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RESUMO

A hanseniase ¢ uma doenga infecciosa, de evolugao cronica, cujo agente causal ¢ o Mycobacterium
leprae, um bacilo intracelular obrigatério que infecta mais frequentemente macrofagos e células
nervosas periféricas de Schwann. O diagnostico da hanseniase ¢ complexo, visto que a doenga
evolui para diferentes formas clinicas e histopatologicas. Novos testes diagnosticos tém sido
propostos com o objetivo de identificar possiveis fontes de contagio e controlar a transmissdo da
doenga. Dentre eles, destaca-se a dosagem de anticorpos IgM antiglicolipideo fendlico (PGL-1),
especifico de Mycobacterium leprae, para vigilancia de doentes e seus contatos. Neste trabalho,
foram avaliados os niveis séricos de anticorpos totais antiPGL-1 em 102 individuos portadores de
hanseniase (formas multibacilar e paucibacilar) e 65 contatos domiciliares destes individuos, por
meio de ensaio imunoenzimatico. Tanto os pacientes quanto seus contatos apresentaram niveis
séricos detectaveis de anticorpos antiPGL-1, o que indica potencial risco de transmisséo entre eles.

DESCRITORES:Mycobacterium leprae. ELISA. Anticorpos antiPGL-1.
Portadores de hanseniase. Contatos domiciliares.

INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenc¢a infectocontagiosa cronica que constitui
um grave problema de satide publica, uma vez que acomete cerca de 300 mil
pessoas no mundo todo (OMS, 2006). E causada pelo Mycobacterium leprae
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(M. leprae) ou bacilo de Hansen (Treo, 1969), que possui capacidade de infectar
grande numero de individuos, porém poucos adoecem em virtude de sua baixa
patogenicidade (MS, 1994).

As alteracdes de sensibilidade, pigmentacdo e a inflamagdo da pele
constituem os principais sintomas, associados a lesdes nos nervos periféricos (MS,
2000). Apesar de seruma doenga cronica, ahanseniase pode exibir fenomenos agudos
denominados de estados reacionais (Reacdo Reversa e Eritema Nodoso Leproso)
que ocorrem durante a poliquimioterapia (PQT) ou ap6s o término do tratamento
(Talhari & Neves, 1997; Weir et al., 1999). A hanseniase pode apresentar-se sob
diferentes formas clinicas, determinadas pela resposta imunoldgica do paciente
(Jopling & Ridley, 1966; MS, 1994). Segundo a forma clinica e histopatologica ¢
classificada em: tuberculoide polar, borderline-tuberculoide, boderline-boderline,
boderline-lepromatosa e lepromatosa polar; e, segundo o tratamento com a PQT,
proposto pela OMS, em: paucibacilar (tuberculoide polar, bordeline-tuberculoide
e indeterminada) e multibacilar (boderline-boderline, boderline-lepromatosa e
lepromatosa polar) (Bernardi, 1981; Fleury, 1989; Patil et al., 2000; MS, 1994;
Jacobson & Krahenbuhl, 1999; Ooi & Moschella, 2001).

A parede celular do M. leprae consiste de uma dupla membrana contendo
peptideoglicanas e lipopolissacarideos. O PGL-1 (glicolipideo fenolico 1) ¢ um
componente da parede celular exclusivo do M. leprae, que esta envolvido na interagao
do bacilo com a laminina (componente da matriz extracelular do hospedeiro).
Virios estudos comprovam que este componente facilita a entrada e a coloniza¢ao
de células de Schwann. Estas células, além de serem responsaveis pela producao
da bainha de mielina, atuam como apresentadoras de antigenos micobacterianos. O
reconhecimento e a resposta imune induzida ap6s a apresentacdo desses antigenos
sdo os principais responsaveis pelas lesdes ocorridas na hanseniase (Sehgal et al.,
1977; Rambukkana, 2001; Brennan, 2000; Habib & Mozaffar, 2002).

O controle da hanseniase depende da detec¢do precoce da doenca, o que
possibilita diminuir ou eliminar a disseminacao do patégeno (OMS, 2005; Meima et
al.,2004). Os contatos de portadores de hanseniase sao os individuos com maior risco
de desenvolver a doenga clinica (MS, 1994). No entanto, em razao da inexisténcia
de estudos que comprovem o periodo de laténcia e da grande diversidade de formas
clinicas, a identificac@o de contatos que irdo desenvolver a doenga se torna complexa
(Lockwood, 2002; Lockwood & Kumar, 2004). Do mesmo modo, estudos recentes
mostram que o diagndstico clinico precoce da hanseniase em contatos de pacientes
ndo ¢é suficiente para impedir o desenvolvimento da doenca, fato que torna necessaria
a utilizacdo de outros métodos diagnésticos para acompanha-los (Cardona-Castro
et al., 2005).

Diversos trabalhos t€ém demonstrado que os niveis séricos de anticorpos
IgM antiPGL-1 podem identificar, dentre os contatos domiciliares de pacientes com
hanseniase, aqueles individuos com maior risco de desenvolver a doenga (Stefani
et al., 1998; Soares et al., 1994; Bakker et al., 2006; Cardona-Castro et al., 2008).
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No entanto, ndo € de nosso conhecimento qualquer trabalho que haja comparado
os niveis de anticorpos totais antiPGL-1 entre pacientes portadores de hanseniase e
seus contatos domiciliares no estado de Goias.

Neste trabalho avaliamos os niveis séricos de anticorpos totais antiPGL-1
em uma coorte de individuos portadores de hanseniase ¢ em seus respectivos
contatos domiciliares, atendidos no municipio de Goiania, Goias.

MATERIAL E METODOS
Participantes

Entre 1999 e 2001 foram recrutados 102 pacientes portadores de
hanseniase e 65 respectivos contatos domiciliares, atendidos no Hospital de
Doengas Tropicais (HDT) e no Centro de Referéncia em Diagnostico e Terap€utica
de Goiania. Durante esse periodo, 88 pacientes com hanseniase multibacilar e
49 contatos domiciliares destes pacientes aceitaram participar do estudo. Foram
recrutados também 14 individuos portadores de hanseniase paucibacilar ¢ 16
contatos domiciliares destes pacientes.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica Médica do HDT. Apos a
assinatura do termo de consentimento, os participantes deste estudo responderam a
um questionario socioepidemiologico e SmL de sangue de cada participante foram
coletados em tubo seco (sem anticoagulante). As amostras de soro dos pacientes e
de seus contatos foram obtidas ap6s centrifugagdo do sangue a 2.500 x g por 15min.
Aliquotas de 500 pL foram congeladas a -20°C até o momento do uso.

Para avaliar se a presenga de cicatriz vacinal para 0 BCG influenciava o
desenvolvimento de alguma das formas clinicas, os pacientes foram estratificados
de acordo com a forma clinica e a presenga ou auséncia de cicatriz vacinal.

ELISA

Os pocos das placas de poliestireno (NUNC-Immunoplate) foram
adsorvidos com o antigeno PGL-1 (gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Patrick
Brennam da Universidade Estadual do Colorado - EUA) diluidos a 5,0pg/mL
(50uL/pogo) em etanol. As placas foram secas durante trés horas no fluxo laminar
e, apos este periodo, foram embaladas com papel aluminio e congeladas a -20°C. No
dia do ensaio, os pogos foram bloqueados com solugdo de carbonato-bicarbonato
contendo leite em po6 desnatado a 0,1% (100uL por pogo) por duas horas. Apds
lavagem com PBS, as aliquotas dos soros diluidos (1/400) em solugdo de PBS,
contendo 8% de soro normal de cabra, foram adicionadas as placas e estas,
incubadas por trés a quatro horas. Apds seis lavagens com PBS, foi adicionada
a solugdo contendo o antianticorpo conjugado com peroxidase (1/6.000, anti-Ig
humana total, Sourthen Bactechnology, Birmingham, USA). Depois de uma hora a
37°C, as placas foram lavadas com PBS (dez vezes) e, finalmente, 50uL de tampdo
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substrato (OPD (Smg/mL e H,O, (20uL/30V) dilui’dos em tampdo citrato-fosfato,
pH 5,0) foram adicionados em cada pogo da placa. Acido sulfurico a 2,5N foi usado
para interromper a reagdo ¢ a densidade Optica (DO) foi mensurada na leitora de
ELISA (Behring), usando-se comprimento de onda de 492nm. Controles negativos
foram utilizados em todas as placas.

Analise Estatistica

Os resultados das titulagdes dos anticorpos antiPGL-1 presentes no soro
dos individuos estudados foram expressos pela média + desvio padrao (DP) da
densidade optica (DO) na diluigdo de 1/400. Os grupos foram comparados pelo
método da Analise de Variancia (ANOVA). A diferenga entre eles foi estabelecida
utilizando-se teste T, com p<0,05.

RESULTADOS
Caracteristicas clinicas e socioepidemioldgicas

Este trabalho mostra que a frequéncia de pacientes com a forma multibacilar
da doenga é maior, predominando os individuos do sexo masculino. Além disso, todos
0s pacientes e seus contatos domiciliares apresentaram niveis séricos detectaveis
de anticorpos totais antiPGL-1, independentemente da forma clinica do paciente.
Os individuos portadores de hanseniase foram classificados clinicamente como
paucibacilares (Indeterminada (I) e Tuberculoide (T)) e multibacilares (Dimorfa (D)
e Virchowiana (V)). A frequéncia das diferentes formas clinicas da hanseniase em 102
pacientes portadores da doenga, participantes do estudo, assim como o contato prévio
com individuos doentes estdo apresentados na Tabela 1. Houve um predominio da
forma multibacilar da doenga entre esses pacientes (I=4; T=11; D=41; V=25; RR=9;
ENH=12). A maioria deles, tanto os multibacilares quanto os paucibacilares, era do
sexo masculino e estava na faixa etaria de 6 a 51 anos.

Tabela 1. Distribuicao dos pacientes estudados por forma clinica, e contato
prévio com individuos portadores de hanseniase.

Forma Clinica Sim Nao Total
N % N % N° %
Indeterminada 2 1,9 2 1,9 4 39
Tuberculdide 4 39 7 6,9 11 10,9
Dimorfa 12 11,8 29 28,4 41 40,2
Virchowiana 7 6,9 18 17,7 25 24,5
Reagdo Reversa 4 39 5 49 9 8,8
Eritema Nodoso Leproso 4 39 8 7,9 12 11,8
Total 33 323 69 67,7 102 100,00
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A analise da presenga ou da auséncia da cicatriz vacinal esta apresentada
na Tabela 2. Observou-se que 63,7% dos pacientes ndo possuiam cicatriz vacinal.

Os contatos domiciliares dos pacientes examinados apresentaram idades
que variaram entre 6 ¢ 60 anos. A frequéncia de distribuigdo dos contatos de
acordo com a forma clinica do doente foi muito variada (I=13,64%; T=12,12%;
D=21,21%; V=12,12%; RR=1,52%; ENH=39,4%). Verificou-se que, o sexo
feminino predominava entre os contatos e que cerca de 3% deles ja haviam tido a
doenca. O grau de parentesco entre os pacientes e seus contatos domiciliares ficou
assim distribuido: irmdo (25%), filho (19%), sobrinho (11%), esposo (10%), pais
(9%), primo (6%), avos (5%), neto (3%).

Tabela 2. Distribui¢do dos portadores de hanseniase estudados por forma clinica,
segundo niimero de cicatriz vacinal de BCG.

Forma Clinica 1 cicatriz 2 cicatrizes Nio tem cicatriz Total
N° % N° % N° % N° %
Indeterminada 1 0,98 0 0,00 3 2,9 4 3,9
Tuberculdide 6 59 0 0,00 5 49 11 10,8
Dimorfa 13 12,8 1 0,98 27 26,5 41 40,2
Virchowiana 6 59 1 0,98 18 17,7 25 24,5
RR 0 0,00 1 0,98 8 79 9 8.8
ENL 7 6,9 1 0,98 4 39 12 11,8
Total 33 324 4 39 65 63,7 102 100,00

RR: reagdo reversa; ENL: Eritema Nodoso Leproso
Niveis séricos de anticorpos totais antiPGL-1

A andlise comparativa entre todas as formas clinicas, tanto dos pacientes
quanto dos contatos, mostrou que todos foram positivos para PGL-1 na dilui¢ao
do soro de 1/400. Os contatos de pacientes multibacilares apresentaram niveis
séricos de anticorpos antiPGL-1 semelhantes aos doentes (Figura 1), ao passo que
os contatos de pacientes paucibacilares apresentaram niveis séricos menores que 0s
doentes (Figura 2).
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Figura 1. Niveis séricos de anticorpos totais anti-PGL-1 de soro de individuos
portadores de hanseniase multibacilar e seus contatos domiciliares.
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Figura 2. Niveis séricos de anticorpos totais anti-PGL-1 de soro de individuos
portadores de hanseniase paucibacilar e seus contatos domiciliares.

DISCUSSAO

Pacientes com a forma multibacilar da hanseniase ¢ do sexo masculino
predominaram no periodo estudado (1999-2001). Tanto os pacientes quanto os seus
contatos domiciliares apresentaram niveis séricos mensuraveis de anticorpos totais
para antiPGL-1.

A analise dos dados obtidos neste estudo demonstra um predominio
das formas clinicas multibacilares (76,5%) entre os 102 pacientes estudados,
destacando-se um grande niimero de pacientes com a forma dimorfa (40,2%). Estes
dados nos sugerem que o diagnostico da hanseniase tem sido realizado tardiamente,
o0 que favorece um maior numero de manifestagoes e lesdes decorrentes da propria
evolugdo da doenga, bem como a manutengdo de sua transmissdo. Estes achados
também foram observados nos estudos realizados por Helene et al. (2001) e Santos
& Rabay (2001).

Jacobson & Krahenbuhl (1999) e Harrop (2002) descreveram que a
hanseniase ¢ mais comum entre os homens, tendo os dois trabalhos encontrado
proporgdo de 1,5:1 e 2:1, respectivamente. Nossos achados se assemelham aos
desses autores e ao estudo realizado por Goulart et al. (2002) em 138 pacientes da
cidade de Uberlandia-MG, que demonstrou a predominancia do sexo masculino em
todas as formas clinicas da doenga estudadas. No entanto, ndo se pode afirmar se, na
hanseniase, realmente existe predilecéo pelo sexo masculino.

Segundo Talhari (1997), o contagio da hanseniase ocorre por meio
do contato intimo e prolongado com doentes baciliferos ndo tratados. Os dados
referentes ao contato dos pacientes deste estudo com portadores de hanseniase
mostraram que 67,7% ndo relatam contato com outros doentes. Possivelmente,
este contato existiu, porém nao tomaram conhecimento do fato. Isso € possivel por
causa da elevada endemicidade da hanseniase na regido. Segundo a Organizagdo
Pan-Americana de Satde (PAHO), em Goias, somente em 2006 foram notificados
2.989 casos novos de hanseniase (OPAS, 2007).
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Atualmente, varios estudos tém discutido o papel do BCG na protecao
contra doengas causadas por micobactérias. Um grande questionamento ¢ se esta
vacina protege o individuo contra a hanseniase. A variagdo dos indices de protecdo
da vacina BCG contra tuberculose tem sido atribuida a varios fatores como:
diferencgas na preparacdo do BCG, influéncia e exposigdo ambiental a infecgdo com
micobactérias e diferengas genéticas e nutricionais entre a populagdo (Fine, 1995).
Apesar das controvérsias, a vacinagdo repetida com a BCG € uma pratica padrao
preconizada pelo Ministério da Saude (MS, 2002) para prote¢do contra a hanseniase.
Fine (1995) destaca que o papel protetor do BCG na hanseniase ¢ muito mais eficaz
do que no caso da tuberculose pulmonar. Smith & Smith (2000) ressaltam que o
BCG, usado em um grupo com risco elevado de desenvolver hanseniase, conferiu
50% de protegao, ocorrendo um aumento da protegdo para 75% quando a vacinagdo
neste grupo foi repetida. Os resultados encontrados no presente trabalho mostram
que 63,7% dos pacientes com hanseniase ndo possuiam cicatriz vacinal de ID-BCG
e que apenas 32,4% dos pacientes estudados desenvolveram a doenga mesmo sendo
vacinados, confirmando assim os achados do estudo citado acima.

Gragas a sua especificidade, 0 PGL-1 tem sido utilizado como um antigeno
importante para o imunodiagnéstico da hanseniase. Indices elevados de anticorpos
antiPGL-1, em contatos e na populag@o em geral, indicam riscos de desenvolvimento
da hanseniase; auxiliam na defini¢do da forma clinica, transmissao e extensao da
doenca e servem também como dado auxiliar no diagndstico da hanseniase nos
individuos e seus contatos domiciliares (Sekula et al., 1998).

Todos os pacientes estudados apresentaram niveis séricos de anticorpos
totais para PGL-1, tanto os da forma MB quanto os da forma PB. Os contatos
de pacientes com a forma MB apresentaram niveis séricos de anticorpos para
PGL-1 semelhantes aos doentes. Ja os contatos de pacientes PB, apresentaram
niveis séricos baixos desses anticorpos. Soares et al. (1994) e Roche et al. (1998)
afirmaram, em seus trabalhos, que o risco de desenvolvimento da hanseniase nos
contatos de pacientes soropositivos ¢ muito maior do que na populagdo em geral.
Diversos estudos sorologicos vém sendo desenvolvidos em regides de elevada
endemicidade e tém demonstrado que os contatos domiciliares de pacientes
dessas regides apresentam niveis mais elevados de anticorpos antiPGL-1 do que
a comunidade em geral. Tais resultados ratificam uma grande associagdo entre os
niveis de anticorpos antiPGL-1 apresentados e o risco de desenvolver a doenga.
Embora se apresentem como pessoas clinicamente sadias, os contatos dos pacientes
MB revelaram sorologia superior a dos pacientes com a forma MB da doenca
(Figura 1). Chanteau et al. (1993), em um estudo realizado na Polinésia Francesa,
acompanharam por um periodo de dez anos 204 contatos domiciliares de pacientes
com hanseniase que apresentaram sorologia positiva para PGL-1. Nessa pesquisa,
observaram que 2% deles desenvolveram a doenga.

Com base nos dados ja existentes na literatura, concluimos ser necessario
um acompanhamento clinico dos contatos que apresentarem sorologia positiva
para PGL-1.
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Estratégias para controlar a transmissdo da hanseniase exigem rapida
detecgdo da doenga e tratamento com PQT. Porém, o niimero de casos novos nao
diminuiu em vérios anos, indicando a continuidade da transmissdo (Meima et al.,
2004). A falta de testes diagnosticos disponiveis para a detec¢@o precoce da doenca
leva a uma busca crescente por aprimoramento ou mesmo proposi¢ao de novos
testes. Cardona-Castro et al. (2008) demonstraram que a presencga de anticorpos
antiPGL-1 em contatos de pacientes com hanseniase nao foi associada com indice
bacilar ou diagndstico clinico do paciente. Isso sugere que o contato com o M.
leprae pode ocorrer, mas respostas imunoldgicas diferentes estdo influenciando a
soroprevaléncia e a evolugdo da doenga. Portanto, os niveis séricos de anticorpos
antiPGL-1 encontrados neste trabalho podem ndo indicar a verdadeira frequéncia
de individuos infectados na populagdo estudada, uma vez que algumas pessoas
infectadas ndo produzem anticorpos especificos (Oskam et al., 2003).

No presente estudo, a pesquisa de anticorpos antiPGL-1 foi positiva
tanto nos pacientes MB quanto PB. Porém, pacientes MB tiveram niveis séricos
maiores que pacientes PB, indicando que a produgio de anticorpos ¢ maior onde ha
mais antigeno, ou seja, nos multibacilares. E bem provavel que, para se conseguir
uma forma eficaz de diagndstico laboratorial de todos os casos de hanseniase, seja
necessaria a associagdo de um método para avaliar a resposta humoral, por exemplo
a pesquisa de anticorpos PGL-1 pelo método dipstick (Biihrer-Sékula et al., 2001)
para as formas MB da doenga, com um outro método baseado em imunidade celular.
O método atualmente disponivel que utiliza a IgM antiPGL-1 ainda continua sendo a
melhor forma de diagnostico. Entretanto, a dosagem de anticorpos totais antiPGL-1
ndo permite a discriminagao dos contatos domiciliares que se tornardo doentes. Mas
¢ um dado que determina quem deve ser acompanhado clinicamente para que seja
feito o diagnostico precoce da hanseniase, o que possibilitara interromper a cadeia
de transmissao.
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ABSTRACT

Evaluation of total serum antibodies against phenolic glycolipid-1 (PGL-1) of
Mycobacterium leprae in individuals with Hansen disease and their house contacts
in the State of Goias, Brazil

Leprosy is a chronic disease caused by Mycobacterium leprae, an obligatory
intracellular bacillus that infects preferentially skin macrophages and Schwann
cells of peripheral nerves. The diagnosis of the disease is complex as there are
several clinical manifestations. New diagnostic tests aiming the control of disease
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transmission are being pursued, among which we highlight the dosage of IgM
anti phenolic glycolipid-1 (PGL-1). Total serum antibodies against PGL-1 in
patients and in their household contacts were evaluated by enzyme immunoassay.
Both patients and their contacts presented detectable levels of anti-PGL-1 in the
serum thus indicating a potential risk of transmission of the disease among these
individuals.

KEY WORDS: Mycobacterium leprae. ELISA. Antibodies anti-PGL-1. Leprosy.

Household contacts.
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