando
ligeiramente sua capacidade de identificacdo de casos, indicando que a adigdo do LID-1

poderia ser um beneficio adicional, e ainda segundo ou autores poderia ser util como um teste
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diagnostico e progndstico para individuos com hanseniase multibacilar. Entretanto, séo
necessarios testes em populacdes de diferentes areas endémicas e mais estudos com a aplicacao

desta nova ferramenta para suportar essas evidéncias.

1.1.6.3. Diagndstico molecular

A descoberta de sequéncias espécie-especificas no genoma do Mycobacterium leprae
introduziu os testes baseados em DNA e RNA como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
especifica de bacilos para a deteccdo sensivel. Dessa forma a biologia molecular tem sido
muito utilizada como ferramenta para a deteccdo de patdgenos, tratamento precoce e prevencao
de doencas (MARTELLI, 2002; KATOCH, 2002; STEFANI, 2008).

A técnica mais utilizada na identificacdo de agentes infecciosos € a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e permite a detec¢do de um pequeno nimero de microrganismos patogénicos
em qualquer tecido humano. Baseia-se na amplificacdo de pequenas regides gendmicas do
organismo desejado por meio de iniciadores predeterminados, em condi¢es in silico adequadas
(RAMAPRASAD et al., 1997; RAFI et al., 1994).

Reacdo em cadeia da polimerase é talvez o mais sensivel e especifico teste para
confirmar a presenca de DNA do M. leprae em qualquer amostra de tecido ou fluido. Técnicas
baseadas em PCR tém mostrado uma especificidade de 100% e, essencialmente, uma
sensibilidade que varia 34-74% dos pacientes com as formas paucibacilares da
a doenca superior a 80% em pacientes com lepromatosa doenca. Este teste estd disponivel
apenas em laboratorios especializados e exige despesas consideraveis, bem como experiéncia,
além disso, este teste indica que o bacilo passou pelo organismo, mas néo indica que o bacilo

esta viavel ou se multiplicando (AGRAWAL et al, 2005).
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1.1.7. Tratamento

O tratamento do paciente com hanseniase objetiva a cura, eliminando a fonte de
infeccdo, interrompendo assim, a cadeia de transmissao, 0 que é considerado estratégico para o
controle da doenca.

A terapia medicamentosa integral de um paciente com hanseniase compreende a
quimioterapia especifica, seu acompanhamento, com vistas a identificar e tratar as possiveis
intercorréncias e complicacdes da doenca e a prevencao e tratamento das incapacidades fisicas.
Neste sentido, ha necessidade de um esforco organizado da rede basica de salde, para adocao
das estratégias adequadas a todas as pessoas diagnosticadas (BRASIL, 2002).

Para o tratamento especifico, 0 Ministério da Saude do Brasil adota a poliquimioterapia
recomendada pela Organizacdo Mundial de Saide conhecida como PQT/OMS, e que consiste
no uso de trés farmacos associados: rifampicina, clofazimina e dapsona. Esta associa¢do evita a
resisténcia medicamentosa do bacilo, que impossibilita a cura da doenca, fato frequente quando
se utiliza apenas um medicamento (BRASIL, 2001 & BRASIL, 2002).

O Ministério da Saude adota a classificacdo de Madri e sugere classificacdo operacional
com 0s seguintes critérios: PB - casos com até cinco lesdes de pele e ou apenas um tronco
nervoso comprometido e MB - casos com mais de cinco lesdes de pele e ou mais de um tronco
nervoso acometido. Ressalta-se que a baciloscopia positiva classifica o caso como multibacilar,
independente do nimero de lesdes (ARAUJO, 2003).

A PQT destroi o bacilo tornando-o inviavel, evitando assim, a evolugdo da doenga,
prevenindo as incapacidades e deformidades e levando a cura. Soma-se o fato do bacilo morto
ser incapaz de infectar outras pessoas, rompendo a cadeia epidemioldgica da doenca. Assim
sendo, no inicio do tratamento a transmissdo da doenca € interrompida, e a PQT realizada de

forma completa e correta, garante a cura da doenca (BRASIL, 2002).
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Com o advento da poliquimioterapia especifica para o bacilo, obteve-se o controle da
resisténcia bacilar. Porém, sabe-se que sua destruicdo pode desencadear as rea¢Ges hansénicas,
fruto da resposta imunol6gica do hospedeiro frente aos produtos bacterianos, tornando-se
necessarias condutas terapéuticas e intervencdes precisas para o tratamento destas reacdes, que
representam uma doenca imune de carater agudo no decorrer da doenca infecciosa crénica
(FOSS, 1999).

Desta forma, o tratamento da hanseniase compreende ndo somente a quimioterapia
especifica, mas também a supressdo da inflamacdo, o controle dos episodios reacionais, a
prevencdo das incapacidades e a reabilitacdo (KATOCH, 2002). Diversos imunossupressores
tém sido utilizados para o tratamento das reacfes hansénicas entre eles a talidomida,
metotrexato, ciclosporina, azatioprina, pentoxifilina e corticosterdides (SCOLLARD et al.,

2006).

1.1.8. ReacOes hansénicas

Com a evolucéo cronica da hanseniase, podem ocorrer episodios agudos denominados
reacionais, 0s quais sdo frequentemente acompanhados de quadro de neurite que podem
resultar em incapacidades, muitas vezes irreversiveis (OPROMOLA, 2000), cuja prevenc¢do
estd associada ao diagnostico, através de exame fisico e dermatoneuroldgico, e ao inicio
imediato do tratamento (BRASIL, 2006).

As reacOes hansénicas podem ser definidas como manifestacGes clinicas resultantes de
alteracbes no balanco imunoldgico entre o hospedeiro e o agente infectante, M. leprae. Esses
episdédios afetam principalmente pele e nervos e sdo a principal causa de incapacidade da
funcdo do nervo periférico (GOULART, 2002). Os quadros reacionais, as vezes, antecedem o

diagndstico, podendo ocorrer durante o curso natural da doenca, durante o tratamento e mesmo
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apos o tratamento. Podem ser precipitadas pela quimioterapia, infeccGes intercorrentes,
imunizacédo, gravidez e/ou parto, estresse fisico e/ou psicoldgico entre outros (AGRAWAL et
al., 2005)

Essas reagdes sdo classificadas em dois tipos, de acordo com Ridley-Jopling em reacao
tipo 1 ou reacdo reversa e reacao tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (JOPLING, 1970).

As reac0es tipo 1, ocorrem tipicamente em pacientes hansénicos com as formas clinicas
TT, BT, BB e BL, que sdo imunologicamente instaveis e esta associada ao aumento da resposta
imune celular. Sao episddios de hipersensibilidade do tipo 1 e se manifestam clinicamente
como inflamacéo de lesbes da pele, neurite aguda, sendo esta Gltima frequentemente € rapida e
grave, resultando em dano permanente no nervo, levando o paciente ao risco de deformidades
(AGRAWAL et al., 2005).

A reacdo tipo Il, acomete principalmente pacientes com as formas clinicas LL e BL, e
consiste de um processo inflamatorio sistémico, com uma reacao de hipersensibilidade do tipo
3, desencadeado pela deposicdo de imunocomplexos em determinados 6rgédos e na pele, e estudos
recentes a associaram com outros fendmenos da imunidade celular (KATOCH, 2002;
AGRAWAL et al., 2005; SCOLLARD et al., 2006). S&o caracterizadas pelo aparecimento
stbito de nddulos, papulas e placas eritematosas dolorosas na pele, e pela presenca de neurite,
edema e artralgia, seguidos pelo aumento doloroso dos linfonodos, figado e bago, acompanhado

de febre, mal estar e leucocitose (OPROMOLLA, 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os antigenos ND-O-BSA, LID-1 e NDO-LID como possiveis marcadores de
infeccdo pelo M. leprae em amostras de plasma e sangue total de pacientes com hanseniase,
contatos intradomiciliares e estudantes da rede publica de ensino em um municipio do Estado

do Para.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Avaliar a situacdo epidemiologica no municipio de Breves, através da
identificacdo de casos novos entre 0s escolares e contatos intradomiciliares de

casos-indice.

2.2.2. Titular os niveis de anticorpos anti-ND-O-BSA, anti-LID-1 e anti-NDO-LID em
amostras de plasma de pacientes com hanseniase, contatos intradomiciliares e

estudantes da rede publica de ensino;

2.2.3. Comparar os niveis dos anticorpos anti-ND-O-BSA, anti-LID-1 e anti-NDO-LID

nos diferentes grupos estudados, avaliando a correlacgao entre eles;

2.2.4. Comparar os resultados do teste rapido OL com os resultados do ELISA NDO-

LID em casos de hanseniase, contatos intradomiciliares e estudantes.

2.2.5. Analisar uma coorte de 40 individuos sem hanseniase, comparando aqueles com

sorologia positiva versus sorologia negativa para os antigenos em estudo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Aspectos éticos

O estudo foi realizado em conformidade com os preceitos da Declaracdo de Helsinque,
do Codigo de Nuremberg e das Normas de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (Res. CNS
466/2012) do Conselho Nacional de Sadde e foi aprovado pelo Conselho de Etica do Instituto
de pesquisa em ciéncias da saude da Universidade Federal do Para sob o protocolo n°® 197/07
CEP- ICS/UFPA (ANEXO I). Cada individuo, candidato ao presente estudo, assinou 0 Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aceitando participar da pesquisa e teve sua

identidade mantida em sigilo.

3.2. Desenho do estudo

O presente estudo foi desenvolvido no ambito do projeto “Detec¢ao e analise da
variacdo genotipica do Mycobacterium leprae de casos-indice e de comunicantes, em regides
endémicas do Estado do Para”, para o qual foram selecionados oito municipios do Estado do
Para, classificados como hiperendémicos de acordo com os pardmetros designados pelo
Ministério da Salude. A selecdo destes municipios foi realizada com base em sua localizagdo
geografica, de modo a visitar diferentes regides do estado e abrangendo areas dos clusters 1 e 7
de hanseniase identificadas por Penna et al (2009) e no boletim do Ministério da Saude (Brasil,
2009b). O municipio de Breves localizado no cluster 7, considerado como hiperendémico de
acordo com os parametros utilizados pelo Ministério da Saide do Brasil (> 40/100. 000) foi 0

municipio escolhido para a realizacdo deste estudo. Esta situado ao sudeste da llha de Marajo,
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221,61 km de Belém, capital do Estado e de acordo com o ultimo censo em 2010, este
municipio apresentou 92.860 habitantes.

A hanseniase é uma doenca de notificagdo compulséria no Brasil, assim, todos os
pacientes tém seus dados clinicos e enderecos registrados no Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificacdo do Ministério da Saude (SINAN). Foi solicitada a secretaria municipal
de saude do municipio de Breves, a lista dos pacientes notificados nos ultimos cinco anos para
a selecdo da amostra. De acordo com esta secretaria foram notificados 233 casos novos de
hanseniase no periodo de 2006 a 2010 e a selecdo da amostra foi realizada com a técnica de
amostragem aleatdria sem reposicdo por meio do software BioEstat 5.0 (Sociedade Civil
Mamiraua, Amazonas, Brasil).

Devido a elevada proporcdo (65,5%) de soropositividade anti-PGL-1 observada por
BARRETO et al (2012) entre estudantes da rede publica em Breves retornamos a este
municipio para reavaliar os sujeitos inicialmente incluidos no estudo, além de novos contatos

intradomiciliares que foram encontrados nos domicilios no momento da visita.

3.3. Participantes e critérios clinicos

Este estudo foi realizado em dois momentos diferentes. Inicialmente, foram
selecionados 31 casos de hanseniase notificados no SINAN no periodo de 2006 a 2010. Esses
casos e seus contatos intradomiciliares foram visitados em seus domicilios em outubro de 2011,
no primeiro tempo deste estudo, denominado (T1), e entrevistados sobre suas caracteristicas
demograficas, socioeconémicas e informagGes clinicas, utilizando um questionario padrdo, o
qual foi aplicado em cada residéncia correspondente ao caso de hanseniase selecionado para
visita. Também foram escolhidas aleatoriamente e visitadas cinco escolas da rede publica de

ensino, nas quais foram ministradas palestras com informacOes e esclarecimentos sobre
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hanseniase e estudantes, com idade entre 6 e 18 anos foram também selecionados para o
estudo. Para cada estudante diagnosticado clinicamente com hanseniase, agendava-se uma
visita domiciliar, onde seus contatos intradomiciliares eram também clinicamente avaliados e
tinham sangue coletado para detec¢do de anticorpos anti-PGL-I.

No segundo momento, em novembro de 2013 (dois anos apds a primeira avaliagéo,
denominado T2) foi realizada uma nova visita a0 municipio pela mesma equipe de saude e
baseado nos resultados clinicos e soroldgicos de T1, foi possivel reexaminar 40 pessoas que
eram clinicamente saudaveis. Além dessas pessoas avaliadas em T1, foram incluidos outros
contatos intradomiciliares no momento da nossa segunda visita, mesmo que eles nao tivessem
sido examinados em T1.

O tamanho da amostra foi determinado pelo nimero de pessoas que foi possivel avaliar
em uma semana de trabalho de campo durante cada visita ao municipio. Mais cinco escolas
publicas de ensino fundamental, localizadas em diferentes bairros foram visitadas e novos
escolares foram incluidos no estudo. Assim como em T1, cada estudante clinicamente
diagnosticado com hanseniase teve seus contatos intradomiciliares também examinado.

Os individuos selecionados para o estudo foram avaliados clinicamente em busca de
sinais e sintomas da hanseniase por uma equipe de profissionais qualificados e experientes,
composta por hansenélogos, dermatologistas, enfermeiras, fisioterapeutas e técnicos de
laboratério, que foram até o municipio e avaliaram esses individuos. Quando 0s novos casos de
hanseniase foram diagnosticados com apenas uma macula hipopigmentada, mas sem deteccao
de envolvimento dos nervos os mesmos foram classificados como hanseniase indeterminada
(MHI), como definido pela classificacdo de Madri. Na presenca de outros sinais, 0 paciente era
classificado como portador de uma das cinco formas clinicas definidas pelo sistema de
classificacdo de Ridley e Jopling como Tuberculoide - Tuberculdide (TT), Borderline

Tuberculdide (BT), Borderline - Boderline (BB), Borderline - Lepromatosa (BL) ou
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Lepromatosa - Lepromatosa (LL). Os casos de MHI e TT foram classificados como casos PB,
enquanto as formas clinicas BT, BB, BL e LL foram classificadas como casos multibacilares
MB. Em caso de espessamento do nervo, mas sem a presenca de sinais clinicos na pele a
hanseniase foi diagnosticada como primariamente neural. Quando apenas um nervo foi afetado

0 caso foi classificado como PB, dois ou mais nervos espessados, como MB.

3.4. Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo casos de hanseniase diagnosticados entre 2006 e 2010, seus
contatos intradomiciliares e estudantes que estavam matriculados nas escolas publicas
visitadas, com idade entre 6 e 18 anos. Os professores selecionaram o0s estudantes
aleatoriamente e seus pais receberam informacdes gerais sobre a hanseniase e 0s principais
objetivos do estudo. Os estudantes que aceitaram a participar do estudo assinaram o TCLE e
quando eram menores de 18 anos 0 TCLE era assinado pelos pais ou responsaveis. Também
foram incluidos os contatos intradomiciliares dos estudantes diagnosticados com hanseniase
que estavam na residéncia no momento da visita domiciliar, que aceitaram participar da

pesquisa e assinaram o TCLE.

3.5. Critérios de exclusio

Foram excluidos do estudo os estudantes que ndo compareceram a escola no dia da
visita e aqueles que nédo trouxeram o TCLE assinado quando estes eram menores de 18 anos.
Também foram excluidos pacientes que mudaram de residéncia, aqueles que ndo foram
encontrados no momento da visita domiciliar e aqueles individuos que se recusaram a

participar da pesquisa.
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3.6. Coleta das amostras

As amostras de sangue dos participantes do estudo foram coletadas por profissional
qualificado um volume total de 4mL, utilizando tubos contendo EDTA (Acido Etileno Diamino
Tetracético) como anticoagulante. Apds centrifugacéo a 3.000 rpm por 3 minutos o plasma foi
separado das células sanguineas e estocado a — 20°C para transporte até o laboratdrio de
Dermato-Imunologia da Universidade Federal do Para, localizado em Marituba, Para, onde foi
acondicionado a — 80°C até 0 momento da realizacdo do teste para identificar a presenca de
anticorpos anti-ND-O-BSA (IgM), anti-LID-1(IgG) e ant-NDO-LID (IgM e IgG). Para as
analises as amostras foram descongeladas e imediatamente testadas. No momento da coleta do
sangue, 10ul de sangue total foram utilizados para a realizagdo do teste rapido OrangeLife®

para a deteccdo de anticorpos 1gG e IgM.

3.7. Deteccdo dos anticorpos IgM e IgG para os antigenos anti-ND-O-BSA, LID-1, NDO-

LID pelo método de ELISA

A deteccdo de anticorpos anti-PGL-I no plasma dos individuos foi determinada pelo
método de ELISA (Enzyme-Linked Imunno Sorbent Assay), como descrito anteriormente por
Barreto et al (2011) e contra os antigenos ND-O-BSA, LID-1 e NDO-LID foi realizado
tambem pelo mesmo método conforme descrito a seguir:

As placas (Immulon 4 HBX, N.Y, Rochester, USA) foram inicialmente sensibilizadas
com os antigenos, ND-O-BSA, LID-1 ou NDO-LID (gentilmente cedido pelo Dr. Malcom
Duthie do Instituto de Pesquisa para Doencgas Infecciosas, Seattle, EUA) na concentracdo de

1pg/ml em tampéo carbonato/bicarbonato de sodio 10mM e estocadas “overnight” a 4°C. O
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tampédo de sensibilizacdo foi removido e placa lavada usando PBS com BSA 1%. A placa foi
lavada mais 4 vezes com PBS com 0,05% de Tween 20.

As placas foram bloqueadas com 300ul de PBS com 0,05% Tween 20 e Albumina
Bovina Séria 1% (BSA, Sigma-Aldrich A7906, St. Louis, MO, USA) em cada poco e
incubadas por 30 min a temperatura ambiente, e em seguida lavada duas vezes com 200ul de
PBS com 0,05% Tween 20. Foi adicionado novamente 300ul da solucdo de bloqueio e
incubadas por mais 30 min a temperatura ambiente. Um microlitro de cada amostra de plasma
foi diluido em 300ul na proporcdo 1:300 e em seguida adicionados100ul em cada pogo
previamente determinados. As placas foram devidamente tampadas e incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente. Cada amostra individual foi analisada em dois po¢os, cuja média de DO
foi diminuida de um poco em branco que néo era sensibilizado com os antigenos.

Em seguida, as placas foram lavadas 4 vezes com 200ul com solucdo de lavagem,
deixando a solucdo da ultima lavagem na placa por 30minutos. O anticorpo secundario anti-1gG
(Rockland Immunochemicals, Gilbersville, PA) diluido em PBS com 0,05% Tween 20 na
proporcédo de 1:20.000 e o anticorpo anti-IgM (Sigma Aldrich A0420, St. Louis, MO, USA) na
proporcéo de 1:10.000 foram adicionados nos respectivos pocos.

As placas foram lavadas 6X com 200ul com solugédo de lavagem, deixando a solugéo
da ultima lavagem na placa por 30min e lavadas mais 2 vezes com PBS 1X apenas. Apds a
lavagem foram adicionados 100ul do substrato OPD (Sigma Aldrich) e incubadas por 15
minutos protegidas da luz. Em seguida a reacdo foi parada com 50ul de solucdo de acido
sulfirico 4N e a absorbéncia lida imediatamente, com o auxilio do leitor de microplaca MRX
Revelation 4.25 (Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA) em um comprimento de onda de
490nm.

O resultado foi considerado positivo quando a DO foi maior que 0.295nm (cut-off) para

0 ND-OBSA e LID-1, 0.475nm para 0 NDO-LID considerando-se a media mais trés vezes o
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desvio padrdo do resultado dos testes de quatorze individuos saudaveis de uma mesma area
hiperendémica. O valor da DO final de cada amostra de plasma foi determinado por subtrair o
background da DO dos pocos dos controles brancos da média das duplicatas de cada individuo.
Foi utilizado como controle positivo, plasma de um paciente com elevado indice baciloscopico
e para o controle negativo foi utilizado plasma de individuo residente em area ndo endémica

para hanseniase.

3.8. Teste rapido OrangeLife®

O teste rapido (OrangeLife®, Rio de Janeiro, Brasil) para a deteccdo de anticorpos anti-
NDO-LID foi realizado conforme instrucées do fabricante e que consiste em adicionar 10 pl de
sangue total e 100 pl de tampao de corrida no pogo da amostra. A leitura do resultado foi feita
visualmente ap6s 10 minutos e a interpretacdo dos resultados dos testes foi feito da seguinte
forma: um resultado negativo foi indicado pela auséncia de uma linha na zona de teste e pela
presenca de uma linha na zona de controle e um resultado positivo foi indicado pela presenca
de duas linhas, uma linha definida na zona de teste e outra linha na zona de controle. Uma
intensidade de coloracdo positiva acentuada foi considerada como resultado positivo forte e
uma intensidade de coloracdo positiva mais ténue foi considerada resultado positivo fraco como

mostrado na figura 5.

Figura 5. A: Resultado negativo: auséncia de linha na zona de teste e presenca de uma linha na zona
de controle; B: Resultado positivo forte: presenca da linha controle e linha teste de intensidade forte;
c: resultado positivo fraco: presenca da linha controle e linha teste de intensidade ténue.
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4.9. Analise estatistica

Os testes de Mann-Whitney e Qui-quadrado foram aplicados para comparar os titulos de
anticorpos (anti-ND-O-BSA, anti-LID-1 e anti-NDO-LID) e a proporcao de soropositividade,
respectivamente, entre os grupos estudados. O teste de correlacdo linear de Pearson foi
utilizado para verificar a existéncia e o nivel de correlacdo entre os valores dos antigenos
avaliados. Para o coeficiente de correlacdo de Spearman foi adotada a seguinte interpretacéo:
fraca (0 - 0,3), regular (0,3 - 0,6), forte (0,6 — 0,9), muito forte (0,9 — 1,0) e perfeita (1,0)
(CALLEGARI-JACQUES, 2003).

A concordancia entre os resultados do ELISA e testes rapido OrangeLife® foi
determinada pelos valores kappa (x), que foi calculado utilizando o programa Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS), versdo 13.0. A seguinte interpretacdo de concordancia
foi utilizada para os valores de kappa: baixa (0 - 0,5), moderada (0,51- 0,75), excelente (0,76-
1,0) seguindo diretrizes estabelecidas (SVANHOLM, 1989).

Os testes estatisticos foram realizados utilizando-se o software Graphpad prism (versao
6.0). Foi aceito um erro de 5% (p < 0.05 foi considerado estatisticamente significativo) para

todos os testes.
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4. RESULTADOS
4.1. Individuos avaliados em T1 (2011)

No primeiro momento do estudo (T1) foram analisados 621 individuos, sendo 31 casos
indice. A partir destes, foram avaliados 280 contatos intradomiciliares e 18,6% (52/280) foram
diagnosticados como casos novos de hanseniase entre 0s mesmos. Foram visitadas também
cinco escolas publicas do municipio nas quais 229 estudantes foram examinados, e mais um

alto percentual de 6.1% (14/229) de casos novos foram diagnosticados com hanseniase.

Por fim, os domicilios de cada estudante diagnosticado como caso novo também foram
visitados a fim de identificar o doente que estaria possivelmente transmitindo a hanseniase. No
total foram examinados 81 contatos intradomiciliares desses escolares diagnosticados com

hanseniase e novamente outros 14.8% (12/81) casos novos foram detectados.

4.2. Individuos avaliados em T2 (2013)

Em T2, foram visitadas mais cinco escolas publicas de ensino fundamental e/ou médio
no municipio de Breves que ndo haviam sido visitadas em T1, e foram avaliados clinicamente
pela nossa equipe de satude multiprofissional um total de 331 estudantes. Dentre estes, 9,4%
(31/331) dos estudantes apresentaram manifestagdes clinicas da hanseniase e foram, portanto,
diagnosticados clinicamente como casos novos. Em seguida, o domicilio de cada estudante
diagnosticado como caso novo de hanseniase também foi visitado e entdo 131 contatos
intradomiciliares desses estudantes foram avaliados e mais 19,8% (26/131) individuos também
foram diagnosticados como casos novos de hanseniase. As caracteristicas epidemioldgicas dos
individuos avaliados em T1 e T2 de acordo com género, faixa etaria e classificacdo operacional

da OMS estdo descritas na tabela 1.



48

Tabela 1. Caracteristicas epidemiologicas dos casos indice, estudantes, casos de hanseniase entre estudantes, seus contatos intradomiciliares e casos de
hanseniase entre os contatos de acordo com género, faixa etéria e classificagdo operacional da OMS em T1 (2011) e T2 (2013).

Contatos
Contato intradomiciliares de
. - Casos novos
Casos indice |ntradom,|0|l.|ar entre contatos Estudantes Casos novos entre estudantes Total
de casos indice | . estudantes detectados com
(CICl) intradomiciliares hanseniase
(CIEDH)
2011 2013 2011 2013 | 2011 2013 2011 2013 2011 2013 2011 2013 2011 2013
n % n % n % n % n % n % | n % n % |{n % n % | n % n % | n % n %
Género
Masculino 17 548 0 0]129 46.1 0 0|34 531 11 423| 77 336 164 495| 4 286 12 38.7|42 519 54 412 |303 43.3 242 46.4
Feminino 14 452 0 0151 539 0 0|30 469 15 57.7| 152 66.4 167 50510 714 19 61.3|39 481 77 588 |396 56.7 280 53.6
Total 31 100 0O 0280 100 O 0|64 100 26 100|229 100 331 100 |14 100 31 100 |81 100 131 100 |699 100 522 100
Idade
< 15 anos 28 903 0 0194 693 0 0|19 297 9 346|198 86,5 300 906|12 857 27 87140 494 89 67.9 |491 70.2 428 82.0
> 15 anos 3 97 0 0|8 307 0 0(45 703 17 654| 31 135 31 94| 2 143 4 129|41 506 42 321 (208 298 94 18.0
Total 31 100 0 0280 100 0O 0|64 100 26 100|229 100 331 100 |14 100 31 100 |81 100 131 100 |699 100 522 100
Classificagédo
OoMS
PB 16 516 0 0| O 0O 0 0|21 404 5 192]| O 0 0 0 |7 500 8 2580 O 0 0 44 454 13 22.8
MB 15 484 0 0| O 0O 0 0|31 596 21 80.8| O 0 0 0 | 7 500 23 74210 O 0 0 53 546 44 772
Total 31 100 0 0| O 0O 0 0|52 100 26 100| O 0 0 0 |14 100 31 1000 O 0 0 97 100 57 100
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Entre os novos estudantes avaliados em T2 foi observada uma proporcdo de

soropositividade de 5,1% (17/331) para anticorpos anti-LID-1, de 45% (149/331) para

anticorpos anti-NDO-LID e o maior percentual 49,5% (164/331) foi observado para anticorpos

anti-ND-O-BSA. A tabela 2 apresenta o percentual de soropositividade e soronegatividade

entre os estudantes avaliados.

Tabela 2. Sororeatividade dos anticorpos anti-ND-O-BSA, anti-LID-1 e anti-NDO-LID em

amostra de plasma de estudantes por ELISA.

Positivo * Negativo Total
N (%) n (%)
NDO-BSA 164 49,5 167 50,5 331
LID-1 17 51 314 94,9 331
NDO-LID 149 45,0 182 55,0 331

*p < 0,0001. Teste qui-quadrado.

A figura 6 ilustra os titulos de anticorpos de todos 0s novos estudantes avaliados. Os

mais elevados titulos de anticorpos foram observados para anticorpos anti-NDO-LID (mediana

DO =0,430; IQR = 0,360), seguido dos niveis de anticorpos anti-ND-O-BSA (mediana da DO

= 0,293; IQR = 0,359) e 0s menores titulos de anticorpos foram detectados para anti-LID-1

(mediana da DO =0,108; IQR = 0,113).
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Figura 6. Titulos de anticorpos anti-ND-O-BSA, anti-LID-1 e anti-NDO-LID em amostras de plasma
dos estudantes. Cada ponto representa o valor médio da densidade 6ptica (DO) das amostras de plasma
individuais. A linha horizontal vermelha representa a mediana de cada grupo. A linha horizontal
descontinua inferior (azul) representa o cut-off (DO > 0,295) para ND-O-BSA e LID-1 e a linha
horizontal descontinua superior (preta) representa o cut-off (DO > 0,475) para 0 NDO-LID.

Os contatos intradomiciliares dos estudantes que foram diagnosticados como casos
novos apresentaram percentual de soropositividade de 4,6% (6/131) para anticorpos anti-LID-1,

de 37,4% (49/131) para anticorpos anti-NDO-LID e o maior percentual de soropositividade de

44,3% (58/131) foi observado para anticorpos anti-ND-O-BSA (tabela 3).

Tabela 3. Sororeatividade dos anticorpos anti-ND-O-BSA, anti-LID-1 e anti-NDO-LID em
amostra de plasma dos contatos dos estudantes diagnosticados com hanseniase por ELISA.

Positivo * Negativo Total
N (%) n (%)
ND-O-BSA 58 44,3 73 55,7 131
LID-1 6 4,6 125 95,4 131
NDO-LID 49 37,4 82 62,6 131

*p < 0,0001. Teste qui-quadrado.

A figura 7 ilustra os niveis de anticorpos dos contatos intradomiciliares dos estudantes

casos novos. Os titulos de anticorpos mais altos também foram observados para anticorpos anti-
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NDO-LID (mediana da DO = 0,408 (IQR = 0,313), seguido dos anticorpos ND-O-BSA
(mediana da DO = 0,267 (IQR = 0,328) e LID-1 (mediana da DO= 0,133; IQR = 0,102),

respectivamente.

p<0.0001
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» 5 p<0.0001 p<0.0001
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ND-O-BSA LID-I NDO-LID

Figura 7. Titulos de anticorpos anti-ND-O-BSA, anti-LID-1 e anti-NDO-LID nos contatos
intradomiciliares dos estudantes diagnosticados com hanseniase. Cada ponto representa o valor médio
da densidade Optica (DO) das amostras de plasma individuais. A linha horizontal continua representa a
mediana de cada grupo. A linha horizontal descontinua inferior (azul) representa o cut-off (DO > 0,295)
para ND-O-BSA e LID-1 e a linha horzintal descontinua superior (preta) representa o cut-off (DO >
0,475) para o NDO-LID.

Em relagcdo aos casos novos diagnosticados entre os estudantes e 0s contatos
intradomiciliares a proporcdo de soropositividade entre os mesmos foi de apenas 3,5% (2/57)
anti-LID-1, de 40,4% (23/57) para anticorpos anti-NDO-LID e a maior proporgdo de
soropositividade 45,6% (26/57) foi para anti-ND-O-BSA. Os niveis dos anticorpos anti-NDO-LID
foram novamente mais elevados, seguido do anti-ND-O-BSA e anti- LID-1 (Figura 8). Esses
casos novos foram classificados em 11 PB (81 e 3T) e 46 MB (24BT, 19BB, 2LL e 1
primariamente neural). O percentual de positividade entre os PB foi de 0,0% para o LID-1,

54,5% para 0 NDO-LID e a maior taxa de positividade foi de 72,7% para 0 ND-O-BSA. Ja para
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0s MB foi de 4,3% (2/46) para o LID-1, 37,0% (17/46) para 0 anti-NDO-LID e a maior taxa de

positividade 39,1% (18/46) foi também observado para 0 ND-O-BSA entre esse grupo.

D.O (490nm)
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Figura 8. Titulos de anticorpos anti-ND-O-BSA, anti-LID-1e anti-NDO-LID nos casos novos. Cada
ponto representa o valor médio da densidade Optica (DO) das amostras de plasma individuais. A linha
horizontal vermelha representa a mediana de cada grupo. A linha horizontal descontinua inferior (azul)
representa o cut-off (DO > 0,295) para ND-O-BSA e LID-1 e a linha horzintal descontinua superior
(preta) representa o cut-off (DO > 0,475) para 0 NDO-LID.

Foram também comparados os niveis de anticorpos anti-ND-O-BSA, anti-LID-1 e anti-

NDO-LID nos trés diferentes grupos estudados: casos novos, contatos intradomiciliares e

estudantes. Para os anticorpos anti-LID-1 os niveis de anticorpos foram baixos e a DO da

maioria dos individuos, tanto individuos sem manifestagdes clinicas quanto doentes ficou

abaixo do limite de deteccéo (figura 9) e a diferenca estatistica observada ndo foi significante.
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Figura 9. Comparacdo dos niveis de anticorpos anti-LID-1 em casos novos, contatos
intradomiciliares e estudantes. Cada ponto representa o valor médio da densidade éptica (DO) das
amostras de plasma individuais. A linha horizontal vermelha representa a mediana de cada grupo e a
linha horizontal descontinua (azul) representa o cut-off (DO > 0,295) para o LID-1.

Com relacdo aos niveis de anticorpos anti-NDO-LID e ND-O-BSA, a DO da maioria
dos individuos ficou no limite de deteccdo como ilustrado na figura 10 e 11, respectivamente.
Embora ndo tenha sido observada diferenca estatistica significante entre os diferentes grupos
estudados, foi possivel identificar um maior nimero de casos novos com sorologia anti-ND-O-

BSA positiva.
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Figura 10. Comparagdo dos niveis de anticorpos anti-NDO-LID em casos novos, contatos
intradomiciliares e estudantes. Cada ponto representa o valor médio da densidade éptica (DO) das
amostras de plasma individuais. A linha horizontal vermelha representa a mediana de cada grupo e a
linha horizontal descontinua (preta) representa o cut-off (DO > 0,475) para 0 NDO-LID.
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Figura 11. Comparacdo dos niveis de anticorpos anti-ND-O-BSA em casos novos, contatos
intradomiciliares e estudantes. Cada ponto representa o valor médio da densidade éptica (DO) das
amostras de plasma individuais. A linha horizontal vermelha representa a mediana de cada grupo e a
linha horizontal descontinua (azul) representa o cut-off (DO > 0,295) para 0 ND-O-BSA.
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A fim de verificar o grau de associacdo entre os antigenos avaliados, analisamos a
correlacdo dos titulos dos anticorpos contra 0 ND-O-BSA e LID-1 individualmente e com o
antigeno LID-NDO (Figura 12). A associacdo entre LID-1 versus ND-O-BSA apresentou um
coeficiente de correlacdo igual 0,33 e LID-1 versus NDO-LID foi de 0,42, mostrando que
houve uma fraca e regular correlacdo, respectivamente, entre os antigenos associados. No
entanto, na associacdo entre ND-O-BSA versus NDO-LID o coeficiente de correlacdo igual

0,72, indicou que houve uma forte correlacao na resposta dos anticorpos contra esses antigenos.
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Figura 12. Correlacdo de Spearman entre titulos de anticorpos em amostras de casos novos de
hanseniase entre estudantes e contatos intradomiciliares. Cada ponto representa a D.O obtida para cada
antigeno em uma Unica amostra de soro. A linha continua representa a correlacdo dos resultados. (A)
anti-ND-O-BSA x LID-1: (B) anti-LID-1 x anti-NDO-LID: (C) ND-O-BSA x NDO-LID.

A sororeatividade de anticorpos contra o antigeno NDO-LID recentemente conjugado
foi avaliada por ELISA e pelo teste rapido OrangeLife® em amostras de plasma de 247
estudantes sem manifestac@es clinicas. A soropositividade para 0 ELISA anti-NDO-LID foi de
43,3% (107/247) e para o teste rapido OrangeLife® foi de 47,4% (117/247). A comparagdo
direta das respostas soroldgicas do ELISA anti-NDO-LID com os resultados do teste rapido
Orange Life® (soropositivos e soronegativos) (tabela 4) permitiu observar que houve um baixo
grau de concordancia de 58,7% (valor de Kappa = 0,16) entre os dois testes analisados e a taxa

de discordancia observada foi 41,3%.
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Tabela 4. Comparacdo entre ELISA anti-NDO-LID e teste rapido OrangeLife® em
estudantes sem manifestacoes clinicas

. ELISA
Teste rapido — -
Positivo Negativo Total
Positivo Forte 11 6 17
Positivo Fraco 50 50 100
Negativo 46 84 130
Total 107 140 247

Entre os contatos intradomiciliares, que representam um importante grupo de estudo,
uma vez que se acredita estarem expostos ao M. leprae a uma frequéncia maior que a
populagdo em geral, um total de 215 individuos foram avaliados e dentre estes, a
soropositividade para ELISA anti-NDO-LID foi de 37,7% (81/215) e de 36,3% (78/215) para o
teste rapido Orange Life®. Comparando-se os resultados entre o ELISA anti-NDO-LID e o teste
rapido (tabela 5) observou-se um baixo grau de concordancia de 67,9% (146/215) (valor de

Kappa = 0,31) entre os dois testes soroldgicos analisados e taxa de discordancia foi de 32,1%.

Tabela 5. Comparagdo entre ELISA anti-NDO-LID e teste rapido OrangeLife® em contatos
intadomiciliares sem manifestacdes clinicas

- ELISA
Teste rapido — :
Positivo Negativo Total
Positivo Forte 14 3 17
Positivo Fraco 31 30 61
Negativo 36 101 137
Total 81 134 215

Também foram comparados os resultados dos dois testes analisados entre 0s casos
novos de hanseniase diagnosticados entre os estudantes e seus contatos intradomiciliares. O
percentual de positividade para o ELISA anti-NDO-LID foi de 49,4% e para o teste rapido

OrangeLife® foi de 41,8%. Dos 79 casos novos, 61 eram MB e 18 PB e a taxa de
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positividade para 0 ELISA anti-NDO-LID entre os MB foi de 44,3% (27/61); (mediana da DO
= 0,401, IQR = 0,445). Como esperado a positividade variou nas diferentes formas clinicas
MB: 87,5% para pacientes LL (7/8; mediana da DO = 0,699 IQR 0,381), 40% para BB (8/20;
mediana da DO = 0,394 IQR 0,363), 37,5% para BT (19/32; mediana da DO = 0,377 IQR
0,481).

Para o teste rapido OrangeLife® a taxa de soropositividade foi 44,3% (27/61) para
individuos MB. Ao longo do espectro das formas clinicas MB o percentual de positividade
foi de 60% para BB (12/20), 37,5% para LL (3/8) e 34,4% para BT (11/32). Ja para as
formas clinicas PB foi de 33,3% (6/18), sendo todos os individuos soropositivos portadores
da forma .

Quando se comparam os resultados do teste rapido com o ELISA anti-NDO-LID
(Tabela 6) nos casos novos de hanseniase, observa-se um baixo indice Kappa (valor de
Kappa = 0,34), indicando um baixo grau de concordancia de 67,1,% (53/79) entre os testes

em estudo e taxa de discordancia foi de 32,9%.

Tabela 6. Comparagdo entre ELISA anti-NDO-LID e teste OrangeLife® em casos novos
entre estudantes e contatos intradomiciliares

, . ELISA
Teste rapido — .
Positivo Negativo Total
Positivo Forte 10 1 11
Positivo Fraco 13 9 22
Negativo 16 30 46
Total 39 40 79

4.3. Individuos avaliados em T1 e reavaliados em T2 (seguimento clinico e soroldgico)

Em nossa primeira visita T1 ao municipio de Breves selecionamos um grupo de 40

individuos inicialmente sem manifestacBes clinicas de hanseniase baseado na sorologia anti-
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ND-O-BSA (12 positivos e 28 negativos), anti-LID-1 (11 positivos e 29 negativos) e anti-
NDO-LID (11 positivos e 29 negativos). Ao retornamos ao municipio em T2, dois anos depois
da primeira avaliacdo, reavaliamos estes individuos e 35% (14/40) apresentavam sinais clinicos
da doenca e foram diagnosticados como casos novos de hanseniase.
Para a sorologia anti-LID-1 foi observado também um percentual de positividade de
25% (10/40) dos individuos avaliados. Em relacdo aos casos novos detectados, 50% (5/10)
foram detectados entre os individuos soropositivos e 30% (9/30) entre os individuos
soronegativos (tabela 7).

Tabela 7. Casos novos de hanseniase detectados entre individuos com sorologia anti-LID-1
positiva ou negativa

., . Casos novos
Individuos examinados

ELISA anti-LID-1 avaliados (T1) diagnosticados (T2)
n n (%)
Positivo 10 5 (50)
Negativo 30 9 (30)
Total 40 14

p = 0,2508. Teste qui-quadrado.

Ja para a sorologia anti-NDO-LID, dos 40 individuos avaliados também foi observado
um percentual de soropositividade de 27,5% (11/40) e dos 14 casos novos detectados 54,5%
(6/11) foram detectados entre os individuos anti-NDO-LID positivos e 27,6% (8/29) foram
detectados entre os individuos negativos (tabela 8).

Tabela 8. Casos novos de hanseniase detectados entre individuos com sorologia anti-NDO-LID
positiva ou negativa

. . Casos novos diagnosticados
Individuos examinados

ELISA anti-NDO-LID avaliados (T1) (T2)
n n
Positivo 11 6 (54,5)
Negativo 29 8(27,6)
Total 40 14

p =0,1104. Teste qui-quadrado.
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A sorologia anti-ND-O-BSA apresentou o percentual de positividade mais elevado 30%
(12/40) e dentre os individuos positivos um maior namero de individuos 7 (58,3%) foram
diagnosticados. Foi observada diferenca estatisticamente significante de soropositividade entre
os individuos que desenvolveram e os que ndo desenvolveram a doenca (Tabela 9).

Tabela 9. Casos novos de hanseniase detectados entre individuos com sorologia anti-ND-O-
BSA positiva ou negativa*

Casos novos

ELISA anti-ND-O-BSA avaliados  Individuos examinados diagnosticados (T2)

(T1)
n n (%)
Positivo 12 7 (58,3)
Negativo 28 7 (25)
Total 40 14

*p = 0,0428. Teste qui-quadrado.
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5. DISCUSSAO

A hanseniase permanece como um importante problema de saude publica em muitos
paises e o Brasil ocupa o segundo lugar em numero de casos registrados em todo mundo.
Apesar do sucesso da PQT na reducdo do numero de casos, ainda existe a necessidade de
melhores estratégias para o controle e prevencdo de incapacidades em pessoas acometidas pela
hanseniase.

A estratégia de busca ativa permite a identificacdo de casos novos precocemente,
principalmente as formas clinicas PB ou as formas MB no estagio inicial, nas quais 0s
pacientes ainda ndo apresentam incapacidades. Além disso, previne a disseminacao da infeccao
e contribui para a quebra da cadeia da infeccdo, a qual é responsavel pelas altas taxas de
incidéncia observada. Utilizando a estratégia de visitar casos-indice e a partir destes examinar
seus contatos intradomiciliares, assim como visitar escolas e examinar estudantes detectamos
um elevado numero de casos novos de hanseniase.

Entre os 280 contatos intradomiciliares avaliados em T1 e 131 em T2, detectamos
18,6% e 19,8% de casos novos de hanseniase, respectivamente, e entre 0s 229 estudantes
avaliados em T1 e 331 avaliados em T2 foram detectados 6,1% e 9,4%, respectivamente. O
percentual mais elevado de casos novos detectados em estudantes em T2 se deve ao fato de na
segunda visita que realizamos ao municipio, as escolas previamente selecionadas para serem
visitadas estarem localizadas dentro de areas do municipio onde se concentram o maior numero
de casos, corroborando com Barreto et al, (2014) que observaram que a sele¢do de escolas
baseada na epidemiologia espacial aumenta a eficiéncia na deteccdo do nimero casos novos.

No Brasil, este elevado nimero de casos novos de hanseniase diagnosticados pode ser
explicado pelo fato de apenas 60% da populacdo brasileira ter acesso ao servigo de atencédo
primaria a saude, o qual € responsavel por diagnosticar a hanseniase, tratar e prevenir

incapacidades nesses doentes e examinar seus contatos intradomiciliares. No estado do Para,
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apenas 42% da populacdo tem acesso a estratégia saude da familia (ESF), e no Municipio de
Breves a situacdo € ainda pior, uma vez que a estimativa da populacdo coberta por esta
estratégia é de apenas 20% (MS.dab.saude.gov.br/ historico_cobertura_sf.php, 2014). Além
disso, mesmo em areas com cobertura pela ESF, em casas de pacientes onde o grupo de
pesquisadores compareceu juntamente com profissionais de salde da area coberta, 0 numero de
casos novos diagnosticados foi alto, indicando que parece haver uma dificuldade da equipe
local em fazer o diagndstico precoce, que nem sempre tem sinais clinicos 6bvios de hanseniase,
como os encontrados em pacientes MB polares classicos, como os BL e os LL.

Nossos dados corroboram com outros recentes estudos realizados pelo nosso grupo de
pesquisa que detectaram também elevados nimeros de casos novos em estudantes (0,4 a 6,1%)
e com outros estudos que também observaram alto percentual de casos novos em criancas
(SILVA et al, 2007; SANTOS et al, 2010; LANA et al, 2013). Este cenario sugere alta
exposicdo e transmissdo precoce ao M. leprae, uma vez que a maioria dos casos foi
diagnosticada em estudantes que tinham menos de 15 anos de idade. Felizmente, apesar do
predominio das formas MB, nenhum dos novos casos detectados por nosso grupo entre 0s
estudantes apresentou algum grau de incapacidade. Nossos dados reforcam a importancia da
identificacdo e tratamento da doenca nos estagios iniciais a fim de prevenir a evolucdo da
doenga para formas potencialmente incapacitantes, evitando assim a propagacao da infeccéo
entre os individuos e contribuindo para a quebra da cadeia de transmissao da doenca.

Entre os contatos intradomiciliares, nosso grupo de pesquisa também detectou
previamente alto percentual de casos novos (2,6 a 9,4%) (BARRETO et al, 2011, 2012;
Salgado et al, 2012) e um resultado semelhante foi observado por Moura et al (2013) e Duppre
et al (2012). Nossos dados confirmam a necessidade do exame e vigilancia ativa dos contatos
intradomiciliares e indicam também que essas a¢6es devem ser realizadas periodicamente, uma

vez que, o periodo de incubacdo da doenca em humanos é longo, com um tempo médio de 3a 5
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anos, embora possa levar decadas, como relatado recentemente em um caso em um chimpanzé
que desenvolveu as lesdes clinicas da hanseniase 30 anos apos a infeccdo (SUZUKI et al,
2010). Além disso, evidéncias relatam que os contatos intradomiciliares de pacientes MB sem
tratamento apresentam um risco maior de desenvolver a hanseniase, em comparacdo com a
populacdo geral, sendo gque entre 0s contatos soropositivos para anti-PGL-I esse risco é ainda
mais elevado (BRASIL et al, 2003; DOUGLAS et al, 2004; BAKKER et al, 2006; MOET et
al, 2006). Os contatos sociais (pessoas que frequentam o domicilio do caso indice ou aquelas
que mantem relacdo profissional ou de amizade fora do domicilio com este caso) e vizinhos de
casos de hanseniase sem tratamento também tem sido relatados com um maior risco de
desenvolver a hanseniase (VAN BEERS et al, 1999; BAKKER et al, 2004; CALADO et al,
2005; MOURA et al, 2013; BARRETO et al, 2014).

De acordo com os registros do SINAN, no periodo compreendido entre 2006 a 2010
foram diagnosticados no municipio de Breves 233 casos novos de hanseniase por meio do
sistema de saude local, com a deteccdo de casos baseada principalmente na demanda
espontanea nas unidades basicas de satude do municipio. Utilizando a estratégia de busca ativa e
exame de escolares para a deteccdo de casos novos, foi possivel detectar 33,5% dos casos
detectados em cinco anos pelo sistema de satde pablica, em apenas uma semana de trabalho
em campo. E importante ressaltar que nas duas visitas que fizemos ao municipio em um
intervalo de tempo de 2 anos, o nimero de casos novos detectados foi praticamente 0 mesmo, 0
que indica que a saude publica do municipio ndo tem sido capaz de detectar 0s casos novos ao
longo do tempo, e se essa realidade ndo mudar, o nimero desses casos continuarad elevado
durante as campanhas, por muitos anos.

Em relagdo aos 331 estudantes avaliados também observamos um alto percentual de
49,5% de soropositividade anti-ND-O-BSA. Esses dados também corroboram com outros

estudos realizados por nosso grupo que relataram 42% a 66,5% (BARRETO et al, 2011,



63
SALGADO et al, 2012), e nossos resultados foram muito mais elevados que outros dados
publicados (ABE et al, 1990; VAN BEERS et al, 1999; BUHRER-SEKULA et al, 2008). Em
um de nossos estudos foram avaliadas 1.592 criancas selecionadas aleatoriamente de 8
municipios hiperendémicos no Para que revelou que 4% foram diagnosticados com hanseniase,
estimando-se que pode haver até 80 mil casos de hanseniase ndo diagnosticados entre 0s
estudantes do Para.

Estudos anteriores demonstraram um alto percentual de contatos intradomiciliares
soropositivos para IgM anti-PGL-I, variando de 30 a 60%, o que é considerado muito elevado
(BARRETO et al, 2011,2012; SALGADO et al, 2012) e foram diferente de outros estudos
realizados no Brasil como observado por Duppre et al ( 2012) que detectou sorologia anti-PGL-
| em apenas 16% dos individuos avaliados. No entanto, este percentual elevado tem sido
corroborado pelo alto nimero de casos encontrados em nossos trabalhos de campo e parece
corresponder a uma alta titulacdo de anticorpos nessa populacéo, e vice-versa.

Em nosso estudo, a soropositividade anti-ND-O-BSA de 44,3% detectada, corrobora
com outros estudos recentes realizados pelo nosso grupo de pesquisa, nos quais foram
detectados percentuais de soropositividade igualmente elevados em contatos intradomiciliares,
que variaram de 39% a 45% (BARRETO et al, 2011, 2012; SALGADO et al, 2012). Nossos
resultados foram mais elevados comparado com outros estudos que variaram de 1,9% a 18,4%
em contatos intradomiciliares (ROCHE et al, 1999; DOUGLAS et al, 1992; CHANTEAU et al,
1993; CALADO et al, 2005; MOURA et al, 2008; BAZAN-FURINI et al, 2011; DUPPRE et
al, 2012).

Entre os casos novos diagnosticados em nosso estudo a taxa de positividade foi de
45,6% para a sorologia anti-ND-O-BSA o que pode ser explicado pelo fato de a maioria dos
casos novos recém-diagnosticados apresentarem a forma clinica BT, na qual a carga bacteriana

¢ geralmente baixa e apresenta uma respota humoral ndo definida. Esta forma clinica da
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hanseniase apresenta, portanto, o percentual de soropositividade mais baixo entre as formas
MB.

Além de anticorpos anti-ND-O-BSA, os niveis de anticorpos anti-LID-1 e anti-NDO-
LID foram também titulados nos mesmos grupos de individuos. Observamos uma baixa
proporcéo de positividade para a sorologia anti-LID-1 em casos novos, estudantes e contatos
intradomiciliares quando comparado com o anti-ND-O-BSA e anti-NDO-LID. Também
observamos que ndo houve diferenca entre estudantes e contatos intradomiciliares sem
manifestacdes clinicas dos individuos que estavam doentes, indicando que ndo foi possivel

diferenciar individuos doentes dos individuos sem manifestacdes clinicas.

Além da baixa positividade da sorologia anti-LID-1, também observamos um
coeficiente r que indicou uma fraca e regular correlacdo quando avaliamos a associacdo dos
titulos dos anticorpos ND-O-BSA versus LID-1 e entre NDO-LID versus LID-1,
respectivamente, diferente do que foi observado para ND-O-BSA versus NDO-LID, no qual o
coeficiente r indicou uma correlacdo muito forte entre esses antigenos. Esses dados indicam
que a combinacdo dos antigenos ND-O-BSA e LID-1 parece ndo aumentar a reatividade do
antigeno conjugado comparado com a capacidade de deteccdo dos antigenos individualmente, e
o percentual de positividade atribuido ao conjugado parece estar relacionado ao antigeno ND-

O-BSA.

A sorologia anti-NDO-LID apresentou uma proporcdo de soropositividade em casos
novos, semelhante ao anti-ND-O-BSA e uma taxa de positividade elevada em contatos
intradomiciliares e em estudantes (aqui representando a populagdo em geral). Nossos achados
diferem do grupo que desenvolveu este novo antigeno, que relataram que 0 mesmo apresentou
baixa soropositividade em contatos intradomiciliares e controles endémicos (CARDOSO et al,

2013; DUTHIE et al, 2014).
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Comparamos os resultados da deteccdo de anticorpos pelo método de ELISA com o

teste rapido de fluxo lateral OrangeLife® recém-desenvolvido que emprega o antigeno
conjugado NDO-LID nos trés grupos de individuos em estudo. O percentual de
soropositividade do ELISA anti-NDO-LID e do teste rapido OrangeLife® foi de 44,3% para
ambos os testes em pacientes MB, o0 que pode ser justificado por se tratar de pacientes BT,
como dito anteriormente. Também avaliamos o teste rapido em estudantes saudaveis, a fim de
observar a sensibilidade do teste em controles endémicos e em contatos intradomiciliares.
Nesses dois Ultimos grupos, a soropositividade do ELISA anti-NDO-LID foi ligeiramente mais
baixa comparada aos casos novos e para o teste rapido Orangelife® foi mais elevada em

estudantes, seguida dos casos novos e contatos intradomiciliares.

Nossos achados diferem do grupo que desenvolveu este novo antigeno, que relataram
gue 0 mesmo apresentou baixa soropositividade em contatos intradomiciliares e controles
endémicos tanto por ELISA quanto pelo teste rapido (CARDOSO et al, 2013; DUTHIE et al,
2014). E importante ressaltar esses autores ndo foram observaram respostas positivas em
controles endémicos pelo método de ELISA, enquanto em nosso estudo foi apenas ligeiramente
inferior ao observado para pacientes ja diagnosticados. Esses dados sugerem que o antigeno
NDO-LID precisa ser mais bem estudado em contatos intradomiciliares e na populagcdo em
geral em regides de alta endemicidade antes de ser utilizado como ferramenta de diagndstico e

como indicador de progndstico de casos novos de hanseniase como sugerido pelos autores.

De acordo com Cardoso et al (2013) o teste rapido apresentou um alto valor de indice
kappa e 90,9% de concordancia com o ELISA anti-ND-O-BSA. No entanto, a comparagao
direta dos resultados tanto em casos novos quanto em contatos intradomiciliares e estudantes
indicou um baixo grau de concordancia entre os dois métodos utilizados em nosso estudo. E

digno de nota que no ELISA realizado pelos autores foi utilizado o antigeno ND-O-BSA na
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comparacao realizada entre os testes e ndo o antigeno conjugado que é utilizado no teste rapido,

0 que pode talvez limitar a comparacdo entre o0s testes.

E impotante ressaltar que diversos fatores podem ser responsaveis pelas diferencas
observadas nos percentuais de positividade nos diferentes grupos de pesquisa. Dentre elas,
destacam-se as diferencas de endemicidade regionais, considerando que no Brasil a hanseniase
apresenta uma distribuicdo geografica heterogénea e o estado do Para € considerado
hiperendémico, esses percentuais tendem a serem maiores. Além disso, a falta de uma
padronizacdo nos protocolos de ELISA entre os diferentes grupos de pesquisa, o tipo de
antigeno e os diferentes testes rapidos utilizados também sdo fatores que contribuem para essas
diferencas de positividade e dificultam uma comparagao mais fidedigna.

A aplicacdo de um teste rapido, sensivel e especifico, principalmente em situacfes de
trabalho em campo, sem ddvida poderia oferecer inlmeras vantagens, tais como auxilio na
classificacdo da doenca e rapidez no resultado. Além disso, ndo requer equipamentos
especificos, os reagentes sdo estaveis a temperatura ambiente e ndo requer pessoal altamente
treinado. No entanto, a aplicacdo de um teste rapido deve ser exaustivamente estudada,
particularmente em diferentes populagdes endémicas antes de ser recomendado como teste de
diagndstico.

Em nossa primeira visita ao municipio de Breves selecionamos um grupo de 40
individuos inicialmente saudaveis, baseado na sorologia anti-ND-O-BSA (12 individuos
positivos e 28 negativos). Ao retornamos ao municipio e reavaliarmos estes individuos, 35%
apresentavam sinais clinicos da doenca e foram diagnosticados como casos novos de
hanseniase.

A fim de avaliar a aplicagdo dos antigenos anti-ND-O-BSA, anti-LID-1 e anti-NDO-
LID no acompanhamento sorologico foi realizada a deteccdo desses anticorpos tanto em T1

(antes da evolucéo para caso novo) como em T2 (no momento do diagnostico). Dentre os 40
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individuos inicialmente saudaveis avaliados no seguimento, 12 foram positivos para a sorologia
anti-ND-O-BSA, 11 para o anti-LID-1 e 11 para o anti-NDO-LID em T1. Ja na segunda
avaliacdo, 14 dos 40 individuos avaliados inicialmente foram diagnosticados como casos
novos, e neste momento dentre os individuos anti-LID-1 e anti-NDO-LID positivos em T1,
45,6% e 54,5% respectivamente foram diagnosticados com hanseniase. E possivel que a baixa
positividade possa ser explicada pelo fato de os casos novos detectados terem sido recéem-
diagnosticados e a maioria apresentarem as formas clinicas BT, que embora classificadas como
MB podem apresentar IB baixo e consequentemente um baixo titulo de anticorpos.

A sorologia anti-ND-O-BSA demonstrou ser mais efetiva entre os antigenos avaliados
para auxiliar na deteccdo de novos casos de hanseniase, cuja capacidade de deteccdo foi
significativamente mais elevada (58,3%) entre os individuos positivos. Além disso, ao
reavaliarmos estes individuos observamos dentre os individuos negativos mais 4 individuos
positivos, sendo que no momento do diagndstico, 64,3% dos 14 casos novos diagnosticados
apresentaram sorologia anti-ND-O-BSA positiva.

A quantificacdo dos niveis de anticorpos nos permitiu observar que a estratégia de
seguimento soroldgico aumentou o percentual de positividade para o antigeno ND-O-BSA,
indicando que a avaliacdo sorolégica pode recomendar a necessidade de uma avaliagdo clinica,
parecendo ser uma estratégia eficaz para auxiliar no diagndstico precoce da hanseniase,
considerando a elevada incidéncia de novos casos detectados.

Baseado em nossos dados, acreditamos que a vigilancia e a busca ativa e continua de
contatos intradomiciliares e criancas em idade escolar, principalmente de regides
hiperendémicas, associada a quantificacdo soroldgica periddica de anticorpos especificos ao M.
leprae, poderiam funcionar como um alerta para uma avaliacdo clinica completa dessas
populacdes. No entanto, para que seja possivel esse diagnostico é necessario que o clinico do

Programa de Salude da Familia seja devidamente treinado para detectar casos de hanseniase
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com sintomas claros e, principalmente, nos estagios iniciais e assim contribuir para a reducdo
do numero de novos casos e possivelmente para a quebra da cadeia de transmissao, diminuindo

assim o numero de casos, e a incapacidade fisica nas pessoas acometidas pela hanseniase.
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6. CONCLUSOES

1. A busca ativa de casos e 0 exame de escolares por profissionais com experiéncia em

hanseniase resultaram na detec¢do de um nimero elevado de casos novos.

2. O alto nimero de casos novos diagnosticados pode indicar a dificuldade de acesso de
pacientes ao sistema de salde publica, e mesmo quando o acesso é possivel, h4 pouca

qualificacdo profissional para realizar o diagnostico de hanseniase.

3. Foram detectadas altas taxas de positividade em contatos intradomiciliares e estudantes
para anticorpos contra os antigenos ND-O-BSA, que mostrou maior capacidade de

identificar um alto nimero de individuos doentes.

4. O percentual de positividade anti-NDO-LID foi ligeiramente menor que o observado
para o anti-ND-O-BSA em todos os grupos estudados, ndo permitindo observar neste

estudo um beneficio adicional na conjugacéo do antigeno.

5. A baixa positividade e os baixos titulos de anticorpos anti-LID-1 detectados em casos
novos e individuos sem manifestacfes clinicas neste estudo parecem limitar o uso do

antigeno LID-1 na identificacdo de casos novos de hanseniase.

6. O grau de soropositividade do teste rapido Orange Life e do ELISA anti-NDO-LID

parece ser limitante como ferramenta de diagndstico em areas endémicas.

7. O seguimento sorologico dos individuos com altos titulos de anticorpos anti-ND-O-
BSA demonstrou ser mais efetivo para auxiliar na deteccdo de novos casos de

hanseniase.
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ANEXO | — Parecer do comité de ética em pesquisa em seres humanos

Universidade Federal de Pard

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS DO INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARA

Carta: 06/08 CEP-ICS/UFPA Belém, 21 de fevereiro de 2008.

Ao:
Prof. Dr. Claudio Guedes Salgado

Senhor Pesquisador,

Temos a satisfagdo de informar que seu projeto de pesquisa “Detecgiio e andlise
da variaciio genotipica do mycobacterium leprae de casos-indice e comunicantes em regides
endémicas do Estado do Para” de Protocolo n°197/07, CEP-ICS/UFPA, foi apreciado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Satde
da Universidade Federal do Para, na reunido do dia 04 de dezembro de 2007.

Assim, Vossa Senhoria tem o compromisso de entregar o relatorio parcial do
mesmo até o dia 30 de dezembro de 2008. no CEP-ICS/UFPA, situado no Campus Universitario

do Guama, Campus profissional, no Complexo de sala de aula do ICS — sala 13 (Altos).

Atenciosamente,

(A . e [APPS 1,
Prof. M. Sc. Maria da Conceigdo S. Fernandes.”
Coordenadora do CEP-ICS/UFPA

,

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Pard
(CEP-ICS/UFPA) - Complexo de Sala de Aula/ CCS - Sala 13 - Campus Universitario do Guam4, n° 01, Guamé —
CEP: 66075-110 - Belém-Para. Tel /Fax. 3201-8028/3201-7735 E-mail: cepccs@ufpa.br



ANEXO Il — Termo de consentimento livre e esclarecido

LABORATORIO DE DERMATO-IMUNOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA - URE «MARCELO CANDIA».

A equipe de pesquisadores coordenada pelo Professor Dr. Claudio Guedes Salgado esta
realizando o estudo «Detecciio e andlise da variacdo genotipica do Mycobaterium leprae de
casos-indice e de comunicantes, em regioes endémicas do Estado do Para», do qual gostariamos
que seu filho(a) ou menor sob sua responsabilidade participasse e, para isso, precisamos de sua
autorizacgao.

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 a hanseniase, para entender melhor sobre a
transmissao da doenga, melhorando sua prevencao e tratamento.

As criangas e os adolescentes que participarem deste estudo, serdo submetidodas a coleta de
sangue e de secrec¢do nasal, realizada por médicos e profissionais de satide experientes, sempre com a
finalidade de identificar o M.leprae. Suas Casas serdo visitadas, para que seja feito um mapeamento dos
casos de hanseniase por bairros e ruas.

A pesquisa sera realizada em ambiente seguro, com material limpo e descartavel. A coleta de
sangue podera causar dor e pequena reagao no local. E a coleta de secre¢ao nasal serd realizada de forma
rapida e indolor.

Aparticipagdo nesta pesquisa ¢ voluntaria e seu filho participara apenas se vocé autorizar.
Sempre que desejar, serd fornecido esclarecimentos sobre cada urna das etapas do estudo. A qualquer
momento, o participante podera recusar-se a continuar no 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 identidade dos participantes.

DECLARACAO DE PAIS OU RESPONSAVEIS

Tendo compreendido perfeitamente tudo o que me for informado, AUTORIZO QUE MEU
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